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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

METFORMIN HC1 YUKLU ILAC TASIYICI SISTEMLERIN HAZIRLANMASI
VE iN ViVO DEGERLENDIRILMESI
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Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dal1
Nanotip Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Meltem CETIN

Bu ¢aligmanin amaci, oral uygulama igin metformin HCI-yiiklii polimerik ilag tasiyici
sistemleri gelistirmek ve bu sistemlerin in vitro ozelliklerini ve in vivo aktivitesini
degerlendirmektir. UV-spektrofotometrik yontem kullanilarak etkin madde miktar
tayini gergeklestirilmistir. Aljinat (AL), aljinat-kitosan (AL-CS) boncuklari ve CS
mikrokiireleri sirastyla iyonotropik jelasyon ve emiilsiyon-capraz baglanma
yontemleriyle hazirlanmistir. Hazirlanan boncuk ve mikrokiire formiilasyonlarinin
partikiil biiyiikliigii-dagilimi, yiizey morfolojisi, yiizde yiikleme etkinligi (%EE) ve in
vitro etkin madde salim ozellikleri (fosfat tamponu (PB) pH 6,8 ve HCI pH 1,2
ortamlarinda) degerlendirilmistir. FT-IR ve DSC de bu sistemleri karakterize etmek igin
kullanilmistir. Ayrica, uygun 6zelliklere sahip boncuklarin in vivo hipoglisemik etkileri
diyabetik Sprague Dawley cinsi sicanlarda degerlendirilmistir. Hazirlanan AL ve AL-
CS boncuklarinin yas halde partikiil boyutlar1 1714+140-1850+103 pm (p>0.05)
araliginda bulunmustur. Liyofilize bos ve metformin HCI igceren CS mikrokiirelerinin
ortalama partikiil boyutlari ise sirasiyla 9.06+1.32 ve 9.21£2.16 um (p>0.05) olarak
saptanmistir. %EE degerleri %20.054+6.92-33.58+1.56 araliginda olan boncuk ve
mikrokiire formiilasyonlarindan PB pH 6,8 ortaminda 8 giin igerisinde %89-96
oranlarinda siirekli salim elde edilmistir. Boncuk formiilasyonu igin Kitosan
kullanildiginda yiikleme etkinligi hafif bir diisiis gostermistir (p=0.05). Saf etkin madde
ile karsilagtirildiginda metformin HCI-yiikli AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlari
diyabetik sicanlarda oral uygulama sonrasi daha uzun siireli hipoglisemik etki
gostermiglerdir (p<0.05). Metformin HCI’nin yiiksek dozlarda tekrarlayan oral
uygulamalarin1 ve yan etkilerini azaltmak, hasta uyuncunu artirmak ve uzun siireli
hipoglisemik etki elde etmek i¢in AL ve AL-CS boncuklar1 faydal olabilir.

2015, 68 sayfa

Anahtar Kelimeler: Aljinat, boncuk, kitosan, metformin HCI, mikrokiire, in vivo
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ABSTRACT

Master Thesis

THE PREPARATION AND IN VIVO EVAULATION OF METFORMIN HCL-
LOADED DRUG DELIVERY SYSTEMS

Behzad MOKHTARE

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Nanoscience and Nanoengineering Department
Nanomedicine Science

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Meltem CETIN

The purpose of the present study was to prepare metformin HCl-loaded polymeric drug
delivery systems for oral application and to evaluate their in vitro characteristics and in
vivo activity. The amount assay of active substance was performed using UV-
spectrophotometric method. Alginate (AL) and alginate-chitosan (AL-CS) beads and
CS microspheres were prepared using ionotropic gelation and emulsion-crosslinking
method, respectively. The prepared beads and microspheres were evaluated for particles
size and distribution, surface morphology, drug encapsulation efficiency (EE%) and in
vitro drug release (in phosphate buffer (PB) pH 6.8 and HCI pH 1.2). FT-IR and DSC
were also used to characterize these systems. Besides, the beads with expected
characteristic was evaluated in vivo by hypoglycemic response in diabetic Sprague
Dawley rats. The mean particle sizes of prepared AL and AL-CS beads in wet state
ranged from 1714+140 to 1850+103 um (p>0.05). The average sizes of lyophilized
blank and metformin HCl-loaded CS microspheres were 9.06+1.32 and 9.21£2.16 um,
respectively (p>0.05). The EE% of beads and microspheres was within the range of
20.05+£6.92 to 33.58+1.56% with sustained in vitro drug release of about 89 to 96%
within 8 days in PB pH 6.8. The encapsulation efficiency slightly decreases with using
CS polymer in the beads formulation (p=0.05). The optimized metformin HCI-loaded
AL and AL-CS beads showed significant hypoglycemic effect in diabetic rats over
prolonged period after oral administration compared to pure drug (p<0.05). AL and AL-
CS beads might be useful to reduce the repeated oral administrations of high doses of
metformin HCI and its side effects, to increase patient compliance and to obtain
prolonged hypoglycemic effect.

2015, 68 pages
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1. GIRIS

Konvansiyonel dozaj sekillerinin kullanildigi tibbi tedavide giin iginde birkag kez
dozlama yapilarak etkin maddenin plazma diizeyi terapotik pencere aralifinda
tutulmaya c¢alisiimakta ancak, plazma konsantrasyon-zaman grafiginde dalgalanmalar
meydana gelmektedir (etkisiz alana diisme veya toksik alana ¢ikma riski artmaktadir).
Modifiye salim sistemleri ise dozlama sikligmnin diisiiriilmesi, etkin madde salim
hizinin/yerinin kontrol edilmesi, istenmeyen yan etkilerin azaltilmasi, terapotik
etkinligin ve hasta uyuncunun artirilmas1 gibi pek ¢ok iistiinliige sahiptir. Insiilin
salgilanmasinda, insiilin duyarliliginda veya her ikisinde birden gozlenen eksikliklerden
kaynaklanan ve metabolik bir hastalik olan “Diabetes Mellitus (DM)” Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) verilerine gore diinya genelinde 347 milyon insani etkilemektedir.
Bununla birlikte, 2012 yilinda meydana gelen 6liimlerin tahminen 1,5 milyonunun
dogrudan DM’den kaynaklandigi, DM’ye bagl dliimlerin %80’ininden fazlasinin ise
diisiik veya orta gelirli iilkelerde goriildiigii ve 2030 yi1linda meydana gelecek dliimlerin
nedenleri arasinda diyabetin 7. sirada yer alacagi on goriilmektedir. Tip 2 diyabet
insiilinin etkin bir sekilde kullanilamamasi sonucu goriilmektedir. Obezite ve fiziksel
aktivitenin azalmasi1 Tip 2 diyabet goriilme sikliginda artisa neden olmaktadir. Hem
aclik hem de postprandial plazma glukoz diizeylerini diisiiren metformin (Met) disiik
bir oral biyoyararlanima (%50-60), kisa ve degisken bir biyolojik yarilanma omriine
(0.9-2.6 saat) sahiptir. Metforminin hemen salim yapan formiilasyonlar1 i¢in etkili
plazma konsantrasyonu yiiksek dozlarda tekrarlayan uygulamalarla saglanmaktadir. Bu
uygulamalar, hasta uyuncunda azalmaya ve istenmeyen yan etkilerde (bulanti, karin
agris1, kusma, diyare, gaz vb.) ise artisa neden olmaktadir. Bu nedenlerle, Metforminin
dozunun/dozlama sikliginin azaltilmasi, biyoyararlaniminin artirilmasi ve istenmeyen

yan etkilerinin azaltilmasi1 amaciyla modifiye salim sistemleri gelistirilmektedir.

Bu tez kapsaminda, yaygin kullanimi olan aljinat (AL) ve kitosan (CS) gibi dogal
polimerlerden hareketle metformin HCI-yiikli farkli polimerik tasiyici sistemlerin

hazirlanmasit ve bu sistemlerin yiizey morfolojisinin, partikiil biiyiikligiiniin, partikiil



biiyiikliigii dagiliminin, enkapstilasyon etkinliginin, farkli ortamlardaki (fosfat tamponu
(PB) pH 6.8 ve HCI pH 1.2) salim 6zelliklerinin, etkin madde polimer etkilesimlerinin
[Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) ve Fourier Donilisimli Kizil6tesi
Spektroskopisi (FT-IR) kullanilarak] incelenmesi ve uygun in vitro 6zelliklere sahip
formiilasyonlarin Sprague-Dawley cinsi diyabetik siganlarda in vivo etkinliginin

saptanmas1 amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Diabetes Mellitus (DM)

Metabolik bir hastalik olan DM insiilin salgilanmasinda, insiilin duyarliliginda veya her
ikisinde birden gozlenen eksikliklerden kaynaklanmaktadir. Kronik hiperglisemi,
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinin bozuklugu ve bununla birlikte, kronik
mikro/makrovaskiiler ve noropatik komplikasyonlar (retinopati, néropati, nefropati,
koroner arter hastalii, inme ve periferik damar hastaligi gibi) hastaligin ilerleyen

doénemlerinde gelisebilmektedir (Bastaki 2005).

Diyabet hastalarinin sayisi, diinya ¢apinda niifusun yaslanmasi, kentlesme, diyet ve
yagsam tarzlarinda meydana gelen koklii degisikliklerden dolayr artmaktadir (Chen et al.
2011; Murakami et al. 2012). DSO verilerine gore, DM diinya genelinde 347 milyon
insan1 etkilemektedir. Bununla birlikte, 2012 y1linda meydana gelen 6liimlerin tahminen
1,5 milyonunun dogrudan diyabet nedeniyle olustugu, diyabete bagli oOliimlerin
%80’ininden fazlasiin ise diisiik veya orta gelirli iilkelerde goriildiigii ve 2030 yilinda
meydana gelecek oliimlerin nedenleri arasinda diyabetin 7. sirada yer alacagr da DSO

tarafindan bildirilmektedir (Anonymous 2014a).

Tip 2 diyabet diinyada son otuz yildir hizla artmakta, 6zellikle, geng erigkin ve ¢ocuklar
arasinda goriilme sikligi 6nemli bir artis egilimi gostermektedir. Tiirkiye’de 2000
yilinda 2.920.000 olan diyabet hasta sayisinin 2030 yilinda %220 artis orami ile
6.422.000’¢ ulasacagi DSO tarafindan tahmin edilmektedir. Bu artis orani, Avrupa ve
diinyadaki artig oranmin 1,5-2 kati1 kadardir (Anonim 2011; Chen et al. 2011). Avrupa
tilkeleri arasinda diyabet prevalansinin en yiiksek oldugu iilke Tirkiye’dir (%14.85)
(Anonim 2014b).

Diyabet, insiilin gereksinimi, baslama yas1 gibi farkli parametrelere gore
siniflandirilabilir. DSO tarafindan 6nerilen Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT)’ ne



alternatif olarak 1997 yilinda Amerikan Diyabet Birligi tarafindan yeni tani ve
siniflandirma sistemi ortaya atilmis, bu sistem 1999 yilinda DSO tarafindan kiiciik
degisiklikler yapilarak kabul edilmistir. 2003 yilinda ise Amerikan Diyabet Birligi,
bozulmus aglik glikozu (IFG) tanisi igin kii¢iik bir degisiklik yapmustir. Amerikan
Diyabet Birligi ve Avrupa Diyabet Calisma Birligi 2007 yilinda yayinladiklari
raporlarinda 2003 yilindaki diizenlemeyi aynen kabul etmiglerdir. Buna gore, plazma
aclik glikoz seviyesine bakilarak normal, IFG ve diyabet seklinde bir smiflandirma
yapilmasi tavsiye edilmektedir (Cizelge 2.1) (Salman et al. 2001; Anonymous 2007,
2009; Anonim 2013)

Cizelge 2.1. DM ve diger glikoz metabolizma bozukluklar1 igin son degisiklikleri de
kapsayan tani kriterleri (Anonim 2013)

DMP izole izole  IFG+IGT®  Yiiksek
IFG®* IGT® DM Riski
APG (8 saat ve iizeri achk >126 100-125 <100 100-125 -
durumunda); mg/dL
OGTT 2. saat PG (75 g glikoz); >200 <140 140-199  140-199 -
mg/dL
Rastgele PG; mg/dL >200 ve - - - -
diyabet
belirtileri
AlC® >066,5 (>48 - - - %5,7-6,4
mmol/mol) (39-46
mmol/mol)

APG: Aglik plazma glikozu; PG: Plazma glikozu; OGTT: Oral glikoz tolerans testi; A1C: Glikozillenmis
hemoglobin; IFG: Impaired fasting glucose (Bozulmus aglik glikozu); IGT: Impaired glucose tolerance
(Bozulmus glikoz toleransi). ®Glisemi, glikoz oksidaz yontemiyle vendz plazmada dlgiiliir (mg/dL); Dirt
tam kriterinden herhangi birinin varlig1 yeterlidir; “izole IFG, Izole IGT ve IFG+IGT iki kriterinde
bulunmas: sarttir;  DSO ve Uluslararasi Diyabet Federasyonu raporuna (2006) gore IFG i¢in APG deger
aralign 110-125 mg/dL olarak benimsenmistir; “Standardize edilmis yontemlerle dlciilmesi gerekmektedir.

Diyabet belirtileri asagidaki sekilde siralanabilir (Anonim 2013):

v' Poliiiri
v Polidipsi

v Polifaji veya istahsizlik



Halsizlik, cabuk yorulma
Ag1z kurulugu

Noktiiri

Bulanik gérme
Agiklanamayan kilo kayb1
Inatg1 infeksiyonlar

Tekrarlayan mantar infeksiyonlari

AN NN VU N N NN

Kasint1

Fiziksel hareketsizlik, birinci dereceden akrabada diyabet oykiisii, yiiksek riskli irksal
ozellik, agirligir >4,5 kg olan bebek dogurmus veya gestasyonel diyabet tanisi konmus
olmak, HDL <35 mg/dL ve/veya trigliserid >250 mg/dL, hipertansiyon (>140/90
mmHg), polikistik over sendromu (PKOS), daha onceden pre-diyabet tanisi konmus
olmak, damar hastalig1 Oykiisii gibi faktorler diyabet risk faktorleri arasinda yer

almaktadir (Anonymous 2004, 2007).

DM smniflandirilmasinda dort klinik tip yer almaktadir. Bunlar (Giindogdu 2012;
Anonim 2013):

Tip 1 diyabet: Onceleri “insiiline bagimli diyabet”, “juvenil diyabet”, “cocukluk
caginda baglayan diyabet” olarak da adlandirilmigtir. Diyabet hastalarinin %5-10"u bu
gruba dahildir ve genellikle, mutlak insiilin noksanligina sebep olan B-hiicre yikimi s6z
konusudur. Kanda adacik otoantikorlari bulunmaz, hastalarin %90’inda otoimmun (Tip
1A), %10 kadarinda ise otoimmun olmayan (Tip 1B) PB-hiicre yikimi goriiliir.
Genellikle, 30 yasindan 6nce baslar. Okul 6ncesi (6 yas civart), puberte (13 yas civari)
ve gec adolesan donemde (20 yas civari) li¢ pik goriliir. Ancak, son yillarda daha ileri
yaslarda ortaya ¢ikabilen latent otoimmun diyabetin ¢ocukluk ¢agi (<15 yas alt1) Tip 1
diyabete yakin oranda gorildigi bildirilmektedir. Tip 1 diyabet hastalar1 siklikla
zayif/normal kiloya sahiptir. Ancak, son yillarda, Tip 2 diyabete benzeyen, kilolu/obez
kisilerde goriilen ve Duble diyabet (Hibrid, Dual veya Tip 3 diyabet) olarak adlandirilan
Tip 1 diyabet tipi de tanimlanmustir.



Insiilin eksikliginin giderilmesi icin giinliik injeksiyonlar yapilir. Cok su i¢me, agiz
kurulugu, sik idrara ¢ikma, siirekli aglik hissi, bulanik gérme, yorgunluk vb. sikayetler

sOz konusudur.

Tip 2 diyabet: En yaygin goriilen diyabet tipidir ve toplumda goriilen diyabetli
hastalarin ~%90-95’1 Tip 2 diyabet grubuna dahildir. Onceleri “insiiline bagimli
olmayan diyabet”, “eriskin diyabet” olarak da adlandirilmigtir. Hastalar siklikla
obez/kiloludur, insiilin direnci zemininde zamanla azalan insiilin salgilanmasi ve yliksek
kan glikoz seviyesi ile karakterize bir hastaliktir. Periferik dokularda (6zellikle, kas ve
yag dokularinda) insiilinin etkisi yetersizdir, kas ve yag hiicresinde glikoz tutulumu
azalmistir. Genellikle, 30 yasindan sonra goriilen ve yaslanma ile sikligi artan bu
hastalik ne yazik ki gerek gelismis gerekse gelismekte olan iilkelerde diyet ve yasam
tarz1 degisimlerine (obezite, fiziksel aktivitede azalma vb) bagli olarak g¢ocuk ve
genglerde (Ozellikle obezitenin ¢ocukluk ¢aginda artisiyla) de siklikla goriiniir hale
gelmigtir. Giicli bir genetik yatkinlik s6z konusudur, ailede genetik yogunluk arttikca,
sonraki nesillerde diyabet riski artmaktadir. Tip 2 diyabet hastalarinda genellikle bircok
hastada baslangigta hicbir belirti goriilmezken, bu hastaliga bagl olarak gelisebilecek
belirtiler ise bulanik goérme, tekrarlayan mantar enfeksiyonlari, yara iyilesmesinde

gecikme, el ve ayaklarda uyusma/karincalanma veya ayak agrilari gibi siralanabilir.

Son caligmalar, Tip 2 diyabetin patofizyolojisi ile ilgili 6nemli bir takim hususlari

(6nemli yonleri) ortaya koymaktadir, bunlar (Rizza 2010; Thulé 2012):

a. Orta siddette (hafif tip) Tip 2 diyabet hastalarinda oral glikoz alimi1 sonras1 kan sekeri
bu hastaliga sahip olmayanlara gére daha fazla artmakta ve bu artis daha uzun siireli
olarak devam etmektedir. Bununla birlikte, serum insiilininde beklenen artis daha geg
gerceklesmekte ve bu artis daha uzun siire devam etmektedir. Ayrica, B-hiicre fonksiyon

bozukluguna ek olarak bastirilmamis glukagon konsantrasyonu séz konusudur.



b. Daha siddetli (belirgin diyabetli kisilerde) diyabet hastalarinda ise glikoz seviyesi
daha yiiksek, P-hiicre disfonksiyonu daha ciddi ve bastirilmamis normal glukagon

seviyeleri mevcuttur.

Gestasyonel diyabet: Gebelik sirasinda tan1 konur ve gebelerin % 2-4’tinde goriliir.
Belirtileri genelde Tip 2 diyabete benzer, dogumdan sonra genellikle diizelir; ancak

tekrarlama riski ytiksektir, bu nedenle bu kisilerin kontrol altinda olmas1 gerekir.

Diger ozel tipler: Diger nedenlere bagl olarak nadir goriilen 6zel diyabet tipleridir ([3-
hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina bagli genetik defektler, insiilin etkilerinde
bozulmaya yol agan genetik defektler, bazi1 enfeksiyonlar, ekzokrin pankreas
hastaliklari, ilag¢ ve kimyasal maddeler (nikotinik asit, glukokortikoidler, tiroid

hormonu, tiyazidler) vb. nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikabilirler).

2.1.1. Tip 2 diyabet tedavisi

Tip 2 diyabet insidansi1 ve bununla iliskili komorbidite hizli bir sekilde yiikselmektedir.
Diyabet hastalari, hastaligin ilerlemesini geciktirmek i¢in ayni anda ¢ok sayida ilag
kullanmak zorunda kalmakta ve bunun sonucu olarak da istenmeyen yan etkiler ve ilag-
ilag etkilesim riskleri artmaktadir (Amin and Suksomboon 2014). Dolayisiyla, bu
hastaligin, antidiyabetik etkili maddelerin etki mekanizmalarinin ve metabolik

yolaklarinin ¢ok iyi anlasilmasi gerekmektedir (Rizza 2010; Thulé 2012).

Tip 2 diyabet tedavisi, geleneksel olarak asamali bir tedavi seklinde gergeklestirilir.
Yasam tarzinin degistirilmesi (egitim, diyet ve egzersiz) ile baslar ve tek/kombine oral

antidiyabetik ajanlarin kullanilmasi ile devam eder (Zimmet 2000).

Oral antidiyabetikler, insiilin’e duyarliligi artiran ilaglar (tiyazolidindionlar,
biguanidler), insiilin salgilatic1 ilaglar (siilfoniliireler, meglitinidler), o-glukozidaz

inhibitorleri ve inkretin mimetik ilaglar (dipeptidilpeptidaz-4 (DPP-4) inhibitorleri)



seklinde siniflandirilabilir (Tsang 2012). Ayrica, Tip 2 diyabet tedavisi i¢in kullanimi
onaylanan diger bir ilag simifi ise bobrekten glukoz atilimini artirici ilaglardir (sodyum
glukoz tastyicisi-2 (SGLT-2) inhibitorii; dapagliflozin) (Anonymous 2012; Anonymous
2014c). Bununla birlikte, dapagliflozin ve metformin hidrokloriir i¢eren uzatilmis salim
tableti Tip 2 diyabet tedavisine yonelik olarak 2014 yilinda FDA tarafindan
onaylanmistir (Anonymous 2014d).

2.1.1.a. Metformin

Metformin, Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilmak tizere Amerika’da 1995 yilinda
onaylanirken Avrupa’da uzun yillardan beri kullanilmaktaydi. Gerek Amerikan diyabet
dernegi, gerekse diyabet calismalart i¢in kurulmus olan Avrupa Dernegi tarafindan
tedavide ilk segenek olarak tavsiye edilmekte ve diinya ¢apinda en az 120 milyon
hastaya regete edilmektedir. Metformin net bir hipoglisemiye neden olmadan kan glikoz
seviyesini hizla disiirmektedir. Metformin klinik olarak 1950’1 yillardan beri
bilinmesine ragmen etki mekanizmasi tam olarak ac¢iklanamamistir. Son klinik
denemeler, metforminin Tip 2 diyabet tedavisindeki etkinliginin yanisira diyabetik
nefropati, kardiyovaskiiler hastaliklar, polikistik ovaryum hastaligi ve kanser
tedavisinde/onlenmesinde de terapdtik potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir

(Rizza 2010; Thulé 2012; Viollet 2012).

Dogada,“Galega officinalis”(Fransiz leylagi ya da sedef otu) bitkisinde bulunan
Metformin iki molekiil guanidin igermektedir (Sekil 2.1.) (Sweetman 2007; Atmaca ve
Ecemis 2012).

Sekil 2.1. Metformin etkin maddesinin kimyasal yapist (Sweetman 2007)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Viollet%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22117616

Metformin hem aglik hem de postprandial plazma glikoz diizeylerini diisiirmekte,
karaciger ve diger periferik dokularin insiiline karsi duyarliligini ise artirmaktadir.
Insiilin duyarhiligindaki artis, esas olarak bazal hepatik glikoz iiretimi (temelde
glukoneogenez) azalmasinin ve glikozun periferik dokular (iskelet kaslar1 ve adipozitler
gibi) tarafindan alimindaki/kullanimindaki artigin bir sonucudur. Insiilin salgilanmasini
ise etkilemediginden hipoglisemi nadiren goriilmektedir. Bunun yanisira, plazma
trigliserid ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) kolesterol seviyelerini diisiirmektedir
(Gilindogdu 2012). Metformin tarafindan insiilin duyarliliginin iyilestirilmesi, onun
insiilin reseptor ekspresyonu ve tirozin kinaz aktivitesi tizerindeki olumlu etkilerine
baglanmaktadir. Metformin, kismen inkretinlerin ¢oklu bilesenlerinin modiilasyonu
yoluyla da faydali metabolik etkiler gosterebilmektedir. Metformin akut bir sekilde
glukagon benzeri peptid-1 (glukagon-like peptide; GLP-1)'in plazma seviyesini
artirirken  peroksizom proliferator-aktive reseptor (PPAR)-o’ya bagli olan bir
mekanizma yoluyla da adacik inkretin reseptor gen ekspresyonunu indiiklemektedir
(Viollet 2012).

Diger antidiyabetik etkin maddeler ile birlikte kullanildiginda dahi kilo artisi
gozlenmez, hatta hafif diizeyde kilo kaybma neden oldugundan genellikle oral
antidiyabetik olarak obez hastalarda ilk tercih edilen etkin maddedir (Nathan 2006;
Ayvaz ve Kan 2010).

Tedavi baglangicinda bulanti, kusma, karin agrisi, gaz, diyare gibi istenmeyen yan
etkiler olusmakta ve bu nedenle, metformin yemeklerle birlikte verilmektedir. Ayrica,
diisiik dozla baslanarak yavas bir sekilde doz artirilirsa genellikle iki haftalik siire
sonrasinda bu etkiler kaybolmaktadir (Bloomgarden et al. 2001; Ahmann and Riddle
2002; Ayvaz ve Kan 2010). Metformin kullanimina bagl olarak agizda metalik bir tat
ve uzun sireli kullanimda ise B12 vitamin eksikligi olusabilmekte ve ayrica, nadir
olarak go6zlenen laktik asidoz ise tehlikeli olabilmektedir (Stumvoll 1995; Sweetman
2007; Ayvaz ve Kan 2010).
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Metformin oncelikle ince bagirsaktan absorbe edilir ve nispeten diisiik (%50-60)
biyoyararlanima ve kisa-degisken bir biyolojik yarilanma 6mriine (0.9-2.6 saat) sahiptir.
Bu nedenlerle, metforminin hemen salim yapan dozaj sekilleri kullanildiginda etkili
etkin madde plazma konsantrasyonunun devam ettirilebilmesi i¢in yiiksek dozlarda
tekrarlayan uygulamalara gereksinim duyulmaktadir ve sonu¢ olarak da hasta
uyuncunda azalma, istenmeyen yan etkilerde artis ortaya ¢ikmaktadir. Mide-bagirsak

hareketliligi yavasladiginda ise metformin emilimi diizelmektedir (Corti et al. 2008).

Metforminin istenmeyen yan etkilerinin azaltilmasi, biyoyararlaniminin artirilmasi ve
dozlama sikligmin azaltilmasi amactyla metformin igeren yeni formiilasyonlarin

gelistirilmesi 6nemlidir (Marathe et al. 2001).

2.2. Ila¢ Tasiyic1 Yeni Sistemler

llag etkinligini ve giivenilirligini artirmak {izere etkin madde/maddelerin salim
hizini/salim yerini kontrol etmek, dozunu/dozlama sayisini azaltmak, dayanikliligini
artirmak  (fotodegredasyon, pH degisiklileri gibi ¢evre kosullarina karsi) vb. farkl
yaklagimlarla ilag tasiyici yeni sistemler gelistirilmistir. Bu sistemler, hasta uyuncunun
ve yagam kalitesinin artirilmasinda ¢ok onemli faydalar saglamaktadir (Martinho et al.
2011; Tiwari et al. 2012).

Salim hizinin degistirilmesi amaciyla gelistirilmis modifiye salim sistemlerini Amerikan
Farmakopesi (USP/NF35) iki ana basghk altinda toplamaktadir. Bunlar, geciktirilmis
(genellikle, iritasyon gibi yan etkilerin 6nlenmesi veya asit pH'ya duyarli etkin
maddelerin korunmasi amaciyla hazirlanir) ve uzatilmig salim sistemleridir. Uzatilmis
salim sistemleri (“prolonged-release systems”, “extended-release systems”), etkin
maddelerin uzun siireli salimim1 gergeklestirmek amaciyla hazirlanmakta ve bu salim
sistemleri, “repeat-action”, “controlled-release”, “sustained-release” olarak da ifade

edilir (USP30/NF25 2007).
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Polimerik tasiyict sistemler, farkli amaglar igin ¢ok farkli yollarla (intravaskiiler, oral,
pulmoner, subkiitan vb.) kullanima imkan saglayan ve bu nedenle de farkli tasarim

gereksinimlerine ihtiya¢ duyan sistemlerdir (Champion 2007).

[lag tastyic1 sistemlerin  (boncuklar, mikropartikiiler/nanopartikiiler ~sistemler,
lipozomlar vb) gelistirilmesi ile ilgili ¢cok sayida c¢alisma yapilmistir ve yapilmaktadir

(Bhattarai 2011; Martinho et al. 2011; Tiwari et al. 2012).

Polimerik ila¢ tasiyict  sistemlerin  hazirlanmasinda  biyoparcalanabilen  ve
biyopargalanmayan polimerler kullanilmaktadir. Biyopargalanabilen dogal ve sentetik
polimerler toksisitelerinin diisiik olmasi/olmamasi, biyolojik sistemle uyumlu olmalari
ve biyolojik sistemden pargalanarak uzaklastirilabilmeleri gibi tstiinliiklerinden dolay1
siklikla tercih edilmektedir (Tungay ve Calig 1999). Sentetik ve dogal polimerler igin
asagidaki bazi 6rnekler verilebilir (Pillai and Panchagnula 2001; Brannon-Peppas and
Peppas 2002):

Sentetik Polimerler:

- Poliesterler: Poli(hidroksi biitirat), poli(laktik asit), poli(glikolik asit), poli(laktik
ko-glikolik asit), poli(e-kaprolakton), poli(-malik asit)

- Poliamidler: Poli(amino asitler), poli(imino karbonatlar)

- Polianhidritler: Poli(sebasik asit), poli(adipik asit)

Dogal Polimerler:

- Polisakkaritler: Kitosan, agaroz, dekstran, aljinat, hyaluronik asit.

- Protein yapisinda olan polimerler: Albiimin, jelatin, kollajen

Aljinat: Aljinat, kahverengi su yosunlarinda ve bazi bakteri tiirlerinde bulunmaktadir.

Bu polimer, homojen mannuronik asit pargalart (M-M bloklar1), homojen guluronik asit


http://www.cysonline.org/searchresult.asp?search=&author=Rajan+S+Bhattarai&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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pargalar1 (G-G bloklar1) ve bu pargalarin bloklarindan (M-G) olugmus bir polisakkarit
yapisidir (Sekil 2.2) (Tungay ve Calis 1999; Chan et al. 2002; Sun and Tan 2013).
Aljinatin bilesimi ve monomer diizeni yiiksek oranda polimerin elde edildigi orijine
baglidir (Mofidi 2000).

Aljinatin bilesimi, diizenlenme siras1 ve molekiil agirlig1 polimerin fiziksel 6zelliklerini
belirler. Ticari olarak satilan aljinatlarin molekiil agirligi nadiren 500.000 g/mol’den
daha yiksektir. Sodyum, potasyum, amonyum, kalsiyum aljinatlar diizenli olarak
kullanilmaktir (Chan et al. 2002; Pawar and Edgar 2012). Ozellikle, sodyum aljinat
yogun bir sekilde kullanilan ilgi g¢ekici bir biyopolimerdir (El-Aassar et al. 2014).
Aljinatlar, G-G bloklar1 aracihig1 ile cok degerli katyonlarla (Ca*?, Al v.b.) yumurta
sepeti tarzinda agregatlar olustururlar (Tungay ve Calis 1999; Mofidi 2000; Chan et al.
2002).

0 0
O HO 0 HO
Cr’ 0 g (70 %
0.y HO 0 ,O HO o
HO [r\ O HO [/-*:\.I o
HO--— Gclo iy
e, / O OH O oM
HO-C 0 L OH ( O OH Ol o
% o .} 0.
OH O OH O—
) b o)

Sekil 2.2. a. Aljinatin kimyasal yapist (G: Guluronat, M:Mannuronat); b. Aljinat ve
divalent katyonlar arasindaki iyonik etkilesim (Sun and Tan 2013)

Aljinat gida ve ilag endiistrisinde yaygm bir sekilde kullamilmaktadir. Etkin
madde/maddelerin, makromolekiillerin (protein, peptid), canli hiicrelerin hapsedilmesi
icin ayrica akut/kronik yaralarin tedavisi i¢in yara pansuman malzemesi olarak da
kullanilmaktadir (Lee and Mooney 2012).

AL-boncuk formiilasyonu hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan yontem aljinat ¢6zeltisinin
cok degerlikli katyon ¢ozeltisine damlatilmasidir. Kalsiyum aljinat boncuklari, kalsiyum

kloriir ¢ozeltisi igerisine sodyum aljinat ¢dzeltisinin damlatilmasiyla hazirlanmaktadir
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(Fathy 1998). Hazirlanan boncuk boyutlar1 iizerinde aljinat ¢ozeltisi viskozitesi ve
damlatma i¢in kullanilan enjektor capi etkilidir ve bunlarin artisiyla boncuk boyutu
artmaktadir. Elde edilen boncuklarin boyutlari genellikle 1000 pm’den biiyiiktiir.
Hazirlanan boncuklardan etkin madde salimi iizerine bir¢ok faktor (baslica ortam pH’si,
aljinat konsantrasyonu, aljinat yapisindaki guluronik/mannurik asit oranlari, ¢apraz
baglayic1 tipi/miktari, sertlestirme siiresi, etkin madde: polimer orani gibi) etki

etmektedir (Iskenderoglu 2007).

Kitin ve Kitosan: Kitin, yenge¢ ve karides gibi kabuklu su iiriinlerinin ana bileseni

olup, boceklerin iskeletinde ve mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunmaktadir (Duman

ve Senel 2004; Demir ve Seventekin 2009).

Kitosan, poli-[B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-pB-D-glukopiranoz], kitinin alkali ortamda
deasetilasyonu sonucu elde edilen (1-4) bagli D-glukozamin tinitelerinden olusan lineer
bir polisakkarittir (Sekil 2.3). Katyonik bir dogaya sahip olan kitosan,
biyopargalanabilir, biyoadezif dogal bir polimerdir. Toksik olmamasi, irritan ve alerjik
ozellik gostermemesi 6nemli istiinliikleridir. Kitosan, eczacilik, tip, kozmetik, gida ve
tekstil gibi ¢ok ¢esitli alanlarda farkli amaglarla [ilag tasiyict sistemlerin
hazirlanmasinda (boncuk, nanopartikiil, mikrokiire gibi), tablet formiilasyonlarinda
yardimc1 madde olarak, discilikte dolgu maddesi olarak, cerrahi iplik, antikoagiilan
olarak vb.] kullanilmaktadir (Duman ve Senel 2004; Demir ve Seventekin 2009;
Rajendran and Basu 2009).

NH2

Sekil 2.3. Kitosanin kimyasal yapis1 (Ravi Kumar 2000)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fathy%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9742556
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1381514800000389
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Kitosanin fizikokimyasal 6zellikleri deasetilasyon derecesine (kitinin yapisinda bulunan
aminoasetil gruplarindan asetil grubunun uzaklastirilma derecesi;>%60), molekiil
agirhigina, ¢oziinlirlik ve viskozitesine baghdir. Bu 6zelliklerin degismesi kitosanin ve
dolayisiyla hazirlanan dozaj sekillerinin 6zelliklerini degistirmektedir (Duman ve Senel
2004; Demir ve Seventekin 2009).

Bu kisimda, aljinat ve kitosan polimerleri kullanilarak gergeklestirilen bazi boncuk

caligmalarina kisaca yer verilecektir.

Metforminin Tip 2 diyabet tedavisinde etkin bir sekilde kullanilmasini saglamak tizere
midede yiizen aljinat boncuk formiilasyonu gelistirilmis ve bu boncuklarin in vivo
etkinligi normal ve diyabetik albino siganlarda degerlendirilmistir. Bu formiilasyonun
diyabetik sicanlarda hipoglisemik etkiyi 6nemli derecede artirdig1 ve daha uzun siireli

hipoglisemik etki sagladigi saptanmistir (Nayak et al. 2011).

Yapilan diger bir ¢aligmada ise metforminin uzun siireli salimmna yonelik aljinat
boncuklar1 katyonik iyonlar olan Ca*? ve AI™ kullanilarak iyonotropik jelasyon
yontemiyle hazirlanmistir. Ca*?kullanilarak hazirlanan boncuklardan metformin salimi
yaklagik 8 saatte, Al"ile hazirlanan boncuklardan ise yaklasik 10 saatte gerceklesmistir.
Ayrica, Ca*? kullanildiginda yiikleme etkinliginin daha diisik oldugu da saptanmustir
(Ramteke et al. 2012).

Nayak et al. (2013) ise fenugreek (Trigonella foenum-graecum L.) tohum miisilaji,
aljinat ve CaCl, kullanarak iyonotropik jelasyon yontemi ile boncuk formiilasyonlar
hazirlamiglardir. Boncuk boyut aralig1 tiim formiilasyonlar i¢in 0,92-1,3 mm araliginda
saptanmis ve bu boncuklar i¢in yiliksek yiikleme etkinligi degerleri elde edilmistir. Bu
caligmada, sodyum aljinat:miisilaj oran1 ile kullanilan CaCl, konsantrasyonu
degistirilerek hazirlanan boncuklarin 6zellikleri iizerindeki etkileri incelenmis ve
boncuk boyutlari tizerinde sodyum aljinat:miisilaj oraninin ve CaCl, konsantrasyonunun

etkili oldugu, miisilaj artisiyla boncuk boyutunun arttigi, CaCl, konsantrasyonu artisiyla


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nayak%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22017707
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ise azaldig1 tespit edilmistir. Metformin HCI’nin uzatilmig salimi (yaklasik 10 saat) igin

bu boncuklarin uygun tasiyici sistemler oldugu raporlanmustir.

Baska bir ¢alismada ise metformin HCI igeren boncuklar sodyum aljinatla birlikte farkli
polimerler [pektin, sodyum karboksi metilseliiloz, karbopol, hidroksipropil metil seliiloz
(HPMC)] kullanilarak iyonotropik jelasyon yontemiyle hazirlanmistir. Tim
formiilasyonlar i¢in %81 civarinda yiikleme etkinligi degerleri elde edilmistir. HPMC
ve pektin igeren boncuk formiilasyonlarindan %100 metformin HCI salimi 8 saatte
gerceklesmistir. Ancak, ayni siirede karbopol ve sodyum karboksi metil seliiloz i¢eren
boncuk formiilasyonlarindan gergeklesen metformin HCI salimi ise sirasiyla ~%84 ve
~%391 olarak bulunmustur (Lohithasu 2013).

Samyuktha Rani et al. (2012) da sodyum aljinat ile farkli polimerlerin (Sodyum
karboksi metil seliiloz, karboksi metil seliiloz, metil seliilloz, polivinil prolidon)
karisimini  kullanarak metformin HCI yiikli boncuklar hazirlamislardir. Kullanilan
yardimc1 polimerler farkli mukoadezif ozelliklerde olacak sekilde segilmistir (bu
polimerler arasinda mukoadezif 6zelligi en fazla olan sodyum karboksi metil seliiloz
iken en diisiik olan polivinil prolidondur). CaCl, kullanilarak iyonotropik jelasyon
yontemiyle hazirlanan boncuklarin 710-1530 pm boyut araliginda oldugu, yardimci
polimer konsantrasyonu artirildiginda yiiksek yiikleme etkinligi degerlerinin (sodyum
karboksi metil selilloz varliginda en yiiksek yiikleme degeri elde edilmis) saptandigi
bildirilmistir. Bunun yani sira, yiiksek jellesme karakterinden dolayr sodyum karboksi
metil seliiloz igeren boncuklarin sisme derecesinin daha yiiksek oldugu ve bu
boncuklardan 7 saatte %79 oraninda metformin HCl saliminin  gergeklestigi

saptanmistir.

Aljinat ve kitosan kullanilarak olusturulan polielektrolit kompleks yapisida uzun siireli
etkin madde salimi igin kullanilmistir (Mi et al. 2002; Rajendran and Basu 2009).
Aljinatin karboksil gruplar ile kitosanin amino gruplart arasindaki iyonik etkilesim
sonrast bu polielektrolit kompleks olugsmaktadir. Rajendran and Basu (2009) nimodipin

ytuiklii-aljinat-kitosan boncuklarini iyonotropik jelasyon yontemi ile CaCl, kullanarak



16

hazirlamiglardir. Hazirlanan boncuklar igin ortalama boyut araligi 1486-1602 um olarak
bulunmustur. /n vitro salim ¢alismalarinda (PB pH 6.8 ortaminda), kitosan varliginda
hazirlanan boncuklardan etkin madde salimimin olusan polieletrolit kompleks
yapisindan dolay1r sadece aljinat kullanilarak hazirlanan boncuklara gore daha yavas
gerceklestigi  saptanmistir. Mi et al. (2002) ise aljinat-kitosan boncuklarinin
hazirlanmasinda “genipin”’i ¢apraz baglayici ajan olarak kullanmiglar ve bu
boncuklarin sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Etkin madde salimu {izerinde pH’ nin ve
aljinat konsantasyonunun etkili oldugu ve hazirlanan boncuklarin hiicresel

uyumlulugunun iyi oldugu tespit edilmistir.

2.3. Streptozosin (STZ) ve Nikotinamid (NA)

Bu tez calismasi kapsaminda sicanlarda Tip 2 diyabet olusturulmasi amaciyla STZ ve
NA kullanilmstir. STZ, 2-deoksi-2-(3-metil-3-nitrozotireido)-D-glukopiranoz kimyasal
yapisinda (Sekil 2.4), molekiil agirligi 265.2 olan, -20°C’de ve 1siktan korunarak
saklanmasi gereken beyaz veya hafif sarims1 bir tozdur (Sweetman 2007; Anonymous
2015). STZ, ¢ozelti halinde pH 4-4.5 araliginda dayaniklidir. Daha yiiksek veya daha
diisiik pH degerlerinde hizla stabilitesini kaybeder. Cozeltisi (0.1 M sogutulmus sitrat
tamponunda, pH 4.5) uygulamadan hemen 6nce hazirlanmali ve 1siktan korunmalidir
(Motyl and McCabe 2009; Kurger ve Karaoglu 2012).

STZ antineoplastik etkili bir antibiyotiktir ve agirlikli olarak pankreasin endokrin
(adacik hiicreleri) tiimorlerinin  tedavisinde kullanilir.  Ayrica, STZ glikoz

metabolizmasini etkileyebilmektedir (Kurcer ve Karaoglu 2012; Strosberg 2013).

Sekil 2.4. Streptozosin kimyasal yapist (Sweetman 2007)
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Hayvan deneyleri sirasinda farkli yontemlerle (cerrahi, farmakolojik, genetik) diyabet
olusturulabilmektedir. STZ, farmakolojik diyabet olusturmak amaciyla yaygin bir
sekilde kullanilan diyabetojenik bir ajandir. Intraperitonal (i.p.), intravendz (i.v.),
subkiitan (s.c.) gibi farkli yollarla ve genis bir doz araliginda uygulanabilmektedir
(sicanlarda genellikle uygulanan doz araliklart: 40-80 mg/kg i.v. yolla; 35 (yiiksek yagli
diyetle birlikte)-150 mg/kg i.p. yolla; 60-100 mg/kg s.c. yolla). Verilen doza bagh
olarak Tip 1 veya Tip 2 diyabet modellerinin hayvanlarda olusturulmasi saglanmaktadir
(Giir 2010; Kurger ve Karaoglu 2012).

STZ’nin B hiicreleri tizerindeki etkisi kan insiilin ve glikoz diizeylerinde karakteristik
degisimlere neden olmaktadir. A¢ birakilan sicanlara STZ’nin injeksiyonundan 2 saat
sonra hiperglisemi ve kan insiilin seviyesinde ise es zamanli bir diislis gozlenir, yaklagik
6 saat sonra ise kan insiilin seviyesinde yiikselme ve buna bagli olarak hipoglisemi
gozlenir. Son olaraksa STZ’nin diyabetojenik etkilerinin sonucu olarak kan insiilin
seviyesi azalir ve hiperglisemi olusur. Kan glikoz ve insiilin seviyelerindeki bu
degisimler B hiicre fonksiyonundaki bozulmalardan kaynaklanmaktadir. STZ nin glikoz
oksidayonunu bozdugu, insiilin biyosentezini ve salgilanmasini azalttigi da ifade
edilmektedir. STZ’nin beta hiicresi i¢ine alimi1 glikoz tasiyicisi (GLUT2) araciligyla
gerceklesmektedir. STZ ilk olarak B hiicrelerinin glikoza yanitini ortadan kaldirmakta
bu olayi ise kalic1 B hiicre hasar1 ve kaybi izlemektedir. STZ nin pankreatik [ hiicresi
icindeki etkisi sonucu DNA bazlarinin alkilasyonu gergeklesir. STZ nin bu alkilleyici
aktivitesi ise nitrozoiire gruplarindan kaynaklanmaktadir. STZ-kaynaklt DNA hasari
poli ADP-ribolizasyon aktivasyonuna neden olmakta ve bu durum hiicresel NAD" ve
ATP igerigini azaltmakta ve insiilin biyosentezini ve salgilanmasini inhibe etmektedir.
STZ’nin nitrik oksit vericisi olmasininda gergeklesen bu DNA hasarinda etkili
olabilecegi ifade edilmektedir. Oksidan 6zellige sahip STZ’nin uygulanmasi sonrasi
ksantin oksidaz sisteminin aktivasyonuyla hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin
tiretildigi bildirilmektedir (Szkudelski 2001; Kurger ve Karaoglu 2012).

NA, piridin-3-karboksamid kimyasal yapisinda (Sekil 2.5) molekiil agirligi 122.1 olan

beyaz kristalimsi toz veya renksiz kristallerdir (Sweetman 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szkudelski%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11829314
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Sekil 2.5. NA’nin kimyasal yapist (Sweetman 2007)

NA, poli [adenozin difosfat (ADP) riboz] polimeraz aktivitesini inhibe etmekte, hiicre
ici nikotinamid adenin diniikleotid seviyelerini diizeltmekte ve nitrik oksitin sitotoksik
etkilerine karsi beta-hiicrelerini korumaktadir. Bu nedenle, NA hayvan diyabet
modellerinde STZ’nin diyabetojenik etkilerine karsi koruyucu olarak kullanilmaktadir
(Gedik 2004). Tip 2 diyabet modelinin hayvanlarda olusturulmasi amaciyla STZ ve
NA’nin birlikte kullanildigi ¢aligmalar mevcuttur (Ananda et al. 2012; Bisht ve
Bhattacharya 2013). NA, koruyucu olarak diyabet modeli gelistirilmesi ¢aligsmalarinda
farkli dozlarda uygulanabilmektedir (siganlarda 110-120mg/kg i.p., farelerde 150 mg/kg
I.p.) (Sharma 2011; Kurger ve Karaoglu 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ananda%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23569830

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler

Metformin HCI

Kitosan (Protosan UP CL 113)
Sodium Alginate

Kalsiyum Klortir
Gluteraldehit ¢ozeltisi (%25 a/h’lik
sulu ¢ozeltisi)

Aseton

Monobazik Potasyum Fosfat
Sodyum Hidroksit

Potasyum Kloriir

Hidroklorik Asit
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Firma

Sandoz Ilag Sanayi ve Ticaret AS, Tiirkiye
FMC Biopolymer AS, Novamatrix Co., Norveg
Sigma-Aldrich Co., ABD

Sigma-Aldrich Co., ABD

Sigma-Aldrich Co., ABD
Sigma-Aldrich Co., ABD
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Riedel-de Haén.,Almanya

Riedel-de Haén., Almanya



3.1.2. Kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Homojenizator
Liyofilizator

Mastersizer 2000
Isik Mikroskobu
Taramal1 Elektron Mikroskobu

Diferansiyel Taramali Kalorimetre

FT-IR Spektrofotometresi

Sogutmali Santrifiij (Kubota 3780)
Coklu Manyetik Karistiric1 (WisestirR
MS-MR4)

Vorteks (MS 3) ve ilave Aksesuarlar
Calkalamali Su Banyosu

Hassas Terazi

Rotavapor (Heidolph 4001)

Ultra Saf Su Cihaz1 (Easypure“RF)
UV- Spektrofotometre

Etiiv

pH Metre

Ultrasonik Banyo

Glukometre
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Firma

Ultraturrax, IKA®, RW20.n, Almanya

Alpha 1-2 LD plus LT, Martin Christ,
Almanya

Malvern Instruments Ltd. Ingiltere

Olympus, DP72, Japonya

Inspect S50, FEI, Amerika

Netzsch STA 409 PC Luxx®, Netzsch,
Almanya

Perkin-Elmer Spectrum One, Amerika

Kubota Co., Japonya

Wisd Lab. Instruments, Almanya

IKA®-Werke GmbH & Co., Almanya
Memmert GmbH & Co., Almanya

AND, A&D Company, Japonya

Heidolph Instruments GmbH & Co.,Almanya
Barnstead/Thermolyne Co., ABD

Beckman Coulter-DU ® 730., ABD
Memmert GmbH & Co., Almanya

Orion 3 Star., ABD

Bandelin Electronics, Almanya

On.Call® Plus, Acon Lab., Inc. Amerika
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3.2. Yontemler

3.2.1. UV-spektrofotometrik yontemle miktar tayini

Etkin maddenin fosfat tamponu (PB, pH 6.8; USP30/NF25) ve HCI tamponu (0.2 M;
pH 1.2; USP30/NF25) i¢inde hazirlanan sirasiyla 10 upug/mL ve 8 ug/mL
konsantrasyonlarindaki ¢dzeltilerinin  200-400 nm dalga boyu araliginda UV

spektrumlar1 alinmis ve gozlenen maksimum absorbans dalga boylari (Amax) tespit
edilmistir (USP30/NF25 2007).

Etkin maddenin kalibrasyon dogrusunu hazirlamak tizere PB pH 6,8 ve HCI pH 1,2
tamponlarinda hazirlanan stok ¢o6zeltilerinden (100 upg/mL) hareketle uygun
seyreltmeler yapilarak sirasiyla, 3-9 ug/mL ve 3-8 ug/mL konsantrasyon araliklarinda
(alt1 farkli konsantrasyonda) her bir konsantrasyon i¢in 6’sar standart ¢ozelti
hazirlanmis ve dnceden belirlenmis olan Amax degerlerinde absorbanslar1 belirlenmistir.
Her bir konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri grafige
gecirilerek regresyon analizi yardimiyla kalibrasyon dogrulart ve denklemleri elde

edilmistir.

3.2.1.a. Analitik yontem validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analizi yapilacak maddenin tayininde kullanilacak olan
analitik yontemin belirlenen kosullarda dogru, 6zgiin ve tekrarlanabilir oldugunu garanti
etmek i¢cin uygulanan islemdir ve analitik yontemin giivenilirliginin teminatidir (Shabir
2003). Bir analitik yontemin degerlendirilmesinde dogrusallik, dogruluk, kesinlik
(tekrar edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik) ve 6zgiinliik parametreleri incelenmistir
(Van Zoonen 1999).
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3.2.2. Polimerik tasiyici sistemlerin hazirlanmasi

Bu ¢alismada, dogal polimerlerden kitosan ve aljinat kullanilarak metformin HCI igeren

polimerik tasiyici sistem formiilasyonlar1 hazirlanmistir.

3.2.2.a. Bos AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlarinin hazirlanmasi

Tim boncuk formiilasyonlari iyonotropik jelasyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir.
Rajalakshmi et al. (2013) tarafindan raporlanan yontem modifiye edilerek aljinat
boncuklar1 hazirlanmistir. Oncelikle, CaCl, (3 g) deiyonize su (20 mL) icerisinde
¢ozlindiiriilmiis ve daha sonra deiyonize suda hazirlanmis olan sodyum AL ¢ozeltisi (10
mL, %2 a/h) enjektor yardimiyla (26 G) bu ¢ozeltiye damlatilmistir (700 rpm, 15
dakika). Olusan boncuklarin karistirilmasina devam edilerek sertlesmeleri saglanmis,
daha sonra boncuklar siiziilerek toplanmis ve boncuklar liyofilize (24 saat) edilmistir
(Sekil 3.1).

AL-CS boncuk formiilasyonu ise farkli ¢alisma gruplan tarafindan verilen yontemler
modifiye edilerek hazirlanmistir (Rasool and Fahmy 2013; Mujtaba et al. 2014).
Hazirlanan sodyum AL ¢ozeltisi (10 mL, %2 a/h) enjektor yardimiyla (26 G) 0,1 g CS
iceren ve pH’s1 asetik asitle 4,5’e ayarlanmig CaCl, (1 g) ¢ozeltisine (20 mL)
damlatilmigtir (700 rpm, 15 dakika). Olusan boncuklarin karistirilmasina devam
edilerek sertlesmeleri saglanmis, daha sonra boncuklar siiziilerek toplanmis ve

boncuklar liyofilize (24 saat) edilmistir (Sekil 3.1).

Herbir formiilasyon en az ticer kez hazirlanmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rasool%20BK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23482311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fahmy%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23482311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mujtaba%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24915550
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Sekil 3.1. AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan
yontemlerin sematik gosterimi

3.2.2.b. Metformin HCI iceren AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlarimin

hazirlanmasi

Metformin HCI yiiklii-boncuk formiilasyonlarin hazirlanmasi i¢in Bolim 3.2.2.a’da
agiklanan hazirlama yontemi sodyum aljinat ¢ozeltisine 100 mg metformin HCI ilave
edilmesi disinda aynen tekrar edilmistir. Herbir formiilasyon en az iiger kez

hazirlanmastir.

3.2.2.c. Bos CS mikrokiire formiilasyonunun hazirlanmasi

CS mikrokiireleri emiilsiyon-¢apraz baglanma yontemi kullanilarak hazirlanmigtir
(Nayak 2009). 0,5 g CS ve 0,5 g Tween 80 iceren sulu ¢ozelti (25 mL) 1 g Span 80
igeren sivi parafin (50 mL) iizerine bir enjektér (26 G) yardimiyla damlatilirken
homojenizatsr (Ultraturrax, IKA®, RW20.n, Almanya) kullanilarak homojenizasyon
islemi gergeklestirilmistir (30 dakika). Bu siirenin sonunda ¢apraz baglayici olarak 2,5
mL gluteraldehit ¢ozeltisi (%25 a/h’lik sulu ¢ozeltisi) karisima enjektor (26 G)
yardimiyla damlatilarak 1 saat karistirtlmistir. Daha sonra, 3000 rpm’de 30 dakika

(15C°) santrifiij yapilarak mikrokiireler toplanmis ve petrol eteri ile 3 kez yikama islemi
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gerceklestirilmistir (her yikama sonrasi santrifiij kosullar:: 3000 rpm, 30 dakika, 15 C°).
Yikama islemi sonrast kiireler saf su igerisinde siispande edilerek yikama c¢ozeltisi
kalintis1 rotavaporda 45°C’de, 20 dakika siireyle uzaklastirtlmistir. Mikrokiireler 48

saat siireyle liyofilize edilmistir. Herbir formiilasyon en az ticer kez hazirlanmstir.

3.2.2.d. Metformin HCI yiiklii-CS mikrokiire formiilasyonunun hazirlanmasi

Metformin HCI yiiklii-kitosan mikrokiire formiilasyonunun hazirlanmasi i¢in Boliim
3.2.2.c’de agiklanan hazirlama yontemi CS ¢ozeltisine 100 mg metformin HCI ilave
edilmesi disinda aynen tekrar edilmistir. Herbir formiilasyon en az {iger kez

hazirlanmstir.

3.2.3. Hazirlanan boncuk ve mikrokiire formiilasyonlarimn karakterizasyonu

3.2.3.a. Hazirlama verimi

Tasiyict sistemleri hazirlamada kullanilan yontemlerin etkinliinin degerlendirilmesi
i¢in verim hesabi yapilmistir. Uretim sonunda elde edilen tasiyici sistem agirlig, iiretim
sirasinda  kullanilan kuru madde (etkin madde, polimer) agirliginin toplamina

oranlanmis, elde edilen bu oran ylizde cinsinden ifade edilmistir (Sekil 3.2).

'd A\
Verim = (A/B)x100

A: Elde edilen toplam tagiyicr sistem agirh@ (mg)
B: Etkin madde + Polimer agirhg (mg)

N J

Sekil 3.2. Hazirlama verimi hesaplamasi
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3.2.3.b. Hazirlanan formiilasyonlarin yiizey o6zelliklerinin ve partikiil

biiyiikliiklerinin tayini

Hazirlanan metformin HCI yiiklii-AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlarinin (yas halde)
dijital fotograflar1 ¢ekilmistir. Ayrica, SEM kullanilarak liyofilize edilmis metformin
HCI yiikli-AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlar: ve CS mikrokiirelerinin sekilleri ve
yiizey ozellikleri incelenmistir. SEM analizi i¢in formiilasyonlar iki tarafi yapiskan bant
araciligi ile metal levhalar tlizerine tespit edilerek altinla kaplanmistir. Daha sonra

ornekler SEM ile incelenmis ve fotograflar ¢ekilmistir.

AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlarmin (yas halde) partikiill boyutlar1 kumpas
kullanilarak ol¢iilmiistiir. Liyofilizasyon dncesi CS mikrokiirelerinin partikiil biiytikligii
dlgiimleri Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd. Ingiltere) cihazi kullanilarak

25°C’de gerceklestirilmistir.

3.2.3.c. Boncuk ve mikrokiire formiilasyonlarmma yiiklenen Metformin HCI

miktarinin Saptanmasi

Hazirlanan liyofilize AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlarindan (bos ve etkin madde
yuklit) 20’ser mg tartilarak renkli siselere konmus ve tizerlerine 20 mL PB, pH 6.8 ilave
edilmistir. Bu siseler oda sicakliginda 15 dakika ultrasonik banyo igerisinde
tutulmustur. Daha sonra, c¢ok noktali karistiriciya alinarak 750 rpm’de 4 saat
karistirilmis (karanlik ortamda) ve bu silirenin sonunda karigimlar 5000 rpm’de 15
dakika (15°C) santrifiij edilerek siipernatantlar1 alinmistir. UV-spektrofotometrik

yontemle (232 nm) etkin madde miktar tayini gerceklestirilmistir.

Liyofilize CS mikrokiire formiilasyonlarindan da (bos ve etkin madde yiiklii) 20’ser mg
tartilarak renkli siselere konmustur. Siselere 15 mL PB, pH 6.8 ilave edilerek 2 dakika
vortekslenmistir. Daha sonra, ¢ok noktali karistiriciya alinarak 750 rpm’de 3 saat

karistirilmistir (karanlik ortamda) ve bu silirenin sonunda karigimlar 5000 rpm’de 20



26

dakika (15°C) santrifiij edilerek siipernatantlar1 alinmustir. UV-spektrofotometrik

yontemle (232 nm) etkin madde miktar tayini gerceklestirilmistir.

3.2.3.d. In vitro salim deneyleri

In vitro salim deneyleri iki farkli ortamda (PB pH 6,8 ve HCI pH 1,2 tamponu)
gergeklestirilmistir. Hassas terazide, renkli cam siselere tam olarak 20 mg tartilan etkin
madde yiiklii boncuk formiilasyonlar tizerine 20’ser mL uygun ortam konmus ve salim
calismasi, sicakligi 37+0,5°C’de sabit tutulan yatay c¢alkalayicili su banyosunda (50
rpm) gerceklestirilmistir. Aynmi islemler, bos boncuk formiilasyonlarina da
uygulanmistir. Belirli zaman araliklarinda, 3’er mL 6rnek alinmis ve alinan 6rnek yerine
ayn1 hacimde taze ortam konmustur. Alinan 6rnekler, 12500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmis ve elde edilen siipernatantlarda etkin madde miktar tayini UV spektrofotometrik
yontem (PB pH 6,8 ortami i¢in 232 nm; HCI pH 1,2 ortam1 i¢in 209 nm) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

CS mikrokiire formiilasyonlar1 i¢in in vitro salim calismasi diyaliz torbasi yontemi
kullanilarak iki farkli ortamda (PB pH 6,8 ve HCI pH 1,2 tamponu) gergeklestirilmistir
Metformin HCl-yiiklii mikrokiirelerinin (20 mg) soz konusu ortamlardaki
stispansiyonlar1 molekiil biiyiikliigii gecirgenlik sinirt (MWCO) 14000 Da olan diyaliz
membrant igerisine yerlestirilmistir. Bu diyaliz torbalar1 renkli cam siselere
yerslestirilerek iizerlerine 15’er mL ilgili salim ortamlar1 eklenmis ve salim ¢aligsmasi
yatay calkalayicili su banyosunda (37+£0,5°C, 50 rpm) gerceklestirilmistir. Ayni
islemler, bos mikrokiire formiilasyonlarina da uygulanmistir. Belirli zaman araliklarinda
salim ortamlarindan 3’er mL O6rnek alinmis ve alinan 6rnek yerine ayni hacimde taze
ortam konmustur. Alinan 6rnekler, 12500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve elde
edilen siipernatantlarda etkin madde miktar tayini UV-spektrofotometrik yontem
kullanilarak (PB pH 6,8 ortami i¢in 232 nm; HCl pH 1,2 ortami i¢in 209 nm)
gergeklestirilmistir.
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Her bir formiilasyon i¢in n=3 olacak sekilde ¢alisilmistir. % Kiimiilatif salim degerleri

hesaplanmis ve veriler grafikler halinde sunulmustur.

3.2.3.e. Etkin maddenin, polimerlerin ve hazirlanan formiilasyonlarin FT-IR

spektrumlarinin alinmasi

Metformin HCI, AL, CS, boncuk ve mikrokiire formiilasyonlarinin KBr diskleri

hazirlanmis ve FT-IR kullanilarak infrared spektrumlari alinmigtir.

3.2.3.f. Etkin maddenin, polimerlerin ve hazirlanan formiilasyonlarn DSC

diyagramlarinin elde edilmesi

Calismada kullanilan metformin HCI, AL, CS, boncuk formiilasyonlar1 ve mikrokiire
formiilasyonlart i¢in DSC diyagramlar Netzsch STA 409 PC Luxx®™ marka diferansiyel
taramali kalorimetre kullanilarak elde edilmistir. DSC deneylerinin tiimii azot
atmosferinde gergeklestirilmis ve gaz akis hiz1 60 mL/dakika olarak ayarlanmistir. Tiim
DSC olgiimleri i¢in 25-400°C sicaklik araliginda 5 veya 10°C/dakika 1sitma hizinda
calisilmistir. Biitiin analizlerde bir dizi standart (In, Sn, Bi, Zn, Al, Ag, Au, Ni) ve

referans olarak da alumina kullanilmistir.

3.2.4. In vivo ¢alismalar

S6z konusu ¢alisma igin Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’ndan
31.05.2013 tarih ve 38 karar numarasi ile etik onay alinmigtir (EK-1). Calisma igin 180-
250 g agirlik araliginda erkek Sprague-Dawley cinsi 59 adet sican Atatiirk Universitesi
Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM)'nden temin edilerek
standart sigcan yemi ile beslenmeleri saglanmis ve igme suyu siseleri giinliik olarak
degistirilmistir. Tim sicanlar deney Oncesi ve deney sonlanincaya kadar deney
hayvanlar1 laboratuarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 24+2°C oda

sicakliginda barmdirilmstir.
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Ac¢hk serum insiilin seviyesinin tayini: Deneyden bir gece Once siganlara yem
verilmesi Kkesilerek sadece su verilmistir. STZ injeksiyonundan once siganlarin
baslangi¢ agirliklar1 (g) saptanmis ve bazal kan glikoz degerleri (mg/dL) glukometre
(On.Call® Plus, Acon Lab., Inc. Amerika) ile olciilmiistir. Daha sonra, siganlarda
diyabet olusturmak icin hemen uygulama 6ncesi pH 4,5 soguk sitrat tamponu icinde
hazirlanmig STZ ¢ozeltisi (1 mL) si¢anlara i.p. olarak enjekte edilmis (40 mg/kg) ve bu
enjeksiyondan 15 dakika sonra hemen uygulama o6ncesi hazirlanan NA’nin %0,9’luk
NaCl igerisindeki ¢ozeltisi (1 mL) i.p. olarak hayvanlara (120 mg/kg) verilmistir.
Uygulamanin 7. giiniinde kuyruk veninden alinan kan 6rneginde aclik kan glikoz diizeyi
>126 mg/dL olanlar diyabetik (Tip 2) olarak kabul edilmis ve bu si¢anlarin (n=8)
kuyruk veninden kan Ornekleri alinarak santrifiij edilmistir (10000 rpm, 10 dakika).
Elde edilen serum ornekleri analiz gerceklestirilinceye kadar -80°C’de muhafaza
edilmistir. Ayrica, hi¢cbir uygulama yapilmayan saglikli siganlarinda (n=8) ayni sekilde
serumlar1 elde edilerek ayni sartlarda saklanmustir. Insiilin tayini EIA test kiti (SPI-BIO
Bertin Pharma, Rat Insulin Enzyme Immunoassay Kit, Fransa) kullanilarak saglikli ve
diyabetik si¢anlardan elde edilen serumlarda insiilin tayini gergeklestirilmistir (Barik

2008; Kakadiya 2010; Bisht and Bhattacharya 2013; Skovse 2014).

Hipoglisemik etkinin saptanmasi: Yukarida anlatildigi sekilde diyabet olusumu i¢in
secilen STZ ve NA dozlarinin uygun oldugu saptanmistir. Daha sonra ise hipoglisemik
etkinin saptanmas1 amaciyla, deneyden bir gece 6nce saglikli siganlara yem verilmesi
kesilmis ve sadece su verilmistir. STZ injeksiyonundan Once si¢anlarin baslangig
agirhiklart (g) saptanmis ve bazal kan glikoz degerleri (mg/dL) glukometre ile
Olclilmiistiir. Daha sonra, siganlarda diyabet olusturmak i¢in hemen deney oncesi pH 4.5
soguk sitrat tamponu ig¢inde hazirlanmis STZ ¢ozeltisi (1 mL) si¢anlara i.p. olarak
enjekte edilmis (40 mg/kg) ve bu enjeksiyondan 15 dakika sonra hemen uygulama
oncesi hazirlanan NA’nin %0.9’luk NaCl igerisindeki ¢ozeltisi (1 mL) i.p. olarak
hayvanlara (120 mg/kg) verilmistir. Uygulamanin 7. giiniinde kuyruk veninden alinan
kan orneginde aglik kan glikoz diizeyi >126 mg/dL olanlar diyabetik (Tip 2) olarak
kabul edilip caligmaya dahil edilmistir (Barik 2008; Kakadiya 2010; Bisht and
Bhattacharya 2013; Skovse 2014). Calisma gruplar1 asagidaki sekilde belirlenmistir.
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Calisma Gruplari: Grup | Hicbir madde uygulanmayan saglikli sicanlardan (n=6)

olusan gruptur.

Tip 2 diyabet oldugu kabul edilen siganlar ise 5 ayri grup olusturacak sekilde
boliinmiistiir. [n vitro ozellikleri en uygun olan formiilasyonlar (AL ve AL-CS

boncuklari) segilerek bu ¢alismada kullanilmistir.

Grup 1l: Tlag almayan diyabetik hayvanlar (DM grubu) (n=8); Grup IlI: saf Met HCI
cozeltisi (100 mg/kg) verilen diyabetik hayvanlar (n=6); Grup IV: bos boncuk
formiilasyonu verilen diyabetik hayvanlar (n=8); Grup V: AL-CS Met HCI boncuk
formiilasyonu (100 mg/kg metformin HCl’ye esdeger) verilen diyabetik hayvanlar
(n=9); Grup VI: AL Met HCI boncuk formiilasyonu (100 mg/kg metformin HCI’ye
esdeger) verilen diyabetik siganlar1 (n=6) igermektedir. Diyabetik sicanlara etkin madde
cozeltisi ve tim boncuk formiilasyonlar1 plastik besleme tiipii kullanilarak oral yolla

uygulanmistir.

Belirlenen zaman araliklarinda (0., 2., 3., 4., 6., 8., 12. saat) kuyruk veninden alinan kan
orneginde kan glikoz diizeyi glukometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bu siire boyunca tiim

sicanlara sadece su verilmis ve yem verilmemistir.

3.2.5. Istatistiksel yontem

Tez calismasi kapsaminda, formiilasyonlar arasinda partikiil biiyiikliigii, enkapsiilasyon
etkinligi ve in vitro salim galisma sonuglar1 ve in vivo deney verilerinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmigtir (p<0.05: aradaki

farkin anlamli olmasi1 durumu).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. UV-spektrofotometrik yontemle miktar tayini bulgular

PB pH 6,8 ve HCI pH 1,2 tamponu i¢inde hazirlanan etkin madde ¢ozeltilerinin 200-400
nm dalga boyu araliginda UV spektrumlar1 Boliim 3.2.1°de anlatildig1 sekilde alinmis
ve maksimum absorbans dalga boylar1 sirasiyla 232 nm ve 209 nm olarak tespit

edilmistir.

Etkin maddenin belirtilen ortamlardaki kalibrasyon dogrular1 da Boélim 3.2.1°de
belirtildigi  sekilde c¢alisilarak elde edilmistir. Calismalar 6 seri lizerinden
gerceklestirilmistir. Hazirlanan ¢dozeltilerin - absorbanslari  dl¢lilmiistiir. Her bir
konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri grafige
gecirilerek dogru denklemleri elde edilmistir. Kalibrasyon dogrularina ait denklemler
lineer regresyon ile bulunmustur. Her seri i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusuna ait
egimler karsilastirilmis ve her iki ortam iginde hesaplanan VK degerleri <%1 olarak

bulunmustur. Metformin HCI’nin kalibrasyon dogru ve denklemleri Sekil 4.1 ve 4.2°de

verilmistir.
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Sekil 4.1. Metformin HCI standart ¢6zeltilerinin PB pH 6,8 ortami i¢indeki kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (X+£SS; n=6)
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Sekil 4.2. Metformin HCI standart ¢ozeltilerinin HCI pH 1,2 ortami igindeki
kalibrasyon dogrusu ve denklemi (X+SS; n=6)

4.1.1. Analitik yontem validasyonu bulgulari

Giin i¢i kesinlik ve dogrulugun tespiti i¢in kalibrasyon dogrusu araliginda yer alan 3
farkli konsantrasyonda (etkin madde konsantrasyonlari: PB pH 6,8 ortamu i¢in 3,5; 5,5;
8,5 ng/mL ve HCI pH 1,2 ortam i¢in 3,5; 5,5; 7,5 pg/mL), her bir konsantrasyondan
6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni giin i¢inde arka arkaya
Olctimleri gergeklestirilmistir. Glinler arasi kesinlik ve dogrulugun tespiti i¢inse yine
yukarida belirtilen 3 farkli konsantrasyonda (farkli ortamlardaki), her bir
konsantrasyondan 6’sar adet olacak sekilde hazirlanan standart c¢ozeltilerin birbirini
takip eden 3 giin i¢cinde absorbanslari Ol¢iilmiis ve ilgili hesaplar yapilarak sonuglar

Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Analitik yontem validasyonu i¢in elde edilen giin i¢i ve giinler arasi
dogruluk ve kesinlik degerleri

Hesaplanan
Konsantrasyon
Konsantrasyon
(ng/mL) Upogruluk  PKesinlik
(ng/mL)
(X£SS)

3,5 3,455+ 0,034 -1,295 0,972
BlGiin ici 5,5 5,461 + 0,029 -0,715 0,527
BB bH 6.8 8,5 8,343 + 0,026 -1,848 0,307
PH® ' 3,5 3,507 = 0,045 0,207 1,293

“Giinler
55 5,506 + 0,091 0,119 1,656

arasl

8,5 8,499 + 0,106 -0,001 1,249
3,5 3,481 + 0,020 -0,533 0,567
BlGiin igi 55 5,438+ 0,042 -1,121 0,765
HCl bH 1.2 75 7,483 +0,038 -0,225 0,503
ok . 3,5 3,479 + 0,035 -0,601 1,005

“Giinler
55 5,447 + 0,016 -0,969 0,299

arasli

75 7,507 + 0,008 0,094 0,110

Bag1l Hata(%); ' Varyasyon katsayis1 (%); ™' Her bir konsantrasyon i¢in n=6; "Her bir konsantrasyon
icin n=6/giin

Hazirlanan formiilasyonlarda kullanilan maddelerin (CS, AL gibi), kullanilan ortamlarin
icerdigi bilesenlerin ilgili dalga boyunda metformin HCI’nin absorbansini etkileyip
etkilemedigini ve analitik yontemin etkin maddeye 6zgiin olup olmadigim1 gdstermek
lizere bos (etkin madde icermeyen) formiilasyonlarin ve ortamlarin UV spektrumlar
alinarak incelenmistir. Metformin HCI’nin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda
ortam bilesenleri ve formiilasyona giren yardimci maddelerin absorbans vermedikleri
gozlenmistir. Gelistirilen ve validasyonu gergeklestirilen analitik yontemin metformin

HCI tayini i¢in uygun oldugu tespit edilmistir.
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4.2. Boncuk ve mikrokiire formiilasyonlarina ait bulgular

Polimerler kati, sivi ve yari-kati dozaj sekilllerinin ve oOzellikle degistirilmis salim
sistemlerinin formiilasyonlarinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Bu amacgla,
biyoparcalanabilir, sentetik ve dogal polimerler c¢ogunlukla tercih edilmektedir.
Ozellikle, dogal polimerler ekonomik olmalari, kolaylikla bulunabilir olmalari,
kimyasal olarak modifiye edilebilmeleri, biyouyumlu, biyoparc¢alanabilir olmalari,
toksik olmamalar1 gibi istiinliiklerinden dolay1r farmasotik alanda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (Gandhi et al. 2012).

Kitosan biyouyumlu ve biyoparcalanabilir dogal bir polimerdir. Kitosanin ilag
taginmasiyla ilgili onemli ozellikleri pozitif yiik tagimasi ve mukoadezif ozellik
gostermesidir. Oral ilag tasiyic1 sistemler agisindan mukoadezif dzellik énemlidir. Tlag
tasiyict sistemin absorpsiyon bolgesinde daha uzun siire kalmasini saglamak iizere bu
Ozellikten faydalanilir ve sonug olarak da etkin madde absorpsiyonunda artis ve oral
biyoyararlanimda ise diizelme saglanir (Zhang 2012). Bu nedenle, intestinal epitel
boyunca absorpsiyon artirici potansiyelinden dolay1 kitosan polimeri ilizerinde yogun
caligmalar yapilmaktadir (Ma and Lim 2003; Van der Merwe et al. 2004; Garcia-
Fuentes et al. 2005; Mao et al. 2005; Gandhi et al. 2012; Zhang 2012).

Aljinat, farmasotik dozaj sekillerinde ve ozellikle degistirilmis salim sistemlerinin
hazirlanmasinda yogun bir sekilde tercih edilerek kullanilan, biyouyumlu,
biyopargalanabilir, mukoadezif ozeliklere sahip dogal, polianyonik ve hidrofilik bir
polimerdir (Kesavan 2010; Donati et al. 2011). Sodyum aljinat, aljinik asitin sodyum
tuzudur. Aljinat, G-G bloklar1 araciligi ile ¢ok degerli katyonlarla (Ca*?, AI*® v.b.)
etkilesimi sonucu molekiiller arasi baglanma gergeklesir (Kesavan 2010). Cogunlukla
capraz baglayici olarak CaCl, tercih edilmektedir (Tavakol et al. 2013; El-Aassar et al.
2014). Aljinatin G yapilart ile kalsiyum iyonlar arasindaki tercihli etkilesim sonucu 3-
boyutlu iyonotropik hidrojel matriks yapisi sekillenir (Kesavan 2010). Ortamdaki
katyonun miktarina bagli olarak zincirler arasinda olusan bag gecici veya devamlidir.
Olusan iyonik etkilesim yiiksek katyon konsantrasyonlarinda devamli iken diisiik

konsantrasyonlarda ise gecicidir (Gandhi et al. 2012). AL-boncuk formiilasyonu


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Donati%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21995461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Aassar%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24857870
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hazirlanmasinda da ¢ok degerlikli katyonlarla olan bu etkilesimden yogun bir sekilde
faydalanilmaktadir. Capraz baglayicinin tipi, konsantrasyonu ve sertlestirme siiresi

boncuklarm 6zelliklerine etki eden énemli faktdrlerdir (Iskenderoglu 2007).

Bizim ¢alismamizda da ¢apraz baglayici olarak ¢okga tercih edilen CaCl, (AL boncuk
formiilasyonu i¢in %15 a/h; AL-CS boncuk formiilasyonu i¢in %5 a/h) segilerek
kullanilmis ve boncuk formiilasyonlar1 iyonotropik jelasyon yontemiyle hazirlanmistir.
Aljinat ¢Ozeltisinin konsantrasyonu ise her iki boncuk formiilasyonu i¢inde %2 a/h
olarak belirlenerek kullanilmigtir. Boncuklarla ilgili yapilan bir ¢alismada, yiiksek
aljinat konsantrasyonu segildiginde (%3) polimer ¢dzeltisinin viskozitesinin arttig1 ve
bu durumun damlatmay1 zorlastirdigi, diisiik aljinat konsantrasyonlarinda (<%1,8) ise
boncuklarin tam olarak kiiresel olmadigi ve kurutma sirasinda sekillerinin hizla
bozuldugu, bu nedenlerden dolay: alijnat konsantrasyonunun %?2 olarak segildigi ifade
edilmistir (Iskenderoglu 2007). Calismamizda, CS mikrokiireleri ise emiilsiyon-¢apraz

baglanma yontemi kullanilarak hazirlanmistir.

4.2.1. Formiilasyonlara ait hazirlama verimi bulgular

Hazirlama verimi bulgulari Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Formiilasyonlara ait hazirlama verimi bulgular1 (X£SS; n=3)

Formiilasyonlar Verim (%)

Bos AL Boncuk 30,71+£1,02

Bos AL-CS Boncuk 39,25+0,67

Bos CS Mikrokiire 50,51+11,95
Metformin HCI yiikli-AL Boncuk 51,69+1,27
Metformin HCl yiikli-AL-CS Boncuk 37,86+0,36

Metformin HCI yiikli-CS Mikrokiire 42,32+2.95
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Calismamizda, tim boncuk ve mikrokiire formiilasyonlar1 i¢in hazirlama verimi
degerleri %30,71-51,69 araliginda saptanmustir (Cizelge 4.2). Hazirlama verimleri
acisindan bos ve etkin madde yiikli AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 (p=0.05) tespit edilmistir. Metformin HCI
suda yiiksek ¢ozliniirliige sahip olan ve biiyiik olasilikla fizyolojik kosullarda pozitif
yiik tasiyan bir molekiildir (EMEA 2007). CaCl, ¢ozeltisinden dolayr ortam pH’si
yiikselmektedir. Iyonotropik jelasyon sirasinda + ve — yiiklerin dengesindeki bu gibi
ufak degisiklikler hazirlama verimini etkilemektedir. Ayni sekilde, bos ve etkin madde
yiiklii mikrokiirelerin hazirlama verimi degerleri arasinda da istatistiksel olarak anlamli

bir fark olmadig1 (p>0.05) saptanmastir.

4.2.2. Formiilasyonlarin yiizey ozelliklerine ve partikiil biiyiikliiklerine ait bulgular

Metformin HCI iceren AL ve AL-CS boncuklarinin dijital goriintiileri alinmis ve yas
halde iken tiim boncuklarin kiiresel olduklari gozlenmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4).
Dondurarak kurutma sonrasi ise boncuklarin SEM goriintiileri alinmis ve boncuklarda
biiziilme olayinin meydana geldigi saptanmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4). Zohar-Perez et
al. (2004) tarafindan yapilan bir calismada da benzer sonuglar elde edilmis ve
liyofilizasyon sonrasi boncuklarda biiziillme meydana geldigi raporlanmistir. Bununla
birlikte, liyofilize edilmis metformin HCIl igeren CS mikrokiirelerinin de SEM

goriintiileri alinmis ve kiiresel olduklari belirlenmistir (Sekil 4.5).

Hazirlanan tiim formiilasyonlara ait partikiil biiyiikliigii degerleri ise Cizelge 4.3’te

verilmistir.
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Sekil 4.3. Metformin HCI yiikli-AL boncuk formiilasyonunun (a) SEM goriintiisii ve
(b) dijital fotografi

Sekil 4.4. Metformin HCI yiikli-AL-CS boncuk formiilasyonunun (a) SEM goriintiisii
ve (b) dijital fotografi
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Sekil 4.5. Metformin HCI yiiklii-CS mikrokiirelerinin SEM goriintiisii

Cizelge 4.3. Hazirlanan formiilasyonlara ait ortalama partikiil biiyiikliigii degerleri (X +
SS)

Formiilasyonlar Ortalama Partikiil Biiyiikliigii
(um)

Bos AL Boncuk (n=36) 1742+105

Bos AL-CS Boncuk (n=36) 1714£140

Bos CS Mikrokiire (n=3) 9,06£1,32
Metformin HCI yiikli-AL Boncuk (n=36) 1850+103
Metformin HCI yiiklii-AL-CS Boncuk (n=36) 1733+60
Metformin HCI yiiklii-CS Mikrokiire (n=3) 9,21+2,16

Ayrica, hazirlanan boncuk formiilasyonlariin partikiil biiytikliigii degerlerinin 1714-
1850 um araliginda oldugu (Cizelge 4.3), tiim boncuk formiilasyonlarinin (bos ve etkin
madde yiikli AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlar1) partikiil blyiikligii degerleri
arasinda anlamli bir fark olmadigi (p>0.05) saptanmistir. Etkin madde:aljinat orani,

capraz baglayic1 konsantrasyonu ve sertlestirme stiresi boncuklarin partikiill boyutunu
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etkileyen onemli faktorlerdir (Iskenderoglu 2007). Bos ve metformin HCl-yiiklii CS
mikrokiire formiilasyonlarinin partikiil boyutlar1 ise sirasiyla 9,06 ve 9,21 um (p>0.05)
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

4.2.3. Formiilasyonlara ait yiikleme etkinligi ve yiikleme kapasitesi bulgular:

Tastyict sistemlere yiiklenen metformin HCI miktar1 Boliim 3.2.3.c’de agiklandig:
sekilde tespit edilmistir. Hesaplanan yiikleme etkinligi ve yiikleme kapasitesi degerleri

Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Formiilasyonlara ait yiikleme etkinligi ve yiikleme kapasitesi degerleri
(X£SS; n=3)

Yiikleme Etkinligi  Yiikleme Kapasitesi

Formiilasyonlar
(%) (%)
Metformin HCI yiiklii-AL Boncuk 33,58+1,56 1,98+0,08
Metformin HCI yiikli-AL-CS Boncuk 24,11+1,72 4,55+0,28
Metformin HCI yiiklii-CS Mikrokiire 20,05+6,92 1,444+0,47

AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlari i¢in elde edilen yiikleme etkinligi degerleri ise
sirasiyla %33,58 ve %24,11 (Cizelge 4.4) olarak tespit edilmis ve aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p=0.05) tespit edilmistir. CS mikrokiireleri i¢inse
saptanan yiikleme etkinligi degeri %20,05°tir. Ug formiilasyon iginde hesaplanan
yiikleme etkinligi degerleri diisiik bulunmustur. Suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip olan
metformin HCI’nin hazirlama sirasinda sulu kisma kag¢isi bu durumun nedeni olarak
gosterilebilir. Boncuk formiilasyonlarinda sertlestirme siiresi artik¢a bu kagis daha da
fazla olmaktadir. Ramteke et al. (2012) hazirladiklar1 metformin HCI-yiiklii aljinat
boncuklar1 (CaCl, capraz baglayict olarak kullanildiginda) i¢in yiikleme etkinligi
degerini %25 olarak saptamislar ve diisiik ylikleme etkinligini etkin maddenin sudaki

yiiksek ¢ozilintirliigiine baglamislardir.
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4.2.4. In vitro sahm calismalarina ait bulgular

Hazirlanan tiim formiilasyonlara ait in vitro salim ¢alismalar iki farkli ortamda (PB pH
6,8 ve HCI pH 1,2) gergeklestirilmis ve elde edilen salim grafikleri Sekil 4.6 ve Sekil
4.7°de verilmigtir. PB pH 6,8 ortaminda 1 saatte AL- ve AL-CS boncuklarindan
gerceklesen % kiimiilatif metformin HC1 salim degerleri sirasiyla %40 ve %28 ve 8
giinde ise ~%96 ve ~%93 olarak bulunmustur. HCI pH 1,2 ortaminda ise % kiimiilatif
salim degerleri 1 saatte AL- ve AL-CS boncuklar1 i¢in sirastyla %25 ve %27 civarinda,

8 giinde ise her iki formiilasyon iginde yaklasik %93 civarinda ger¢eklesmistir (Sekil
4.6).
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Sekil 4.6. AL ve AL-CS boncuk formiilasyonlarinin HCI pH 1,2 ve PB pH 6,8 igindeki
salim profilleri (X+£SS; n=3)
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Sekil 4.7. CS mikrokiirelerinin HCI pH 1,2 ve PB pH 6,8 icindeki salim profilleri
(X£SS; n=3)

AL-boncuk formiilasyonlarindan etkin madde salimi1 HCI1 pH 1,2 ile karsilastirildiginda
PB pH 6,8 ortaminda daha hizli olarak gergeklesmis, ancak her iki ortamdaki %
kiimtlatif salim degerleri istatistiksel olarak karsilagtirlldiginda anlamli bir fark
olmadigi (ilk 24 saatte her zaman aralig1 i¢in p=0.05 iken daha sonraki her zaman
araligl igin p>0.05’tir) saptanmistir. AL-boncuk ve AL-CS formiilasyonlarindan
gerceklesen kiimiilatif salim yiizdeleri karsilastirildiginda da benzer sekilde istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigi (her zaman aralig1 i¢in p>0.05; her iki ortamda iginde)
belirlenmistir (Sekil 4.6).

Aljinat boncuklari asidik ortama kars1 duyarhidir. Aljinat, pKa degerlerinin (guluronik
asit ve mannuronik asit i¢in sirastyla 3,2 ve 4) altindaki pH degerlerine (asidik ortam,
pH<4) maruz kaldiginda aljinatin karboksil gruplari protonlanarak (-COOH) bu gruplar
arasindaki elektrostatik itme kuvvetlerinde azalmaya neden olur ve molekiiller arasi
hidrojen bag1 varligiyla da polimer zincirlerinin gevsemesini kisitlarlar. Boylece, daha
sik1 bir ag yapist sekillenir ve etkin madde salimi azalir (Jao et al. 2010; Tous et al.
2014). Diger taraftan, notral ve alkali ortamda karboksil gruplart iyonize hale gelir

(COO), negatif yiikler arasindaki elektrostatik itme sonucu polimerik ag yapisi gevser
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ve daha yiiksek difiizyon katsayilari elde edilir. Ornegin, yapay bagirsak sivisinda (pH
7,5) kalsiyum aljinat matriks yapisi, ortamdaki katyonlarla kalsiyumun yer degistirmesi
sonucu siser, ag yapist biiylik Olcliide gevser ve daha hizli bir etkin madde salimi

gerceklesir (Jao et al. 2010).

Rajendran and Basu (2009) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada nimodipin-yiiklii
AL ve AL-CS (CS konsantrasyonlart %0,5 ve %0,75 a/h olarak kullanilmistir) boncuk
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan boncuk boyutlarimin  1486-1602 pum
araliginda degistigi, kitosan varlifiyla boncuk boyutlarinin farklilasmadigi, etkin
madde:polimer oram1 1:3’den 1:4’e degistirildiginde yilikleme etkinligi degerinin
%23’den %18’e distiigli, sisme caligmalarinda ise sisme derecesinin ortam pH’sina
bagl olarak degistigi, AL boncuklari i¢in maksimum sisme oranlarinin PB pH 6,8’de
elde edildigi, pH 1,2°de ise herhangi bir dagilmanin/yapisal degisimin goriilmedigi (8
saat boyunca), pH artik¢a sisme oraninin arttigi belirtilmistir. Kitosan varliginin ise pH
1,2’de AL boncuklarina gére AL-CS boncuklarinin sisme derecesini artirdigi ve PB pH
6,8 ortaminda ise daha yavas sismeye neden oldugu ifade edilmistir. /n vitro salim
calismalarinda ise PB pH 6,8 ortaminda AL-boncuklarindan 6 saatte yaklasik %96
oraninda etkin madde salimi gergeklesirken kitosan varligiyla birlikte etkin madde
salim1 yaklasik %76’ya diismiistiir. PB’deki Na® iyonlari ile boncuk yapisindaki Ca*
iyonlarinin yer degistirmesi sonucu zincir yapisinda gevsemenin oldugu, jellesme veya
sisme derecesinin arttig1 belirtilmistir. AL-CS boncuk yapisindaki Ca*? iyonunun AL
boncuk yapisindakinden daha az oldugu ¢iinkii aljinatin bu durumda hem Ca*? hemde
CS ile kompleks olusturdugu ifade edilmistir. Dolayisiyla, PB pH 6,8 ortaminda AL
boncuklari i¢in daha yiiksek sisme derecesi, daha hizli yapisal kayiplar ve daha ytiksek
etkin madde salim yiizdeleri elde edilmektedir. Tiim bu bulgular, ¢alismamizda AL ve

AL-CS boncuk formiilasyonlar1 i¢in elde etti§imiz salim sonuglariyla uyusmaktadir.

Nayak et al. (2013) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise ¢emen (Trigonella
foenum-graecum L.) tohomu misilaji ve aljinat kullanilarak mukoadezif boncuk
formiilasyonu gelistirilmistir. Boncuk hazirlanmasi i¢in iyonotropik jelasyon yontemi

secilmis ve ¢apraz baglayici olarak CaCl, kullanilmistir. Kullanilan gapraz baglayici
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cozeltisinin konsantrasyonu artik¢a boncuk boyutlarinin kiictildiigii, alginat:miisilaj
oraninin 1 oldugu formiilasyonlar i¢in %210, 7,5, 5 (a/h) CaCl, konsantrasyonlari
kullanildiginda boncuk boyutlarinin sirasiyla 0,88 mm, 1,01 mm ve 1,12 mm oldugu
saptanmustir. Yiksek c¢apraz baglayici konsantrasyonu sonucu gercgeklesen yiiksek
capraz baglanma derecesi ile polimerik yapinin biiziilmesinin boyut kii¢lilmesine neden
oldugu belirtilmistir. Formiilasyonlar i¢in bulunan metformin HCI hapsedilme
etkinlikleri ise %71,63-95,08 (a/a) araliginda saptanmistir. Formiilasyonda miisilaj
miktar1 artistyla polimerik ¢dzeltinin viskozitesinin arttigi, etkin maddenin capraz
baglayict cozeltisine kacisinin azaltildigi ve sonugta hapsedilme etkinliginin arttigi
belirtilmistir. Bununla birlikte, yiiksek capraz baglanma derecesinden dolay1 ¢apraz
baglayici konsantrasyonunun artirilmasi da hapsedilme etkinliginin artirilmasina katkida
bulunmustur. Boncuklarin sisme O6zellikleri HCl pH 1,2 ve PB pH 7,4 igerisinde
incelenmistir. % sisme indeksinin HCI1 ortaminda daha diisiikk oldugu raporlanmistir. PB
icerisinde ise maksimum sigsmenin 2-3 saat icerisinde gergeklestigi, daha sonra erozyon
ve ¢ozlinmenin meydana geldigi ifade edilmis, ortamdaki katyonlarin kalsiyum ile yer
degistirmesi ve ayrica PB icindeki fosfat iyonlarinin ortamdaki varliginin (kalsiyum
tutucu olarak islev goriirler) bundan sorumlu olabilecegi bildirilmistir. In vitro salim
caligmalarin1 HCI1 (pH 1,2) ortaminda 2 saat ve sonrasinda PB (pH 7,4) ortaminda 8 saat
olarak gerceklestirmislerdir. Tiim formiilasyonlar i¢in uzun siireli (yaklasik 10 saat) bir
salim elde edildigi, HCI ortaminda boncuklardan (aljinat, asidik ortama duyarhdir) etkin
madde saliminin yavagca gerceklestigi ve 2 saat sonunda elde edilen % kiimiilatif salim
degerlerinin %15,5’den daha az oldugu ve bu salimin boncuk yiizeyine tutunmus etkin
maddeden kaynaklanabilecegi raporlanmistir. Bu durumun aksine, PB pH 7,4 ortaminda
boncuklarin daha yiiksek derecede sisme 6zelligi gosterdigi, bundan dolay1 etkin madde
saliminin daha hizli gerceklestigi, 10 saatte saptanan % kiimiilatif salim degerlerinin
%69,78-95,70 araliginda bulundugu ve daha yiiksek CaCl, konsantrasyonu
kullanildiginda ise daha yavas ve siirekli bir etkin madde salimi elde edildigi

bildirilmistir.

Nayak et al. (2011) ise metformin HCI’nin salimin1 kontrol etmek ve midedeki kalis

stiresini uzatmak tizere midede yiizen boncuk formiilasyonu gelistirmislerdir. Bu
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amagcla, aljinat:hidroksipropil metil seliiloz polimer karigimi, kalsiyum karbonat (gaz
olusturucu ajan olarak) ve CaCl; (%2, 3, 4 a/h; capraz baglayict olarak) kullanilarak
ylizen aljinat boncuklar1 hazirlanmistir. Bununla birlikte, gaz olusturucu ajan ve
hidroksipropil metil seliiloz kullanilmadan yiizmeyen aljinat boncuklar1 da
hazirlanmistir.  Boncuk formiilasyonlar: i¢in elde edilen yiikleme etkinligi degerleri
~%78-82 araliginda bulunmus ve gaz olusturucu ajanin (gézenek olusumunu ve ¢apini
artirir) konsantrasyonu azaltildiginda daha yiiksek yiikleme etkinligi degerleri elde
edilmistir. Boncuk boyutlarinin ise 861-991 pm araliginda oldugu saptanmis ve gaz
olusturucu ajan konsantrasyonu arttikca boncuk boyutu da artmistir. Yiizen boncuklar
icin elde edilen gozeneklilik degerlerinin yaklasik %68-78 oldugu belirtilmistir. Gaz
olusturucu ajan konsantrasyonu artis1 ile gozeneklilik artmustir. /n vitro salim
calismalar1 yapay mide sivisinda (pH 2) gergeklestirilmis ve 1 saat icinde tiim boncuk
formiilasyonlarindan metformin HCI salimi 9%19,5-25 oraninda gergeklesmistir.
Kalsiyum karbonatin en diisiik oldugu formiilasyon i¢in 8. saatin sonunda en yiiksek
salim yiizdesi (yaklasik %98) elde edilmistir. Kalsiyum karbonat miktarinin artisi ile
boncuk gbdzenekliliginin arttig1 ancak asidik ortamda Ca*? iyon olusumuna neden oldugu
icinde ¢apraz baglanmadan dolay1 i¢ jelasyonun artirdigi ve sonug olarak da salim

yiizdesinin azaldig1 (%89,7) ifade edilmistir.

Choudhury and Kar (2005) tarafindan metformin HCl igeren aljinat boncuklart iki farkli
yontem (emiilsiyon-jelasyon yontemi (farkli yaglar kullanilarak) ve iyonotropik
jelasyon yontemi) kullanilarak hazirlanmis, yiizey sekilleri, boyut ve salim ozellikleri
incelenmistir. Iyonotropik jelasyon yontemi ile 780-900 pm ve emiilsiyon jelasyon
yontemiyle ise 840-1100 um boyutlarinda boncuklar hazirlanmistir. Emiilsiyon jelasyon
yonteminde yag konsantrasyonu artisiyla boncuklarin boyutunda artis ve kiireselliginde
ise diizelme saglandig1 vurgulanmistir. Yag olarak sivi parafin kullanilarak hazirlanan
boncuklarin, diger yaglarla hazirlanan boncuklara ve iyonotropik jelasyonla hazirlanan

boncuklara gére daha basarili bir sekilde siirekli salim gosterdigi raporlanmistir.

Ramteke et al. (2012) metformin HCI-yiikli siirekli salim sistemi gelistirmek iizere

aljinat boncuklarini, ¢apraz baglayici olarak kalsiyum kloriir ve aliiminyum siilfat
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kullanarak iyonotropik jelasyon yontemiyle hazirlamiglardir. Hazirlanan boncuklarin
boyutlarinin 1,33-1,67 mm (CaCl, capraz baglayici olarak kull.) ve 1,47-1,73 mm
(aliminyum siilfat capraz baglayici olarak kull.) araliginda oldugu saptanmis ve polimer
konsantrasyon artis1 ile de boncuk boyutlarinda artis oldugu raporlanmistir. Etkin
madde yiikleme etkinligi %25 (CaCl, ¢apraz baglayici) ve %37 (Aliiminyum siilfat
capraz baglayici) olarak bulunmustur. Diisiik yiikleme etkinliginin etkin maddenin
sudaki yiiksek c¢oziiniirliigiinden kaynaklandigi bildirilmistir. Her iki c¢apraz
baglayicinin kullanildig1 formiilasyonlarda polimer konsantrasyonu artisiyla ylikleme
etkinliginin arttig1, disiik konsantrasyonda CaCl, kullanildigi durumda ise etkin
maddenin olusan gozenekli yiizeyden disar1 kagarak yiikleme etkinliginin diismesine
neden oldugu ifade edilmistir. In vitro salim ¢alismast PB (pH 6,8) ortaminda
gerceklestirilmis ve AlI" kullanilan boncuk formiilasyonlar1 (~10 saatlik stirekli salim)
ile kargilastinldiginda Ca*? kullanilan boncuklardan (~8 saatlik siirekli salim)
yapisindaki Ca*? iyonunun PB ortaminda hizla uzaklasmasindan dolay1 daha hizli bir
etkin madde salimi1 elde edilmistir. Boncuk boyutlari, yiikleme etkinligi ve salim

bulgulari agisindan bizim ¢alismamizla benzer sonuglar elde edildigi goriilmektedir.

Bunun yanisira, metformin HCl-yiiklii boncuk formiilasyonlari ile ilgili yapilan diger bir
caligmada ise, sodyum aljinatin farkli polimerlerle (hidroksipropilmetil seliiloz,
karbopol, pektin ve sodyum karboksi metil seliiloz) karisimi ve ¢apraz baglayici olarak
da CaCl; (%10 a/a) kullanilmigtir. Boncuklarin sisme indeksi degerleri, HC1 (0,1 N)
ortami ile karsilastirildiginda PB igerisinde daha yiiksek bulunmustur (pektin igeren
formiilasyon harig). In vitro salim calismasi (PB pH 6,8) sonucu hidroksipropilmetil
selilloz ve pektin iceren formiilasyonlar i¢in daha hizli bir salim gézlenmis ve tiim
formiilasyonlar igin yaklasik 8 saat devam eden bir salim grafigi elde edilmistir
(Lohithasu et al. 2013).

Bagka bir ¢aligma grubu ise metformin HCI-yiiklii boncuklar hazirlamis ve boncuklari
tablet haline getirmislerdir. Boncuklar, sodyum aljinat, sodyum karboksi metil seliiloz

(polimer karisim oranlar1 1:1) ve CaCly (%5 a/h) kullanmilarak iyonotropik jelasyon
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yontemiyle hazirlanmistir. Hazirlanan tablet formiilasyonlar1 10 saate kadar uzatilmis

salim 6zelligi gostermistir (Damodar and Movva 2014).

Bizim calismamizda, CS mikrokiirelerinden HCI pH 1,2 ve PB pH 6,8 ortaminda 1
saatte sirastyla yaklasik %36 ve %22, 8 giinde ise %98 ve 89 metformin HCIl salim1
gerceklesmistir (Sekil 4.7). Salim grafigi degerlendirildiginde pH 6,8 ortamina gore
asidik kosullarda biraz daha hizli bir metformin HCI salimi oldugu goriilmustiir.
Ancak, istatistiksel analiz gergeklestirildiginde ise her iki ortamda gergeklesen etkin
madde salimlar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.05; tiim zamanlar igin).
Capraz baglayic1 konsantrasyonu, sisme derecesi, porozite, etkin madde ¢oziiniirligi
gibi faktorler CS mikrokiirelerinden etkin madde salimini etkileyen baslica faktorlerdir.
Capraz baglayici olarak gluteraldehit kullanilarak hazirlanan CS mikrokiireleri pH’s1 1,2
olan ortamda imin baglarmin kismi asit hidroliziyle serbestlesen amin gruplarinin
kademeli olarak asidik kosullarda proton kazanmasi sonucu matriks yapisinin
gevsemesi ve artan sisme derecesinden dolay1 etkin madde salimi daha hizli gergeklesir.
pH 6,8’de gerceklesen bag hidrolizi ise asidik kosullara gore daha diisiiktiir (Gongalves
et al. 2005).

CS igerdigi hidroksil ve amino gruplarindan dolay: kolaylikla hidrate olmaktadir, ancak,
capraz baglanma sonrasi hidrofilik 6zelligi degisir. Capraz baglanmada aldehit gruplari
CS’nin amino gruplar ile baglanarak kovalent imin baglar1 olusturur. Olusan bu yap1
nedeniyle iceriye daha az su girisi olur ve daha diisiik sisme derecesi elde edilir. Nayak
et al. (2009) tarafindan ¢apraz baglayici olarak gluteraldehit kullanilarak hazirlanan CS
mikrokiire formiilasyonlar1 i¢in etkin madde salim c¢alismasi PB pH 7,4 ortaminda
gergeklestirilmistir. Capraz baglayict  konsantrasyonu %15’den %35 (a/a)’e
yiikseltildiginde CS mikrokiirelerinin sisme kapasitesi PB pH 7,4 ortaminda %190’dan
%150’ye diismiistiir. Daha diisiik ¢capraz baglayici konsantrasyonlarinda ise mikrokiire
matriks yapisi daha gevsektir, su girisi ve sisme derecesi yiiksektir. %35 gluteraldehit
ve 1:6 etkin madde:CS orani ile calisildiginda PB pH 7,4 ortaminda 12 saatte %70

oraninda etkin madde salimi1 gergeklesmistir.
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4.2.5. Etkin madde, polimerler ve formiilasyonlar icin elde edilen DSC

termogramlar

DSC cihaz1 kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin, etkin maddenin ve polimerlerin

termogramlari alinmis ve bunlar Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10°da gosterilmistir.

Endo]
4 DSC (mW/mg)
— A
31 veeees Met HCI 385
2 - e A boncuk 7
I
1 AL-Met HC | boncuk ’
D : 1
1] 200 ': 400
i T
_1 - : L]
\ ," sSwcakhk €+ 2 306
/7 . g .
i, S - : .
24 134.3 +
= '5
236
i,

Sekil 4.8. Hazirlanan AL boncuk formiilasyonlarina, etkin madde ve polimere ait DSC
diyagramlari
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Sekil 4.9. Hazirlanan AL-CS boncuk formiilasyonlarina, etkin madde ve polimerlere ait
DSC diyagramlari
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Sekil 4.10. Hazirlanan CS mikrokiire formiilasyonlarina, etkin madde ve polimere ait
DSC diyagramlari

DSC gibi termoanalizler polimer analizlerinde, etkin madde-polimer etkilesimlerinin
tayininde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Calvo et al. 1996; Gamisans et al. 1999;
Mainardes et al. 2006). Etkin madde-polimer etkilesimlerini gérmek, termal &zellik
degisimlerini tespit etmek amaciyla saf metformin HCI, kitosan, aljinat, etkin madde
iceren ve igcermeyen AL, AL-CS boncuklar1 ve CS mikrokiireleri i¢in DSC analizleri
gerceklestirilerek DSC diyagramlari elde edilmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10).
Metformin HCI’'nin DSC diyagraminda (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10), 236°C’de
karakteristik, keskin bir endotermik pik goriilmektedir. Metformin HCI ile ilgili yapilan
diger calismalarda da benzer sekilde DSC diyagramlarinda 226-231 °C araliginda
belirgin keskin bir pik saptandigi ifade edilmistir (Corti et al. 2008; Block et al. 2009;
Kumar 2011; Pandit et al. 2013). Kitosan polimerinin DSC diyagraminda ise (Sekil 4.9,
Sekil 4.10) karakteristik olarak gosterilen pikler 80-100 °C civarinda (Tpik:75,5°C) olan
ve polimerin hidrofilik gruplariyla iliskili olan suyun kaybedilmesi sonucu olusan

endotermik pik ve diger pik ise, biiylik bir olasilikla polielektrolitlerin oksidasyon
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reaksiyonlart ve protonlanmis karboksilik gruplarinin kismi dekarboksilasyonu ile
iligkili dehidratasyon ve depolimerizasyon reaksiyonlariin neden oldugu polielektrolit
degradasyonunun sonucu olusan ekzotermik piktir (280-300°C) (Cevher et al. 2006;
Gazori et al. 2009; Tripathi et al. 2009; Yang and Chiu 2012). AL polimerine ait DSC
diyagraminda ise 75,2°C (endotermik) ve 235,2°C (ekzotermik) de iki pik elde
edilmistir (Sekil 4.8; Sekil 4.9). Soares et al. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada da
1sitma hizina baglh olarak AL polimeri i¢in ~80-102°C de endotermik, ~220-260°C de
ise ekzotermik pikler elde edildigi belirtilmistir. AL boncuk ve Met HCI-AL boncuk
formiilasyonlarina ait DSC diyagramlarina (Sekil 4.8) bakildiginda ise 84°C ve 134°C
civarinda, AL-CS boncuk ve AL-CS-Met HCl boncuk formiilasyonlarina ait DSC
diyagramlarinda ise (Sekil 4.9) 98°C civarinda endotermik pikler elde edilmistir.
Metformin HCI’nin polimerik matriks igerisinde molekiiler diizeyde dagilmasinin bir
sonucu olarak metformin HCI’nin karakteristik piki her iki formiilasyon i¢inde DSC
diyagramlarinda goériilmemektedir (Pandit et al. 2013). CS mikrokiire ve Met HCI-CS
mikrokiire formiilasyonlarina ait diyagramlarin ise CS ve Met HCl diyaramlarindan
farkli oldugu goriilmektedir. Ayni sekilde, metformin HCI polimerik matriks igerisinde

molekiiler diizeyde dagilmistir (Pandit et al. 2013).

4.2.6. Etkin madde, polimerler ve formiilasyonlar icin elde edilen FT-IR

spektrumlar:

Etkin madde-polimer etkilesiminin ve hazirlanan formiilasyonlar i¢inde yer alan etkin
madde varliginin saptanmasi amaciyla metformin HCI, AL, CS, boncuk formiilasyonlari
ve mikrokiire formiilasyonlar: i¢in FT-IR kullanilarak infrared spektrumlarr alinmistir.

Spektrumlar, Sekil 4.11-4.19°da gosterilmistir.
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CS’ye ait FT-IR spektrumu incelendiginde, 3232,49 cm™ deki pikin NH,, O-H gerilimi
ve hidrojen baglarindan kaynaklandigi séylenebilir (3200-3550 cm™de hidroksil ve
molekiil i¢i hidrojen baglar1 ve 3300-3500 cm™’de ise primer aminler pik vermektedir).
2879,55 cm™’de —CH,, 1616,78 cm™’de CO, 1146,85 cm™’de O-képriisii, 1032,16 cm™
ve 1060,13 cm™ civarinda ise C-O gerilimlerine ait pikler ve sekonder amidler i¢in
karakteristik frekanslarda NHCO’nun kompleks titresimlerinden dolayr 1373,42 cm™de
pik gozlenmistir (Sekil 4.11) (Mouryaa et al. 2010; Gonil et al. 2011; Salehizadeh et al.
2012). Metformin HCI’nin FT-IR spektrumu, 3367,79 cm™de N-H asimetrik gerilme,
3293,10 cm™ ve 3149,27 cm™’de N-H simetrik gerilme, 1621,90 cm™de C=N gerilme,
ve 1557,70 cm™de -N-H egilme (diizlem ici), 1472,57 em™, 1447,01 cm™, 1417,93
cm™de C-H asimetrik egilme (-CHs), 1166,68 cm™, 1061,30 cm™de, C-N gerilme
(alkil), 936,41 cm™, 735,82 cm™ N-H sallanma, 550,02, 530,34 cm™’de C-N-C egilme
ve 632,29 cm™’de NH; biikiilmelerinden ileri gelen pikler goriilmektedir (Sekil 4.13)
(Gunasekaran et al. 2006; Banerjee et al. 2012). AL spektrumunda ise O-H baglar ile
ilgili olan gerilme titresim piki 3662,30 cm™’de elde edilmis, 2971,71 cm™de alifatik

C-H gerilme titresimlerinden, 1406,38 cm ™V’ de karboksilat esnemesinden, 1066,01 cm™
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C-O gerilme titresimlerinden kaynaklanan pikler, 889,51 cm™de C-C gerilme, C-C-H
gerilme ve C-O egilme titresimlerinden kaynaklanan pik elde edilmistir (Sekil 4.12)
(Daemi and Barikani 2012). AL-boncuk formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu (Sekil
4.14) ile AL-Met HCI formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu (Sekil 4.15)
karsilastirildiginda AL-Met HCl formiilasyonuna ait FT-IR spektrumunda, Metformin
HCUI’ye ait piklere benzer sekilde 2987,66 cm™, 2896,93 cm™, 1417,25 cm™, 642,27 cm
Lde pikler elde edilmistir. AL-CS boncuk formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu (Sekil
4.16) ile AL-CS-Met HCIl formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu (Sekil 4.17)
karsilagtirildiginda AL-CS-Met HC1 formiilasyonuna ait FT-IR spektrumunda
Metformin HCI’ye ait piklere benzer 3369.83 cm™, 2988,71 cm™, 1626,76 cm™,
1066,09 cm™de ki piklerin siddeti artmis ve 937,58 cm™ ve 732,86 cm™’de pikler
saptanmigtir. CS mikrokiire spektrumuna gore CS-Met HCl mikrokiire spektrumunda
2925,66 cm™, 1407,33 cm™ ve 1065,96 cm™de ki piklerin siddeti Metformin HCI
varligiyla artmustir (Sekil 4.18; Sekil 4.19). DSC ve FT-IR analizlerinin sonucu olarak,
metformin HCI’nin gerek boncuk gerekse mikrokiire formiilasyonlarina yiiklendigi

sonucuna varilmistir.

4.3. In Vivo ¢ahsma bulgular

Aclik serum insiilin seviyesinin tayini kisminda (Bolim 3.2.4) aciklandigi sekilde
diyabetik (STZ ve NA kullanilarak siganlarda diyabet olusturulmustur) ve saglikli
sicanlardan elde edilen serum Orneklerinde insiilin EIA test kiti kullanilarak insiilin
tayini gergeklestirilmistir. Saglikli si¢anlar i¢in ortalama aglik serum insiilin seviyesi
0,66+0,09 ng/mL, diyabetik sicanlar (aglik kan glikoz seviyeleri >126 mg/dL olan) i¢in
ise 0,51+0,15 ng/mL olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak, Tip 2 diyabet modeli
gelistirildigine karar verilmistir. Tahara et al. (2008) Sprague Dawley cinsi siganlarda
STZ (50 mg/kg) ve NA (0, 50, 100, 150 ve 200 mg/kg) kullanarak diyabet
olusturmuslardir. Daha sonra bu si¢anlarin ve saglikli sicanlarin plazmalarini toplayarak
bunlarin aglik insiilin seviyelerini insiilin EIA test kiti kullanarak saptamislardir. Sadece
STZ kullanilarak diyabet olusturulan siganlarin aglik plazma insiilin seviyesinin (0,27

ng/mL) saglikli sicanlarin aclik plazma insiilin seviyesi (0,55 ng/mL) ile
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karsilastirildiginda oldukga diistiigii ve diyabetik siganlarin 6nemli bir kilo kaybina
ugradig1 saptanmistir. Ancak, NA kullanilmasiyla ve dozunun artirilmasiyla birlikte
STZ tarafindan olusturulan hiperglisemi, pankreas iizerindeki olumsuz etkiler ve viicut
agirhik kaybi azaltilmis ve 200 mg/kg kullanildiginda ise STZ’nin bu etkilerinin
tamamen Onlendigi raporlanmistir. STZ (50 mg/kg) ile birlikte NA, 50 mg/kg, 100
mg/kg, 150 mg/kg ve 200 mg/kg kullanildiginda saptanan aglik plazma insiilin
seviyeleri sirasiyla 0,50; 0,52; 0,61 ve 0,70 ng/mL olarak saptanmistir. Ac¢lik plazma
glikoz seviyeleri ise saglikli siganlar i¢in 94,6+5,3 mg/dL, STZ kullanildiginda 249+17
mg/dL, STZ-NA (50 mg/kg) kullanildiginda 179+15 mg/dL, STZ-NA (100 mg/kg)
kullanildiginda 125+8 mg/dL ve diger iki NA (150 ve 200 mg/dL) dozu i¢inse sirasiyla
11745 mg/dL ve102+8 mg/dL olarak saptanmistir. Saglikli, STZ uygulanan ve STZ-NA
(50, 100, 150, 200 mg/kg) uygulanan siganlarin agirliklart (uygulamadan 1 hafta sonra)
ise sirastyla 308+8 g, 24344 g, 264+13 g, 295+6 g, 30210 g ve 313+4 g olarak
bulunmustur. Saglikli sicanlarin ortalama agirhigi ile karsilastirildiginda STZ ve STZ-
NA 50 mg/kg doz uygulanan sicanlarin ortalama agirliklar: istatistiksel olarak farkli
iken STZ-NA (100, 150 ve 200 mg/kg dozlar1) uygulanan si¢anlarin ortalama agirliklari
ise anlamli bir fark gostermemistir. Bu nedenle, arastirmacilar tarafindan ciddi diyabet
modeli olusturmak i¢in sadece STZ (50 mg/kg) kullanilirken i1limli diyabet modeli
olusturmak icinse STZ (50 mg/kg)-NA (100 mg/kg) kullanilmistir.

Hipoglisemik etkinin saptanmasi kisminda (Boliim 3.2.4) agiklandigi sekilde STZ-NA
kullanilarak diyabet olusturulan ve bir gece dncesinden a¢ birakilan sicanlara saf Met
HCI, bos boncuk, AL-Met HCI boncuk ve AL-CS-Met HCI boncuk uygulanmis ve
uygulamanin 12. saatine kadar farkli zaman araliklarinda kuyruk venlerinden alinan kan
orneklerinde acglik kan glikoz diizeyleri olgiilmiistiir (Sekil 4.20). Ayni islemler, saf
etkin madde ¢ozeltisi ve formiilasyon uygulanmasi disinda saglikli ve diyabetik siganlar
icin de gerceklestirilmistir. Caligmanin 12. saatinde tespit edilen ortalama % si¢an
agirhik degisimleri Sekil 4.20°de verilmistir. Buna gore, Grup I (kontrol, saglikli) aglik
kan glikoz diizeyleri ile karsilastirildiginda Grup II (diyabetik)’nin aclik kan glikoz
diizeyleri anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05 tiim noktalar i¢in). Grup II ve
Grup IV (bos boncuk) aglik kan glikoz degerleri arasinda anlamli bir fark
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saptanmamistir (p>0.05). Grup III (saf Met HCI) aclik kan glikoz degerleri Grup V
(AL-CS-Met HCI) ve Grup VI (AL-Met HCI) aglik kan glikoz degerleri ile
karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak farkli bulunmustur (Grup V igin 3. ve 4. saat;
Grup VI i¢in 4. saat aclik kan glikoz degerleri hari¢ diger tiim noktalar i¢in p<0.05°dir).
Grup V ve Grup VI aclhk kan glikoz degerleri ise istatistiksel olarak farkli
bulunmamistir (p>0.05; tiim noktalar i¢in). Sonug olarak, saf metformin HCI’ye gore
metformin HCI igeren boncuk formiilasyonlari i¢in kan glikoz seviyesinde daha yavas
bir diisiis gozlenmistir. Met HCI-AL boncuklar1t uygulamanin 3. saatinden itibaren etkin
bir sekilde kan glikoz seviyesinde diisiise neden olurken maksimum diisiis 4. saatte
saptanmigtir. Met HCI AL-CS boncuklari i¢in ise kan glikoz seviyesinde uygulamanin
3.-6. saatleri arasinda diisiis gézlenmistir. Her iki formiilasyon i¢inde saf met HCI’ye
gbre daha uzun siireli hipoglisemik etki elde edilmistir (Sekil 4.20). Calismanin 12.
saatinde tespit edilen ortalama sigan agirliklar1 agisindan gruplar arasinda anlamli bir

fark bulunamamistir (Sekil 4.20; p>0.05).

Nayak et al. (2011) tarafindan STZ kullanilarak Sprague Dawley cinsi erkek siganlarda
diyabet olusturulmus ve midede yiizen/ylizmeyen boncuklarin (400 mg/kg metformin
HCl’ye esdeger) in vivo etkinligi incelenmistir. Yiizmeyen boncuk formiilasyonu
diyabetik siganlarda uygulama sonras1 1 saat i¢inde plazma glikoz seviyesini kademeli
olarak azaltmis ve 4. saatten sonra ise kademeli olarak yiikselerek eski seviyesine
donmiistiir. Yiizen boncuklarda ise 5. saatten sonra plazma glikoz seviyesi daha yavas
bir sekilde kademeli olarak yiikselmistir. Dolayisiyla, ylizen boncuklar agisindan 9.
saate kadar, ylizmeyen boncuklar icinse 5. saate kadar devam ettirilen hipoglisemik etki

elde edilmistir.

Nayak et al. (2013) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise gemen tohomu miisilaj1 ve
aljinat kullanilarak mukoadezif boncuklarin in vivo etkinligi, alloksan kullanilarak
diyabet olusturulmus Albino erkek sicanlarda degerlendirilmistir. Saf metformin
HCI’nin (100mg/kg) uygulandigi diyabetik siganlarda uygulamanin 3. saatine kadar kan
glikoz degerinde hizli bir diislis saglanmis ve daha sonrasinda ise kan glikoz seviyesi

eski seviyesine donmiistiir. Metformin HCI i¢eren boncuk formiilasyonunun (100 mg/kg
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metformin HCI’ye esdeger) uygulandigi1 diyabetik si¢anlarda kan glikoz degerinde 2.
saate kadar % 25 ve 10. saate kadar ise %30’dan daha fazla bir azalma saglanmustir.
Glikoz seviyesinde %25’lik bir azalma 6nemli bir hipoglisemik etki olarak kabul

edilmektedir (Pal and Nayak 2011; Pal and Nayak 2012; Nayak et al. 2013).
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Sekil 4.20. a. Diyabetik sicanlarda boncuk formiilasyonlarmin hipoglisemik etkisi.

b. Siganlarda 12 saatlik deney sonucunda meydana gelen % ortalama agirlik degisimi
Grup I: saglikli sican grubu; Grup II: diyabetik sican grubu; Grup III: saf Met HCI ¢ozeltisi (100 mg/kg)
verilen diyabetik sican grubu; Grup IV: bos boncuk formiilasyonu verilen diyabetik sigan grubu; Grup V:
Met HCI-AL-CS boncuk formiilasyonu (100 mg/kg metformin HCI’ye esdeger) diyabetik sican grubu;
Grup VI: Met HCI-AL boncuk formiilasyonu (100 mg/kg metformin HCI’ye esdeger) verilen diyabetik
sigan grubu.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pal%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22352984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nayak%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22352984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pal%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22352984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nayak%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22352984
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5. SONUC ve ONERILER

v S6z konusu ¢aligmada; metformin HCl-yiiklii polimerik tasiyici sistemler basartyla

hazirlanmus, in vitro ve in vivo olarak karakterizasyon calismalari gergeklestirilmistir.

v" Metformin HCI i¢in miktar tayini yontemi gelistirilmis (UV-spektrofotometre

kullanlarak) ve analitik yontem validasyonu gerceklestirilmistir.

v Hazirlanan tasiyici sistemlerin yaklasik kiiresel sekilli ve uygun salim 6zelliklerine

sahip sistemler olduklari tespit edilmistir.

v" Onformiilasyon galismalar1 sirasinda metformin HCl-yiiklii PLGA nanopartikiilleri
de hazirlanmistir. Ancak, bu sistemler i¢in enkapsiilasyon etkinligi degeri
artirilamamistir. Dolayisiyla, boncuk (~%24-34) ve mikrokiire (~%20) formiilasyonlari
hazirlanmis ve etkin madde yiikleme etkinligi degeri AL/CS polimerleri kullanilarak

artirilabilmistir.

v Polimerik tasiyici sistemlerin karakterizasyonu igin FT-IR, DSC analizleride

gerceklestirilmistir.

v Hazirlanan boncuk formiilasyonlarinin in vivo etkinligi de incelenmis ve saf

metformin HCI’ye gore daha uzun siireli hipoglisemik etki gosterdikleri belirlenmistir.

v" Farkli polimerler (hidrofobik, hidrofilik) kullanilarak hazirlanmig, yiiksek yiikleme
etkinligine sahip nano/mikro-boyutlu tasiyici sistemlerin gelistirilmesi ve in vivo

etkinliklerinin incelenmesi devam galismasi olarak planlanabilir.
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