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OZET

Bu calismada, suda c¢oziiniirliigii diigik ve kisa eliminasyon yan Omre sahip
dopaminerjik bir etkin madde olan piribedil’in, salim hizini modifiye etmek ve dolayisiyla
biyoyararlanim arttrmak amaclanmigtir. Bu amacla, kati lipit bir tagtyici ile mikron ve
mikronalt1 biiyiikliigiinde partikiillerin hazirlanmasi diigiiniilmiigtiir.

Formiilasyonlarda kullanilan etkin ve yardimci maddeler iizerinde yapilan
calismalarda, elde edilen deney bulgularmin referans kitaplar ve firma spesifikasyonlarina
uygun olduklar saptanmugtir.

Hazirlama tekni8inden gelebilecek coziicii artiklarindan kaginabilmek icin kat1 lipit
partikiil hazirlamaya yonelik olarak, soguk ve sicak homojenizasyon yontemleri kullanilmugtir.
Bu yontemler yardim ile, uygun partikiil boyutu, piribedil yiiklemesi ve hazirlama verimi elde
edildikten sonra, formiilasyon faktorlerinin partikiil 6zelliklerine etkilerini incelemek amaciyla
farkls lipit (%2.5, %10), etkin madde ( lipit icersinde %1, %5, %10) ve yiizey etken madde

(%1, %1.2, %2.5, %5) konsantrasyonlar1 ve farkli yiizey etken maddeler (Labrasol®, Tween

80®) denenerek farkli formiilasyonlar hazirlanmis ve bu faktorlerin partikiil 6zelliklerine etkili
olduklan goriilmiigtiir.

Formiilasyonlarin in vitro salimlann incelendiginde, piribedil’in partikiillerden
saliminda, formiilasyon faktorlerinin yanisira, salim ortammmn pH’smin da etkili oldugu
goriillmiigtiir. Tum formiilasyonlarda, piribedil’in partikiillerden saliim asit ortamda hizh
bulunmustur. Piribedil’in mikro- ve nanopartikiillerinden salim kinetigi incelendifinde bilinen
matematiksel modellerden birine uyum saptanamamugtir.

In vitro incelemelerden, ¢oziinme hizi ve partikiil biiyiikliigii deneyleri ile elde edilen
sonuclara gore secilen formiilasyon ile toz piribedil siispansiyonu farelerde yapilan tremor
testiyle kargilagtinlmugtir. Hazirlanan partikiillerde, aktivite goriilmemesi, etkin maddenin lipit
icinde hapsedildigini diigiindiirmiigtiir. Aymt formiilasyon ile hazirlanan siispansiyon,
tavganlara peroral olarak uygulandifinda, biyoyararlamimm, toz piribedil siispansiyonu
uygulanan tavsanlardaki biyoyararlanimdan daha yiiksek oldugu ve piribedil saliminin modifiye
edildigi goriilmiistiir.

Sonug olarak, Parkinson hastalig1 tedavisine yonelik geligtirmek istedigimiz piribedil
kat: lipit partikiillerinin in vitro-in vivo degerlendirmelerinde, salim hizznin kontrol edilebilecegi
ve piribedil biyoyararlanimimn arttinlabilecegi saptanmugtr.

Anahtar Kelimeler: Mikropartikiil, Nanopartikiil, Piribedil, In Vitro-in Vivo Degerlendirme



SUMMARY

In this study, modification of the dissolution rate and thus the enhancement of the
bioavailability of a dopaminergic drug, piribedil, which has a low aqueous solubility and short
elimination half-life, has been aimed. For this purpose, preparation of micron and submicron
particles using solid lipid carriers has been planned.

Experimental data obtained from the studies carried on active and adjuvant materials
used in formulations were determined to be in accordance with the reference books and company
specifications.

For the avoidance of solvent residues resulting from the preparation technique, cold
and hot homogenization methods have been used to prepare solid lipid particles. Following the
obtention of appropriate particle size, piribedil loading and preparation yield by the use of those
methods, different formulations have been prepared with various lipid (2.5%, 10%), drug (1%,
5%, 10% of lipid) and surfactant (1%, 1.2%, 2.5%, 5%) concentrations and different surfactant

materials (Labrasol®, Tween 80®), to investigate the effects of formulation factors on the

particle characteristics. The factors mentioned were found to effect properties of the particles.

When the in vitro release from all formulations were examined, pH of the dissolution
medium was determined to influence the release of piribedil from particles besides the
formulation factors. Piribedil release from all formulations were found to be the fastest in acidic
medium. No fit to the mathematical models known could be determined upon investigation of
the release kinetics of piribedil from micro- and nanoparticles.

Suspensions of intact piribedil and a formulation selected depending on the results
obtained from in vitro dissolution and particle size experiments were compared using tremor test
in mice. When the same suspension prepared with the same formulation was applied perorally to
rabbits, bioavailability was found to be higher than the bioavailability intact of piribedil and that
piribedil release was modified.

As a conclusion, after in vitro-in vivo evaluation of piribedil solid lipid particles
developed for Parkinson’s disesase therapy, it has been determined that release rate could be
controlled and piribedil bioavailability could be improved.

Key weords: Microparticle, Nanoparticle, Piribedil, In Vitro-In Vivo Evaluation
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1. GIRIS ve AMAC

Her gecen giin gelisen farmasotik teknolojiyle birlikte konvensiyonel ilaclarin
kullanimlarindan dogan sikintilar azaltmaya yonelik bircok yeni calisma yapilmaktadir. Bu
dogrultuda, mikrokiire, mikrokapsiil ve nanopartikiil gibi yeni ila¢ sekilleri iizerinde yogun
caligmalar siirmektedir. Bu ilag gekilleri, etkin maddeyi en diigiik dozda ve etkili olarak
hastaya vermeyi amaclamaktadwr. Aymt zamanda, bu sistemler, etkin maddeyi polimer
(membran, matris) icine gomerek, kararliligin saglanmasi, yan etkilerin azaltilmas: ve etkin
madde salim hizinin modifiye edilmesi gibi bircok avantajlar sunmaktadir (1).

Polimerik mikro- ve nanopartikiiller, genellikle, emiilsiyon polimerizasyonu ve
coziicii ucurulmas: gibi tekniklerle hazirlandiklan icin toksik bozunma iiriinleri, ¢oziicii
artiklan ve organik c¢oziiciler tamamen uzak tutulamamaktadir. Bunun sonucunda ise
hazirlama yonteminden gelen kontaminasyon riski vardir (2). Caligmamuzda, coziici
artiklarindan kaginmak amaciyla, hazirlama agamalarinda organik bir ¢oziiciiye gereksinim
gostermeyen kat1 lipit tagtyici sistem diigiintilmiigtiir. Bu tipte bir sistem olan, hazirlamay:
amacladifimz kati lipit nanopartikiiller (SLN), diger kolloidal ilag tastyici sistemlere
(polimerik nanopartikiiller, emiilsiyonlar, lipozomlar) bir alternatif olarak ortaya konmusg
partikiiler tasiyici sistemlerdir (3,4). Bunun yamisira, kati lipit nanopartikiiller, suda az
coziinen lipofilik ilaclar i¢in intravenoz dagitima uygun sistemlerdir (5,6). Bilindigi iizere bu
sistemler, sulu bir faz icinde erimig lipitlerin emiilsifikasyonu ile hazirlanmakta ve tagtyic
matris olarak, oda sicakliginda kat1 olan lipitler kullanilmaktadur (2).

Formiilasyonlar: diigiiniilen partikiillerde etkin madde olarak dopamin agonisti,
vazodilator etkili bir ilag olan piribedil secilmigtir (7,8). Piribedil, serebral yaglanma ve
Parkinson hastalifinda yaygin olarak kullamlan dopaminerjik bir maddedir. Parkinson
hastalig1, yogun dopamin eksikliginin eglik ettigi bir cesit lokalize serebral yaglanmadir ve
gecmigine bakilacak olursa, genellikle 50 yagin iizerindeki bireylerin yaklagik %10’unda
olugsmaktadir (9). Piribedil ile Parkinson hastaliinmm tedavisinde belirgin iyilegmeler
saglanmakta ancak tedavi swrasindaki sik ila¢ alimindan ve yan etkilerinden kaynaklanan
sakincalarn bulunmaktadir. Bu nedenle, ilacin yan etkilerini ve kisa eliminasyon yan
omriiniin neden oldugu sik kullantmini ortadan kaldirmak, uzun siireli etki elde etmek bu
cahigmadaki hedeflerimiz arasindadir.

Hazirlamayi planladifimmz partikiillerde tagtyici olarak inert, yiiksek dozlarda dahi

yan etkileri smirl ve uzatiimig salim saglama potansiyeli olan gliseril behenat (Compritol®)
tercih edilmigtir. Gliseril behenat, yag asitleri ve gliseritlerinin bir karigimi olup, ana yapisi
behenik asittir (10,11). Son zamanlarda, gliseril behenat, dikkate deger ayricaliklan ile
stirekli etkili formiilasyonlarda sik kullanilan bir bilesen olmustur (12).



Farkli hazirlama yontemleri ve Konsantrasyon oranlan ile hazirlanacak
partikiillerde, once in vitro caligmalarla partikiillerin Ozellikleri (gekil, partikiil biiyiikligu
dagilimi, piribedil yiiklenmesi, piribedil salimi ve stabiliteleri) saptanacak, daha sonra in
vivo caligmalar ile sonuclar karsilagtirlacaktir. Bu caligmalara baglamadan Once,
kullamlacak etkin madde ve lipitin spesifikasyonlara uygunluklan tespit edilecek, etkin
maddenin in vitro ve in vivo miktar tayinleri icin secgilen yoOntemlerin validasyonu
gerceklestirilecektir. In vitro caligmalardan elde edilen sonuclara gore secilecek bir
formiilasyon, biri farmakodinamik (farelerde Parkinson modeli ile tremor testi), digeri
biyofarmasotik (tavsanlarda peroral biyoyararlamm c¢aligmasi) testler olan in vivo
caligmalarla, toz piribedil ile kargilagtinlacaktir. Boylece, lipofilik bir etkin madde olan
piribedil’in kat1 lipit tagiyici sistem icinde mikro- ve nanopartikiillerinin geligtirilmesi ile sik
ilag alimimn azaltilmasina ve ilacin biyoyararlanimina ne oranda katkida bulunabilecegimiz
aragtinlacaktir.



2. KAYNAK BiLGISI
2.1. MiKROPARTIKULLER

Mikropartikiil terimi, etkin madde iceren ve 1000 pum'den kiiciik captaki polimerik

kiiresel partikiilleri tanimlamak icin kullamilan genel bir isimdir. Bununla birlikte daha
biiyiik boyuttaki mikropartikiillerin de hazirlandigi tespit edilmigtir (1,13-15).

Mikropartikiiler ~ sistemlerin  birgok  smuflandirmas:  yapilmustir.  Yapisal
karakteristiklerine bagh olarak oOzellikle mikrokiireler ve mikrokapsiiller olarak
isimlendirilebilirler. Mikrokapsiiller membran ile cevrelenmis, kati veya sivi ilag
cekirdeginden olugan partikiillerdir (Sekil 1b). Mikrokiireler ise, ilacin, polimer matriste
bagtan baga disperse oldugu veya ¢oziindiigii, monolitik veya homojen karakterli partikiiler
veya molekiiler halde iyi aglomere olmug partikiiller olarak tanimlanabilir (Sekil 1a)
(1,13). Mikropartikiil genel terimi kullamlmalidir, c¢iinkii, siklikla mikrokapsiil ve
mikrokiireleri birbirinden ayirdetmek cok giictiir. Mikropartikiiller, birka¢ ilag kristali
icerdiginde, multiniikleer mikrokapsiiller (Sekil 1¢) veya heterojenik mikrokiireler (Sekil

1d) olarak nitelendirilirler (1,13,16).

(a) (b) {c) (d)

Sekil 1. Mikropartikiiller: Mikrokiireler (a), Mikrokapsiiller (b),
Multiniikleer Mikrokapsiiller (c¢) ve Heterojenik Mikrokiireler (d)

2.1.1. Mikropartikiil Hazirlamada Kullanilan Maddeler

Son yirmi yildir, mikropartikiiler ilag tagtyic sistemler, polimerlerin degisik tipleri
ile yaygin olarak caligilmigtir. Formiilasyonlarda kullamlacak polimer maddelerin
seciminde, polimer/polimerlerin ¢oziniirliigi, elastik oOzellikleri, kristal yapis1 vb.
ozelliklerin gozoniinde bulundurulmas: gerekmektedir (17). Polimer materyalinin se¢imi,
mikropartikiiliin fiziksel ve kimyasal ozelliklerini belirler. Ozellikle mikropartikiillerden
etkin madde salimi, polimerlerin hidrofilikligine baglidir (1). Aymca etkin maddenin
polimere baglanma afinitesi, mikropartikiillerin mikroyapist ve etkin madde salimi, biiyiik
oranda polimerin tipine baglidir (18).



2.1.3. Mikropartikiillerin Uygulama Yerleri

Mikropartikiiler ilag tagiyici sistemler farkli yollar ile verilebilirler: tablet veya
jelatin kapsiil i¢ine konularak oral (67); nazal olarak transmukozal (68); intraperitonal;
intraartikiiler; subkiitan; intramiiskiiler ve intravenoz. Mikropartikiiler sistemlerin oral yol ile
verilmesi bircok avantaj tagir. Bu sistemler, gastrointestinal alan icinde genigce yayilarak
diizenli hareketleri ile etkin maddeyi kontrollii salabilirler, etkin maddelerin emilimini
arttinrlar ve mide veya barsak mukozasindaki irritasyonu azaltirlar (1,69). Mikropartikiiler
- ila¢g dagiim sisteminin oral veriligi ile, ozellikle kronik ila¢ kullanilmasi durumunda,
polimerik maddelerin istenmeyen retansiyonundan sakinilabilir (1).

Mikropartikiillerin parenteral ve oftalmik uygulamalarinda, partikiil biiyiikliikleri
onemlidir. Parenteral uygulama igin, subkiitan veya intramiiskiiler enjeksiyonda, igneden
kolaylikla gegmesini saglamak acisindan yeterli derecede ufak olmalidir. Bundan dolay,
kiiciik partikiillerin iiretilmesi hazirlama igleminde Onemli bir kogsuldur (70). Parenteral

uygulamalarda, mikropartikiil boyutunun 20-40 pm olmas: istenir (1,71). Damarlarin

tikanmasi i¢in bilyiik partikiillere ihtiya¢ vardir (200-800 pm), fakat yine de kimyasal
embolizasyon beklenebilir. Intravendz enjeksiyondan sonra, mikropartikiillerin kandan
eliminasyonu partikiillerin yiizey ozelliklerine baglidir (72-74). Oysa, retikiiloendotelyal
sistemde partikiiller yiizey 6zelliklerine bagli olmaksizin lokalize olurlar (73). Parenteral ila¢
tastyicilar vasitasiyla ozel yerlere etkin madde taginmas: bagarili bir stratejidir, ¢linkii diger
viicut yerlerinde istenmeyen etkiler azalir. Bu nedenle, mikrokiireler viicutta 6zellikle belirli
bir hiicre, doku ya da organda toplanmasi istenen etkin maddeler i¢in tasarlanan ila¢ tagiyici
sistemler olarak tercih edilmektedir. Hedeflendirme, aktif veya pasif olarak yapilabilmekte
ve etkin maddenin hedef bolgede kontrol edilebilen bir hizla salim: saglanmaktadir (75-77).

2.2. NANOPARTIiKULLER

Nanopartikiiller, c¢aplart 10-1000 nm arasinda degisen stabil, kati, kolloidal
partikiillerdir (78-82). Polimerik materyaller icinde ¢oziinmiig, enkapsiile olmug ve/veya
adsorbe olmus, ilag, enzim veya antijenlerden olugurlar (79,81).

Nanokureler
Tutunan lE Adsorbe
Nanokapsuller itgc

ilac

O

Sekil 2. Nanopartikiiller



Nanopartikiil terimi, kabuk benzeri ceperli nanokapsiillerin yamisira monolitik
matriks tipi sistemleri de igerir (nanokiireler) (82).

Nanopartikiiller, kiicik boyutlar1 nedeniyle suda hemen dagilirlar ve
mikropartikiillerin aksine ince kanalli enjektdr ignelerinden gegebilen berrak, kolloidal
dagilimlar olugtururlar (83). Nanopartikiiller diger kolloidal ilag sistemlerine gore iistiin
ozellige sahiptirler. Bu da, ozellikle farkli verilig yollarindan sonra viicut sivilarinda daha
stabil olmalandir (82). Ayrica, nanopartikiiller, nispeten kolay iiretim yontemleri ve uzun
raf Omiirleri ile kolayhikla saklanabildiklerinden, lipozomlara gore avantaj saglarlar (84).
Nanopartikiil materyallerinin ve iiretim yontemlerinin farklilik gosterebilmesi de avantaj
saglar. Bu nedenle, nanopartikiiller ¢ok iimit verici ilag¢ dafiim sistemleri olarak
gosterilmektedir. Diger kolloidal tagtyici sistemler iizerindeki en biiyiik avantajlant ise
nanopartikiillerin dondurularak kurutulabilmesi ve dolayisiyla stabilitelerinin yiikselmesidir
(85).

Ideal bir nanopartikiiler ilag dagitim sistemi su ozellikleri tagimalidir:

1) Istenen etki yerinde toplanmal1 veya kalmals,

2) Etkin madde, istenen etki yerinde uygun hizda salinmali,

3) Uygulamas1 kolay ve stabilitesi acisindan farmasotik olarak kabul edilebilir
olmals,

4) Parenteral kullanim diigiiniiliiyor ise sterilize edilebilmeli,

5) Tagiyic1 materyal nontoksik ve biyolojik olarak pargalanabilir olmalidir (83,86).
2.2.1. Nanopartikiil Hazirlamada Kullanmilan Maddeler

2.2.1.1. Matris Maddeler

Tiim ilag tagiyici sistemlerin tagimast gereken ozelliklerin yam sira, kullanilan
matris maddelerin tagimasi gereken ozellikler de vardir:

- Organizmada parcalanabilmeli,

- Salim hizin1 denetleyebilmeli,

- Antijenik etkiye sahip olmamali,

- Toksik etkisi ¢cok az olmall,

- Biyolojik yarlanma 6mrii yeterince uzun olmalidir (75).

Nanopartikiil hazirlamada biyopolimerlerin yanisira yapay polimerler de
kullanilabilir (82).

Akrilatlar, oral dozaj sekillerinde kaplama materyali olarak kullamlmakta
olduklarnindan ve hizla parcalanmalari nedeniyle uzun etkili preparat hazirlama olanagi



verdiklerinden (83), nanopartikill hazirlamada pekgok kez kullamilmuglardir (87,88-91).
Poliakrilamid kullanarak hazirlanan nanopartikiillerde kargilagilan baglica sorun, iiriin
tamamlandiktan sonra monomer artiklarmin toksisite tehlikesidir. Polialkilsiyanoakrilat
nanopartikiillerinin ise, alkil zincir uzunluguna bagh olarak belli hizda parcalandiklan
gosterilmigtir. Ilagsiz polialkilsiyanoakrilat nanopartikiillerinin toksisitesi, kiiltiir hiicreleri
ve hayvanlar iizerinde aragtirildifi zaman, akut toksisiteye rastlanmamustir (83). Bu
tagtyicilanin kendilerinin toksik olmamalari ve denenen antikanser bir ilacin yan etkilerinde
bir azalmaya neden olmalan kanser tedavisi icin umut vericidir (83).

Dogal makromolekiillerden hazirlanmig nanopartikiiller de, biyolojik ortamda
parcalanabilir oluglar1 ve toksik olmamalari nedeniyle istiinlik tagimaktadwlar (83).
Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullamilan dogal makromolekiillere Ornek, proteinler
(jelatin, albiimin) ve polisakkaritler'dir (maltodekstrin, nigasta) (92).

2.2.1.2. Yiizey Etken Maddeler

Kullamlan yiizey etken maddeler mikrokiirelerin emiilsifikasyon ile olugsumunda
onemli bir rol oynarlar. Mikrokiirelerin ozellikleri, yiizey etken maddelerin tipi ve
HLB'sinden etkilenmektedir. Daha ¢ok yag asiti zincirlerinden olugan ayn1 HLB'deki yiizey
etken maddeler ile iiretilen mikrokiireler biiyiiktiir ve yiiksek etkin madde iceriklerine
sahiptirler. Buna kargilik uzun polioksietilen zincirli yiizey etken maddeler ile iiretilen
mikrokiireler kiigiiktiir, Etkin madde igeriinde de HLB etkilidir. Etkin madde salim iz
genellikle diisiik HLB'ye sahip yiizey etken maddeler ile yavaglatilir. Hazirlama yontemi de
onemlidir. Etkin madde iceren sulu faza hidrofilik yiizey etken maddenin ilavesi ile diigiik
enkapsiilasyon verimi ile biiyiik mikrokiireler hazirlanir. Hazirlanan iiriinde bol miktarda
serbest etkin madde ve sonugta hizli salim goriiliir (93).

Farklh HLB'lerdeki polioksietilen sorbitan trioleat ve sorbitan trioleat’m kangimlarn
kullanddifinda elde edilen sonuclar, mikrokiirelerin olusumunda HL.B ve yiizey etken
madde konsantrasyonunun oOnemli bir rol oynadifmi gostermigtir. Mikropartikiillerin
biiyiikliikleri ve biiyiikliik dagilimlari HLB tarafindan anlamli olarak etkilenmigtir. Bununla
birlikte HLB enkapsiilasyonu degistirmemig fakat etkin madde salim hizim etkilemigtir (94).
Buna paralel olarak yapilan bir bagka caligmada da, kullanilan yiizey etken maddenin HLB
degerinin uygun olarak secilmesi ile etkin madde salminin regile edilebilecegi
vurgulanmugtir (63). Yapilan bir bagka caligmada ise, yiizey etken maddenin HLB'si ile,
hazirlanan partikiillerin biiyiikliigii arasmda bir korelasyon olmadig: bulunmugtur (95). Bir

diger calismada da HLB degeri 15 olan Tween 80®, en iyi kolloidal ilag dafitict madde
olarak gosterilmigtir (87).



2.2.2. Nanopartikiill Hazirlama Yontemleri

Nanopartikiiller ¢ok farkli yontemlerle hazirlanabilirler (81). Uygun iiretim
yOnteminin se¢imi esas olarak nanopartikiiler tagiyici icindeki etkin maddenin 6zelliklerine
baghdir. Hidrofobik etkin maddeler igin kullanilan bir yontemde, sulu bir siirekli faz
kullanilabilir. Hidrofilik etkin maddeler i¢in ise hidrofobik bir siirekli faz uygundur (85).

Nanopartikiil hazirlama yontemleri:
1) Polimerizasyon reaksiyonlar ile hazirlama
a- Sulu bir siirekli faz icinde emiilsiyon polimerizasyonu

Giiniimiizde, nanopartikiillerin hazirlanmasinda en yaygin yontem, sulu
bir siirekli faz i¢inde emiilsiyon polimerizasyonudur (89,96-101).

b- Organik bir siirekli faz icinde emiilsiyon polimerizasyonu
2) Dogal makromolekiillerden hazirlama
3) Coziicii buharlagtirma yontemi ile hazirlama (102,103).
2.2.3. Nanopartikiillerin Uygulama Yerleri

Nanopartikiiller esas olarak, etkin maddelerin etki yerine hedeflendirilmesi (104-
106), siirekli etkin madde salimu (107,108) ve oral (91,109,110) ya da okiiler (90,111-113)
biyoyararlilifin arttirlmasi amaglan icin Onerilmektedir (95). Parenteral (110,114),
intravenoz (115-118) ve intraarteryel verilig yollar1 6zellikle hedefleme icin kullaniimaktadur.
Sistemik siirekli etki, etkin madde yiikli nanopartikiillerin subkiitan (119) veya
intramiiskiiler (116) yolla verilmesiyle saglanabilmektedir.

Kolloidal ilag dagitim sistemleri esasen parenteral veriligi amacladifi halde,
nanopartikiiller yukandakilere ek olarak degisik yollarla da verilirler (104). Bunlar
transdermal (120), lenfatik (82) ve topik'tir (110). Ayrica agilarda yardimcr olarak da
kullamim yeri bulmuslardir (82).

2.2.4. Kati1 Lipit Nanopartikiiller (SLN)

Sulu c¢ozeltileri halinde parenteral olarak verilemeyecek, sudaki c¢oziintirliigii
yetersiz olan etkin maddeler icin mikronalt1 biiyiikliikte tagtyici sistemler gelistirmek amaci
ile bircok yaklagimlarda bulunulmugtur. Bu amacm yanisira, etkin maddenin hedef organa
ulagtirilmas1 ve kontrollii salim igin de, polimerik nanopartikiiller ve mikrokKiireler,
lipozomlar ve lipit emiilsiyonlar kullamilmugtir (2). Oysa, hidrofobik etkin maddelerin
parenteral olarak uygulanmasinda bu tagiyici sistemlerle bircok dezavantaj sz konusudur.
Emiilsiyon polimerizasyonu ve ¢oziicii ugurulmas: teknikleri ile hazirlanan polimerik
nanopartikiiller ve mikrokiirelerin, iiretim igleminden gelen artik organik coziicii, toksik
monomer ve toksik bozunma iiriinleri ile kontaminasyon riski vardir (2).



Polimerik nano- ve mikropartikiillerin dezavantajlan (121):

- 4 haftaya kadar ulagan oldukgca diigiik parcalanma ile retikiiloendotelyal sistemi
bozarak sistemik toksik etkilere neden olabilir (122);

- Polilaktit (PLA) ve polilaktit/glikolit (PLA/GA) partikiillerinin insan
graniilositleri ve makrofajlar tarafindan fagositozundan sonra in vitro sitotoksik
etkiler gozlenebilir (123);

- Uretimden gelen toksik artiklar (6rnegin, ¢oziicii ugurulmasi kullanildifinda
organik coziiciiler);

- Endiistriyel olgekte tiretim i¢in yontem olmamast;

- Otoklav ile sterilize etmek miimkiin degildir. Gama 1ginlan ile sterilizasyon

sonucu radikallerin ve ardindan toksik reaksiyon iiriinlerinin olugum olasilif
(124).

Lipit bazli bir sistem olan lipozomlar fizyolojik bilesenlerden olusur. Bu
sistemlerde fizikokimyasal kararsizlik s6z konusudur. Fiizyon egiliminden dolayi, saklama
sirasinda  kararsizhik gosterirler; lipoproteinlerdeki lipitlerle yer degistirebileceginden
vaskiiller sistemde genellikle kararsizdirlar; vezikill biyiikliigii ve oOzelliklerinin
tekrarlanabilir olamamasi, biiyiik olgekte hazirlanmalanm engellemektedir (125).

Uzun yillardan bu yana kullanilmakta olan yag emiilsiyonlan ise biiyiik olcekte
hazirlanabilmelerine kargin, bir ¢ok etkin maddenin yag damlaciklan ve kan arasindaki
dagiliminin yiiksek olmasi nedeni ile salimlan ¢ok hizhidir (121). Lipit sistemlerle ilgili diger
bir problem de, ilacin saklama sirasinda digan ve viicut sivilarina sizmasidir (2).

Tim bu sakincalardan uzaklagmak ve fizyolojik, biyolojik olarak bozunan
bilegenler kullanarak, lipit matrislerin hazirlanmas: ile intravenoz olarak verilebilecek ve
kontrollii salim saSlanabilecek sistemlerin hazulanabilecegi diigtintilmiistiir (126).
Tasarimlanan bu lipit tagtyici sistemin agagidaki ozelliklere sahip olabilecegi ongoriilmiigtiir
(127):

- Ufak boyut. Ortalama ¢apin nanometre biiyiikliigii araliinda olmasi;

- Fizyolojik bilegiklerin kullanilmas: ve iiretim igleminden gelecek toksik artiklarm
bulunmamasi nedeniyle toksikolojik kabul edilebilirlik;

- Lipofilik ve muhtemelen hidrofilik ilaclarla da yeterli yiikleme kapasitesi;
- Etkin maddelerin giinler veya haftalar boyunca uzatilmis salimnin saglanmasi;
- Otoklav veya gama iginlan ile sterilizasyon olasiligy;

- Sulu dispersiyonlarda uzun siireli stabilite veya alternatif olarak dondurarak veya
piiskiirterek kurutma;



- Yiizey ozelliklerinin modifikasyonu ile belirli dokuya spesifiklik;

- Endiistriyel olgekte iiretim;

- Ekonomik olarak kabul edilebilirlik.

Mikron veya mikronalti biyiikliikteki tagiyic1 sistemlerin hazirlanmasmda
kullanillan - lipitler oda sicaklifinda katidirlar; eritilip emiilsifiye edildikten sonra

sogutulduklarinda tekrar katilagirlar. Olugan kat1 partikiiller kiimelegsme gostermezler ve katt
matris olarak icerdikleri etkin maddenin digarn sizmasim engellerler (2,128).

Diger kolloidal ila¢ tasiyici sistemler ile alternatif olarak sunulan kati lipit
nanopartikiillerin ozelliklerinin kargilagtirilmasi Tablo 1 ’de verilmigtir (121,126):

Tablo 1. IV Kontrollii ila¢ Dagitim icin Kullamlan Konvensiyonel Partikiiler
Sistemlerin Kat1 Lipit Nanopartikiillere Gore Ozellikleri

Polimer Yag
Ozellik SLN Nanopartikiiller Lipozomlar Emiilsiyonlar

Sistemik toksisite diigiik > veya= diigiik diigiik
Sitotoksisite diigiik > veya= diisiik diigiik
Organik ¢oziicii artiklar hayir > veya= > veya= hayir
Biiyiik 6lcekte iiretim evet hayir evet evet
Otoklav ile sterilizasyon evet hayir hayir evet
Kontrollii salim evet evet < veya= hayir
RES'den uzak kalma ? hayir evet evet

2.2.4.1. Hazirlama Yontemleri

Lipit partikiiler sistemler arasindaki baghca fark hazirlama yontemleridir. Lipit
matris boyutunun ufaltilmas:, formiilasyon tekniklerinde degisiklikler yapilarak saglanabilir.

Piiskiirterek kurutma yontemi ile lipit nanopartikiillerin hazilanmasi Eldem ve
arkadaglar1 (129) tarafindan tanimlanmugtir. Bunun yanisira sonik banyoda veya titanyum
prob kullanarak eritilmig lipitlerin sonikasyonu ile de lipit nanopartikiiller elde edilebilmigtir
(127). Yiiksek hizi kangtiricilar, sonikasyon veya herikisinin birlikte kullammu ile
nanometre boyutlarinda pelletler hazirlanmigtir (127). Tiim bu yoOntemlerle hazirlanan

partikiiler sistemlerdeki en biiyiik sorun, 5 pm’den biiyiik partikiillerin fazla olmasidir ki bu

da etkin maddenin IV verilmesine bir engel olugturmaktadr.
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2.2.4.1.1.51cak Homojenizasyon Yontemi (Eriyik Emiilsifikasyon Iglemi)
Kat1 lipit nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan lipit, erime derecesinin
yaklagik 5°C-10°C iizerine isiulir. Etkin madde bu eriyikte ¢oziindiiriilir. Yiizey etken

madde iceren sulu faz aym sicakliga getirilir. Dispersiyonlarin emiilsifikasyonu
homojenizasyon kullanilarak gerceklegtirildikten sonra, kangim oda sicaklifina kadar
sogutulur. Bu sogutma swrasinda katillasan yag damlaciklan kati lipit nanopartikiilleri

olusturur (123,127,130-132). Bu ¢ok kullamlan yontem Sekil 3 ’de sematik olarak
gosterilmistir.

* Lipit eritilir (5°C>erime noktas)
* Etkin madde ¢oziindiiriiliir /dagitilir

* Eritilmig lipit, sicak, sulu yiizey etken madde ¢ozeltisinde dagitilir

PRE-EMULSIYON
U

* Yiiksek basin¢li homojenizasyon
45°C-90°C , 200-700 bar

* Sicak y/s-NANOEMULSIYON
|

* Sogutma, rekristalizasyon

y
KATI LiPIT NANOPARTIKULLER

Sekil 3. Sicak Homojenizasyon Yontemi ile Kati Lipit Nanopartikiill Hazirlanmas

Sicak homojenizasyon teknigi kullanilarak, diger yonteme gore daha ufak partikiil
boyutlarinda ve 5 um’den biiyiik partikiillerin az sayida oldugu kat1 lipit nanopartikiiller elde

edilir.
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2.2.4.1.2. Soguk Homojenizasyon Yontemi
Etkin madde, eritilmig lipitte ¢oziindiiriiliir ve karisim sogutulur. Bu kanigim, sivi

azot veya kuru buz ile ogiitiilerek 50-100 pm arasinda toz lipit elde edilir. Toz madde, sulu

yiizey etken madde ¢ozeltisine eklenir ve lipitin erime noktasmnm 5°C-10°C altinda, oda
sicakliginda veya oda sicakligmm altinda homojenize edilir (121,127).

Yiiksek sicakliklarda homojenizasyonun, sicaklia duyarli etkin maddeler icin
uygun olmayacagi aciktir (133). Bunun yamsira lipit eriyifinde bulunan hidrofilik etkin
maddeler, sulu faz ile kangtinldiginda, sulu faza gegme egilimi gostereceklerdir. Bu kayb:
en aza indirmek igin lipit sulu faz icinde kat1 olarak dagitilir. Bu yontemle, lipit erimeden
diisiik derecede yumugadid1 icin, rekristalizasyon basamagi hizhidir (127).

Soguk homojenizasyon yontemi kullanilarak, tetrakain, etomidat ve
prednizolon’un model ila¢ olarak kullanildig: bir caligmada, lipofilik ilaclanin yiiklenmesi
icin kati lipit nanopartikiillerin ¢ok uygun oldugu bulunmustur (133,134). Literatiirde bu
yontemin kullamldig1 caligma sayist son derece azdir. Hidrofilik etkin maddelerin soguk
homojenizasyon yontemi ile kati lipit nanopartikiillerinin hazirlanmasina ait iki caligmaya
rastlanmmgtir. Bunlardan birinde etkin madde iotrolan (127), dierinde ise magnetit’tir
(135).

2.2.4.2. Karakterizasyon
2.2.4.2.1. Partikiil Sekli ve Boyutu

Kat1 lipit nanopartikiillerin gekillerinin belirlenmesinde, diger partikiiler sistemlerde
oldugu gibi, Atomik Kuvvet Mikroskobisi (AFM) (82) ve elektron mikroskobu (126)
kullanilabilir. Diiz bir silikon yiizeye sabitlenen nanopartikiillerin gekilleri, Atomik Kuvvet
Mikroskobisi ile hicbir vakuma ihtiyac duyulmadan belirlenebilmigtir (136). Yeni bir
yontem olarak sunulan bu yontem, bagka bir yontemle karsilagtinlarak uygulanabilir
olduguna karar verilmigtir.

Partikiil biiyiikliigih ve dagilimi, kolloidal tagiyici sistemlerin en Onemli
fizikokimyasal oOzelligidir. Partikiil biiyiikliigiiniin digiiriilmesi, saklama sirasmdaki
stabilitenin artmasma ve viicutta diigiik toksisiteye yol acar. Hazilama yoOnteminin
parametreleri, partikiil biiyiikligiini ve dagillimimi etkileyen onemli faktorlerdendir.
Genellikle, sicak homojenizasyon yonteminde, yiiksek basmg¢ kullanildiginda, dagilim
homojen olan ufak nanopartikiiller elde edilebilmigtir (121). Hazirlama sirasinda ortama
diigiik enerji verilmesi, homojen olmayan partikiil biiyiikliigii dagilmmna yol acar (132).
Foton korelasyon spektroskopisi ile elde edilen partikiil bilyiikliiklerinin yanisira,
polidisperslik indisi de dagilim hakkinda bilgi vermektedir (121). 0-1 arasinda olan bu indis
degeri, sifir’a yaklagtikca homojen bir dagilim, bir’e yaklagtikca ise daha genig bir aralikta
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dagilim oldugunu igaret etmektedir. Optimum homojenizasyon kogullari altinda hazirlanan
kat1 lipit nanopartikill dispersiyonlarmn mbl’sinde 9 000-60 000 partikill oldugu
bulunmugtur (121). Oysa, kiiciik hacimli enjeksiyonlar i¢in, USP XXII, kap bagina en fazla
10 000 partikiilii gegerli saymaktadir (137). Ancak, lipit nanopartikiillerin biyolojik olarak
parcalanabilirligi diistiniildiigtinde, 10 000’den fazla olan partikiil sayis1 kabul edilebilir.

Hazirlama yonteminde kullanilan emiilsifiye edici maddenin tipi ve miktarn da
partikiil biiyiikliigiinti etkiler. Genellikle, emiilgatér miktanimi belirli bir orana kadar
artirmak, ortalama partikiil biiyiikliigini diigiirmektedir (2). Emiilgator ve sterik
stabilizator, kati lipit nanopartikiillerin hazirlanmas1 sirasindaki damlacik koalesansini ve
uzun donemdeki partikiil agregasyonunu Onleyecek mekanik veya elektriksel engel
olustururlar. Damlaciklarin stabilitesi yeterli olarak saglanabilirse, katilagttrma igleminden
sonra elde edilen partikiillerin boyutu nanometrik aralikta olur (138).

2.2.4.2.2, Iilac¢ Yiiklenmesi ve Hapsedilmesi

Etkin maddeler, hazirlanan kati lipit nanopartikiillerin yiizeyine tutunabilir veya kati
dispersiyon veya eriyik olarak partikiiliin i¢inde hapsedilebilir. Kati lipit nanopartikiillere
yiklenebilen ve hapsedilen etkin madde miktari, tagtyici sistemin tasarimi, bazirlama
yontemi ve etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine baglidur.

Lipofilik etkin maddelerle (tetrakain, etomidat, prednizolon) elde edilen etkin
madde hapsedilme oram1 % 0.8 ila % 9.8 arasinda olmustur (127,133,134). Lipofilik etkin
maddeler icin bu oranlar uygun goriilmektedir. Hidrofilik bir etkin madde olan iotrolan igin
ise % 0.5 oraninda hapsedilme saptanmugtir (134). Hidrofilik etkin madde igin oldukca
diigiik olan bu oran, etkinligi fazla olan maddeler icin yeterli sayilabilir.

Kati lipit nanopartikiil hazirlama yonteminde kullanilan sicaklik, etkin madde
yikleme oramm etkileyen en Onemli faktordiir. Tetrakain ve etomidat igin, sicak
homojenizasyon yontemi ile hazirlanan nanopartikiil icerifine bagli olarak etkin madde
yiiklenmesinin % 90°dan yiiksek oldugu bulunmustur (133). Etkin madde olarak
prednizolon kullanilarak soguk homojenizasyon yontemi ile hazirlanan nanopartikiillerin
yiikleme kapasitesi % 73 iken, sicak homojenizasyon yonteminde bu oran % 50-60’a
diigmiigtiir (127). Bu oranlardan daha yiikseklerini elde etmek miimkiindiir ancak oranin
yiikseltilmesi heterojen matris yapisindaki kati lipit nanopartikiillerden salimm hizlanmasina
yol agacaktir.

2.2.4.2.3. Rekristallenme Ozellikleri

Eritilmig lipitin rekristalizasyonu nanopartikiiliin hazirlanmasmin hemen ardindan
olugmaz. Basing altinda gerceklestirilen homojenizasyondan sonraki rekristalizasyon hizi,
kati lipit nanopartikiiliin boyutu, erime noktasi ve yiizey etken madde ile lipitin
konsantrasyonunun fonksiyonudur (127). Mikropartikiillerin tersine, rekristalizasyon ve
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nanokristallerin olugumu, partikiil biiyiikliigiinii ve lipit miktarim diigiirerek ve yiizey etken
madde miktarin arttirarak geciktirilebilir (2,126).

Rekristalizasyon davramgi, kati lipit nanopartikiillere etkin madde yiiklenmesini
(0rnegin kat1 ¢ozelti, heterojen matris) ve daha sonra salim profilini etkiler. Diferansiyel
taramal1 kalorimetre (DSC) ve x-151m1 kirmim cihazlari, kristallenmeyi belirleyerek kati lipit
nanopartikiil olusumunu daha iyi anlamak i¢in kullamilmaktadr.

Sicak homojenizasyon yontemi ve lipit olarak gliseritlerin kullamldig: bir kat1 lipit
nanopartikiil caligmasinda, x-ism1 kirmum sonuglan ile DSC verileri kargilagtirilarak
rekristalizasyon davranig1 incelenmigtir (5). Etkin madde eklemeden ve ekledikten sonra
elde edilen veriler kargilagtinldiginda, etkin madde konsantrasyonunun arttirimas: ile
kristallenme oOzelliginin azaldif1 gosterilmigtir (5). Prednizolon’un etkin madde olarak
secildigi bir caligmada, etkin maddenin varligi, lipitin rekristallenme hizim1 diiglirmiigtiir
(134). Nanopartikiillerin erime noktasi ile polimorfik gecis siiresi ve Kkristallenme
derecesinde goriilen farkliliklar, dispersiyon durumuna, emiilgator ve etkin madde varhgmna
ve yiizey/hacim oranimin yiiksek olmasma baglanmigtir.

Erime noktalart lipitten yiiksek olan etkin maddelerin sicak homojenizasyon
yontemi kullanilarak kat: lipit nanopartikiillerinin hazirlanmasinda, sogutma sirasinda once
etkin madde kristallenecek ve ardindan lipit ile rekristallenme gerceklegecektir. Bu durum,
ila¢ saliminda gecikmeye neden olur.

2.2.4.2.4. Salm Hiz1

Kati lipit nanopartikiillerden etkin maddenin salim hizi, matris yapimn, hazirlama
yonteminin, yiiklenen etkin madde miktarnin, partikiil biiyiikliigiiniin ve etkin maddenin
oOzelliklerinin fonksiyonudur (4). Etkin madde salimi, yalmzca difiizyon mekanizmasi ile
degil, ayn1 zamanda matris yapisindaki farklilagma tarafindan kontrol edilir. Salim hizi
caligmalarindan Once ve sonra elde edilen Atomik Kuvvet Mikroskop goriintiileri,
partikiillerin sertligindeki azalmaya bagli morfolojik degisim gostermigtir (136).

Etkin madde salim profillerinin saptandig: iki caligmada da palet yontemi (Avrupa
Farmakopesi) kullanilmigtir (133,134). Sicak homojenizasyon yontemi ile hazirlanan
tetrakain ve etomidat’m salimmnda patlama etkisi goriiliirken (133), prednizolon igin
hazirlama yonteminde kullanilan sicaklifin patlama etkisini etkiledigi saptanmugtir (134).
Sicak homojenizasyon yontemi ile hazirlanan prednizolon nanopartikiillerinin saliminda %
45’e kadar varan patlama etkisi goriiliirken, oda sicakliginda hazirlananlarda hicbir patlama
etkisi goriilmemigtir (134). Patlama etkisinin olasi nedenlerinden birisi lipitin erime
noktasinin etkin maddeninkinden yiiksek olmasidir. Dolayistyla lipitin yavag kristallenmesi
ve etkin maddenin kati lipit nanopartikiiliin yiizeyinde rekristalize olmasi sonucu patlama
etkisi goriiliir (133). Patlama etkisinin diger bir olas1 nedeni ise, kii¢iik partikiillerden dolay:
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2.2.4.4. Etkin Madde Hedeflemesi

Ufak boyutlan, hidrofilik ozellikleri ve yiik tagimayan yiizeylerinden dolayi, kat
lipit nanopartikiiller, IV verilisten sonra retikiiloendotelyal sisteme (RES) daha az alinarak,
ekstravaskiiler hedef bolgelere ulagabilirler (132).

Kan ve kemik iligine hedeflemek igin, yiizeyi modifiye edilmig kati lipit
nanopartikiiller farkli homojenizasyon parametreleri kullanarak hazirdanmugtir (127). Bu
caligmada, kemik iliginde toplamak amac1 ile, lipit ve ylizey etken madde
konsantrasyonunun % 5 olmas1 ve 80-100 nm’lik partikiil biiyiikligii uygun bulunmusgtur.

2.2.4.5. Toksisite

Insan graniilositleri kullanilarak gergeklestirilen hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda,
polilaktit/glikolit nanopartikiillerin kat1 lipit nanopartikiillerden 10 misli daha yiiksek
sitotoksisiteye sahip oldugu gosterilmistir (123). Magnetit yiiklii kat1 lipit nanopartikiiller
icin yapilan benzer caligmada da benzer sonuglar elde edilmigtir (135).

In vivo caligmalarda da fizyolojik olmayan setil palmitat ile hazirlanan kati lipit
nanopartikiillerin IV uygulama i¢in uygun oldugu, akciger, karaciger ve dalak agirliklarinda
farkliliga yol agmamasi ve histolojik incelemeler sonucunda karar verilmigtir (3,4). Gliseril
behenat kullanilarak hazirlanan kati lipit nanopartikiiller ile saptanan Karaciger ve dalak
agirhigmdaki artigin ise tersinir oldugu bulunmugtur (3).

2.2.4.6. Sterilizasyon

Kat: lipit nanopartikiillerin formiilasyonuna bagl olarak, otoklav ve gama 1smlan
kullanarak ve filtrasyon ile sterilizasyon yapilabilir (4,121). Tiim sozii gecen yontemlerin
uygun olmadif1 durumlarda ise, aseptik kosullarda hazirlama onerilmektedir.

1210C ve 110°C’de 15 dakikahk otoklav sterilizasyonu ve Kobalt 60
sterilizasyonunun kargilagtirildigi bir ¢aligmada, kullanilan yiizey etken madde ve lipitin
konsantrasyonuna ve cinsine bagh olarak bu yontemlerin kullanilabilecegi sonucuna
varilmigtir (130). Heriki yontemde de partikiil biiyiikliiklerinde ve polidisperslik indisi
degerlerinde az bir artig oldugu bulunmusg ancak bu artigin sterilizasyon parametrelerinin
optimizasyonu ile minimize edilebilecegi gosterilmigtir.

Yiizey etken madde olarak poloksamer’in kullamldifi nanopartikiillerde, otoklav
sterilizasyonunun miimkiin olmadifi goriilmiigtir (121). Bunun da nedeninin
poloksamer’in sterik stabilizasyon yeteneginin azalmasi olabilecegi one siriilmiigtiir.
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2.3. MiKROPARTIiKULER iLAC TASIYICI SiISTEMLERDEN
ETKIN MADDE SALIMI

Tibbi hedeflere ulagmak icin sadece non-toksik, non-immiinojenik, biyolojik
olarak parcalanabilen ve biyolojik olarak rezorbe olabilen degil, ayn1 zamanda etkin madde
yiiklemeye ve etkin madde salim karakteristiklerine uygun partikiillere ihtiyag vardir (141).

Kati dispersiyon teknolojisinde mikropartikiil formiilasyonlari, suda ¢oziinmeyen
polimerlerin hidrofilik bilesimlerinin dispersiyonu ile bunlarin biyoyararlanimlarini ve suda
kolay ¢oziinen etkin maddelerin ¢oziinme hizt 6zelliklerini ve oranlarimi diizeltmek igin
yaygn olarak kullamlilar (69,142). Bu nedenle mikropartikiillerin ¢ogu kontrollii salim
dozaj formlarinda iimit verici olarak ortaya ciknugtir (143).

Antikanser ajanlarin  kontrollii salim igin tagiyici olarak beyaz balmumu
mikrokiireleri aragtirilmug, hazirlanan mikrokiirelerden etkin madde salim in vitro olarak
degerlendirilmigtir. Mikrokiire olugumunun sonucu, etkin maddenin ¢6ziinme hiz1 olduk¢a
yavaglamugtir (144). Ibuprofen mikrokiirelerinin de aym gekilde, gostermis olduklari in
vitro salim profilleri ile siirekli etkileri olumlu bulunmusgtur (145).

2.3.1. Etkin Madde Saliminin incelenmesinde Kullanilan Yéntemler

Kat: ila¢ maddelerinin formiilasyonu, gelistirilmesi ve kalite kontroliinde, ¢oziinme
hiz1 oranlarinin degerlendirilmesi son derece onemlidir. Katillarin ¢oziinme hizi oranlari,
deneysel olarak, teorik olarak tasarlanarak ve sistemin fizikokimyasal oOzelliklerine bagh
olarak bazi zaman araliklarinda saptanabilir. Mikropartikiiler ilag¢ tagiyici formiilasyonlarin
davranisi da, genellikle etkin madde salim profilinin in vitro Ol¢iimii ile karakterize
edilmektedir. Bu tip veriler formiilasyonun in vivo davramgi hakkinda fikir edinmede
kullamlabilir (146). Bu nedenle, in vitro salim testleri, etkin madde emiliminde formiilasyon
faktorlerinin degisiminin etkisini degerlendirmede, uzatilmig salimli dozaj formlarmnin kalite
kontroliinde bir ara¢ olarak kullanilir (147).

Mikropartikiiler ila¢ dagitum sistemleri ile ilgili resmi bir ¢oziinme hizi yontemi
yoktur. Halen, farkli c¢ozimme hizi yontemleri kullanilmaktadir. Oysa, etkin madde
saliminda farkls gevresel kogullar, karigtirma hizi, iyonik gii¢ ve yiizey etken varlig1 oldukca
etkilidir. Bu nedenle, kullamlan ¢oziinme hizi yontemi onemlidir. Ustelik, bircok calismada
in vitro salim sonuclarma gore etkin madde saliminin oral kullamm igin elverigli olup
olmadigina karar verilmektedir (148).

Mikropartikiiler sistemlerde kullanilan ¢oziinme hiza yontemleri sunlardir (148):
1- USP Dissoliisyon Test Yontemi-Palet (51,62,147,149-151)

(USP XXII Dissolution Test Apparatus-Paddle)
2- Doner Sige Yontemi (Rotating Bottle Apparatus) (60,66,152)
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3- Calkalayic1 Inkiibator (Shaker Incubator) (153)
4- Modifiye Akis Hiicresi (Modified Recycling Flow Through Cell) (147)
Bu yontemlerin hepsi de avantaj ve dezavantajlara sahiptir (154).

Literatiirde ¢oziinme hzi caligmalan icin daha degigik modifiye yontemlere de
rastlanmaktadir. Bazi cahgmalarda etkin maddenin in vitro salim i¢in USP basket yontemi
kullanilmug (24,155), bir caligmada da mikrokiireler mikrosantrifiij tiiplerinde ¢alkalama ile
inkiibe edilmigtir (156). Bir diger caligmada ise, mikrokiireler dissoliisyon ortaminda su
iistiinde yiizmeye egilimli olduklar i¢in, minibasketlerin kullanddif1 modifiye edilmig USP
yontemi kullamlmugtir (157). Bazi aragtwmacilar geleneksel olarak kendi iilkelerinin
farmakopelerindeki ¢oziinme hizi yontemini kullanmiglardir. Omek olarak, Japon
aragtirmacilar mikrokiire caligmalarinin in vitro saliminda referans olarak JP XI'i
vermiglerdir (158).

Bir bagka calismada, farkli ¢oziinme hizi yontemleri degerlendirilmis; etkin madde
salimmda farkli gevresel kosullarin, kanigtirma hizinin, iyonik ve yiizey etken varlifinin
etkisi aragtmlmugtir. Test edilen yontemler ile elde edilen sonuglar gostermigtir ki etkin
madde salim profilinde cevresel kogullar ve kullamlan in vitro ¢oziinme hizi yontemi
etkilidir. Bu caligmaya gore, parenteral verilig i¢in tasarlanan mikropartikiillerin in vitro
coziinme hiz1 testlerinde, hiicre icinden akig cok uygun goriinmektedir (148). Yapilan bir
diger caligmada, palet yontemi ile siirekli-akig teknikleri kargilagtirdmus, salim egrileri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmustur (147). Farkhi bir goriige
gore sink kogullarda yapilan bu salim dl¢iimlerinde ortam son derece seyreltiktir ve etkin
madde salim1 bu son derece seyreltik ¢ozeltiden oSlgiilemez (146).

Mikronalti partikiillerden etkin madde salimimm olgiilmesinde, daha iri partikiiler
sistemlerde kargilagilmayan bircok giicliikler vardir. Tiim bu yontemlerde esas giicliik,
kolloidal tagiyici siispansiyondan, siirekli faz igindeki etkin maddenin salimim ayirmaya
calisirken ortaya cikmaktadir. Bu nedenle, mikrodisperse sistemlerde salim profillerinin
tayini igin tagtyic1 ve ¢ozeltinin ayrilmasina bagh olmayan analitik teknikleri kullanmak daha
iyidir. Bu analitik teknikler sunlardir: 1. Denge diyalizi, 2. Omek ve ayirma, 3. Siirekli
akig, 4. In situ yontemler (154,159).

2.3.2. Salhim Mekanizmasi

Etkin madde, mikrokiirelerin hazirlanmasi sirasinda matris iginde toplandigi gibi
yiizeye de tutunabilir. Buradan, yiizey erozyonu, mikrokiirenin tamamen dagilmasi,
mikrokiire hidrasyonu ve difiizyon ile salinir (76).

Mikrodisperse sistemlerden etkin madde salminda ¢ok Onemli iglemler
bulunmaktadir. Bunlar:
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1- Etkin madde kati matristen difiizyon ile tagtyicimin digina difiize olabilir. Bu yol
makroskobik dagitim sistemleri icin ihmal edilebilir derecede yavagtir fakat mikronun
altindaki tagtyicilar icin hizli olabilir.

2- Etkin madde, mikropartikiile penetre olan ¢oziiciide ¢oziiniip digariya difiize
olabilir.
3- Tastyici, cevre tarafindan bozunabilir veya ¢oziinebilir. Bu durumda etkin

madde yeterli derecede hareketsizdir, esit zaman araliklarinda tagiyicidan difiize olur.
Boylece tagtyicinin bozunmasini takiben siirekli fazda etkin madde birikir (154).

| [0] > 0]

partikul ~ Sourekli faz

Sekil 4. Partikiil ve Siirekli Faz Arasinda Etkin Maddenin Difiizyon Dengesi (154).

Mikropartikiiler bir sistemden olasi etkin madde salim mekanizmasi Sekil 5°‘de
gosterilmigtir (25). Buna gore etkin madde salimu su iglemleri igerir:

a- Mikropartikiiller icine suyun penetrasyonu,
b- Polimerin sigmesi/jellesmesi ve etkin bilesigin ¢oziinmest,
c- Polimer hidrojelleri icinden etkin bilesigin difiizyonu.

Bu iglemlerden dolayi, etkin madde salim hizi, mikropartikiiller icindeki etkin maddenin su
absorbsiyon hizi ve gisme orant ile kontrol edilebilir (25).

Yapilan bir caligmada, ¢oziicli ugurma teknigi ile hazirlanan mikrokiirelerden etkin
maddelerin salim profilleri ve tasinma kapasiteleri incelenmistir. 0.2-30 um arasinda farkli

partikiil biiyiikliikleri tanimlanmig etkin maddenin mikrokiirelerden in vitro salim profilleri
siirekli akag aleti kullanilarak tayin edilmigtir. 37°C'lik su banyosunda bir hiicre bulunduran
bu alet, mikrokiirelerden etkin maddelerin salimu icin "sink kogullan" saglamaktadir. Etkin
madde yiikleme kapasitesi, partikiil biiyiikliigii ve ozellikle ilag ve ilag/polimer oranina bagli
bulunmugtur. Etkin madde saliminin, etkin madde yiiklenmesine bagli oldugu saptanmus ve
karakteristik trifazik model ile gosterilmigtir (37,160). Etkin madde molekiilleri yerlerine
yerlestikten sonra, ilk bagtaki yavag fazi takibeden patlama etkisi ile tagiyicilann yiizeyinden
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uzaklagmglardir. Sabit yavag salim hiz: ise etkin maddelerin polimer tagiyicidan gegerek
diisiik huzda difiizyonunu gostermisgtir (160).

etkin madde yiiklii kitosan-seliiloz patlama sisen/jellegen kitosan
multicekirdek mikropartikiilii etkisi cekirdekleri boyunca etkin madde difiizyonu

Sekil 5. Etkin ‘Madde iceren Cekirdek-Ceper Mikropartikiillerinin Yatay Kesitlerinin
Teorik Yapist ve Salim Mekanizmas:

Nifedipin yiiklii poli(dl-laktit-ko-glikolit) mikrokiitelerinden salim
degerlendirilmig; nifedipin salimi 1 giinliik patlama etkisinden sonra 15 giin icinde

tamamlanmgtir. 80 um’lik mikrokiireler igin bifazik ve 18 um mikrokiireler i¢in ise olduk¢a
lineer profiller elde edilmigtir (39).

Bir bagka caligmada, s;/y/s; emiilsiyonundan ¢oziicii ugurulmas: yontemi ile
hazirlanan mikrokiirelerin in vitro salim deneylerinde, 10. dakikadan sonra % 60'dan fazla
salim ile dramatik patlama etkisi gozlenmistir (29).

Bir diger mikrokiire caligmasinda ise, mikrokiire ©mekleri fosfat tamponu
icersinde test tiiplerine konularak herbir tiip doner palet aletine baglanmugtir (70). Caligmada
kullanilan polimerin molekiil agirhiginin fonksiyonu olarak iki tip profil tanimlanmigtir.
Yiiksek molekiil agirhig icin salim 6nemli derecede patlama etkisi ile karakterize edilmigtir.
Diigiik molekiil agirlikli polimer kullanildiginda, patlama etkisinin yok olmasi, protein ve
polimer arasinda geligen fizikokimyasal etkilegsmenin varligi ile agiklanmugtir (70).

Diger bir mikrokiire ¢aligmasinda, ¢oziicii ugurma teknigi ve poli (dl-laktik asit)
(PLA) ile 5-fluorourasil kullapilmigtir. Kullamilan polimerler ii¢ farkli molekiil agirligina
sahiptir. Polimerlerin molekiil aguligi ile salim hizi ve tampon c¢ozeltilerdeki 5-
fluorourasil’in ¢oziiniirliigii arasinda dogrusal bir korelasyon saptanmugtir (161). Salim
caligmalarn, calkalayici gise yontemi ile yapilpustir. Salim hizi verileri sifir derece, birinci
derece ve Higuchi kinetikleri kullamlarak incelenmigtir. Salim calismalann sonucunda,
coziinme ortamumin pH'st ve polimerin molekiil agirlifindaki farkliliklar ile anlaml
degismeler bulunmugtur. Etkin madde c¢oziiniirliigiinde, yalmzca ¢oziinme ortaminin pH'si

20



degil, molekiil agirhigma bagh olarak polimer kendi bagma da etkilidir. Diigiik molekiil
agirlifindaki polimerlerde gozlenen kisa zincir molekiilleri, yiiksek ¢oziiniirliik hizina yol
acabilir ve c¢oziinme sirasinda, diigiik molekiil agirligindaki polimerin matris hacminde
kanallar ve porlar olugur (161).

S/y emiilsiyonundan ¢oziicii ugurulmasi yontemi ile hazirlanan, progesteron igeren
kitosan mikrokiirelerinin salim hizlan incelendiginde salim kinetiklerinin kullamlan
hazirlama yontemi ve formiilasyona bagh olarak ciddi farkliliklar gosterdigi bulunmusgtur.
Saptanan minimum etkin madde saliminmn bile mikrokiire hazirlamadan once progesteronun
polimer ¢ozeltisi icindeki kangtirma periyodlan ile onemli derecede iligkili oldugu
gosterilmistir (162). Buna benzer sekilde, y/s ve s/y/s emiilsiyonu yontemleri ile hazirlanan
mikrokiirelerin salim hizlan arasinda farkliliklar gozlenmistir; bu farkn i¢c faz hacmindeki
arisa bagh olarak gozeneklilikteki artistan dolayr olabilecegi belirtilmis ve bu yorum
mikrokiirelerin SEM analizleri ile de desteklenmigtir (156).

Bir bagka caligmada, her nekadar hicbir patlama etkisi olmaksizin etkin maddenin
uzatilmig salimina izin veren mikrokiirelerin hazirlanmasinda basaril: olunamadiysa da, eger
etkin madde ve polimer matris arasindaki gecimlilik iyi degilse, mikrokiirelerin hazirlama
kosullarinin  optimizasyonu ile mikrokiirelerden etkin madde salim profilinin
diizeltilebilecegi gosterilmigtir (163).

2.3.3. Etkin Madde Salimmm Etkileyen Faktorler

Mikropartikiillerden istenilen etkin madde salim o6zelliklerini elde etmek igin su
faktorler gozoniinde tutulmalidir: etkin maddenin mikrokiire icindeki konumu; matris
maddesinin tipi , miktann (66,164) ve molekiil agirligi (37,51); partikiillerin yiizeysel
ozellikleri, (164), bicim ve biiyiikliikleri (63,66); etkin maddenin fizikokimyasal ozelligi,
molekiil agirlig1 ve konsantrasyonu (63,66); yardimc: maddelerin se¢imi (164); salim ortami
ve kogullar (76).

Etkin maddenin en Onemli ozellikleri, molekiiliin biiyiikligii, sekli ve
coziinirliigiidiir. Molekiil agirhigi (M) ve difiizyon katsayis1 (D) arasinda, yaklagik bir log-
log korelasyonu vardir:

log D=a-b.logM

a ve b sabit say1 olmak iizere M arttik¢a, D azalir. Polimerler icin genellikle M
biiyiiktiir ve D giderek kiiciilerek yok olur (165).

Genel olarak, suda ¢oziinmeyen etkin maddelerin intestinal emiliminin onceden
belirlenmesi igin, mide-barsak ortamu kullamlarak yapilan ¢oziinme iz caligmalarinda,
sinirh hiz dikkat gekmektedir (166). Dolayisiyla, etkin maddenin sudaki ¢oziiniirligii salim
hizina etkilidir (167).
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Etkin maddenin mikrokiirelerden salimim mikrokiire biiyiikliigl etkilemektedir.
Etkin madde, daha kiiciik tagtyic1 partikiillerden, ikinci faz boyunca ¢ok daha fazla ve izl
bir sekilde salinmaktadir. Bunun biiyiik bir olasilikla iki nedeni vardur:

a) Salim olay1 i¢in kullanilabilir yiizey alaninimn biiyiimesi,
b) Etkin maddelerin digariya difiizyonu i¢gin gerekli olan mesafenin kisalmasi.
Mikrokiirelerin biiyiikliikleri arttiidiginda ise ikinci fazdaki salim yavaglamaktadir (76).

Ibuprofen mikrokiirelerinin uzatlmug salim siispansiyonlan ile, in vivo etkin
madde emilimi ve in vitro salim arasindaki iligki incelenmigtir. Siispansiyonlardaki etkin
madde salim hizinin, mikrokiirelerin i¢ porozitesi, ilag-polimer oram ve partikiil biiyiikligii
tarafindan kontrol edildigi saptanmigtir (158). Caligilan 3 siispansiyondan iiciinciisii ticari
graniile ile kargilagtirildiginda, 3 kat uzun plazma pik diizeyine ulagma siiresi (Tpaks) Ve esit
emilim (AUC) ile ideal bir biyoyararlanim gostermistir. Diger iki siispansiyonun etkin
madde salim hizlan1 ayn1 oldugu halde, biyoyararlanim oranlan arasinda anlamh farkliiklar
olmasi ilgingtir. Biyoyararlammdaki bu farkliliklarin, mikrokiirelerin mide-barsak alaninda
kalma zamanina bagl olabilecegi diigtiniilmiigtiir (158).

2.4. PARKINSON HASTALIGI

Serebral yaglanma dogal bir olaydir ve dopamin eksikliginin belirleyici bir rol
oynadig1 olaylar dizisidir. Hiicreler tam olarak anlagilamamg bir nedenle metabolik
kapasitelerini kaybederler.

Parkinson hastalifinm gelisiminde klinik semptomlann gelismesinden Once striatal
dopaminin azalmasi ve substantia nigranin belirginlegmis dejenerasyonu gozlenir. Klinik
semptomlar yavag gelisir ve siklikla aralikli olarak ortaya ¢ikar. Depresyon veya duygusal
degigimler gibi emosyonel bozukluklar, ¢cofu kez, motor igaretlerden birka¢ yil once
goriiliir. Tiim bu biyolojik bozukluklar, sonugta, Parkinson hastaligim ortaya ¢ikarmaktadir
9).

Dopaminetjik' sistemlerin aktivitesinin azalmasi, serebral yaglanma swrasinda
gozlenen temel fonksiyonlardaki bozulmayi, oOzellikle de yaghligin psiko-motor
bozukluklarini, agiklayict faktorlerden birisidir. Klinik acidan serebral yaglanmaya, dikkat,
hafiza, uyku bozukluklari, emosyonel labilite, motor bozukluklar ve norosensoriyel
bozukluklar gibi norolojik belirtiler eglik etmektedir.

Dopamin eksikligi beyin yaglanmas: sirasinda olusan en énemli bozukluktur (168).
Bugiin hala bilinmeyenler olmakla birlikte, serebral yaglanmanin klinik olarak ortaya
¢ikmasinda dopamin eksikliZinin rolii kesindir. Ciinkii yagla beraber:

- dopamin sentezi azalir,
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- dopamin katabolizmasi artar,
- dopaminerjik reseptorlerin aktivitesi azalir.

Parkinson hastalif: da yogun bir dopamin eksikliginin eglik ettigi bir cesit lokalize serebral
yaglanmadir. Parkinson hastaligimn ge¢migine bakilacak olursa, genelde, 50 yagm
iizerindeki bireylerin % 10'unda olugmaktadir (9).

Parkinson hastalifinda uzun yillar levodopa tedavisi uygulanmigtir. Ancak, bu
uzun siireli levodopa tedavisinin yan etkilerinin bulunmas, degisik antiparkinson ilaglar icin
aragtrmaya yol agmugtir. Dopamin agonistleri boylece antiparkinson ajanlar arasina
katilnmgtir ve bu hastalifin degigik agamalarinda kullanilabilmektedir (169).

Dopamin agonistleri direkt olarak dopamin reseptorlerinin stimiilasyonu ile etki
ederler. Dopamin agonistlerinin baglica avantajlan ve levodopa'ya iistiinliikleri gunlardir:

- dopamin reseptorlerinin direkt olarak stimiilasyonu,

- striatal yar1 Omriiniin 1-dopa‘'dan uzun olmasz,

- secici reseptor aktivasyonun miimkiin olabilmesi,

- parenteral veriligin miimkiin olmasi (lisurid, apomorfin gibi),

- noronlarin dejenerasyonunda koruyucu olarak kullanilabilmesi,

- I-dopa'min yan etkilerinin ve baglayism geciktirilebilmesi,

- aktif metabolitlere ¢evrilmemeleri,

- barsak veya KBE’de transport i¢in yarismamalari (170).

Parkinson hastalifimn patogenezinde, oksidatif stres ve serbest radikal olugumu
Onemli rol oynar. Bu serbest radikaller dopaminerjik néronlara zarar verebilir. Parkinson
hastalifinda yiikksek etki gosteren dopamin agonistleri , levodopa gibi aktif bilesiklerin

metabolizasyonuna ihtiyag gostermemeleri ve toksik metabolitler veya serbest radikaller
meydana getirmemeleri nedeniyle avantajlidir (171).

Birgok norolojik diizensiz davramgin tedavisindeki en biiyiik engel, beyin iginde,
ozellikle spesifik bolgelerde ilaglarm dagitimindaki yetersizliktir. Plazma ile tagman bir¢ok
maddenin beyin i¢ine kontrollii veya sabit hiz ile girisinde var olan ana engel, kan-beyin
engelidir. Bu nedenle, ilaglarin beyne rahat tagmabilmesi icin bir¢ok yontem gelistirilmigtir.
Ornegin, infiizyon pompalan kullanilarak intraserebral dagitim; hangi nérotransmitterler ile
salim olabiliyor ise 0 dokuya implantasyon gibi. Fakat, bu yontemlerin herbirinde, siddetli
toksik yan etkiler, emniyet problemleri, etnik ve maliyet iglerini de icine alan yetersizlikler
vardir. Ayrica, her ne kadar Parkinson'lu hastalarda adrenal ve fatal doku implantlarinin
klinik denemeleri baglamug ise de, doku transplantlarinda mekanizma ve uzun siireli etki
heniiz tam olarak bilinmemektedir (172). Bu giicliiklerin iistesinden gelmek icin, noroaktif
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bilesiklerin direkt olarak beyin icine gecisine izin veren sistemler geligtirilmigtir. Polimerik
matris sistemler diger alternatif terapotik modellerden daha giivenilir ve az tehlikelidir (172).
Polimer teknolojisindeki kontrollii salim uygulamasi, norolojik veya psikiyatrik
diizensizlikler icin kesin avantaj saglamaktadir. Bu avantajlarin icine, giivenilirlik ve etnik
kabul edilebilirlik dahil edilmektedir. Kontrollii salim teknolojisindeki geligmeler bir taraftan
siirdiiriilirken, farkli noropsikiatrik  diizensizliklerin  tedavisinde pratik olarak
kullamilmaktadir (172).

Piribedil ve parkinsonizm ile yakindan iligkili olan ve piribedil ¢aligmalarna 1g1k
tutacag diiglincesiyle dopamin aragtirmalarim gozden gecirmek yararli olacaktir. Yapilan bir
calismada, etilen-vinil asetat (EVAc)-dopamin matris disklerinden dopaminin uzun siireli in
vivo salimi degerlendirilmig, diskin bir yaninda mevcut olan tek delikten dopamin salimi
izlenmigtir (173). Sistemin implantasyonunun ardindan striatum’da, 20 giinde, kontrol
degerlerinden 200 kat daha fazla ekstraseliler dopamin konsantrasyonlar1 gozlenmistir.
Deney 2 ay siirdiiriilmiis ve dopamin salimmin stabil kaldifi gozlenmigtir. Paralel bir
aragtirma, in vitro karakterizasyonu icermektedir. Hazirlanan matris sistem sulu bir tampon
cozeltisine batirilmug, polimer matristen dopamin salim hizinin, polimerdeki ilk dopamin
konsantrasyonuna bagh oldugu saptanmigtir. Bu caligma, kontrollii dopamin saliminin
baganlabilecegini in vitro olarak gostermigtir (172). Yine bir bagka calismada, dopaminin-
etilen vinil asetat (EVA) kopolimeri ile kontrollii salim preparati hazirlanmig ve salimin
0.derece kinetige sahip oldugu rapor edilmigtir (174). Kontrollii tagtyic1 sisteme alternatif
olarak hazirlanan polimerik mikrokiirelerin in vitro salim kinetiklerinin kronik dagitim icin
tatmin edici olmadigi belirlenmigtir. Omek olarak, dopaminin % 901 bir polilaktit
polimerden 24 s icinde salmmugtir (174). Bu mikrokiire caligmasindan 4 yil sonra, yine
dopamin ile bir lipozom ¢alismas: yapilmigtir. Bu ¢aligmanin in vitro verilerine gore, salim
0. ve 1. derece kinetiklerle olmakta ve lipozomlardan 40 giiniin iizerinde kontrollii dopamin
salmi elde edilmektedir (174). Yine dopamin iceren lipozomlarla yapilan bir bagka
caligmada, dopaminin 40 giiniin iistiinde in vitro uzatilmig salim gosterilmigtir (174). Bu
lipozomlar, sicanlarm kismen denerve edilmig corpus striatumu igine stereotaktik olarak
implante edilmis, dopamin lipozomlar1 alan bu sicanlarda kismen davranigsal iyilesme
goriilmiigtiir. Bu sonuglar Parkinson hastaliginin, bu ¢alismada kullanmilan rodent modelinde
kismen iyilegsme yapabilecegini ortaya koymug ve beyne terapotik ajanlarm kontrollii olarak
- taginmasi i¢in bu teknolojinin bir potansiyel oldugunu gostermistir (174). During ve
arkadaglari (175) benzer bir calismada, dopamin iceren lipozomlari, Parkinson hastalidi
olusturulmus si¢anlara stereotaktik olarak implante ederek, 25 giin siireyle dopamin salimin
incelemiglerdir. Sonugta, dopamin iceren lipozomlarin Parkinson hastaliginin tedavisinde
etkili olarak kullamlabilecegi belirtilmigtir.
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2.5. PiRiBEDIL
2.5.1. Yapis1 ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Piribedil, H. Schmitt ve M. Laubie tarafindan 1964'de Suresnes Servier Arastirma
Merkezi'nde sentezlenmigtir (175).

Piribedil, dopamin agonisti (7), vazodilator etkili (8) bir ilactir. Agik formiilii, 2-
[4-(1,3 benzodioksol-5-ilmetil)-1-piperazinil] pirimidin’dir (176) ve kimyasal yapisi Sekil
6 'da gosterilmigtir. Kapali formiilii C;gH1gN40,, molekiil agirligi 298.35'tir (176). Beyaz
renkte, kokusuz bir tozdur. Kloroformda serbestce, %95'lik h/h etil alkolde yavasca
¢Oziiniir; distile suda ise pratik olarak ¢oziinmez (177). Suda ancak 0.07 mg/m! oraminda
¢oziinebilir (178). Piribedil, yiiksek lipofilisiteye (log Poct=2.84) ve hi¢ veya ¢cok az H-bag
verici asiditeye (Alog Poct.-hep=0.75) sahiptir (179).

O~

Sekil 6. Piribedil'in Kimyasal Yapisi

2.5.2. Tarihcesi

Dopamin, 19501 yillardan beri taninmasmna karsin kendine 06zgii fonksiyonu
olmayan, noradrenalin sentezinin bir basamagi olarak degerlendirilmistir. Carlsson (180),
1959'da, hayvan calismalari sonuglarindan ekstrapiramidal fonksiyon ve Parkinson
sendromu gibi norolojik bozukluklarda dopaminin bir rolii oldugunu (180); daha sonra ise,
1960'larda, O.Homnykiewicz (175), dopaminin muhtemelen ayn bir norotransmitter
oldugunu ve bazi noronal yollarin tamamen dopamine bagli olarak belirlenebilecegini ileri
stirmiigtiir. Degisik dopaminerjik fonksiyonlarin tamimlanmasi ve Parkinson hastaliginin
patogenezinde dopamin eksikliginin sorumlu bulunmasindan sonra, piribedil ve dopamin
molekiilleri arasindaki yapisal benzerlik, etki mekanizmalan arasinda da bir benzerlik
olabilecegini diigiindiirmiigtiir. Bu alanda yogunlagan caligmalar sonucunda, 1971'de,
piribedil'in dopaminerjik etkinligi Corrodi ve arkadaglan (180) tarafindan saptanmustir. Bu
ilac maddesi daha onceleri vazodilator olarak kullamliyor idi (180). 1970’li yillarda
piribedil'in santral dopamin reseptorleri iizerindeki direkt etkisinin diginda, presinaptik
yapilardan dopamin salimini da saglayabildigi gosterilmigtir (180). Parkinson hastalifinda
piribedilin kullanimt yine bu yillara rastlamaktadir. Ornegin, 1975'e yayinlanan klinik bir
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caligmada, piribedilin Parkinson tremorunda tercihli bir etkisi oldufu gorillmiis ve
piribedilin giinliik yagam aktivitesinde belirgin iyilegme sagladif: belirtilmigtir (180). Bugiin
artik biliniyor ki piribedil tamamen dopaminerjiktir, yani, dopaminin eksik oldugu her
alanda kullanilabilir. Dopamin azlifimn bir dopamin agonisti ile diizeltilmesi basit bir yerine
koyma tedavisidir. Piribedil ile Parkinson hastaigmm tedavisi temelde bu esasa
dayanmaktadir.

2.5.3. Analiz Yontemleri

Piribedil, spektrofotometrik ve kromatografik yontemler ile kolayca analiz
edilebilir.

Piribedil ve/veya temel metabolitleri icin en ilkel analiz yonteminde, ana ilaci
radyoaktif olarak isaretleyerek ince tabaka kromatografisinin (TLC) uygulanmas: esastir (8).
Piribedil dahil, bir¢ok ilacin saptanmasinda, basit, ucuz ve hizlh bir analitik yontem olan
TLC verilerinin analizi halen kullaniimaktadir (181).

Piribedil ve temel metabolitlerinin, viicut sivilarinda, azota duyarli dedektor
kullanilarak veya kiitle spektrometresi ile kombine olarak sivi gaz kromatografisinde ; son
zamanlarda ise 240 nm'de ultraviyole (UV) dedektorii kullamlarak yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ile kantitatif analizi yapilmugtir (182). HPLC yontemi her ne kadar
duyarl: ve secici ise de, anma ilac ve temel metabolitlerinin farkli fiziko-kimyasal
ozelliklerinden dolay: karmagik bir ekstraksiyon prosediirii gerekmektedir (182).

Yapilan bir kantitatif caligmada, biyolojik o©mneklerdeki piribedil, gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) kullanilarak saptanmigtir. Duyarl1 ve segici
bir yontem oldugu vurgulanan bu yontemde, beyin ve plazmadan ilacin geri alinma oram1 %
70-90 olarak rapor edilmigtir (183).

Bunlarin yanisira, piribedil ve temel metabolitlerinin biyolojik orneklerde tayini
icin kromatografik olmayan kullamgl: yontemler de mevcuttur (8).

2.5.4. Farmakolojik Ozellikleri

Piribedil ve metabolitlerine olan ilgi son yillarda artmug ve bu ilacin farmakolojik
etkilerini de icine alan galigmalar siklagmugtir.

Piribedil, vazodilator aktivitesi eskiden beri bilinen bir ilagtir. Dopaminerjik
reseptorleri stimiile edebilecek kapasiteye sahip oldufu gosterilmistir (184). Ayrica,
striatum yiizeyindeki asetilkolini arttirir (185). Piribedil'in serebral fonksiyonlar lizerinde
dopamine bagh cesitli etkileri belgelerle ispat edilmigti. Ornegin, fonksiyonlan
diigiinebilme, hareketlerde diizensizlik, motor diizen, igitme ve optik algillama. Parkinson'lu
hastalanin  Ozellikle titremelerinin  kontroliinde piribedil'in etkinlii ispatlanmugtir
(8,169,186). Bu konuyla ilgili olarak, iki dopaminerjik agonist olan piribedil ve lisurid'in
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baz1 davramgsal ve histolojik degisiklikler iizerindeki etkilerini saptamak icin bir ¢aligma
yapilmugtir. Caligmaya ait bulgular, dopaminin serebral iskemide rol oynadidini ve bu
dopaminerjik agonistlerin norodejenerasyona neden olan iskemiyi engellemede yararl
olduklarini gostermistir (187).

Piribedil'in farmakolojik iistiinliigii diger bazi caligmalarda da gosterilmigtir.
Siganlarla yapilan bir beyin mikrodiyaliz caligmasinda, piribedil ve bromokriptinin
bolgedeki kinetikleri incelenmigtir. Her iki bilegigin de, beyin 6n korteksindeki etkinligi
daha oOnce rapor edilmis diger dopaminerjik ilaglardan daha fazladir (188). Bir bagka
calismada, piribedil, 32 Parkinson’lu hastaya oral olarak verilmigtir. Bazi hastalarda tiim
semptomlan ortadan kaldirmak gii¢ olsa da, piribedil'in Parkinson hastaliZinin tedavisi igin,
dopamin reseptor stimiilasyonunda ¢ok yararli oldugu gozlenmigtir (189).

2.5.4.1. Etki Mekanizmasi

Piribedil'in dopamin aktivitesi, dopamin ile olan kimyasal benzerliginden daha ¢ok
yapisina dayanmaktadir. Molekiiliiniin iistiin yapisal esneklii dopamin reseptorlerine
baglanmasmi miimkiin kilmaktadir. Su ana kadar beg adet temel dopamin reseptor alt tipi
tammlanmugtir. Baglanma caligmalar ile, piribedilin ¢esitli dopamin reseptorlerine olan
afinitesi saptanmugtir (190). Piribedil'in reseptor afinitesi ile ilgili olarak yapilan bir
caligmada, limbik bolgedeki D3 dopamin reseptorleri icin giiclii bir inhibitor oldugu
goriilmiigtiir. Yine aymi caligmada, piribedilin dopamin D; afinitesinin, dopamin D,
reseptorleri afinitesinden 20 kez daha yiiksek oldugu ve ayrica dopamin D; reseptorii icin
cok diigiik afiniteye sahip oldugu rapor edilmigtir. Sican beyninde yapilmig olan bu testte,
piribedil, dopamin D; reseptor baglan tarafindan yiiksek konsantrasyonlarda inhibe
edilmigtir (191). Bir bagka caligma ise, piribedilin muskarinik reseptorler ile de baglandig
fikrini vermektedir (192). Ozellikle D, ve Dj reseptorlerine karg: secici afinitesi, piribedil'in
cesitli hastaliklar iizerindeki aktivitesini agiklamaktadir.

Dopamin eksikligi pekcok serebral yolagin fonksiyonunu bozmaktadir. Bu yolaklar
Sekil 7’de agikca goriilmektedir. Bu yolaklann herbiri farkli fonksiyonlar: diizenler ve
kontrol eder. Piribedil, bu serebral dopamin yolaklan iizerine etki etmek icin kan-beyin
engelini agar. Postsinaptik reseptorler iizerindeki agonist etkisine bagh olarak yolaklardaki
dopamin eksikligini giderir.

2.5.4.2. Farmakokinetigi

Piribedil'in plazma ve beyin kinetikleri, striatal dopamin metabolizmasindaki
etkileri ve metabolitleri bilindigi icin, norokimyasal ¢aligmalarda sigan tiiriinde yaygin olarak
denenmis ve degerlendirilmigtir (193).
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1. Vaskdiler yol
2. Mezokortikal yol
3. Mezolimbik yol \
4. Nigrostriatal yol

5. Tuberoinfundibuler yol

Sekil 7. Beyindeki Serebral Yolaklar

Piribedil'in farmakokinetigi ve metabolizmasi1 hayvanlarin yanisira insanlarda da
calisilmigtir. Piribedil'in tiim tiirlerde hizli ve yaygin olarak biyotransformasyona ugradig:
ve tiirler arasindaki kantitatif farkliliklarla birlikte ii¢ temel metaboliti, idrar ve/veya kanda
teshis edilmigtir (193). Bunlar agagidaki metabolik reaksiyonlar sonucu olugmaktadir:
metilendioksifenil kopriisiiniin  dimetilasyonu ile bir katesol ortaya ¢ikar: 1-[3,4-
dihidroksibenzil-4-(2-pirimidinil)-piperazin] (S584, M;j); pirimidin p-hidroksilasyon ile
halka verir: 1-[3,4-metilen-dioksibenzil- 4-(5-hidroksi-2-pirimidinil-piperazin] (p-hidroksi
piribedil, My); ve piribedil'in N-oksidasyonu ile N-oksit (M3) (Sekil 8) (182). Piribedil,
biitiin tiirlerde karaciger tarafindan etkin bir gekilde ekstre edilir sonugta ¢ok diigiik
biyoyararlamim ortaya ¢ikar (8). Bunlara ilaveten, hayvanlarda yapilan in vivo ¢aligmalarda,
mindr metabolitler bulunmustur. Ancak, bu metabolitlerin farmakokinetikleri ve insan ve
hayvanlardaki farmakolojik etkileri hala anlagilamanustir (8).

Piribedil kisa eliminasyon yar omriine sahiptir. Eliminasyon yan omrii 2 saattir
(169). Benzer bilegiklerle kinetik ve metabolik profilleri arasindaki farklilik ve benzerlikleri
tamimlamak igin yapilan bir caligmada, piribedil, i.v. enjeksiyonun ardindan 30 dk'lik bir
eliminasyon yari 6murii ile viicuttan ¢abucak uzaklagmustir. Yine aym calismada, tiim dokular
dikkatle gozden gecirilmis, piribedil'in genelde yaygin olarak dagildigi, ozellikle de akciger
ve yag dokusunda toplandifi gbrﬁlmﬁgtﬁr. Bu caligmada incelenen 1-(2-pirimidinil)-
piperazin PmP metaboliti ise, biiyiik oranda bobrek, akciger ve beyinde toplanmigtir. Bu
bulgular, hiicre membranlarindan ilaglarn transportu ve dokuya baglanmasi, hiicresel
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yapilarin yag bile§ikléﬁ icinde lipofilik ilaclarin ¢oziiniirliigtinii de icine alacak birtakim
farkli mekanizmalarla aciklanabilir (194).

M3

Sekil 8. Piribedil (PD) ve Katesol (Mj), p-Hidroksilat (M2) ve N-oksit (M3)
Metabolitlerinin Kimyasal Yapisi

Sicanlara IV verilen piribedil'in kinetigi de saptanmustir. Sonucta ortaya cikan,
genis doku dagilimu ve hizli hepatik eliminasyon, lipofilik bir ila¢ i¢in beklenen olaylardir
(194).

Sarati ve arkadaglar: (193), etkin maddeyi, daha onceden test edilen dozlarda (15
ve 60 mg/kg) IP olarak injekte etmiglerdir. Piribedil’in si¢anlarda, 10-30 mg/kg IV doz igin
rapor edilen nispeten kisa eliminasyon yan omrii, bu ¢aligmada 15 mg/kg doz igin bulunan
yaklagik 30 dk ile dogrulanmugtir. Piribedil hemen hemen tamamiyle hepatik metabolizma ile
elimine edilmektedir. Son derece polar metabolitler ve diger konjuge tiirevlerin
biyotransformasyon tipi ise tanimlanamamugtir.

Ana maddenin beyin ve plazmaya aym hizla gectigi kaydedilmigtir (193). Buna
ramen beyin konsantrasyonlar: plazmayi agmaktadir. Beyinden uzaklagma, 15 ve 60
mg/kg dozlardan sonra plazmadaki ile hemen hemen paraleldir. Bu da, yani, plazmadaki
piribedil degisikliklerine paralel beyin konsantrasyonlari, kan/beyin engelinde karsidan
kargiya serbest ve huizli dagitim oldugunu gostermektedir. Buna karsiik, Mj, M
metabolitleri ve ozellikle M3, beyine ana maddeden daha diisiik oranda penetre olmaktadir.
Buna neden olarak, ana maddenin digerlerinden daha yiiksek polariteye sahip oldugu one
stiriilmiigtiir (193).

Ozetle bu caligmalar sunlan gostermigtir:

a- My, M, Mj3_IP verilen piribedilin siganlarin beynindeki , mindr metabolitleridir,
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b- IP ve ICV olarak enjekte edilen piribedil’in striatadaki dopamin metabolitlerinin miktarina
etkisi, doza-bagimh olarak degismeyen ilacin kinetigine baglidir. Boylece, su ortaya
cikmaktadir: Piribedil'in bu metabolitleri sicanlardaki dopaminerjik etkilere katkida
bulunmamaktadir (193).

2.5.5. Yan Etkileri ve Toksisitesi

Piribedil'in giddetli yan etkilerine ait gikayetler, kullaniimaya baglandig1 yillardan
bu yana dikkat cekmigtir. Tedavi degeri ile ilgili yapilan caligmalarda, siddetli psikiyatrik
yan etkilerinden dolay: tedavinin kontrolii dahi zor olmugtur (180).

Bugiin tedavi sirasinda gozlenen yan etkiler arasinda bulanti, kusma, bradikardi,
bagagrisi, bag donmesi, gastrointestinal bozukluklar, diskinezi, 6fori, mani, uykusuzluk,
“flushing” yer almaktadir (195). Bu yan etkiler ozellikle doz arttinldigi sirada ortaya
cikmaktadir. Dozun yavag yavag arttirildifn durumlarda, tim dopaminerjik agonistler ile
sikga goriilen kontrendikasyonlara (kardiyojenik sok, akut faz myokard enfarktiisii) dikkat
edilmelidir (190).

Piribedil, ¢cok yiiksek dozlarda, C.T.Z. (chemoreceptive trigger zone) iizerine
etkiyle kusmaya yol acar. Bu gsekilde tabletler derhal atilacagindan, doz agmm ile ilgili
herhangibir veri mevcut degildir.

2.6. GLiSERIL BEHENAT (Compritol 888 ATO®)

Gliseril behenat, yag asitleri ve gliseritlerin bir karigimi olup, esasim behenik asit
olusturur (10,11). Zayif kokulu, akici bir tozdur. Erime derecesi yaklagik 70°C'dir. Pratik
olarak suda ve alkolde ¢oziinmez, kloroformda ¢oziiniir (10). 35°'yi agmayan sicaklikta,
hava gecirmez kaplarda saklanir (10,11).

Gliseril behenat, pratik olarak inerttir. Bu nedenle, formiilasyonlardaki aktif
bilegenlerin stabilitesine katki saglayabilir. Gliseril behenat, son derece yiiksek dozlarda
uygulandifinda bile yan etkileri siirlidir (3). Ustiin vasiflarindan dolay: bircok uygulamada
rahatlikla kullanilmaktadir. Ornegin, direkt basim, yag graniilasyon, sicak eritme/ kaplama,
emiilsiyon kaplama, piiskiirterek dondurma, pelletler, minitabletler, boncuklar (12). Gliseril
behenat, tablet yapiminda, baglayici ve lubrikan olarak da kullanilir (10). Kullanim
sirasinda 80°C'den yiiksek sicaklikta eritilmez ve kangtirilmaz (11).

Gliseril behenat, dikkate deZer ayricaliklan ile siirekli etkili formiilasyonlarda sik¢ca
kullanilan bir bilegendir. Tiim caligmalarda, gliseril behenat miktan arttikca etkin madde
salim hiz1 azalmaktadir. Bu nedenle, yapilan ¢aligmalarda benzer ¢oziinme iz profilleri elde
edilmektedir. Formiilasyonlarda etkin maddenin uzatilmig salim elde edilmis ve tabletler in
vitro ¢oziinme hizi testi boyunca bozulmamig olarak kalmuglardir (12). % 20 gliseril behenat



ile hazirlanan teofilinin siirekli etkili formiilasyonu tavsanlara oral olarak verildiginde, in
vivo uzatilmig emilimi destekleyen in vitro uzatimig salim elde edilmigtir (12).

Gliseril behenatin uzatilmig salim saglama potansiyeli cegitli caligmalarla
belgelenmigtir. Ornegin, El-Sayed ve arkadaglari (196), yapmug olduklari bir caligmada,

teofilin tabletlerini ii¢ farkhi geciktirilmig salim ajam (Compritol 888®-gliselil behenat-

Klucel HXF®-hidroksipropil seliloz- ve Carbopol 934® P-poliakrilik asit) ile
hazirlayarak, bunlarn salim kinetiklerini kargilagtirmiglardir. Bu caligmada, gliseril behenat
tabletlerinin salim profillerinin diger ajanlardan daha iyi oldugu bulunmugtur. Ayrica, ilag
salim profillerine ¢oziinme ortamunin pH'sinin etkisi de incelenmig ve yine gliseril behenat
tabletlerinde 0.1 N HCl'de ve pH 7.2 fosfat tamponunda benzer salim davramglar1 yani
geciktirilmig salim elde edilmigtir. Ayni aragtirmacilarin bir bagka caligmasinda, yine aym
ajanlarmn in vivo salm kinetikleri ve biyoyararlanimlart kargilagtirdmugtir. Uzatilmug salim
ajam iceren tabletler kontrol tabletlerinden daha yavag in vivo ila¢ salim saglamugtir. Bu
etki, gliseril behenat formiilasyonlarninda yiiksek, hidroksipropil selillozda diigiiktiir.
Gliseril behenat tabletlerinin salim profilleri, difiizyon kontrollii mekanizma iceren, zamanm
kare kokii kinetigi ile tanimlanmugtir (197).

Tiim bu anlatilan iistiintiikleri nedeni ile, gliseril behenat, bircok kati lipit
nanopartikiil (SLN) ¢alismasinda da tagiyici materyal olarak kullamimugtir (3,124,134,139).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. MADDE ve CiHAZLAR
3.1.1. Kullamlan Maddeler
Asetonitril

Buspiron

Derisik poliglikolize C8-C10 gliseritleri
(Labrasol®)

Etanol

Etil asetat (C4HgO,)

Gliseril behenat (Compritol 888 ATO®)

Hekzan (n-hekzan CgH14)
Hidroklorik asit (HCI)

Kloroform (CHCI3)

Metanol (CH3OH)

Monobazik potasyum fosfat (KH;POy)
Piribedil

Polioksietilen (20) sorbitan monooleat
(Tween 80®)

Potasyum karbonat (K,CO3)
Potasyum kloriir (KCl)

2-Propanol

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH;PO,)
Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum kloriir (NaCl)

3.1.2. Kullamlan Cihazlar
Bilyal: Celik Degirmen

Diferansiyel Taramal Kalorimetre
Dissoliisyon Cihazi

Erime Derecesi Tayin Cihazi
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Lab-Scan, irlanda
Deva, Tiirkiye

Gattefosse, Fransa
Tekel, Tiirkiye
E. Merck, Almanya

Gattefosse, Fransa

E. Merck, Almanya
E. Merck, Almanya
E. Merck, Almanya
E. Merck, Almanya

E. Merck, Almanya

Technologie Servier, Fransa

E. Merck, Almanya
E. Merck, Almanya
J.T Baker, USA

E. Merck, Almanya
E. Merck, Almanya
E. Merck, Almanya
E. Merck, Almanya

Ozel Tasarim, Anadolu Universitesi

Atolyeleri

Mettler Toledo DSC 821

Aymes
Stuart SMP 1



Liyofilizator Edwards Freeze Dryer Modulyo
LH Leybold-Heracus LYVAC GT2

Magnetik Isitmali Karigtirica Electro-Mag
Partikiil Boyut Dagilim Cihaz1 Coulter LS 230

Malvern Mastersizer E
pH-metre Schott CG 841
Reometre Brookfield DV HII
Rotavapor Bibby RE 100
Santrifiij Hettich EBA 8
Spektrofotometre (IR) Shimadzu-IR 435
Spektrofotometre (UV) Shimadzu-160 A
Taramal1 Elektron Mikroskobu CamScan S4
Ultrasonik Banyo Elma Transsonic 470/H
Ultraturaks Janke&Kunkel IKA T25
X-Ismi1 Kinmim Cihazi Philips PW 1830 Generator
Yatay Calkalayici Heidolph Unimax 1010
Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi Hewlett Packard (HP) 1100

3.2. YONTEMLER

Bu boliimde mikro- ve nanopartikiillerin formiilasyonunda kullamlan etkin ve
matris maddenin fizikokimyasal ozelliklerinin incelenmesi, kullanilan miktar tayini
yontemlerinin validasyon caligmalari, formiilasyonlarin hazirlamg1 ve bu formiilasyonlarda
yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalar anlatilacaktir.

3.2.1. Cahgsilan Maddelerle Yapilan Tayinler
3.2.1.1. Piribedil ile Yapilan Cahismalar

Piribedil'in ozelliklerini ve analitik saflifin1 saptamak icin agagidaki caligmalar
yapilmugtir.

3.2.1.1.1. Spektrumlar
3.2.1.1.1.1. UV-Spektrumu

Degisik ortamlardaki [distile su, serum fizyolojik (SF), pH 1.2 ve pH 7.4]
piribedil ¢ozeltilerinin spektrumlarn 300-200 nm dalga boylarinda UV-Spektrofotometresi

kullanilarak almmig Apaks Ve Apin deBerleri belirlenmigtir.
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3.2.1.1.1.2. IR-Spektrumu

Piribedil'in infrared (JR) spektrumu, IR spektrofotometresinde 4000-400 cm-!
arasimda potasyum bromiir ile hazirlanan diskleri kullanilarak alinmustir.

3.2.1.1.2. ince Tabaka Kromatografisi (iTK)

Piribedil'in ITX ile teghisi i¢in, alkolde 1 mg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisi kilcal
boru yardimiyla Silikajel 60G ve Silikajel 60HF (35:5) ile hazirlanan plaklara
uygulanmigtir. Plaklar; kloroform-metanol (95:5) (h/h) ve hekzan-etil asetat-metanol
(50:45:5) (W/h) hareketli fazlan iceren tankla‘ra yerlestirilmistir. Hareketli fazlar uygulama
noktasindan itibaren 10 cm yiiriitiilmiigtiir. Plaklar oda sicakliginda kurutulduktan sonra
lekeler 254 nm'lik UV-lambasi altinda incelenmig ve Rf degerleri hesaplanmagtur.

3.2.1.1.3. Erime Derecesi Tayini

Piribedil'in erime derecesi, kilcal tiip icersinde, erime derecesi tayin cihazi ile
saptanmigtir. Iglem ii¢ kez tekrarlannugtir.

3.2.1.1.4. Termal Analiz

Piribedil'in termal analizinde, diferansiyel taramali kalorimetre kullanilmugtir.
Piribedil, 104 hassasiyetle aluminyum ornek kabinda tartilmus, kapak basing yardimu ile
kapatilip, sikigtirlmigtir. Aluminyum referans kullamlarak, 5 K/dk 1s1 artigt ve 200 ml/dk
N akis hizinda termal analiz iglemleri gerceklestirilmigtir.

3.2.1.1.5. Piribedil Miktar Tayini

In vitro ¢oziinme hiza testlerinde UV-spektrofotometrik yontem, in vivo peroral
biyoyararlanim calismasinda YBSK yontemi kullanildigindan, her iki yonteminde
giivenilirligini tespit i¢in validasyon caligmalan yapilmustir.

3.2.1.1.5.1. UV Spektrofotometre icin Validasyon Calhismalari

3.2.1.1.5.1.1. Dogrusallik

Piribedil’in standart egrilerinin belirlenmesinde, pH 1.2 i¢in 0.1 mg.ml-1; pH 7.4,
distile su ve SF i¢in 0.04 mg.ml-! konsantrasyondaki stok ¢ozeltilerinin seyreltilmesi ile 2-
11 pg.ml-! konsantrasyonlarinda piribedil ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bu farkli ortamlardaki

cozeltilerin absorbanslari, caligilan ¢oziiciiniin maksimum dalga boyunda belirlenmigtir.
Konsantrasyona kargilik gelen absorbans degerlerinden, herbir ortama ait dogru denklemleri
ve korelasyon katsayilari hesaplanmigtir. Her konsantrasyon deferi icin deney ii¢ kez
tekrarlanmigtir.



3.2.1.1.5.1.2. Tekrarlanabilirlik ve Kesinlik
In vitro salim ¢aligmalarmda ¢oziinme ortanu olarak kullanilan, distile su, pH 1.2
ve pH 7.4 ortamlarinda piribedil’in 3’er farkli konsantrasyonda (9, 17 ve 26 pg.ml-!l )

cozeltileri hazirlanmugtir. Cozeltilerin absorbanslari, caliglan ¢oziiciiniin maksimum dalga
boyunda belirlenmigtir. Her konsantrasyon degeri i¢in deney alti kez yapilmigtir. 1. giin
icinde yapilan tiim bu caligmalar 2. ve 3. giinlerde de tekrarlanmugtir (k=3) (198). Ug¢ giin
boyunca elde edilen sonuglardan, gerekli formiiller yardimiyla, yontemin tekrarlanabilirlik
ve giinlerarasi kesinlik degerleri hesaplanmigtir (199).

3.2.1.1.5.1.3. Secicilik

Yontemin seciciligini aragtirmak amaci ile, biri sofuk (C10-P5-L5), digeri sicak
(C2.5-P5-T1.2) homojenizasyon teknigi ile, etkin maddesiz (plasebo) iki formiilasyon
hazirlanmugtir. Her iki formiilasyon igin, in vitro salim caligmalarinda kullanilan miktarda
formiilasyonlar kullanilarak, ii¢ ¢oziicii ortamunda (distile su, pH 1.2 ve pH 7.4) iicer
dissoliisyon caligmasi yapilmugtir. In vitro salim cahigmalarinda kullamlan kogullarda
caligilarak, alinan 6meklerin absorbanslar: 6l¢iilmiis ve yontemin segicilifi aragtirimugtir.

3.2.1.1.5.2. YBSK icin Validasyon Calismalari
3.2.1.1.5.2.1. Dogrusallik

Standart egrinin belirlenmesi icin, piribedil ve buspiron’un (internal standart)
hareketli faz icindeki stok ¢ozeltileri kullanilarak 0.5/5, 1/5, 5/5, 10/5, 25/5, 50/5, 100/5
(piribedil pg / buspiron ug) oranlarinda kangimlar hazirlanmugtir. Bu degisik oranlardaki
cozeltiler YBSK 'na enjekte edilerek gradient eliisyon yontemi ile piribedil ve buspirona ait
pik alanlar1 bulunmugtur. Herbir piribedil g / buspiron pg degerine karsilik gelen piribedil
pik alami1 / buspiron pik alami degereri yardmm ile dogru denklemi hesaplanmgtir.
Hesaplamalarda ii¢ enjeksiyonun ortalama degerleri kullanilmgtar.

3.2.1.1.5.2.2. Tekrarlanabilirlik ve Kesinlik

Bir ml’de 25 pug piribedil / 5 pg buspiron oraminda etkin madde ve internal standart
iceren bir c¢ozelti hazirlanarak YBSK’na enjekte edilmigtir. YBSK ile yapilan in vivo
analizlerdeki aym sartlarda caligilarak piribedil ve buspirona ait pik alanlan bulunmugtur.
Enjeksiyonlar 1., 2. ve 3. giin icinde altigar kez yapilmustir. Elde edilen sonuglardan gerekii

formiiller yardimu ile yonteme ait tekrarlanabilirlik ve giinleraras: kesinlik degerleri
hesaplanmugtir (199).

3.2.1.1.5.2.3. Secicilik

Yontemin segiciligini aragtirmak amact ile, tavganlardan deney oncesi 0. zamanda
alman 20 kan oOmegi, in vivo analizlerde kullanilan ekstraksiyon yontemi ile ekstre

35



edilmigtir. Herbir Ornek yine aym sartlarda YBSK’na enjekte edilerek, piribedil’e ait
altkonma zamanlaridaki cevaplar izlenmigtir.

3.2.1.1.6. Coziinirliik Tayinleri
3.2.1.1.6.1. Farkh Siv1 Ortamlardaki Coziiniirlik Tayini

Piribedil'in ¢oziiniirliigii, distile su, serum fizyolojik, pH 1.2 ve pH 7.4'te tayin
edilmigtir. pH 1.2 ve pH 7.4 tamponlari, USP XXII'de belirtilen oranlar kullanilarak
hazirlanmmgtir (200). Bu ortamlarda piribedilin agir1 doymus cozeltileri hazirlandiktan
sonra, ultrasonik banyoda 15 dk kangtrilmugtir. Cozeltiler, Whatman No.41 siizgeg
kagidindan siiziilerek sulu kisimlar ayrilmig ve ¢oziinme ortamlan ile seyreltilerek UV-
spektrofotometre ile absorbanslart Olgiilmiigtir. Coziinebilen piribedil —miktarlar,
kalibrasyon denklemlerinden hesaplanmugtir. Bu iglemler iicer kez tekrarlanmug ve
ortalamalar buluhmu§tur.

3.2.1.1.6.2. Kullamlan Lipit Icindeki Coziiniirlik Tayini

Piribedil'in  Compritol® icindeki  ¢oziiniifliigiinii  saptamak  amaciyla,
formiilasyonlarda kullanacagimiz oranlarda (%1,%5,%10) piribedil igeren 10 mg
agihiginda ii¢ adet lipit-etkin madde karigimi hazirlanmigtir. Bu karigimlar aluminyum 6mek
kaplarina konularak, kaplarin kapaklari basingla sikigtirlmugtir. Orneklere diferansiyel
taramal1 kalorimetre kullanarak Boliim 3.2.1.1.4'de aciklanan kogullarda termal analiz
uygulanmigtir.

3.2.1.1.7. Partikiil Boyut Analizi
Piribedil'in partikiil boyut dagilim lazer tarama cihaz ile saptanmugtir.
3.2.1.1.8. X-Istm Kirimm Analizi

Piribedil'in x-151m1 kinmim analizi 4-40°C araliinda, 40 kV voltaj ve 20 mA akim
siddetinde Philips PW 1830 jenerator yardimi ile yapilmigtir.

3.2.1.2. Compritol® ile Yapilan Calismalar

Compritol ®"iin 6zelliklerini ve firma spesifikasyonlarina uygunlugunu saptamak
amaci ile erime derecesi, IR spektrumu, reolojik, termal ve x-1g1m1 kinnim analiz ¢aligmalan
yapilmugtir.

3.2.1.2.1. IR-Spektrumu

Comprit01®'iin infrared (IR) spektrumu, IR spektrofotometresinde 4000-400 cm-!
arasimda potasyum bromiir ile hazirlanan diskleri kullanilarak alinmigtir.
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3.2.1.2.2. Erime Derecesi Tayini
Compritol®'iin erime derecesi, kilcal tiip icersinde, erime derecesi tayin cihaz1 ile
saptanmigtir. Iglem ii¢ kez tekrarlanmugtir.

3.2.1.2.3. Termal Analiz

Compritol®, aluminyum oOrnek kabmnda 10-4 hassasiyetle ~10 mg agirliginda
tartiloug, aluminyum kapak ile kapatilmig ve kapak basing ile sikigtinlmigtir. Analiz,
aluminyum referansma kargi, 200 ml/dk N, akig hizi, 5 K/dk 1s1 artiginda diferansiyel
taramali kalorimetre ile gerceklestirilmigtir.

3.2.1.2.4. Reolojik Analiz

Compritol®'iin reolojik analizinde Brookfield reometresi kullanilmugtir.

Reometrenin 6zel bolmesine ~2 mg Compritol® konularak, aletin su banyosu Compritol®'
iin erime derecesi iizerindeki bir sicakliga, 75°C'ye ayarlanmigtir. Bu sicaklikta 10-250 rpm
arasinda reolojik analiz yapilmigtir. Kullanilan reometre, koni-tabla geometrisine sahiptir.

Secilen koninin agis1 1.5650, cap1 1.2 cm ve kayma hiz1 3.84xN’dir (N=rpm).

3.2.1.2.5. X-Ismm Kirimmm Analizi

Analiz, 4-40°C aralifinda, 40 kV voltaj ve 20 mA akim giddetinde Philips PW
1830 jenerator yardimu ile yapiimugtir.

3.2.2. Mikro- ve Nanopartikiiller ile Yapilan Cahsmalar

3.2.2.1. Formiilasyonlari

Mikro- ve nanopartikiillerin hazirlanmasinda kat: lipit nanopartikiil hazirlamak igin
Onerilen soguk ve sicak homojenizasyon teknikleri kullanilmugtir.

3.2.2.1.1. Soguk Homojenizasyon ile Hazirlanan Formiilasyonlar

Soguk homojenizasyon yontemi, laboratuar kogullarnmmiz icinde modifiye
edilmigtir. Formiilasyonlarda lipit yiizdesi, dier parametrelerin formiilasyonlara etkisini
aragtirmak icin %10 olarak sabit tutulmus, buna kargilik etkin maddenin hapsedilebilme
oranini aragtirmak icin piribedil'in lipit icindeki oranlant (%1,%5,%10) ve yiizey etken
maddenin partikil boyutuna etkisini incelemek icin de Labrasol®iin  degisik
konsantrasyonlar1 (%1,%2.5,%5) kullanilmigtir. Kullamlan bu oranlar , etkin maddenin
lipitteki ¢oziiniirliigii ve yiizey etken maddenin ise kullamim aralifi gozoniine alinarak
secilmigtir. Diger formiilasyon parametreleri ise sabit tutulmugtur.

Kullanilan parametreler Tablo 2'de ozetlenmig ve hazirlanan formiilasyonlarin
kodlar1 Tablo 4°‘de verilmigtir.
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Tablo 2. Soguk Homejenizasyon Tekniginde Kullamlan Parametreler

Parametre Deney kogullari

Etkin madde Piribedil (lipit icinde %1,%5,%10)
Lipit Compritol® (%10)

Yiizey etken madde Labrasol® (%1,%2.5,%5)
Coziinme sicaklif 80°C

Coziinmede karigtirma hizi 9 500 pm

(Coziinmede karigtirma siiresi 5d&k

Ogiitme hiz1 60 rpm

Ogiitme siiresi 30 dk

Homojenizasyonda karigtirma hiz1 24 000 rpm

Homojenizasyonda karigtirma siiresi 5d

Kurutma Liyofilizator (7giin, -50°C ve 3.2 mBar)
Saklama Desikator

3.2.2.1.2. Sicak Homojenizasyon ile Hazirlanan Formiilasyonlar !
Sicak homojenizasyon yontemi kullanilarak bir seri mikropartikil ve bu
mikropartikiillerin 8 pm'lik seliiloz nitrat filtreden siiziilmesi ile elde edilen nanopartikiil

formiilasyonu hazirlanmigtir. Yapilan 6n ¢aligmalarda, soguk homojenizasyon yonteminde
kullanilan lipit, etkin madde konsantrasyonlar1 ve yiizey etken madde tipi, elde edilen
mikropartikiillerin biiyiikliikleri yoniinden degerlendirilmigtir. Gergeklestirilen 6n galigmalar
ve onceki deneyimler gozoniinde tutularak, formiilasyonda lipit yiizdesi %2.5, etkin
maddenin lipit icindeki oram %5 ve yiizey etken madde olarak Tween 80® %1.2
konsantrasyonda kullanmilmmgtir.

Kullanillan parametreler Tablo 3'de, hazulanan partikiillerin kodlarnt ise Tablo
4‘de verilmigtir.

3.2.2,2. Hazrlamslari

3.2.2.2.1. Soguk Homojenizasyon ile Hazirlama

Piribedil mikropartikilllerinin hazirlanmasmmda  kullandlan modifiye  soguk
homojenizasyon tekniginin deney kogullar1 Tablo 2 'de goriilmektedir.

1 Sicak homojenizasyon galigmalar ile partikiil boyut, x-1gm1 kirinim ve termal analizler, Berlin

Freie Universitesi’'nde Prof.Dr.Rainer H.Miiller denetiminde gerceklegtirilmigtir.
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Tablo 3. Sicak Homojenizasyon Tekniginde Kuallanillan Parametreler

Parametre Deney kosullan

Etkin madde Piribedil (lipit icinde %35)
Lipit Compritol® (%2.5)
Yiizey Etken Madde Tween 80 (%1.2)

Coziinme sicaklif

Homojenizasyonda karigtirma hiz1
Homojenizasyonda karigtirma siiresi
Saklama

80°C

20 500 rpm
1dk

Oda sicaklifs

Tablo 4. Mikro- ve Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Kodlar:

Compritol®  Piribedil Labrasol® Yontem Kod

(%) (%) (%)

10 1 1 Soguk homojenizasyon  C10-P1-L1
10 1 25 Soguk homojenizasyon C10-P1-L2.5
10 1 5 Soguk homojenizasyon C10-P1-L5
10 5 1 Soguk homojenizasyon C10-P5-L1
10 5 25 Soguk homojenizasyon ~ C10-P5-1.2.5
10 5 5 Soguk homojenizasyon C10-P5-L5 *
10 10 1 Soguk homojenizasyon ~ C10-P10-L1
10 10 2.5 Soguk homojenizasyon ~ C10-P10-L2.5
10 10 5 Soguk homojenizasyon C10-P10-L5
Compritol®  Piribedil Tween80®  Yontem Kod

(%) (%) (%)

2.5 5 1.2 Sicak homojenizasyon C2.5-P5-T1.2
2.5 5 1.2 Sicak homojenizasyon c2.5-p5-t1.2

* In vivo testler i¢in secilen formiilasyon

Yontem kisaca goyledir: etkin madde eritilmig lipit icersinde, 80°C de, ultraturaks
ile 9500 rpm de 5 dk karigtirilarak ¢oziindiiriilmiis ve tekdiize dagilmas: saglanmugtir. Oda
sicakligmmda katilagan etkin madde-lipit kanigim: buzdolabinda 7-8 dk sogutulduktan sonra
once porselen havanda havan eli ile daha sonra bilyali degirmende karbon buzu altinda 60
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rpm'de 30 dk dgutiilmiistiir. Elde edilen kati madde sulu yiizey etken madde ¢ozeltisinde
24000 rpm de 5 dk homojenize edilmigtir. Karnigim liyofilizatorde kurutularak

mikropartikiiller elde edilmistir. Hazirlama agamalan Sekil 9'da gsematik olarak
gosterilmisgtir.

etkin madde
lipit -l do homojenizasyon
(80°C)

kalitastirma

¢

l.

. - .
Jizey etkgxlumodde —:8 =X homojenizasyon
A a0 0 L]
cozeltisi . ° ‘ .
Urin
l tiyofitizasyon

MIK ROPARTIKUL

Sekil 9. Soguk Homojenizasyon Teknigi ile Piribedil Mikropartikiillerinin
Hazirlanma Asamalari

3.2.2.2.2. Sicak Homojenizasyon ile Hazirlama
Sicak homojenizasyon tekniginin deney kogullar1 Tablo 3'de goriilmektedir.

Yontem soyle oOzetlenebilir: etkin madde eritilmig lipit igersinde 80°C de
¢oziindiirilmiigtiir. %1.2 konsantrasyondaki sulu yiizey etken madde ¢ozeltisi de aym
sicaklia getirilmigtir. Etkin madde-lipit kariginu iizerine sulu yiizey etken madde ¢ozeltisi
eklendikten sonra 80°C sicaklikta tutularak ultraturaks ile 20500 rpm'de 1 dk homojenize
edilmigtir. Boylece, mikropartikiiller elde edilmigtir. Hazirlanan mikropartikiiller, daha

sonra, 8 um'lik filtreden vakum yardimu ile siiziilerek nanopartikiiller aynlmistir. Hazirlama
agamalan Sekil 10°da sematik olarak verilmigtir.

Her iki yontem ile hazirlanan formiilasyonlarin hepsine in vitro testler
uygulanmugtir. Ancak, tek bir formiilasyonda in vivo incelemeler siirdiiriilmiigtiir.



S . Sulu

N yuvzey ‘etken modde
etkin ¢ozellisi
madde +lipit «—

(80°C)

homojenizasyon

‘—g'%‘“‘ 'l” -]

MiKROPARTIKUL
* filtrasyon

NANOPARTIKUL -

Sekil 10. Sicak Homojenizasyon Teknigi ile Piribedil Mikro- ve
Nanopartikiillerinin Hazirlanma Asamalar

3.2.2.3. Mikro- ve Nanopartikiillerin Ozelliklerine ait Calismalar

3.2.2.3.1. Sekilleri 2

Liyofilize edilmig partikiiller karbon bant1 iizerine yayilip, altin ile kaplandiktan
sonra yiizey oOzellikleri ve sgekilleri taramali elektron mikroskobunda saptanmigtir.
Hazirlanan partikiiller ile piribedil’i kargilastirmak amactyla, toz haldeki piribedil aym
yontem ile incelenmistir.

3.2.2.3.2. Partikiil Bityiikliik Dagihimlar

Soguk homojenizasyon teknigi ile hazirlanan herbir mikropartikiil formiilasyonu
ultrasonik banyoda distile su i¢ersinde disperse edilerek, partikiil boyut dagilimlar, lazer
tarama cihazi ile olciilmiigtiir. Sicak homojenizasyon teknigi ile hazirlanan mikro- ve
nanopartikiillerin partikiil boyut dagilimlan ise lazer kimnim cihaz ile saptanmugtr.

3.2.2.3.3. IR Analizleri
Hazirlanan herbir - mikro- ve nanopartikiil formiilasyonunun infrared (IR)

spektrumu, IR spektrofotometresinde 4000-400 cm! arasinda potasyum bromiir ile
hazirlanan diskler kullamlarak alinmugtir.

2 Taramali Elektron Mikroskop (SEM) fotograflan Anadolu Universitesi Seramik
Miihendisligi’nde Yard.Do¢.Dr.Servet Turan tarafindan gekilmigtir.
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3.2.2.3.4. Termal Analizleri

Hazirlanan piribedil mikro- ve nanopartikiillerinin termal analizleri diferansiyel
taramal1 kalorimetre ile yapilmigtir. ~10 mg agirligindaki mikropartikiil 6rnekleri aluminyum
omek kaplarinda 10-4 hassasiyetle tartildiktan sonra, kapaklar sikigtirilarak Boliim
3.2.1.1.4'de agiklanan kosullarda termal analize tabi tutulmustur.

3.2.2.3.5. Hazirlama Verimi

Kullandigimiz sofuk homojenizasyon yontemindeki iiretim kapasitesini
degerlendirebilmek icin formiilasyondaki toplam kati miktarindan hareketle, agagidaki
formiil kullamlarak mikropartikiillerin hazirlama verimleri hesaplanmugtir (17).

x 100

%o VErim =

A: Elde edilen mikropartikiil agirhig1 (g)

B: Formiilasyonda kullanilan kat: madde agirhig1 (g)
3.2.2.3.6. Partikiillerde Piribedil Miktar Tayini
3.2.2.3.6.1. Partikiillerde Yiiklenen Piribedil Miktar1

3.2.2.3.6.1.1. Soguk Homojenizasyon ile Hazirlanan Partikiillerde
Toplam Piribedil Miktari

20 mg hassas tartilnug mikropartikiil, pH 1.2 igersinde, ultraturaks ile 8000 rpm
de 15 dk calkalanmugtir. Mikropartikiiller 0.2 um'lik membran filtre ile aynlarak siiziintiide
UV-spektrofotometre ile miktar tayini yapilmagtir. Her deney 3 kez tekrarlanmigtar.

3.2.2.3.6.1.2. Sicak Homojenizasyon ile Hazirlanan Partikiillerde

Toplam Piribedil Miktari

100 3 mikro- veya nanopartikiil siispansiyonu, pH 1.2 igersinde, ultraturaks ile
8000 rpm’de 15 dk calkalanmugtir. Partikiiller 0.2 pm’lik filtre ile ayrilarak siiziintiide UV-
spektrofotometre ile miktar tayini yapilmigtir. Her deney 3 kez tekrarlanmugtir.

3.2.2.3.6.2. Partikiillerde Hapsedilen Piribedil Miktar1

Soguk homojenizasyon ile hazirlanan mikropartikiillerde hapsedilen piribedil
miktarini saptamak amaciyla, mikropartikiillerin yiizeyinde ve icindeki etkin madde
miktarlart ayrt ayn hesaplanmugtir. Bunun igin, hassas olarak tartimig 20 mg mikropartikiil
pH 1.2 icinde ultrasonik banyoda 5 dk tutulmusg, santrifiij ile mikropartikiiller ayrilmugtir.
Cozeltinin absorbans: UV-spektrofotometre ile olgiilerek yiizeydeki etkin madde miktarlan
hesaplanmustir.
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Hapsedilen piribedil miktarimn  hesaplanmasi  icin  santrifijjle aynlan
mikropartikiiller pH 1.2°de bu kez ultraturaks kullandarak 8000 rpm de 15 dk
calkalanmigtir. Whatman No.41 ile aynlan siiziintiideki piribedil miktan UV-
spektrofotometrik olarak ol¢iilmiis ve hapsedilen piribedil miktar1 gerekli hesaplamalar ile
bulunmugtur. Her deney 6 kez tekrarlanmagtr.

Sicak homojenizasyon ile hazirlanan mikropartikiil ve nanopartikiiller,
siispansiyon olarak elde edildiginden ve yukarida bahsedilen yontemle saglikli deney
yapilamadigindan, hapsedilen piribedil miktar1 hesaplanamamagtir.

3.2.2.3.7. Saklama Kosullarinda Stabilite Kontrolii

Soguk homojenizasyon teknigi ile hazirlanan mikropartikiillerden secilen bir
formiilasyon, buzdolab: (4+1°C), oda sicaklig1 (20+1°C), etiiv (40+1°C) ve iklim dolabinda
(60% relatif nem ve 40+0.1°C) saklanmigtir. 15 giin, 1, 3 ve 6 aylik saklama siirelerinin
sonunda, Bolim 3.2.1.1.2'de anlatildigi sekilde ince tabaka kromatografisi kullamlarak
piribedil’in Rf degerleri bulunmugtur.

3.2.2.3.8. X-Isim Kirmim Analizi

Hazirlama yontemleri arasindaki farki incelemek amaci ve deney kosullarinin sinirh
olmas1 nedeni ile biri sicak biri soguk homojenizasyon tekniginden olmak iizere iki
formiilasyonun x-1§1m kirmmim analizi yapilougtir.

3.2.2.4. Mikro- ve Nanopartikiiller ile Yapilan in Vitro Calismalar

Bu caligmalar partikiillerin in vitro davramglann hakkinda fikir edinebilmek ve
ilerleyen caligmalarda in vivo bulgular ile bir korelasyon kurabilmek icin yapiimugtir.

3.2.2.4.1. in Vitro Salm Calismalari

In vitro kosullarda, mikro- ve nanopartikiillerden piribedil salimmi degerlendirme
caligmalarinda, USP XXII'de tamimlanan palet yontemi kullanilmugtir (201).

Soguk homojenizasyon teknifi ile hazirlannmg ve tam tartimug mikropartikiil
orneklerinin (500 mg) ¢oziinme hizi ¢aligmalari, 900 ml ¢oziinme ortaminda (distile su ile
fizyolojik pH’lar olan pH 1.2 ve 7.4), 37+0.5°C'de, 50 rpm kullanilarak yapilmugtir.
Coziinme ortamindan belirli zamanlarda (5.dk, 15.dk, 30.dk, l.s, 2.s, 4.s, 7.s, 24.5, 29.s,
48.s, 53.8, 72.s, 77.s, 96.s ve 103.s’lerde) enjektor yardimu ile alinan 5 ml'lik orneklerin,

0.2 wm'lik seliiloz nitrat filtre ile siiziildiikten sonra, UV-spekrofotometresinde

absorbanslar1 olgiilmiigtiir. Absorbans degerlerine gore salman piribedil miktar
hesaplannugtir. Alman ©Omek hacmi kadar taze ortam sivisi her seferinde yerine
konulmugtur. Herbir ¢aligma 3 kez tekrarlanmugtr.

43



Yapilan bu 6n g¢aligmalann sonuglarina gore secilen formiilasyon ile piribedil’i
kargilagtirmak amaciyla ayni deneyler mikropartikiil ve piribedil i¢in 6’sar kez yapilmugtur.
Piribedil'in in vitro salm caligmalaninda, secilen mikropartikiil formiilasyonunun 500
mg'inda bulunan miktar kadar piribedil kullanilmugtir. Benzer caligmalar, aym1 miktarda
piribedil iceren ve sicak homojenizasyon teknigi ile hazirlanmig mikro- ve nanopartikiil
formiilasyonlan igin yapilmig, deneyler 6 kez tekrarlanmagtur.

Salim bulgulan 6nce zamana karg1 yiizde salim olarak grafife gecirilmig, daha
sonra bu amag i¢in yazilmg bir bilgisayar programu ile salim kinetikleri incelenmigtir (202).

Formiilasyonlarin in vitro salim sonuglarmi, etkin maddenin ticari preparati ile
kargilagtirmak amaci ile aym caligmalar piyasa tableti ile tekrarlanmugtir. Bunun icin
piribedil’in ticari preparati (Trivastal 50 Retard®) iizerinde etkin madde miktar tayini
yapildiktan sonra, 900 ml’lik ¢ozinme ortaminda, 37+0.5°C'de, 50 rpm’de, basket
yontemi kullanilarak ¢oziinme hizi caligmalan yapilmigtir (201). Coziinme ortamindan 5.dk,
15.dk, 30.dk, 45.dk, 1.s, 2.s, 3.s, 4.5, 5.8, 6.5, 7.5, 23.s, 24.s, 25.s ve 27.s’lerde

enjektor )}ardlnu ile alman 5 ml’lik 6rnekler, 0.2 pm'lik seliilloz nitrat filtre ile siiziilerek,

absorbanslann UV-spektrofotometrik olarak olgiilmiis ve formiiller yardimyla piribedil
miktarlann hesaplanmugtir. Alman her omekten sonra 5 ml taze ortam sivis1 yerine
konulmugtur. Aym deneyler ii¢ farkli ¢oziinme ortaminda (distile su, pH 1.2 ve pH 7.4)
ticer kez tekrarlanmigtir.

3.2.2.4.2. pH 1.2 Sahm Ortamindaki Stabilite Kontrolii

Piribedil, pH 1.2’deki stabilitesi izlenmek amaciyla, 37°C lik, salim ortaminda,
salim siiresinden daha uzun bir siire bekletilmistir. Bu siire boyunca belirli zamanlarda
alman ornekler silikajel plaklara uygulanmig ve plaklar kloroform: metanol (95:5) (h/h)
hareketli fazim iceren tanklara konulmugtur. Daha sonra Boliim 3.2.1.1.2.'de agciklandigh
gibi Rf degerleri saptanmugtir. Alman her omegin Rf degeri taze hazirlanmig piribedil
cozeltisinin Rf degeri ile kargilagtinimigtur.

3.2.2.5. in Vivo Cahsmalar 3

Bu bolimde, hayvanlarda yapilan farmakodinamik ve biyofarmasotik testler
anlatilacaktir. Segilen formiilasyon ve piribedil’in, farelerde Parkinson modeli tremor testi
ve tavganlarda biyoyararlanim ¢aligmas: gerceklestirilmigtir.

3 In vivo ¢aligmalar, Osmangazi Universitesi Farmakoloji Anabilim Dali’'nda Prof.Dr.Kevser

Erol’un denetiminde yapilmigtir.



3.2.2.5.1. Farelerde Parkinson Modeli ile Tremor Testi

Yaklagik 30-35 g aguhigmmdaki 10 fareye 30 mg/kg dozda piribedil iceren
mikropartikiil, 0.5 ml'lik siispansiyonlar halinde peroral olarak verilmigtir. Ayni farelere 1 s

15 dk sonra 0.5 mg/kg dozda haloperidol IP, bundan 45 dk sonra da 200 pg/kg dozda

oksotremorin IP olarak verilmigtir. Oksotremorin enjeksiyonundan 5 dk sonra fareler
izlemeye almarak 15 dk boyunca gozlenmigtir. Gozlenen tremor siddetine gore skorlar
verilerek test tamamlanmugtir (203). Bu skorlar titremenin etkisine gore verilen farkhi
numaralardir ve titreme sadece bag bolgesinde ise 1, hem bag hem viicut bolgesinde ise 2,
titreme tiim viicutta goriiliiyor ise 3, hic¢ titreme yok ise O verilmektedir. Daha sonra bu
skorlar Student t-testi ile degerlendirilmigtir (204).

Ayni test bir kontrol grubu i¢in, bir de toz piribedil i¢in, herbiri 10 adet farkli
gurup farede olmak iizere tekrarlanmug ve sonuglar kargilagtinlmgtir.

3.2.2.5.2. Tavsanlarda Peroral Biyoyararlammm Calismasi

Mikropartikiillerin peroral biyoyararlanimini, toz piribedil ile kargilagtirmak
amactyla, 2.5-3 kg agirhigindaki 10 tavsana 60 mg/kg dozda toz, 10 tavsana da 60 mg/kg
piribedil iceren mikropartikiil, peroral olarak verilmigtir.

Her tavgandan 0.dk, 15.dk, 30.dk., 1.s, 3.s, 5.s, 10.s, ve 24.s'lerde olmak iizere
1-2 ml hacimde 8 kan 6rnegi alinnmgtir. Piribedil'in peroral uygulamadaki yar1 omrii 2 saat
oldugundan son kan orneginin 24. saatte alinmasi uygun bulunmustur (169). Kan ornekleri
tavsan kulak veninden, heparizine PPD enjektor ile almmug ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij
edilerek plazmalan ayrnimugtir. Plazma ormekleri -20°C lik dipfirizde analiz yapilincaya dek
saklanmgtir (118).

3.2.2.5.2.1. Plazmadaki Piribedil’in Ekstraksiyon ile Ayrilmasi
500 wl plazma omegine, piribedil’in YBSK ile miktar tayininde internal standart
(IS) olarak kullamlan buspiron ¢ozeltisinden (10 wg/ml) 50 pl eklenmigtir. 5 M K,CO3 ve

0.5 M fosfat tamponu (pH 8) ile hacim 2 ml'ye tamamlanmigtir. 11 ml etil asetat-kloroform-
2-propanol (85:15:5) (Wh) eklendikten sonra kangim 15 dk yatay calkalayici ile
calkalanmigtir. 600 rpm hizda 10 dk santrifiij ile ayrilan 10 ml'lik organik s1v1, 1.5 ml 0.1

M hidroklorik asit iceren yeni bir test tiibiine alinmuig ve 15 dk daha calkalanmugtir. 600 rpm
de 10 dk santrifiijjden sonra, organik faz atilmus, asidik sulu faz tekrar yukanida anlatildig
sekilde alkali yapinugtir. Bu alkali faz, 10 ml kloroform-2 propanol (95:5) (b/h) ile geri
ekstre edilmig ve ayrilan organik faz rotavapor ile kuruluga kadar ucurulmugtur (8).
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3.2.2.5.2.2. Plazmadan Ekstraksiyon ile Geri Kazanilan Piribedil
Oraninin Hesaplanmasi

Bu caligmada, hicbir ilag verilmemig tavsanlarin kulak veninden alman kan
Orneklerinden ayrilan plazmalar kullanilmugtir. 400 pl plazma ornegine, 100 pl piribedil
cozeltisi (10 pug/ml ) ve 50 ul buspiron c¢ozeltisi (10 pg/ml ) eklenmigtir. Bolim
3.2.2.5.2.1.’de anlatilan ekstraksiyon prosediirii izlenerek, etkin madde ekstre edilmistir.
Herbir omek 100 pl hareketli fazda ¢ozilmiis ve bu ¢ozeltiden 20 ul kolona enjekte
edilmigtir. Elde edilen piribedil pik alanlan kullamlarak geri kazamlan piribedil oranlan
hesaplanmigtir. Aym1 caligma 6 kez tekrarlanmugtir. Benzer caligmalar ilave edilen
piribedil’in degigik miktarlan igin de yapilmugtir.

3.2.2.5.2.3. Plazmadaki Piribedil’in YBSK ile Miktar Tayini 4

Bolim 3.2.2.5.2.1.’de aciklandig1 sekilde, lic basamakli ekstraksiyon iglemi ile
plazmadan ekstre edilen piribedil ve IS trneklerinin herbiri 100 pl hareketli fazda ¢oziilmiig

ve bu ¢ozeltiden 20 ul kolona enjekte edilmigtir (8). Gradient eliisyon yontemi ile ¢aligilms,
elde edilen piribedil ve buspiron pik alanlan kullanilarak dogru denklemi yardimiyla
plazmadaki piribedil konsantrasyonlar: (ug/ml) hesaplanmigtur.

YBSK’de kullanilan deney kogullar1 Tablo 5’de gosterilmigtir.

Tablo 5. Yiiksek Basmn¢h Sivi Kromatografisi Calisma Kosullar

Cihaz Hewlett Packard HP 1100

Kolon Ultracarb ODS Cyq (Spm partikiil boyutlu)
(cap 4.6 mm, uzunluk 150 mm)

Coziicii Sistemi A: 0.01 M KH,5PO4 (pH 2.85)
B: Asetonitril:0.01 M KHyPO4 (pH 2.85) (50:50)
tdk) B(%)
0 10
20 90
25 10

Dedektor Diode Array

Caligitan Dalga Boyu 240 nm

Akig Hinn 1.2 ml/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 pl




Toz piribedil ve mikropartikiillere ait tiim plazma orneklerinin analizleri sonucu
hesaplanan plazma piribedil konsantrasyonlari (ug/ml), zamana (s) karst grafige
gegirilmigtir. Elde edilen grafikler yardimuyla t a1, C maks Ve EAA “lar hesaplanmigtur.

4 YBSK caligmalan ve IR analizleri, Tibbi ve Aromatik Bitkiler ve Ilag Aragtirma Merkezi’nde
yapilmigtir.

47



4. SONUC ve TARTISMA

4.1. SONUCLAR

Bu boliimde Piribedil ve Compritol®'iin fizikokimyasal ozelliklerine ait sonuglar

ile mikropartikiil formiilasyonlan iizerinde yapilan in vitro-in vivo caligmalarin sonuglan

verilecektir.

3.2.1.

4.1.1. Cahsilan Maddelerle Yapilan Tayinlere ait Sonuclar
4.1.1.1. Piribedil ile Yapilan Calismalara ait Sonuclar
4.1.1.1.1. Spektrumlar ‘
4.1.1.1.1.1.UV-Spektrumu

Piribedil'in degisik ortamlardaki spektrumlari, UV-Spektrofotometresi ile Bolim
1.1.1'de aciklandif1 sekilde alinmugtir. Saptanan UV-spektrumlan Sekil 11°de,

maksimum ve minimum absorbanslara ait dalga boylarn, Amaks V€ Amin, Tablo 6'da

verilmigtir.
+1.06A8 T, +1.8084
M
!
+8.90R HH +8.808A4 N -
2an.n 2g.a(HM/DIV. ) Iee.9 208 .0 2a.e{HNM/DIV. > 300.0
a b
+1.088R +1.80A A
| lf \
7N
// \
, \
\
+8 .95 Nm t2.004 i
20a.9 28.8CHNM/DIV.) 300.0 zan.o 28 . BCHNM 0TIV, ) za8 b
¢ ‘ d
Sekil 11. Piribedil’in Farkh Ortamlardaki UV-Spektrumlari
a: Distile Su b: SF c¢: pH1.2 d: pH7.4
4.1.1.1.1.2. IR-Spektrumu

Piribedil'in potasyum bromiir diskleri ile elde edilen IR spektrumu Sekil 12 'de

gosterilmistir. Bu spektrumda: 3022 cm-! *de aromatik C-H, 2883 ve 2772 cm’de alifatik



C-H, 1580-1450 cm! arasinda C=N, 1251 ve 1036 cm1’de C-O ve 789 cm-1’de 1,2,4-
trisiibstitiie benzen bandlan goriilmiigtiir.

Tablo 6. Piribedil'in Farkli Ortamlarda Elde Edilen UV-Spektrumlarindaki Dalga

Boylar:
Ortam Amaks (nm) Amin (nm)
Distile su 239.4 262.7
Serum fizyolojik 238.9 263.0
pH 1.2 236.9 262.4
pH7.4 241.9 265.2
189. 8 ; ; : ; ; ; ; : . . . . ) . 1ea. 0

29,58 — L I P a
a.8 - i i i ; . . i . ; . i i - ; } _ ; B0
4990.9 g'.5\3\35.3.6 21399;@ ' EiSE‘B‘.G %1‘2“3‘3.5‘ '.”:"C':‘ A0, B
Sekil 12. Piribedil'in IR-Spektrumu
4.1.1.1.2. ince Tabaka Kromatografisi (iTK)

Piribedil'in ince tabaka kromatografisi kullanilarak teghisi i¢in Bolim 3.2.1.1.2'de
anlatilan yontemler kullanilmig ve kullanilan ¢oziicii sistemleri ic¢inde, 254 nm'deki UV-
lambasinda gozlenen lekelerin Rf degerleri Tablo 7'de verilmisgtir.
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Tablo 7. Piribedil'in ince Tabaka Kromatografisi ile Tanmmnmasma ait Sonuclar

Coziicii sistemi Rf degen
Hekzan-Etil asetat-Metanol 0.65
(50:45:5)
Kloroform-Metanol 0.75
(95:5)
(n=3)
4.1.1.1.3. Erime Derecesi

Erime derecesi tayin cihazinda yapilan testler sonucunda piribedil'in erime derecesi
97°C bulunmugtur.

4,1.1.1.4, Termal Analiz

Piribedil'in diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ile Bolim 3.2.1.1.4'de
belirtilen kogullarda yapilan termal analizinde, erime sicakliginin 97.72°C ve maddenin 1
g'inin erimesi igin gerekli olan enerjinin 117.26 Joule/g oldugu goriilmiigtiir.

Ayrica bu analizde, piribedil'in 1. erimeden sonra tekrar kristallanmedigi, analiz
sonuna kadar da bir degisiklife ugramadifi gozlenmis ve maddenin amorf oldugu
belirlenmigtir. Piribedil'in termal analiz termogramu Sekil 13'de gosterilmigtir.

50 100 110 110 60 100 50 10010 60 °C
f F——y | N = Y i ¥ — —

9 10 20 30 40 50 60 70 80 30min

Sekil 13. Piribedil'in DSC Termogrami



korelasyon katsayilar1 Tablo 8'de verilmistir.

4.1.1.1.5. Piribedil Miktar Tayini

UV Spektrofotometresi ile Validasyon Calismalari

4.1.1.1.5.1.
4.1.1.1.5.1.1.

Bolim 3.2.1.1.5.1.1.'de

Dogrusallik
aciklandig1

sekilde farkl:
konsantrasyonlardaki piribedil ¢ozeltilerinin konsantrasyona kargi absorbans grafikleri
¢cizilmig ve bu veriler yardimiyla egri denklemleri hesaplanmugtir.

ortamlarda ve farkli

Elde edilen egriler Sekil 14‘de; egri denklemlerinin e8im, kesigim noktasi ve

Tablo 8. Piribedil'in Farkhi Ortamlardaki Standart Egri Denklemlerine ait Degerler

+1.604

: Absorbéns

+8.69R

+1.00A

+0 .08/

Absorbans

Ortam Egim Kesigim Korelasyon
noktas1 katsayisi
@)
Distile su 0.0702 0.0141 0.999
Serum fizyolojik 0.0706 0.0083 0.999
pH1.2 0.0849 0.0021 0.999
pH74 0.0708 0.0127 0.999
*nz3
+8 .98/ //é
//(/* jx/f
/ “ T
/ & L
+ e //i
-~ 2 -
// | < e g
~ -
e -~
/ +0.680 / N
6.6 Konsantrasyon (pg/ml)’ 13.600 .0 Konsantrasyon (pg/ml) 12.@e8
a b
+1.080 -
/ //
- -
/ / —:g *‘//
73 ~
= kg
AT < P
A - T g
//////V/ +0.Aaa f/ff”
@.6 Konsantrasyon (ug/ml) 11.006 0. Konsantrasyon (yg/mi) 13 .008
c d

Sekil 14. Piribedil'in Farkh Ortamlardaki Standart Egrileri
a: Distile Su b: SF c: pH1.2 d: pH7.4
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4.1.1.1.5.1.2. Tekrarlanabilirlik ve Kesinlik

Boliim 3.2.1.1.5.1.2.’de anlatildi81 sekilde 3 farkli konsantrasyon ile ¢aligilarak, 3
giin boyunca (k=3), tiim cozeltilerin absorbanslari UV-spektrofotometrik olarak
Olgiilmiigtiir. Bu veriler ve formiiller yardimiyla tekrarlamilabilirlik ve kesinlik degerleri
hesaplanmugtir. Bulunan degerler Tablo 9°da verilmigtir.

Tablo 9. UV-Spektrofotometrik Yonteme ait Tekrarlanabilirlik ve Kesinlik Sonuclar:

Konsantrasyon Distile Su pH 1.2 pH7.4
(ng/ml)

Tekrarlanabilirlik *

9 1.6673 2.0541 1.5678
17 2.0807 5.6385 1.6695
26 3.0980 2.7723 3.5251
Kesinlik *

9 13.7510 2.0541 8.4299
17 16.7781 6.0344 9.8805
26 14.4831 3.6573 8.8786
* k=3, n=6

4.1.1.1.5.1.3. Secicilik

Boliim 3.2.1.1.5.1.3.°de agiklanan caligmalar yapildiginda sofuk homojenizasyon
yontemi ile hazirlanan plasebo formiilasyonun her ii¢ ¢6ziinme ortaminda da (distile su, pH
1.2, pH 7.4) dikkate deger bir absorbansi gozlenmemigtir. Ancak sicak homojenizasyon
yontemi ile hazirlanan plasebo formiilasyonda ise her ii¢ ortamda da oldukca yiiksek
absorbanslar izlenmigtir.

4.1.1.1.5.2. YBSK ile Validasyon Calismalari

4.1.1.1.5.2.1. Dogrusallik

Boliim 3.2.1.1.5.2.1.°de anlatildig: sekilde caligilarak, farkli konsantrasyonlardaki
piribedil ve buspiron kangimmlarina kargi bunlarn pik alanlan oranlarmn grafikleri ¢izilmig
ve bu veriler yardumiyla YBSK ile miktar tayininde kullanilacak olan egri denklemi
hesaplanmigtir. Elde edilen egri ile bu egriye ait denklem ve korelasyon katsayisi Sekil
15‘de verilmigtir. Aynica, bu caligmalara ait piribedil ve buspiron’un (IS) kromatogram
omegi Sekil 16’da gosterilmigtir. Bu kromatogramda, 10.142 dakikalik alikonma zamam
ile gozlenen piribedil; 14.085 dakikalik alikonma zaman ile gzlenen ise buspiron’dur (IS).
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0 } } + —
0 5 10 15 20
Cp/Cb

Sekil 15. Piribedil’in YBSK ile Standart Egrisi
y=1.8097 x+0.0058 (r=0.999)
Ap/Ab=Piribedil pik alani/Buspiron pik alan
Cp/Cb=Piribedil konsantrasyonu/Buspiron konsantrasyonu

[a]
a.

v v T ~ v
2] S 10 1S mi

Sekil 16. Standart Piribedil ve Buspiron’un YBSK ile Kromatogrami

4.1.1.1.5.2.2. Tekrarlanabilirlik ve Kesinlik

Boliim 3.2.1.1.5.2.2.’de anlatildig1 gibi ¢aligilarak, kullamlan YBSK yontemine
ait tekrarlanilabilirlik degeri 16.2549, kesinlik degeri 17.9320 bulunmusgtur.

4.1.1.1.5.2.3. Secicilik

YBSK yoOnteminin segiciiigi, Bolim 3.2.1.1.5.2.3.’de agiklanan gekilde
aragtinlmugtir. Yapilan tiim segicilik ¢aligmalannda piribedil’e ait alikonma zamanlarinda
kiiciik de olsa pikler gozlenmigtir. Bu pik alanlaninin analizlerdeki piribedil miktarlarim

etkilememesi icin, hesaplamalar sirasinda 0. zamanda elde edilen bu pik alanlan sonraki
zamanlarda elde edilen alanlardan ¢ikarlarak hesaplamalar yapilmugtir.

53



4.1.1.1.6. Ci‘)ziiniirli‘lk Tayinleri
4.1.1.1.6.1. Farkh Ortamlardaki Coziiniirliik Tayini

Piribedil'in farkli ortamlardaki ¢Oziiniirliik caligmalan Bolim 3.2.1.1.6.1.'de
aciklandi sekilde yapilnus ve elde edilen ¢oziiniirliik degerleri Tablo 10'da verilmistir.

Tablo 10. Piribedil'in Farkli Ortamlardaki Coziiniirlik Degerleri ve Standart Sapmalari

Ortam Coziiniirlik (mg.ml'll)*
Distile su 0.093+0.014
Serum fizyolojik 0.092+0.004
pH12 7.763+0.455
pH 7.4 0.098+0.004
* n=3
4.1.1.1.6.2. Kullamlan Lipit icindeki Coziiniirliik Tayini

Bolim 3.2.1.1.6.2.°de aciklandifi sekilde yapilan termal analizlerde, kullanilan
her ii¢ piribedil oranina ait (%1,%5 ve %10) termogramlarda sadece Compritol®'e ait pikler
gozlenmis, piribedilin erime sicaklifinda gelecek olan 2. pike rastlanmamugtir. Bu
caligmalara ait termogramlar Sekil 17-19‘da verilmigtir.

50 100 110 110 69 ico S3 10419 69 °c
1 1 174 ! 1N ; (V2 4 !
~— T T T U i i T i T

[ 10 20 30 49 50 60 70 89 90min

Sekil 17. %1 Oranmda Piribedil iceren Piribedil ve Compritol® Karisiminin DSC
Termogrami
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Sekil 18. %5 Oraninda Piribedil iceren Piribedil ve Compritol® Karisgimmin DSC
‘ Termogrami
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Sekil 19. %10 Oraninda Piribedil iceren Piribedil ve Compritol® Karigiminin DSC
Termogrami

4.1.1.1.7. Partikiil Boyut Analizi

Piribedil’in partikiil boyut analizi Bolim 3.2.1.1.7.’de de agiklandigi gibi lazer
tarama cihazi ile yapilmis ve dagilim profili Sekil 20 *de , dagilim buigulari Tablo 11 ’de
gosterilmigtir.

Tablo 11. Piribedil'in Partikill Biiyiikliigii Dagilim Bulgular:

partikiil biiyiikliigii (nm)
d(v,%10) d(v,%50) d(v,%90) d(v,%95) d(v,%99) d(v,%100)
13.64 40.38 127.8 173.2 395.0 947.7
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Piribedil'in x-1g1n1 kirmnim analizi Boliim 3.2.1.1.8'de acgiklandig: gibi yapilmug ve
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profili Sekil 21'de verilmigtir.

Sekil 21. Piribedil'in X-Isim1 Kirmmm Profili
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4.1.1.2. Compritol® ile Yapilan Calismalara ait Sonuclar

4.1.1.2.1. IR-Spektrumu

Compritol®'ﬁn potasyum bromiir diskleri ile ¢ekilen IR-spektrumu Sekli 22'de
gosterilmigtir. Elde edilen spektrumda; 3424 cm-1’de O-H, 2906 cmr!’de alifatik C-H

gerilme, 1735 cml’de C=0, 1467 cmlde alifatik C-H egilme ve 1172 cml’de C-O
bandlar1 goriilmiistiir.

1o@. 6 ; : , . . P . ) R . . ,___h ) . foaei 1069
( W
SE, 8 —_— L SAa.a
g, o | — ] i E8. @
40,0 | i L ac.e
za.a | —_— . - — 29.9
g.a . , i : : : ; . . ' , ' _ . . - . oo
sane, o zepm.0  izono. o see.s ' ? osp.a ‘ . ‘san.b 400,

Sekil 22, Compritol®'iin IR Spektrumu

4.1.1.2.2. Erime Derecesi

Erime derecesi tayin cihazinda yapilan analiz sonucunda Compritol®'iin erime
derecesi 68°C olarak bulunmugtur.

4.1.1.2.3. Termal Analiz

Compritol®'iin termal analizi, diferansiyel taramali kalorimetre ile Bolim
3.2.1.2.3'de agiklandi@1 gibi yapilmig, analize ait termogram Sekil 23'de verilmigtir. Bu
termograma gore; birinci 1sitmada erime noktas: 72.58°C ve lipitin 1 g’inin erimesi i¢in

gerekli olan enerji 137.86 Joule/g, birinci sogutmada rekristalizasyon noktas1 67.45 °C ve 1
g’1nin rekristalizasyonu i¢in kaybetmesi gereken enerji -146.87 Joule/g’dir.
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Sekil 23. Compritol®'iin DSC Termogrami

4.1.1.2.4. Reolojik Analiz

Bolim 3.2.1.2.4'de agiklandig1 gibi Compritol®’iin erime derecesi lizerinde
(~74.5°C) gergeklestirilen reolojik analizinde elde edilen veriler Tablo 12°de
gosterilmigtir. Reogram ise Sekil 24’de verilmistir. Reogramdan goriilebilecegi iizere,
Newtonian akisa yakin bir akis sekli saptanmistir. Bu da mikropartikiillerin sicak
homojenizasyon yontemi ile hazirlanmasi sirasinda Compritol®’iin ideal bir c¢ozelti

olugturdugunu belirtmektedir.

1000

100 W a

Kayma Gerilimi (D/cm?)

10

—

&

1 T — T 7 — T
10 100 . 10ca
Kayma Hizi (1/sm)

Sekil 24, Compritol®'iin Reogrami
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Tablo 12. Compritol®’iin Reolojik Analizine ait Sonuglar

Kayma Kayma =

Tork . Viskozite Gerilimi Hiz Sicaklik Siire
# RPM % cP Diem? -~ 1/sn oc dksn
001 10.0 0.2 10.2 3.93 38.4 74.3 00:10
002 10.0 0.2 10.2 3.93 38.4 74.3 00:10
003 20.0 0.5 12.8 9.83 76.8 74.3 00:10
004 30.0 0.8 13.7 15.7 115.2 74.3 00:10
005 40.0 1.2 15.4 23.6 153.6 74.4 00:10
006 50.0 1.4 14.3 27 .5 192.0 74.4 00:10
007 60.0 1.8 . 15.4 35.4 230.4 74.4 ©00:10
008 70.0 2.1 15.4 41.3 268.8 74.4 00:10
0)°] 80.0 2.3 14.7 45.2 307.2 74.5 00:10
010 90.0 2.6 14.8 51.1 345.6 74.5 00:10
011 100.0 2.9 14.8 57.0 384.0 74.5 00:10
012 110.0 3.2 14.9 62.9 422 .4 74.5 00:10
.013 120.0 3.5 14.9 68.8 460.8 74.5 00:10
014 130.0 3.6 14.2 70.8 489.2 74.6 00:10
015 140.0 4.0 14.6 78.6 537.6 74.5 00:10
016 150.0 4.1 14.0 80.6 576.0 74.6 00:10
017 160.0 4.4 14.1 86.5 614.4 74.6 00:10
018 170.0 4.9 14.8 96.3 652.8 74.6 00:10
019 180.0 5.0 14.2 98.3 691.2 74.6 00:10
020 190.0 5.1 13.7 100.3 729.6 74.6 00:10
021 200.0 5.6 14.3 110.1 768.0 74.6 00:10
022 210.0 5.8 14.1 114.0 806.4 74.6 00:10
023 220.0 6.4 14.89 125.8 844.8 74,7 00:10
024 230.0 6.6 14.7 129.8 883.2 74.6 00:10
025 240.0 6.8 14.5 133.7 921.6 74.6 00:10
026 250.0 7.0 1i4.3 137.6 960.0 74.7 00:10

4.1.1.2.5. X-Ismm1 Kirimm Analizi

Analiz, Bolim 3.2.1.2.5'de agiklandig1 sekilde yapilmug ve profili Sekil 235'de

verilmigtir.
4.1.2. Mikro- ve Nanopartikiiller ile Yapilan Caligmalara ait

homojenizasyon teknigi

Sonuclar

4.1.2.1. Formiilasyonlar:

in vitro ve in vivo deneylerde kullanmilan mikro- ve nanopartikiiller soguk ve sicak
ve 3.2.2.2.'de

hazirlanmigtir.

ile Bolim 3.2.2.1.

39

aciklandif

sekilde
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Sekil 25. Compritol®’iin X-Istm1 Kirimm Analizi

4.1.2.2. Mikro- ve Nanopartikiillerin Ozelliklerine ait Sonuclar

4.1.2.2.1. Sekilleri

C10-P5-L5, C2.5-P5-T1.2, ¢2.5-p5-t1.2 kodlu partikiiller ile toz piribedil’in
sekilleri Boliim 3.2.2.3.1°de agiklandigi iizere incelenmig ve saptanabilen goriintiiler Sekil
26-29°da verilmistir.

4.1.2.2.2, Partikiil Biiyiiklik Dagilimlar:

Hazirlanan mikro- ve nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri Boliim 3.2.2.3.2°de
anlatildi®: sekilde tayin edilmis ve bu caligmalara ait bulgular Tablo 13‘de verilmistir.
Aynca herbir formiilasyona ait partikiil boyut dagilim grafikleri de Sekil 30,31°de

goriilmektedir.



Sekil 26. Piribedil’in Taramah Elektron Mikroskop Gériintiileri

ol



C10-P5-L5

Sekil 27. Soguk Homojenizasyon ile Hazirlanan Mikropartikiillerin Taramah Elektron
Mikroskop Géoriintiileri

* catlakliklar geri plandaki karbon bantindan kaynaklanmaktadir
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C2.5-P5-T1.2

Sekil 28. Sicak Homojenizasyon ile Hazirlanan Mikropartikiillerin Taramah Elektron
Mikroskop Gériintiileri

* catlakliklar geri plandaki karbon bantindan kaynaklanmaktadir



c2.5-p5-t1.2

Sekil 29. Sicak Homojenizasyon ile Hazirlanan Nanopartikiillerin Taramali Elektron
Mikroskop Goriintiileri

* catlakliklar geri plandaki karbon bantindan kaynaklanmaktadir



Tablo 13. Mikro- ve Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliik Dagilim Bulgular:

Partikiil Bilyiikliigii (um)

Formiil d(v,%10) d(v,%50) d(v,%90) d(v,%95) d(v,%99) d(v,%100)
C10-P1-L1 13.84 56.35 163.9 223.9 4237 908.6
C10-P1-1.2.5 “11.59 60.13 113.9 129.6 157.3 234.1
C10-P1-L5 7.547 49.13 98.78 113.9 140.9 213.2
C10-P5-L1 15.61 50.64 103.8 121.4 150.6 1942
C10-P5-1.2.5 13.37 72.55 154.2 177.8 291.1 750.5
C10-P5-L5 7.182 49,34 108.5 126.6 157.8 234.1
C10-P10-L1 11.94 50.95 117.6 138.5 174.1 256.8
C10-P10-L2.5 17.05 72.42 141.9 161.4 196.1 282.1
C10-P10-L5 - 7.304 52.00 109.1 126.7 ‘ 157.5 234.1
C2.5-P5-T1.2 0.76 2.02 52.05 67.39 77.65 80.00
€2.5-p5-t1.2 0.23 0.62 1.54 5.66 25.79 45.88
20 - % Hacim 160
3 80
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Sekil 30. Sicak Homojenizasyon ile Hazirlanan Mikro- ve Nanopartikiillerin Partikiil
Dagilim Grafikleri

I: C2.5-P5-T1.2 II: ¢c2.5-p5-i1.2
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4.1.2.2.3. Infrared Analizleri
Piribedil mikro- ve nanopartikiillerinin, Boliim 3.2.2.3.3'de aciklandig1 gekilde
infrared analizleri yapimis ve bu analizlere ait spektrumlar Sekil 32’de gosterilmigtir.
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4.1.2.2.4. | Termal Analizler

Piribedil mikro- ve nanopartikiillerinin Bolim 3.2.2.3.4.'de aciklandig1 sekilde
termal analizleri yapimis ve bu analizlere ait termogramlar sirasi ile Sekil 33’de
verilmigtir. Ayrica bu termogramlardan elde edilen bulgular Tablo 14‘te gosterilmistir.
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Sekil 33. Hazirlanan Mikro- ve Nanopartikiillerin DSC Termogramlari
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IL

Tablo 14. Piribedil Mikro-ve Nanopartikiillerinin DSC Termogramlarma ait Bulgular

. 1. Isitma 1. Sogutma 2. Istma 2. Sogutma
Formiil
Kodu Erime Rekristalizasyon Erime Rekristalizasyon
Noktasi(°C) E(joule/g) Noktast (°C) E(joule/g) Noktasi(°C) E(joule/g) Noktast (°C) E(joule/g)

C10-P1-L1 71.33 149.46 - 66.32 -124.21 69.45 106.34 66.31 -122.57
C10-P1-L2.5 69.88 135.78 64.74 -101.53 68.08 109.38 64.66 -10.306

C10-P1-L5 70.20 107.91 63.73 -75.32 67.40 68.93 63.82 -83.96

C10-P5-L1 69.68 143.53 64.98 -122.15 68.20 124,29 64.98 -123.24
C10-P5-L2.5 70.12 155.39 64.39 -103.75 67.59 113.45 64.39 -99.68

C10-P5-L5 67.26 127.20 64.10 -88.09 66.69 91.98 64.02 -113.08
C10-P10-L1 69.51 140.16 64.42 -113.96 67.81 115.76 64.42 -113.75
C10-P10-L2.5 69.61 117.31 63.99 -83.04 67.04 81.77 63.99 <90.51
C10-P10-L5 7 69.44 126.58 63.92 -81.49 67.03 83.30 63.84 -77.62
C2.5-P5-T1.2 70.24 2.39 54.39 -2.42 69.98 2.68 56.90 -2.71
€2.5-p5-t1.2 69.58 1.08 57.02 -1.67 69.58 1.64 57.19 -1.98




4.1.2.2.5. Hazirlama Verimi

Soguk homojenizasyon tekniginin hazirlama verimleri, Bolim 3.2.2.3.5.'de
aciklanan formiil ile hesaplanmug, deney bulgulari Tablo 15'de verilmigtir. Sicak
homojenizasyon yontemi ile hazilanan formiilasyonlar sulu dispersiyon seklinde elde
edildiklerinden bunlarda verim hesabi yapilamamugtir.

Tablo 15. Mikropartikiill Hazirlama Verimleri

Formiil Verim (%)

C10-P1-L1 87.84+4.34

C10-P1-1L.2.5 77.34+7.49

C10-P1-L5 67.79+11.54

C10-P5-L1 64.63+6.99

C10-P5-L2.5 76.26+4.23

C10-P5-L5 79.75+15.57

C10-P10-L1 72.89+6.65

C10-P10-1L.2.5 81.74+4.09

C10-P10-L5 71.08+9.90
4.1.2.2.6. Partikiillerde Piribedil Miktar Tayinleri
4.1.2.2.6.1. Partikiillerde Yiiklenen Piribedil Miktari
4.1.2.2.6.1.1. Soguk Homojenizasyon ile Hazirlanan Partikiillerde

Toplam Piribedil Miktar:

Soguk homojenizasyon yontemiyle hazirlanan mikropartikiillerde yiiklenen toplam
piribedil miktarlart Boliim 3.2.2.3.6.1.1.'de agciklandif1 sekilde hesaplanmugtir. Deney
bulgulari, ortalamalar alinarak standart sapmalan ile birlikte Tablo 16'da verilmigtir

4.1.2.2.6.1.2. Sicak Homojenizasyon ile Hazirlanan Partikiillerde
Toplam Piribedil Miktar:

Sicak homojenizasyon ile hazirlanan mikro- ve nanopartikiillerdeki toplam piribedil
miktarini bulabilmek icin Boliim 3.2.2.3.6.1.2.°de acgiklandig gibi caligilmugtir. Elde edilen
bulgular Tablo 16°da verilmistir.

4.1.2.2.6.2. Partikilllerde Hapsedilen Piribedil Miktar:

Mikropartikiillerde hapsedilen piribedil miktarmi bulabilmek i¢in  Boliim
3.2.2.3.6.2.’de agiklandig1 gibi caligilmig, deney bulgular, ortalama ve standart sapmalar
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ile birlikte Tablo 16’da verilmigtir. Sicak homojenizasyon ile hazirlanan iki formiilasyon
da siispansiyon olarak elde edildiginden ve aym yontem ile giivenilir bir deney
yapilamadigindan bunlarda hapsedilen piribedil miktari hesaplanmamustir.

Tablo 16. Mikro- ve Nanopartikiillerde Yiiklenen ve Hapsedilen Piribedil Yiizdeleri

Formiil Yiiklenen™ Hapsedilen**
Piribedil (%) Piribedil (%)
C10-P1-11 84.5+2.86 10.54+1.71
C10-P1-1.2.5 89.6+1.52 10.32+1.37
C10-P1-L5 95.3+2.87 12.54+2.05
C10-P5-L1 89.7+6.95 9.93+2.78
C10-P5-L.2.5 87.3+£7.27 7.95+1.01
C10-P5-L5 80.0+0.48 9.10+0.99
C10-P10-L1 95.2+3.02 7.56+1.35
C10-P10-L2.5 82.1+4 41 5.57+1.55
C10-P10-L5 88.8+3.31 11.59+1.47
C2.5-P5-T1.2 67.3%3.71
€2.5-p5-t1.2 54.1+£0.73
*n=3
**n=6

4.1.2.2.7. Saklama Kosullarinda Stabilite Kontrolii

Mikropartikiillerin depolama kosullarindaki stabilitelerini aragtrmak amaciyla
Bolim 3.2.2.3.7'de anlatilan sartlarda caligilmigtir. Caligmamiz baglangicta soguk
homojenizasyon yontemi ile smirli kaldifindan, sadece C10-P5-L5 kodlu formiilasyon
iizerinde kontrol yapilmugtir. Bulunan Rf degerleri Tablo 17'de verilmigtir.

Tablo 17. Mikropartikiillerin Saklama Kogullarindaki Rf Degerleri

Ortam 0.5 ay 1 ay 3ay 6 ay
Buzdolab: 0.75 0.75 0.70 0.74
Oda sicakligr 0.75 0.75 0.70 0.74
Etiiv 0.74 0.75 0.70 0.72
Stabilite dolab 0.74 0.78 0.70 0.72
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4.1.2.2.8. X-Istm1 Kirmnmm Analizi

Bolim 3.2.2.3.8.’de anlatilan sekilde, biri soguk biri sicak homojenizasyon
yontemi ile hazirlanan partikiiller ile yapilan iki analize ait grafikler Sekil 34 ve 35°de
verilmigtir.
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Sekil 34. Soguk Homojenizasyon ile Hazirlanan Partikiillerin X-Isim Kirmmm Egrisi
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Sekil 35. Sicak Homojenizasyon ile Hazirlanan Partikiillerin X-Istm1 Kirmmim Egrisi
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4.1.2.3. Mikro- ve Nanopartikiiller ile Yapilan in Vitro Calismalara
ait Sonuclar

4.1.2.3.1. in Vitro Salim Calismalari
Soguk homojenizasyon ile hazulanan mikropartikiillerin farkli ¢oziinme
ortamlarinda (distile su, pH 1.2 ve pH 7.4) Bolim 3.2.2.4.1'de aciklanan yontem ile salim
deneyleri yapilmigtir. Yapilan bu 6n ¢aligmlardaki in vitro salm caligmalarina ait, zamana
kars1, y181lmal1 % salinan piribedil miktarlari sonuclarimin yanisira, partikiil boyut dagilimui,
hazirlama verimi, yilkklenen ve hapsedilen piribedil miktan ile IR ve termal analiz
sonuglarina gore bir formiilasyon secilmigtir. Secilen bu formiilasyon ve sicak
homojenizasyon yontemi ile hazmlanmig iki formiilasyonun salim caligmalan aym
kosullarda tekrar edilmis ve salim grafikleri toz piribedil ve ticari preparati ile
kargilagtinlmigtir. Bu ¢aligmalara ait sonuglar Tablo 18-20’de, salim profilleri ise Sekil
36-38°de verilmistir.
In vitro salim galigmalarindan elde edilen sonuglarn kinetik incelemesinde Modifiye
Hixson Crowell, 1.derece, sifir derece, Hixson Crowell (sink), RRSBW, Q-Square root of

time, Higushi, Hopfenberg kiiresel, Hopfenberg silindir ve Hopfenberg slab modellerinin
higbirine uyum bulunamamugtir.

Table 18. Toz Piribedil, Ticari Preparati ve Mikro- ve Nanopartikiillerinin Distile Su
Ortamnda Salim Yiizdeleri

Zaman (s)  Toz Piribedil ~ Ticari Preparat  C10-P5-L5 C2.5-P5-T1.2  ¢c2.5-p5-t1.2

0.08 0.74 0.47 48.32 23.99 39.91
0.25 223 0.67 37.97

0.5 7.53 1.52 46.9 40.76 49.59
0.75 12.5 2.79 51.85

1 16.84 343 55.59 76.3 41.19
1.5 25.47 61.41

2 33.22 4.29 64.3 33.89 31.32
3 43.25 5.09 67.53 39.62 58.15
4 49.61 5.61 68.96

5 55.18 5.89 70.48

6 6.59 30.11 3591
7 6.97

12 61.79 87 29.74 23.32
23 11.83

24 65.56 11.99 108 22.23 38.59
25 12.06

27 13.13

36 69.54 102.17 30.92 33.91

48 70.66 102.17 32 38.50
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Tablo 19. Toz Piribedil, Ticari Preparati ve Mikro- ve Nanopartikiillerinin pH 1.2
Ortamnda Salim Yiizdeleri

Zaman (s)  Toz Piribedil  Ticari Preparat C10-P5-L5 C2.5-P5-T1.2  c2.5-p5-tl.2

0.08 44.48 0.66 91.04 100 73.76
0.25 86.19 1.25 81.51

0.5 89.39 441 84.47 95.26 78.74
0.75 91.24 7.80 86.73

1 92.08 11.24 87.2 100 78
1.5 94.29 86.96

2 94.8 26.66 88.86 98.12 78.55
3 94.29 40.38 87.55 100 76.63
4 92.92 49.13 89.09

5 94.61 61.73 90.28

6 71.01 81.1
7 77.36

12 92.19 84.02
23 119.59

24 118.81 934 75.98
25 117.81

27 118.86

36 96.04 80.57
48 96.18 83.22

4.1.2.3.2. pH 1.2 Salim Ortammdaki Stabilite Kontrolii

Piribedilin pH 1.2 salim ortamindaki stabilitesini belirlemek amaci ile Boliim
3.2.2.4.2'de anlatildif: sekilde ince tabaka kromatografisi yontemi ile caligilarak elde edilen
Rf degerleri, taze hazirlanan piribedil ¢ozeltisinin Rf degerleri ile kargilagtirlmig ve sonuglar
Tablo 21'de verilmigtir.

Tablo 21. Piribedil'in pH 1.2 Salim Ortamindaki Rf Degerleri

Rf
t (saat) Taze ¢ozelti Bekletilmig ¢ozelt
3 0.84 0.80
55 0.84 0.76
24 0.84 0.80
48 0.80 0.80
72 0.80 0.80
96 0.80 0.79
168 0.70 0.70
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Tablo 20. Toz Piribedil, Ticari Preparati ve Mikro- ve Nanopartikiillerinin pH 7.4
Ortannnda Salim Yiizdeleri

Zaman (s) Toz Piribedil  Ticari Preparat C10-P5-L5 C2.5-P5-T1.2  c2.5-p5-t1.2
0.08 0.55 0.13 48.14 43.6 62.99
0.25 1.89 0.48 44.6
0.5 11.38 1.17 50.92 65.9 58.05
0.75 21.73 1.79 55.9
1 31 2.37 60.33 107.4 62.14
1.5 4251 64.71
2 51.65 3.17 68.55 66.2 51.69
3 58.91 5.90 69.32 66 60.86
4 63.76 6.42 71.32
5 67.27 6.95 73.64
6 8.03 64.59 61.82
7 8.81
12 74.2 72.09 50.75 59.81
23 17.39
24 76.7 18.84 67.05 76.4 68.57
25 19.11
27 19.44
36 79.3 60.27 74.15 72.57
48 77.95 55.48 85.97 65.18
120
100 |
80
g o
= —4&— toz piribedil
= —m— ticari preparat
g C10-P5-L5
;‘;_‘n —6~(2.5-P5-T1.2
e —@—2.5-p5-t1.2

20

30

Zaman (saat)
Sekil 36. Toz Piribedil, Ticari Preparat: ve Mikro- ve Nanopartikiillerinin Distile Su

Ortammda Salim Profilleri
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Sekil 37. Toz Piribedil, Ticari Preparati ve Mikro- ve Nanopartikiillerinin pH 1.2 Ortammda
Salim Profilleri
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Sekil 38. Toz Piribedil, Ticari Preparati ve Mikro- ve Nanopartikiillerinin pH 7.4 Ortaminda
Salim Profilleri
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4.1.2.4. Mikropartikiiller ile Yapilan in Vivo Calhismalara ait
Sonuclar

4.1.2.4.1. Farelerde Parkinson Modeli ile Tremor Testi

In vitro galigmalarin sonuglarina gore segilen C10-P5-L5 kodlu mikropartikiil
Bolim 3.2.2.5.1'de agiklandig: gekilde farelere peroral olarak verilmigtir. Yapilan tremor
testinden elde edilen skorlarn ortalamalar1 ve standart sapmalari hesaplanmugtir. Sonuglar
"Student t-testi" ne gore degerlendirilmig, diger bulgularla birlikte Tablo 22'de verilmisgtir.

Tablo 22. Tremor Testi Skor Ortalamalar1 ve Student t-testi Degerlendirme Sonuglar:

Kontrol Toz
grubu piribedil Mikropartikiil
1. fare 271 1.66 2.3
2. fare 2.03 2.11 2.39
3. fare 2.02 1.48 1.75
4. fare 1.67 1.67 2.22
5. fare 2.28 1.53 1.89
6. fare 2,17 1.82 2.51
7. fare 2.1 1.81 1.65
8. fare 1.92 1.27 2.39
9. fare 237 2.37 2.42
10. fare 2.01 1.72 2.64
2.128+0.281 1.744+0.314* 2.213+0.332
t=2.88>2.10 t=0.62<2.10
p<0.05 p>0.05

Skorlar: 9- titreme yok 1- bag 2- bag ve viicut 3- tiim viicut

4.1.2.4.2. Tavsanlarda Peroral Biyoyararlanim Calismasi

10 tavsana, in vivo ¢aligmalar igin se¢ilen C10-P5-L5 kodlu formiilasyon, 10 tavsana
da toz piribedil 60 mg/kg dozda peroral olarak verilmigtir. Boliim 3.2.2.5.2.de anlatilan
sekilde caligilarak belirli zaman araliklarinda kan omekleri toplanmugtir. Elde edilen plazma
omekleri Bolim 3.2.2.5.2.1.’de anlatilan yontem ile ekstre edildikten sonra, YBSK
yontemi kullanarak hazirlanan standart egri yardinuyla herbir plazma omegindeki etkin
madde miktarlann hesaplanmigtir (YBSK caligmalarinda gozlenen toz piribedil ve
mikropartikiile ait kromatogramlar Sekil 39°‘da goriilmektedir). Daha sonra, her iki grup
icin zamana karg1 hesaplanan etkin madde plazma konsantrasyonlar énce Tablo’ya (Tablo
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23) ve ardindan grafige gegirilmistir (Sekil 40 ). Bulunan t; ., Cpais Ve trapez yontemi
ile hesaplanan egri altindaki alan (EAA) degerleri Tablo 24°de gosterilmistir.
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Sekil 39. Tavsan Plazmalarinda Toz Piribedil ve Mikropartikiiliiniin YBSK
Kromatogramlari

I: Toz Piribedil II: Mikropartikiil



Tablo 23. Toz Piribedil ve Mikropartikiiliiniin Peroral Verilisinin Ardindan Tavsan
Kanmmdaki Miktarlari

plazma konsantrasyonu (zg/ml)

- zaman (Saat) toz piribedil C10-P5-L5
0.25 0.69+1.32 0.39+0.36
0.5 0.62+0.89 0.16+0.16
1 0.34+0.49 0.44+0.36
3 0.24+0.25 0.15x0.20
5 0.07+£0.10 0.03+0.03
10 0.03+0.07 0.14+0.22
24 0.08+0.17 0.33+0.50
n=10
.8 L L 1 i 1
CE.‘ 77 —e— Toz piribedil I
E ] L
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s ] L
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Zaman (saat)

Sekil 40. Toz Piribedil ve Mikropartikiiliiniin Tavsanlardaki Kan Profilleri

Tablo 24. Toz Piribedil ve Mikropartikiiliiniin Biyoyararlamm Degerleri

toz piribedil C10-P5-L5
tmaks 0.25 saat 1 saat
Cmaks 0.69 pg/ml 0.44 pg/ml
EAA( 24 2.21 pg.ml/saat 4.76 ug.ml/saat
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4.1.2.4.3. Plazmadan Ekstraksiyon ile Geri Kazanilan Piribedil
Oranmmin Hesaplanmasi

Boliim 3.2.2.5.2.2.°de aciklandig sekilde caligilarak, plazmadan ekstraksiyon ile geri
kazanilan piribedil oranlart hesaplanmugtir. Yapilan alti deneyin ortalamasi alindiginda geri
kazanilan piribedil oram % 62.5 bulunmugtur. Aym caligmalar yiiksek miktarda piribedil ile
tekrarlandifinda bu oran % 91.5’¢ c¢ikmakta, diigiik miktarlarda ise yontemin segicilik
caligmalarinda gozlenen piklerden dolay: saglikli bir hesaplama yapilamamaktadir.

4.2. TARTISMA

Bu bolimde formiilasyonlarda kullamlan etkin ve yardimci maddenin
fizikokimyasal oOzelliklerine ait bulgular ile mikro- ve nanopartikiiller iizerinde
gerceklestirilen in vitro-in vivo ¢aligma bulgulan tartigilmgtir.

4.2.1. Cahisilan Maddelere ait Degerlendirmeler

4.2.1.1. Piribedil

Piribedil’in spektrumlan incelendiginde, UV-spektrumunda 240 nm ve 263
nm’lerde absorpsiyon pikleri, IR-spektrumunda kimyasal yapisina bagh olarak karakteristik
pikler (Sekil 12) gozlenmistir. Erime derecesi tayin cihazi ve diferansiyel taramali
kalorimetre ile yapilan analizlerde piribedil’in erime derecesi 97°C (Sekil 13) olarak
saptanmig, bu bulgu literatiirlerdeki 98°C ile uyumlu bulunmugtur (176,177). Yapilan
termal analizde, maddenin amorf yapida oldugu belirlenmigtir. Literatiirde, amorf gekil, bir
ilacn kristal yaprya sahip olmayan kati materyali olarak tarif edilmektedir (205). Amorf
sekil hazirlama, ¢oOziiniirliigi diigiik ilaglarm ¢oziiniirliik/dissoliisyon oranlarim diizeltmede,
iiriiniin raf 6mrii esnasinda dozaj formundaki kararlil1g korumada kullanilan bir yontemdir.

Piribedil’in miktar tayininde kullandigimiz UV-spektrofotometrik ve YBSK
yontemleri icin yapilan validasyon ¢aligmalarinda her iki yonteminde dogrusallifmin yiiksek
oldugu 0.999 degerindeki korelasyon katsayilan ile tespit edilmigtir. UV-spektrofotometrik

yontemin tekrarlanabilirlik ve kesinlik degerleri genel olarak [17 wg/ml konsantrasyonda

distile sudaki kesinlik degeri hari¢ (16.7781)] % 15’ten kiiciik oldugu icin literatiire uygun
bulunmugtur (206). YBSK yontemine ait tekrarlanabilirlik ve kesinlik degerleri % 15°ten
bilyiik olmakla birlikte, in vivo caligmalarda, giinici tekrarlanabilirlik degerlerinin yiiksek
olmasi nedeniyle analizler sirasinda herbir giin icin kalibrasyon yapilarak sonuglarin
giivenilirlii arttrilmugtir. Ayrica tekrarlanabilirlik ve kesinlik degerleri icin smur baz
literatiirlerde % 20 olarak da verilmektedir (207).

Her iki yontemin secicilik aragtirmalarinda ise, C10-P5-L5 kodlu formiilasyon icin
UV-spektrofotometrik; piribedil i¢in YBSK yonteminin, heriki yontemde de etkin maddesiz
yapilan caligmalardan elde edilen sonuglar, etkin maddeli ¢caligmalanin sonuglarma gore
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anlamli bulunamadig igin, yeterli secicilikte oldugu diistiniilmiistiir. Soguk homojenizasyon
ile hazirlanan diger formiilasyonlarda da ayni etkin ve yardimci maddeler kullanildigindan,
bunlar icin aynca segicilik aragtirilmamugtir. Piribedil ile yapilan in vivo c¢aligmalarda,
YBSK yontemi literatirde sikca kullanidldifindan ve segiciliginin yiiksek oldugu
vurgulandifindan tercih edilmigtir (8,182). Hesaplamalarda, bog plazmada piribedil’in
alikonma zamaninda gozlenen ufak pik alanlar ¢ikanlmugtir. Boylece, bu yonde gelebilecek
bir hatanin 6niine gecilebilecegi diigiiniilmiigtiir. Aym1 zamanda, calismamzda toz piribedil
ile mikropartikiiliiniin kargilagtiriimast amaclandigindan ve iki calisma da ayni gartlarda
yapildigindan, bu ¢ikartma igleminin genel sonucu fazlaca etkilemeyecegi diigiiniilebilir.
Ancak yapilan caligmalarda C2.5-P5-T1.2 kodlu formiilasyon i¢in UV-spektrofotometrik
yontemin yeterli segicilikte olmadifi goriilmiigtiir. Sicak homojenizasyon yontemi ile
hazirlanan bu formiilasyonda, soguk homojenizasyon yontemi ile hazirlanan C10-P5-L5
kodlu formiilasyondan farkli olarak Tween 80 kullamldigindan bu olumsuzlugun Tween
80’den kaynaklandi81 diigiiniilmiigtiir.

Piribedil’in ¢oziiniirlilk oranmmn saptanmasi icin gerceklestirilen caligmalarda,
¢oziiniirliigiin pH ile degistigi goriilmiigtiir (Tablo 10). Kuvvetli asit ortamda (pH 1.2)
¢Oziiniirlik oram 7.8 mg.ml-! iken, notr (pH 7.4 ve distile su) ve notr’e yakmn (SF)
ortamlarda 0.09 mg.mi-1 bulunmugtur. Piribedil’in distile sudaki diigiik ¢oziiniirliik degeri
0.07 mg.ml-! olan literatiir degeri ile uyumludur (178).

Piribedil’in kullanilan lipit i¢indeki ¢oziiniirliik oramnin tayini icin, piribedil ve
Compritol® kanigimlarmin termal analizinde, Compritol®’iin erime sicakliginda bir pik
gozlenmig, piribedil’in erime sicaklifinda ise ikinci bir pike rastlanmadigi icin piribedil’in
Compritol® icinde ¢oziinmiis olduguna karar verilmigtir (Sekil 17-19). Bu bulgular
piribedil’in lipofilik bir ila¢ oldugunu destekler niteliktedir ve literatiire uygundur (179).

Piribedil’in partikiil boyut analizinde, partikiillerin %100’iniin 947.7 pm’nin
altinda, %50’sinin 40.38 ym’nin altinda oldugu goriilmiigtiir (Tablo 11). Tablo’dan da
goriilecegi iizere, %1°1ik gibi kiigiik bir kismin boyutu mm’ye yakindir. Dolayistyla mikro-
ve nanopartikiil hazirlanmas1 sonucu, etkin maddenin partikiil boyutunun da kiigiiltiiimesi
olanag1 dogacag beklenebilir.

4.2.1.2. Compritol®

Compritol®’iin fizikokimyasal ozellikleri, IR-spektrumu, erime derecesi tayini,
termal ve reolojik analiz ¢aligmalan ile incelenmisgtir.
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Compritol®’iin erime derecesi, erime derecesi tayin cihaz1 ile 68°C, diferansiyel
taramal1 kalorimetre ile termal analizinde 73°C (Sekil 23) bulunmugtur. Analiz bulgulan
firma spesifikasyonlar olan 69.0-74.0 °C ile uyumlu bulunmugtur (208,127).

Compritol®’iin reolojik incelemesinde Sekil 24°de de goriilebilecegi iizere,
Newtonian akiga yakm bir akig gekli saptanmugtir. Bu da mikropartikiillerin sicak
homojenizasyon yontemi ile hazirlanmasi sirasinda Compritol®’iin ideal bir ¢ozelti
olugturdugunu belirtmektedir.

4.2.2. Cahsilan Mikro- ve Nanopartikiillere ait Degerlendirmeler

4.2.2.1. Formiilasyonlar:

Aragtirmarmizda kat: bir lipit olan Compritol® kullanarak mikropartikiil hazirlamak
icin, hazirlama tekniginden gelebilecek ¢oziicii artiklarindan kaginabilmek amaci ile, sulu bir
faz icinde erimig lipitlerin emiilsifikasyonundan olugan sicak ve soguk homojenizasyon
yontemleri sec¢ilmigtir. Kullandifimz etkin maddenin, lipofilik karakterli olmas: ve suda
coziinmemesi nedenleri ile literatiirde sikca kullamlan emiilsiyon-¢oziicii ugurma vb.
yontemlerden yararlanmay: diisiinmedik, ¢linkii bu yontemler daha ¢ok suda ¢oziinen ilaclar
ve proteinler icin uygun bulunmustur. Kullandigimiz yontem, eritilmig lipitte etkin
maddenin ¢oziinmesine imkan verdiginden dolay1 amacimiza uygundur.

Soguk homojenizasyon yonteminde kullamlan alet pargalari, karbon buzuna
dayamklili1 ve var olan motor 6zelliklerine gore tasarlanmig ve orijinal olarak yaptiriimigtur.

Soguk homojenizasyon yontemi kullanarak yapilan 6n denemelerde, celik bilyali
degirmenle yapilan 15 dk’lhik ogiitme siiresi ve kullamlan sivi azot ile yeterli 6Ziitme
saglanamadifindan degigtirilme yoluna gidilmigtir. Sonraki ¢aligmalarda, 6giitme siiresi 30
dk’ya c¢ikanlmig, sivi azot yerine sadece karbon buzu kullanilmugtir. Aym sekilde, bu
denemelerde erimig lipit icersinde etkin maddenin c¢oziinerek tekdiize dagitilmasinda
kullamlan manyetik 1sitilict kangtinicr da yeterli diizeyde homojenizasyonu saglayamadig
icin ultraturaks ile degigtirilmigtir.

Yontem optimize edildikten sonra, formiilasyon kogullarimn  partikiil
karakteristiklerine etkisini incelemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda piribedil (%1, %5,

%10) ve yiizey etken madde (Labrasol® %1, %2.5, %5) kullamilmigtir. Etkin ve yiizey
etken maddenin konsantrasyon degigikliklerinin, partikiller tagima sisteminin hazirlanma
verimine, etkin maddenin yiiklenme oranina, olugan partikiillerin biiyiikliigline ve in vitro
salim ozelliklerine etkisini saglikhi olarak inceleyebilmek icin, lipit konsantrasyonu ve diger
hazirlama kogullan sabit tutulmugtur.



Sicak homojenizasyon teknigine ait 6n denemelerde ise oncelikle ii¢ degisik yiizey
etken madde (Labrasol®, Pluronic F68® ve Tween 80® ) kullamlmugtur. Partikiil biiyiikliigii

bakimindan Tween 80® ile hazirlanan formiilasyonlar daha iyi goriilerek caligmalar bu
yiizey etken madde ile yiiriitillmiigtiir. Aym1 yontem, farkli lipit, etkin madde ve yiizey etken
madde konsantrasyonlar1 denenerek ideal partikiil biiyiikliigiine ulagiimaya caligilmigtir.
Caligmalarda %10, %5 ve %2.5 lipit konsantrasyonlari denendiginde, lipit konsantrasyonu
azaldikca, partikiil biiyikliginin ufaldign gozlenmis ve %2.5 konsantrasyon uygun
goriilmiigtiir. Hazirlama sirasinda kullamlan karnigtirma hizinin da partikiil biiyiikliigiinde
direkt etkili olmasi nedeniyle karigtirma hizi 8 000 rpm’den 20 500 rpm’e ¢ikarilmigtir.
Onceki deneyimler dogrultusunda kullamlan %1.2 konsantrasyondaki yiizey etken madde
yeterli gortilerek degistirilmemigtir. Sonugta, bir formiilasyonda karar kilinarak karakteristik
incelemeler bu formiilasyon iizerinde yapilmgtir.

4.2.2.2. Ozellikleri

Mikro- ve nanopartikiillerin karakteristik incelemeleri literatiirlerde sikca rastlanan
yontemler ile yapilmugtir: coziinme hizi caligmalar, taramali elektron mikroskobu,
diferansiyel taramal kalorimetre (61), partikiil boyut analizi ve ilag icerigi (41).

Sekilleri

C10-P5-L5, C2.5-P5-T1.2 ve c¢2.5-p5-t1.2 kodlu formiilasyonlarin gekilleri
taramal1 elektron mikroskobu ile incelendiginde hazwlama teknifinin partikiil gekline etkili
oldugu goriilmiigtiir (Sekil 27-29). Bu goriintiiler toz piribedil ile kargilagtinldiginda
partikiil geklinin de8ismis oldufu ve toz piribedil’in yiiksek orandaki agregasyonunun
nispeten azaldigi tespit edilmigtir. Sicak homojenizasyon ile hazirlanan mikro- ve
nanopartikiillerin goriintiilerinde partikiillerin bozuk gekilli ve kogeli olduklar1 goriilmiigtiir
(Sekil 28,29). Soguk homojenizasyon ile hazirlanan mikropartikiillerin ise daha kiiresel
oldugu saptanmugtir (Sekil 27).

Farkli literatiirlerde, farkli partikiil gekilleri izlenmektedir. Bazi literatiirlerde
oldukca kiiresel ve diizgiin mikropartikiiller goriiliirken (35,36,40,209), bazilarinda
caligmanuzda oldugu gibi diizensiz ve bozuk sekillere de rastlanmaktadir (23,110,210).
Genellikle ¢oziicii ucurma yontemi ile kiiresel formlar elde edilmigtir (36,209,210).
Literatiirler incelendiginde hazirlanan partikiil gekline hazirlama yonteminin ve kullanmilan
tagryict maddenin etKisi agiktir.

Tim formiilasyonlarda aym lipit madde kullamldigindan, tagiyic1 maddenin
partikiil sekli iizerine etkisi belirlenememigtir. Ancak, hazirlama yontemi ile partikiil seklinin
degisebilecegi saptanmugtir. Bununla birlikte ayn1 yontem ve lipit ile hazirlanan partikiillere
ait bir caligmaya rastlanmadigindan kargilagtirma yapilamamgtir.
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Partikiil Biiyiikliik Dagilimlary

Farmasotik maddelerin ¢ogu smirh ¢oziiniirliikleri ve/veya ¢ozeltideki kimyasal
kararsizhiklarindan dolay: kati tagtyici sistemler icinde verilirler. Bu tip maddeler igin iyi
tasarlanmug tagtyict partikiiler sistemler 6zel oneme sahiptir. Eger etkin maddenin sudaki
coziiniirliigti diigik ise, partikiil biiyiikligiintin kiiciiltiilmesi Onem tagir. Partikiil
bilyiikliigii ufaltildifnda, etkin maddenin toplam digyiizeyi ve dolayistyla viicut sivisi ile
temas alan: artar. Bu da, ilacin biyoyararlaniminin iyilegsmesine neden olur (95).

Soguk homojenizasyon ile hazirlanan partikiillerin boyut dagilimlan lazer tarama
cihaz1 ile, yiizey etken madde miktarmdaki artiga bagh olarak incelendiginde, partikiil
biiyiikliigiiniin  genellikle azaldifi goriilmiigtiir. Partikiil biyiikligi ve stabilizator
konsantrasyonu arasinda deneysel bir iligki oldugu literatiirlerce de desteklenmektedir (47).
Yapilan bir caligmada ise PVA’m konsantrasyonu azaldik¢a, mikropartikiil biiyiikliigiinde
kademeli bir artiy meydana gelmigtir (43). Kullanidan yiiksek yiizey etken madde
konsantrasyonu da partikiil biiyiikliik 6l¢iimiinde ufak partikiiller ile sonuglanmigtir, Aymt
zamanda, yiizey etken madde partikiil hazirlamanm son basamaginda kullanddigindan ve
ultraturaksda hizli bir kangtirma, partikiil biyiikliigiiniin ufaltiimasinda olumlu yonde etki
etmigtir. Aynica, liyofilizasyon sirasinda olugabilecek agregatlarin sonuclan etkilemesini
Onlemek igin partikiil analizi 6ncesi formiilasyonlarn sulu dispersiyonlan hazirlanmgtir.

Mikropartikiil hazirlama sirasinda, etkin madde konsantrasyonunda yapilan
degisiklikler ise partikiil biiyiikliigii bakimindan anlamli bir farka yol agmamugtir. Buna
sebep, etkin maddenin lipit icinde ¢oziinerek lipit ile birlikte hareket etmesi olabilir. Aynca
partikiil biiyiikliigii bakimmdan hazirlamada onemli bir basamak olan Ogiitme agamasinda
kullandigimiz, havan ile elle 68iitme yeterli oranda standardize edilememis bu da partikiil
biiyiikliigiinii olumsuz etkilemigtir.

Hazirlanan formiilasyonlara ait partikiil biiyiikliik dagilim bulgularina bakildignda
hazirlama yonteminin partikiil biiyiikligiine olan etkisi ortadadir. Bunun nedeni, sicak
homojenizasyon yonteminde lipitin aym sicakliktaki sulu yiizey etken madde cozeltisine
ilavesi nedeniyle lipitin katilagmasina firsat verilmemesi olarak diigiiniilebilir. Ancak, soguk
homojenizasyonda etkin madde erimig lipit icersinde ¢oziindiiriiliip tekdiize dagildiktan
sonra ani olarak oda sicakhifna almmaktadir. Bu swada ve daha sonra buzdolabinda
katilagan lipitin yeniden Ogiitiilmesi oldukca giictiir.

Sicak homojenizasyon yonteminin 6n denemelerinde lipit konsantrasyonunun,
kangtirma lzimn ve yiizey etken madde cinsinin partikiil biiyiikliigiine etkili oldugu
izlenmigtir. Bu denemelerin sonuglarinda, kangtirma hizim arttirmakla ve lipit oranim
diigiirmekle partikiil boyutunu kiigiiltebildigimiz goriilmiigtiir. Aym sekilde, yiizey etken
maddenin cinsi de partikiil biiyiikliigiinde direkt olarak etkilidir. Sicak homojenizasyon



yonteminde Labrasol®, Tween 80® ve Pluronic F68® olmak iizere lic tip yiizey etken

madde denenmis ve tim denemelerde Tween 80® ile hazirlanan partikiiller, partikiil
bilyiikliigii acisindan daha iyi bulunmugtur. Denenen yiizey etken madde sayisi az
oldugundan bunun nedeninin aragtnlmasina gidilmemigtir. Yazili kaynaklarda
mikrokiirelerin 6zelliklerinde yiizey etken maddenin tipinin etkili oldugu vurgulanmigtir
(93). Elde edilen sonuglar, mikrokiirelerin olusumunda, HLB ve yiizey etken madde
konsantrasyonunun onemli bir rol oynadifini, biiyiiklik dagilimlarinin HLB tarafindan
anlaml olarak etkilendigini gostermistir (94). Yapilan diger ¢caligmalarda da, mikrokiirelerin
ortalama ¢apinin, emiilsiyon stabilizatoriiniin tipi, polimer konsantrasyonu, sulu ve organik
faz hacmi ve kangtirma hizi ile etkilendiBine dair sonuclar elde edilmistir (37).

Partikiil biiyiikliigtii dagilim c2.5-p5-t1.2 nanopartikiillerinin elde edilmesinde
oldugu gibi filtrasyon ile modifiye edilebilir. Ancak filtrasyona ragmen az da olsa karigimda
iri partikiillere rastlanmaktadir. Bunun nedeni filtrasyonda kullamlan vakum sirasinda
partikiillerin agregasyonu olabilir.

IR Analizleri

Yapilan analizler sonucunda elde edilen spektrumlarda karakteristik piribedil ve
Compritol® pikleri gozlenmistir. Etkin madde ve lipit konsantrasyonuna bagh olarak pik

uzunluklar1 degigmigtir. Bunun yanisira tiim spektrumlarda 800-1100 cm-! arasindaki
bolgede etkin maddeye ait pikler kiitlesmis ve sayilar1 azalmigtir.

Aym gekilde dekzametazon ve tolmetin ile yapilan iki mikropartikiil ¢aligmasinda
da etkin maddenin IR pik boylari, mikrokiire hazirlamadan sonra ufalmig ve kiitlegmigtir
(56,69). Bu caligmada elde edilen IR sonuglan da, literatiirii destekler goriinmektedir.

Termal Analizleri

Kullanilan madde ve hazirlanan partikiillerin termal incelemelerinde, diger termal
analiz yontemlerine pekcok iistiinliikleri olan diferansiyel taramali kalorimetre kullamilmugtar.

Gerek termogramlardan, gerekse Tablo 14 ’den de goriilecegi lizere tiim
formiilasyonlarda ikiger isitma ve sogutmadan kaynaklanan, iki endotermik ve iki

ekzotermik pik bulunmaktadir. Bu pikler daha 6nce Compritol® ‘iin termogramlarinda
goriilen piklerdir. Bu termogramlarda endotermik ve ekzotermik piklerin kaybolmamug
olmasi veya lipite ait yeni bir pikin ortaya ¢ikmamig olmas: etkilesme ve gegimsizlik
olmadiim gostermigtir. Ciinkii termal analizde endotermik veya ekzotermik bir pikin
kaybolmasi veya yeni bir pik ortaya ¢ikmasi etkilesme ve gecimsizlik olarak degerlendirilir
(211). Etkin maddeye ait pikler bu analizlerde goriilmemigtir. Ciinkii, etkin maddenin erime
noktasi kullandifimiz lipitinkinden daha yiiksektir ve etkin madde bu sicaklifa ulagincaya
dek lipit igersinde ¢0ziinmiig olacaktir.
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Genellikle kati ilag maddeleri icin kullanlan bu termal analiz yontemi sicak
homojenizasyon ile hazirlanan C2.5-P5-T1.2 ve c.5-p5-t1.2 formiilasyonlar1 gibi sulu
dispersiyon halindeki kangimlar icin de kullamilabilir. Bu iki formiilasyonun da
termogramlarinda iki endotermik, iki ekzotermik pik olmak iizere her agamada birer pik
goriilmiigtiir. Ancak pikler kiigiilmiig ve karigimin 1 g’min erimesi veya kristallenmesi icin
gerekli enerji miktarlan azalmigtir. Bu sonug, karnigim sulu dispersiyon halde oldugu igin
icerdigi kati miktarinin diger olciimlere gore az olmasindan kaynaklanmaktadur.

Genel olarak ikinci endotermik piklerde erime derecelerinin birinciye gore diigiik
olmast, etkin maddenin amorf hale gectigini diigiindiirmiigtiir.

Hazirlama Verimi

Soguk homojenizasyon yontemi ile hazirlanan mikropartikiillerin verimleri
incelendiginde tim formiilasyonlarda verim olduk¢a yiiksek bulunmugtur. Sicak
homojenizasyon yontemi ile hazirlanan formiilasyonlarda hazirlamadan gelen bir kayip
olmadifindan ve bu formiilasyonlar sulu dispersiyon seklinde kullanildiklarindan verim
hesab1 yapiimamugtir.

Literatiirdeki farkli yontemler ile % 36-92 aralifinda bulunan verim oranlariyla
kargilagtirma yapildifinda, elde edilen verimin yiiksek degerlere yakin oldufu goriilmiig
(47) ve buna sebep olarak hazirlama yonteminde herhangibir kimyasal reaksiyona ihtiyag
duyulmadig1 diigiiniilmiigtiir. Eritilmig lipitin, sulu yiizey etken madde cozeltisi iginde
emiilsifikasyonundan sonra kati partikiil elde edilmig, tiim lipit partikiiller mikropartikiil
olsun veya olmasin verim i¢inde hesaplanmuglardir. Bu da verimi yiikseltmigtir.

Piribedil Yiikleme ve Hapsedilmesi

Literatiirlerde etkin madde yiikleme kapasitesinin mikrokiire biiyiikliigii ile iligkili
oldugu (41), ila¢ ve ilag-polimer oranina bagh bulundugu (160) saptanmugtir. Hazirlanan
mikropartikiillerde yiiklenen ve hapsedilen piribedil miktarlanna bakildiginda (Tablo 16) ,
degisen parametrelere bagh olarak belirgin bir korelasyon goriilememigtir. Bununla birlikte
hapsedilen piribedil miktarimn genel ortalamas1 %9.46°dir. Yapilan bir ¢alismada, lipofilik
model ilaclar icin maksimum %10 ila¢ yiiklemesi elde edilmigtir (4). Bir bagka caligmada,
lipit matrisin ilag¢ yiikleme kapasitesi %9.8 bulunmugtur (127). Bu degerler g6zoniine
alindifinda sonucumuz literatiir ile desteklenmektedir.

Bazi caligmalarda hapsedilen etkin madde, C10-P10-L2.5 kodlu formiilasyonda
oldugu gibi, %5’e ve hatta %4’e kadar diigmiistiir (66,144). Aym diigiisiin gozlendigi iki
farkli caligmada, hapsedilen miktar yiiklenen ila¢ miktan ile dogrudan orantihdir. Bu
literatiirlerden birinde yiiklenen ila¢ miktan % 37’den % 77’ye ¢iktifinda,
mikropartikiillerdeki hapsedilen miktar % 4’ten, % 8’e yiikselmigtir (212). Benzer gekilde
bir bagka caligmada da yiiklenen etkin madde % 27 iken hapsedilen etkin madde % 2.7



iken, yiiklenen etkin madde % 57 oldugunda hapsedilen miktarm % 6.7 oldugu
bulunmustur (213). Tablo 16‘ya bakildiginda, C10-P10-L2.5 kodlu formiilasyonumuzda
da aym paralellik izlenmekte ve literatiirde goriilen yiiklenen etkin madde miktar artmasi ile
partikiillerde hapsedilen miktarin arttig1 gozlenmektedir.

Saklama Kosullarinda Stabilite Kontrolii
Mikropartikiillerin saklama kosullarindaki stabilitelerinin saptanmasi amaciyla,

buzdolabi (4°C), oda (20°C), etiiv (40°C) ve stabilite dolabi’nda (40°C ve %60 relatif nem)
bekletilmesi ile (0.5,1,3 ve 6 aylik siirelerde), ITK yardimiyla Rf degerlerindeki
degisiklikler belirlenmeye galigilmigtir.

Mikropartikiillerin saklandifi her dort ortamda da Rf degerlerinde anlamli

degisiklik gozlenmemis ve sonucta partikiillerin 40°C sicakhiga ve %60 relatif neme
dayamkli olduklann bulunmusgtur. Hlacin kat: formda ve kat1 lipit bir matrisin icinde
bulunmasinin stabiliteye katk: sagladig diigtiniilmiigtiir.

X-Isini Kinnim Analizleri
Ayni parametreler kullanilarak, yapilan soguk ve sicak homojenizasyon yontemiyle

hazirlanmg birer formiilasyona ait analizlerin her ikisinde de piribedil ve Compritol®’iin
karakteristik pikleri goriilmiigtiir.

Kargilagtirma yapabilmek amaciyla, once, kullanilan etkin madde ve lipitin analizi
yapimugtir. Daha sonra hazirlama yonteminden gelebilecek degigiklikleri izlemek amacryla
kullanllan yontemiere ait birer formiilasyonda inceleme yapilmigtir.  Soguk
homojenizasyonun X-151m1 kirnnim analizinde pikler daha keskin ve saf bilegiklerin piklerine
daha uygundur. Sicak homojenizasyonun X-1gmn1 kirinim analizinde ise bu denli keskin
pikler yoktur. Bununla birlikte, bu analiz, kat: lipit formiilasyonlarin degerlendirilmesinde
tek bagina yeterli olamaz.

4.2.2.3. 1In Vitro Calismalar

Piribedil Salim

Soguk homojenizasyon yontemiyle hazirlanan mikropartikiillerin ii¢ degisik
ortamda (distile su, pH 1.2, pH 7.4) yapilan ¢6ziinme hizi ¢caligmalarinda, ¢oziinme ortami
pH’siin, ¢oziinme hizma etkili oldugu goriilmiigtiir. Dolayisiyla, piribedil’in tampon
cozeltilerdeki ¢oziiniirlii3iiniin fonksiyonu olarak, ¢ozinme hizi ile dogrusallik tespit
edilmigtir. Literatiirde aym dogrusalliin vurgulandif1 iki caligmaya rastlanmustir. Bu
caligmalardan birinde 5-fluorourasil’in dissoliisyon ortaminda salinan miktann yiiksek
pH’lardaki ¢oziiniirligiine bagl olarak artmugtir (161). Diger literatiirde ise etkin maddenin
sudaki ¢oziiniirliigliniin salim oranim etkiledigi belirtilmigtir (167).



Tim formiilasyonlarda baglangi¢c zamanlarinda, toz piribedile oranla hizhi salim
gozlenmigtir. Bu iki nedenden ileri gelmis olabilir. Birincisi, etkin maddenin ¢oziinme
hizinda hazirlama agamalarindan kaynaklanan bir gelisme olmugtur. Literatiirde benzer
profillere rastlanmaktadir. Omegin sudaki ¢oziiniirliigii diisiik, onemli bir steroidal ila¢ olan
dekzametazon’un polimerik kitosan icinde piiskiirterek kurutma yontemi ile hapsedilmesi
sonucu, etkin maddenin ¢oziinme hizinda gelijme kaydedilmigtir (56). Ikincisi, ilk
zamanlarda gozlenen hizhi salim, mikropartikiil yiizeyine yakin ve yiizeydeki piribedil’in
hizli ¢oziinmesi sonucunda salim ortamma ge¢mesinden kaynaklanmigtir. Son
literatiirlerdeki salim sonuglarna gore kisa siirede gozlenen bu yiiksek salim “burst effect”
(patlama etkisi) tammu ile aciklanmigtir (29). Bu patlama etkisiyle salinan etkin maddenin,
organizmada hizl1 baglangic etki saglayabilecegi diigiiniilerek yararh goriilmektedir.

Caligmalarda, etkin madde ve yiizey etken madde konsantrasyonlan ile ¢oziinme
iz arasinda anlamli sonuglar verecek dogrusalik gozlenmemistir. On denemeler, bazi
formiilasyonlarda ikinci faz salim izlenimi verseler de smirli deney sayilan ile sadece etkin
maddenin ilk fazdaki ¢oziiniirliik artigmi gostermigtir. On caligmalara gore secilen C10-P5-
L5 kodlu formiilasyon, kullamlan yontemler ve partikiil biiyiikliikleri arasindaki farka
iZlemek amaciyla, sicak homojenizasyon ile hazirlanan mikro- ve nanopartikiiller ile,
¢oziinme hiz1 yoniinden kargilagtmlmigtir. Bu caligmalarda da salim hizinin, ortanun
pH’sinin fonksiyonu oldugunu desteklemis; yine etkin maddeden daha hizli salimlar
izlenmigtir. C10-P5-L5 mikropartikiillerinin distile su ortaminda bifazik salim karakteristigi
izlenmesine kargilik, bu ozellik diger ortamlarda (pH 1.2 ve pH 7.4) cok belirgin
goriilememigtir.

Sicak homojenizasyon ile hazirlanan mikro- ve nanopartikiillerin ¢oziinme hizi
profillerinde gozlenen inig ve ¢ikiglardan dolay: bunlarin ¢oziinme hizi ile ilgili anlamli bir
aciklama yapilamamugtir. Bunun nedeni UV-spektrofotometrik yontemin piribedil miktar
tayini icin yeterli dogrusallik, tekrarlanabilirlik ve kesinlikte olmasina kargin, ayn1 yontemin
sicak homojenizasyon ile hazirlanan formiilasyonlarin ¢oziinme hizi ¢caligmalarinda segici
olmadigina baglanmugtir. Bu sonucu destekleyen validasyon caligmalari sonrasinda, bu
formiilasyonlar icin segiciligi yiiksek bagka bir analitik yontem aragtinimasi ve ¢oziinme hizi
testlerinin bagka bir yontem ile tekrarlanmasi geregi diigiiniilmiigtiir. Piribedil’in ticari
preparati ile yapilan salim testlerinde 23. saat’ten sonra % 100’iin iizerinde goriilen
saliminin, preparatin plasebosu hazirlanamadii icin, segicilik aragtirmasi yapilamamasindan
kaynaklandig diigiiniilmiigtiir.

Cozinme lzi caligmalarinda, literatiirlerin de Onemle vurguladigi, c¢oziinme
ortamindan ¢oziinmiig etkin maddenin ayrilmasinda karsilagilan 6nemli giicliikler ¢oziinme
liz1 deneylerine olumsuz etkide bulunmustur. Ozellikle sicak homojenizasyon ile hazirlanan
partikiiller santrifiij ile ayrilmadiindan siizmeden gelen bir¢ok problem yasanmugtir.



Elde edilen ¢oziinme hiz1 sonuglari bilinen kinetik modellere uygulanmig ancak bir
uyum saglanamamugstir. Kat1 lipit ile matris sistem hazirlanmasi, polimerlere oranla daha
yeni bir konu oldugundan, saghkli bir fikir elde edebilmek icin in vivo caligmalara
gecilmigtir. Ayrica, ¢oziinme iz ¢aligmalan sonunda, kullanilan lipit matrisin 6zelliginden
dolayi, partikiillerin ilk goriiniigleri bozulmamig, degismeden kalmugtir. Bu durum, ilacin
difiizyon mekanizmasi1 ile salindifmmi belirtmektedir. Literatirde de benzer sonuclar
verilmektedir. Bir caligmada, kullandigimz lipit ile hazirlanan tabletlerde Higuchi difiizyon
modeli ile etkin maddenin uzatilmig salimi elde edilmekte ve tabletler in vitro ¢oziinme hiz1
testi boyunca bozulmamaktadir (12). Hazirladigmmz partikiiller hidrofobik karakterli
oldugundan, hidrofilik tagiyicilara gore sulu dissoliisyon ortaminda oldukga kararlidir. Bu
sonug farkl: caligmalarda da one siiriilmiigtiir (75).

Piribedil’in ticari preparat: ile yapilan kargilagtirmada ise distile su ve pH 7.4’te
yavasg olan ¢oziinme hizi hazirlanan formiilasyonlar ile artmug, pH 1.2°deki hizli olan salim
C10-P5-L5 kodlu formiilasyon ile 20. saatten sonra nispeten kontrol altma almmugtir.

Ancak ticari preparat iizerinde in vivo caligmalar yapidmadifindan bu fikir oldukca sinirh
kalmigtir.

pH 1.2 Salim Ortamindaki Stabilite Kontrolii

Piribedil’in pH 1.2 salim ortamindaki stabilitesi ince tabaka kromatografisi
yontemi ile incelendiginde, piribedil’in Rf degerleri ile saf maddenin Rf degerleri arasinda
anlaml farklilik goriilmemigtir (Tablo 21). Bu sonuclardan piribedil’in salim caligmalar
stiresince pH 1.2 salim ortaminda kararh kaldig: diigiiniilmiigtiir.

4.2.2.4. In Vivo Cahsmalar

Farelerde Parkinson Modeli ile Tremor Testi

Parkinson’lu hastalarm titremelerinin kontroliinde piribedil’in etkinligi ispatlannmg
oldugundan (8,169,186), bu yonde fareler ile bir test yapilmugtir. Ancak Tablo 22°de ve
Student t-testi sonucunda da goriildiigii ilizere toz piribedil‘de sonu¢ olumlu,
mikropartikiilde ise olumsuz yani aktivite yoktur. Elde edilen bu sonug etkin maddenin lipit
icinde hapsedildigi diigiiniildiidiinde olduk¢a anlamli bulunmugtur. Her ne kadar in vitro
¢oziinme iz sonuglarinda partikiil yiizeyinde ve yiizeye yakm yerlerde piribedil oldugu
vurgulanmus ise de bu miktarin tremoru azaltmada yeterli olmadif diisiiniilmiigtiir.

Bununla birlikte, mikropartikiiliin peroral biyoyararlamm caligmasi yapilarak ty, i
ve Cpaks degerleri bulunduktan sonra, aymi tremor testinin bu tp,, "1 icine alan zaman
peryodunda tekrarlandidinda olumlu sonuglar elde edilebilecegi diigiiniilebilir.
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Tavsanlarda Peroral Biyoyararlanim Caligmasi

Bu caligmada duyarli ve segici oldugu icin YBSK yontemi secilmig, fakat son
derece karmagik bir ekstraksiyon prosediiriine maruz kalmmigtir. Buna kargilik plazmadan
ekstraksiyon ile geri kazanilan piribedil oranlar: hesaplandiginda % 62.5 olarak bulunmug
ve bu tipte ¢caligmalar icin uygun bir deger oldugu diigiiniilmiigtiir. Aym1 zamanda bu deger,
ekstraksiyon prosediiriiniin alindig1 literatiirdeki % 70+7 degeri ile uyumlu goriilmiigtiir (8).

Plazmadaki etkin madde miktariin hesaplanmas: sirasinda YBSK‘nde gozlenen
piribedil ve buspiron (internal standart) spektrumian literatiir ile uyumludur (214).

Biyoyararlanim caligmalann sirasnda ve sonrasinda, kullamdan tavsanlann
yasamsal fonksiyonlarinda herbangibir farkliik gozlenmediginden kullamilan kati lipitin
biyogecimli oldugu diigiiniilmiigtiir.

Tavganlar ile yapilan biyoyararlanim caligmasina ait tablolar (Tablo 23,24) ve
grafik (Sekil 40) incelendiginde, piribedil mikropartikiillerinin peroral veriligiyle piribedil
biyoyararlaniminin arti$1 goriilmiigtiir. Bircok caligmada benzer etkiler gozlenmigtir.
Ornegin, suda yavag ¢oziinen antikanser bir ila¢ olan sisplatin’in mikrokiireleri hazirlanip
kullanildifinda toksik etkileri azalmig ve sisplatin’in terapotik potansiyeli artmugtir (215).
Benzer gekilde, poli (akrilik asit) mikropartikiillerindeki biyoyararlanim artigi, mide-barsak
kanalindan gecis zamamnin uzatilmasma baglanmgtir (58).

Caligmamzda, biyoyararlanim artmasina neden olan faktorler in vitro ¢oziinme
hizinin modifiye edilmesi ve in vivo salimin kullanilan kati lipit tarafindan kontrol edilmig
olmasidir. Bunun yanisira mikropartikiillerin mide-barsak alanina genigce yayiarak etkin
maddenin absorpsiyonunu arttirmig olabilecegi de unutulmamalidir. In vivo ve in vitro
sonuclar gozden gegirildiginde, etkin maddenin ¢oziiniirliigiiniin artmas1 biyoyararlaniminin
artmas! anlaminda diigiiniildiigiinde, caligmalar arasinda bir korelasyon vardir.

Son derece lipofilik (ve genellikle suda az ¢oziinen) bilegiklerin, klinik yaran,
bunlarin diigiik ve kararsiz peroral biyoyararlammu ile siirhidir. Boyle bilegikler, lipitler,
lipidik eksipiyanlar ve/veya yagl yiyecekletle bitlikte verildifinde biyoyararlanimlan ¢ogu
kez diizeltilebilir (216). Caligmamzin sonuglar bu bulgular ile uyumlu bulunmustur. Diigiik
biyoyararlanima sahip piribedil’in, kati bir lipit ile mikropartikiili hazirlandiginda
biyoyararlanimm artmigtar.

Mikropartikiillerin peroral olarak verilmesinin ardindan elde edilen zamana kargi
plazma konsantrasyonu grafigi trifazik ozellikte oldugundan biyolojik yan Omiir
hesaplanamamugtur.

Oral ila¢ formiilasyonlarinda, etkin maddenin intestinal membrana ge¢meme,
kimyasal/biyolojik kararsizlik ve suda ¢oziinmeme gibi ozellikleri, cogu kez, oral veriligten
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sonra ¢ok diigiik ve degisken biyoyararlanima neden olmaktadir. Bundan dolay: oral ilag
formiilasyonlarmin geligtiriimesindeki bagarinin anahtari, geligmenin ilk asamasinda,
yiiksek emilim potansiyeli ve yiiksek farmakolojik etkenligin her ikisine de sahip olan etkin
maddeleri segmektir.

Genel olarak suda ¢oziinmeyen etkin maddelerin barsaktan emiliminde mide-
barsak ortamindaki ¢oziinme hizi dikkate alimir. Toz piribedil’in 15. dk’da ortaya ¢ikan
tmaks 1 €tkin maddenin mide ortamindaki ¢oziinme hiziyla orantihidir. Mikropartikiillerle ise,
barsak ortaminda etkin maddenin ¢oziinme hizinin toz piribedil’e oranla yiiksek olmasina
ragmen, 4 kat uzun plazma pik seviyesine ulagma siiresi ve daha yavag in vivo ilag salim
gozlenmis bu da biyoyararlamm artigina neden olmugtur. 24. saatteki plazma
konsantrasyonunun toz piribedilden yiiksek olmasi etkin madde salimmnmm uzatiing
oldugunu gostermigtir. Bu sonuglar muhtemelen uzatiloug salim ajani olarak kullanilan

Compn'tol®’den kaynaklanmaktadir. Klucel HXF® (hidroksipropil seliiloz), Carbopol

934P® (carbomer) ile Compritol®iin (gliseril behenat) kargilagtinldigy bir caligmada,
gliseril behenat ile hazirlanan tabletlerde salim profilleri difiizyon kontrollii bir mekanizma
ile daha yavasg in vivo etkin madde salimi saglannugtir (197).

Calismamizda tek doz oral veriligin ardindan gozlenen 24 saatten uzun in vivo
sabm profili, formiilasyonlarin geligtirilebilecegi yoOniinde fazlasiyla timit vericidir.
Caligmamizin amacma donersek, bu yavag in vivo salim ile uzun siireli etki elde
edilebilecegi, buna paralel olarak sik ila¢ kullanimumn ortadan kalkabilecegi diisiiniilebilir.

Ilaclarin biyoyararlammim diizeltmek i¢in, cogunlukla emiilsiyon veya lipozomlar
gibi lipit dispersiyon sistemlerden birisi diigiiniiliir. Kat1 lipit partikiiller de, sudaki
coziintirligi diigiik olan etkin maddelerin biyoyararlanimim arttirmaya yonelik olarak,
gelecek vaat eden tagiyici sistemlerdir. Giiniimiizde lipofilik ilaclarnin oral absorpsiyonunun
diizeltilmesi yolunda mikropartikiil formiilasyonlarmin uygun kullamimlan aragtinimaktadir
(166).
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