ANTIEPILEPTIK ETKIN MADDE ICEREN iLAC
SEKILLERININ HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Biisra KANDILLI
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dah

Tez Danmismani
Prof. Dr. Meltem CETIN

Doktora Tezi-2019



T.C.
ATATURK UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

ANTIEPILEPTIiK ETKiN MADDE ICEREN ILAC
SEKILLERININ HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Biisra KANDILLI

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi

Tez Danismani
Prof. Dr. Meltem CETIN

ERZURUM
2019



i i
ATATURK UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

FARMASOTIK TEKNOLOJi ANABILIM DALI

ANTIEPILEPTIK ETKIN MADDE iCEREN ILAC SEKILLERININ
HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Tez Savunma Tarihi
Tez Danismani

Jiiri Uyesi

Jiiri Uyesi

Jiiri Uyesi

Jiiri Uyesi

Biisra KANDILLI

: 08.07.2019

: Prof. Dr. Meltem CETIN (Atatiirk Universitesi)%

: Prof. Dr. Ayse Vildan BESE (Atatiirk Universitesi) \7& féﬂ/"

: Dr. Ogr. Uyesi Afife Blasra UGUR KAPLAN (Atatiirk Universitesi)

e
: Prof. Dr. imran VURAL (Hacettepe Universitesi;Q/ V‘—Q

: Dr. Ogr. Uyesi Esra DEMIRTURK (Cukurova Universitesi) /

Onay

Bu ¢alisma yukarnidaki jiiri tarafindan Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Doktora Tezi
ERZURUM - 2019



ICINDEKILER

ICINDEKILER .........cooviiiiiiieeeeeeeeeteee ettt I
TESEKKUR .......oooviiiitieeeeeeteee ettt s sttt n st st en st ensninan Vi
L0 Y/ D PSP UP TSR PPRPRTOPROTY Vil
ABSTRACT et ettt ettt beenaee s VI
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .......cccccooooiiniiniieee, IX
SEKILLER DIZINT .......c.cooiiiiiiiceeeeeeeeeeee e XII
TABLOLAR DIZINI ......ccooiiiiiiiiiiii s XVI
INGIRIS . ... ... A A ... 1
2. GENEL BILGILER..........cccoooiiiiiiiiiiiss st 3
2.1 EPHIEPST e 3
2.2, Antiepileptik TIAGIAT .........cevvecveiceeiiicee ettt 8
2. 2.1 KBZ .. bbbt 9
2.2.1.1. KBZ’nin Fizikokimyasal OZelliKIEri ..............cccevrvurvirmrerriererieeieseeeeessiesesee e, 9
2.2.1.2. KBZ’nin Farmakolojik OZelliKIEri ..........ccccevrriviveriiirirerereiseeecve e 10
2.2.1.3. KBZ’nin Farmakokinetik OzelliKIEri..........ceueveveuererereeeieeeeeeeeeeeeieeseieeeeeeeeenenn, 11
2.2.1.4. KBZ NN StabiliteST...uvviiiiiiiiiiie ittt 13
2.2.1.5. KBZ DIOZU......uiiiuiieiiii ittt sttt ettt nbe et e b e e 14
2.2.1.6. KBZ’nin Piyasa Preparatlart..........cccocoooiviiiiiiiiiici e 15
2.2.2. LEV ottt e 15
2.2.2.1. LEV’in Fizikokimyasal OZelliKIEri ..........c.ccoovreviveriiirirerererisseecee e 15
2.2.2.2. LEV’in Farmakolojik OzelliKIEri.........cccevivvirivireiiiiieceereeseeecve e 16
2.2.2.3. LEV’in Farmakokinetik OzZelliKIeri.........ccooevevevevererererereieseeeieeeee e, 18
2.2.2.4. LEV’IN StaDIIIEEST .eoevviiiiiiie ettt 19
2.2.2.5. LEV’in Kullanim DOZu .......cooiiiiiiiiiieiiii e 20



2.2.2.6. LEV’in Piyasa Preparatlart .........cccccooiviiiiiiiiiiiccc e 21

2.3. Tlag Tastyic1t Nanopartikiiler SiStemIer ...........coovvevrieverierereiiresieeeseee e, 21
2.3.1. NP Hazirlama YONtemIETT ......c.cccveiiiiiiieiiciiiee s 24
2.3.1.1. NanogOKLUIME Y ONECIMI. . ..ccueiiiiiaiiiiiiieiee st e siee sttt b e e 24
2.3.2. NP Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler ............ccoccooviiiiiiniiiiiciice, 25
2.3. 2.0, PLGA Lo 28
2.4, ADTIEE .o 29
2.4.1. ADT Formiilasyonlarinin Uretim YOntemleri..........cooveveveverrvevereceeissiereseenennnen, 32
2.4.1.1. Liyofilizasyon (Dondurarak Kurutma) YOntemi ..........ccccovvvverierininnneeneninennnns 32
2.4.1.2. Direkt (Dogrudan) Basim YONteMI ........ccccvreeriieriiniiiieniineseesieseeseesne e 33
3. MATERYAL VE METOT ... 35
3L MALEIYAL ... 35
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ... 35
3.1.2. Kullanilan Cihazlar...........cocoooiiiiiiiiceee e 36
B2 . MBEOL ... 37
3.2.1. KBZ ve LEV’in UV SPEKIIUMU .....cuoiiiiiiiieic i 37
3.2.2. KBZ ve LEV’in HPLC Yontemiyle Miktar Tayini ........ccoccvveverieniniennieninennes 37
3.2.2.1. KBZ ve LEV ¢ ait Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi..............ccccceeneee. 37
3.2.2.2. Analitik Yontemin Geerlilifi .......ccvvvviiiiiiiiiiiiiiiicie e 38
3.2.3. KBZ’nin Coziiniirlik Tayini Cali$mast..........cccceerirriieriiiiiienieeee e 42
3.2.4. Nanopartikiiler Sistemlerin Hazirlanmasi............ccooooviiiiiiiii, 42
3.2.5. Hazirlanan Nanopartikiiler Sistemlerin Karakterizasyonu .............c.cccoeveviivennnn, 45
3.2.5.1. YUZEY OZEIHKIEIT.....covvveivieieiiicreieie et 45

3.2.5.2. Partikiil Bliyiikligii, Partikiil Bliylikligi Dagilimi ve Zeta Potansiyel Tayini .45

3.2.5.3. Enkapsiilasyon Etkinligi ve Yiikkleme KapasiteSi Tayini........cccccovvrieniinnennnnnn. 45



3.2.5. 4. HAZITIAMA VETIINIL .vvvniieiieieeeeee ettt e e e e e et et e e e e e e e e e ea e e e e eeeeeeesnneeeeeeees 46

3.2.5.5. In Vitro Salim CalISMASI.........ccevevevereeereeeiesieeseseeieieses e sssensessesesssensessesesnes 46
3.2.5.6. NP Formiilasyonlarina Ait FT-IR ANalizZi ..........ccooviiiiiiiiiecen 47
3.2.5.7. NP Formiilasyonlarina Ait DSC Analizi ..........ccccoviviiiiiiiiiiicc e, 47
3.2.6. ADT Formiilasyonlarinin Hazirlanmast ...........cccocoeviiiiiiiiiiicicces 47
3.2.6.1. Liyofilizasyon Yontemiyle ADT Formiilasyonu Hazirlanmasi......................... 49
3.2.6.2. Direkt Basim Yontemiyle ADT Formiilasyonu Hazirlanmast ... 50
3.2.7. Direkt Basim Yontemiyle Hazirlanan ADT’ler i¢in Toz Kontrolleri................... 50
3.2.7.1. Y1gin Acist ve Akis Siiresi Kontrolii .......coveiveeiieiiinnieiie i 50
3.2.7.2. Basilabilirlik indisi ve Hausner Orant TeSPiti ...........ccccvereveveeerercrerieerereerennnnn, 51
3.2.8. Hazirlanan ADT ler Uzerinde Yapilan /n Vitro Kontroller.............c..cccevenneee. 52
3.2.8.1. ADT’lerin Kiitle Tekdlizeligi Tayini .........ccccerverririeeiiiniiinieneee e 53
3.2.8.2. ADT’lerin igerik Tekdiizeligi TayiNi.......c.coceveriveereiereriercrerieseieseeee e, 53
3.2.8.3. ADT’lerin Cap ve Kalinlig1 Tayini........cccccorveiiiiiiieiicienesece e 53
3.2.8.4. ADT’lerin Kirilmaya Karg1 Direncinin Tayini ........cccoccovcverieiniicninineeneeee 54
3.2.8.5. ADT ler I¢in Ufalanabilirlik (Friyabilite) Tayini ...........cccccoeerrrriirererirsrreenenans 54
3.2.8.6. ADT’lerin Dagilma TeSti.......cooviiiiiiiiiiieiec e 54
3.2.8.7. ADT’lerin COZUNME TESL ....veeeiviiiiiiiiiiie ettt 55
3.2.8.8. ADT’lerin Islanma Siiresi ve Su Absorplama Kapasitesi Tayini ...................... 55
3.2.8.9. ADT’lerin Dispersiyon SUresinin Tayini........cccoovriiiiiiniiiiiieiiniiiie s, 56
3.2.8.10. ADT Formiilasyonlarina Ait FT-IR Analizleri..........cccccoooiiiiiiniincnce, 56
3.2.8.11. ADT Formiilasyonlarina Ait DSC Analizleri ..........c.ccoovivviiiiiiiiniiiiiienen, 56
3.2.9. 111 Vivo CalISMALAT ......cvcveviveveeeveeeeeteeeee ettt ettt ettt sttt sttt s sttt esennas 56
3.2.9.1. PTZ ile Tutusma Modelinin Olusturulmasi ............cccvevrveeiiieeiiiiesiieesniee e 57



3.2.9.2. PTZ ile Siganlarda Olusturulan Epilepsi Modelinde KBZ+LEV-PLGA-NPs ve

DB-ADT lerin Etkilerinin Incelenmesi.............ccoceveueriircverieerssecressceeeeenan, 58
3.2.10. IstatiStIKSEl YONIEM .......cviviiiveiiecveieeeteseee ettt 61
4. BULGULAR ...t 62
4.1. KBZ ve LEV’in UV SPeKIrUMU ......ccoiiiiiiiiiieieiee e 62
4.2. KBZ ve LEV’in HPLC Yontemiyle Miktar Tayini .........cccooeriviiinieiiniiiienece 63
4.2.1. KBZ ve LEV’e ait Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi...........cc.cccocvrvinennn 63
4.2.2. Analitik Yontemin Gegerlilik Bulgulart ..........coccooveiiiiiiiiiiiccee 65
4.2.2.1. Dogrusallik ve Calisma ATaliSl ........ccocerieiiriieiieiiie e 65
4.2.2.2. DOZIUIUK ..ottt 65
4.2.2.3. KESINIK.....ocoiiiiiiiiii 65
4.2.2.4. LOD ve LOQ DEZEIICTT ...c.veeuviiiieiiiiiiiee ittt 67
4.2.2.5. OZGUIHK........coirerieireiieeeiiecte e eete ettt bbb st sae e 68
4.2.2.6. STADITE ..o 70
4.2.3. KBZ’nin Coziintirliik Tayini Bulgulari...........cccooooiiiiiie s 74
4.3. Hazirlanan Nanopartikiiler Sistemlerin Karakterizasyon Bulgulart ........................ 74
4.3.1. YUZEY OZEIIKICTT.....eiiiiiiieeec e 74

4.3.2. Partikiil Buyiikligi, Partikiil Biiytikliigii Dagilimi ve Zeta Potansiyel Tayini

N Te) 118 (o1 F: 3 D PRSP PPRSPRRRPR 75
4.3.3. % EE ve % YK SONUGIAIT.....ccciiiiiiiiiiiiii i 77
4.3.4. HazZirlama VEITMI ....cccueiiiiiiiiiiiieiie ettt 77
4.3.5. In Vitro Salim CalISMAaSI.........cevevevereeeeeeeeeeeeereeseesesetesese e esssssssetesesesssesesesesesesenas 78
4.3.6. NP Formiilasyonlarina Ait FT-IR Spektrumlart ...........cccooeiiiiiiiiiiiiiiice 79
4.3.7. NP Formiilasyonlarina Ait DSC Termogramlart ..........cccocevvviiiiniieiiniinienncienn 82
4.4. DB-ADT’lerin Toz Kontrolii Bulgulari.........cccooviiiiiiiiiiiics 86



4.4.1. Y1310 AGIST V& AKIS SUIESI...veiiiiiiiieiiiiiiiie it ettt s 86

4.4.2. Basilabilirlik indisi ve HauSner OTant .............ccooeuevreeevereeerereresssesesesesseesesenens 86
4.5. Hazirlanan ADT ler Uzerinde Yapilan /n Vitro Kontrollerin Bulgulari ................. 87
4.5.1. ADT’lerin Kiitle TeKAUZEIIZI.....coveivieriiiiiiiiiiieseee s 88
4.5.2. ADT’lerin Igerik TeKAUZEIIZi ......eveveiverirererieeiiicre et 88
4.5.3. ADT’lerin Cap ve KalInli@l ....cccovveiiiiiiiiiiiiec s 88
4.5.4. ADT’lerin Kirtlmaya Karst DIir€nCi........cccovveiviiiiiiiiiiiicnic e 88
4.5.5. ADT’Ierin Friyabilitesi .....ccciviiiiiiiiiiieiiciieie e 89
4.5.6. ADT’lerin Dagilma TeSti.......coueiiieriiiiiieiiieie et 90
4.5.7. ADT’lerin COZUNME TESL ...veeivviiiieiiieiiiie ettt 90
4.5.8. ADT’lerin Islanma Siiresi ve Su Absorplama Kapasitesi...........cccocvvrvriververnennn 91
4.5.9. ADT’lerin DiSpersiyon STUIEST ......ccceeivireerieiiiiiesieesiesie st 92
4.5.10. ADT Formiilasyonlarma Ait FT-IR Spektrumlart..........cccocooviiieniiiiniennciene 93
4.5.11. ADT Formiilasyonlarma Ait DSC Termogramlart...........ccccocvrveriniiinnnnennennn 98
4.6. In Vivo Calisma BUlGUIATT...........cccoivveveeeeeceeeeeseeeeceee e en st en s 103

4.6.1.1. KBZ+LEV-PLGA-NPs ve DB-ADT Formiilasyonlarinin Nébet Skorlart ile /n

Vivo Etkinliklerinin Degerlendirilmesi Sonuglart .........cccooceviiiiiiiiininniennne, 103
5. TARTISMA .....coooooiieioeeeeeeeeee e enann e 113
6. SONUC VE ONERILER............cocoooiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 144
KAYNAKLAR ..ot eeees s veeseee st 146
EKLER ..ottt 180
EK-1. OZGECMIS ......oooieeeeeeeeeeee ettt 180
EK-2. ETiK BILDIRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU.........c..ccceccoovvirirninnnn. 181
EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU ........ccccosiiiiieiieieieiiee e 182



TESEKKUR

Doktora tez ¢calismamin her asamasinda kiymetli bilgi, birikim ve tecriibeleri ile
bana yol gosterici ve destek olan, maddi/manevi her anlamda, her zaman yanimda olan
degerli danisman hocam sayin Prof. Dr. Meltem CETIN’e sonsuz tesekkiir ve saygilarimi

sunarim.

Tez ¢aligmast kapsaminda gergeklestirdigim in vivo ¢alismalarda laboratuvar
imkanlarin1  saglayan ve yardimlarint esirgemeyen saym Prof. Dr. Ahmet
HACIMUFTUOGLU’na ve ekibine, bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim Dr. Ogr.
Uyesi Numan TASPINAR’a tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, ¢alismalarim boyunca
yardimini hi¢ esirgemeyen kiymetli arkadasim Dr. Ogr. Uyesi Afife Biisra UGUR
KAPLAN’a, manevi olarak her zaman yardim ve desteklerini gordiigiim arkadaslarim
Lale DUYSAK ve Giilsiim YITIK TONKAZ’a tesekkiir ederim. Calismalarim boyunca
maddi manevi destekleriyle beni hi¢bir zaman yalniz birakmayan anneme ve babama,
yogun c¢alismalarim sirasinda sabir gostererek sevgi ve anlayisla bana destek olan esime

sonsuz tesekkiirler ederim.

Biisra KANDILLI

VI



OZET

Antiepileptik Etkin Madde I¢eren ila¢ Sekillerinin Hazirlanmasi ve
Karakterizasyonu

Amag: Bu ¢alismanin amaci, epilepsi tedavisine yonelik KBZ ve LEV’i bir arada
(KBZ+LEV) igeren nanopartikil ve ADT formiilasyonlarim1 gelistirmek ve bu
formiilasyonlarin in vitro 6zelliklerini incelemektir. Ayrica, epilepsi modeli olusturulmus
siganlarda formiilasyonlarin antiepileptik etkilerini in vivo olarak degerlendirmektir.

Materyal ve Metot: KBZ ve LEV’in miktar tayini icin HPLC-UV y&ntemi
kullanilmis ve analitik yOntemin gecerliligi gosterilmistir. KBZ+LEV-PLGA-NPs
nanopresipitasyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Ayrica, etkin madde igermeyen
B-PLGA-NPs formiilasyonu da hazirlanmigtir. Hazirlanan tim  nanopartikiil
formiilasyonlar1 igin in vitro karakterizasyon calismalar1 (ylizey morfolojisi, partikiil
biytikligi ve dagilmi, ZP, EE, YK ve in vitro salim ozellikleri) gerceklestirilmistir.
Diger taraftan, ADT formiilasyonlari liyofilizasyon (L-ADT) ve direkt basim (DB-ADT)
yontemleri ile hazirlanmistir. ADT formiilasyonlarimin kiitle tekdiizeligi, igerik
tekdiizeligi, c¢api, kalinhig, kirilmaya karsi direnci, friyabilitesi, dagilma siiresi,
dispersiyon siiresi, ¢oziinme Ozellikleri, 1slanma siiresi ve su absorplama kapasitesi
incelenmistir. Ayrica, tim formiilasyonlar i¢in FT-IR ve DSC analizleri de yapilmistir.
Daha sonra, PTZ ile siganlarda epilepsi modeli olusturularak KBZ+LEV-PLGA-NPs ve
DB-ADT formiilasyonlarinin antiepileptik etkileri incelenmistir.

Bulgular: Hazirlanan nanopartikiillerin kiiresele yakin bir sekle sahip oldugu
saptanmistir. B-PLGA-NPs ve KBZ+LEV-PLGA-NPs’nin partikiil biiytikligi ve ZP
degerleri sirastyla 171.92+4.637 nm ve 180.62+6.260 nm (p>0.05), -20.284+2.992 mV ve
-27.08£3.110 mV ~ (p<0.05) olarak  saptanmistir. =~ KBZ+LEV-PLGA-NPs
formiilasyonunun % EE ve % YK degerleri sirasiyla KBZ icin 9%51.00+£5.944 ve
%3.89+0.429; LEV ig¢in %2.05+0.367 ve %0.16+0.026’dir. Diger taraftan, hazirlanan
ADT formiilasyonlarmin ise kiitle tekdiizeligi, igerik tekdiizeligi, friyabilite ve ¢oziinme
test sonuglari farmakope limitleri igerisinde tespit edilmistir. Ayrica, L-ADT ve DB-ADT
formiilasyonlarinin dagilma siireleri sirasiyla 1.55+0.344 sn ve 31.50+7.477 sn olarak
saptanmis ve Avrupa Farmakopesi’ne gore ADT’lerin 3 dk.’dan daha kisa siirede
dagilmas: gerekliligi karsilanmistir. ADT’ler i¢in yapilan dispersiyon siiresi, 1slanma
stiresi ve su absorplama kapasitesi tayini bulgulari ise literatiirlerle uyumlu bulunmustur.
KBZ ve LEV gruplar ile karsilastirildiginda KBZ+LEV grubu i¢in ndbet skorlarinda
anlamli bir diisiis saptanmistir (p<0.05). KBZ+LEV-PLGA-NPs ve DB-ADT
formiilasyonlar1 ise KBZ+LEV grubu ile benzer antiepileptik aktivite géstermistir.

Sonu¢: KBZ+LEV igeren nanopartikiill ve ADT formiilasyonlar1 basarili bir
sekilde hazirlanmistir. KBZ+LEV igeren formiilasyonlarin kullanilmast epilepsi
tedavisinde faydali olabilir.

Anahtar Kelimeler: Agizda dagilan tablet, epilepsi, karbamazepin, levetirasetam,
nanopartikiil.
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ABSTRACT

Preparation and Characterization of Dosage Forms Containing Antiepileptic
Active Substance

Aim: The aim of this study was to develop the nanoparticles and ODT
formulations containing KBZ and LEV combination (KBZ+LEV) for the treatment of
epilepsy and to investigate the in vitro characteristics of these formulations. It is also to
evaluate the antiepileptic effects of the formulations in vivo in a rat epilepsy model.

Material and Method: HPLC-UV method was used for the determination of KBZ
and LEV and also the analytical method was validated. KBZ+LEV-PLGA-NPs were
prepared using nanoprecipitation method. Besides, B-PLGA-NPs formulation without
active substance was also prepared. In vitro characterization studies (surface morphology,
particle size and distribution, ZP, EE, DL and in vitro release properties) were performed
for all prepared nanoparticle formulations. On the other hand, ODT formulations were
prepared by lyophilization (L-ODT) and direct compression (DC-ODT) methods. The
uniformity of mass, content uniformity, diameter, thickness, the resistance to crushing,
friability, disintegration time, dispersion time, dissolution properties, wetting time and
water absorption capacity of ODT formulations were examined. In addition, FT-IR and
DSC analyzes were performed for all formulations. Subsequently, the antiepileptic effects
of KBZ+LEV-PLGA-NPs and DC-ODT formulations were investigated PTZ-induced
epilepsy model in rats.

Results: It was determined that the prepared nanoparticles were approximately
spherical shape. The particle size and ZP values of B-PLGA-NPs and KBZ+LEV-PLGA-
NPs were found as 171.9244.637 nm and 180.62+6.260 nm (p>0.05), -20.28+2.992 mV
and -27.08+3.110 mV (p<0.05), respectively. The EE % and DL % values of the
KBZ+LEV-PLGA-NPs formulation were %51.00+5.944 ve %3.89+0.429 for KBZ and
%2.05+0.367 ve %0.16+0.026 for LEV, respectively. On the other hand, the uniformity
of mass, content uniformity, friability and dissolution test results of the ODT formulations
were determined within the pharmacopoeia limits. In addition, the disintegration times of
L-ODT and DC-ODT formulations were determined as 1.55+0.344 sn ve 31.50+7.477
sn, respectively, and it was fulfilled a requirement of disintegration time of less than 3
min for ODTSs according to the European Pharmacopoeia. The test results of dispersion
time, wetting time and water absorption capacity for ODTs were found to be consistent
with the literature. There was a significant decrease in the seizure scores for the
KBZ+LEV group compared to the KBZ and LEV groups (p<0.05). KBZ+LEV-PLGA-
NPs and DC-ODT formulations showed similar antiepileptic activity with KBZ+LEV
group.

Conclusion: Nanoparticles and ODT formulations containing KBZ+LEV were
successfully prepared. The use of the formulations containing KBZ+LEV may be useful
in the treatment of epilepsy.

Key Words: Carbamazepine, epilepsy, levetiracetam, nanoparticle, orally
disintegrating tablet.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Agizda Dagilan Tablet

: Antiepileptik Ilag
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LOD - Saptanabilirlik/Gozlenebilme Sinir

Log P : Partisyon Katsayist
LOQ : Tayin Edilebilirlik Sinir1
NaCl : Sodyum Klortir

NaCMC : Sodyum Karboksimetilseliiloz

NP : Nanopartikiil

OoDT : Agizda Dagilan Tablet
PB : Fosfat Tamponu

PDI : Polidispersite Indeksi

PEG 4000 : Polietilen Glikol 4000
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R? : Tanimlayicilik Katsayisi

SEM : Taramal1 Elektron Mikroskobu

SLS : Sodyum Lauril Stilfat

SPSS . “The Statistical Package for the Social Sciences”
SS . Standart Sapma

SV2A : Sinaptik Vezikiil Proteini

Tg : Cams1 Gegis Sicakligi
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uv
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1. GIRIS

Epilepsi, diinya niifusunun yaklasik %1 ini etkileyen, beynin sinirsel olarak asiri
ya da anormal uyarilmasi ile karakterize norolojik bir hastaliktir. Her yil ortalama 2.4
milyon kisiye epilepsi tanis1 konurken, gelismekte olan {ilkelerde gelismis tilkelere gore
goriilme yayginligi ve sikligi daha fazladir. Epilepsinin ortaya ¢ikma durumu orta
yaslarda azalirken, erken veya daha geg¢ yaslarda artmaktadir. Diinyanin bir¢ok yerinde,
epilepsisi olan kisiler ve aileleri ayrimciliga maruz kalmaktadir. Epilepsi tedavi giderleri,
erken o6lim ve kayip is verimliligi acisindan 6nemli ekonomik sonuglar dogurmaktadir.
Uzun yillar boyunca takip ve tedavi ile ndbetlerin kontrol altina alinmasi
hedeflenmektedir. Epilepsili hastalar genellikle antiepileptik ilaclar (AEI’ler) sayesinde
aktif bir yasam siirebilmektedir. Ancak, direncli epilepsili hastalarda AEi’lerin tek basina
kullanimi1 nobetlerin kontrol altina alinmasi agisindan etkili olamayabilir. Bu yiizden, bu
hastalarda iki ya da daha fazla AEI’lerin bir arada kullanilmasiyla nobetlere karsi
korunma saglanabilmektedir. Karbamazepin (KBZ) dibenzazepin tiirevi antiepileptik ve
psikotropik oOzelliklere sahip bir etkin maddedir. Sodyum kanallarim1 bloke ederek
antiepileptik aktivite gosteren KBZ oral yolla kullanim sonras1 yavas ve diizensiz bir
sekilde gastrointestinal sistemden emilir. Oral biyoyararlanimi %85-100 arasinda degisir.
Karacigerde (6zellikle sitokrom P450 isoenzimleri CYP3A4 ve CYP2CS8 tarafindan)
yogun bir sekilde metabolize edilir. Parsiyel ndbetlerin, primer jeneralize epileptik
nobetler ve tonik-klonik komponentli sekonder jeneralize epileptik nobetlerin kontrol
altina alinmasin1 saglamaktadir. Levetirasetam (LEV) pirasetam analogu, ikinci kusak
antiepileptik bir etkin maddedir. Antiepileptik aktivitesini SV2A (sinaptik vezikiil
proteini)’ya baglanarak sinaptik salim mekanizmalarini etkileyerek gosteren LEV oral
yolla kullannom sonrasi gastrointestinal sistemden hizla emilir, mutlak oral

biyoyararlanimi yaklasik %100°diir. Insanlarda yaygin bir sekilde metabolize olmayan



LEV’in primer metabolitinin (ucb L057) olusmasinda karaciger sitokrom P450 rol
oynamaz.

Nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler terapotik etkinligin artirilmasi, etkin
maddenin salim hizinin/yerinin kontrol edilmesi, hidrofilik/hidrofobik etkin maddelerin
bu sistemlere hapsedilebilmesi, dozlama sikliginin distiriilmesi, yan ve toksik etkilerin
azaltilmasi, hasta uyuncunun artirtlmasi agisindan yararli sistemlerdir. Agizda dagilan
tablet (ADT) formiilasyonlari ise, ilacin tiikiiriik sivisinda hizlica dagilmasi, etkin madde
absorpsiyonunun artirilmasi, sivi dozaj sekillerine gore dozlamanin daha dogru
yapilabilmesi, pediatrik ve geriatrik hastalarin uyuncunun saglanmasi gibi tstiinliiklere
sahiptir.

KBZ ve LEV etkin maddelerinin bir arada kullanimi ile alakali az sayida ¢alisma
mevcuttur. Farkli etki mekanizmalarina sahip etkin maddelerin bir arada kullanilmasiyla
ozellikle tedaviye direngli hastalarda doza bagl olarak aditif veya sinerjik etkiler elde
edilmektedir. Yapilan literatiir arastirmasinda, KBZ ve LEV’i bir arada igeren
nanopartikiil (NP) veya ADT formiilasyonlart ile ilgili bir ¢alisma bulunamamustir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, epilepsi tedavisine yonelik KBZ ve LEV’i bir arada
iceren poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) nanopartikiilleri hazirlanmis ve in vitro
karakterizasyon calismalar1 (yiizey morfolojisi, partikiil bliyiikligii ve dagilimi, zeta
potansiyeli, % enkapsiilasyon etkinligi, % yilikleme kapasitesi, in vitro salim ¢aligmasi)
gerceklestirilmistir.  ADT formiilasyonlar1 ise liyofilizasyon ve direkt basim
yontemleriyle hazirlanmig ve tabletler tizerinde in vitro karakterizasyon ¢aligmalari (kiitle
ve igerik tekdiizeligi, ¢ap, kalinlik, kirilmaya kars1 direng, friyabilite, dagilma, ¢oziinme,
1slanma siiresi ve su absorplama kapasitesi, dispersiyon siiresi tayini) ger¢eklestirilmistir.
Hazirlanan formiilasyonlarin antiepileptik aktiviteleri pentilentetrazol (PTZ) ile epilepsi

modeli olusturulmus siganlarda degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epilepsi

Epilepsi, norobiyolojik, bilissel, psikolojik ve tekrarlayan nobetlerle karakterize
norolojik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Epileptik nobet ise, beynin sinirsel
aktivitesinin anormal veya asir1 uyarilmasindan kaynaklanan, belirtilerin gegici bir
sekilde ortaya ciktigi bir fonksiyon bozuklugudur.! Epilepsi kavrami 2005 yilinda
Uluslararasi Epilepsi ile Savas Dernegi (“International League Against Epilepsy”; ILAE)
tarafindan tekrar degerlendirilmis ve kapsami genisletilmistir. Buna gére epilepsi;?

v’ 24 sa. arayla en az iki sebebi bilinmeyen veya istemsiz nébet gegirmek,

v' Bir tane sebebi bilinmeyen veya istemsiz nébet ve gelecek 10 yilda iki tane sebebi
bilinmeyen nobetten sonra genel tekrarlama riskine benzer baska bir nobet
gecirme olasiliginin %60°tan fazla olmasi,

v' Epilepsi sendromu teshisi konmasi olarak tanimlanmaktadir.

Epilepsi, her yastan insan1 etkileyen, kronik ve bulasict olmayan bir hastaliktir.
Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin yaymladig1 belgeye gére, diinya genelinde en sik
goriilen norolojik hastaliklarin basinda epilepsi gelmektedir. Epilepsinin goriilme siklig
ve yaygmligl gelismis bolgelere (Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa) kiyasla
gelismekte olan bolgelerde daha fazladir.> # Epilepsi hastalarmin genel niifusa orani
tahmini 1000 kisi basina 4-10 kisi arasinda degismektedir ve diinyada toplam yaklagik 50
milyon kisi epilepsi hastasidir. Epilepsili hastalarin yaklasik %80°1 diisiik ve orta gelirli
iilkelerde yasamakta ve bu hastalarin yaklasik dortte biri ihtiya¢ duyduklari tedaviyi
alamamaktadir. Diisiik ve orta gelirli iilkelerde her 1000 kisiden 7-14 kisinin epilepsi
hastas1 oldugu bilinmektedir. Diinyada her y1l ortalama 2.4 milyon kisiye epilepsi tanisi
konmaktadir. Yiiksek gelirli iilkelerde 100000 kisiden 30-50 kisiye epilepsi tanisi

konurken, orta ve diistik gelirli lilkelerde bu oran iki katina ¢ikmaktadir. Kiiresel hastalik



yiikiiniin %0.6’sin1 epilepsi olusturmaktadir. Epilepsi, saglik bakim ihtiyaglari, erken
olim ve is verimliligi agisindan 6nemli ekonomik etkilere sahiptir. Ayn1 zamanda,
diinyanin bir¢ok bolgesinde epilepsili hastalar ve yakinlari toplum i¢inde ayrimciliga
ugramaktadir.®

Epilepsinin erkeklerde ortaya ¢ikma ihtimali kadinlardan daha fazladir. Ayrica
epilepsinin orta yaslarda insidans1 daha diisiik seyrederken, dogumdan sonraki ilk aylarda
ve yaslanma ile ortaya ¢cikma ihtimali artmaktadir.®

Epilepsi ortaya ¢ikma nedenleri agisindan idiyopatik, semptomatik ve kriptojenik
olmak {izere iige ayrilmaktadir. Idiyopatik epilepsi, belirlenebilen bir nedenin olmadigi,
genellikle kompleks genetik bozukluklar veya tek gen bozukluklari ile karakterize
epilepsi tirtidiir. Semptomatik epilepsi, ortaya ¢ikma sebebi belli olup, tiimor, travma,
metabolik anormallikler gibi yapisal bir neden veya hastalik sonucunda beyin lezyonu ile
karakterizedir. Semptomatik oldugu diistiniilen fakat tam olarak ortaya ¢ikis sebebinin
belirlenemedigi epilepsi kriptojenik epilepsi olarak smiflandirilmistir. Ortaya c¢ikis
sebeplerine gore epilepsi hastalarinin %65.5°1 idiyopatik ve/veya kriptojenik, %10.9’u
vaskiiler, %8’i konjenital, %5.5’i travma, %4.1’i neoplastik, %3.5’i dejeneratif ve %2.5’i
enfeksiyon kaynakli hastaliktan etkilenmektedir.” Epilepsinin ortaya ¢ikma sebepleri
molekiiler ve genetik nedenler, kromozom anomalileri, korteksteki gelisim bozukluklart,
norokutandz hastaliklar (deri ve genetik ile alakali), beyin felci, enfeksiyon veya travma
gecirmis olma, bagisiklik ve metabolik nedenler olarak ozetlenebilmektedir.®

Epileptik nobetler yayilim sekillerine ve kaynaklandiklari boélgelere gore
degerlendirilmektedir. Epilepsinin simiflandirilmasinda ilk basamak nobet tipinin
belirlenmesi; ikinci basamak epilepsi tipinin belirlenmesi; iiglincii basamak o6zel

durumlarm eslik ettigi epilepsi sendromunun belirlenmesidir.®



ILAE, ilk kez 1981 yilinda epilepsi ndbetlerini smiflandirmistir. Ancak, bu

siiflandirma, bilimsel temel olusturmak igin yetersiz oldugundan, 2010 yilinda

genigletilmis ve 2017 yilinda son halini almistir. 2017 yilinda ILAE’nin

smiflandirmasinda yapilan degisiklikler kisaca sunlardir:°

v

v

“Parsiyel” kavrami yerine “fokal (odak)” ifadesi kullaniimustir.

Bilingli olma durumu fokal ndbetlerin siniflandiricist olmustur.

“Bilissel, basit parsiyel, kompleks parsiyel, psisik ve sekonder jeneralize” terimleri
kaldirtlmistir.

Otomatizmalar, davranig tutuklugu, hiperkinetik, otonomik, bilissel ve duygusal gibi
terimler fokal nobet tipleri arasinda yer almistir.

Atonik, klonik, epileptik spazmlar, myoklonik ve tonik ndbetler fokal ya da
jeneralize ndbet tipleri arasinda yer almistir.

“Sekonder jeneralize nobet” terimi “ikili tonik klonik nobete odaklanma™ olarak
degistirilmigtir.

G0z kapagi myoklonisi, myoklonik-atonik, myoklonik-tonik-klonik jeneralize nébet
tipleri arasinda yer almustir.

Bilinmeyen baslangicli ndbetler siniflandirilmastir.

Epilepsi nobetleri, 2017 yilinda ILAE tarafindan basit ve ayrintili olarak Tablo 2.1

ve Tablo 2.2°de siniflandirilmistir. !

Tablo 2.1. Epileptik ndbetlerin basit siiflandirilmast (ILAE 2017)

[ Fokal Baglangich ] [ Jeneralize Baglangich ] [ Bilinmeyen Basglangich ]
[ Bilingli | Bozulmus Farkindahk ] Motor Motor
Tonik-klonik Tonik-klonik
Diger motor Diger motor
Motor Baglangich Motor Dis1 (Absans) Motor Dis1
Motor Dis1 Baglangich
- [ Simflandirilamayan ]
Ikili Tonik-Klonik Nébete
Odaklanma




Tablo 2.2. Epileptik nébetlerin ayrmtili siflandiriimasi (ILAE 2017)1

Fokal Baslangich Jeneralize Baslangich Bilinmeyen Baslangich
- Motor Motor
Bilingli Bozulmus Farkindahk Tonik-klonik Tonik-klonik
Klonik Epileptik spamzlar
Motor Baslangich Tonik Motor Dis1
Otomatizmalar Myoklonik Davrams tutuklanma
Atonik Myoklonik-tonik-klonik
Klonik Myoklonik-atonik
Epileptik spamzlar Atonik Smiflandirilamayan
Hiperkinetik Epileptik spamzlar
Myoklonik Motor Dis1 (Absans)
Tonik Tipik
Motor Dis1 Basglangich Atipik
Otonomik Myoklonik
Davramy tutuklugu Giz kapa@ myoklonisi
Kognitif
Duygusal
Duyusal
ikili Tonik-Klonik Nébete
Odaklanma

Fokal baslangicli ndbetler beynin lokalize bir bdlgesinde baslarken, jeneralize
baslangicli nobetler ise beynin her iki lobunda da ayni anda epileptik aktivitenin ortaya
cikmasiyla olusur. Ikili tonik klonik nébete odaklanmada, epileptik aktivitenin beynin bir
bolgesinde (fokal baslangigli nobet) baslamasi ve daha sonra beynin her iki lobuna da
yayilmasi s6z konusudur. Nobet baslangicinin fokal ya da jeneralize oldugu tespit
edilemeyen nobetler ise “bilinmeyen baslangigh ndbetler” olarak isimlendirilmistir.'?

Epilepsi uzun yillar tedavi gerektiren bir hastaliktir. Hastaligin tedavisinde artan
sinirsel uyarinin ortadan kaldirilmasi ile nobetleri ortadan kaldirmak veya sikligini
azaltmak hedeflenmektedir. Epilepsi tedavisinde uygulanan tedavi secenekleri su
sekildedir;

v'Ketojenik diyet: Ilaglara direngli hastalara epileptik ndbetlerin azaltilmasi amaciyla
trigliserit agisindan zengin beslenme (genellikle, %9 karbonhidrat, %210 protein, %11
uzun zincirli doymus yag asitleri ve %60 orta zincirli trigliseritlerden olusan)
onerilmektedir.™®

v'Vagal sinir stimiilasyonu: ilaglara direngli hastalarda uygulanabilen ve vagus

sinirinin elektrostimiilasyonu esasina dayanan bir yontemdir.*3



v'Cerrahi epilepsi tedavisi: lagla tedaviye direngli olan hastalarda, ndbetlerin kontrol
altina alinmas1 amaciyla, beyin dokusundaki epileptik nobetlere neden olan lezyonun
cikartilmasi esasina dayanmaktadir. Cerrahi yontem, epilepsi ndbetlerinin tedavisinde
son segenek olarak tercih edilmektedir.'*

v'Ilagla tedavi: Epilepsinin ilagla tedavisinde AEI’ler kullanilmakta ve ndbet gelisimi
engellenerek hastalik kontrol altina alinmaktadir.

AETD’ler segilirken dogru ndbet tipi tanis1 konmasi yaninda hastanin yasi, cinsiyeti,
kullandig: ilaglar, sosyolojik ve psikolojik durumu da g6z Onilinde bulundurularak
epileptik ndbetlerin engellenmesi hedeflenmektedir. AEQ tedavisine genelde ikinci
ndbetten sonra baslanmaktadir. Ik defa nobet geciren epilepsi hastalarmin ikinci sefer
ndbet gecirme ihtimali %23-71 araliginda degismektedir.® Hastanim ikinci nobet riskini
gbze almak istememesi veya hastada norolojik/patolojik hasarin olusmasi durumlarinda
AEI tedavisine ilk ndbetten sonra da baslanabilmektedir.!® Epilepsi tanis1 konan bir
hastada AEI seciminde dikkat edilmesi gereken durumlar sunlardir;'® 1/

v' Epilepsi tedavisine tek ilagla baglanmall,

v' Epilepsi tedavisine diisiik dozla baslanmali, ilag dozu yeterli gelmiyorsa kademeli
olarak doz artig1 yapilmali ve tolere edilebilecek en fazla doza kadar ¢ikariimali,

v' Uzatilmig/siirekli salim yapan ilaglar tercih edilmeli,

v Yamt almamayan ilaglarda diger bir AEI’ye gegilmeli, ilag degisikligi yapilan
hastalarda, diger AEI’ye gecildiginde de ndbetlerin kontrol altina almabilirliginin
%20 oraninda oldugu unutulmamali,

v Ikinci AEI’de etki gdstermez ise politerapi segenegine gegilmelidir,

v' Hasta bagka bir ilag kullaniyorsa ilag etkilesimlerine dikkat edilmelidir.

ILAE kriterlerine gore, tek basina veya bir arada AEI kullanan, ancak uzun siireli

nobetsizlik durumuna ulasamayan hastalar ilag tedavisine direngli olarak kabul



edilmektedir. AEI tedavisine cevap vermeyen ve nobeti devam eden hastalarda ilag
dozlari, ilag etkilesimleri ve ndbeti tetikleyen faktorler géz dniinde bulundurulmalidir.t’

2.2. Antiepileptik flaclar

Epileptik tedavide kullanilan AEQ’lerin epileptik nébetleri farkli etki
mekanizmalarryla onledigi bilinmektedir. AEI’ler 6zellikle sinir iletiminde frekans:
yiiksek olan desarjlar1 bloke edip ndbet olusumunu engellemektedir. AEI’ler bu etkiyi
uyar1 esigini Yyiikselterek, cevapsiz (refrakter) periyodu uzatarak, presinaptik ve
postsinaptik inhibisyonu artirarak yapmaktadir. Uyariy azaltarak etki gdsteren AEI’ler
glutamat gibi epileptik nobet sirasinda aktif hale gelen aminoasit salimini inhibe ederek
antiepileptik aktivite gdstermektedir. inhibisyonu artirarak etki gdsteren AEI’ler sinirsel
iletim sirasinda sinaptik aralikta gama-amino biitirik asit (GABA)’in kalmasini
saglayarak epilepsi tedavisinde kullanilmaktadir. Hiicre uyarilabilirligini degistiren
AEl’ler sodyum, potasyum ve kalsiyum kanallarinin voltaj aktivitesini degistirerek
antiepileptik aktivite gostermektedir.'® Bazi AEI’ler etki mekanizmalarma gore Tablo

2.3’te siniflandirilmastir.

Tablo 2.3. Bazi1 AEI’ler ve etki mekanizmalar1®

Etki mekanizmasi Tlaglar

Sodyum (Na) kanal inhibitorleri KBZ, fenitoin, rufinamid
Kalsiyum (Ca) kanal inhibitorleri Etosiiksimid, pregabalin
Potasyum (K) kanal aktivatorii Ezogabin

Gama-amino biitirik asit (GABA) etkisini

giilendirenler Benzodiazepinler, fenobarbital

a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpropionik asit
(AMPA) glutamat reseptor antagonisti

Sinaptik vezikiil proteini 2A (SV2A) ligand1 LEV

Perampanel

Topiramat, sodyum valproat,

Coklu mekanizma zonisamid, lamotrijin, felbamat




2.2.1. KBZ

Tez calismasi kapsaminda kullanilan KBZ 1953 yilinda kimyac1 Walter Schindler
tarafindan kesfedilmis ve ilk kez 1960 yilinda sentez edilmistir. 1962 yilinda trigeminal
nevralji hastaliginda etkinligi gosterilen KBZ, 1965 yilinda epilepsi tedavisinde
kullanilmak iizere Ingiltere’de ruhsatlandirilmis ve Amerika'da ise 1974 yilindan sonra
antiepileptik olarak kullanilmistir.?

2.2.1.1. KBZ’nin Fizikokimyasal Ozellikleri

KBZ dibenzazepin tirevi ve kimyasal ismi 5H-dibenzo [b,f] azepine-5-
karboksamid olan bir antiepileptiktir. KBZ’nin kapali formiilii CisH12N2O’dur ve
kimyasal yapist Sekil 2.1’de gosterilmistir. Molekiil agirligr 236.27 g/mol olan KBZ

beyaz veya beyazimsi kristal toz yapisindadir,21(:897, 1784-1785)

o) NH,

Sekil 2.1. KBZ’nin kimyasal yap15121(5-1784-1785)

KBZ’nin erime noktast 189-193 °C araliginda iken, kaynama noktas1 411
°C’dir.??23 Ayrica yapilan literatiir taramas1 sonucunda, KBZ’nin disosiasyon sabiti pKaz
2.3 ve pKax 13.9, partisyon katsayisi (log P, log Kow, oktanol/su) 2.25 olarak
bulunmustur.?® %

KBZ i¢in elde edilen ¢oziiniirliik bilgileri su sekildedir: suda ¢ok az ¢oziiniir (0.1-
1 mg/mL); alkol ve aseton i¢inde az ¢oziiniir (10-33.3 mg/mL); diklorometan (DCM)’da

serbestge (0.1-1 g/mL) ¢oziiniir.2¢512518) 1 mL dimetiliilfoksit (DMSO) igerisinde 23.63

mg KBZ’nin ¢dziindiigii bildirilmistir.?® Literatiirde, farkli ortamlarda/tamponlarda KBZ



icin verilen ¢oziintirliik bilgileri de mevcuttur (hint yaginda 23.02 mg/mL, susam yaginda
38.2 mg/mL, Tween 80’de 29.05 mg/mL ve 44.4 mg/mL, Kolliphor RH 40’da 46.8
mg/mL, PEG 400°de 120.3 mg/mL, propilen glikolde 54.18 mg/mL ve 98.3 mg/mL,
alkolde 51.55 mg/mL, pH 6.8 fosfat tamponunda (PB) 2.18 mg/mL, pH 7.2 PB’de 0.93
mg/mL, pH 7.4 PB’de 0.83 mg/mL, %! sodyum lauril siilfat (SLS) icerisinde 6.58
mg/mL, %2 SLS’de 5.42 mg/mL ve 0.1 N hidroklorik asit (HCI) igerisinde 0.53
mg/mL).27%

KBZ’nin, dért tane polimorfu ve bir de dihidrat sekli vardir. Ilk tespit edilen
polimorf ‘ilkel monoklinik hiicre’ olarak da adlandirilan Form III (P-monoklinik)’tiir.
Form II’t takiben Form II (trigonal) ve Form IV (C-monoklinik) bulunmustur. Son
olarak ise, yiiksek sicaklik modifikasyonlari ile Form I (trisiklik) elde edilmistir. KBZ nin
polimorflari, iki amid fonksiyonel gruplarindaki hidrojen baglarinin birleserek dimer
olusturmasi ile meydana gelmektedir. G6zlemlenen polimorfizmler, bu dimerlerin kristal
yapilarinin  farkli yerlesimlerinden kaynaklanmaktadir. Yapilan modifikasyonlar
sayesinde KBZ’yi olusturan birim hiicrelerde dort ile sekiz arasinda bagimsiz molekiil
yer almaktadir ve Form I'i diger ii¢ formdan daha karmagsik hale getirmektedir.
Polimorflar arasindaki farkliliklar KBZ nin fizikokimyasal 6zelliklerini (partikiil boyutu,
¢oziiniirliik, erime noktas1 vb.) etkilemektedir.30-32

2.2.1.2. KBZ’nin Farmakolojik Ozellikleri

KBZ, ¢esitli etki mekanizmalarina (iyon kanallari, reseptorler iizerinde) sahip ve
yapisal olarak trisiklik antidepresanlara benzer olan iminodibenzil tiirevi bir etkin
maddedir. Bu etki mekanizmalarindan en belirgin olani voltaj-kapili Na kanallari
tizerindeki inhibisyon etkisiyle antiepileptik etki gdstermektedir. Ayrica, voltaj-kapili Ca
kanallarinin inhibisyonunu sagladigi, K akimini diizenledigi, hiicreler arasinda serotonin

miktari1 artirdigt ve adenozin reseptorlerinde antagonistik etki goOsterdigi de
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bilinmektedir. Bunun yani1 sira, KBZ’nin glutamerjik sistem iizerine etki ederek glutamat
saliminin inhibisyonu ile epileptik desarjlarin baskilanmasina katkida bulunabilecegi de
raporlanmistir. Ayrica, KBZ’nin dopamin salimmi ve dongisiinii artirdigt da
belirtilmisgtir.®3

KBZ, kompleks veya basit parsiyel nobetlerin, sekonder jeneralize tonik-klonik
ndbetlerin, bazi primer jeneralize ndbetlerin ve karma nobet durumunun tedavisinde
kullanilmakta, ancak miyoklonik ve absans ndbetlerde etkisiz kalmaktadir. Ayrica, KBZ
farkli hastaliklarin (ndropati, idiyopatik glossofaringeal nevralji, idiyopatik ve multipl
skleroza bagl trigeminal nevralji ve bipolar bozukluklar vb.) tedavisinde de
kullanilmaktadir, 22 25(s:512-518), 34

Eriskinlerin ve ¢ocuklarin tedavisinde KBZ’nin kullanilmasina bagli olarak
olusabilecek yan etkilerin goriilme siklig1 %33-50 araligindadir. Gastrointestinal sistem
tizerinde goriilen yan etkiler arasinda bulanti, kusma, karin agrisi, diyare, istahsizlik; sinir
sistemi ile ilgili yan etkiler arasinda sersemlik, ¢ift gérme, bas agrisi, uyusukluk, ataksi,
konusma bozuklugu; deri ile alakali yan etkiler arasinda eksfolyatif dermatit, alerjik
dermatit, Stevens-Johnson sendromu, Lyell’in sendromu; hematolojik yan etkiler
arasinda aplastik anemi, agraniilositoz, kemik iligi yetmezligi, pansitopeni, l6kopent,
trombositopeni yer almaktadir.*®

Hayvan calismalar1 ile KBZ metabolitinin (KBZ 10,11-epoksit) teratojeniteye
neden oldugu bildirilmistir.®

2.2.1.3. KBZ’nin Farmakokinetik Ozellikleri

KBZ, biyofarmasoétik siniflandirma sistemine (BCS) gore Smif 2 (diisiik suda
coziinlirliik ve yiiksek permeabilite)’de yer aldigi i¢in yagda yliksek ¢oziiniirliige sahiptir
ve gastrointestinal sivida yavas ¢oziinmektedir. Yetiskinlerde, oral biyoyararlanim1 %85-

100 araliginda degismektedir. Ancak, yenidoganlarda veya bebeklerde biyoyararlanim
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verileri ¢ok belirgin degildir ve diizensiz emilim oldugu disiiniilmektedir. KBZ,
plazmada maksimum konsantrasyona 4-8 sa. i¢inde ulagmakta, ancak bazi hastalarda bu
stire 24-28 sa.’e kadar uzamaktadir. Yetiskinlere kiyasla ¢ocuklarda siispansiyon dozaj
sekli tercih edildigi i¢in maksimum konsantrasyona ulasma zamaninin daha erken oldugu
diistiniilmektedir. KBZ’nin ¢ocuklarda daha hizli emilmesi gecici konsantrasyona bagl
merkezi sinir sistemi yan etkilerine neden olabilmektedir. KBZ’nin kararli durum plazma
konsantrasyonu, hastadan hastaya onemli derecede degismekle beraber genellikle 4-12
ng/mL  olarak tespit edilmistir. Tedaviye baslandiktan sonra, otoindiiksiyona,
heteroindiiksiyona, dozaj ve tedavi siiresine bagli olarak KBZ kararli durum plazma
konsantrasyonuna, 3-5 hafta arasinda ulagmaktadir. Ayrica, viicutta dagilim hacmi (V)
0.8-1.2 L/kg’dur,?5(512:518). 37

KBZ plazma proteinlerine %70-80 oraninda baglanmaktadir. KBZ’nin plazma
yarilanma 0mrii 10-20 sa. araliginda degismektedir, ancak otoindiiksiyona bagli olarak
bu siire 4-12 sa. araligina diismektedir. KBZ, karacigerde sitokrom P450 enzimleri
(CYP3A4 ve CYP2C8) tarafindan yogun bir sekilde metabolize (epoksidasyon
ve hidroksilasyon reaksiyonlar ile) edilmekte ve baglica aktif metaboliti olan KBZ-
10,11-epoksit’e donligmektedir. KBZ nin (tek oral doz sonrasi) eliminasyon yarilanma
omrii yaklagik 36 sa. iken, tekrarlayan dozlarda otoindiiksiyona bagli olarak bu siire
yaklasik 15 sa. olarak bildirilmektedir. Yetiskinlere gore ¢ocuklarda eliminasyon daha
hizli gergeklesmektedir. KBZ, metabolitleri halinde ¢ogunlukla idrarla atilir. Ancak,
KBZ’nin %1°i degismeden idrar ile atilmaktadir,25¢-512-518). 37

Hepatik mono-oksijenaz enzim sisteminin indiiksiyonuna bagli olarak KBZ
karacigerde metabolize edilen bir¢ok ilacin farmakokinetigini degistirmektedir. KBZ bazi
ilaclarin (oral kontraseptifler; imipramin, klomipramin gibi trisiklik antidepresanlar;

varfarin, dikumarol gibi oral antikoagiilanlar; klobazam, etosiiksimid, klonazepam,
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valproik asit, zonisamid gibi antiepileptikler; siklosporin gibi immiinosiipresanlar;
teofilin gibi bronkodilatérler vb.) plazma konsantrasyonlarini diisiirebilir/etkinligini
azaltabilir, bu nedenle, birlikte kullanim durumunda bu ilaglarin klinik gereksinimlere
gore dozlarmin yeniden ayarlanmas1 gerekmektedir.38: 3

2.2.1.4. KBZ’nin Stabilitesi

Karbamazepin agz1 siki kapali kaplarda nemden uzakta, kuru ve serin yerlerde (2-
8 °C) saklanmalidir,2(51784-1785), 40

Susuz KBZ kendiliginden su absorplayarak hidrate sekle doniismektedir ve kristal
yapisi da farklilasan bu seklin biyolojik aktivitesi de azalmaktadir. Oda kosullarinda,
KBZ’nin bilinen en dayanikli susuz polimorfu Form III’tiir. Ancak, nemli ortamda, susuz
form hidrate sekle doniismektedir. Ayrica, 70 °C’nin altindaki sicakliklarda Form III en
dayanikli polimorf iken, iistiindeki sicakliklarda Form I daha dayaniklidir.*!

KBZ’nin polimorflarinin stabilitelerini tespit etmek amaciyla yapilan bir
calismada, polimorflarin stabiliteleri yliksekten aza dogru Form III>Form I> Form IV>
Form II olarak tespit edilmistir. Form II’nin hizli kristal transformasyonu, erime
noktasinin tayin edilememesine neden olmaktadir.*

KBZ polimoflarinin (Form I, II ve III) 1518a hassasiyetleri yakin-UV floresan
lamba (151ma siddeti: 3 ve 12 J/cm?s) kullanilarak incelenmis ve polimoflarin hepsinde
beyaz renkten sari-turuncu renge dogru degisim gozlenmistir. Ancak, Form II’deki renk
degisiminin diger formlara (I ve III) gore daha hizli oldugu ve en dayaniksiz polimorfun
Form II oldugu bildirilmistir.*?

KBZ igeren ticari tabletler (Tegretol® ve Tegral®) orijinal ambalajlarinda, farkli
stres kosullarina (%75 bagil nem; 40 °C’de 6 ay, 50 °C’de 3 ay ve 60 °C’de 1 ay) maruz

birakilarak tabletlerin stabiliteleri degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, Tegretol®’{in stres

kosullarindan etkilenmedigi ve stabilitesini korudugu saptanmustir. Tegral® i¢inse 50 ve
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60 °C’lerde, %75 bagil nemde sirasiyla 3 ay ve 1 ay bekletme sonras tabletin dagilma
stiresinin kisaldig1 ve % ¢6ziinen KBZ miktarinin arttig1 tespit edilirken, 40 °C’de (6 ay
boyunca, %75 bagil nemde) bekletme sonrasi ise tabletlerin dagilmasinda problemler
oldugu ve % c¢oziinen KBZ miktarinin azaldigir saptanmigtir. Kimyasal agidan ise
belirlenen stres kosullarinda bu iki ticari preparatin icerdigi KBZ nin dayanikli kaldig:
goriilmiistiir.*®

KBZ igeren oral siispansiyonlarin (%2.5 ve %5) oda sicakliginda (24-27 °C),
renkli (amber) cam siselerde 2, 4 ve 6 ay bekletilmesi sonrasi fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alismada ise oral siispansiyonlarin alt1 ay
siiresince fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik acidan stabil kaldig1 tespit edilmistir.**

Yapilan diger bir ¢alismada ise, kan ornekleri icerisindeki KBZ, valproik asit,
fenitoin ve fenobarbitalin 23-25 °C ve 37 °C saklama kosullarinda, 24 ve 48 sa. siire ile
stabiliteleri incelenmistir. Sonu¢ olarak, KBZ, fenobarbital ve valproik asitin 48 sa.
boyunca her iki sicaklik kosulunda da stabil oldugu goriiliirken, fenitoinin ise 23-25 °C’de
48 sa., 37 °C’de ise 24 sa.’ten fazla saklanmamasi gerektigi ifade edilmistir.*

2.2.1.5. KBZ Dozu

KBZ giinde 2 ya da 4 kez, 800-1200 mg doz aralifinda epilepsi tedavisinde
kullanilmaktadir. Cocuklarda ise bu doz araligt 10-20 mg/kg’dir. KBZ’nin yan
etkilerinden sakinmak amaciyla tedaviye 100-200 mg/giin oral doz ile baslanmali ve her
hafta doz yavas yavas artirllmalidir. Genel devam dozu 0.8-1.2 g/gin (2 ve 4
kez/glin)’diir ve gerektiginde doz 2 g/giin’e ¢ikarilabilir. Gegici olarak oral KBZ
kullanimimin kisith oldugu hastalarda KBZ rektal yoldan 250 mg/6 sa. dozda
uygulanabilir. Oral formiilasyonlardan supozituvara ge¢ildiginde doz %25 oraninda
artirilmalt ve rektal yoldan KBZ uygulanmasi 7 giinden daha uzun siire devam

ettirilmemelidir. Ayrica, tedavi esnasinda KBZ uygulanimindan vazgecilecekse,
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nobetlerin sikliginda artisa neden olmamak igin doz kademeli olarak azaltilmalidir. 256512

518), 46

2.2.1.6. KBZ’nin Piyasa Preparatlari

KBZ’nin diinyadaki ila¢ piyasasinda konvansiyonel tablet (100 mg, 200 mg, 300
mg ve 400 mg), ¢igneme tableti (100 mg ve 200 mg), uzatilmis salim tableti (100 mg,
200 mg ve 400 mg), uzatilmis salim kapsiilii (100 mg, 200 mg ve 300 mg), intravendz
¢ozelti (200 mg/20 mL) ve oral siispansiyon (100 mg/5 mL) dozaj sekillerinde
miistahzarlar1 bulunmaktadir.*’

Tiirkiye’deki ilag piyasasinda KBZ igeren miistahzarlar ise tablet (200 mg ve 400
mg), geciktirilmis salim tableti (300 mg ve 600 mg), kontrollii salim tableti (200 mg ve
400 mg) ve surup (%2°lik) dozaj sekilleridir.*®

2.2.2. LEV

Tez galigmasi kapsaminda kullanilan LEV 1980°1i yillarin baginda kesfedilmis ve
1999 yilinda Amerikan Gida ve flag¢ Kurumu (FDA) tarafindan onaylanarak parsiyel
baslangicli ndbetlerin tedavisinde antiepileptik olarak kullanilmisgtir.*®

2.2.2.1. LEV’in Fizikokimyasal Ozellikleri

Pirasetam analogu ve ikinci kusak antiepileptik olan LEV ((S)-a-etil-2-0kso-1-
pirolidin asetamid)’in kapali formiili CsH14N202’dir ve kimyasal yapist Sekil 2.2°de
gosterilmistir. Molekiil agirlig1 170.2 g/mol olan LEV tadi ac1, kokusu hafif, beyaz veya

beyazimst kristal toz yapisindadir, 25(:531-532), 50, 51
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Sekil 2.2. LEV’in kimyasal yapis1®?

LEV’in erime noktas1 117-121°C araliginda iken, kaynama noktast 396 °C’dir.
KBZ’nin partisyon katsaysi (log P, log Kow, oktanol/su) -0.6dir.5% 53 54

LEV’in ¢oziiniirlik bilgileri arastirildiginda, LEV’in suda ¢ok ¢oziindiigii (>1
g/mL), asetonitrilde c¢oziindiigii (0.03-0.1 g/mL) ve hekzanda hemen hemen hig
¢oziinmedigi bildirilmistir. 25653582 Ayrica, diger kaynaklarda, LEV’in suda gok
¢oziindiigii (1.04 g/mL), kloroformda ve metanolde kolay ¢oziindiigii (sirasiyla, 0.653
g/mL ve 0.536 g/mL), etanolde ¢oziindiigli (0.165 g/mL), asetonitrilde zor ¢oziindigi
(0.057 g/mL), DCM’de 0.22 g/mL, DMSO’da yaklasik 0.02 g/mL ve yine n-hekzanda
hemen hemen hig ¢oziinmedigi bildirilmistir.5% 55 %

2.2.2.2. LEV’in Farmakolojik Ozellikleri

Sinaptik vezikiil proteini SV2A, LEV’in etkinliginde temel hedef olarak
goziikmektedir. LEV, bu protein araciligi ile sinaptik salinim mekanizmalarini
etkileyerek antiepileptik aktivitesini gostermektedir. Sinaptik vezikiil proteini 2 (SV2),
farkli izoformlar1 (2A, 2B ve 2C) olan ve sinaptik alanlarin hepsinde bulunan 12 trans-
membran integral proteinidir. SV2A dagilim agisindan en yaygin olanmidir. SV2
proteinleri, ATP ve Ca*? gibi vezikiillerin yaygmn bilesenleri igin tastyici gorevi
gdrmektedir. Ca*? iyonlari, sinaptik uyarlanabilirlik ve néronal uyarilabilirlik gibi birgok

biyolojik fonksiyonda rol oynamaktadir. Bu iyonun seviyeleri, hiicresel haberlesmede

yiiksek sinyal-giiriiltii oran1 elde etmek icin siki bir sekilde diizenlenir. Sinaptik
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vezikiillerin Ca*2-bagimli ekzositozunun diizenlenmesi i¢in SV2A’nin sensorii olarak
kabul edilen presinaptik proteini sinaptotagmin (sinaptotagmin-Ca*? baglanmasi
ekzositozu hizlandirir) ile etkilestigi gosterilmistir. Bundan dolayi, LEV gibi SV2A
ligandlari, sinaptik salim mekanizmalar1 lizerindeki etkileri yoluyla nobetlere karsi
koruma saglamaktadirlar. SV2A, beyinde LEV icin baglanma alanidir ve bu etkilesim
LEV’in antiepileptik etkisinin baglica mekanizmasidir. LEV’in ¢esitli molekiiler
mekanizmalarla antikonviilsan etki gdsterdigini bildiren ¢calismalar da mevcuttur. LEV’in
striatumda GABA devrini (turnover) etkiledigi ve diger amino asitleri etkilemeden
hipokampusta amino asit taurin (GABAA reseptorleri i¢in diisiik afiniteli agonist)
seviyelerini azalttig1 gosterilmistir. LEV, hipokampusun dentat girus bolgesinde glutamat
salimini azaltmak igin presinaptik P/Q-tip yiiksek voltaj-bagimli Ca*? kanalin etkiler ve
boylece ndbet akivitelerini diizenler. Benzer sekilde, presinaptik Ca*? kanallarinin
intraseliiler inhibisyonu yoluyla norotransmitter salinimini da inhibe eder. LEV, GABAA-
ve glisin-kapili akimlar tizerindeki ¢inkonun ve B-karbolinin inhibit6r etkilerini baskilar.
Ayrica, LEV, noronlarda gecikmis-dogrultucu K* akimini inhibe eder. Ancak, LEV,
voltaj-bagimli Na* kanallar1 iizerinde etkiye sahip degildir.5"-%°

LEV’in kullanim seklinde iilkeden iilkeye farklilik goriilmesine ragmen,
yetiskinlerde ve cocuklarda parsiyel ve sekonder jeneralize ndbetlerin kontrol altina
alinmasinda hem tek basina hem de tedaviye yardimci olarak kullanilmaktadir. 12 yas
tizeri ¢ocuklarda ve yetiskinlerde, miyoklonik epilepsi tedavisinde Amerika ve
Ingiltere’de LEV tedaviye yardimci olarak eklenmektedir. Bunun yani sira, idiyopatik
jeneralize epilepsili gocuk (Amerika’da 6 yas ve iizeri ¢ocuklarda, Ingiltere’de 12 yas ve
tizeri ¢ocuklarda) ve yetiskinlerde primer jeneralize tonik klonik ndbetlerin kontrol altina

alinmasinda yardimci ajan olarak kullanilmaktadir.26°315%2) Ayrica, LEV’in hareket
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bozukluklari, néropatik agri, bas agris1 ve bazi psikiyatrik durumlarin tedavisinde de
faydali oldugu belirtilmektedir.®

Epilepsi tedavisinde LEV’in kullanimina bagl olarak ortaya ¢ikan uyuklama, bag
donmesi, gligsiizliik en sik goriilen istenmeyen yan etkiler arasindadir. Bunlarin disinda,
anoreksi, ishal, hazimsizlik, mide bulantisi, kilo kayb1 veya alimi, kas agrisi, ataksi, bas
agris1, amnezi, depresyon, sinirlilik ve titreme gibi yan etkiler de nadir olarak LEV
kullanan hastalarda goriilmektedir. Bazi hastalarda ise Stevens-Johnson sendromu,
eritema multiforme, toksik epidermal nekroliz gibi ciddi deri reaksiyonlarina
rastlanmaktadir 25(-531-5%2)

Hamilelik sirasinda LEV’in renal klirensi arttigi i¢in serum konsantrasyon
diizeyleri yakindan izlenmeli ve gerekiyorsa doz artirilmalidir. Ayrica, hamile hastalara
LEV kullanim1 durumunda malformasyon ihtimalinin diisiik oldugu, ancak, yine hamile
kadmlarda LEV kullanimina yonelik verilerin yetersiz oldugu bilgisi de verilmelidir.5?

2.2.2.3. LEV’in Farmakokinetik Ozellikleri

Levetirasetam oral yolla uygulandiktan sonra gastrointestinal sistemden hizla ve
neredeyse tamamen (%95) emilime ugrar ve mutlak oral biyoyararlanimi yaklasik
%100°diir. Yaklasik 1 sa. icinde en yliksek plazma konsantrasyonuna ulasir ve LEV (1000
mg tek doz halinde uygulandiginda) i¢in Cmax:31 pg/mL’dir. Coklu doz ¢aligmalarinda,
LEV tahmin edilebilir, lineer ve doz orantili kararli durum farmakokinetigi gosterir.
Gidalarla beraber LEV alindiginda emilim hizi yavasladigi halde emilim derecesinde
degisim meydana gelmemektedir. LEV’in viicutta dagilim hacmi (Vq) ise yaklasik 0.5-
0.7 L/kg’dir. Ayrica, siganlarda kan beyin bariyerini kolayca astig1 raporlanmistir. >

LEV’in plazma proteinlerine baglanma orani diisiiktiir (<%10) ve ¢ok az diizeyde
(uygulanan LEV dozunun %?27’si) metabolize edilir ve sonu¢ olarak inaktif

metabolitlerine (primer metaboliti (%24) olan etirasetam karboksilik asit (UCB L057) ve
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yaklagik %3 oraninda da diger iki inaktif metaboliti) doniismektedir. Kandaki beta-
esterazlar tarafindan LEV inaktif UCB L057’ye doniistiriilmektedir. LEV’in
metabolizmasinda  karaciger CYP  enzimleri rol almadigindan karaciger
metabolizasyonuna ugrayan ilaglarla etkilesime girmemektedir. LEV’in yaklasik %27’si
inaktif metabolitleri halinde, %66’s1 ise degismeden idrarla atilmaktadir. Ayrica,
uygulanan dozun yaklasik %0.3’1 ise fegesle atilmaktadir. LEV’in renal klirensi 0.6
mL/dk/kg iken, primer metabolitinin renal klirensi yaklasik 4.2 mL/dk/kg’dir.
Eliminasyon yar1 émrii doz, uygulama yolu ve sikligindan bagimsiz olarak 6-8 sa.
arasinda degismektedir. Ancak, yasl hastalarda ve bobrek yetmezligi olan hastalarda
LEV’in eliminasyon yar1 dmrii 10-11 sa.’e kadar ¢ikabilmektedir. Tedaviye baslandiktan

sonra, LEV, kararli durum plazma konsantrasyonuna 48 sa. sonra ulasmaktadir2°(531-532)

50, 63

2.2.2.4. LEV’in Stabilitesi

LEV agz iyi kapatilmis kaplarda ve oda sicakliginda saklanmalidir.?

Saravanan ve ark.®* farkli stres kosullarinda LEV’in stabilitesini incelemislerdir.
Bu amagla LEV, UV 1s1n1 (254 nm) ve yiiksek sicakliga (60 °C) 10 giin, asit ortama (0.5
N HCI) ve alkali ortama (0.5 N NaOH) 2 giin maruz birakilmis ve bozunma oranlari tespit
edilerek dayaniklilig1 saptanmistir. Calisma sonucunda, UV 151n1 ve sicakliga maruz kalan
LEV etkin maddesinin 10 giin boyunca bozunmadig1, ancak asit ortamda 10 sa. sonunda
%6 oraninda ve alkali ortamda 7 sa. sonunda %4 oraninda bozundugu belirlenmistir.
Ayrica, hareketli faz (%0.1 fosforik asit iceren ultra saf su: asetonitril, 85:15 (h/h))
icerisinde hazirlanan LEV ¢ozeltisinin oda sicakliginda 2 giin boyunca dayanikli kaldig

bildirilmistir.
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Siddiqui ve ark.®® LEV igeren tablet ve surup formiilasyonlar1 {izerinde 6 ay
boyunca 30 °C (%65 nem) ve 40 °C (%75 nem)’de yaptiklari ¢galismada LEV’in ¢ok az
bozunarak (<%?2) stabilitesini korudugunu raporlamiglardir.

Ensom ve ark.®® tatlandirict (Oro-Sweet) ve siispansiyon ajani (Oro-Plus)
kullanarak 50 mg/mL konsantrasyonunda LEV igeren siispansiyon hazirlamislar ve bu
formiilasyonun stabilitesini amber renkli plastik sisede 25 °C ve 4 °C’de incelemislerdir.
Bu calismada, 91 giin boyunca LEV igeren siispansiyonun fiziksel olarak bozunmadigi
ve ayrica, 91 giin sonunda 25 °C’de %91.4 ve 4 °C’de %93.2 oraninda LEV’in
bozunmayarak stabil kaldig1 bulunmustur.

Prohotsky ve ark.’” LEV igeren cozeltiyi (100 mg/mL), amber renkli ve
polipropilen oral siringalar igerisinde, buzdolabi (2-8 °C) ve oda sicaklig1 (20-25 °C)
sartlarinda stabilite agisindan alt1 ay siiresince degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda,
her iki sicaklikta da LEV’in (%97°s1 dayanikli) stabilitesini korudugu raporlanmastir.

Diger bir ¢alismada ise, insan plazmasindaki LEV’in (2.5, 15 ve 35 pg/mL)
stabilitesi bes dondurma-¢dzme dongiisiiyle (-80 °C’den oda sicakligina getirme) ve
ayrica, -80 °C’de 1 ay boyunca bekletilerek degerlendirilmistir. Sonug olarak, LEV’in
bes dondurma-¢ozme dongiisli sonrasinda stabil kaldigi ifade edilmistir. Ayrica, -80
°C’de en az 1 ay boyunca insan plazmasindaki LEV’in stabilitesini koruyacak sekilde
saklanabilecegi raporlanmistir.®

2.2.2.5. LEV’in Kullamim Dozu

LEV’in yan etkilerinden sakinmak amaciyla tedaviye 500 mg/giin doz ile
baslanmakta ve iki hafta sonra 1 g/giin (3 g/glin maks. doz) doz ile epilepsinin
monoterapisinde kullanilmaktadir. Yetiskinlerde, LEV’in yardimci1 olarak tedaviye
eklendigi durumlarda ise, 1 g/giin dozunda tedaviye baslanmali ve antiepileptik etkinlik

saglanana kadar 2-4 haftada doz 1 g/giin artirilarak (3 g/glin maks. doz) uygulanmalidir.
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1-6 ay arasi1 bebeklerde ise giinliik 14 mg/kg olacak sekilde doz ayarlamasi yapilmakta ve
her iki haftada bir doz 14 mg/kg artirilarak (giinliik 42 mg/kg maks. doz) tedavi
saglanmaktadir. 6 aydan biiyiik ve agirligi 50 kg’dan az olan bebek/cocuklar i¢in giinliik
20 mg/kg olacak sekilde doz ayarlanmali ve her iki haftada bir 20 mg/kg doz artirilarak
(glinliik 60 mg/kg maks. doz) epilepsi tedavisi saglanmalidir. LEV’in oral konvansiyonel
dozaj sekilleri glinde iki defa (boliinmiis dozlar halinde), degistirilmis salim yapan
preparatlari ise giinde bir defa uygulanmaktadir.?5(-531-532)

2.2.2.6. LEV’in Piyasa Preparatlar

LEV’in diinyadaki ila¢ piyasasinda konvansiyonel tablet (250 mg, 500 mg, 750
mg ve 1000 mg), uzatilmig salim tableti (500 mg, 750 mg ve 1000 mg), oral ¢ozelti (100
mg/mL), intraven6z ¢ozelti (500 mg/5 mL, 500 mg/100 mL, 1000 mg/100 mL ve 1500
mg/100 mL) ve oral siispansiyon (500 mg, 750 mg ve 1000 mg) dozaj sekillerinde
miistahzarlar1 bulunmaktadir.®®

Tiirkiye’deki ilag piyasasinda LEV igeren miistahzarlar ise film kapl tablet (250
mg, 500 mg, 750 mg ve 1000 mg), uzatilmis salim tableti (500 mg, 750 mg ve 1000 mg),
efervesan tablet (250 mg, 500 mg, 750 mg, 1000 mg ve 1500 mg), intravendz ¢dzelti (500
mg/5 mL ve oral ¢dzelti (100 mg/mL) dozaj sekilleridir.”

2.3. Tla¢ Tasiyic1 Nanopartikiiler Sistemler

Nanoteknoloji fikri “There’s plenty of room at the bottom. (Asagida oldukga yer
var)” sOylemiyle 1959 yilinda fizik¢i Prof. Dr. Richard Feynman tarafindan ortaya
atilmis, ancak, terimsel olarak ilk kez 1974 senesinde Tokyo Bilim Universitesi’nden
Norio Tanigguchi tarafindan kullanilmistir. 1979 yilinda ise, Eric Drexler Richard
Feynman’in molekiiler iiretim vizyonunu genisleterek nanoteknolojinin temellerini

atmistir. Ayrica, 1981 yilinda taramali tiinelleme mikroskobunun (STM) ve 1986 yilinda
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atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) kesfi ile nanoteknolojinin gelismesi
hizlanmigtir.* 72

Nanoboyuta ulasan materyallerin yiizey alanlar1 arttikga partikiiller arasi
etkilesimler de artmakta ve bu materyaller dnceki durumlarindan daha gelismis ve farkli
ozelliklere sahip olmaktadirlar. Nanoteknoloji giiniimiizde elektronik, boya, otomotiv,
gida, ilag, saglik, elektronik ve tekstil gibi birgok alanda kullanilmaktadir.”® 73 lag ve tip
sektorliinde nanoteknolojinin kullanilmasiyla ilag taginimi, goriintiileme teknikleri,
hastaliklarin tedavisi ve teshisi, biyosensorler, antimikrobiyal teknikler ve hiicre yenileme
gibi alanlarda gelismeler saglanmistir.” lag pazarina giren ilk nano-boyutlu iiriin, 1995
yilinda FDA tarafindan kanser tedavisi i¢in onaylanan doksurubisin yiiklii PEG-lipozom
formiilasyonu olan “Doxil®” ticari preparatidir.” Dogal polimerik nanopartikiiler tasiyici
sistem olarak da meme kanseri tedavisinde kullanilmak iizere 2005 yilinda FDA
tarafindan onay alan “Abraxane® preparat1 mevcuttur.’®

Polimerik nanopartikiiler sistemler, etkin maddenin sentetik veya dogal polimere
adsorpsiyonuyla/hapsedilmesiyle/ylizeye kimyasal olarak baglanmasiyla elde edilen,
boyutlar1 10-1000 nm arasinda degisen kat1 kolloidal partikiillerdir.””: 8

Partikiil biiyiikliigii ve dagilimi nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin ¢ok 6nemli
bir 6zelligidir. /n vivo dagilim, toksisite, hedefleme, etkin madde yiikleme etkinligi, etkin
madde salim1 ve stabilite gibi konular agisindan énemli bir rol oynamaktadir.”

Ilag tasiyict nanopartikiiler sistemlerin kullanilmasindaki iistiinliikler kisaca su
sekilde 6zetlenebilir:80-83
v' Sterilize edilmelerinin kolay olmast,
v Viicutta fizyolojik olarak pargalanabilmeleri (biyopargalanir polimer kullanilan

sistemler i¢in) ve olusan triinlerin toksik olmamasi,

v" Oral uygulamada etkin maddenin oral biyoyararlaniminin iyilestirilmesi,
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Etkin madde salim yerinin ve/veya hizinin degistirilmesine olanak saglamasi,

v’ Aktif veya pasif hedeflendirme yapilabilmesi,
v" Uygun hedeflendirme ile diger doku ve organlarda olusabilecek olan toksisite ve
iIstenmeyen yan etkilerin azaltilmasi,
v' NP igerisindeki etkin maddenin ¢evre Kkosullarindan korunarak stabilitesinin
artirilmasi,
v" Nazal, pulmoner, oral ve parenteral gibi farkli uygulama yollari ile uygulanabilmesi,
v NP’lere hem hidrofilik hem de hidrofobik etkin maddelerin hapsedilebilmesi,
v Boyutlarinin kiigiik olmasi sebebiyle hiicre i¢i alimlarin mikropartikiillere gore daha
kolay olmast,
v" Uygun nanopartikiiler sistemler ile kan beyin bariyerinin asilmasina olanak
saglanmasi,
v' Farkli liretim yontemleri ile hazirlanabilirler.
Nanopartikiiler sistemlerin kullanilmasinin sakincalari ise asagidaki sekilde ifade
edilebilir:8+8¢
v" NP hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin veya pargalanma iiriinlerinin biyolojik
uyusmazlik ya da toksik etki gosterme ihtimali,
v" NP hazirlama veya polimer maliyetinin fazla olabilmesi,
v NP’den etkin maddenin salimi sirasinda “burst release (ani salim)” olarak
adlandirilan olayin gergeklesmesi ile salimin kontrol edilememesi,
v Endiistriyel ve laboratuvar siireclerinin hazirlanan NP 6rneklerinde degiskenlige
neden olmasi,
v" NP’ler genis yiizey alanina ve ¢ok kiiciik partikiil boyutuna sahip oldugundan

kolayca agregasyona ugrayip stabilitesini kaybedebilir.
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2.3.1. NP Hazirlama Yoéntemleri
Ilag tastyict nanopartikiiler sistemler ¢esitli hazirlama yoéntemleri ile elde
edilmektedir. NP hazirlanmasinda kullanilacak olan ydntem, polimerin ve etkin
maddenin fizikokimyasal Ozelligine bakilarak secilmekte ve nanopartikiiliin partikiil
blyiikligi, yiizey oOzellikleri gibi 0Ozelliklerini etkilemektedir. Nanopartikiil
hazirlanmasinda en sik kullanilan yontemler sunlardir:8’ 88
v Emiilsiyon polimerizasyonu yontemi
v Yiizeyler aras1 polimerizasyon yontemi
v Emiilsiyon olusturma-¢6ziicii buharlastirma yontemi
v Emiilsiyon olusturma-¢oziicii diflizyonu yontemi
v Emiilsiyon ¢apraz baglama yontemi
v Tuzla ¢oktiirme yontemi
v Nanogoktiirme (nanopresipitasyon) yontemi
v' Piskiirterek kurutma/dondurma yoéntemi
v" Stiperkritik s1v1 teknolojisi yontemi
v lyonik jellesme
2.3.1.1. Nanoc¢oktiirme Yontemi
Nanogoktiirme yontemi, “coziicii yer degistirme” olarak da adlandirilan, Fessi ve
calisma grubu tarafindan gelistirilmis bir nanopartikiil hazirlama yontemidir.%® Bu
yontemin temel prensibi, kullanilacak olan polimerin suyla karigabilen organik bir
¢Oziiciide ¢oziindiiriilmesi ve daha sonra bu ¢6zeltinin sulu faza kontrollii bir sekilde (tek
seferde, kademeli olarak veya damla damla) ilave edilmesiyle organik ¢dziiciiniin sulu
faza diflizyonu sonucu polimerin ara yiizeyde birikmesi esasina dayanmaktadir. Organik
¢oziliciiniin su fazma hizli diflizyonu sonucu nanopartikiillerin olusum mekanizmasi

Marangoni etkisi ile agiklanmaktadir. Polimer ¢ozeltisinin sulu faza hizli bir sekilde
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kendiliginden yayilmasiyla, iki faz arasinda ara yiizey geriliminde azalma ve ylizey
alaninda artis kiigiilk organik ¢o6ziici damlaciklarinin  olusumuna yol acgarak
nanopartikiilleri sekillendirmektedir. Daha sonra, organik ¢6ziicii karistirma, sicaklik ve
algak basing altinda ortamdan uzaklastirilmaktadir. Bu yontemde organik ¢6ziicii olarak
suyla karigabilmesi agisindan aseton, etanol, aseton-az miktarda su karigimi, aseton-
etanol/metanol karisimi tercih edilmektedir.®’

Organik ¢oziicii-polimer etkilesimi, organik faz-su fazi etkilesimi nanog¢oktiirme
yonteminin basarisin1 ve nanopartikiil formiilasyonunun fizikokimyasal o6zelliklerini
etkileyen ¢ok onemli parametrelerdir.’® Bu yontemde, nanopartikiil olusumu igin yiizey
aktif madde kullanimi1 gerekmemesine ragmen kolloidal nanopartikiil siispansiyonunun
stabilitesini garanti etmek amaciyla yiizey aktif madde/maddeler kullanilabilir.8”
Ayrica, kullanilan polimerin amfifilik karakteri, nanopresipitasyon islemi sirasinda

iiretilen nanopartikiillerin hazirlama verimine etki edebilmektedir.*

Hizli ve kolay bir
hazirlama yontemi olmasi, suyla karigabilen organik ¢oziicii kullanilmasi, yliksek enerji
kullanim1 gerektirmemesi, tekrarlanabilirliginin yliksek ve Ol¢ek biiyiitmenin kolay
olmas1 bu hazirlama yénteminin iistiinliikleri olarak siralanabilir. 8 % Organik ¢éziiciiniin
ortamdan yetersiz uzaklastirilmasinin nanopartikiil agregasyonuna neden olmasi ve
ayrica, zamanla olusabilecek agregasyonun fiziksel stabilite problemlerine yol agmasi ise
yontemin sakincalari olarak karsimiza ¢tkmaktadir.®

2.3.2. NP Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Polimer, ¢ok sayida tekrarlayan monomer denilen birimlerin polimerizasyonuyla
olusan makromolekiillerdir. Polimer bilimindeki ilerlemeler farkli yeni ila¢ tasiyici

sistemlerin gelistirilmesine yol agmistir. Hazirlanacak olan sistemlerde kullanilacak olan

polimerin seg¢imi/tasarimi, polimerin kimyasal, mekanik, ara ylizey ve biyolojik
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ozelliklerine gore yapilmaktadir.%? Ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan
polimerler dogal ve sentetik olmak {izere iki ana baslik altinda Tablo 2.4’te verilmistir.
Dogal polimerler, biyouyumlu ve biyopargalanir polimerlerdir. Ancak, saflagtirma
esnasinda karsilasilan zorluklardan dolay: seriden seriye farklilik gosterirler.%? Sentetik
polimerler, yapiya farkli gruplarin (anhidr, ester, tire vb.) eklenmesiyle ozellikleri
ayarlanabilen, biyopargalanir veya biyopargalanamayan polimerlerdir.
Biyopargalanabilen polimerler biyolojik sivilarla temas edince hidrolitik veya enzimatik
mekanizmalarla parcalandiklart i¢in normal fizyolojik yollarla viicuttan atilirken,
biyopargalanamayan polimerler biyolojik ortamda pargalanamadiklari i¢in ila¢ saliminin

tamamlanmasinin ardindan viicuttan uzaklastiriimalidir.%
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Tablo 2.4. ilag tastyic1 sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan polimerler®?

Protein temelli polimerler

Kolajen, jelatin, albumin

Dogal polimerler
Polisakkaritler

Agaroz, aljinat, karragenan, hiyaluronik asit, dekstran, kitosan, siklodekstrin

Poliesterler

Poli(glikolik asit) (PGA), poli(laktik asit) (PLA), PLGA, poli(p-malik asit),
poli(a-kaprolakton), poli(hidroksi biitirat)

Polianhidritler

Poli(adipik asit), poli(sebazik asit)

Biyopargalanir T T ) -

polimerler Poliamidler Poliaminoasit, poli(iminokarbonat)

Fosfor bazli polimerler Polifosfonatlar, polifosfatlar, polifosfazenler
Sentetik Digerleri Poli(siyano akrilat), polidihidropiranlar, poliortoesterler, poliiiretanlar
polimerler
Silikonlar Kolloidal silika, polidimetilsiloksan
Akrilik polimerler Poli(metil metakrilat), polimetakrilatlar, poli hidro(etilmetakrilat)
Biyopargalanamayan
polimerler Hidroksipropil metil seliiloz, etil seliilloz, karboksimetil seliiloz, seliiloz

Seliiloz tiirevleri

asetat, seliiloz asetat propiyonat

Digerleri

Poloksamerler, polivinil pirolidon, poloksaminler, etil vinil asetat




2.3.2.1. PLGA

Degistirilmis salim sistemlerinin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan PLGA,
FDA tarafindan onayli, toksik olmayan, biyouyumlu ve biyoparcalanir sentetik bir
kopolimerdir. Kopolimeri olusturan PLA ve PGA oranlar1 degistirilerek, farkli
fizikokimyasal ozelliklere ve farkli molekiil agirliklarina sahip PLGA kopolimerleri
iiretilmektedir.®® PGA, PLA ve PLGA polimerlerinin kimyasal yapilar1 Sekil 2.3’te

verilmistir.
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Sekil 2.3. PGA, PLA ve PLGA polimerlerinin kimyasal yapilar®

PLGA’nin kristal yapisi, PLA ve PGA oranlarina gore degismektedir. %30’dan
fazla PLA igeren PLGA kopolimerleri yapisal olarak amorftur ve kolaylikla organik
coziictilerde ¢oziinmektedir. PGA’nin hidrofilik 6zelligi hiicre iginde kolaylikla
¢oziinmesini saglamaktadir. PLA’nin yan zincirinde metil grubu tagimasindan kaynakli
hidrofobik 6zelligi PGA’dan daha uzun siirede pargalanmasina sebep olmaktadir. Bundan
dolay1, PLGA’nin viicuttaki par¢alanma hiz1 yapisindaki laktik asit:glikolik asit oranina
ve polimerin molekiil agirligina bagh olarak degismektedir. PLGA viicutta glikolik asit
ve laktik asit monomerlerine pargalandiktan sonra, sitrik asit/trikarboksilik asit

dongiisiine girerek karbondioksit ve su halinde viicuttan atilir.8% 9%
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2.4. ADT’ler

Oral yol, bir¢ok etkin madde i¢in sistemik etki elde etmek amaciyla kullanilmasi,
diger uygulama yollar1 ile karsilastirildiginda yiiksek hasta uyuncunun saglanabilmesi ve
kolay bir uygulama yolu olmasi1 nedeniyle siklikla tercih edilmektedir. Konvansiyonel
tabletler ve kapsiiller oral yolla uygulanan en yaygin kati dozaj sekilleri olmasina ragmen,
Ozellikle ¢ocuklar, zihinsel rahatsizligi olan hastalar ve geriatrik hastalar bu dozaj
sekillerini yutmakta problem (disfaji) yasamaktadir. Bu problemin giderilmesi amaciyla,
agiz i¢inde suya ve ¢ignemeye ihtiya¢ olmaksizin, tiikiiriik sivisinda ¢ok kisa bir siire
icerisinde dagilan veya ¢dziinen kat1 bir dozaj sekli olarak ADT ler gelistirilmistir.%”-%

ADT’ler (Orodispersible tablets, orally disintegrating tablets, ODTs) aym
zamanda agizda ¢oziinen (mouth-dissolving), hizli ¢6ziinen (rapid dissolving, fast
dissolving, quick dissolving), hizli dagilan (fast disintegrating, rapid disintegrating, quick
disintegrating), hizli eriyen (fast melting) ve porlu (porous) tabletler olarak da
isimlendirilmektedir.2%%-1% ADTler Avrupa Farmakopesi (EP), Amerikan Farmakopesi
(USP), Ingiliz Farmakopesi (BP) ve Japon Farmakopesi (JP) tarafindan kabul edilmis ve
tanimlanmistir. EP ve BP, ADT’yi “agiz bosluguna yerlestirildikten sonra yutmadan dnce
hizlica disperse olan ve dagilma testinde 3 dakikadan kisa bir zamanda dagilan kaplh
olmayan tablet” olarak; USP/FDA’ya gore, ADT’ler “dil lizerine yerlestirildiginde
hizlica/saniyeler (<30 s) i¢inde dagilan ve etkin madde i¢eren kati bir dozaj sekli” olarak;
JP’de ise ADT’ler “agiz boslugunda hizlica dagilan veya ¢oziinen tabletler” olarak
tanimlanmugtir, 2%

Ideal bir ADT formiilasyonunun sahip olmas1 gereken dzellikler sunlardur:% 195
v Kullanimi esnasinda suya ihtiya¢ duyulmamali ve tiikiiriik sivisinda saniyeler iginde

dagilmali/¢coziinmeli,

v" Yiiksek oranda etkin madde igerebilmeli,
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v" Sertligi ve friyabilitesi optimum diizeyde olmali,

v" Kabul edilebilir tat maskeleme 6zelligi ile agizda giizel tat ve hos bir his birakmali,

v Oral alindiktan sonra agizda biraktigi kalinti ¢ok az olmali veya hi¢ kalinti
birakmamali,

v" Sicaklik ve nem gibi gevresel kosullara karsi diisiik hassasiyet gostermeli,

v' Diistik maliyetle tiretilebilmelidir.

ADT’ler agizda dagilmak veya ¢oziinmek iizere hazirlandiklar i¢in, agizda
biraktiklari his hasta uyuncu agisindan kritik rol oynamaktadir. ADT formiilasyonununda
yer alan etkin madde/maddeler kotii bir tada sahipse tatlandiricilarin/lezzet vericilerin
(dekstroz, mannitol, sorbitol ve frilkktoz vb) kullanilmasi veya on bir islemle etkin
maddenin kaplanmasi/mikroenkapsiilasyonu veya kompleks olusturulmasi gibi gesitli
yaklasimlarla kotii tat maskelenebilir, %8 106107

ADT’lerin agizda c¢ok kisa slirede dagilmasi ya da ¢ozlinmesi istendiginden,
formiilasyonlarinda siiper dagiticilarin kullanilmasi 6nemlidir. Kullanilacak olan siiper
dagiticilar intragraniiler olarak etkin ve diisiik konsantrasyonda daha fazla dagitma
etkinligine sahip olmalidir. Siiper dagiticilarin ¢ok fazla miktarda su absorplamasi yerine
hizlica sismeleri tercih edilmektedir, bu sekilde bu maddelerin sismesiyle dis yonde veya
radyal yonde olusan sisme basinci sonucu tablet kolaylikla dagilmaktadir.!® Siiper
dagiticilarin suya olan yiiksek ilgileri ve diger suda ¢ozlinen yardimec1 maddeler ADT’leri
neme kars1 hassas hale getirdigi i¢in, ADT lerin ambalajlanmasi1 ve saklanmasi sirasinda
bu durumlar g6z 6niinde bulundurulmalidir.%®

ADT’lerin kullanilmasindaki istiinliikler kisaca su dzetlenebilir:*1® 111

v Yaglilar, felgli ve yatalak hastalar, bobrek yetmezligi olan hastalar, pediatrik ve

geriatrik hastalar ve psikiyatri hastalar1 gibi yutma giigliigii c¢eken kisilerde
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ADT’lerin kullaniminin kolay ve rahat olmasi, sonu¢ olarak da hasta uyuncunun
artmasi,
Alman ADT’nin tiikiiriikle temasindan sonra agizda hemen dagilmasi/¢6ziinmesi
sonrasi etkin maddenin agiz, yutak ve yemek borusundan gecerken emiliminin
baslamasiyla yliksek biyoyararlanim gostermesi,
ADT’nin kisa siirede dagilmasi/¢oziinmesi ve etkin madde emiliminin hizli olmasi
sonucu etkinin daha hizli ortaya ¢ikmasi,
Artmis biyoyararlanimin saglanmasi ile tedavi etkinliginin daha diisiik dozda etkin
madde ile saglanmasi sonucu yan etkilerin azaltilmasi,
ADT kullanimi i¢in suya ihtiya¢ duyulmamasi,
Ik gecis etkisinde ADT kullanimi ile azalma gériilmesi,
ADT’lerin agizda daha iyi bir tat birakmasi,
Sivi dozaj sekilleri ile kiyaslandiginda dozlamanin daha dogru yapilabilmesi,
uygulama kolayligi ve nakliye acgisindan kolaylik saglamasidir.

ADT’lerin sakincalari ise asagidaki sekilde dzetlenebilir;108 110 111
ADT lerin neme kars1 hassas olmalari,
Yetersiz mekanik 6zelliklerinden dolayr ADT’lerin 6zel ambalaj gerektirmeleri,
Terapotik dozu yiikksek olan etkin maddelerin ADT formiilasyonlarinin
hazirlanmasinin zor olmasi,
Tiikiirik salgisinin  azalmasi sonucu agiz kurulugu c¢eken hastalarda ADT
kullaniminin kisitli olmasi,
ADT formiilasyonlarinin gelistirilmesi agisindan kisa yar1 dmiirlii etkin maddelerin,
kontrollii ya da siirekli salim gerektiren etkin maddelerin uygun aday olmamalart,
ADT formiilasyonlar1 uygun sekilde hazirlanmazsa agizda hos olmayan tat veya

kalint1 birakabilirler.
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2.4.1. ADT Formiilasyonlarinin Uretim Yéntemleri

ADT formiilasyonlarinin gelistirilmesi agamasinda uygun yardimci maddelerin ve
hazirlama yonteminin se¢ilmesiyle tablet matriksinin gézenekli yapisinin optimum hale
getirilmesi hedeflenmektedir.1%

ADT hazirlanmasinda kullanilan yéntemler sunlardir:% 112
v' Liyofilizasyon (dondurarak kurutma) yontemi
v" Direkt basim yontemi
v Kaliba dokme (molding) yontemi
v Kiristal lif yontemi
v’ Piskiirterek kurutma (spray drying) yontemi
v' Kiitle ekstriizyon yontemi
v" Eritme graniilasyon yontemi
v’ Faz gecis yontemi
v Siiblimasyon yontemi
v Kuru/yas graniilasyon yontemi
v" Ug boyutlu baskilama ydntemi

ADT’lerin hazirlanmasinda kullanilan patentli tiretim teknolojileri ise “ZipDose,
Zydis, Durasolv, Ziplets, FlashDose, FlashTab, Novel Hole, Oraquick, Quicksolv, Lyoc,
Pharmaburst, Frosta, Nanocrystal, Wowtabtir.11% 113

2.4.1.1. Liyofilizasyon (Dondurarak Kurutma) Yoéntemi

Liyofilizasyon, dondurulmus olan iirtinden uygun kosullar altinda (diistik sicaklik
ve algak basing) siiblimasyonla suyun uzaklastirilmasi ile tirtiniin kurutulmasi iglemidir.
Bu yoéntemle oldukca gdzenekli yaprya sahip ADT ler elde edilir.®® Bu sekilde elde edilen

ADT’ler gozenekli yapilart ve yiiksek ylizey alanlari sayesinde ¢oziinme, emilim ve

biyoyararlanim agisindan iyilestirilmis 6zelliklere sahiptirler.1%®
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Liyofilizasyon yontemiyle 6zellikle 1siya duyarli olan etkin maddelerin ADT
formiilasyonlar1 gelistirilmektedir.®® Bu yontemde, genellikle suda az ¢dziinen etkin
maddeler 400 mg’dan az dozda ADT formiilasyonuna eklenebilirken, suda ¢6ziinen etkin
maddeler ise yaklasik 60 mg’a kadar ADT formiilasyonuna eklenebilir.!!*

Liyofilizasyon yontemiyle hazirlanan ADT'lerin sahip olduklart diisiik mekanik
direngleri ve ayrica, 1siya ve neme duyarli olmalari saklama ve tasima esnasinda
zorluklara neden olmaktadir. Liyofilizasyon igleminin zaman alict olmasi ve pahali
ekipmanlar gerektirmesi de kullanimini sinirlandirmaktadir, %

2.4.1.2. Direkt (Dogrudan) Basim Yontemi

Direkt basim, herhangi bir 6n islem olmaksizin, dogrudan etkin madde ve
yardimc1 maddelerin karigtirildiktan sonra sikigtirilmasiyla tabletlerin elde edildigi bir
iiretim yontemidir. Uretimde kullanilacak olan toz karisimimin uygun akis dzelliklerine
ve basilabilme yetenegine sahip olmas1 gerekmektedir.®” Toz karisimini olusturan etkin
madde ve yardimer maddelerin partikiil biiytikligi dagilimimin farklilik gostermesi
karigim i¢inde ayrismaya ve sonucta elde edilen ADT lerin 6zeliklerinde degisime neden
olabilmektedir.®® Bu yontemle hazirlanan ADT’lerin dagilmasi ve ¢dziinmesi, suda
¢Oziinen yardimc1 maddelerin, dagiticilarin/siiperdagiticilarin ve efervesan ajanlarin tek
basina veya bir arada kullanimlar ile gerceklesmektedir. Direkt basim yontemi ile
tiretilen ADT’lerin dagilmasinda, secilen siiper dagiticinin tipi, miktari, su absorplama
kapasitesi ve sigme 6zelligi gibi faktorler onemli rol oynamaktadir. Siiperdagiticilarin
ADT lere eklenmesiyle hizli bir dagilma gerceklesmektedir.%®

Direkt basim yonteminde ayrica, seker-bazli yardimci maddelerin (dekstroz,
frikktoz, maltoz, mannitol, sorbitol vb.) kullanilmasiyla ADT’ye hem suda yiiksek

¢oziiniirliik 6zelligi hem de hos bir tat kazandirilir.%
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Az sayida islem basamagi igermesi, konvansiyonel ekipman ve iiretim prosesi
maliyetinin diigiik olmasi, 1s1ya ve neme hassas maddelerle ¢alisilabilmesi, dozlamanin
yiiksek oranda yapilabilmesi ve tabletin son agirliginin diger tiretim yontemlerine gore

daha kolay ayarlanabilmesi direkt basim ydnteminin {istiinliikleri arasinda sayilabilir.%

99
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddeler

Firma

Aerosil

Aseton

Hidroksipropil Metil Seliiloz (HPMC)
Jelatin

Karbamazepin

Krospovidon (Kollidon CL)
Levetirasetam

Mannitol

Metanol

Metanol

Mikrokristalin Seliiloz (Avicel pH 102)
PEG 4000

Pentilentetrazol (PTZ)

PLGA (50:50)

Pluronic F127

Pluronic F68

Polivinil Pirolidon-K30 (PVP-K30)
Potasyum Dihidrojen Fosfat
Potasyum Kloriir

Sodyum hidroksit

Sodyum Karboksimetilseliiloz (NaCMC)

Sodyum Kloriir

Sodyum Monohidrojen Fosfat
Talk

Tween 80

Santa-Farma ila¢ Sanayi A.S., Tiirkiye
Sigma-Aldrich, Almanya
Santa-Farma ilag¢ Sanayi A.S., Tiirkiye
Fluka Chemica, Isvicre

Jubilant Generics, Hindistan
Santa-Farma Ilag Sanayi A.S., Tiirkiye
Divi’s Laboratories, Hindistan

Merck, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya

VWR, ABD

Santa-Farma Ilag Sanayi A.S., Tiirkiye
Loba Chemie, Hindistan
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

BASF, Brenntag Canada Inc., Kanada
BASF, Brenntag Canada Inc., Kanada
Santa-Farma Ilag Sanayi A.S., Tiirkiye
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Doga ilag Hammaddeleri, Tiirkiye
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Doga ilag Hammaddeleri, Tiirkiye
Merck, Almanya
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Cihazlar

Firma

Buzdolab1
Cok Noktal1 Manyetik Karistirict

Dansite Tayin Cihazi (Volumetre)

Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)

Evaporator

Friyabilitor

Fourier Doniistimli Kizil6tesi Spektrometresi (FT-IR)

Hassas Terazi

Hassas Terazi

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC)

Liyofilizator

Manyetik Karistirict
Mikropipet

Mikrosantrifiij
pH Metre

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)
Sogutmal1 Santrifiij

Tablet Dagilma Cihaz1

Tablet Dissoliisyon Cihazi

Tablet Sertlik Cihazi

Ultra Saf Su Cihaz1

Ultrasonik Banyo

Ultra-Turrax cihazi

UV-Vis Spektrofotometresi

Yatay Calkalayicili Su Banyosu

Zetasizer

5223 NHEY, Argelik, Tiirkiye

2mag MIXdrive 15, Almanya

Erweka SVM-122, Almanya

Perkin Elmer Diamond DSC, Almanya
Heidolph, 4001, Almanya

Pharma Test PTF E/ER, Almanya

Bruker VERTEKS 70v, Bruker,
Almanya

AND, Japonya
AUW?220D, Shimadzu, Japonya
Thermo Finnigan Surveyor, Almanya

Martin Christ, Alpha 1-2 LD Plus,
Almanya

Wisd Lab Instruments, Almanya
Eppendorf, Almanya
Hettich, Micro 200, Almanya

Thermo Scientific, Orion 3 Star™,
ABD

Zeiss Sigma 300, Almanya

Kubota, 3780, ABD

Pharma Test PTZ E, Almanya

Pharma Test PTWS IlIE/CE, Almanya
Pharma Test PTB, Almanya

Millipore, Direct-Q 3UV, ABD
Bandelin, Almanya

T10, Ultra-Turrax, IKA, Almanya
Beckman Coulter ®, DU 730, ABD
Memmert, Almanya

Malvern Zetasizer Nano ZSP, ingiltere
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3.2. Metot
3.2.1. KBZ ve LEV’in UV Spektrumu
KBZ ve LEV’in metanol igerisinde 10 pg/mL standart ¢ozeltileri hazirlanarak

200-600 nm dalga boyu araliginda UV spektrumlari alinmistir.

3.2.2. KBZ ve LEV’in HPLC Yontemiyle Miktar Tayini

Literatiir taramasi sonucunda KBZ ve LEV etkin maddeleri i¢in ortak dalga boyu
230 nm olarak belirlenmistir.!*® Farkli oranlarda metanol ve ultra saf su karisimlari
denenerek uygun hareketli faz segilmistir. KBZ ve LEV etkin maddelerine ait belirlenen

kromatografik kosullar Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. KBZ ve LEV’in etkin madde miktar tayininde kullanilacak HPLC
kromatografik sartlar

Cihaz HPLC; Thermo Finnigan Surveyor

Yontem Ters Faz Kromatografi /Izokratik Eliisyon

Kolon Supercosil LC-18-DB, 25 cm x 4.6 mm; Spum (Supelco)
Hareketli Faz Metanol:Ultra saf su (45:55 h/h)

Akis Hiza 1 mL/dk.

Dedektor uv

Dalga Boyu 230 nm

Sicakhik 25 °C

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

Analiz Siiresi 15 dk.

3.2.2.1. KBZ ve LEV’e ait Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi
KBZ ve LEV’in kalibrasyon dogrularini elde etmek ftizere, etkin maddelerin
hareketli faz olan metanol:ultra saf su (45:55 h/h) karisimi igerisinde 100 pg/mL

konsantrasyonunda stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozelti hareketli faz ile
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seyreltilerek 50 pg/mL konsantrasyonunda ikinci stok c¢ozelti elde edilmistir. Bu
¢ozeltiden hareketle uygun seyreltmeler hareketli faz ile yapilarak, 0.5-32 ug/mL
konsantrasyon araliginda (sekiz farkli konsantrasyon) ve her bir konsantrasyon igin 6’sar
adet olacak sekilde standart ¢Ozeltiler hazirlanmistir. Standart ¢ozeltilerden hareketle
HPLC’de elde edilen pik alanlarina karsi konsantrasyonlar grafige gegirilmis ve
regresyon analizi yardimiyla kalibrasyon dogrusu ve yapilan diger analizlerde
kullanilmak tizere dogru denklemi elde edilmistir.

3.2.2.2. Analitik Yontemin Gegerliligi

Analitik yontemin gecerliligi (validasyon), kullanilacak olan analitik yontemin
dogru, 6zgiil ve tekrarlanabilir oldugunu gostermek igin uygulanir. Analitik bir yontemin
gecerliligi, onun amaglanan kullanmimi igin uygun oldugunu kanitlamaya yoneliktir.
Analitik yontemin gegerliligi i¢in degerlendirilen parametreler sunlardir;

Dogrusallik ve Calisma Arahgi

Dogrusallik, miktar tayini yapilacak olan etkin maddenin konsantrasyonu ile
dogrudan orantili test sonuglarinin belli bir aralikta elde edilebilme yetenegi olarak
tanimlanmaktadir. Dogrusallik, sekiz farkli konsantrasyonda hazirlanan standart
¢ozeltilerin her birinden hazirlanan 6'sar 6rnegin analizi ile tespit edilmistir. Calisma
aralig1 ise kabul edilebilir dogruluk, kesinlik ve dogrusalligin elde edildigi konsantrasyon
araligidir. Bu konsantrasyon araliginda, regresyon analizi yapilarak kalibrasyon egrisinin
dogru denklemi ve tanimlayicilik (belirleyicilik, belirlilik) katsayis1 elde edilmistir.
Ayrica, dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii yapilarak veriler degerlendirilmistir.

Dogruluk

Dogruluk, deneysel olarak belirlenmis degerin, kabul edilebilir degere veya gergek
degere olan yakinlig1 olarak tanimlanmaktadir. Dogruluk parametresi giin i¢i ve giinler

arast olmak tiizere iki sekilde calisilmis ve % bagil hata (% BH) ile degerlendirilmistir.
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Yontemin dogrulugunu degerlendirmek amaciyla asagida verilen esitlik kullanilmistir

(Sekil 3.1).

% BH = [(a-b)/b] x 100

a = Ortalama tayin edilen konsantrasyon (ng/mL)

b = Hazirlanan konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3.1. Dogruluk hesabinda kullanilan esitlik!’

KBZ ve LEV’in hareketli faz igerisinde 50 pg/mL konsantrasyonunda stok
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden hareketle uygun seyreltmeler hareketli faz ile
yapilarak 1, 8 ve 24 ug/mL konsantrasyonlarda ve her bir konsantrasyon i¢in 6’sar adet
olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Analiz sonucunda etkin maddeler igin
hazirlanan ortalama konsantrasyonlar ve gergek konsantrasyonlar kullanilarak % BH
hesaplanmustir.

Analitik yontemin gecerliligi i¢in dogruluk parametresinin kabul edilebilir sinirlar
icerisinde olabilmesi i¢in % BH degerlerinin %2’nin altinda elde edilmesi
gerekmektedir.8

Kesinlik

Kesinlik, analitik yontemin tekrarlanabilirlik derecesi veya birbirini takip eden test
sonuglarinin yakiligmin gostergesi olarak tanimlanmaktadir. Kesinlik parametresi
varyasyon katsayisi (VK) ile degerlendirilmektedir. Yontemin giin i¢i (tekrarlanabilirlik)
ve giinler arasi kesinligini degerlendirmek {izere asagida verilen esitlik kullanilmistir

(Sekil 3.2).

39



VK = (a/b) x 100

a = Standart sapma (SS)

b = Ortalama tayin edilen konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3.2. Kesinlik hesabinda kullanilan esitlik!*®

Giin I¢i Kesinlik (Tekrarlanabilirlik): KBZ ve LEV’in hareketli faz icerisinde
50 pg/mL konsantrasyonunda stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ézeltiden hareketle uygun
seyreltmeler hareketli faz ile yapilarak 1, 8 ve 24 pg/mL konsantrasyonlarda ve her bir
konsantrasyon i¢in 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Ayni giin
icinde yapilan analiz sonucunda etkin maddeler i¢in hazirlanan ortalama
konsantrasyonlar ve SS degerleri kullanilarak VK degeri hesaplanmustir.

Giinler Aras1 Kesinlik: KBZ ve LEV’in hareketli faz icerisinde 50 pg/mL
konsantrasyonunda stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden hareketle uygun
seyreltmeler hareketli faz ile yapilarak 1, 8 ve 24 ug/mL konsantrasyonlarda ve her bir
konsantrasyon igin 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmustir. Birbirini
takip eden {i¢ giin boyunca yapilan analiz sonucunda etkin maddeler i¢in hazirlanan
ortalama konsantrasyonlar ve SS degerleri kullanilarak VK degeri hesaplanmustir.

Enjeksiyon Tekrar Edilebilirligi: KBZ ve LEV’in 50 pg/mL
konsantrasyonundaki stok ¢Ozeltisi hareketli faz ile seyreltilerek ¢ farkl
konsantrasyonda ¢ozelti (1, 8 ve 24 pg/mL konsantrasyonlarinda) hazirlanmig ve arka
arkaya alt1 kez analiz edilmistir. Daha sonra, ¢ozeltilere ait pik alanlar1 ve SS degerleri
kullanilarak VK degerleri hesaplanmaistir.

Analitik yontemin gecerliligi icin Kesinlik parametresinin kabul edilebilir sinirlar

icerisinde olabilmesi icin VK degerinin %2’nin altinda elde edilmesi gerekmektedir.'?°
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Saptanabilirlik/Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Edilebilirlik Stmir1 (LOQ)

LOD: Belirlenen deney sartlarinda saptanabilen en diisiik analit konsantrasyonu
olarak tanimlanmaktadir. LOD degeri sinyal/giiriiltii  oranmin  3/1  oldugu
konsantrasyondur.12

LOQ: Belirlenen deney sartlarinda numune igindeki analitin uygun dogruluk ve
kesinlik ile tayin edilebildigi en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir. LOQ
degeri sinyal/giiriiltii oraninin 10/1 oldugu konsantrasyondur.'?

Bu tez ¢alismasinda, LOD degeri kalibrasyon noktalarinda elde edilen (y=mx-+n)
“n” degerlerinin standart sapmasmin “m” degerine oraninin 3.3 kati olarak
hesaplanmistir. LOQ degeri kalibrasyon noktalarinda elde edilen (y=mx+n) “n”
degerlerinin standart sapmasinin “m” degerine oraninin 10 kat1 olarak hesaplanmugtir.*?*
121

Ozgiilliik

Ozgiilliik, analitik yontemin sadece amaglanan bileseni tayin edebilme yetenegi
olarak tanimlanmaktadir ve sayisal degeri yoktur. Ozgiilliigiin degerlendirilmesi amaciyla
etkin madde disindaki formiilasyon bilesenleri kullanilarak nanopartikiil ve ADT
formiilasyonlar1 hazirlanmis ve HPLC ile analiz edilerek etkin maddeler ve yardimeci
maddeler arasinda herhangi bir etkilesim olup olmadig: tespit edilmistir.

Stabilite

KBZ ve LEV etkin maddelerinin 50 pg/mL stok ¢ozeltisinden hareketle uygun
seyreltmeler hareketli faz ile yapilarak 1, 8 ve 24 ng/mL konsantrasyonlarda standart
¢ozeltiler hazirlanmistir. Daha sonra, standart ¢ozeltiler -20 °C, +4 °C ve 25 °C olmak
tizere {i¢ sicaklikta 1., 2., 3., 7. ve 14. giinlerde degerlendirilmistir. Stabilite parametresi

VK degeri ile degerlendirilmis ve VK degerleri %2’nin altinda elde edilen standart

c¢ozeltiler dayanikli olarak kabul edilmistir.1%°
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3.2.3. KBZ’nin Céziiniirliik Tayini Calismasi

Hazirlanan nanopartikiil ve ADT formiilasyonlarimin in vitro salim caligmalarini
gerceklestirmek amaciyla etkin maddeler i¢in Sink kosulun saglanmasi gerekmektedir.
LEV hidrofilik olup suda yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir. KBZ ise hidrofobik 6zellige
sahiptir ve suda ¢ok az ¢oziinmektedir.2X®8%") Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda,
KBZ’nin ¢ozlinlirliiginiin ~ artirllmast  ve Sink  kosulun saglanmasi amaciyla
setiltrimetilamonyum bromiir, SLS, Tween 80, Kollidon 30, polietilen glikol 4000 (PEG
4000), polietilen glikol 6000 (PEG 6000), Kollifor EL gibi yardimci maddelerin in vitro
salim ortamina eklendigi bulunmustur.*?212° By amagla, ¢oziiniirliik artiric1 olarak Tween
80 ylizey aktif maddesi secilmis ve farkli salim ortamlarinda (distile su, PB pH 7.4 ve PB
pH 6.8) ¢oziiniirliik tayin ¢alismasi yapilmistir.

Secilen salim ortamlarinda KBZ’nin ¢oziiniirligiiniin belirlenmesi amaciyla
KBZ’nin asir1 miktar1 (10 mg) flakonlara tartilmis ve {izerlerine Tween 80 (%1, %5 ve
%10) iceren salim ortamlar1 (distile su, PB pH 7.4 ve PB pH 6.8) ilave edilerek flakonlarin
agz1 sikica kapatilmistir. Yatay calkalayicili su banyosu icerisine yerlestirilen flakonlar
24 saat ¢alkalanmig (120 rpm ve 37 °C) ve 12500 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmistir. Daha
sonra ornekler (n=3) 0.45 pm’lik membran filtrelerden siiziilmiis ve HPLC yontemi ile
etkin madde miktar tayini gergeklestirilmistir.

3.2.4. Nanopartikiiler Sistemlerin Hazirlanmasi

Tez ¢alismamizda, KBZ ve LEV etkin maddelerini i¢ceren nanopartikiil hazirlamak
tizere PLGA kopolimeri kullanilmistir. Kullandigimiz PLGA kopolimeri Resomer® RG
502 (50:50)’dir. Molekiil agirlig1 7000-17000 Da ve camsi gegis sicakligi (Tg) 42-46 °C
olan ester sonlu bu PLGA amorf bir yapiya sahiptir. Bu polimerin %0.1 (a/h)’lik
kloroform igerisindeki ¢ozeltisinin vizkozitesi (Ubbeholde kilcal vizkozimetresi, 25 °C)

0.16-0.24 dl/g’dir.*?®
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Tez c¢aligmasi kapsaminda, etkin madde yiikli PLGA nanopartikiilleri
nanopresipitasyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir.

KBZ ve LEV yikli PLGA nanopartikilleri (KBZ+LEV-PLGA-NPs) nin
hazirlanmasi igin ¢ok noktali manyetik karistirici tizerinde, 150 mg PLGA nin asetondaki
¢ozeltisi (7 mL) 600 rpm’de 30 dk. karistirilarak hazirlanmigtir. Bu ¢ozelti tizerine KBZ
ilave edilerek tekrar karigtiritlmig (600 rpm, 30 dk.) ve organik faz hazirlanmistir. Ultra
saf su igerisinde hazirlanan 14 mL %2 (a/h)’lik Pluronic F127 ¢ozeltisine LEV ilave
edilerek (600 rpm, 30 dk.) su fazi hazirlanmigtir. Sonra, Ultra-Turrax (IKA, Almanya)
altinda (25000 rpm, 5 dk.) organik faz su fazina enjektor (26 G) yardimiyla damlatilmis
ve bu islemin ardindan organik ¢oziicii algak basing altinda (evaporatér, 45 °C) ortamdan
uzaklastirilmistir. Elde edilen nanopartikiil stispansiyonuna 15 °C, 1000 rpm’de 3 dk. 6n
santrifiij islemi uygulanmistir. Daha sonra, elde edilen siipernatant i¢in 15 °C, 12500
rpm’de 40 dk. santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Hazirlanan nanopartikiiller 24 saat
boyunca liyofilize (0.021 mbar, -55 °C) edilmistir. Onformiilasyon ¢alismalar1 sonrasinda

optimum formiilasyon bilesimine karar verilmistir (Sekil 3.3).
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Organik faz (PLGA+KBZ) Su faz1 (LEV+Pluronic F127)

600 rpm, 30 dk. 600 rpm, 30 dk.

Homojenizasyon
@ -
Organik ¢oziiciiniin uzaklagtirilmasi @ >

¥ Nanopartikiil
J ”' ,y  slspansiyonu “

Organik faz

ol

45 °C, 20 dk. @ Su fazi

25000 rpm, 5 dk.

@ Santrifiij @ Liyofilizasyon
A =i

v

15 °C, 1000 rpm, 3 dk. (6n santrifiij)
15 °C, 12500 rpm, 40 dk. (santrifiij) -55°C, 24 sa.

Sekil 3.3. Nanopartikiillerin nanopresipitasyon yontemiyle hazirlanmasinda kullanilan
prosediiriin sematik gosterimi
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3.2.5. Hazirlanan Nanopartikiiler Sistemlerin Karakterizasyonu

Hazirlanan nanopartikiiller ylizey 6zellikleri, partikiil boyutu ve dagilimi, zeta
potansiyel (ZP) degeri, hazirlama verimi ve nanopartikiillere yiiklenen etkin madde
miktar1 agisindan incelenmigstir. Nanopartikiillerin FT-IR spektrumlari ve DSC
termogramlari alinmistir. Bu formiilasyonlar igin ayrica in vitro salim ¢aligmasi ve in vivo
calisma gerceklestirilmistir.

3.2.5.1. Yiizey Ozellikleri

Hazirlanan KBZ+LEV-PLGA-NPs’lerin ve etkin madde igermeyen PLGA
nanopartikiillerinin (B-PLGA-NPS) yiizey 6zellikleri SEM kullanilarak saptanmigtir. Bu
amagla, metal levhalar iizerine iki tarafli bant ile sabitlenen nanopartikiiller 100 A
kalinliginda altin ile kaplanmis ve nanopartikiiller goriintiilenerek yilizey oOzellikleri
incelenmistir.

3.2.5.2. Partikiil Bityiikliigii, Partikiil Biiyiikliigii Dagilin ve Zeta Potansiyel
Tayini

Hazirlanan KBZ+LEV-PLGA-NPs ve B-PLGA-NPs formiilasyonlarinin partikiil
biyiikligi, partikiil bliyiikligi dagilimi ve ZP degerleri Malvern Zetasizer Nano ZSP
cihaz1 (Malvern Ins. Ltd. Ingiltere) kullanilarak saptanmistir. Hem partikiil biiyiikliigii ve
dagilimi hem de zeta potansiyeli 6l¢timleri 25 °C’de NP siispansiyonlarinin ultra saf su
ile 30 kat seyreltilmesi ile tespit edilmis ve sonuglar ortalama+SS olarak verilmistir.

3.2.5.3. Enkapsiilasyon Etkinligi (EE) ve Yiikleme Kapasitesi (YK) Tayini

10 mg liyofilize KBZ+LEV-PLGA-NPs ve 1 mL DCM renkli siseler igerisinde
400 rpm’de 60 dk. karistirlmigtir. Bu islem sonrasinda, bu karistma 1 mL metanol
eklenmis ve 0.22 um por aciklifina sahip membran filtreden siiziilerek HPLC’de etkin
madde miktar1 analiz edilmistir. Gerekli seyreltmeler metanol ile yapilmistir. KBZ+LEV-

PLGA-NPs i¢in % EE ve % YK degerleri hesaplanmistir (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).
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% EE = (a/b) x 100

a = Nanopartikiillere yiiklenen etkin madde miktar:

b = Formiilasyona eklenen etkin madde miktari

Sekil 3.4. % EE hesaplanmasinda kullanilan esitlik*?’

% YK = (a/b) x 100

a = Nanopartikiillere yiiklenen etkin madde miktar:

b = Elde edilen toplam nanopartikiil miktari

Sekil 3.5. % YK hesaplanmasinda kullanilan esitlik!?’

3.2.5.4. Hazirlama Verimi

Hazirlama yonteminin etkinligini degerlendirmek {izere hazirlama verimi
hesaplanmaktadir. Bu amagla, liyofilizasyon sonrasinda elde edilen nanopartikiil miktart,
formiilasyona giren tim maddelerin (etkin maddeler, polimerler) toplam miktarina

boliinmiis ve sonuglar % cinsinden hesaplanmistir (Sekil 3.6).

% Verim = (a/b) x 100

a = Elde edilen toplam nanopartikiil miktar:

b = Etkin maddeler + Polimerler

Sekil 3.6. Hazirlama veriminin hesaplanmasi igin kullanilan esitlik*?’

3.2.5.5. In Vitro Sahm Calismasi

In vitro salim calismasinin yapilmas1 amaciyla 20 mg liyofilize edilmis
KBZ+LEV-PLGA-NPs’nin 1 mL salim ortami igerisindeki nanosilispansiyonu diyaliz
torbasina (molekiil biiylikliigli gecirgenlik smmir1 14000 Da) konulmustur (n=6).

Hazirlanan diyaliz torbalari renkli siselere yerlestirilerek itizerlerine 20’ser mL salim
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ortami1 (PB pH 7.4) ilave edilmis ve Sink kosul saglanmistir (n=6).12% Yatay calkalayicili
su banyosunda (37+0.5 °C, 50 rpm) ger¢eklestirilen salim ¢alismasi1 belirlenen zaman
araliklarinda (0.5., 1., 3., 6., 12., 24. ve 48. sa.) salim ortamlarindan birer mL 6rnek
alinmasi ve alinan 6rnek hacmi kadar taze ortam ilave edilmesi ile yapilmistir. Alinan
ornekler, 12500 rpm’de 15 dk. santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantlardaki
KBZ ve LEV miktarlar1 HPLC yontemiyle tayin edilmis ve % salim degerleri
hesaplanmastir.

3.2.5.6. NP Formiilasyonlarma Ait FT-IR Analizi

Analizi yapilacak olan maddelerdeki baglarin titresim frekanslar1 FT-IR
spektrometresi ile dlgiilerek yapidaki fonksiyonel gruplar belirlenmektedir.!?® Bu amagla,
KBZ, LEV, PLGA, Pluronic F127, B-PLGA-NPs ve KBZ+LEV-PLGA-NPs’nin, 4000-
400 cm? araliginda, KBr diskleri yardimiyla ve vakum altinda FT-IR spektrumlari
alinmistir.

3.2.5.7. NP Formiilasyonlarma Ait DSC Analizi

DSC, kontrollii bir sicaklik programi uygulanmasi ile numune ve referans
maddenin kiyaslanmasini saglayan termal bir yontemdir. Bu amagla KBZ, LEV, PLGA,
Pluronic F127, B-PLGA-NPs ve KBZ+LEV-PLGA-NPs’nin DSC kullanilarak DSC
termogramlar1 alinmigtir. DSC analizi azot atmosferinde, 20-250 °C sicaklik araliginda
(10 °C/dk. 1sitma hiz1), 50 mL/dk. gaz akis hizinda, bir dizi standart yardimiyla (In, Sn,
Pb, Al, Pd, Ni, Au, Zn) ve alumina referans maddesi kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.6. ADT Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

KBZ+LEV-ADT formiilasyonlar1 liyofilizasyon ve direkt basim ydntemleri
kullanilarak hazirlanmistir. Liyofilizasyon yontemi ile gelistirilen ADT formiilasyonu L-
ADT, direkt basim yontemi ile hazirlanan ADT formiilasyonu DB-ADT olarak

kodlanmistir. Ayrica, liyofilizasyon yontemi ile elde edilen ADT’lerin yardimci
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maddeleri L-YM, direkt basim yontemi ile elde edilen ADT’lerin yardimeir maddeleri

DB-YM olarak kodlanmigtir. L-ADT ve DB-ADT formiilasyonlarina katilan yardimci

maddeler ve madde fonksiyonlar1 Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. ADT formiilasyonlarinda kullanilan yardimc1 maddeler ve fonksiyonlari

Yardimc1 Maddeler

Madde Fonksiyonlari

Hidroksipropil metil selilloz (HPMC, Hipromelloz)

Jelatin

Mannitol

Tween 80 (Polioksietilen (20) sorbitan monooleat,

polisorbat 80)

Baglayici, vizkozite artiric1**
Matriks Olustumcuml, 132
Dolgu maddesi**!

Yiizey aktif madde, 1slatici,
¢Oziiniirliik artirici*®

L-ADT
Pluronic F68 (Polioksietilen-polioksipropilen Yiizey aktif madde, slatici,
kopolimeri, Lutrol F68, Poloxamer 188) ¢Oziiniirliik artirici*®3
Polietilen glikol 4000 (PEG 4000, Macrogol 4000) Dagitici*®> 133
Polivinil prolidon-K30 (Kollidon 30, Povidon K30, Baslaviel®
PVP-K30) aglayle
Mikrokristalin seliiloz PH 102 (Avicel PH 102) Dagitict, dolgu maddesit®*
Sodyum karboksimetilseliiloz (Karmeloz sodyum, . 135
NaCMC) Dagitict
Mannitol Dolgu maddesi**®
Krospovidon (Kollidon CL, Poliplasdon XL, ¢apraz . L 1%
DB-ADT bagli PVP) Siiperdagitict
Polivinil prolidon-K30 (Kollidon 30, Povidon K30, Baglayicr™

PVP-K30)

Aerosil (Cab-O-Sil, kolloidal silikon dioksit)

Talk (Sulu magnezyum silikat)

Kaydirici, Anti-adherent®®

Kaydirici, akis diizenleyici®®
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Hazirlanan ADT’lere ait formiilasyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.3’te

verilmigtir.

Tablo 3.3. Hazirlanan ADT formiilasyonlarinin bilesenleri ve miktarlari

L-ADT DB-ADT
Formiilasyon Miktar Formiilasyon Miktar
Bilesenleri (mg) Bilesenleri (mg)
KBz 160 KBZ 160
LEV 40 LEV 40
HPMC 15 Avicel PH 102 135
Jelatin 45 Na CMC 53
PEG 4000 11 Mannitol 70
PVP-K30 12 Krospovidon 50
Tween 80 23 PVP-K30 80
Pluronic F68 30 Aerosil 6
Mannitol 35 Talk 6
Distile Su 750

3.2.6.1. Liyofilizasyon Yontemiyle ADT Formiilasyonu Hazirlanmasi

Liyofilizasyon yontemiyle ADT hazirlamak amaciyla, HPMC c¢ok noktal

manyetik karistiricida ultra saf su (70 °C) igerisinde karistirtlarak (750 rpm, 30 dk.)

¢Oziinmesi saglandiktan sonra jelatin ilave edilerek homojen bir karisim elde edilmistir.

Bunu takiben, Tween 80, mannitol, PEG 4000, PVP-K30 ve Pluronic F68 sirasiyla ilave

edilerek karistirnlmistir (1200 rpm, 30 dk.). Sonra olusan bu karisima LEV eklenerek

¢oziinmesi saglanmistir. Elde edilen ¢6zelti 17 mm capindaki blisterlere pipetlenmis ve
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KBZ ilavesinden sonra 10x3 mm boyutundaki manyetik bar ile karistirilarak (1200 rpm,
10 dk.) siispansiyon elde edilmistir. Blisterler -20 °C’de buzdolabina alinarak bir gece
dondurulmustur. Daha sonra, donmus ornekler liyofilize (-55 °C’de, 0.021 mbar, 24 sa.)
edilmistir.

3.2.6.2. Direkt Basim Yontemiyle ADT Formiilasyonu Hazirlanmasi

Direkt basim yontemiyle ADT hazirlamak amaciyla, kaydiricilar (Aerosil ve talk)
haricindeki tiim tozlar (KBZ, LEV, Avicel PH 102, Na CMC, mannitol, krospovidon,
PVP-K30) tartilmis ve homojen olarak karistirilmistir. Elde edilen toz karigimina Aerosil
ve talk ilave edilerek 5 dk. daha karistirilmis ve tek zimbali tablet makinesi ile tabletler
basilmistir.

3.2.7. Direkt Basim Yéntemiyle Hazirlanan ADT’ler i¢in Toz Kontrolleri

DB-ADT’ler i¢in hazirlanan toz karisiminin akis ozelliklerinin tespit edilmesi
amaciyla y1gin acisi, akis siiresi, basilabilirlik indisi ve Hausner oran1 degerleri EP 8.0’a
gore hesaplanmistir.%’

3.2.7.1. Yigin Acisi ve Akis Siiresi Kontrolii

Yi1gin acis1 ve akis stiresi kontrolii 100 g toz karisimi iizerinde standart huni
kullanilarak yapilmistir. Huninin yiiksekligi akitilan toz kiimesinin iist noktasindan
yaklasik 3 cm yukarida olacak sekilde ayarlanmistir. Toz karisimi huniden milimetrik
kagit iizerine akitilmis ve yiizeye serbestge akan toz yigmi bir koni olusturmustur. Toz
y1gmin yiizey ile yaptig1 ac1 (y1gin agisi), toz yiginin yiiksekligi (h) ve yaricapi (r) tespit
edilerek hesaplanmistir (n=10). Y181n agis1 EP 8.0 standartlarina gére degerlendirilmistir
(Tablo 3.4). Ayrica huniden toz akisi sirasinda tozun akis siiresi de tespit edilmis ve EP

8.0 standartlarina gore degerlendirilmistir.%
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3.2.7.2. Basilabilirlik indisi ve Hausner Oram Tespiti

Basilabilirlik indisi ve Hausner orani tozlarin akis 6zelliklerinin tespit edilmesi
amaciyla kullanilan, kiime (yi1gin) dansitesi ve sikistirllmis dansiteden hareketle tespit
edilen denklemlerdir. Kiime dansitesi ve sikistirilmis dansite, EP 8.0°a gore 100 g toz
karisimi iizerinden, dansite tayin cihazi kullanilarak tayin edilmistir (n=6). Y1gin
dansitesi, sikistirilmis dansite, basilabilirlik indisi ve Hausner orani asagidaki esitlikler
(swrastyla Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9 ve Sekil 3.10) kullanilarak hesaplanmistir.

Basilabilirlik indisi ve Hausner orani EP 8.0’a gore degerlendirilmistir (Tablo 3.4).

pk=m/v
pk = Kiime dansitesi (g/mL)

m = Toz miktarinin agirhg (g)

v = Yerlesmemis tozun goriinen hacmi (mL)

Sekil 3.7. Y1gin dansitesinin hesaplanmasinda kullanilan esitlik*3’

pv=m/v

pv = Sikistirilmis dansite (g/mL)

M = Toz miktarmin agirhg (g)

v = Vurus yapilmis toz hacmi (mL, hacim degisikligi olmayincaya kadar
devam ettirilen vurus sonrasi tespit edilen hacim)

Sekil 3.8. Sikistirilmis dansitenin hesaplanmasinda kullanilan esitlik*®’
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Basilabilirlik indisi = [(pv-pk)/pv] x 100

pv = Sikistirilmis dansite (g/mL)
pk = Kiime dansitesi (g/mL)

Sekil 3.9. Basilabilirlik indisinin hesaplanmasinda kullanilan esitlik**’

Hausner oram = pv/pk

pVv = Sikistirilmis dansite (g/mL)
pk = Kiime dansitesi (g/mL)

Sekil 3.10. Hausner oraninin hesaplanmasinda kullanilan esitlik*®’

Tablo 3.4. EP 8.0’a ait tozlarm akis dzelliklerini degerlendirmede kullanilan degerler'®’

Akis Ozelligi Yigm Aqist (°)  Basilabilirlik Indisi (%) Hausner Oram

Miikemmel 25-30 1-10 1.00-1.11
Iyi 31-35 11-15 1.12-1.18
Makul, Uygun 36-40 16-20 1.19-1.25
Orta 41-45 21-25 1.26-1.34
Zayif 46-55 26-31 1.35-1.45
Cok zay1f 56-65 32-37 1.46-1.59
Cok ¢ok zayif >66 >38 >1.60

3.2.8. Hazirlanan ADT’ler Uzerinde Yapilan in Vitro Kontroller
Liyofilizasyon ve direkt basim yontemi ile hazirlanan ADT’ler iizerinde kiitle

tekdiizeligi, icerik tekdiizeligi, ¢ap, kalinlik, kirilmaya kars1 direng, friyabilite, dagilma,
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¢oziinme hizi, 1slanma, su absorplama kapasitesi ve dispersiyon siiresi tayinleri
gerceklestirilmistir. Ayrica, ADT’lerin FT-IR spektrumlar1 ve DSC termogramlari
alimustir.

3.2.8.1. ADT’lerin Kiitle Tekdiizeligi Tayini

Kiitle tekdiizeligi testi, EP 8.0’a gore yapilmistir.’*® Buna gore, rastgele segilmis
20 tablet tartilip ortalama kiitle ve her tablet i¢in % sapma degeri bulunmustur. Sadece
iki ADT Tablo 3.5’te verilen % sapma sinirin1 gecebilir ve higbir ADT % sapma sinirinin

iki katin1 gegemez.

Tablo 3.5. Kapli olmayan tabletler i¢in ortalama tablet kiitlesi ile iliskili % sapma

degerleri®®

Ortalama Kiitle % Sapma
80 mg veya daha az 10
80 mg’dan fazla ve 250 mg’dan az 7.5
250 mg veya daha fazla 5

3.2.8.2. ADT’lerin i¢erik Tekdiizeligi Tayini

fcerik tekdiizeligi testi, EP 8.0’a gore yapilmistir.!® Icerik tekdiizeligi tayini
amaciyla rastgele segilen ADT’ler (n=10) tartilarak alinmis ve toz edilmistir. Sonra, 30
myg tartilan toz tizerine 100 mL metanol:ultra saf su (50:50, h/h) ilave edilmis ve 30 dk.
karistirilmistir (700 rpm). Daha sonra, alinan 6rnekler 12500 rpm’de 15 dk. santrifiij
edilmis ve elde edilen siipernatantlardaki KBZ ve LEV etkin maddelerinin miktar
tayinleri HPLC yontemiyle gerceklestirilmistir. Her bir ADT’nin etkin madde igerigi
ortalama etkin madde igerigi ile kiyaslanarak, sonuglarin %85-115 araliginda olup
olmadig1 degerlendirilmistir.

3.2.8.3. ADT’lerin Cap ve Kalinh@ Tayini

Tablet capt ve kalinhigt 20 ADT fizerinden kumpas yardimiyla olgiilerek

saptanmistir. Sonuglar mm cinsinden ortalama+SS olarak ifade edilmistir.
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3.2.8.4. ADT’lerin Kirilmaya Kars1 Direncinin Tayini

Bu test EP 8.0’a gore yapilmistir.®® S6z konusu testle, belirli kosullar altinda
ADT’lerin kirilganlig1 tespit edilmis olur. Buna gore, 10 ADT iizerinde ¢alisilmis ve
sonug¢lar Newton (N) cinsinden ortalama+SS seklinde ifade edilmistir.

3.2.8.5. ADT’ler i¢in Ufalanabilirlik (Friyabilite) Tayini

Bu test, EP 8.0’a gore yapilmustir.}*! Agirhign 650 mg’1 gegen tabletler icin 10,
agirligr 650 mg ve daha diistik tabletler i¢in 20 tablet lizerinden calisilmaktadir. Bu
amagla i¢ cap1 283-291 mm ve derinligi 36-40 mm olan friyabilitdr cihazi kullanilmistir.
Friyabilite testi i¢in 20 ADT tozlarindan arindirilarak tartilmistir. Cihaz igerisine
yerlestirilen ADT’ler dakikada 25+1 devir olacak sekilde toplamda 100 devir/4 dk.
stiresince teste maruz birakilmistir. Her bir devirde cihaz igerisindeki ADT’ler belli
yiikseklikten diiserek birbirleriyle ve cihazin i¢ ¢eperiyle carpigsmaktadir. Cihazdan
cikarilan ADT’ler tozlarindan arindirilarak tekrar tartilmis ve % friyabilite degeri
hesaplanmistir (Sekil 3.11). Kabul edilebilir bir formiilasyon i¢in hesaplanan deger (kiitle

kaybi1) %1’den biiyiik olmamalidir.

% friyabilite = [(a-b)/a] x 100

a = Ilk agirhk
b = Son agirhik

Sekil 3.11. % friyabilite degerini veren esitlik’4?

3.2.8.6. ADT’lerin Dagilma Testi

Dagilma testi, EP 8.0’a gore yapilmistir.® Bu test, tabletlerin uygun ortam sivisi
icerisinde belirlenen siirede dagilip dagilmadigini tayin etmek iizere kullaniimaktadir.
Dagilma testi, 6 ADT nin 6 tiipii bulunan sepet aparati igerisine yerlestirilmesi ve aparatin

37+0.5 °C’de 900 mL distile su igeren behere dikey olarak girip ¢cikmasiyla yapilmistir.
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Farmakopeye gore, belirlenen siirede 1 veya 2 tablet dagilmamigsa test 12 tablet
tizerinden tekrar edilmelidir. Sonugta 18 tabletin en az 16 tanesi dagilma testinden
geemelidir.

3.2.8.7. ADT’lerin Coziinme Testi

Hazirlanan ADT’lerin ¢6ziinme testi %5 Tween 80 i¢eren PB pH 6.8 ortami (3742
°C) igerisinde gerceklestirilmis ve 900 mL ortam hacmiyle Sink kosul saglanmistir
(n=6)1**. Coziinme testi, 50 rpm’de, Cihaz 2 (palet) kullanilarak, belirlenen zaman
araliklarinda (2.5, 5, 7.5, 10, 15, 30, 45 ve 60. dk.) ortamdan 5’er mL 6rnek alinmasi ve
alman ornek hacmi kadar taze ortam ilave edilmesi ile gerceklestirilmistir. Alinan
ornekler, 12500 rpm’de 15 dk. santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantlardaki
KBZ ve LEV miktarlart HPLC yontemiyle tespit edilmis ve % ¢oziinen etkin madde
miktarlart hesaplanmistir.

3.2.8.8. ADT’lerin Islanma Siiresi ve Su Absorplama Kapasitesi Tayini

Islanma siiresi ve su absorplama kapasitesi tayini farmakopeye kayitli olmayan,
ancak, ADT’ler i¢in uygulanan tayinlerdir. Islanma siiresi ve su absorplama kapasitesi
tayini distile su'*>1 ve yapay tiikiiriik sivis1 (pH 6.8)'*"148 olmak iizere iki farkli ortamda
tayin edilmistir. 6.5 cm i¢ c¢apa sahip petri kutusu icerisine yerlestirilen slizge¢ kagidi
metilen mavisi igeren 6 mL ortam ile 1slatilmigtir. Daha sonra, ADT ler petri kutusunun
tam ortasina gelecek sekilde yerlestirilmis (n=6) ve ADT’nin ist ylizeyinin tamamen
1slanmast igin gegen siire 1slanma siiresi olarak tespit edilmistir. Islanma siiresinin kisa
olmast ADT’lerin hizli dagilabilirligi agisindan énemlidir.2%? Su absorplama kapasitesi,
ADT’lerin test oncesindeki ve sonrasindaki agirliklar tespit edilerek asagidaki esitligin

(Sekil 3.12) kullanimryla hesaplanmustir.*4

55



% su absorplama kapasitesi = [(a-b)/b] x 100

a = Yas tablet agirh@
b = Kuru tablet agirhgi

Sekil 3.12. % su absorplama kapasitesini veren esitlik'*®

3.2.8.9. ADT’lerin Dispersiyon Siiresinin Tayini

Dispersiyon siiresi tayini farmakopeye kayitli olmayan, ancak, ADT’ler igin
uygulanan bir testtir. Dispersiyon siiresi tayini, 6 seffaf cam sise igerisinde 6’sar mL
distile su'#910 ve yapay tiikiiriik sivis1 (pH 6.8)*"1°! olmak iizere iki farkli dispersiyon
ortaminda (372 °C) gerceklestirilmis ve ADT’lerin disperse olduklari siireler tespit
edilmistir.

3.2.8.10. ADT Formiilasyonlarina Ait FT-IR Analizleri

KBZ, LEV, her iki hazirlama yonteminde kullanilan yardimc1 maddeler, L-ADT
ve DB-ADT formiilasyonlarinin 4000-400 cm™ araliginda, KBr diskleri yardimiyla ve
vakum altinda FT-IR spektrumlar1 alinmistir.

3.2.8.11. ADT Formiilasyonlarina Ait DSC Analizleri

KBZ, LEV, her iki hazirlama yonteminde kullanilan yardimc1 maddeler, L-ADT
ve DB-ADT formiilasyonlarinin DSC analizleri azot atmosferinde, 20-250 °C sicaklik
araliginda (10 °C/dK. 1sitma hiz1), 50 mL/dk. gaz akis hizinda, bir dizi standart yardimiyla
(In, Sn, Pb, Al, Pd, Ni, Au, Zn) ve alumina referans maddesi kullanilarak
gergeklestirilmistir.

3.2.9. In Vivo Cahsmalar

In vitro karakterizasyon calisma sonuclarina gére in vivo olarak degerlendirilmek

tizere DB-ADT ve nanopartikiil formiilasyonlar: se¢ilmistir.
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Calismada, agirliklar1 160420 g olan, 5 haftalik, 102 adet albino Wistar cinsi erkek
sigan kullamilmistir. Hayvanlar Atatiick Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi (ATADEM)’ nden temin edilmis ve tiim ¢alisma Atatiirk Universitesi
T1p Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali’nda (Prof. Dr. Ahmet Hacimiiftiioglu ve ekibi
ile birlikte) yiiriitiilmiistiir. /n vivo ¢alismanin yiiriitiilmesi i¢in gerekli etik kurul onayi
Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Tarih: 16.11.2016 tarih
ve Karar N0:93722986-000-E.1600272786) alinmustir. Deney Oncesi ve deney
sonlanincaya kadar sicanlar 12/12 sa. karanlik/aydinlik periyodunda ve oda sicakliginda
(24+£2 °C) barindirilmistir. Calismada, deney hayvanlarinin kullanimina iliskin Avrupa
Birligi Konseyi’nin direktiflerine (86/609/EEC ve 2003/65/EC) uyulmustur. 2

3.2.9.1. PTZ ile Tutusma Modelinin Olusturulmasi

Tutugmanin olusturulmasi amaciyla haftada 3 kez (Pazartesi, Carsamba ve Cuma),
13:00-17:00 saatleri arasinda, 35 mg/kg dozunda ve %0.9 sodyum kloriir (NaCl) igeren
izotonik ¢6zelti iginde (1 mL/kg) PTZ, intraperitoneal (i.p.) yolla si¢anlar tutusana kadar
uygulanmgtir.>® Enjeksiyonu takiben gozlem kafeslerinde siganlar 30 dk. boyunca
gozlemlenmistir. Sicanlarda izlenen nobet davraniglari Fisher ve Kittner’in yaptigi
skorlamaya gore degerlendirilmistir (Tablo 3.6).15% 154

Sonugta, Evre 3 ve daha siddetli 5 sefer nobet gegiren siganlar tutusmus olarak
kabul edilmis ve deneye alinmistir. Tutusmayan siganlar direncli kabul edilmis ve deney

gruplarindan ¢ikarilmistir.
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Tablo 3.6. PTZ ile nobet olusturma evreleri'®>>

Evre 0 Nobet aktivitesi yok

Evre 0.5 Zayif bas sallama

Evrel Kulak, yiiz ve goz kapagi segirmeleri
Evre 1.5  On ekstremitelerde hafif klonik aktivite

Miyoklonik viicut jerkleri, yiikkselme olmaksizin klonik 6n ekstremite

Evre 2
konviilsiyonlar1
Sik klonik 6n ekstremite konviilsiyonlar, kisa siireli (tam olmayan)
Evre 2.5
yiikselme
by Tam yiikselme ile birlikte ciddi bilateral 6n ekstremite klonusu (>10 sn)
vre

(Kanguru pozisyonu)
Evre 3.5 Ciddi bilateral 6n ekstremite klonusuna ek olarak yiikselme ve diisme

Evre 4 Yiikselme-diisme epizotlar1 veya sigramalarla birlikte jeneralize klonik
vre
konviilsiyonlar

Evre A8 Diizelme refleksinin kaybu ile birlikte jeneralize klonik-tonik ndbetler (6n
Vvre 4.
ekstremitenin tonik ekstensiyonu)

Evre 5 Jeneralize klonik-tonik ndbetler ve status epileptikus ( > 2 dk.)

3.29.2. PTZ ile Sicanlarda Olusturulan Epilepsi Modelinde KBZ+LEV-
PLGA-NPs ve DB-ADT lerin Etkilerinin Incelenmesi

KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonu, 13:00-17:00 saatleri arasinda, toplamda
bes uygulama (bir giin arayla) olacak sekilde epilepsi modeli olusturulmus siganlara i.p.
uygulandiktan 30 dk. sonra PTZ (35mg/kg) uygulanmis, gbzlem kafeslerinde 30 dk.
boyunca gbzlemlenmis ve ndbet davranislari skorlanmistir.™® %6 [p. olarak verilen
coOzeltiler ve siispansiyonlar %1 Tween 80 igeren %0.9 NaCl izotonik ¢ozeltisi i¢ginde, 5
mL/kg hacminde ve 30 mg/kg KBZ dozuna esdeger olacak sekilde epilepsi modeli

olusturulmus siganlara uygulanmustir, 1615
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DB-ADT formiilasyonu, 13:00-17:00 saatleri arasinda, toplamda bes uygulama

(bir giin arayla) olacak sekilde epilepsi modeli olusturulmus sicanlara gavaj ile

uygulandiktan 60 dk. sonra PTZ (35 mg/kg) uygulanmis ve gozlem kafeslerinde 30 dk.

boyunca gozlemlenmis ve nobet davranislar1 skorlanmistir. 19182 5 mL/kg hacminde, %1

Tween 80 igeren %0.9 NaCl izotonik ¢ozeltisi iginde 200 mg/kg KBZ ve 50 mg/kg LEV

dozuna esdeger olacak sekilde verilen ¢ozeltiler ve siispansiyonlar gavaj ile epilepsi

modeli olugturulmus siganlara uygulanmistir.

163-166

Calismadaki deney gruplari ve gruplara yapilan uygulamalar Tablo 3.7’de

verilmigtir.

Tablo 3.7. Deney gruplari ve gruplara yapilan uygulamalar

Grup

Uygulama

Kontrol 1 (K1)

Uygulama yapilan giinlerde i.p. olarak PTZ (35 mg/kg) verildikten

sonra 30 dk. siiresince gozlem kafeslerinde gozlemlenmistir (n=4).

Kontrol 2 (K2)

Uygulama yapilan giinlerde %1 Tween 80 i¢eren %0.9 NaCl izotonik
¢ozeltisi, 5 mL/kg hacminde i.p. olarak verildikten 30 dk. sonra PTZ
(35 mg/kg) i.p. olarak uygulanmig ve 30 dk. siiresince gozlem
kafeslerinde goézlemlenmistir (n=4).

LEV
(i.p.)

Uygulama yapilan giinlerde LEV 1.2 mg/kg dozda (nanopartikiil
igerisindeki LEV dozuna esdeger dozda), 5 mL/kg hacminde, %1
Tween 80 iceren %0.9 NaCl izotonik ¢ozeltisi i¢inde i.p. olarak
verildikten 30 dk. sonra PTZ (35 mg/kg) i.p. olarak uygulanmis ve 30

dk. siiresince gozlem kafeslerinde gozlemlenmistir (n=4).

KBZ
(i.p.)

Uygulama yapilan giinlerde KBZ 30 mg/kg dozda (nanopartikiil
icerisindeki KBZ dozuna esdeger dozda), 5 mL/kg hacminde, %1
Tween 80 iceren %0.9 NaCl izotonik ¢ozeltisi iginde i.p. olarak
verildikten 30 dk. sonra PTZ (35 mg/kg) i.p. olarak uygulanmis ve 30
dk. siiresince gozlem kafeslerinde gézlemlenmistir (n=4).

KBZ+LEV
(i.p.)

Uygulama yapilan gilinlerde nanopartikiil icerisindeki doza esdeger
dozda KBZ (30 mg/kg) ve LEV (1.2 mg/kg), 5 mL/kg hacminde, %1
Tween 80 iceren %0.9 NaCl izotonik ¢ozeltisi i¢inde i.p. olarak
verildikten 30 dk. sonra PTZ (35 mg/kg) i.p. olarak uygulanmis ve 30

dk. siiresince gézlem kafeslerinde gézlemlenmistir (n=4).
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Tablo 3.7. (Devami)

Grup

Uygulama

B-PLGA-NPs
(i.p.)

Uygulama yapilan giinlerde etkin madde icermeyen nanopartikiil (B-
PLGA-NPs) formiilasyonu, 5 mL/kg hacminde, %1 Tween 80 iceren %0.9
NacCl izotonik ¢dzeltisi iginde i.p. olarak verildikten 30 dk. sonra PTZ (35
mg/kg) i.p. olarak uygulanmis ve 30 dk. siiresince gozlem kafeslerinde

gbzlemlenmistir (n=4).

KBZ+LEV-
PLGA-NPs (i.p.)

Uygulama yapilan giinlerde 30 mg/kg dozuna esdeger miktarda KBZ igeren
KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonu, 5 mL/kg hacminde, %1 Tween 80
igeren %0.9 NaCl izotonik ¢ozeltisi iginde i.p. olarak verildikten 30 dk.
sonra PTZ (35 mg/kg) i.p. olarak uygulanmis ve 30 dk. siiresince gozlem
kafeslerinde gozlemlenmistir (n=5).

LEV
(oral)

Uygulama yapilan giinlerde LEV 50 mg/kg (DB-ADT igerisindeki LEV
dozuna esdeger dozda), 5 mL/kg hacminde, %1 Tween 80 iceren %0.9
NaCl izotonik ¢ozeltisi iginde gavaj ile intragastrik olarak verildikten 60 dk.
sonra PTZ (35 mg/kg) i.p. olarak uygulanmis ve 30 dk. siiresince gozlem

kafeslerinde gézlemlenmistir (n=4).

KBz
(oral)

Uygulama yapilan giinlerde KBZ 200 mg/kg (DB-ADT igerisindeki KBZ
dozuna esdeger dozda), 5 mL/kg hacminde, %1 Tween 80 iceren %0.9
NaCl izotonik ¢ozeltisi iginde gavaj ile intragastrik olarak verildikten 60 dk.
sonra PTZ (35 mg/kg) i.p. olarak uygulanmis ve 30 dk. siiresince gozlem
kafeslerinde gozlemlenmistir (n=4).

KBZ+LEV
(oral)

Uygulama yapilan giinlerde DB-ADT igerisindeki doza esdeger dozda KBZ
(200 mg/kg) ve LEV (50 mg/kg), 5 mL/kg hacminde, %1 Tween 80 i¢eren
%0.9 NacCl izotonik ¢ozeltisi i¢inde gavaj ile intragastrik olarak verildikten
60 dk. sonra PTZ (35 mg/kg) i.p. olarak uygulanmis ve 30 dk. siiresince
gozlem kafeslerinde gézlemlenmistir (n=4).

DB-YM
(oral)

Uygulama yapilan giinlerde DB-ADT igerisindeki yardimer maddeler, 5
mlL/kg hacminde, %1 Tween 80 igeren %0.9 NaCl izotonik ¢dzeltisi iginde
gavaj ile intragastrik olarak verildikten 60 dk. sonra PTZ (35 mg/kg) i.p.
olarak uygulanmis ve 30 dk. siiresince gézlem kafeslerinde gdzlemlenmistir
(n=4).

DB-ADT
(oral)

Uygulama yapilan giinlerde KBZ (200 mg/kg) ve LEV (50 mg/kg) etkin
maddelerine esdeger dozda DB-ADT formiilasyonu, 5 mL/kg hacminde,
%1 Tween 80 igeren %0.9 NaCl izotonik c¢ozeltisi i¢inde gavaj ile
intragastrik olarak verildikten 60 dk. sonra PTZ (35 mg/kg) i.p. olarak

uygulanmis ve 30 dk. siiresince gézlem kafeslerinde gozlemlenmistir (n=4).
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3.2.10. Istatistiksel Yontem

Elde edilen deneysel sonuglar ortalama+SS olarak ifade edilmistir. Istatistiksel
analizler “The Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) Statistics Version 20.0
(SPSS Inc., Chicago, ABD)” programi kullanilarak yapilmistir. Bagimsiz ikili gruplarin
karsilastirllmasinda Mann-Whitney U testi, bagimli ikili gruplarin eslestirildigi
durumlarda ise Wilcoxon testi kullanilmistir (p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilig

gostermektedir).
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4. BULGULAR
4.1. KBZ ve LEV’in UV Spektrumu
KBZ ve LEV’in UV spektrumlarin1 almak amaciyla Boliim 3.2.1°de anlatildig:
sekilde g¢alisilmig ve etkin maddelerin maksimum absorbans gosterdigi dalga boylari
(Amax) KBZ igin ~225 nm ve ~285 nm, LEV i¢in 201 nm olarak tespit edilmistir (Sekil

4.1 ve Sekil 4.2).

3,600

e
e

;.--.-.----..----.",}....-...--.

200 A 284.5 nm 600

Sekil 4.1. KBZ’ye ait UV spektrumu

206—— 7 v—?.ZﬂlJJFWH Edaw

Sekil 4.2. LEV’e ait UV spektrumu
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4.2. KBZ ve LEV’in HPLC Yontemiyle Miktar Tayini

4.2.1. KBZ ve LEV’e ait Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi

KBZ ve LEV etkin maddelerine ait kalibrasyon dogrular1 8 farkli konsantrasyonda

6 seri lizerinden c¢alisilarak elde edilmistir. Kalibrasyon dogrulari ve denklemleri Sekil

4.3 ve Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Pik Alan1 (mAu)
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Sekil 4.3. KBZ’nin HPLC yontemi ile elde edilen kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Sekil 4.4. LEV’in HPLC yontemi ile elde edilen kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Sekil 4.5. KBZ ve LEV’¢ ait (0.5-32 ug/mL) kromatogramlar




4.2.2. Analitik Yontemin Gegerlilik Bulgular:

4.2.2.1. Dogrusallik ve Calisma Arahg

KBZ ve LEV’in 50 pg/mL konsantrasyonunda stok ¢ozeltisinden hareketle uygun
seyreltmeler hareketli faz ile yapilarak, 0.5-32 pug/mL konsantrasyon araliginda (sekiz
farkli konsantrasyon) ve her bir konsantrasyon igin 6’sar adet olacak sekilde standart
¢ozeltiler hazirlanmustir. Standart ¢ozeltilerin HPLC’de analizi sonucunda elde edilen pik
alanlar1 ve konsantrasyonlar grafige gecirilmis ve kalibrasyon dogrulari ve dogru
denklemlerine ulasilmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Tanimlayicilik katsayis1 KBZ ve LEV
icin sirastyla 0.99994 ve 0.99996 olarak bulunmustur. Ayrica, alikonma zamanlar1 KBZ
ve LEV igin sirasiyla 12.4 dk. ve 3.4 dk. olarak saptanmistir (Sekil 4.5). Standart
¢ozeltilerin kalibrasyon dogrularina ait egimler karsilastirildiginda ise, VK degerleri <%1
olarak tespit edilmis ve analitik yontemin 0.5-32 pg/mL ¢alisma araliginda dogrusal
oldugu sonucuna ulagilmistir.

4.2.2.2. Dogruluk

Analitik yontemin gegerliligi i¢in dogruluk parametresi giin ici ve giinler arasi
olmak iizere incelenmistir. Bu amagla, 1, 8 ve 24 pg/mL konsantrasyonlarda ve her bir
konsantrasyon igin 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Elde edilen
sonuclarin gercek degerlerine yakinlik derecesi % BH hesaplanarak degerlendirilmistir.
Giin i¢i ve giinler arasi olmak iizere her iki etkin maddenin her konsantrasyonu i¢in
hesaplanan % BH degerlerinin %2’den kii¢iik oldugu saptanmistir (Tablo 4.1 ve Tablo
4.2).

4.2.2.3. Kesinlik

Analitik yontemin gecerliligi icin kesinlik parametresi incelenmistir. Giin i¢i ve
giinler aras1 kesinlik parametrelerini degerlendirmek amaciyla, 1, 8 ve 24 pug/mL

konsantrasyonlarda ve her bir konsantrasyon i¢in 6’sar adet olacak sekilde standart
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cozeltiler hazirlanmistir. Enjeksiyon tekrar edilebilirligi parametresini degerlendirmek

amaciyla ise ti¢ konsantrasyonda (1, 8 ve 24 pg/mL) standart ¢ozeltiler hazirlanmig ve

ayni standart ¢ozeltiler arka arkaya analiz edilmistir. Analizler sonucunda her iki etkin

maddenin her bir konsantrasyonu i¢in hesaplanan VK degerlerinin %2 nin altinda oldugu

ve analitik yontemin kesinlik parametresini sagladigi tespit edilmistir (Tablo 4.1, Tablo

4.2 ve Tablo 4.3).

Tablo 4.1. KBZ’ye ait elde edilen giin i¢i ve glinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri

Tayin Edilen Ortalama

Konsantrasyon Konsantrasyon % VK

(ng/mL) (ng/mL; X+£SS; n=6) BH (%)

1 1.018 £0.014 1.774 1.341

Giin ici 8 8.061 +£0.021 0.757 0.261
24 24.004 +£0.071 0.015 0.297
1 1.011 +0.005 1.061 0.466
Giinler arasi 8 8.035 +0.083 0.436 1.032
24 24.038 +£0.140 0.156 0.580

X=Ortalama; SS=Standart sapma; BH=Bagil hata; VK=Varyasyon katsayisi
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Tablo 4.2. LEV’e ait elde edilen giin i¢i ve glinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri

Tayin Edilen Ortalama

Konsantrasyon Konsantrasyon % VK

(ng/mL) (ng/mL; X£SS: n=6) BH (%)

1 1.015+0.015 1.518 1.491

Giin ici 8 8.097 £0.138 1.192 1.704
24 24.100 + 0.198 0.415 0.822

1 1.018 = 0.001 1.785 0.135

Giinler arasi 8 7.991 +£0.073 -0.109  0.910
24 24.086 = 0.209 0.359 0.868

X=Ortalama; SS=Standart sapma; BH=Bagil hata; VK=Varyasyon katsayisi

Tablo 4.3. KBZ ve LEV’¢e ait elde edilen enjeksiyon tekrar edilebilirligi degerleri

Tayin Edilen Ortalama

Konsantrasyon Konsantrasyon VK
(ug/mL) (ng/mL; X£SS; n=6) (%)
1 1.006 £ 0.004 0.420
KBZ 8 7.991+£0.013 0.158
24 24.018 +0.018 0.076
1 1.009 + 0.009 0.887
LEV 8 8.007 = 0.062 0.779
24 24.107 = 0.089 0.368

X=Ortalama; SS=Standart sapma; VK=Varyasyon katsayisi

4.2.2.4. LOD ve LOQ Degerleri
Analitik yontemin gegerliligi icin LOD ve LOQ degerleri KBZ igin sirastyla 0.026

ug/mL ve 0.078 ug/mL; LEV i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.036 ng/mL ve 0.110

ug/mL olarak tespit edilmistir.
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4.2.2.5. Ozgiilliik

Ozgiilliigiin degerlendirilmesi amaciyla etkin madde haricindeki formiilasyon
bilesenleri ile nanopartikiil ve ADT formiilasyonlari hazirlanarak HPLC’de analiz edilmis
ve etkin maddeler ile yardimer maddeler arasinda herhangi bir etkilesim olup olmadigi
tespit edilmistir. Sonucta, KBZ ve LEV etkin maddelerinin formiilasyonlara giren
yardimc1 maddelerle ayni kosullarda pik vermedigi ve analitik yontemin KBZ ve LEV

icin 6zgiil oldugu bulunmustur (Sekil 4.6-Sekil 4.9).
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Sekil 4.6. KBZ ve LEV’in standart ¢6zeltisine (16 pg/mL) ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.7. Nanopartikiil formiilasyonuna ait 6zgiilliikk ¢alismasi1 (a=KBZ+LEV-PLGA-
NPs, b=B-PLGA-NPs, c=KBZ ve LEV’¢ ait standart ¢dzelti (4 ng/mL), d=hareketli faz)
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Sekil 4.8. L-ADT formiilasyonuna ait 6zgiilliik ¢alismasi (a=L-ADT, b=L-YM, c=KBZ
ve LEV’¢ ait standart ¢6zelti (4 ng/mL), d=hareketli faz)
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Sekil 4.9. DB-ADT formiilasyonuna ait 6zgiilliik ¢alismasi (a=DB-ADT, b=DB-YM,
c¢=KBZ ve LEV e ait standart ¢ozelti (4 ug/mL), d= hareketli faz)

4.2.2.6. Stabilite

KBZ ve LEV’in farkli konsantrasyonlarda (1, 8 ve 24 ug/mL) standart ¢ozeltileri
hazirlandiktan sonra farkli sicakliklarda (-20, +4 ve 25 °C’lerde) ve farkli zaman
araliklarinda (1.,2.,3.,7. ve 14. giinlerde) analiz edilerek dayanikliliklar1 VK hesaplanarak
degerlendirilmistir (Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6). Sonugta, VK degerlerindeki en
fazla %2’lik degisim KBZ ve LEV etkin maddeleri i¢in dayanikli olarak kabul
edilmistir.'®® Sonuclar degerlendirildiginde; standart ¢ozelti igerisindeki KBZ’nin -20
°C’de en az 14 giin, +4 °C’de en az 7 giin ve 25 °C’de 2 giin stabil kaldigi; LEV’in -20
°C’de en az 14 giin, +4 °C’de en az 3 giin ve 25 °C’de 2 giin stabil kaldig: tespit edilmistir.
Bu nedenle, s6z konusu etkin maddelerin standart ¢ozeltileri her gilin taze hazirlanarak

HPLC miktar tayin yontemi gelistirilmis ve gecerliligi gosterilmistir.
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Tablo 4.4. KBZ ve LEV’in -20 °C’deki stabilite sonuglari

KBZ LEV
Tayin Edilen K Tayin Edilen
Zaman Konsantrasyon Konsantrasyon (%) Konsantrasyon (%)
(ng/mL; X+£SS) (ng/mL; X+£SS)
1 0.989+0.012 1.213 1.000+0.010 1.008
0. giin 8 8.009+0.052 0.646 7.992+0.048 0.606
24 24.085+0.069 0.286 23.892+0.050 0.209
1 1.003+0.009 0.953 0.993+0.017 0.519
1. giin 8 8.045+0.024 0.322 8.011+0.060 0.163
24 24.149+0.053 0.190 24.257+0.027 1.072
1 1.016+0.004 1.862 1.012+0.008 0.872
2. giin 8 8.031+0.021 0.199 8.010+0.022 0.160
24 24.101+0.440 0.049 23.298+0.269 1.781
1 0.982+0.019 0.532 0.982+0.026 1.294
3. giin 8 8.021+0.002 0.112 7.923+£0.140 0.613
24 23.864+0.025 0.652 23.240+0.059 1.959
1 0.994+0.028 0.377 0.977+0.005 1.649
7. giin 8 8.046+0.070 0.330 7.838+0.161 1.375
24 23.967+0.152 0.347 23.421+0.379 1.410
1 1.004+0.010 1.076 0.977+0.014 1.637
14. giin 8 8.030+0.028 0.189 7.896%0.075 0.852
24 23.955+0.058 0.381 23.445+0.138 1.338

Her bir konsantrasyon i¢in n=3; X=Ortalama; SS=Standart sapma
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Tablo 4.5. KBZ ve LEV’in +4 °C’deki stabilite sonuglart

KBZ LEV
Tayin Edilen K Tayin Edilen
Zaman Konsantrasyon Konsantrasyon (%) Konsantrasyon (%)
(ng/mL; X+£SS) (ng/mL; X+£SS)
1 0.989+0.012 1.213 1.000£0.010 1.008
0. giin 8 8.009+0.052 0.646 7.992+0.048 0.606
24 24.085+0.069 0.286 23.892+0.050 0.209
1 0.974+0.009 1.112 0.982+0.020 1.317
1. giin 8 7.982+0.052 0.240 8.062+0.053 0.615
24 24.206+0.109 0.354 24.364+0.106 1.381
1 0.988+0.028 0.098 0.973+0.009 1.904
2. giin 8 8.017+0.055 0.076 8.038+0.021 0.404
24 23.886+0.246 0.587 24.187+0.106 0.866
1 0.994+0.049 0.367 0.977+0.021 1.661
3. giin 8 7.971+0.032 0.335 7.863+0.046 1.153
24 23.867+0.023 0.642 23.237+0.029 1.967
1 0.992+0.004 0.238 0.948+0.046 3.800
7. giin 8 8.042+0.081 0.294 7.838+0.099 1.380
24 24.169+0.123 0.247 23.191+0.194 2.106

Her bir konsantrasyon igin n=3; X=Ortalama; SS=Standart sapma
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Tablo 4.6. KBZ ve LEV’in 25 °C’deki stabilite sonuglari

KBZ LEV
Tayin Edilen K Tayin Edilen
Zaman Konsantrasyon Konsantrasyon (%) Konsantrasyon (%)
(ng/mL; X+£SS) (ng/mL; X+£SS)
1 0.989+0.012 1.213 1.000+0.010 1.008
0. giin 8 8.009+0.052 0.646 7.992+0.048 0.606
24 24.085+0.069 0.286 23.892+0.050 0.209
1 0.998+0.040 0.660 0.994+0.019 0.395
1. giin 8 8.074+0.107 0.573 8.070+0.159 0.686
24 24.006+0.051 0.230 24.088+0.048 0.575
1 0.984+0.052 0.336 0.989+0.012 0.746
2. giin 8 7.987+0.048 0.192 7.919+0.043 0.655
24 24.074+0.027 0.030 23.964+0.042 0.210
1 0.951+0.016 2.808 0.905+0.054 7.037
3. giin 8 7.843+0.025 1.479 7.229+0.492 7.091
24 23.569+0.460 1.529 22.946+0.429 2.858

Her bir konsantrasyon i¢in n=3; X=0Ortalama; SS=Standart sapma
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4.2.3. KBZ’nin Coziiniirliikk Tayini Bulgulari

KBZ’nin ¢6ziiniirliik tayini i¢in elde edilen bulgular Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. KBZ’nin farkli ¢6ziinme ortamlarindaki ¢6ziiniirliik bulgulari (n=3)

4.3. Hazirlanan Nanopartikiiler Sistemlerin Karakterizasyon Bulgular:

Hazirlanan KBZ+LEV-PLGA-NPs ve B-PLGA-NPs formiilasyonlarinin Bolim
3.2.5’te anlatildig1 sekilde karakterizasyon ¢aligmalart yapilmistir.

4.3.1. Yiizey ozellikleri

Hazirlanan KBZ+LEV-PLGA-NPs ve B-PLGA-NPs’nin ylizey 6zellikleri SEM
kullanilarak incelenmistir. Elde edilen SEM goriintiileri Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.12. KBZ+LEV-PLGA-NPs’ye ait SEM goriintiisii

4.3.2. Partikiil Bityiikliigii, Partikiil Biiyiikliigii Dagilimm ve Zeta Potansiyel
Tayini Sonuclar

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin ortalama partikiil biyiikligi, partikiil
biiytikligii dagilimi ve zeta potansiyeli tayini yapilmis ve bulunan veriler Tablo 4.7’de
gosterilmistir. Ayrica, formiilasyonlarin partikiil biiytikliigi dagilimi ve zeta potansiyeli

egrileri Sekil 4.13-Sekil 4.16’da verilmistir.
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Tablo 4.7. Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil biiytikliigii, partikiil
blytikligl dagilim1 ve zeta potansiyeli sonuglari

KBZ+LEV-PLGA-NPs B-PLGA-NPs

(n=6) (n=3)
Ortalama partikill biyiikliigi 180.62::6.260 171.92:4.637
(X£SS; nm)
PDI
0.107+0.030 0.104+0.011
(X£SS)
Zeta Potansiyeli -27.0843.110 -20.28+2.992
(X£SS; mV)
X=Ortalama; SS=Standart sapma
20- ---------------- E ............... ..-.-.‘,--.-.‘,--: --------------- : .............. .\.
_:_E__-IS_ ............................................... ..II."..[ ......... ................
:_; 10__,,"' .............. _, ..............
E _____________ _________________
C(').1 1 10 160 1 OIDO 1 D(IJOD
Size (d.nm)

Sekil 4.13. B-PLGA-NPs formiilasyonuna ait partikiil biiytikliigti dagilimi
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Sekil 4.14. B-PLGA-NPs formiilasyonuna ait zeta potansiyeli
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Sekil 4.15. KBZ+LEV-PLGA-NPs ait partikiil biiyiikligii dagilimi
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Sekil 4.16. KBZ+LEV-PLGA-NPs ait zeta potansiyeli

4.3.3. % EE ve % YK Sonuclari
Hazirlanan KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonundaki KBZ ve LEV etkin
maddelerinin EE ve YK tayini sonuglar1 Tablo 4.8’de verilmistir.

4.3.4. Hazirlama Verimi
Hazirlanan KBZ+LEV-PLGA-NPs ve B-PLGA-NPs formiilasyonlarinin

hazirlama verimi tayini sonuglar1 Tablo 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.8. Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin % EE, % YK ve hazirlama
verimi sonuglari

Etkin madde KBZ+LEV-PLGA-NPs B-PLGA-NPs

(n=6; X+88) LEV 2.05+0.367 i
% YK KBZ 3.89+0.429 -
(n=6; X+SS) LEV 0.16:0.026 i
Hazirlama verimi
77.12+1.597 68.85+2.491

(n=3; X+£SS; %)
X=Ortalama; SS=Standart sapma

4.3.5. In Vitro Sahm Calismasi

Hazirlanan KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonu i¢in in vitro salim ¢aligmasi PB
pH 7.4’te yapilmis ve salim grafigi Sekil 4.17’de gosterilmistir. Nanopartikiil
formiilasyonundan yaklasik 30 dk.’da %80, 1 sa.’te %94, 3 sa.’te de %100 LEV salimi
gerceklesmistir. KBZ nin ise yaklasik %40°1 3 sa.’te, %69°u 12 sa.’te, %83’ii 1 giinde ve

%90°1 2 glinde nanopartikiil formiilasyonundan salimmustir.
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Sekil 4.17. KBZ ve LEV’in nanopartikiil formiilasyonundan salim profilleri (n=6;
X£SS)
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4.3.6. NP Formiilasyonlarma Ait FT-IR Spektrumlar:

KBZ, LEV, PLGA, Pluronic F127, B-PLGA-NPs ve KBZ+LEV-PLGA-NPs’ nin

€607

8'T9L

'8STE

8'E9VE

FT-IR analizleri yapilmig ve FT-IR spektrumlari Sekil 4.18-Sekil 4.24’te gosterilmistir.
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Sekil 4.18. KBZ’ye ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.19. LEV’e ait FT-IR spektrumu
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|PLGA (50:50)
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Sekil 4.20. PLGA (50:50)’ya ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.21. Pluronic F127’ye ait FT-IR spektrumu
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B-PLGA-NP:
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Sekil 4.22. B-PLGA-NPs’ye ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.23. KBZ+LEV-PLGA-NPs’ye ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.24. KBZ, LEV ve NP formiilasyonlarina ait FT-IR spektrumlari

4.3.7. NP Formiilasyonlarina Ait DSC Termogramlari
KBZ, LEV, PLGA, Pluronic F127, B-PLGA-NPs ve KBZ+LEV-PLGA-NPs’nin

DSC analizleri yapilmis ve DSC termogramlart Sekil 4.25-Sekil 4.31’de gosterilmistir.
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Sekil 4.25. KBZ’ye ait DSC termogrami
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Sekil 4.26. LEV’e ait DSC termogrami
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Sekil 4.27. PLGA (50:50)’ya ait DSC termogrami
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Sekil 4.28. Pluronic F127’ye ait DSC termogrami
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Sekil 4.30. KBZ+LEV-PLGA-NPs’ye ait DSC termogrami1
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Sekil 4.31. KBZ, LEV ve NP formiilasyonlarina ait DSC termogramlar1
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4.4. DB-ADT’lerin Toz Kontrolii Bulgulari
DB-ADT’ler i¢in hazirlanan toz karisiminin akis Ozelliklerinin tespit edilmesi
amaciyla toz kontrolleri yapilmistir.

4.4.1. Y1gin Acisi ve Akis Siiresi

137

Yigin agist ve akis siiresi kontrolii yapilmig ve bulgular EP 8.0’a™" gore
degerlendirilmistir (Tablo 4.9).

4.4.2. Basilabilirlik indisi ve Hausner Oram

Basilabilirlik indisi ve Hausner orani tespiti yapilmis ve bulgular EP 8.0’a'®" gore

degerlendirilmistir (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. DB-ADT ler i¢in yapilan toz kontrol testlerinin sonuglart

Toz kontrolleri B&Eggr

Yigin agis1 (n=10; °) 26.18+0.794
Akas siiresi (n=10; sn) 4.72+0.776
Basilabilirlik indisi (n=6; %) 15.24+0.764
Hausner oram (n=6) 1.18+0.011

X=0Ortalama; SS=Standart sapma

4.5. Hazirlanan ADT’ler Uzerinde Yapilan In Vitro Kontrollerin Bulgular

ADT formiilasyonlar1 tiizerinde gergeklestirilen in vitro karakterizasyon

caligmalar1 yapilmistir. L-ADT ve DB-ADT ’lerin 6rnek dijital fotograflar sirasiyla Sekil

4.32 ve Sekil 4.33’te verilmistir.

Sekil 4.32. L-ADT’lerin dijital fotograflari (a=alt, b=tist)
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Sekil 4.33. DB-ADT lerin dijital fotograflari

4.5.1. ADT’lerin Kiitle Tekdiizeligi

ADT’ler lizerinde kiitle tekdiizeligi tayini yapilmis ve elde edilen bulgular
ortalamatSS olarak ifade edilmistir (Tablo 4.10). Ayrica, her bir ADT’nin % Sapma
degerleri hesaplanarak L-ADT ve DB-ADT formiilasyonlarinin kiitle tekdiizeliklerinin
EP 8.0’1n belirledigi limitler icerisinde oldugu saptanmustir.

4.5.2. ADT’lerin Icerik Tekdiizeligi

ADT’ler lzerinde igerik tekdiizeligi tayini yapilmis ve elde edilen bulgular
ortalama+SS cinsinden EP 8.0’a gore degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar uygun
bulunmustur (Tablo 4.10).

4.5.3. ADT’lerin Cap ve Kalinh@

ADT’ler iizerinde ¢ap ve kalinlik tayini yapilmis ve elde edilen bulgular
ortalamatSS cinsinden degerlendirilmistir (Tablo 4.10).

4.5.4. ADT’lerin Kirllmaya Karsi Direnci

ADT’ler tizerinde kirilmaya kars1 direng tayini yapilmig ve elde edilen bulgular
ortalama+SS olarak Tablo 4.10’da verilmistir. Ayrica, kirtlmaya kars1 direng sonuglari
acisindan L-ADT ve DB-ADT istatistiksel olarak karsilastirildiginda iki formiilasyon

arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05).
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4.5.5. ADT’lerin Friyabilitesi

ADT’ler lizerinde friyabilite tayini yapilmis ve elde edilen bulgular % friyabilite

degeri EP 8.0’a gore degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.10°da verilmistir. Bu degerin,

DB-ADT ve L-ADT’ler i¢in %]1’in altinda oldugu saptanmustir.

Tablo 4.10. Hazirlanan ADT’lere ait in vitro kontrollerin bulgular1 (X£SS)

Uygulanan Testler L-ADT DB-ADT
Kiitle Tekdiizeligi (g, n=20) 0.36+0.005 0.60+0.008
38.89+2.574* 41.76+4.292*
Icerik Tekdiizeligi (g, N=6)
157.04+7.984** 161.40+5.500**
Cap (mm, n=20) 16.87+0.113 16.18+0.044
Kalinhk (mm, n=20) 5.12+0.111 3.04+0.049
Kirilmaya Karsi Diren¢ (N, n=10) 11.96+2.204 30.11+2.438
Friyabilite (%) 0.77 0.50
Dagilma siiresi (sn, n=6) 1.55+0.344 31.50£7.477
10.58+1.5982 15.04+2.9572
Islanma siiresi (Sn, N=6)
20.06+2.389° 39.92+4.754°
63.72+4.402% 56.59+5.630%
Su absorplama kapasitesi (%, n=6)
98.77+11.558" 64.3245.644°
7.92+1.569? 9.67+2.015?
Dispersiyon siiresi (Sn, n=6)
15.68+1.822° 31.83+4.561°

*=EV; **=KBZ; a=Distile su; b=Yapay tiikiiriik sivis;; X=Ortalama; SS= Standart sapma
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4.5.6. ADT’lerin Dagilma Testi

ADT’ler ilizerinde dagilma testi yapilmis ve bulgular tabletlerin tamamen
dagilmasi i¢in gegen siire agisindan ortalama+SS olarak saptanmis ve sonuglar Tablo
4.10’da verilmistir. Ayrica, dagilma siiresi agisindan L-ADT ve DB-ADT istatistiksel
olarak karsilasgtirildiginda iki formiilasyon arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05).

4.5.7. ADT’lerin Coziinme Testi

ADT’ler iizerinde ¢oziinme testi, %5 Tween 80 i¢eren PB pH 6.8 ortami igerisinde

gerceklestirilmis (n=6) ve ¢oOziinme testi profilleri Sekil 4.34 ve Sekil 4.35°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.34. L-ADT’lerin ¢6ziinme profili (n=6)

L-ADT’lerde yapilan ¢6ziinme testine gore, LEV 5 dk.’da yaklasik %76 ve 10
dk.’da yaklasik %99 oraninda ¢oztinmiistiir. KBZ ise, 5 dk.’da yaklasik %37, 10 dk.’da

yaklasik %57 ve 30 dk.’da yaklasik %100 oraninda ¢oziinmiistiir.
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Sekil 4.35. DB-ADT lerin ¢6ziinme profili (n=6)

DB-ADT’lerde yapilan ¢dziinme testine gore, LEV 10 dk.’da yaklasik %88 ve 15
dk.’da yaklasik %100 oraninda ¢6ziinmiistiir. KBZ ise, 10 dk.’da yaklasik %41, 15 dk.’da
yaklasik %55, 30 dk.’da yaklasik %85 ve 45 dk.’da yaklasik %98 oraninda ¢6ziinmiistiir.

Sonug olarak, her iki etkin madde agisindan da L-ADT formiilasyonunda daha
yiiksek % ¢ozlinme oranlar1 daha kisa siirede elde edilmistir. Ayrica, L-ADT ve DB-ADT
formiilasyonlari istatistiksel olarak karsilagtirildiginda, LEV salimi agisindan 5. dk.’da iki
formiilasyon arasinda anlamli bir fark saptanmamis (p>0.05), ancak 10. dk.’da her iki
formiilasyon arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.05). L-ADT ve DB-ADT
formiilasyonlar1 KBZ salimi agisindan istatistiksel olarak karsilastirildiginda ise, 10. ve
30. dk.’larda % ¢6ziinen KBZ miktarlar1 arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.05).

4.5.8. ADT’lerin Islanma Siiresi ve Su Absorplama Kapasitesi

ADT’ler tizerinde 1slanma siiresi ve su absorplama kapasitesi tayini yapilmis ve
elde edilen sonuglar Tablo 4.10°da verilmis ve ayrica, 1slanma siiresi ve su absorplama
kapasitesi tayini sirasinda g¢ekilen ADT’lerin dijital fotograflar1 Sekil 4.36 ve Sekil

4.37°de gosterilmistir.
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Sekil 4.36. L-ADT’lerin 1slanma siiresi tayini sirasinda ¢ekilmis dijital fotograflar
(a=distile su, b=yapay tiikiiriik s1vis1)

Sekil 4.37. DB-ADT’lerin 1slanma siiresi tayini sirasinda ¢ekilmis dijital fotograflar
(a=distile su, b=yapay tiikiiriik s1vis1)
4.5.9. ADT’lerin Dispersiyon Siiresi
ADT’ler tizerinde dispersiyon siiresinin tayini yapilmis ve elde edilen sonuglar
Tablo 4.10°da ve ayrica dispersiyon siiresi tayini sirasinda g¢ekilen ADT’lerin dijital

fotograflar1 Sekil 4.38 ve Sekil 4.39°da gosterilmistir.
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Sekil 4.38. L-ADT’lerin dispersiyon siiresi tayini sirasinda ¢ekilmis dijital fotograflar
(a=distile su, b=yapay tiikiiriik s1vis1)

Sekil 4.39. DB-ADT’lerin dispersiyon siiresi tayini sirasinda ¢ekilmis dijital fotograflar
(a=distile su, b=yapay tiikiiriik s1vis1)
4.5.10. ADT Formiilasyonlarina Ait FT-IR Spektrumlari
KBZ, LEV, her iki hazirlama yonteminde kullanilan yardime1 maddeler, L-ADT
ve DB-ADT formiilasyonlarina ait FT-IR analizleri yapilmis ve FT-IR spektrumlar1 Sekil

4.40-Sekil 4.47°de gosterilmistir.
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Sekil 4.44. DB-YM’ye ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.46. L-YM, L-ADT, KBZ ve LEV’e ait FT-IR spektrumlari
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Sekil 4.47. DB-YM, DB-ADT, KBZ ve LEV’e ait FT-IR spektrumlar1

4.5.11. ADT Formiilasyonlarina Ait DSC Termogramlari

KBZ, LEV, her iki hazirlama yonteminde kullanilan yardimci maddeler, L-ADT

ve DB-ADT formiilasyonlarina ait DSC analizleri yapilmis ve DSC termogramlart Sekil

4.48-Sekil 4.55’te gosterilmistir.
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4.6. In Vivo Cahsma Bulgular

4.6.1.1. KBZ+LEV-PLGA-NPs ve DB-ADT Formiilasyonlarinin Nobet
Skorlari ile In Vivo Etkinliklerinin Degerlendirilmesi Sonuclari

Hazirlanan formiilasyonlarin (KBZ+LEV-PLGA-NPs ve DB-ADT) in vivo olarak
degerlendirilmesi amaciyla, siganlarda epilepsi modeli olusturmak i¢in haftada 3 giin, 35
mg/kg dozunda PTZ i.p. olarak uygulanmis, 30 dk. boyunca gézlemlenmis ve ndbet
davraniglar1 degerlendirilmistir (Sekil 4.56). Evre 3 ve daha siddetli 5 kez nébet gegiren
49 sigan tutugsmus olarak kabul edilerek Boliim 3.2.9.2°de anlatildigi gibi deney
gruplarina alindiktan sonra, i.p. (KBZ+LEV-PLGA-NPs) veya gavaj (DB-ADT) ile
uygulandiktan sonra ndbet davranislariyla degerlendirilmistir. KBZ+LEV-PLGA-NPs ve
DB-ADT formiilasyonlarinin in vivo olarak degerlendirilmesi sonucu elde edilen bulgular

sirasiyla Sekil 4.57 ve Sekil 4.58’de gosterilmistir.
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Sekil 4.56. Nobet gegiren siganlarin dijital fotograflar1 (a=skor 2.5, b=skor 3)
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Sekil 4.57. Cozelti veya slispansiyonlarin i.p. olarak uygulandigi gruplarin ndbet skorlari
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KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonun degerlendirilmesi amaciyla i.p. olarak
uygulanan ¢ozelti ve slispansiyonlar 1. giinde degerlendirildiginde (Sekil 4.57), K1 ve K2
gruplar1 ile LEV (i.p.) grubu arasinda nobet skorlari agisindan istatistiksel anlamlilik
tespit edilmemis (p>0.05), LEV (i.p.) haricindeki diger gruplarda K1 ve K2 gruplarina
gore nobet skorlarinda anlamli diizeyde diisiis saptanmustir (p<0.05). Ayrica, KBZ (i.p.)
ve KBZ+LEV (i.p.) gruplart LEV (i.p.) grubuna gore anlamli diizeyde antiepileptik
aktivite gostermistir (p<0.05). Ancak, KBZ (i.p.), KBZ+LEV (i.p.) ve KBZ+LEV-PLGA-
NPs (i.p.) gruplart arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur
(p>0.05). Aymi sekilde, KBZ+LEV-PLGA-NPs (i.p.) grubu, B-PLGA-NPs (i.p.) ve
KBZ+LEV (i.p.) gruplart ile kiyaslandiginda ndbet skorlari agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05).

Cozeltiler ve siispansiyonlarin i.p. olarak uygulanmasinin sonuglari 2. giinde
degerlendirildiginde, biitiin gruplarin K1 grubuna kiyasla nobet skorlarinda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azalma saptanmistir (p<0.05). K2 grubu, KBZ (i.p.) ve
KBZ+LEV-PLGA-NPs (i.p.) gruplar ile kiyaslandiginda nobet skorlarmin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azaldig1 (p<0.05), ancak K2 grubuna kiyasla KBZ+LEV (i.p.)
grubunun nobet skorlarinda diigme olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli olmadig:
tespit edilmistir (p>0.05). KBZ (i.p.) ve KBZ+LEV (i.p.) gruplarina uygulanan
slispansiyonlar ile antiepileptik aktivitenin LEV (i.p.) grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde arttigi saptanmustir (p<0.05). KBZ+LEV-PLGA-NPs (i.p.) grubunun
antiepileptik aktivitesinin B-PLGA-NPs (i.p.) ve KBZ+LEV (i.p.)’ye gore daha fazla
oldugu, ancak bu farkliligin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu saptanmistir (p>0.05).

3. glinde i.p. uygulanan gruplarin sonuclar1 degerlendirildiginde, tiim gruplarin K1
grubuna kiyasla nobet skorlarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiis tespit

edilmistir (p<0.05). K2 grubuna kiyasla LEV (i.p.), KBZ (i.p.) ve KBZ+LEV (i.p.)
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gruplarinda ndbet skorlarinda diisiis gozlenmesine ragmen, istatistiksel agidan bu diisiis
sadece KBZ+LEV (i.p.) grubunda anlamli bulunmus (p<0.05), LEV (i.p.) ve KBZ (i.p.)
gruplarinin noébet skorlarinin azalmasi istatistiksel olarak anlamli bulunamamigtir
(p>0.05). K2 grubuna kiyasla KBZ+LEV-PLGA-NPs (i.p.) formiilasyonunun ise
antiepileptik aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05).
Ayrica, KBZ (i.p.) grubunun LEV (i.p.) grubuna goére, KBZ+LEV (i.p.) grubunun ise
KBZ (i.p.) ve LEV (i.p.) gruplarina gore antiepileptik aktivitelerinin daha ytiksek oldugu,
ancak bu farkliligin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu tespit edilmistir (p>0.05).
KBZ+LEV-PLGA-NPs (i.p.)’nin uygulandigi grupta B-PLGA-NPs (i.p.) uygulanan
gruba gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde antiepileptik aktivitenin arttigi
saptanmistir (p<0.05). KBZ+LEV-PLGA-NPs (i.p.) grubu KBZ+LEV (i.p.) grubu ile
kiyaslandiginda antiepileptik aktivitede artma gozlenmesine ragmen, bu farkliligin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmistir (p>0.05).

4. giinde i.p. uygulanan gruplar degerlendirildiginde, etkin maddelerin ve etkin
madde iceren formiilasyonlarin uygulandigr tiim gruplarin K1 ve K2 gruplarima gore
nobet skorlarinda azalma gozlenmesine ragmen, ancak bu antiepileptik aktivitenin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p>0.05). Ayrica, LEV (i.p.) grubuna
gore KBZ (i.p.) grubu nébet skorlarimi istatistiksel olarak anlamli olmayan derecede
diigirmesine ragmen (p>0.05), KBZ+LEV (i.p.) grubunun anlamli diizeyde ndbet
skorlarimi diigtirdtigii tespit edilmistir (p<0.05). KBZ+LEV-PLGA-NPs (i.p.) grubu B-
PLGA-NPs (i.p.) grubu ile kiyaslandiginda antiepileptik aktivitede anlaml diizeyde artis
saptanmustir (p<0.05). Ancak, KBZ+LEV (i.p.) ve KBZ+LEV-PLGA-NPs (i.p.) gruplari
birbirleriyle karsilastirildiginda, ndbet skorlarinda benzer diisiise neden oldugu

goriilmiistiir (p>0.05).
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5. glinde ip. uygulanan gruplar degerlendirildiginde, KBZ+LEV (i.p.) ve
KBZ+LEV-PLGA-NPs (i.p.) gruplarina uygulanan siispansiyonlarin K1 ve K2 gruplarina
uygulanan ¢ozeltilere kiyasla anlamli diizeyde ndbet skorlarini diisiirerek antiepileptik
aktivite gosterdigi bulunmustur (p<0.05). Ayn1 sekilde, KBZ (i.p.) ve KBZ+LEV (i.p.)
gruplarinda LEV (i.p.) grubuna gore nobet skorlarinda istatistiksel olarak anlamli
seviyede azalma saptanirken (p<0.05), KBZ+LEV (i.p.) ve KBZ (i.p.) gruplarinin nébet
skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Ayrica,
KBZ+LEV-PLGA-NPs (i.p.) grubu B-PLGA-NPs (i.p.) grubu ile kiyaslandiginda
antiepileptik aktivitede anlamli diizeyde artis saptanmistir (p<0.05). Bunun yaninda,
KBZ+LEV-PLGA-NPs (i.p.) ve KBZ+LEV (i.p.) gruplar1 kiyaslandiginda benzer
antiepileptik aktivite gosterdikleri bulunmustur (p>0.05).

Mansouri ve ark.X®” siganlar iizerinde PTZ ile tekrarlayan nobet modeli olusturarak
tamoksifenin ndbet skorlari ve sinir sistemi iizerine etkilerini alti giin siiresince
incelemisglerdir. Gilinler igerisinde ilag uygulanan gruplarda ndbet skorlarinda disiis
meydana geldigi saptanmistir. Bunun yaninda, ila¢ uygulanmayan kontrol gruplarinda da
nobet skorlarinda diisme oldugu tespit edilmistir. Bizim yaptigimiz in vivo ¢alismada da

kontrol (K1 ve K2) gruplarinda giinler i¢inde nobet skorlarinda azalma kaydedilmistir.
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Sekil 4.58. Cozelti veya siispansiyonlarin gavaj ile uygulandigi gruplarin nébet skorlari
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DB-ADT  formiilasyonunun  degerlendirilmesi  amaciyla  ¢ozelti  ve
siispansiyonlarin oral uygulandigi gruplarin ndbet skorlar 1. giinde degerlendirildiginde
(Sekil 4.58), etkin maddelerin ve etkin madde igeren formiilasyonlarin uygulandigi biitiin
gruplarda K1 grubuna kiyasla nébet skorlarinda istatistiksel agidan anlamli seviyede
diisiis saptanirken, LEV (oral) grubu haricinde etkin maddeleri igeren tiim gruplarin K2
grubuna gore ndbet skorlarinda istatistiksel olarak anlamli seviyede azalma tespit
edilmistir (p<0.05). Ayni sekilde, KBZ (oral) ve KBZ+LEV (oral) gruplarinin LEV (oral)
grubuna kiyasla ve KBZ+LEV (oral) grubunun KBZ (oral) grubuna kiyasla istatistiksel
acidan nobet skorlarinda anlaml diizeyde diisiis saptanmustir (p<0.05). Ayni sekilde, DB-
YM (oral) grubuna kiyasla DB-ADT (oral) grubundaki nobet skorlarindaki diisiis
istatistiksel olarak anlamli tespit edilmistir (p<0.05). Ancak, saf etkin maddelerin
kombine halde uygulandigit KBZ+LEV (oral) grubunda DB-ADT (oral) grubuna gore
ndbet skorlarinda azalma saptanmistir, ancak nobet skorlarindaki bu diisiisiin istatistiksel
olarak anlamsiz oldugu tespit edilmistir (p>0.05). No&bet skorlar1 2. giinde
degerlendirildiginde, etkin maddelerin ve etkin madde iceren formiilasyonlarin
uygulandig: biitiin gruplarda K1 grubuna kiyasla nobet skorlarinda istatistiksel agidan
anlaml seviyede diisiis saptanirken, LEV (oral) grubu haricinde etkin maddeleri i¢eren
tim gruplarin K2 grubuna gore nébet skorlarinda istatistiksel olarak anlamli seviyede
azalma saptanmustir (p<0.05). KBZ (oral) grubunda LEV (oral) grubuna gore ve
KBZ+LEV (oral) grubunda KBZ (oral) grubuna kiyasla nobet skorlarinda istatistiksel
acidan anlamli olmayan diizeyde diisiis (p>0.05), KBZ+LEV (oral) grubunda ise LEV
(oral) grubuna gore nobet skorlarinda anlamli seviyede azalma tespit edilmistir (p<0.05).
Ayrica, DB-YM (oral) grubuna gére DB-ADT (oral) grubunda nobet skorlarinda anlaml
diizeyde diisiis saptanirken (p<0.05), KBZ+LEV (oral) ve DB-ADT (oral) gruplarindaki

nobet skorlarmi diisiirmedeki etki farkliliklarmin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
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tespit edilmistir (p>0.05). 3. giin sonuglari degerlendirildiginde, etkin maddelerin ve etkin
madde igeren formiilasyonlarin uygulandigi tiim gruplarin K1 grubuna gbre ndbet
skorlarinda anlamli seviyede diislis saptanmistir (p<0.05). LEV (oral) ve KBZ+LEV
(oral) gruplarinda K2 grubuna goére nobet skorlarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalma (p<0.05), ancak KBZ (oral) grubunun ndbet skorlarindaki azalmanin anlamli
seviyede olmadigi tespit edilmistir (p>0.05). DB-ADT formiilasyonunun antiepileptik
aktivitesinin DB-YM (oral)’in uygulandig1 gruba kiyasla daha fazla oldugu, ancak bu
farkliligin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu saptanmistir (p>0.05). Ancak, etkin
maddelerin saf halde uygulandigt KBZ+LEV (oral) grubu DB-ADT (oral) grubu ile
kiyaslandiginda, anlamli diizeyde antiepileptik aktivitenin arttigi saptanmistir (p<0.05).
4. gin sonuglart degerlendirildiginde, etkin maddelerin ve etkin madde igeren
formiilasyonlarin uygulandigi tim gruplarda K1 ve K2 gruplarina kiyasla nobet
skorlarinda diisiis meydana gelmistir. Ancak, sadece KBZ+LEV (oral) grubunda K1 ve
K2 gruplarina gore nobet skorlarinda istatistiksel agidan anlamli seviyede disiis
saptanmustir (p<0.05). KBZ+LEV (oral) grubunda LEV (oral) ve KBZ (oral) gruplarina
kiyasla antiepileptik aktivitenin arttigi, ancak bu farkliligin istatistiksel olarak anlamsiz
oldugu goriilmistiir (p>0.05). Ayni sekilde, DB-YM (oral) ve DB-ADT (oral) grubu ile
kiyaslandiginda, DB-ADT formiilasyonunun nobet skorlarinda diismeye neden oldugu,
ancak bu farkliligin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu saptanmigtir (p>0.05). 5. giinde,
K1 ve K2 gruplarina gore etkin maddelerin ve etkin madde iceren formiilasyonlarin
uygulandigr tim gruplarin ndbet skorlarinda diisiis gézlenmistir. Ancak, sadece LEV
(oral) ve KBZ+LEV (oral) gruplarmmin K1 ve K2 gruplarina gére nobet skorlarinda
istatistiksel agidan anlamli diizeyde diisiis tespit edilmistir (p<0.05). KBZ+LEV (oral)
grubu LEV (oral) ve KBZ (oral) grubu ile kiyaslandiginda, KBZ ve LEV’in bir arada

uygulanmasiyla nobet skorlarinin daha ¢ok diistiigii, antiepileptik aktivitenin arttigi,
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ancak gruplar arasindaki bu farkliligmn istatistiksel agidan anlamsiz oldugu tespit
edilmistir (p>0.05). Ayni1 sekilde, KBZ+LEV (oral) grubu i¢in elde edilen ndbet skorlari
DB-ADT (oral) grubuna gore diismesine ragmen bu farkin istatistiksel olarak anlamsiz

oldugu saptanmistir (p>0.05).
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5. TARTISMA

Epilepsi, tekrarlayan ndbetlerle karakterize, uzun siireli tedavi gerektiren ve
yaklasik 50 milyon insani etkileyen ve diinyada en sik goriilen norolojik hastaliklardan
birisidir.> Epilepsi tedavisinde merkezi sinir sistemindeki néronlarin anormal veya asir1
uyarilmasmin ortadan kaldirilmasiyla nobetlerin kontrol altina alinarak sikliginin
azaltilmasi veya tamamen yok edilmesi hedeflenmektedir. Bu amagcla en sik kullanilan
yontem AEI’lerin kullanilmasidir. AEQ’lerin ¢ogunlugu, Na* veya Ca*? kanali veya
GABAerjik iletim yoluyla antiepileptik etkilerini gerceklestirirler. Bu ana etki
bolgelerinin disinda LEV, perampanel gibi bazi antiepileptik etkin maddeler ise farkli
Ozglin baglanma alanlarina (SV2A, iyonotropik glutamat reseptorii, alfa-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propiyonik asit (AMPA)) ve o0zgiin etki profillerine
sahiptirler.8 168

Sodyum kanallarin1 bloke ederek antiepileptik aktivite gosteren, 1965 yilinda
Ingiltere’de ruhsatlandirilarak epilepsi tedavisinde kullanilmaya baslanan, BCS’ye gore
Smif 2’de yer alan yani yiiksek permeabiliteye ve suda diisiik ¢oziiniirliige sahip olan
KBZ, oral yolla kullanim sonras1 yavag ve diizensiz bir sekilde gastrointestinal sistemden
emilir. Oral biyoyararlanimi %85-100 arasinda degisir. Karacigerde (6zellikle sitokrom
P450 izoenzimleri CYP3A4 ve CYP2CS8 tarafindan) yogun bir sekilde metabolize
edilir.20: 25(s512-518)

Antiepileptik aktivitesini SV2A (sinaptik vezikiil proteini)’ya baglanarak sinaptik
salim mekanizmalarini etkileyerek gosteren, 1999 senesinde FDA tarafindan onaylanan,
¢Oziinilirliigli ve permeabilitesi yiiksek olan LEV (BCS Sinif 1) oral yolla kullanim sonrasi
gastrointestinal sistemden hizla emilir, mutlak oral biyoyararlanim1 yaklasik %100°diir.
Insanlarda yaygin bir sekilde metabolize olmayan LEV’in primer metabolitinin (ucb

L057) olusmasinda karaciger sitokrom P450 rol oynamaz. 25(¢531-532). 50,51
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Epilepsinin ilacla tedavisinde hastalarin yaklasik {icte biri monoterapiye yanit
vermediginden ilaca direnc¢li kabul edilmektedir. Farkli mekanizmalarla etki gosteren
AEI’lerin kombinasyonu ile aditif veya sinerjik etki saglanmas1 sonucu ilag dozunun ve
yan etkilerinin  azaltilarak  epileptik nobetlerin ~ kontrol altina  alinmasi
hedeflenmektedir.**

Perry ve ark.}’® parsiyel epilepsi tanis1 almis ¢ocuklar (<16 yas) iizerinde KBZ
(n=20) ve LEV (n=66)’in antiepileptik aktivitesini alt1 ay siiresince klinik olarak
degerlendirmisglerdir. Calisma sonucunda, KBZ kullanan hastalarin %65’inin, LEV
kullanan hastalarin ise %73 {inlin ndbet gecirmedikleri raporlanmaistir.

Brodie ve ark.!* KBZ (kontrollii salim) ve LEV’in etkinligini ve tolare
edilebilirligini yeni teshis konmus yetiskin hastalar iizerinde alti ay siiresince
degerlendirmislerdir. Bu amagla, gerekiyorsa kademeli olarak KBZ’nin dozu 1200
mg/giin ve LEV’in dozu 3000 mg/giin’e kadar ¢ikartilarak parsiyel veya jeneralize tonik
klonik nobet teshisi konmus hastalara monoterapi olarak uygulanmistir. Sonug olarak,
KBZ kullanan hastalarin %72.8’inin ve LEV kullanan hastalarin %73 iiniin 6 ay boyunca
nobet gecirmedigi saptanmistir. Yeni epilepsi tanist konan hastalar iizerinde KBZ’nin
(kontrollii salim) ve LEV’in benzer 6l¢iide ndbetleri engelledigi belirtilmistir.

Suresh ve ark.'’? KBZ ve LEV’in etkinligini ve giivenilirligini parsiyel epilepsi
tanis1 yeni konmus hastalarda (16-60 yas) alt1 ay siiresince degerlendirmislerdir. KBZ 400
mg/giin/oral ve LEV 1000 mg/giin/oral dozunda uygulanmaya baslanmis ve nobetlerin
kontrol altina alimamadigi durumda KBZ 1200 mg/giin/oral ve LEV 3000 mg/giin/oral
dozuna ¢ikartilarak monoterapi olarak uygulanmistir. Sonu¢ olarak, KBZ kullanan
hastalarin %71.42’sinin ve LEV kullanan hastalarin %78.57’sinin 6 ay boyunca ndbet
gecirmedigi saptanmistir. Ayrica, her iki ila¢ grubunu kullanan hastalarin benzer

istenmeyen yan etkiler (bulanti, kusma, bas donmesi, vb.) gosterdigi saptanmistir.
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Yapilan literatiir taramasinda, KBZ igeren farkli ilag tasiyict sistemlerin (nano-
lipit tasiyict sistemler™®, kati lipit nanopartikiilleri® 1 17* PLGA nanopartikiilleril’,
Gozenekli Eudragit RLPO mikrokiireleri'’®, nanoemiilsiyon!’’, nanoemiilsiyon-jel'’®,
kendiliginden makro/nano-emiilsifiye sistem formiilasyonlari'’®, nanokristal*®® ve

nanofiber!8! vb.) ve farkl1 tablet formiilasyonlarimnin (agizda dagilan/hizli ¢oziinen tablet?®

182, 183 184 185

, ¢igneme tableti***, siirekli salim tableti**> vb.) gelistirildigi goriilmiistiir. LEV’in
ise PLGA implant/tasiyic1 formiilasyonlar1!®-18 3D baskilama teknigi ile hazirlanmis
agizda dagilan tablet'®®, uzatilmis/siirekli salim'®® ve hemen salim yapan tabletleri*®!
gelistirilmistir.

Literatiirde, KBZ ve LEV’in bir arada kullanilmasiyla sinerjik veya aditif
antiepileptik etki elde edildigini gosteren ¢alismalar mevcuttur,5% 17019219 Apcak KBZ
ve LEV’1 bir arada igeren herhangi bir formiilasyonun gelistirilmesine yonelik bir caligsma
bulunamamastir.

Bu tez calismasi ile KBZ ve LEV’i bir arada igeren nanopartikiil ve ADT
formiilasyonlariin gelistirilmesi ve karakterizasyon calismalarinin gerceklestirilmesi
amaclanmustir.

Bu amagla, oncelikle, etkin maddelerin UV spektrumlart alinmis ve maksimum
absorbansin elde edildigi dalga boylar1 KBZ i¢in ~225 nm ve ~285 nm olarak, LEV iginse
201 nm olarak tespit edilmistir. LEV ve KBZ i¢in ¢alismamizda elde edilen UV
spektrumlart literatiirle uyumludur.!®% LEV ve KBZ’nin miktar tayinleri icin farkli
dalga boylarida (LEV i¢in: 200 nm*%¢, 205 nm?%, 209 nm*%®, 210 nm?%, 230 nm!*®; KBZ
icin: 220 nm?®, 230 nm!?® 284 nm?! ve 286 nm?*?) calisildig1 yapilan literatiir
taramasinda goriilmiistiir. Ibrahim ve ark.!’® tarafindan yayimlanan makale de baz

aliarak tez calismamizda, KBZ ve LEV’in es zamanli analizini gerceklestirmek i¢in

dalga boyu 230 nm olarak se¢ilmistir.

115



Etkin maddelerin miktar tayinini gergeklestirmek amaciyla HPLC kullanilmig ve
gelistirilen analitik yontemin gegerliligi (dogrusallik ve calisma arali§i, dogruluk,
kesinlik, LOD ve LOQ, 6zgiilliik ve stabilite a¢isindan) degerlendirilmistir. Gelistirilen
analitik yontemde KBZ ve LEV i¢in tanimlayicik katsayilar1 sirasiyla 0.99994 ve 0.99996
olarak tayin edilmis ve etkin maddelerin standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon dogrularina
ait egimler karsilastirildiginda ise, VK degerleri <%! olarak tespit edilmistir. Sonug
olarak gelistirilen analitik ydntemin dogrusallik parametresini sagladig gosterilmistir.*2°
Giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk (% BH) ve kesinlik (VK) parametreleri degerlendirilmis
(Tablo 4.1 ve Tablo 4.2), KBZ i¢in, giin i¢i ve gilinler aras1 % BH degerlerinin sirasiyla
%0.015-1.774 ve %0.156-1.061 araliginda oldugu LEV i¢inse, giin i¢i ve giinler aras1 %
BH degerleri sirastyla %0.415-1.518 ve %-0.109-1.785 araliginda saptanmistir. KBZ
icin, giin i¢i ve giinler arasi VK degerleri sirasiyla %0.261-1.341 ve %0.466-1.032
araliginda, LEV i¢in ise, giin i¢i ve giinler aras1t VK degerleri sirasiyla %0.822-1.704 ve
%0.135-0.910 araliginda bulunmustur. Ayrica, enjeksiyon tekrar edilebilirligi
parametresi VK degeri ile degerlendirilmis, KBZ ve LEV i¢in sirasiyla %0.076-0.420 ve
%0.368-0.887 araliginda bulunmustur (Tablo 4.3). Sonugta % BH ve VK degerleri
%?2’nin altinda tespit edilmis ve gelistirilen analitik yontemin kesinlik ve dogruluk
parametlerini sagladig1 gosterilmistir.’?° LOD ve LOQ degerleri KBZ igin sirasiyla 0.026
ug/mL ve 0.078 ug/mL; LEV iginse sirasiyla 0.036 ug/mL ve 0.110 ug/mL olarak tespit
edilmistir. Ozgiilliik parametresi, analiz edilecek etkin maddeler ile formiilasyonlara
giren yardimci maddeler arasinda herhangi bir girisim olup olmadigini tespit etmek
amaciyla yapilmis ve analitik yontemin KBZ ve LEV’e 6zgiil oldugu saptanmistir (Sekil
4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Stabilite tayininde, KBZ ve LEV’in standart ¢ozeltilerindeki
miktarlan farkl sicakliklarda (-20, +4 ve 25 °C’lerde) ve farkli giinlerde (1., 2., 3., 7. ve

14. gilinlerde) tayin edilmistir. Sonugta, stabilite parametresi VK degerleri ile
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degerlendirilmis ve VK degeri <%2 ise ¢ozelti dayanikli kabul edilmistir (Tablo 4.4,
Tablo 4.5 ve Tablo 4.6). -20 °C’de, KBZ ve LEV ¢ozeltilerinin en az ondort giin siiresince

dayanikli kaldig1 bulunmustur. -20 °C’de elde edilen bu sonuglar KBZ?% 204 ye LEVZ%
208 jcin literatiirle uyum gostermektedir. 4 °C’de, KBZ ¢ozeltilerinin yedi giin dayanikli

kaldig1 LEV ¢ozeltilerinin ise ii¢ giin dayanikli kaldigi bulunmustur. 4 °C’de elde edilen

2203, 207, 208 ve LEv205, 209

bu sonuglar KB i¢in literatiirle uyum gostermektedir. 25 °C’de,

KBZ ve LEV ¢ozeltilerinin iki giin dayanikli kaldigi bulunmustur. 25 °C’de elde edilen
bu sonuglar KBZ?10 ve LEV® 211 212 jcin Jiteratiirle uyum gostermektedir. Bu nedenle,
LEV ve KBZ ¢ozeltileri her defasinda taze hazirlanarak kullanilmistir.

Sonu¢ olarak, KBZ ve LEV i¢in gelistirilen analitik yontemin gecerliligi
gosterilmistir.

Bu calismada, nanopartikiil formiilasyonu modifiye edilmis nanopresipitasyon
yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Bu yontemin esasi, polimeri ¢ézecek olan organik
¢Oziiclinlin tamamen suyla karisabilmesi ve iki faz karistiktan sonra ¢oziinmiis olan
materyalin nanoboyutta ¢okelmesine (presipitasyonuna) dayanmaktadir. Bu amagla,
PLGA (50:50) polimer olarak, Pluronic F127 stabilize edici ajan olarak ve aseton ise
organik faz olarak segilerek kullanilmistir. PLGA, FDA tarafindan onayli, toksik
olmayan, biyouyumlu ve biyopargalanabilir, ilag tasiyict sistemlerin hazirlanmasinda
yaygin bir sekilde kullanilan sentetik bir polimerdir. PLGA (50:50) kopolimeri, %50
oraninda PLA ve %50 oraninda PGA’dan olusmaktadir. PLGA hidroliz ile laktik asit ve
glikolik asite parcalanmakta, Krebs dongiisii ile CO2 ve H20 seklinde bdbreklerden
atilmaktadir. PLGA’y1 olusturan PLA orani azaldik¢a hidrofilik 6zellik artmakta ve daha
hizli hidrolize olmaktadir. PLA:PGA oran1t PLGA’nin fizikokimyasal ozelliklerini

etkileyerek, hazirlanan ilag tasiyici sistemlerin etkin madde salimimi belirlemektedir.% %

213
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Pluronic F127 ticari ismiyle bilinen poloksamer 407, ozellikle ila¢ salim
sistemlerinde stabilizan ve jel yapici ajan olarak kullanilan, FDA tarafindan onayli, diistik
toksisiteye sahip non-iyonik blok kopolimeridir. Pluronic F127 hidrofilik blok poli (etilen
oksit) (PEO) ve hidrofobik poli (propilen oksit) (PPO) monomerlerinden olusmus
amfifilik yapiya sahip bir ylizey aktif maddedir. Hidrofobik PPO zincirleri partikiil
yiizeyleri lizerine adsorbe olurken, hidrofilik PEO zincirleri, ylizeyden sulu ortama dogru
cekilerek stabilize edici bir tabaka olusturmaktadir. Nanopartikiil formiilasyonuna giren
Pluronic F127 miktari, hazirlanan ilag tasiyict sistemlerin etkin madde salimi, partikiil
boyutu gibi 6zelliklerini etkilemektedir.2242!6 Menon ve ark.2!’ PVA ve Pluronic F127
stabilizanlarini1 kullanarak nanopresipitasyon yontemi ile doksurubisin yiiklii PLGA
nanopartikiillerini hazirlamiglardir. PVA ile hazirlanan nanopartikiillerin ortalama
partikiil biiyiikliigiiniin 157 nm, Pluronic F127 kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerin
ortalama partikiil biiyiikliigiiniin ise 150 nm oldugunu bulmuslardir. Ayni zamanda, insan
dermal fibroblast hiicrelerinde ve insan aortik diiz kas hiicrelerinde Pluronic 164,
Pluronic P65, Pluronic P85, Pluronic F127 ve PVA’nin sitotoksik etkileri incelenmis ve
test edilen Pluronic’ler arasinda Pluronic F127 nin en az sitotoksik etkiye sahip oldugu
ve bu nedenle nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in Pluronic F127°nin kullanildig ifade
edilmistir. Diger bir makalede ise, PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasinda PVA
stabilizan olarak kullanildiginda, PVA kalintilarinin nanopartikiillerin yiizeyinden
uzaklastirilmasinin zor oldugu ve bu durumunda nispeten daha diistiik bir hiicresel alima
neden oldugu belirtilmistir. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda oldukg¢a tercih
edilen PVA yerine poloksomerler gibi diger stabilizanlarin kullanilmasinin alternatif
olarak diisiiniilmesi gerektigi de ifade edilmistir.?!8

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin ortalama partikiil biyiikliigii ve PDI

degerleri tespit edilmis (Tablo 4.7) ve sirastyla KBZ+LEV-PLGA-NPs i¢in 180.62+6.260
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nm ve 0.107+0.030; B-PLGA-NPs i¢inse 171.92+4.637 nm ve 0.104+0.011 olarak
bulunmustur. KBZ+LEV-yiiklii = nanopartikiillerin ~ partikiil ~ biiytikliigi  bos
nanopartikiillere gore biraz biiyilk olarak tespit edilmis olmasina ragmen,
formiilasyonlarin partikiil biyiikliikliikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 saptanmustir (p>0.05). Elde edilen bulgular literatiirle uyumludur.?'°

Kolloidal siispansiyonlarin fiziksel stabilitelerinin degerlendirilmesi agisindan
zeta potansiyel 6l¢iimii 6nemlidir. Hazirlanan formiilasyonlarin zeta potansiyeli degerleri
KBZ+LEV-PLGA-NPs igin -27.08+3.110 mV ve B-PLGA-NPs igin -20.284+2.992 mV
olarak tespit edilmistir (Tablo 4.7). Hazirlanan formiilasyonlar zeta potansiyeli a¢isindan
istatistiksel olarak karsilastirildiginda KBZ+LEV-PLGA-NPs ve B-PLGA-NPs
formiilasyonlari arasinda anlamli bir fark goriilmiistiir (p<0.05). Olgiilen ZP degerlerinin
negatif olmas1 PLGA zincirlerindeki karboksilik gruplardan kaynaklanmaktadir. Bu zayif
asit gruplar1 ve elektrokinetik davranmiglar1 partikiillerin kolloidal stabilitesine katki
saglar.??% 221 Negatif ZP degeri ve non-iyonik yiizey aktif madde varlig1 partikiiller
arasinda elektrostatik ve sterik engel olusturmakta ve partikiillerin agregasyonunu
onleyerek stabilitelerini artirmaktadir.?%2

Kumar ve ark.??® yaptiklar1 calismada KBZ etkin maddesini 5 mM ve 25 mM
olacak sekilde kullanarak iki farkli nanopartikiil formiilasyonu hazirlamiglar ve
formiilasyonlardaki KBZ miktarindaki artis ile ZP degerinin negatif yonde arttig1
sonucuna ulasmislardir. Hazirladigimiz KBZ+LEV-PLGA-NPs ve B-PLGA-NPs
formiilasyonlar1 ZP degerleri agisindan kiyaslandiginda, KBZ+LEV-PLGA-NPs
formiilasyonundaki negatif yiik artisinin literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.

Sengel Tiirk ve ark.?® Pluronic F127 (%2 a/h)’yi kullanarak PLGA

nanopartikiilleri hazirlamislar ve ZP degerini -27.1+0.672 mV olarak tespit etmislerdir.
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Alai ve ark.??® ise lansoprazol-yiiklii PLGA ve Eudragit RS100 nanopartikiillerini
hazirlamiglar ve ZP degerlerini sirasiyla -27.3+0.672 mV ve +38.5+0.3 mV olarak
saptamislardir.

Hazirlanan KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonunun KBZ ve LEV icin % EE ve
% YK degerleri tespit edilmistir (Tablo 4.8). KBZ ve LEV i¢in % EE degerleri sirastyla
%51.00+5.944 ve %?2.05+0.367 iken, % YK degerleri sirasiyla %3.89+0.429 ve
%0.1610.026 olarak saptanmustir.

Hazirlanan KBZ+LEV-PLGA-NPs ve B-PLGA-NPs formiilasyonlarinin
hazirlama verimi bulgulari sirasiyla %77.12+1.597 ve 68.85+2.491 olarak bulunmustur
(Tablo 4.8). Etkin madde yiiklii ve bos nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlama
verimleri birbirleri ile istatistiksel olarak kiyaslandiginda formiilasyonlar arasinda
anlaml1 bir fark goriilmemistir (p>0.05).

Yaymmlanan bir ¢calismada KBZ-yiiklii PLGA nanopartikiilleri yiiksek basingh
homojenizasyon (emiilsiyon olusturma)-¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilarak
hazirlanmistir.  Etkin madde:polimer orani 1:10 (a/a) olarak secilmis ve %65-70
arahiginda % EE degerleri elde edilmistir.?

Tummala ve ark.}”® KBZ-yiiklii PLGA nanopartikiillerini emiilsiyon olusturma-
¢oziici buharlastirma yontemini kullanarak hazirlamiglardir. Etkin madde:polimer
oraninda polimer orani arttik¢a (1:1-1:5) % EE diistiigiinii belirtmislerdir (yaklasik %31-
64).

Gupta ve ark.??’ hidrofobik sparfloksazin etkin maddesini ve PLGA (50:50)
polimerini farkli oranlarda (1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20) kullanarak, nanopresipitasyon
yontemiyle PLGA nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlamiglar ve % EE degerlerini
%25.18+1.2-86.60+1.8 araliginda bulmuslardir. Ayrica, etkin madde:polimer oraninin

1:10 oldugu formiilasyonda hazirlama verimi %70 olarak tespit edilmistir.
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Jawahar ve ark.??8 da hidrofobik ramipril etkin maddesi i¢in 125 ve 250 mg PLGA
(50:50) ve Pluronic F68 (100 mg ve 200 mg) kullanarak nanopresipitasyon yontemiyle
nanopartikiil hazirlamislardir ve % EE degerini %68.28-77.16 araliginda bulmuslardir.

Govender ve ark.!?” hidrofilik prokain HCI etkin maddesini kullanarak
nanopresipitasyon yontemiyle PLGA nanopartikiillerini hazirlamislar ve etkin madde
miktariin % EE, % YK ve hazirlama verimi lizerine etkilerini incelemislerdir. Sonugta,
% EE’yi %6.3-14.5 araginda, % YK’yi %0.2-4.6 araliginda ve hazirlama verimini %13.6-
92.3 araliginda bulmuslardir. Formiilasyona ilave edilen etkin madde miktari artik¢a etkin
maddenin sulu faza kagma egiliminin arttig1, buna bagl olarak hazirlama veriminin ve %
EE degerinin azaldig1, % YK degerinin ise arttig1 saptanmaistir.

KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonunun in vitro salim ¢aligmasi igin 6ncelikle
Sink kosulun saglanmasi gerekmektedir. Sink kosul, ¢6ziinme ortamindaki bir etkin
maddenin doygunluk konsantrasyonunun, bu etkin maddenin ¢o6ziinme ortamindaki
konsantrasyonunun en az ii¢ kat1 olmasi durumudur.??® Bu amagla, hidrofobik bir etkin
madde olan KBZ i¢in ¢6zliniirliik caligmasi, Tween 80 (%0-10) igeren farkli ortamlarda
(distile su, PB pH 6.8 ve PB pH 7.4) gerceklestirilmistir. Elde edilen ¢oziiniirliik calismasi
bulgular (Sekil 4.10) incelendiginde, %10 Tween 80 kullanildiginda daha yiiksek KBZ
¢cOziinlirligliniin gerceklestigi ve ayrica, %10 Tween 80 igeren ii¢ farkli ortamda da
benzer ¢6ziiniirliik sonuglar1 elde edilmekle birlikte en yiiksek ¢oziiniirliigiin PB pH 7.4
ortaminda elde edildigi goriilmiistiir. Sonug olarak, literatiirle’®® 1> de uyumlu olarak
Sink kosulun saglandigi 20 mL PB (pH 7.4) salim ortami olarak secilmistir.

KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonu i¢in elde edilen in vitro salim bulgulari
degerlendirildiginde; nanopartikiil formiilasyonundan yaklasik 30 dk.’da %11, 48 sa.’te
%90 KBZ salim1 ger¢eklesmistir. Ayrica, nanopartikiillerden hidrofilik bir etkin madde

olan LEV’in %80’1 30 dk.’da, %100’ ise 3 sa.’te salimmustir (Sekil 4.17). Elde edilen
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bulgulara bakildiginda nanopartikiillerin yilizeyinde tutunan LEV ve KBZ (LEV’e gore
cok daha diisiik olmakla birlikte) i¢in ani bir salimin elde edildigi goriilmektedir (Sekil
4.17). Bu durum PLGA nanopartikiillerinde siklikla goriilen bir durumdur. Bu sistemlerin
yiizeyinde tutunan ve salim ortami ile temas eden etkin madde i¢in 6ncelikle ani bir
salimin daha sonra ise nanopartikiile hapsedilen etkin maddenin siirekli saliminin
gerceklestigi iki fazli bir salim grafigi elde edilmektedir.?® 2% KBZ igin
nanopartikiillerden ani bir salimi takiben siirekli bir etkin madde saliminin gergeklestigi
goriilmiustiir (Sekil 4.17).

Barakat ve Radwan®! KBZ-yiikli PLGA mikrokiirelerini hazirlamislar ve
gerceklestirdikleri salim ¢alismasinda KBZ igin iki fazli bir salim grafigi (ani bir salim1
takiben yavag bir salim) elde etmislerdir.

Tummala ve ark!™imn hazirladign KBZ-yiikli PLGA nanopartikiillerinden
KBZ’nin %50°’si 4 sa. ve yaklasik % 90’1 ise 24 sa. i¢inde salimmuistir. Yiizeyde tutunan
KBZ’nin ani bir salima neden oldugu ve bu salim1 sonrasi uzatilmig bir salim elde edildigi
belirtilmistir. Diger bir ¢alismada ise, KBZ-yiikli PLGA nanopartikiillerinin
hazirlandi1 ve nanopartikiillerden hizli bir KBZ salimu elde edildigi ifade edilmistir.??

Hidrofilik  prokain  HCl-yiikli PLGA  (50:50)  nanopartikiillerinin
nanopresipitasyon yontemiyle hazirlandig: bir ¢aligmada ise ilk 15 dk.’da yaklagik %65
oraninda etkin madde salimi gerceklesmis ve etkin madde salimi 4-6 sa.’te
tamamlanmistir.’?” Nano-boyuttaki partikiillerin (209.5+2.7 nm) yiizey alaninin fazla
olmasi sonucu nanopartikiil yiizeyine hidrofilik etkin maddenin tutundugu ve bu durumun
hizl1 bir etkin madde salimina neden oldugu ifade edilmistir. Ayrica, hizli etkin madde
saliminin olas1 nedenlerinden birisinin de prokain HCI’nin sudaki ¢oziiniirliigii oldugu

belirtilmistir.1?’
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FT-IR analizi, ¢esitli fonksiyonel gruplarin titresim frekanslarinin 6l¢iilmesi ile
bilesiklerin tanimlanmasi ve yapisal Ozelliklerinin saptanmasinda, ayrica, etkin
madde/maddeler ile diger formiilasyon bilesenleri arasinda herhangi bir etkilesimin olup
olmadigmin tespitinde kullanilmaktadir. Yapilan FT-IR analizi ile KBZ, LEV ve NP
formiilasyon bilesenleri arasinda herhangi bir etkilesim olup olmadigi incelenmistir.
KBZ’nin FT-IR spektrumu (Sekil 4.18) incelendiginde, 1380.9 cm™'de -NH deformasyon
titresimi, 1488.9 cm™'de -C=C gerilme titresimi, 1593.0 cm™ ve 1604.6 cm™’de -NH;
egilme titresimi, 1674.0 cm™*de -CONH: grubuna ait -C=0 gerilme titresimi, 3080.0 cm"
! ve 3155.2 cm™ *de aromatik yapida -C-H gerilme titresimi, 3280.6 cm™ ve 3340.4 cm
1>de -CONH grubuna ait gerilme titresimleri, 3463.8 cm™*de -NH; fonksiyonel grubuna
ait gerilme titresimleri tespit edilmistir. Bu veriler literatiir sonuglari ile uyumlu
bulunmustur.?® 232-234

LEV’in FT-IR spektrumunda (Sekil 4.19), 636.4 cm™ ve 700.1 cm™*’de diizlem
dis1 -NH’ye ait sallanma titresimleri, 1083.9 cm™ ve 1338.5 cm™’de -C-N fonksiyonel
grubuna ait gerilme titresimleri, 1429.1 cm™°de -C-H’ye ait egilme titresimi, 1645.1 cm’
1*de -C=0 grubuna ait gerilme titresimi, 1292.2 cm™, 2894.8 cm™, 2939.2cm™ ve 3176.4
cm™*de -C-H grubuna ait gerilme titresimleri, 3351.9 cm™’de -NH, fonksiyonel grubuna
ait gerilme titresimi tespit edilmistir. Bu veriler literatiir sonuglari ile uyumlu
bulunmustur. 25238

PLGA (50:50)’nin FT-IR spektrumunda (Sekil 4.20), 1753.0 cm™’de -C=0"ya ait
gerilme titresimi, 2995.1 cm™, 2949.3 cm™ ve 2882.4 cm™’de -C-H grubuna ait gerilme
titresimleri, 1130.0 cm™ ve 1090.4 cm™*’de -C-O grubuna ait gerilme titresimleri, 1422.7-
847.3 cm™ araliginda -C-H’ye ait egilme titresimleri tespit edilmistir. Bu veriler literatiir

sonuglari ile uyumlu bulunmustur, 3 240
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Pluronic F127°nin FT-IR spektrumunda (Sekil 4.21), 2880.3 cm™’de -C-H’ye ait
alifatik gerilme titresimi, 1342.0 cm™®’de -O-H grubuna ait diizlemsel egilme titresimi,
1278.8 cm™’de -CH>’ye ait egilme titresimi, 1099.0 cm™®’de -C-O grubuna ait gerilme
titresimi tespit edilmistir. Bu veriler literatiir sonuglar1 ile uyumlu bulunmustur, 4% 242

B-PLGA-NPs ve KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonlarina ait FT-IR
spektrumlart (Sekil 4.22-Sekil 4.23) incelendiginde, KBZ ve LEV’in nanopartikiil
formiilasyonunda karakteristik pikler vermedigi, B-PLGA-NPs ve KBZ+LEV-PLGA-
NPs formiilasyonlariin benzer spektrumlara sahip oldugu ve herhangi bir etkilesimin
olmadig1 saptanmustir. Bu veriler literatiir sonuglari ile uyumlu bulunmustur.?3% 243

KBZ, LEV ve NP formiilasyon bilesenleri arasinda herhangi bir etkilesim olup
olmadigini tespit etmek tizere DSC analizleri de gergeklestirilmistir. Dort farkli polimorfa
(Form I, 11, 11, 1V)*® sahip KBZ’nin DSC termogramu (Sekil 4.25) incelendiginde, Form

IIT polimorfunun erime noktasina ait endotermik pik 169.59 °C’de Form I polimorfunun

erime noktasina ait endotermik pik ise 191.75 °C’de tespit edilmistir. Bu veriler literatiir

sonuglar1 ile uyumlu bulunmustur. 3% 223 244

LEV’in DSC termogrami (Sekil 4.26) incelendiginde, 118.64 °C’de erime

noktasina ait endotermik bir pik tespit edilmis ve elde edilen bu verinin literatiir ile

uyumlu oldugu goriilmiistiir,188 245

PLGA (50:50)’nin DSC termograminda (Sekil 4.27), 51.59 °C’de PLGA’nin
Tg’sine ait endotermik bir pik tespit edilmis ve elde edilen bu verinin literatiirle uyumlu
oldugu goriilmiistiir.246-248
Pluronic F127°’nin DSC termograminda (Sekil 4.28) 55.59 °C’de erime

noktasindan kaynaklanan endotermik bir pik tespit edilmis ve elde edilen bu verinin

literatiir ile uyumlu oldugu gériilmiistiir.24% 250
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B-PLGA-NPs ve KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonlarina ait DSC
termogramlar1 (Sekil 4.29 ve Sekil 4.30) karsilastirildiginda, etkin maddelerin
nanopartikiil formiilasyonunda karakteristik pikler vermedigi, benzer termogramlara
sahip olduklar1 goriilmiis ve polimerik matriks i¢inde KBZ ve LEV’in molekiiler seviyede
dagildig1 anlagilmistir.

Mainardes ve ark.?! prazikuantel yiiklii PLGA nanopartikiil ve bos nanopartikiil
formiilasyonlarin1 hazirlayarak etkin madde ile formiilasyon arasinda herhangi bir
etkilesim olup olmadigini incelemislerdir. DSC analizi sonucunda, saf prazikuantelin
DSC termograminda goriilen piklerin etkin madde yiiklii nanopartikiil formiilasyonunda
goriilmedigi, bos ve etkin madde yiikli nanopartikiil formiilasyonlarinin benzer
termogramlara sahip oldugu bulunmustur. Etkin maddenin nanopartikiil formiilasyonu ile
herhangi bir etkilesime girmeyerek formiilasyonda molekiiler seviyede dagildig
belirtilmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, KBZ ve LEV etkin maddelerini i¢geren nanopartikiil
formiilasyonu gelistirilmesinin yani sira, ADT formiilasyonlari da liyofilizasyon ve direkt
basim yontemleri kullanilarak hazirlanmistir.

KBZ’nin farkli sekillerde hazirlanan ADT formiilasyonlar1 literatiirde
mevcuttur.28 113 252260 By caligsmalarda, KBZ etkin maddesi yardimci maddelerle
karistirilip  direkt basim  yontemiyle®®?2%®, yas graniilasyon yontemiyle®’, B-
siklodekstrinle kompleks haline getirildikten sonra yardimc1 maddelerle karigtirilip direkt
basim yontemiyle?®, Ocimum basilicum (feslegen) un tohumlarinin kabuklarindan elde
edilen miisilajla ve mikrokristalin seliiloz ile 6n islemden gecirildikten sonra yardimci
maddelerle karistirilip direkt basim yontemiyle®?, mannitol, PEG 6000 ve PVP ile ayri
ayr1 ¢oziicii buharlagtirma yontemiyle kati dispersiyon haline getirildikten sonra yardimci

maddelerle karistirtlip direkt basim yontemiyle®®®, PVP-K30 ile ¢dziicii buharlastirma

125



yontemiyle kati dispersiyon haline getirildikten sonra yardimci maddelerle karistirilip

direkt basim yoéntemiyle?*®

, mannitol ve PEG 6000 ile ayr1 ayr1 buharlagtirma yontemiyle
kat1 dispersiyon haline getirildikten sonra yardimci maddelerle karistirilip direkt basim
yontemiyle ADT formiilasyonlar1 hazirlanmistir.?®® LEV etkin maddesinin  ADT
formiilasyonu 2015 yilinda Aprecia ilag Sanayi tarafindan ii¢ boyutlu baskilama
yonteminin patentli teknolojisi Zipdose® kullanilarak iiretilmis ve piyasada yerini
almistir.!*> 28! Ayrica, LEV’in direkt basim yontemiyle hazirlanan ADT formiilasyonu da
literatiirde raporlanmustir.?5? Ancak, iki etkin maddeyi bir arada iceren herhangi bir ADT
formiilasyonuna literatiirde rastlanmamustir.

Tez c¢alismasi1 kapsaminda LEV ve KBZ’yi igeren L-ADT ve DB-ADT
formiilasyonlar1 hazirlanmis ve tablet kontrol testleri gerceklestirilmistir.

Direkt basim, tablet hazirlanmasinda kullanilan diger yontemlere (yas ve kuru
graniilasyon) kiyasla daha hizli, daha basit ve daha kolay bir yontemdir. Direkt basim i¢in
toz karisiminin akis ve basilabilirlik 6zelliklerinin uygun olmasi gerekmektedir. Toz akis
ozelliklerinin kotii olmasi igerik tekdiizeligi basta olmak {izere hazirlanan tabletin kalite
ozelliklerini olumsuz sekilde etkileyecektir. Bu nedenle, toz akis 6zelliklerini incelemek
tizere DB-ADT’ler hazirlanmadan once formiilasyon icin hazirlanan toz karigimi
tizerinde gerekli kontroller yapilmistir. Tozlarin akis 6zellikleri elektrostatik etkilesim,
nem, dansite, partikiil biiyiikliigii ve sekli gibi faktorlerden etkilenmektedir.?®® DB-ADT
formiilasyonunu olusturan toz karigimi tizerinde yigin agisi, akis siiresi, basilabilirlik
indisi ve Hausner oran1 degerleri hesaplanmis ve EP 8.0’a gore degerlendirilmistir. Elde
edilen bulgular degerlendirildiginde (Tablo 4.9); yigin acis1 26.18°+0.794, akis siiresi
4.72+0.776 sn, basilabilirlik indisi %15.24+0.764 ve Hausner oran1 1.18+0.011 olarak

tespit edilmistir. Y18in agis1 EP 8.0’a gore 25-30° araliginda oldugunda toz karigimi “gok

iyi akis” gostermekte; basilabilirlik indisi ve Hausner orani sirasiyla %11-15 ve 1.12-1.18
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oldugunda toz karisimi “iyi akis” gostermektedir.'¥” Ayrica, 10 sn’nin altinda
tekrarlanabilir bir akig siiresi elde edilmistir. Elde edilen bulgularin EP 8.0’da verilen
limitlerle uyumlu oldugu goriilmiistiir.**’

Tez c¢alismast kapsaminda hazirlanan hem L-ADT hem de DB-ADT
formiilasyonlar1 igin in vitro karakterizasyon calismalar1 (kiitle tekdiizeligi, icerik
tekdiizeligi, ¢ap, kalinlik, kirilmaya kars1 direng, friyabilite, dagilma, ¢6ziinme, 1slanma
stiresi, Su absorplama kapasitesi ve dispersiyon siiresi tayini) yapilmistir. Elde edilen
bulgular degerlendirildiginde (Tablo 4.10), kiitle tekdiizeliginin L-ADT ve DB-ADT
formiilasyonlari i¢in sirasiyla 0.36+0.005 g ve 0.60+0.008 g oldugu, hesaplanan %
sapma degerlerinin hicbirinin %5 smirim1 gegmedigi ve EP 8.0 ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir.'*® Tabletlerin icerik tekdiizeligi tayininde (Tablo 4.10), L-ADT’ler igin
157.04+7.984 mg (KBZ) ve 38.89+2.574 mg (LEV); DB-ADT’ler i¢in 161.40+5.500 mg
(KBZ) ve 41.76+4.292 mg (LEV) olarak saptanmistir. Tabletlerin igerik tekdiizeligi
tayini EP 8.0’a gore degerlendirilmis ve her bir icerigin ortalama igerigin %85-115
arahiginda olmasi gerektigi bildirilmistir.’3® Her iki formiilasyon icin de elde edilen icerik
tekdiizeligi tayini bulgular1 farmakope limitlerine uymaktadir.**

Tabletlerin ¢ap ve kalinligi, L-ADT’ler i¢in sirasiyla 16.87+0.113 mm ve
5.1240.111 mm, DB-ADT’ler i¢in sirasiyla 16.184+0.044 mm ve 3.04+0.049 mm olarak
(Tablo 4.10) tespit edilmistir. Elde edilen bulgular SS verileri agisindan
degerlendirildiginde ¢ap ve kalinligin uygun oldugu goriilmektedir. Tablet ¢ap ve
kalinlig1 tayini farmakopeye kayitli olmamasina ragmen, hazirlanan tabletlerin
biiyiikliigiinii tekdiize hale getirmek i¢in 6nemlidir.?4

Agizda hizla dagilmasi istenen ADT’ler, ¢ok gozenekli, yumusak kaliplanmis
matrikslerden olustugu veya diisiik sikistirma kuvveti ile basildig: i¢in kirilganliklari

yiiksektir. Bu yiizden genellikle 6zel ambalajlama gerektirmektedir.® Ambalajlama,
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tagima ve saklama gibi siirecler agisindan tabletlerin kirilmaya karsi direnci 6nemlidir.
Bu nedenle, belirli kosullar altinda tabletin kirilmaya kars: direnci tayin edilmektedir.?%®
ADT’lerin kirilmaya karst direnci dagilma ve ¢oziinme siiresi tizerinde etkilidir ve
biyoyararlanimi etkileyebilecek bir faktordiir. Aynit zamanda, bir ADT nin sertligi agiza
alindiginda dagilma siiresinin istenen limitler i¢inde kalmasini saglamalidir. Agizda daha
kisa siirede dagilabilmeleri agisindan ADT’lerin sertliginin 50 N’un altinda olmasi
onerilmektedir.?®® Yapilan calismalarda, direkt basim yontemiyle gelistirilen ADT
formiilasyonlarmin sertligi yaklastk 2-4 kg/cm? (19.6-39.23 N/cm?) araliginda

267269 Bjzim ¢alismamizda, DB-ADT formiilasyonunun sertligi

bulunmustur.
30.114+2.438 N olarak tespit edilmis ve literatiirle uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Liyofilizasyon yontemiyle elde edilen tabletler yiiksek gozeneklilige sahip oldugundan
hazirlanan L-ADT lerin sertligi DB-ADT lere gore daha diisiik bulunmus ve 11.96+2.204
N olarak oOl¢iilmiistiir. Direkt basim ve liyofilizasyon yontemiyle hazirlanan ADT
formiilasyonlar1 kirilmaya karst direng sonuglari agisindan kiyaslandiginda ise, L-
ADT’lerin DB-ADT’lere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik sertlige
sahip oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Formiilasyondaki mannitol ve jelatin miktarinin
liyofilizasyon yontemiyle hazirlanan ADT’ler iizerine etkilerinin incelendigi bir
calismada ADT’lerin sertliginin 0.1-3 kP (0.981-29.420 N) olmasi gerektigi ve
formiilasyondaki mannitol miktarindaki artis ile tablet sertliginde artis meydana geldigi
bildirilmistir.”®** Gulsun ve ark.'® terbutalin siilfat iceren ADT hazirlamak icin direkt
basim ve liyofilizasyon yontemlerini kullanmislardir. Direkt basim yontemiyle hazirlanan
ADT’lerin sertligi 173.03+7.34 N ve 212.58+5.61 N; liyofilizasyon yoOntemiyle

hazirlanan ADT’lerin sertligi ise gozenekli yapisindan dolayr 18.87+1.376 N olarak

saptanmuistir.
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Friyabilite, tabletin mekanik dayanikliliginin bir o6lgiisiidiir ve bir tabletin
friyabilitesinin yiiksek olmasi ambalajlama, nakliye veya tasima esnasinda tabletin
biitiinliigiinii koruyamamasina neden olabilir.® Tabletlerin friyabilite tayini B&liim
3.2.8.5’te anlatildig1 gibi yapilmis, L-ADT ve DB-ADT formiilasyonlar1 i¢in % friyabilite
degerleri sirasiyla %0.77 ve %0.50 (Tablo 4.10) olarak hesaplanmigtir. Tabletlerin
friyabilite tayini bulgulart EP 8.0’a gore degerlendirilmis ve %1°1 gegmemesi gerektigi
bildirilmistir. Her iki formiilasyon i¢in de elde edilen bulgular farmakope limitleri ile
uyumludur.t4

Agizda dagilan tabletlerin Avrupa Farmakopesi’nde “3 dakikadan daha kisa bir
siirede dagilmasi gerektigi” bildirilmistir.?’® Tabletlerin dagilma tayini Boliim 3.2.8.6°da
anlatildigr gibi yapilmis, L-ADT ve DB-ADT formiilasyonlar1 i¢in dagilma siireleri
sirastyla 1.55+0.344 sn ve 31.50+7.477 sn olarak (Tablo 4.10) tayin edilmistir. Her iki
formiilasyon i¢in de elde edilen dagilma siireleri Avrupa Farmakopesi’ne gore
uygundur.?”® Direkt basim ve liyofilizasyon yontemiyle hazirlanan ADT formiilasyonlari
dagilma siiresi ac¢isindan kiyaslandiginda ise, L-ADT’lerin DB-ADT’lere gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha kisa stirede dagildig tespit edilmistir (p<0.05).
L-ADT’lerin gozenekli yapisinin DB-ADT’lere gore daha fazla olmasi nedeniyle,
dagilma ortamu tabletin i¢ ylizeyine daha hizli niifuz etmekte ve bdylece dagilma daha
kisa siirede gerceklesmektedir.?’t 272

Direkt basim yontemiyle hazirlanan ADT’lerin liyofilizasyon teknigiyle
hazirlananlara gore friyabilitesinin daha diistik, sertliginin ve dagilma siiresinin daha fazla
oldugu saptanmis ve elde edilen bu bulgularin literatiirle uyum icinde oldugu
griilmiistiir. 133 274273
ADT’ler yiiksek porozite ve diisiik tablet sertligine sahip olduklar1 i¢in agiza

alindiktan kisa bir stire sonra dagilirlar. ADT lerin hizla dagilmasi, ortam igerisinde etkin
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maddenin ¢oziinmesini ve absorpsiyonunu artirmaktadir. KBZ BCS’ye gore Sinif 2°de
yer aldigindan KBZ’nin emiliminde hiz sinirlayici basamak etkin  maddenin
coziinmesidir. LEV ise yiiksek suda ¢oziiniirliik ve yiiksek permeabilite 6zelligine
sahiptir. In vitro ¢dziinme testi, ilag gelistirme siirecinde, ilacin kalitesini gdsteren ve in
vivo performansini tahmin etmede kullanilan ucuz ve hizli bir degerlendirme
dlciitiidiir.2"42®

KBZ ve LEV etkin maddelerinin ayr1 ayr tablet formiilasyonlar1 farmakopeye
kayithdir ve ¢éziinme testi sartlari verilmistir. Coziinme ortami olarak KBZ i¢in %1 SLS
iceren distile su, LEV igin ise distile su verilmistir.2X¢17®® 277 Tez calismamiz
kapsaminda, bu ortamlar ¢éziinme ortami olarak secilememistir. Cilinkii, hidrofobik
ozellikteki KBZ distile su ortaminda Sink kosulu saglamamaistir. Ayrica, ¢oziinme ortami
%1 SLS igeren distile su seg¢ildiginde ise, HPLC’de LEV ile SLS piki ¢akigsmistir ve bu
durum analitik yontemin 6zgiilliigii agisindan uygun bulunmamistir. L-ADT ve DB-ADT
formiilasyonlarinin ¢éziinme ¢aligsmalarinin yapilabilmesi i¢in Sink kosulun saglanmasi
gerekmektedir. Bu amagla, hidrofobik bir etkin madde olan KBZ i¢in ¢oziiniirliik
calismasi, farkli konsantrasyonlarda (%0, %1, %5 ve %10) Tween 80 iceren PB pH 6.8
ortaminda yapilmis ve bulgular1 Sekil 4.10°da verilmistir. Elde edilen ¢oziiniirliik
calismasi bulgulari ve literatiir®? 2’® taramas1 sonucunda salim ortami olarak 900 mL %35
Tween 80 iceren PB pH 6.8 seg¢ilerek ¢oziinme ortaminda Sink kosul saglanmistir. %5
Tween 80 iceren PB pH 6.8 ortaminda, suda yiiksek ¢6ziiniirliige sahip LEV i¢in de Sink
kosul saglanmaktadir. ADT’lerin ¢oziinme ¢alismas1 Boliim 3.2.8.7°de anlatildig1 gibi
yapilmis ve sonuglar L-ADT ve DB-ADT formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 4.34 ve
Sekil 4.35te gosterilmistir. L-ADT’ler iizerinde yapilan ¢dziinme testine gore, KBZ nin
yaklasik %100’i 30 dk.’da, LEV’in ise %99°u 10 dk.’da ¢ézlinme ortamina ge¢cmistir.

DB-ADT ler iizerinde yapilan ¢éziinme testine gore, KBZ nin yaklasik %98°1 45 dk.’da,
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LEV’in ise yaklasik %100°i 15 dk.’da ¢oziinme ortamina ge¢cmistir. USP’ye gore,
KBZ’nin konvansiyonel tabletinin 900 mL %1 SLS igeren distile su ortaminda (Palet
yontemi, 75 rpm) ¢oziinme testi gerceklestirildiginde, KBZ’nin 60 dk.’da en az %75’inin
¢oziinmesi gerektigi bildirilmistir.22¢17%) LEV’in konvansiyonel tabletinin 900 mL su
ortaminda (Palet yontemi, 50 rpm) ¢6ziinme testi gerceklestirildiginde, 250 mg, 500 mg
ve 750 mg LEV igeren tabletler icin 15 dk.’da LEV’in en az %70’inin, 1000 mg LEV
iceren tablet icinse LEV’in 30 dk.’da en az %80 inin ¢dziinmesi gerektigi bildirilmistir.?’’
Gulsun ve ark.! tarafindan yapilan calismada, liyofilizasyon ve direkt basim ydntemleri
ile hazirlanan ADT’lerin ¢Oziinme testleri gercgeklestirilmis ve yiiksek gozenekli
yapisindan dolay1 liyofilizasyon yontemi ile hazirlanan ADT’ler agisindan etkin
maddenin direkt basim yontemi ile hazirlanan ADT lere kiyasla daha hizli ¢oziindiigii
belirtilmistir.

ADT’lere suyun penetrasyonu ve tabletlerin dagilma siiresi agisindan ADT’lerin
gozenekliligi onemlidir. Gozeneklilik arttikca daha yiiksek su penetrasyonundan dolay1
ADT’lerin dagilma siiresi kisalmaktadir.!3® 26 Liyofilizasyon yontemi ile hazirlanan
ADT’ler yiiksek gozenekli yapisindan dolayr direkt basim yontemi ile hazirlanan
ADT’lere gore daha kisa siirede dagilmaktadir.3

ADT’lerin su absorplama kapasitesi ve 1slanma siiresi tayini Boliim 3.2.8.8’de
anlatildig gibi gerceklestirilmis, L-ADT ve DB-ADT formiilasyonlarinin distile sudaki
1slanma siireleri sirasiyla 10.58+1.598 sn ve 15.04+2.957 sn, yapay tiikiiriik sivisindaki
1slanma siireleri ise sirasiyla 20.06+£2.389 sn ve 39.92+4.754 sn (Tablo 4.10) olarak
bulunmustur. L-ADT ve DB-ADT formiilasyonlarinin distile sudaki su absorplama
kapasiteleri ise sirasiyla %63.72+4.402 ve %56.59+5.630, yapay tiikiiriik stvisindaki su
absorplama kapasiteleri ise sirasiyla %98.77+11.558 ve %64.32+5.644 (Tablo 4.10)

olarak bulunmustur.
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Ayrica, L-ADT ve DB-ADT formiilasyonlariin distile sudaki dispersiyon siireleri
sirastyla 7.924+1.569 sn ve 9.67+2.015 sn, yapay tiikiiriik sivisindaki dispersiyon siireleri
ise sirastyla 15.68+1.822 sn ve 31.83+4.561 sn olarak bulunmustur.

Sonug olarak, DB-ADT ile karsilastirildiginda L-ADT’lerin daha yiiksek su
absorplama kapasitesine sahip oldugu, daha kisa siirede 1slandigi, dagildigi ve
dispersiyona ugradigi saptanmistir. Diger test sonuglar1 da bu bulgulari desteklemektedir.

Rao ve ark.?® KBZ’nin B-siklodekstrinle inkliizyon kompleksini hazirlayarak
¢Oziiniirliglinii  artirmiglardir.  Daha  sonra, farkli oranlarda siiperdagiticilari
(kroskarmeloz sodyum, krospovidon, Indion-414, sodyum nisasta glikolat) ve uygun
diger yardimci maddeleri secerek direkt basim yontemiyle KBZ’nin ADT
formiilasyonlarin1 hazirlamislardir. Yaptiklar1 in vitro karakterizasyon ¢alismalari
sonucunda, tabletlerin kirilmaya kars1 direnglerini 3.1-3.6 kg/cm? araliginda,
friyabilitelerini %0.54-%0.68 araliginda, dagilma siirelerini 26.86+0.5-58.54+2.3 sn
araliginda, su igerisindeki 1slanma siirelerini 32.18+1.4-99.194+1.6 sn aralifinda
bulmuslardir. Sonuglar degerlendirildiginde, krospovidon ve indion-414’iin kolay sisme
ozelliginden dolay1, bu siiperdagiticilarin  kullanildigi formiilasyonlarin dagilma
stiresinin, sodyum nisasta glikolat ve kroskarmeloz sodyumun kullanildig:
formiilasyonlara gére daha kisa oldugu tespit edilmistir. Ayrica, formiilasyonlarin
1slanma siireleri kiyaslandiginda krospovidon ve Indion-414 igeren formiilasyonlarin
yiiksek kapiller aktivite ve hidratasyon gostermelerinden dolay1 daha kisa siirede 1slandig:
belirtilmistir. Ancak, bu siiperdagiticilarin su ¢ekerek tableti biiyiik agregatlara boldigi
ve %1 SLS igeren su ortami icinde KBZ’nin ¢éziinmesinin kroskarmeloz sodyum igceren

tabletlere gore daha uzun siirede gergeklestigi tespit edilmistir. Rao ve ark.?%*

yaptiklari
diger bir caligmada, farkli miktarlarda siiperdagiticilart (kroskarmeloz sodyum,

krospovidon ve sodyum nisasta glikolat) ve uygun diger yardimc1 maddeleri kullanarak
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direkt basim yontemiyle KBZ i¢eren ADT’ler hazirlamislar ve in vitro karakterizasyon
calismalarinda benzer sonuglari elde etmislerdir.

Diger bir ¢alismada, KBZ’nin mannitol, PEG 6000 ve PVP ile ayr1 ayr1 kati
dispersiyonlar1 (1:1 oranlarinda) hazirlanmis ve daha sonra uygun yardimci maddeler ile
karistirtlarak direkt basim yontemiyle ADT formiilasyonlar1 elde edilmistir. Hazirlanan
ADT’lerin kirilmaya kars1 direncleri 3.1+0.14-4.5+0.12 kg/cm? araliginda, friyabiliteleri
%0.54-%0.67 araliginda, dagilma siireleri 11.83+0.2-240.33%£1.5 sn araliginda, su
icerisindeki 1slanma siireleri ise 18.544+1.8-300.98+1.8 sn aralifinda bulunmustur.
Sonuglar  degerlendirildiginde, kati dispersiyonun mannitol ile hazirlandig
formiilasyonlarda kroskarmeloz sodyum miktar: artik¢a 1slanma ve dagilma siirelerinin
kisaldig1 bildirilmistir.?%®

Rao ve ark.?%? diger bir ¢alismada, KBZyi ayr1 ayr1 mannitol ve PEG 6000 ile 1:1
oraninda kat1 dispersiyon haline getirdikten sonra uygun yardimci maddeleri
(kroskarmeloz sodyum, mikrokristalin sodyum, DC-mannitol, vb) kullanarak direkt
basim yontemiyle ADT formiilasyonunu hazirlamislardir. Mannitol ile kati dispersiyon
haline getirilerek hazirlanan ADT’lerin dagilma ve 1slanma siirelerinin PEG 6000’in
kullanildigir ADT’lere gore daha kisa oldugu, formiilasyondaki kroskarmeloz sodyum
miktarindaki artis ile dagilma ve 1slanma siirelerinin azaldigi ifade edilmistir.

Marabathuni ve ark.?® KBZ:PVP-K30’u 1:2 oraminda kat1 dispersiyon haline
getirdikten sonra uygun yardimec1 maddeler ile karigtirarak direkt basim yontemiyle ADT
formiilasyonlarini hazirlamislardir. Mannitoliin kullanildigit ADT formiilasyonlarinin,
mikrokristalin seliiloz ve dikalsiyum fosfat i¢eren formiilasyonlara kiyasla daha kisa
stirede dagildigi (31.6+2.08-53.6+4.72 sn) ve 1slandigi (28.0+3.60-50.2+1.52 sn)
saptanmistir. Ayrica, siiperdagitict olarak krospovidonun kullanildigi ADT’lerin

kroskarmeloz sodyumun kullanildig1 formiilasyonlara gore daha kisa siirede 1slandig1 ve
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dagildigr tespit edilmistir. Ayrica, ¢oziinme testi PB pH 6.8’de yapilmis ve kati
dispersiyon haline getirilen KBZ’ nin ADT formiilasyonunun saf KBZ ile basilan ADT
formiilasyonuna gore daha kisa siirede ¢éziinme ortamina gegtigi saptanmaistir.

Swapna ve ark.?®® ayri ayri kitosan, kroskarmeloz sodyum ve sodyum nisasta
glikolat ile diger yardimci maddeleri kullanarak KBZ’nin farkli ADT formiilasyonlarini
hazirlamiglardir. Kitosanin kullanildigt ADT formiilasyonlarinin daha kisa siirede
islandig1 ve dagildigi, ayrica, %1 SLS igeren su ortaminda gerceklestirilen ¢oziinme
testinde ¢ozlinmenin istenen siirede gerceklestigi raporlanmaistir.

Swamy ve ark.?>2 KBZ’yi krospovidon (%2-10), mikrokristalin seliiloz (%0-30)
ve uygun yardimec1 maddeler ile karistirarak 32 faktoriyel dizayn yontemini kullanarak
direkt basim yontemiyle ADT formiilasyonlarini elde etmislerdir. Yaptiklar: in vitro
karakterizasyon ¢alismalari sonucunda, ADT’lerin kirilmaya karst direnglerini
1.9340.115-2.50+0.1 kg/cm? araliginda, friyabilitelerini %0.40-%0.60 araliginda, PB pH
6.8 i¢cindeki dispersiyon siirelerini 10.00+1.06-58.11+0.617 sn araliginda, su absorplama
kapasitelerini %52.28-96.07 araliginda bulmuslardir. Sonuglar degerlendirildiginde, %2
krospovidon ve %30 mikrokristalin seliiloz igeren ADT’lerin en ideal formiilasyon
olduguna karar vermislerdir. Coziinme testi 900 mL PB pH 6.8 igerisinde en ideal
formiilasyon icin yapilmig, ADT formiilasyonunun KBZ’nin piyasa preparatina ve
siiperdagitict icermeyen formiilasyonuna kiyasla ¢dziinme ortami i¢inde daha hizh
¢Ozilindiigl tespit edilmistir.

Gunda ve ark.?®® farkli oranlarda (%6.25-12.5) krospovidon ve kroskarmeloz
sodyum siiperdagiticilarin1 ve uygun diger yardimci maddeleri secerek, 32 faktoriyel
dizayn ve direkt basim yontemleriyle KBZ igeren ADT formiilasyonlarini
hazirlamislardir.  ADT’lerin kirilmaya karst direnglerini 3.140.16-3.5+1.0 kg/cm?

araliginda, friyabilitelerini %0.57-%0.65 araliginda, su igindeki 1slanma siirelerini

134



12.1841.3-88.04+1.2 sn araliginda, dagilma siirelerini 9.13+0.5-53.20+2.2 sn araliginda
bulmuglardir. Coziinme testi 900 mL PB pH 6.8 igerisinde tiim formiilasyonlar i¢in
yapilmis, KBZ’nin 60 dk.’da %95.34-99.24 oraninda ¢oziindiigii tespit edilmistir.

Chonkar ve ark.'®? etkin maddenin ¢oziiniirliigiinii artirmak iizere KBZ’yi farkli
oranlarda mikrokristalin seliiloz ve feslegenin tohum kabuklari ile muamele etmis ve daha
sonra diger yardimci maddeler ile karistirarak direkt basim yontemiyle ADT
formiilasyonunu hazirlamiglardir. Yaptiklart in vitro karakterizasyon ¢alismalari
sonucunda igerik tekdiizeligi, agirlik sapmasi, dagilma siiresi, friyabilite testini
farmakopeye uygun bulmuslardir. [n vitro dispersiyon siiresi tayinini 100 mL su
icerisinde yapmusglar ve dispersiyon siiresini 79.05+£0.09 sn olarak tayin etmislerdir.
Coziinme testi, 900 mL PB pH 6.8 igerisinde (50 rpm; 60 dk.) gerceklestirilmis, 60 dk.’da
ADT formiilasyonundaki KBZ’nin saf etkin maddeye gore 3.6 kat daha fazla ¢oziindigi
saptanmistir.

Rao ve ark.?®" karmyarik otunun (Plantago ovata) tohumunu ve miisilajini
siiperdagitict olarak se¢mis ve diger yardimci maddeler ile karistirarak yas graniilasyon
yontemiyle KBZ’nin ADT formiilasyonunu hazirlamiglardir. Yapilan in vitro
karakterizasyon bulgulart degerlendirildiginde; formiilasyonlarda tohum ve miisilaj
miktar1 arttikca tabletlerin kirilmaya karsi direncinin, dagilma ve 1slanma siirelerinin
azaldig1 ve bu degerlerin tohumlarin kullamildigit ADT formiilasyonlarinda miisilaj ile
hazirlanan ADT formiilasyonlarina gore daha yliksek oldugu bildirilmistir.

Kumar ve ark.?®? LEV iceren ADT formiilasyonlarin1 farkli siiperdagiticilar
(krospovidon, sodyum nisasta glikolat, kroskarmeloz sodyum) kullanarak direkt basim
yontemiyle hazirlamiglardir. ADT lerin kirilmaya karsi direnglerini 3.98+0.07-4.99+0.57
kg/cm? araliginda ve friyabilitelerini ise %0.43-%0.67 araliginda saptamislardir. Ayrica,

tim formiilasyonlar i¢in ¢dziinme testini 900 mL PB pH 6.8 ortaminda (50 rpm)
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yapmiglardir. Optimum sonuclar sodyum nigasta glikolat ve krospovidonun beraber
kullanildigt ADT’lerde elde edilmis, bu ADT’lerin dagilma zamani 29 sn olarak
saptanmig ve %99.82 oraninda LEV’in 10 dk.’da ¢6zlindiigii tespit edilmistir.

KBZ, LEV, L-YM ve L-ADT formiilasyonuna ait FT-IR spektrumlari (Sekil 4.40,
Sekil 4.41, Sekil 4.42 ve Sekil 4.43) incelendiginde; L-YM’ye ait spektrumdan farkli
olarak L-ADT formiilasyonunun spektrumunda KBZ ile ilgili oldugu diisiiniilen 464.2
cm?, 485.9 cm™, 800.7 cm™, 1592.8 cm™, 3020.3 cm™, 3154.7 cm™ ve 3464.1 cm™*deki
titresimlerde; LEV ile ilgili oldugu diisiiniilen 700.2 cm? ve 2935.9 cm™’deki
titresimlerde; 450.6 cm™, 1382.3 cm?, 1488.7 cm™ ve 1668.0 cm™’de ise hem KBZ hem
de LEV ile ilgili oldugu diisiiniilen titresimlerde artis oldugu tespit edilmistir. KBZ, LEV,
DB-YM ve DB-ADT formiilasyonuna ait FT-IR spektrumlart (Sekil 4.40, Sekil 4.41,
Sekil 4.44 ve Sekil 4.45) incelendiginde ise; DB-YM’ye ait spektrumdan farkli olarak
DB-ADT formiilasyonunun spektrumunda KBZ ile ilgili oldugu diisiiniilen 1592.8 cm™,
3021.8 cm™ ve 3466.3 cm™’deki titresimlerde; LEV ile ilgili oldugu diisiiniilen 1080.4
cm’deki titresimde; 1042.6 cm™®, 1383.1 cm™, 1676.2 cm™, 3340.7 cm™’de ise hem KBZ
hem de LEV ile ilgili oldugu diisiintilen titresimlerde artis oldugu tespit edilmistir.
Sonugta, yardimct maddelere ait spektrumlardan farkli olarak ADT’lere ait
formiilasyonlarda KBZ ve LEV ile ilgili oldugu diisiiniilen titresimlerde artig goriilmiis
ve bunlarin haricinde bir titresime rastlanmamustir. Dolayisiyla, ADT formiilasyonlarinda
etkin maddeler ile yardimc1 maddeler arasinda bir etkilesimin olmadig: saptanmustir.

Gugulothu ve ark.?’ liyofilizasyon yontemiyle sumatriptan siiksinat iceren ADT
formiilasyonu gelistirdikten sonra, saf etkin maddenin, yardimcit maddelerin ve ADT
formiilasyonunun FT-IR spektrumlarini almiglardir. Saf sumatriptan siiksinatin FT-IR
spektrumunun karakteristik piklere sahip oldugu goriilmiistiir. ADT formiilasyonuna ait

FT-IR spektrumunda sumatriptan siiksinat ve ADT formiilasyonunu olusturan yardimci

136



maddelere ait titresimler goriilmiis, bunlarin haricinde titresime rastlanmamaistir.
Sonugta, sumatriptan siiksinatin ADT formiilasyondaki yardimct maddeler ile gegimli
oldugu anlasilmistir.

Abed ve ark.?? direkt basim yontemiyle diazepam iceren ADT formiilasyonu
gelistirdikten sonra, saf etkin maddenin, yardimci1 maddelerin ve ADT formiilasyonunun
FT-IR spektrumlarint almislardir. Saf diazepamin FT-IR spektrumunun karakteristik
piklere sahip oldugu goriilmistir. ADT formiilasyonuna ait FT-IR spektrumunda
diazepama ve ADT formiilasyonunu olusturan yardimci maddelere ait titresimler
gOriilmiis, bunlarin haricinde titresime rastlanmamustir. Sonugta, diazepamin ADT
formiilasyondaki yardimeci maddeler ile ge¢imli oldugu anlagilmistir.

L-YM ve L-ADT formiilasyonuna ait DSC termogramlar1 (Sekil 4.50 ve Sekil
4.51) karsilastirildiginda, L-ADT formiilasyonunda KBZ ve LEV’e ait endotermik
piklere rastlanmamis, L-YM ile L-ADT formiilasyonunun benzer termogramlara sahip
oldugu gortilmiistiir. ADT lerin liyofilizasyon yontemiyle hazirlanmasi sonucu KBZ ve
LEV’in amorf yapiya doniistiikleri ve etkin maddelere 6zgii endotermik piklerin bu
nedenle goriilemedigi diisiiniilmektedir.?’® 2! DB-YM ve DB-ADT formiilasyonuna ait
DSC termogramlari (Sekil 4.52 ve Sekil 4.53) karsilastirildiginda ise DB-YM ile DB-
ADT formiilasyonunun farkli termogramlara sahip oldugu, DB-ADT formiilasyonuna ait
DSC termograminda KBZ ve LEV e ait 6zgiin endotermik piklerin (sirasiyla 190.49 °C
ve 115.59 °C’de) oldugu goriilmiistiir. Bu veriler literatiir ile uyumlu bulunmustur.??

Hazirlanan KBZ+LEV-PLGA-NPs ve DB-ADT formiilasyonlarinin in vivo olarak
degerlendirilmesi amaciyla siganlarda Boliim 3.2.9.1°de anlatildig1 gibi PTZ kullanilarak
epilepsi modeli olusturulmustur. Daha sonra, tutusan hayvanlar Bo6lim 3.2.9.2°de

anlatildigr gibi deney gruplarma ayrilarak calismaya alimmistir. Siganlarin bes giin
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boyunca nébet skorlar1 ortalama+SS cinsinden kaydedilmis (Sekil 4.57 ve Sekil 4.58) ve
gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

PTZ, beyin uyarilabilirliginin degerlendirilmesi ve AEl'lerin gelistirilmesi
amaciyla tutusma epilepsi modelinin olusturulmasinda yaygin olarak tercih edilen bir
kimyasaldir. PTZ ile tutusma epilepsi modeli olusturulan hayvanlarda absans epilepsi,
myoklonik epilepsi, jeneralize tonik-klonik epilepsi ve ilaca direngli epilepsi modelleri
olusturulmaktadir.'®® PTZ uygulanmasi ile epilepsi modeli olusturulan hayvanlarda cesitli
davranigsal, nérofizyolojik ve norokimyasal degisiklikler meydana gelmektedir. Ayrica,
PTZ hipokampusta atrofiye ve segici noronal kayba neden olmaktadir. PTZ ile
indiiklenmis hayvan modellerinde GABAerjik sistemlerde, glutamerjik sistemlerde ve
antioksidan savunma sistemlerinde degisiklikler gozlenmistir. PTZ, GABA reseptorlerine
baglanarak reseptor blokaji ile tutusma epilepsi modelinde kalici etki gostermektedir.?8

Reddy ve ark.'® isradipinin KBZ nin antikonviilsan aktivitesi {izerine etkilerini
iki farkli yontemle (maksimum elektrosok yontemi ve PTZ uygulamasi) epilepsi modeli
olusturulmus siganlarda incelemislerdir. Yapilan bu calismada, KBZ ve isradipin
sirasiyla 30 mg/kg ve 2 mg/kg dozlarinda i.p. olarak tek baslarina ve bir arada siganlara
uygulanmis ve 30 dk. sonra maksimum elektrosok veya PTZ ip. uygulanarak
antikonviilsan aktivite degerlendirilmistir. Sonucta, her iki epilepsi modelinde de
kalsiyum kanal blokeri olan isradipin KBZ ile bir arada kullanildiginda KBZ’nin
antikonviilsan aktivitesini artirmistir.

Ohno ve ark.* LEV’in antiepileptik etkisini, PTZ-tutusma modelinde
incelemisler ve ayn1 zamanda bu maddenin etkisini sodyum valproatin (VPA) etkisi ile
karsilastirmiglardir. PTZ-tutusma modelinde, PTZ 15 giin boyunca hafta i¢i her giin 40
mg/kg dozda i.p. olarak uygulanmistir. LEV ve VPA ise 15 giin boyunca PTZ

uygulanmasindan 30 dakika 6nce tekrarlayan dozlarda uygulanmis ve nobetlerin siddeti
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PTZ uygulamasindan hemen sonra 15 dakika boyunca takip edilmis ve skorlanmistir.
LEV’in diisiik dozlarda (3—30 mg/kg, i.p.) PTZ nobetlerini inhibe ettigi (artan dozla artan
inhibisyon), 30 mg/kg dozda uygulanmasi sonrasi %50 oraninda bir inhibisyon sagladigi
raporlanmistir. PTZ-tutusma modelinde, SV2A’nin hipokampal seviyesinde (LEV i¢in
primer etki alani) 6nemli bir artisin oldugunu ve LEV’in ndbet inhibe edici etkisinin bu
durumla iligkili oldugu belirtilmistir.

LEV’in disiik frekansli (6Hz) 3 sn siireyle korneal elektriksel uyari (psikomotor
veya limbik ndbet modeli) ile olusturulmus akut ndbetlere karsi koruyucu aktivitesi
gosterilmistir.'% Genellikle, kombine halde antiepileptik maddeler antikonviilsan etkileri
bakimindan farkli ve tamamlayici molekiiler mekanizmalara sahiptirler. ilave olarak, yan
etki profilleri de farklidir. Beyinde ayn1 molekiiler hedef veya reseptor (6rn: sodyum
kanal blokorleri, GABA artiricilar) iizerinde etki gosteren antiepileptik ilaglarin bir arada
kullanimindan kagmilmalidir. Bu nedenle, LEV 06zgiin antikonviilsan molekiiler
mekanizmalarindan dolay1 optimum bir antiepileptik etkin madde olarak goriilmekte ve
diger antiepileptik etkin maddeler ile bir arada kullamlabilmektedir.1%% 28°

Tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonunun
in vivo olarak degerlendirilmesi amaciyla KBZ 30 mg/kg™® ve LEV 1.2 mg/kg dozda
sicanlara i.p. olarak uygulanmistir. DB-ADT formiilasyonunun in vivo degerlendirilmesi
icinse KBZ’nin dozu 200 mg/kg (oral) ve LEV’in dozu 50 mg/kg (oral) olarak secilmistir.
165, 166, 286, 287

KBZ+LEV-PLGA-NPs ve DB-ADT formiilasyonlarinin degerlendirilmesi
amaciyla tutusan siganlar gruplara ayrilmis (Bolim 3.2.9.2), hazirlanan ¢ozelti ve
stispansiyonlar belirlenen dozlarda i.p. veya oral olarak uygulandiktan 30 dk. sonra PTZ

verilerek siganlarin nobet skorlar1 bes gilin siiresince kaydedilmistir. Gruplardaki
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antiepileptik aktiviteler nobet skorlar ile istatistiksel olarak p<0.05 anlamlilik diizeyinde
degerlendirilmistir.

In vivo galismamiz sonucunda, DB-ADT formiilasyonunun ve i.p. verilmek iizere
hazirlanan KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonunun genel olarak saf KBZ ve LEV’in bir
arada uygulanmasi ile benzer antiepileptik aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Ayrica,
etkin maddelerin ayr1 ayri uygulanmasina kiyasla KBZ ve LEV’in bir arada
kullanilmastyla nobet skorlarinda diisiis ve antiepileptik aktivitede artis tespit edilmistir.

Florek-Luszczki ve ark.!%? fareler iizerinde 6 Hz psikomotor nobet modeli
olusturmus ve LEV’in KBZ, fenitoin, topiramat ve vigabatrin ile bir arada kullanilmasi
durumunda farelerdeki (yetiskin, erkek Swiss fare, 22-26 @) antikonviilsan etkileri
incelemislerdir. KBZ:LEV bir arada 1:1, 2:1, 5:1, 10:1 oranlarinda (KBZ 8-30 mg/kg ve
LEV 2-25 mg/kg dozunda) i.p. olarak uygulanmistir. Sonugta, KBZ tek basina 30 mg/kg
dozunda farelere uygulandiginda nébet modeline karst %25 oraninda koruma saglarken,
LEV tek basina uygulandiginda %100 antikonviilsan etki gostermistir. KBZ:LEV 5:1 ve
10:1 oranlarinda uygulandiginda sinerjik etki, 1:1 ve 2:1 oranlarinda kullanildiginda ise
aditif etki gostermistir. KBZ ve LEV’in bir arada kullanilmasi durumunda saglanan
sinerjik etkinin 6zellikle direngli epilepsi hastalarinda fayda saglayacagi belirtilmistir.
Ayrica, AET’lerin bir arada kullanimu ile sinerjik etki olusmasindan dolay: diisiik doz AEI
uygulamasi ile yan etkilerin 6nemli dl¢lide azaltilabilecegi ifade edilmistir.

Luszczki ve ark.®° farelerde maksimum elektrosok ile nobet modeli olusturarak
LEV’i tek basina ve diger AEI’ler ile (KBZ, fenitoin, fenobarbital, sodyum valproat,
topiramat, lamotrijin, oksikarbamazepin) bir arada i.p. olarak uygulamislardir. Sonugta,
KBZ:LEV 1:16 oraninda uygulandiginda sinerjik etki gostermistir. Ancak, KBZ:LEV
1:1, 1:2, 1:4, 1:8 oranlarinda uygulandiginda ise antiepileptik aktivitenin degigmedigi

gosterilmistir. Ayrica, LEV’in tek basina veya KBZ ile bir arada uygulanmasi sonrasi
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beyindeki LEV konsantrasyonunun benzer oldugu saptanmigtir. Dolayisiyla, LEV ve
KBZ etkilesimin farmakodinamik mekanizmalardan kaynaklandigi ifade edilmistir.

Sisodiya ve ark.?®® da KBZ ve LEV arasindaki etkilesimi direngli epilepsili
hastalarda incelemislerdir. Calisma sonucunda, LEV’in tedaviye eklenmesinin KBZ’nin
ve metabolitinin kan seviyelerinde degisiklige neden olmadigi ve KBZ ile LEV
arasindaki etkilesimin farmakokinetik agidan olmayip farmakodinamik mekanizmalardan
kaynaklandig tespit edilmistir.

Kanemura ve ark.!® ¢ocuklarda (1-15 yas) KBZ ve sodyum valproat kullaniminin
basarisiz olmas1 durumunda tedaviye LEV’in eklenmesi ile antiepileptik aktiviteyi klinik
olarak degerlendirmiglerdir. KBZ kullanan ve tedaviye cevap vermeyen 31 hastanin
tedavi semasmna LEV eklenmesiyle %90 oraninda basar1 saglanarak 28 hastada
antiepileptik aktivite goriilmiistiir. Sonugta, KBZ ve LEV bir arada kullanildiginda
cocuklarda yanit vermeyen epilepsi tedavisinde fayda saglanacagi belirtilmistir.

Farelerde odyojenik nobet modeli olusturulmus farelere LEV (5.5 mg/kg) i.p.
olarak ¢esitli AEI’ler ile (KBZ, fenitoin, fenobarbital, klonazepam, diazepam, valproat)
bir arada uygulanmasi sonrasi LEV’in valproatin etkinligini 28 kat, klonazepamin
etkinligini 23 kat, diazepamin etkinligini 19 kat, fenobarbitalin etkinligini 16 kat ve
fenitoinin etkinligini 1.9 kat artirdigi ifade edilmistir. KBZ’nin ise tek bagsina
uygulandiginda EDso dozunun 21.2 mg/kg iken LEV ile bir arada uygulandiginda EDso
dozunun 5.9 mg/kg oldugu ve KBZ’nin tedavi etkinliginin 3.6 kat arttig1 raporlanmustir.
Ayrica, LEV ile bir arada kullanildiklarinda valproat haricindeki AEI’lerin (KBZ,
fenitoin, fenobarbital, klonazepam) beyin ve plazma konsantrasyonlarinda bir degisimin
olmadig1 da vurgulanmistir.’® Aym makalede, amigdala tutusma modeli kullanilarak
epilepsi modeli olusturulmus sicanlarda da valproat, klonazepam, KBZ ve fenobarbitalin

doza bagimli olarak sekonder jeneralize nobetlere karsi koruyucu oldugu ve tedaviye
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diisiik dozda LEV’in (17 mg/kg) eklenmesiyle KBZ’nin etkinliginin 2.5 kat arttig1
belirtilmistir.1%

Nair ve ark.!™ coziicii enjeksiyonu metodu ile KBZ-yiikli kitosan-SLN
formiilasyonlar1 hazirlamislar, in vitro ve in vivo karakterizasyon c¢alismalarini
gerceklestirmislerdir. Formiilasyonlarin partikiil boyutlart 154.0-187.5 nm araliinda,
PDI degerleri 0.206-0.309 araliginda, ZP degerleri -32.12 mV ile -27.60 mV araliginda
ve % EE degerleri %32.87-66.7 araliginda tespit edilmistir. Ayrica, optimum kitosan-
SLN formiilasyonunun maksimum elektrosok ve isoniazid ile model olusturulmus
sigcanlar iizerinde antikonviilsan aktivitesini incelemislerdir. Her iki nobet modelinde de
KBZ-yiiklii kitosan-SLN formiilasyonunun, KBZ’ye gore daha iyi bir antiepileptik
aktivite gosterdigi saptanmustir.

Scioli Montoto ve ark.'®® KBZ-yiiklii lipit yapili nanopartikiiler sistemleri (SLN
ve NLC) hazirlamiglardir. Hazirlanan sistemlerin partikiil boyutunu 160 nm civarinda,
PDI degerini 0.3’{in altinda, % EE degerlerini %66.8-96.5 araliginda ve ZP degerlerini
ise -2.4 mV ile -6.3 mV araliginda saptamuslardir. /n vitro salim galismasim 500 mL PB
pH 6.8’de (100 rpm) diyaliz membran kullanarak 24 sa. siiresince gergeklestirmislerdir.
KBZ’nin saf halde yaklasik iki saatte ¢6ziindiigii, ancak, nanopartikiil formiilasyonlarinin
(SLN ve NLC) 30 dk.’da yaklasik %20 ve 12 saatte %65-90 oraninda KBZ saliminin
gerceklestigi ve uzatilmis bir salim elde edildigi vurgulanmistir. Daha sonra, optimum
formiilasyonu (NLC) belirleyerek maksimum elektrosok modeli ile epilepsi modeli
gelistirilmis fareleri kullanarak in vivo ¢alisma gergeklestirmislerdir. Bu amagla, serum
fizyolojik, 30 mg/kg dozunda KBZ, etkin madde icermeyen NLC ve 30 mg/kg dozunda
KBZ-yiiklii NLC formiilasyonu farelere i.p. olarak uygulanmis ve antikonviilsan aktivite
belirli zaman araliklarinda (0.25, 0.5, 1., 2. ve 4. sa.’ler) degerlendirilmistir. Sonug olarak,

KBZ 4. saat digindaki tiim zaman noktalarinda antikonviilsan aktivite gosterirken KBZ-
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yiiklii nanopartikiil formiilasyonu tiim zaman noktalarinda antikonviilsan etkinlik
gostermistir. Nanopartikiil formiilasyonu i¢in en yiiksek antikonviilsan aktivite 30. dk.’da

elde edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez ¢aligsmasi kapsaminda, KBZ ve LEV igeren nanopartikiil ve ADT formiilasyonlari
basarili bir sekilde hazirlanarak in vitro ve in vivo karakterizasyon calismalari
gerceklestirilmistir.
KBZ ve LEV etkin maddelerinin miktar tayinleri i¢cin HPLC-UV yontemi kullanilmis
ve analitik yontemin gecerliligi gosterilmistir.
B-PLGA-NPs ve KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonlarinin hazirlama verimleri
sirasiyla %68.85+2.491 ve %77.12+1.597 olarak hesaplanmstir.
Zeta potansiyel, partikiil biiyiikliigii ve PDI degerleri B-PLGA-NPs icin sirastyla -
20.28+2.992 mV, 171.92+4.637 nm ve 0.104+0.011 olarak, KBZ+LEV-PLGA-NPs
iginse sirasiyla -27.08+3.110 mV, 180.62+6.260 nm ve 0.107+0.030 olarak tespit
edilmistir.

KBZ+LEV-PLGA-NPs formiilasyonu i¢in saptanan % EE ve % YK degerleri
sirastyla KBZ igin  %51.00+£5.944, %3.89+0.429; LEV ig¢in %2.05+£0.367 ve
%0.1640.026’dur.

Liyofilizasyon ve direkt basim yontemleri ile hazirlanan ADT formiilasyonlarinin ise
kiitle tekdiizeligi, icerik tekdiizeligi, friyabilite ve ¢oziinme test sonuglar1 farmakope
limitleri igerisinde tespit edilmistir.

L-ADT ve DB-ADT formiilasyonlarinin dagilma siireleri sirasiyla 1.55+0.344 sn ve
31.50+7.477 sn olarak saptanmis ve Avrupa Farmakopesi’ne gére ADT lerin 3 dk.’dan
daha kisa stirede dagilmasi gerekliligi karsilanmigtir.

KBZ veya LEV’in siganlara uygulanmast ile karsilastirildiginda, KBZ ve LEV’in bir
arada (KBZ+LEV) uygulanmasi sonucu antiepileptik aktivitede artis oldugu ve aditif/
sinerjik etkinin ortaya ¢iktigi gosterilmistir. KBZ+LEV-PLGA-NPs ve DB-ADT

formiilasyonlari1 ise KBZ+LEV grubu ile benzer antiepileptik aktivite gostermistir.
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» S0z konusu tez kapsaminda gelistirilen formiilasyonlarin antiepileptik aktiviteleri
sicanlarda olusturulan farkli epilepsi modellerinde de degerlendirilmelidir.

» KBZ ve LEV’i bir arada igeren formiilasyonlarin gelistirilmesi hastalarin ilag aliminin
kolaylastirilmasi, tedavi etkinligi ve hasta uyuncunun artirilmasi agisindan faydal

olabilir.
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Yapilan goriigmelerden sonra; adi gegen Doktora tezi ¢alismasinin yiiriitillmesinin, etik
kurallarma uygun oldugunun, mevcut oy birligi ile kabuliine; karar verildi.
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Kep Adresi: atauni@hs01.kep.tr

Bu belge, 5070 sayili Elektronik imza Kanununun 5. maddesi geredince giivenli elektronik imza ile imzalanmistir.
www.atauni.edu.tr adresinden dogrulama yapabilirsiniz. Dogrulama Kedu=76E3DCE
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