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OZET

Calismanin amaci, olduk¢a kisa eliminasyon yar1 Omre sahip, beta-
adrenoseptér antagonisti bir etkin madde olan propranolol HCIl’iin (PHCI)
kullamm sikligim azaltmaya yonelik olarak kontrollii salimin1 gergeklestirmektir.
Bu amagla, tagiyic sistem olarak, yiiksek derecede segici, olduk¢a kararl, pratik
hazirlanig ve ucuz maliyetleri nedeniyle molekiiler baskili polimer (MIP) sistemi
se¢ilmigtir. Bu sistemin segilmesinin bir bagka nedeni ise, etkin maddenin
konsantrasyonunun terapdtik seviyeye ulagmasi igin gegen siirenin, bilinen
polimerik mikrokiirelere oranla kisaltilabilir olmasidir.

MIP’ler ile hedef molekiile spesifiklik, yiiksek derecede segicilik, salima
duyarlilik ve hedefleme konularinda basarn elde edilmektedir. Bu ¢alismada, PHCI1
bellekli metakriloamidohistidin-Co (MAH-Co/PHCI) mikrokiireleri, dispersiyon
polimerizasyonu yontemi ile hazirlanmigtir. pH, derisim ve zaman degisimi,
bellekli mikrokiirelerin adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesinde ¢ok 6nemlidir.
Adsorpsiyon ¢aligmalarinda, &ncelikle % 40’lik metanollii potasyum hidroksit
¢Ozeltisi ile bellekli mikrokiirelerden PHCI desorbe edilmigtir. Bellekli
mikrokiirelere PHCI’iin adsorpsiyonu igin uygun pH ve derisim degerleri
belirlendikten sonra, adsorpsiyon dengesine ulagma siiresi ve maksimum
adsorpsiyon degeri hesaplanmigtir. Ayrica, PHCI bellekli mikrokiireler ile
PHCl’le tiirdes olan sotalol HCl’iin birlikte bulunduklari ortamda, yapilan
adsorpsiyon cahigmasi ile hazirlanan mikrokiirelerin PHCI® e yiiksek segicilik
gosterdigi belirlenmigtir.

Bellekli mikrokiirelerin in vitro ¢6ziinmesi, saf etkin madde ve piyasa
tableti ile kargilagtinilmis ve kinetik olarak degerlendirilmistir. /n vitro ¢oziinme
deneylerinde, USP XXIV’ de tanumlanan siirekli akig yontemi ile birlikte UV-
spektrofotometrik miktar tayini yontemi kullamlmigtir. Yapilan ¢oziinme
karsilagtirmalarinda, piyasa tabletine oranla PHCI bellekli mikrokiirelerinin
saliminin ¢ok daha kontrollii oldugu gériilmiistir.



ABSTRACT

The aim of this study was to achieve the controlled release of PHCI, the
beta-adrenoceptor antagonist, with rather short elimination half life, to reduce the
frequency of dosing. For this purpose, molecularly imprinted polymers (MIP)
were chosen for their high selectivity, high stability, practical preparation and low
production costs as a delivery system.

Specifity to target molecule, high selectivity, sensitivity to release and
targeting were achieved using molecularly imprinted polymers. In this study,
propranolol imprinted metacriloamydohistidin-Co/PHCI (MAH-Co/PHCI)
microspheres were prepared by dispersion polymerization. Differences in pH,
concentration and time are very important in determining the adsorption capacity
of the imprinted microspheres. In the adsorption studies, PHCI was desorbed first
from imprinted microspheres using 40% methanolic potassium hydroxide
solution. Following the determination of appropriate pH and concentration values
for adsorption of PHCI to imprinted microspheres, time to reach adsorption
equilibrium and maximum adsorption value were calculated. At a medium where
propranolol imprinted microspheres and sotalol HCI with similar properties were
put together, microspheres were determined to show high selectivity for PHCL.

In vitro dissolution from imprinted microspheres was compared to pure
drug and its commercial tablet and evaluated kinetically. In the ir vitro dissolution
studies, flow-through-cell method was used with UV spectrophotometric
quantification method, defined in USP XXIV. Comparing the dissolution test
results, it was found that PHCI imprinted microspheres released the active agent

in a controlled pattern.
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1. GIRiS ve AMAC

Uzun yillar, farmasGtik alandaki caligmalarin  baghica amaci, gesitli
hastaliklar1 tedavi edici yeni bir molekiil gelistirmek olmustur. Ancak, bu
aragtirmalarin uzun zaman almasi, ekonomik yiikii ve her zaman beklenilen
sonucu. vermemesi alternatif araylslan baglatmstir. Bu arayislardaki amag,
hastanin tedavisinin yamisira yasam kalitesini arttirmaktir. Etkm madde dozunu
azaltma, dozlama aralifim1 uzatma, yan ve zararlt etkilerden arindirma ve ilaci
hedef bolgeye gonderme c¢aligmalar1 bu amaca yoneliktir. Konvensiyonel dozaj
sekillerinde etkin maddenin plazma diizeyini etkili dozda tutabilmek i¢in ilacin sik
stk alinmas1 gerekmektedir. Oysa, kontrollii salimda belirli bir doz alindiktan
sonra etkin madde plazma diizeyi uzun siire sabit kalir; dolayisiyla dozlama
arali1 uzatilmis olur (1).

Bu c¢alismada, polimere baskilama i¢in diigiiniilen etkin madde;
hipertansiyonun uzun siireli tedavisinde, angina pektoris, kardiak aritmi ve gesitli
kardiovaskiiler diizensizliklerin tedavisinde terapdtik degeri olan beta-
adrenoseptdr antagonisti olan propranolol HCPdiir (PHCI) (2-6). Propfanolol gibi
beta-blokdrler oral olarak almdﬂdanhda, mide-barsak kanalindan emilimleri tam
veya tama yakin derecede olur; ancak, sistemin biyoyararlanimi %10-75
arasindadir (7). Bunun baglica nedeni, bu etkin maddelerin karacierden gecisleri
sirasinda  ilk-gegis-eliminasyonuna Onemli derecede ugramalanidir (7-9). Bu
nedenle, propranolol’iin belirli bir dozu farkl hastalara oral yoldan verildiginde,
elde edilen kan konsantrasyonlarinmn birbirinden farkli ve en yiiksek degeri ile en
diisiik deger arasinda 20 kata yakin fark bulunmaktadir (2). Genel olarak, oral
yararlamimi %30 kadardir (10).

Molekiiler baskilama, kiigiik molekiillere karg1 yitksek segicilige sahip
sentetik polimerlerin oluﬁurulmaémda kullanilan guc;lu bir tekniktir (11, 12).
MIP’lerin 3 temel ozelligi dikkat ¢ekmektedir. Bunlar: 1) yiiksek derecede
secicilik ve afinitesi ki dogal reseptorlere benzetilmektedir, 2) dogal
biyomolekiiller tarafindan kanitlanmug iistiin kararhliklan, 3) hazirlanmalanndaki
pratiklik ve farkli uygulamalara gosterdikleri kolay adaptasyondur (13). MIP’lerin
tamma Ozelliklerinin yanisira, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri de 6nemlidir. Bu

maddeler, gesitli olumsuz dig faktérlere karsi yiiksek fiziksel ve kimyasal direng



gosterirler. Bu yiizden, MIP’ler mekanik baskiya, yiikseltilmis sicakliklara ve
yiiksek basinca karg1 olduk¢a kararhidir; asit, baz ve metal iyonlan ile kargilaginca
direng gosterirler ve ¢ozeltilerin bilyiik gogunlugunda kararh kalirlar. Ayrica,
polimerlerin saklama dayamklihg: da oldukga yiiksektir. Bu polimerler, tanima
.6zellikleri bozulmadan yillar boyu, 100 defadan daha fazla tekrarlanarak
kullanilabililer. Dogal biyolojik tamma bolgeleri (proteinler) ile
kargilastirldiginda, MIP’ler 6zellikleri ile iistiinliik gosterir (12).

Molekiiler baskilama teknolojisi, ilag dozaj sekilleri igin de biiyiik bir
potansiyele sahiptir. Etkin madde tasiyici sistemlerinde, ilaglarin giivenilirligini ve
yararlanm maksimum duruma getirmek igin, salm hizinin diizenlenmesi
(geciktirilmis veya uzatilmig salim sistemleri ile) ve istenilen spesifik bolgeye
etkin maddenin hedeflendirilmesi istenir. Molekiiler baskilama teknolojisinde,
adsorpsiyon kapasitesi ortamdaki template (hedef molekiil) konsantrasyonuna
bagl olmakla birlikte, spesifik biyoaktif molekiilleri tanima yetenegi ile verimli
polimer sistemleri saglanabilmektedir. Molekiiler baskilama teknolojisinin
farmasotik alandaki uygulamalart yeni bir agama olmasmna kargin, 6rnekleri
‘mevecuttur; ancak heniiz klinik uygulamalara sahip degildir (14).

Calismanmizda, Oncelikle, etkin madde olarak segilen PHCl’iin
spesifikasyonlara uygunluklan tespit edilecek, in vitro miktar tayini icin segilen
yontemin validasyonu gergeklestirilecektir. Hazirlanacak olan PHCI bellekli
mikrokiireler  lizerinde  karakterizasyon ve  adsorpsiyon  galigmalar
gergeklestirildikten sonra, yapilacak in vitro ¢ahgsmalarla PHCI’lin ¢oziinme hiz
saptanacak, sonucglar etkin madde ve piyasa tableti ile karsilastirtlacaktir.
Calismamizin ana amaci ise, PHCI ile spesifik olarak etkilesebilecek segici
yuvalara sahip yiiksek dayamklilig1 olan mikrokiireler sentezlenerek, PHCI’iin

kontrollii salimimn saglanmasidir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. MOLEKULER BASKILI POLIMERLER

Yapay olarak yaratilmig reseptor yapili maddelerin yeni bir siifi olarak
gosterilen molekiiler baskili polimerler (MIP), 1972°deki kesiflerinden itibaren,
kromatografik adsorbanlarin, membranlarin, sensorlerin, enzim ve reseptor
taklitcilerinin gelisimi ile ilgilenen miihendis ve bilim adamlarimn énemli lgiide
ilgisini gekmektedir (13). MIP aragtirmalarnin  baglica amaci, spesifik
adsorbanlarin tasarim ve dogal spesifikligin anlagilabilmesidir (13).

Molekiiler baskilama, kiigiik molekiillere karsi yiiksek segicilige sahip
sentetik polimerlerin olusturulmasinda kullanilan giiglii bir tekniktir ve bu nedenle
kendi kendine montaj yapabilen molekiiler tammaya 6rnek gosterilmektedir (11,
12). Molekiiler tanima ise, kimyasal bir maddenin, kapal: yapisina benzer olan bir
reseptore yiiksek segicilikle baglanmasi olarak ifade edilmektedir (15). Asagidaki
basitlestirilmis ¢izim ve agiklamalarda, baskilama yonteminin 6zel ana hatlarma
dikkat ¢ekilmigtir (Sekil 2.1.) (12).

Ik agsamada, segilmis anahtar molekiil, kilit olusturucu birgok madde ile

kangtirilir.



Kilit olugturucu maddeler ve anahtar saglam veya gevsek olarak

birbirlerine kenetlenir.

Kilit olugturucu maddeler ve anahtar arasinda olusturulan bu yapi,

anahtarin kilit olﬁsturucu maddelere tam olarak uymas: igin sonradan siki bir

sekilde yapigtirilir.
4 N

Anahtar molekiil gikarilarak, sadece ilk anahtara duyarli olan ve baska
higbir anahtari tanimayan bir yap1 elde edilir.

Sekil 2.1. Baskilama Yénteminin Ana Hatlar ile Basitlestiriimis A¢iklamas:



2.1.1. Tarihgesi

Molekiiler baskilama maddelerinin hazirlanmasina ait ilk yaklasimlar
1930’lara dayanmaktadir (16). Poljakow, benzen, toluen ve ksilen ortaminda
silikajelden suyu geri ¢ikarmig ve benzende kurutulmus silikajelin adsorbe etme
giicliniin, toluen vé ksilenden daha hizli oldugunu izlemistir. Poljakow, yaptig1 bu
¢alisma ile, por yapismun, gaz ortamindaki molekﬁlleﬁn bigcim ve
biiyiikliiklerinden etkilendigini tespit etmistir (16).

Molekiiler baskilamanin polimer matriks igindeki 6zel tamima bolgeleri ile
etkili bir yontem oldugu, ilk olarak, yarim yiizyil once Dickey tarafindan
belirtilmigtir (17). Dickey, 1949’da, metil oranj icinde asitlendirilmig Silika
¢ozeltisinden baskilanmis jeller hazirlamug, ekstraksiyondan sonra elde edilen jel,
metil oranj1 bog jelden daha iyi adsorbe etmistir (16).

“Secilmis madde (template) olarak kullamlan hedef bir molekiiliin, kendi
tamma bolgesine montajlanmasi™ ifadesi ise, 1940 yilinda Pauling tarafindan bir
immiin sistem g¢aligmasinda agiklanmugtir (15). Molekiiler baskilama terimi,
boylece Pauling’in in vitro olarak iirettigi antikorlarda, Dickey’in spesifik
adsorbanlarinda ve ayrica Fischer’in anahtar-kilit kavramlarinda yer almigtir. Tiim
bunlarla beraber, modern molekiiler baskilama, Wulff ve Mosbach tarafindan
tespit edilmis olup, bu aragtrmacilarin Onemli ¢aligmalari, molekiiler
baskilamanin geligen bir akim haline gelmesine yol agnustir (18). Caligmamizda
da yararlanmis oldugumuz metal komplekslerin giral ligandimin template olarak
kullamlmasi ise ilk olarak Locatelli tarafindan 1998 yilinda gésterilmistir (16).
2.1.2. Uygulama Alanlan

Benzer molekiillerin bir arada bulundugu karisimdan hedef molekiilii
tamiyabilen, hassas makromolekiiler kimyasal mimarinin tasarim, ¢ok sayida
potansiyel uYgulamaya sahiptir. Polimerlerin tamima mekarﬁzmalanmn
agiklanmasiyla uygulama alanlar1 daha da artmigtir. Bu alandaki aragtirmalarin
ana merkezi, ayirma yontemlerini (kromatografi, kapiler elektroforez, kati-faz
ekstraksiyonu, membran ayirmalari), immiinoanalizleri ve antikor taklitgileri,
biyosensor tanmima elementlerini, kataliz ve yapay enzimleri igermektedir (19).
Ayrica, baskilanmig polimerlerdeki gelisme ile beraber kontrollit salim gibi
alanlara da ilgi artmigtir. MIP’lerin dayaniklilig1 ve siireklilii, bu alanlarda MIP



teknolojisini ¢ekici hale getirmigtir. Ancak, MIP’lerin kati ve g¢6ziinmeyen
dogalan, 6zelliklerini olumsuz ydnde etkileyebilir. Siispansiyon polimerizasyonu
teknigi ile bu problemlerin iistesinden gelinebilir (20). Bununla birlikte, baskilama
teknolojisinin simdiye kadar ticarilesmis hi¢bir uygulamas: yoktur (13, 19).

Son yillarda, kendilerine baglanan yapilan ezberleyen baskilanms-akilli
jeller hazirlanmigtir (19). Modiﬁye sisme davramglari da olan bu jeller, dig
uyaricilar  ile agilabilmekte ve kapanabilmektedir. Bu da, MIP’lerin,
hedeflendirilmis ilag dagitim uygulamalarinda, elementleri taniyan akilli ilag
dagitim aletleri ve mikroakigkan araglardaki analite bhassas mikrovalfler ve
mikrodlgerler gibi yeni uygulamalari igeren alanlara dogru yavas yavas
gelisecegini diistindiirmektedir (19). MIP’lerin baglica uygulama alanlar, ayirma,
kimyasal, farmas6tik ve biyoteknolojik endiistriler, ¢evre, askeri ve uzay,
sensdrler, kataliz, 6zel fonksiyonlu maddelerdir (13). Tiim bu uygulamalar ile, son
on yil icinde, molekiiler baskilamanin pratik bir yontem oldugu kamitlanmig ve
teknigin uygulanabilirligi ¢ok sayida ¢aligmaya 6nderlik etmistir (17). MIP’lerin
hem analizlerde, hem de endiistriyel iiretimde kullamimlari, kararhliklan ve diigiik
maliyetleri bliyilik avantaj saglamaktadir (21).
2.1.2.1. Ayirma

MIP’lerin olduk¢a genis olarak kullanildigi alan, yapisal olarak benzer
bilesenlerin ayrilmasidir (11). Teknik, ¢ok sayida rasemik karigimlarin siral ve
kromatografik ayrimlarinda sabit faz olarak kullanilmigtir (17). MIP’lerin en sik
uygulandigy alan, rasemik kangimlarin giral ayrigmasi olmakla birlikte, bu
teknoloji ayrica psédoimmiino denemeler, heterojenik katalizler ve analitik
zenginlestirmelerde de kullamilmaktadir (22). Briiggemann ve arkadaglar (23), B-
laktam antibiyotiklerinin su ve organik fazlardan kromatografik olarak
ayrilmasinda, B-laktam antibiyoﬁk baskilanmig polimerleri sabit faz olarak
kullanmglardir. Bu ¢aligmada, gapraz baglayici-fonksiyonel monomer-template
oram 12:4:1 olarak belirlenmigtir. Fonksiyonel monomer olarak 4-vinilpiridin
kullamlmigtir. Capraz baglayici olarak trimetilpropan trimetariklat (TRIM)
segilmigtir. MIP uygulandiginda, 3 antibiyotik karigmmndan oksasilin piki,

penisilin G ve penisilin V’nin piklerinden ayrilmigtir (23).



2.1.2.2. Kimyasal, Farmasotik ve Biyoteknolojik Endiistriler

MIP sistemleri ile kimyasal bilesimler basariyla baskﬂanmwhr. Bu
bilesimler arasinda, aminoasitler ve tiirevleri, anilin ve tiirevleri, fenol ve
tiirevleri, etkin maddeler, gazlar, herbisitler, heterosiklikler, metal iyonlari,
mikroorganizmalar, niikleik asitler ve tirevleri, poliniikleer  aromatik
hidrokarbonlar, proteinler, steroidler, seker ve tiirevleri, alkaloidler, toksinler ve
narkotikler bulunmaktadir (13). Bunlarin genel uygulamalan ise ayirim, baglanma
ve sensor ¢caligmalaridir (13).

MIP’ler enzim ve biyosensér gibi davranmada Dbiiyik basan
gostermektedir (11). Immiin testler icinde kullanim alam bulmakta, 6rnek olarak,
reseptdr ¢alismalarinda sentetik enzim veya biyosensor gibi kullanilmaktadirlar
(17).

FarmasOtik olarak, etkin maddenin diasteroizomerlerinin transdermal
kontrollii salim i¢in kullamilmuglardir (17). Etkin madde salimi konusunda, bu
polimerlerle salima duyarlilik, adhezyon ve hedefleme konularinda bagan elde
edilmigtir. Bu basari, hiicre ve doku yiizeylerinde, bilesenlere spesifiklik
olusturulmasiyla gerge]de§nﬁ§tir (11).

Birgok farmasétik sirket MIP’leri etkin madde ayrimi ve arindirmast igin
kullanmaktadir (13). Yiizeysel baskilama, yiizey modeline ve ozelligine goére
yapildiginda hiicre ayirmada da kullanilabilmektedir. MIP kullaniminda bir diger
nokta, fazla veya toksik bilegenlerin kan veya viicut sivilarindan atilabilmesidir
(11).

Allender ve arkadaglar1 (24), histamin ve efedrin baskilanmig polimerleri,
potansiyel birer biyolojik reseptor taklitgileri gibi kullanirken, propranolol
baskilanmig MIP’in transdermal kontrollii salim yonteminde hiz azaltici segici
yardumer olarak kullammim aragtirmiuglardir. Hem efedrin hem de histaminin
kromatografik verilerinde, MIP kolonlar1 baskilanmamis polimer (NIP)
kolonlarma gore, template molekiillere Onemli derecede yiiksek baglama
gostermiglerdir. Buna ek olarak, propranolol HCL’de de spesifik baglanma
meydana gelmigtir. Benzer bir bagka ¢alismada, teofilinin MIP’ e baglanma oram
da NIP’ e gore ¢ok daha yiiksektir. Tiim bu ¢aligmalarda, etkin maddenin salim

profillerini uzatabildikleri veya kontrollii salim saglayabildikleri gozlenmistir.



2.1.3. Molekiiler Baskali Polimerlerin Ozellikleri

MIP’lerin genel olarak 3 temel ozelligi dikkat ¢cekmektedir. Bunlar: 1)
Yiiksek derecede segicilik ve afinitesi ki dogal reseptérlere benzetilmektedir, 2)
Dogal biyomolekiiller tarafindan kamitlanmig iistiin  kararliliklari, 3)
Hazirlanmalarindaki  pratiklik ve farkli uygulamalara g6sferdik1eri kolay
adaptasyondur (13, 25).

Biyomateryal alamindaki yeni gelismeler, polimerlerin molekiler
tasarimini, ylizey ve hacim 6zelliklerini gelistirmigtir. Yiizey modifikasyonuna
yeni tekniklerin eklenmesi, baglanmis olan zincir maddelerinin biyolojik ve
farmasoétik bilesimleri tanuma yetenegini ortaya gikarmmgtir, Molekiiler baskilama
ile ilgili olan bu yontemler, sistemlerin tamma Kapasitelerini yiikseltmigtir.
Ayrica, zincirlerdeki bu baglanma, salim yénteminin mukoadheziv davranigini ve
etkin maddenin spesifik bolgede, hedef iizerindeki etkinligini ve lokalizasyonunu
gelistirmigtir (11).

Segicilik konusuna ornek bir c¢alismada, rasemik 1,1'-bi-2-naftol
(BINOLYiin Pt-(R)-BINOL’e sekillendirilmis bosluga baglanmasiyla, segicilik
oram % 95’¢ gikmstir (26). Bu ¢alismada, polimer sentezinden sonra capraz
baglanamayan ligandlarin ¢ikarilmasiyla siral bogsluklar ortaya ¢ikmistir. Bu
asamadan sonraki temel sorun, {retilen bogluklara metal femplate’lerin
baglanmasidir. Bu sorun ise segici bogluklarin birlestirilmesiyle ¢6ziimlenmistir
(26).

Molekiiler baskilama teknigi ile gesitli femplate molekiiller kullamlarak
yapay enzimler sentezlenmigtir. Sentezlenen bu maddeler, dogal enzimlerin
kullanilmadig: ortamlarda farkli katalitik reaksiyonlara karg1 % 100 segicilikle
molekiiler tanima saglamustir (16).

Metakrilik asit-etilenglikol dimetakrilatm ko-polimer olarak kullanldigr
teofilin baskilanmis sistemin termal ve kimyasal kararliliy arastirlmistir (27).
Cesitli kimyasal ortamlarda ve yiikseltilmis isiya maruz birakilarak, teofilin
tamma o6zelliinde meydana getirilen degisimlerin ¢aligilmasi, baskilanmamig
polimer referans almarak yapilmistir. Polimerler 24 saat 150°C’ ye kadar olan
sicakliklara, template’e kars1 afinitesini kaybetmeksizin dayanma gostermistir.

150°C’nin tistiindeki sicakliklar ise, baglama kapasitesinde ve kiitle kaybinda izl



bir diisiise neden olmustur. Fourier Doniigiimlii Infrared Spektrofotometresi
(FTIR), bu durumun polimerin dekarboksilasyonundan meydana geldigini
gostermigtir. Polimerler, aginn pH, organik baz ve otoklav iglemine kars: dikkate
deger bir direng¢ sergilemistir. Bu ¢aligma pratik uygulamalarda nemi olan
pblimer kararhiligimn siirlarim géstermektedir (27).
2.1.4. Molekiiler Baskili Polimer Hazirlamada Kullamlén Maddeler

Molekiiler baskilama sistemindeki her bilegen, biitiiniin bir pargasidir ve
sistemin performansinda ¢ok Onemli rol oynar. Bu bilesenler temel olarak,
monomerler, ¢apraz baglama ajanlan ve ¢oziiciilerdir. Tiim bilegenler, baskilama
yOnteminin segiciligini ve MIP’lerin kapasitesini etkiler. Bu etkilerden birincisi,
template, fonksiyonel monomer, c¢apraz baglayici ajan arasindaki birbirini
tamamlayan etkilesimlerin, reseptor bolgede molekiiler organizasyonu meydana
getirmesidir. Bu etkilesmeler hidrojen baglar, elektrostatik giicler ve Van Der
Walls giigleridir (28). Ikinci etki, sitokiyometri ile template ve monomerlerin
konsantrasyonunun, hem polimer morfolojisini hem de MIP’lerin segiciligini
etkilemesidir. Uglincii etki ise, polimerizasyon isleminde kullamlan ‘porogen’
olarak da bilinen ¢oziiclinlin, polimerizasyon esnasimdaki faz ayriminmin zamamm
tespit etmesidir ki bu durum polimer morfolojisinde, porozitede ve baglanma
bolgesine ulagilabilirlikte Onemli bir belirleyicidir. Ayrica, sicaklik da,
polimerizasyonda faz ayrimmm zamanim ve fonksiyonel monomerle femplate
arasindaki dengenin giivenirligini, MIP’in se¢icilik ve kapasitesini etkiler (28).

Fonksiyonel monomerler olarak adlandirilan monomerler, polimerik
sistemle istenilen template’in etkilesimlerinden sorumludur. Polimerizasyon
esnasmdaki etkilesimler, sistemin femplate’e olan segiciligini ve afinitesini
saglamada yararli olmalidir. Capraz baglama ajami ve orami, polimerik sistemin
 sertliginden ve template’in baglanacag: spesifik be§luklann saglamligindan
sorumludur. Coziicii diger bilesenlerin ¢6ziinmesinde ve template ile fonksiyonel
monomer arasindaki etkilesime yardimci olan bilesendir. Ayrica, polimerizasyon
esnasindaki poroziteyi ve yapinin difiizyonel 6zelligini belirler (11).

MIP iiretiminde odaklamlan nokta, MIP’lerin iyonik, metal koordinasyon,
hidrofilik ve hidrofobik etkilesimler saglayabilecek farkli fonksiyonel

monomerlerle iiretilmesidir. MIP sistemlerinin performansim  &nceden



sOyleyebilmek ve tamma iglemlerinin, template ve ¢oziicii iizerindeki segiciligini
anlayabilmek i¢in, farkl tip etkilesimlerin etkilerini gzlemlemek gereklidir (11).

Molekiiler baskilamada, metakrilik asit (MAA) ve 2-(triflorometil) akrilik
asit (TFMAA) miikemmel birer fonksiyonel monomerdir (29). Ciinkii, hidrojen
bag yetenekleri hidrojen verici kadar giiclidiir. Yapilan bir ¢ahsmada, 2-
(metakriloksi) etilfosfat (MEP)’la ve TFMAA ile hazirlanmig iki farkli polimerin
baglama yetenegi karsilagtinlmigtir (29). MEP’le hazirlanan polimerdeki
kolesterole karst segicilisin TFMAA ile hazirlanana gore daha iyi oldugu
belirlenmigtir (29).

Benzer bir ¢alismada, Lanza ve Sellergren (28), farkli fonksiyonel
monomerler kullanarak alti baskilanmis polimer formiilasyonu hazirlamislardir.
Bunlardan TFMAA fonksiyonel monomeri ile hazirlanan MIP, en yiiksek
template kapasitesini gosterirken, MAA fonksiyonel monomeri ile hazirlanan MIP
en yiiksek segiciligi géstermigtir (28).

Metakrilik monomerler, farkh etkilegimleri saglamada ¢ok yonlii olduklari
igin sik¢a kullamlmaktadirlar. Buna 6mek olarak, polietilenglikol (PEG) igeren
multifonksiyonel metakrilatlar verilebilir. PEG, MIP sistemlerine, sadece
fonksiyonel monomer olarak katilmamaktadir., Aym zamanda disiik
immiinojenite saglayan bilesendir. Bu model sistemlerde, glikoz ve teofilin
template molekiil olarak kullamlir. Glikoz igeren bu polimerik sistemler, diabet
tedavisine yardimei olarak kullamlabilmektedir (11).

Kovalan ve non-kovalan y¢ntemle baskilanmis polimer hazirlanmasinda
en ¢ok tercih edilen capraz baglayicilardan birisi etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA)Y’dir. Wulff ve arkadaslari (15), monosakkaritlerin kovalan yolla
baskilanmasinda, degisen monomer tipi ve konsantrasyonlarinda bir dizi ¢apraz
baglayiciyr karsilastirmuglardir, Karsilagtrma testlerinde, EGDMA baskilanmug
polimerin yiiksek basmgli sivi kromatografisine (YBSK) uygulanmasiyla en iyi
ayrrma sonuglan elde edilmigtir. Son bildirilerde ise, non-kovalan ydntemle
baskilanmis polimer hazirlanmasinda trimetil propan trimetakrilat (TRIM)'1n
daha iyi olabilecegi belirtilmektedir (15).

Spivak ve Shea (30), 9-etil adenin’in baskilanmasinda ¢apraz baglayicinin

% mol etkisini aragtirmiglardir. Fonksiyonel monomer olarak MAA kullanilmig ve
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mol degisiminin etkisi izlenmistir. Fonksiyonel monomerdeki % mol artis1 ile,
baglamada (kapasite faktorii) artis gézlenmigtir. Yine, 9-etil adenin baskilanan bu
calismada, ¢Oziicliniin sisteme olan etkisi de aragtinlmistir. Coziicli olarak
kloroform ve asetonitril kullanilmug, kloroformla hazirlanan polimerdeki baglama
afinitesinin, asetonitrille hazirlanan polimerinkinden daha yitksek oldugu YBSK
ile‘ gosterilmigtir. Coziicii se¢imi, maddelerin hem porozitesini hem de sisme
ozelliklerini etkilemistir. Caligmaya gére, asetonitrille hazirlanan polimer
makroporozite ozellik gosterirken, kloroformla hazirlanan polimer hemen hemen
gozeneksiz matriks Ozelligi gOstermistir. Ancak, kloroformla hazirlanmig
polimerin femplate’e kars1 yikksek baglama afinitesinin bulunmasiyla, porozitenin
molekiiler baskilama i¢in zorunlu olmadig1 da anlagiimgtir.

Baskilama yonteminde ¢ok 6nemli bir basamak, template’le ¢oziicii ve
template’le fonksiyonel monomer arasindaki etkilegim giiciiniin optimizasyonudur
(11). Template, ¢oziiciiyle uyumlu olmahdir. Bununla beraber, femplate
¢oziiciiden daha ¢ok monomerle etkilesmeyi tercih etmelidir. Aksi takdirde,
¢oziicli istenilen spesifik etkilesimlerin olugumunu engeller. Yiiksek segicilik,
polimerizasyonda femplate’le monomer arasindaki etkilesimin kararlihigiyla
orantilidir. MIP’in sulu ortamlarda hazirlanmasi ve kullanmilmasi, suyun sistemi
engellemesi nedeniyle sinirhdir. Bu zorlugun tistesinden gelmek i¢in diigiiniilen
bir yaklagim organik ¢éziiciilerin kullanilmasidir. Ancak, organik ¢oziiciilerde de
toksisite ve ge¢imsizlik sorunu ortaya ¢ikabilir. Template’le fonksiyonel monomer
arasindaki etkilegimi arttirmak igin kullamlan bir yaklagim da, sudaki hidrofobik
ve metal koordinasyon etkilegimlerini arttirmaktir (11).

Polimerizasyon ¢6ziiciisiiniin, polimer morfolojisi ve spesifik olarak yiizey
alana olan etkisi Whitcombe (15) tarafindan arastinimugtir. Bunun i¢in, kolesterol
baskilanmig polimer test edilmis, spesifisite ve spesifik alan arasinda ters orantili
bir iliski bulunmustur.

2.1.5. Hazirlama Yéntemleri

Hazirlama kogullarinin ve hazirlamada kullamlan 6nemli bilegen tiplerinin
degistirilmesiyle, MIP’ler belli bir amaca gore ¢ok yonlii olarak yapilabilir veya
degistirilebilir. Omek olarak, etkin madde sahminda ve spesifik bolgeye
hedeflemede ¢ok yonlii islevler kazandirilabilir (11).
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Bugiine kadar, baskilama y6ntemleri 3 kategoriye béliinmiis durumdadir.
Bunlar, kovalan, non-kovalan, yan-kovalan yontemleridir (15,31,32). Bu
yontemlerin hepsinin amaci, femplate-monomer kompleksi arasinda, gevsek
yogunlagsma ile aym baglarin yeniden diizenlenmesiyle tam uyum saglamaktir
(15).
2.1.5.1. Kovalan Baskilama

Kovalan baskilamaya Wulff ve arkadaglann (15) Onciilik etmistir.
Template’in polimerden ¢ikanlabilmesi igin hafif hidroliz (sulu metanol gibi)
gerekmektedir. Ancak, bu yontem, fonksiyonel gruplarla smirhidir. Fonksiyonel
gruplar, baglari kolaylikla tersinir hale getirebilir. Kovalan bagh template-
monomer i¢in alternatif bir hazirlama yoéntemi de daha fazla ayrilma gerektiren
karboksilik ester kullanimidir. Bu madde ile ise, orijinal femplate-monomer
kompleksi, yeniden baglanmay:1 kendiliginden diizenleyememektedir. Ester
hidrolizi, ayrilma i¢in bir molekiil su eklenmesini gerektirir. Bu yOntemle
olusturulan etkilesimlerin tam ayrilma noktasinda, sterik ve elektrostatik geri tepki
yiiksektir (15).
2.1.5.2. Non-Kovalan Baskilama

Non-kovalan baskilama yontemi, Mosbach ve arkadaglar1 (15) tarafindan
1970’lerde tamitilmis ve bugiine kadar kullamilmug olan en popiiler yontemdir.
Non-kovalan etkilesmelerde, ilk template-monomer kompleksi olusturmak igin
MAA, metakrilamid, vinilpiridin, hidroksietili metakrilat ve diger ticari
monomerler yardmmyla, hidrojen baglar, dipolar baglar, iyon eslestirme ve
hidrofobik etkilegsmeler saglanabilir. Organik senteze gereksinim olmamast, bu
yontemi pratik agidan cazip hale getirmigtir. Non-kovalan baskilamamn en 6nemli
sakincasi, tamima bolgesindeki heterojenite ve onemli Slgiide spesifik olmayan

baglanmadir. Fazla fonksiyonel monomerlerin oldﬁgu durumlarda, dengenin
yoniinii femplate-monomer kompleksine dogru degistirebilirler. Fonksiyonel
monomerlerin ikinci jenerasyon tasarim ve iiretimiyle bu sorunun iistesinden
gelinmigtir ve bu fonksiyonel monomerler femplate’in fonksiyonel gruplartyla
daha giiglii etkilesmelere girebilmistir (15). Template’in fonksiyonel gruplariyla
ilgili olarak, monomerlerin esit molar miktarlarinin kullanilmasiyla, &nemli

derecede tanuma 6zelligine sahip polimerler olusturulabilir (15).
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Non-kovalan yéntemle baskilamamn iistiinliigii, tam uyum ile template’le
spesifik olarak ve yiiksek afinite ile etkilesebilen sentetik ve/veya ticari agidan
ucuz monomer kullanilabilmesidir. Ayrica, non-kovalan bagli MIP’in
hazirlanmasi, kovalan bagli MIP hazirlanmasina gére daha kolaydir (33).
Sakincalari, genellikle, polimerizasyon esnasinda suyla olan gegimsizliktir.
Polimer boyunca komplekslesmemis monomerler rastgele yayilirlar. Baglama
bolgesi heterojendir. '

Kovalan bagli baskilanmug polimer ile non-kovalan bagli baskilanmig
polimer arasinda, zit sensor cevabi gozlenmigtir (18). Kovalan bagh sistemde,
hedef bilesigin arttinlmasiyla gegirgenlik azalirken, non-kovalan baglh sistemler
tam tersi davramg gostermigtir. Bu durumun, her iki sistem arasinda, baglama
bolgesinde, elde edilebilir spesifik baglama sayisindaki farkliliklardan dolay:
oldugu acgiklanmigtir. Kovalan sistemlerde, baglama bolgesinde elde edilebilir
spesifik baglama, non-kovalan sistemlerden fazladir ve baglama bolgesi daha
homojendir. Hedef molekiil polimere baglandigi zaman, kovalan bagh polimer
sisteminde, polimerin mikroporlarinin azalmasiyla polimer daralip, kisalir. Bu
durum iyon transferine bagh olan elektrogegirgenlikte bir azalmaya neden olabilir
(18).

Her iki yontemin kargilagtinldifi ¢aligmada, kovalan ve non-kovalan
yontemlerle kolesterol tagiyan baskilanmig polimerler hazirlanmistir (34).
Kovalan yontemle baskilama, template monomer igermektedir. Buna karsin, non-
kovalan yontemle baskilamada, template ile fonksiyonel monomer kompleksi,
MAA ve 4-vinilpiridin polimerizasyonu ile hazirlanmistir. Kolonlara doldurulan
MIP’lerin hepsi, kolesterolii diger steroidlerden ayirma yetenegine sahiptir.
Kolesterol ve P-ostradiol’iin toplam 1 g L “"lik konsantrasyondaki farkl
Kolesterolim MIP’e adsorpsiyon kapasitesi, kullanilan fonksiyonel monomer
tipine 6nemli derecede baghdir. Segicilik faktorlerinin birbirinden farkliligi ¢ok
azdir. Ayinm, kolesteroliin baskilanmus polimerdeki tamima bolgesine spesifik
baglanmasina dayanmaktadir. Kolesterol igin tespit edilen kapasite faktorleri,
kovalan yontemle baskilamada 3.5, 4-vinilpiridine dayali non-kovalan yontemle

baskilanmig polimerde ise 4’diir ve MAA’ya baghidir. Bunlarla birlikte, kovalan
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yontemle baskilanmig polimerin, non-kovalan yontemle baskilanmig polimere
gore, kolesterol i¢in adsorpsiyon kapasitesi déha yiiksek bulunmus ve kolesterol
aymminda yaklagik 5 kat kromatografik verim elde edilmistir. Kovalan yontemle
baskilamanin kullamlmasiyla pik genigligi 6nemli derecede azaltilmistir. Bu
istiinliiklerle beraber, kovalan yo6ntemle baskilanmlg polimerler, kantitatif
anaIizde 6nemli bir potansiyele sahip bulunmugtur (34).

Bir bagka caligmada, kastasteron template molekiil olarak kullamilmus ve
molekiiler baskilama ile kastasteron’a segici polimer sentezlenmistir (33).
Kastasteron baskilanmig polimerler hem kovalan yontemle hem de non-kovalan
yontemle hazirlanmistir. Kovalan baga dayali molekiiler baskilamada, fonksiyonel
monomer olarak p-vinilbenzenboronik asit kullamlmistir. Non-kovalan baga
dayal: molekiiler baskilamada ise, fonksiyonel monomer olarak MAA
kullanilmigtir. MAA’nin karboksil grubu ile femplate molekiilin karboksil ve
amino gruplari, hidrojen bag: ve elektrostatik etkilesimlerle etkilegime girmigtir.
Hem kovalan bag hem de non-kovalan bagla hazirlanan, kastasteron baskilanmig
polimerler, kastasteron’a segici baglama. gdstermigtir. Kovalan bagl sistemle
baskilanmig polimerler kastasteron’a yiiksek afinite gstermesine ragmen, M[P’ih
hazirlanmas: igin esterifikasyon ve temizleme zorunlulugu dogmustur. Non-
kovalan baga dayali MIP’ler de kastasteron’a karg1 segici baglama gostermistir,
ancak kovalan bagli MIP’lere gore baglanma daha azdir. Kovalan veya non-
kovalan yontemden hangisinin daha iyi oldugu genel olarak sdylenemez. Istenilen
template molekiiliin segicilik ve afinitesine gore baskilama sistemi yontemi
segilmelidir (33).

Literatiirlerde ayrica doniigiimlii ve doniisiimsiiz kovalan yontemlerden s6z
edilmektedir (15). Doniiglimlii kovalan yontemiyle baskilama yonteminin’
ﬁsﬁinliigﬁ, tam uyum ile tiim fonksiyonel gruplarin template bolgesiyle iliskili
olmalandir. Sakincalan, sadece spesifik fonksiyonel gruplara uygulanabilirligi,
bag yapma ve kirmadaki yavaghgi ve suyla olan gecimsizligidir. Doniisiimsiiz
kovalan yontemiyle baskilamamn istiinliikleri, polimerizasyon yontemi olarak
kullanilan emiilsiyon ve siispansiyon yontemleriyle ve suyla uyumlu olmasidir.
Sakincalar1 ise, sentez ve template hazirlamayr gerektirmesi ve yeniden
yiiklemedeki sterilite problemleridir (15).
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Son zamanlarda, non-kovalan baskilama yaklasgim ile uyumlu olan
siispansiyon  polimerizasyonu  gelisme  icindedir  (35).  Siispansiyon
polimerizasyonu y6ntemi, diger yontemlere gére daba basit ve daha az zaman
alicidir (36). Hacim polimerizasyonunda, kati makroporlu yapilan istenen partikiil
boyutuna getirebi‘lmek icin ezmek, 6giitmek ve elemek gerekmektedir. Bunun aksi
durumda, diizensiz partikiiller, akigta ve tekraredilebilirlikte ideal olmayabilir.
Ancak, slispansiyon polimerizasyonu ile uygun mikrokiireler elde edilebilir (37).
Stispansiyon polimerizasyonu ile elde edilen mikrokiirelerin, karistirma hizina
bagli olarak, ¢aplan 5 ve 50 pm arasinda degigebilir (38).

Yiizeysel baskilamada, makropor destekli baski oyuklar1 sadece yiizeyde
sentezlendigi i¢in hacim polimerizasyonundan dogan ice gegebilme
problemlerinin {istesinden gelinebilir (39). Ayrica, yiizeysel baskilanmig
polimerlerin diizenli bi¢im ve biiyiiklilkte olmasi, daha yiiksek akis hizinda daha
dustik geri basmca yol agmakta, b6ylece polimer igine yiiksek yerlesme miimkiin
olmaktadir. Yiizeysel baskilamayr kullanmamn diger bir avantaji da hidrofilik
veya hidrofobik gibi 6zelliklerinin kolaylikla modifiye edilebilmesidir (39).
2.1.5.3. Yan—KoValan Baskilama

Yari-kovalan yontemi, ilk olarak Whitcombe (15) tarafindan tamtilmigtir,
Whitcombe, femplate olarak kolesterol’iin 4-vinilfenil karbonat esterini
kullanmigtir. Karbonat esteri, monomere kovalan olarak baglanmigtir. Ancak, bu
baglanma swasinda CO, kaybetmesi, hidrolitik olarak bélinme ile, tanima
bolgesine non-kovalan bagla fenolik tortu seklinde baglanmaya da neden
olmustur. Bu yontemin Ustiin yonii, olduk¢a zayif olan hidrojen baglarim
kullanarak, siradan monomerlerle kendiliginden gekil olugturabilme yetenegi ve
bu yetenekle aromatik elektronlarla etkilesimlere girilebilmesidir. |

Yar: kovalan yontemle baskilamanin iistiinliikleri, suyla ge§hnli ve tiim
fonksiyonel monomerlerin femplate ile iliskili olmasidir. Baglama bolgesi
homojendir ve yiiksek baglama elde edilebilir. Sakincalari ise, sentez ve template
hazirlanmasi gerektirmesidir. Kimyasal tedavide ise, template’in boliinmesi

ihtiyaci vardir (15).
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2.1.6. Molekiiler Baskih Polimerler ile Yapilmis Farmasitik Cahsmalar

Allender ve arkadaglar1 (22), kontrollii transdermal etkin madde saliminda,
biyolojik bir reseptér gibi davranan propranolol baskilanmis polimer
tiretmiglerdir. Propranolol, polimer i¢inde 100, 300 ve 500 mg’hk
konsantrasyonlarda segici olarak tutunmus, tiim konsantrasyonlarin salim
profillerinde, MIP, NIP’e gore daha diisik salim hizi gostermistir. MIP ve NIP
arasindaki salim farki, etkin madde konsantrasyonun arttirilmasiyla azalmistir. Bu
sonuglara gore, MIP sistemi y6ntemiyle spesifik baglanmanin meydana geldigi ve
bunun da kontrollii salim yetenegine neden oldugu bulunmugtur. Bu durum salim
profillerini uzatmak agisindan anlamlidir (22).

Ayni etkin madde ile yapilan benzer bir ¢aligmada, MIP’lerin, PHCI’iin
transdermal salim hizim azaltic1 etkisi aragtinlmugtir (24). Bu ¢alismada, PHCI tin,
MIP’te NIP’ten farkli gegirgenlige sahip olmasi, spesifik baglanmanin meydana
geldigini gostermigtir. Béylece, MIP, tutunma y6ntemi ile kontrollii ve uzatilmug
salim saglanabilmistir (24).

MIP’lerin uygulamalan ile ilgili yapilan bir ¢alismada, zayif ¢apraz bagla
baskilanmig hidrojeller, baskilanmams olana gore daha fazla timolol adsorbe
etmigtir (40). Baskilama teknigi, timolole uygun, daha fazla sayida adsorpsiyon
bolgesinin olugmasina izin vermektedir. Bu durum, terapétik olarak kullanilabilir
asamaya ulasma konusunda, yumusak kontakt lenslerin etkin madde depolama
yeteneklerini (6zellikle minimum konsantrasyonda gapraz baglayici kullanarak)
O6nemli Olgiide gelistirmistir. Hidrojellerin zayifligina ragmen, olduk¢a uzun
zaman timolol’iin uzatilmig salimi saglanabilir. Bu nedenle, molekiil baskilama
tekniginin oftalmik etkin madde salim sistemlerinde, kullanildiktan sonra
atilabilen yumusak kontakt lens iiretiminde kullamilabilir bir yontem haline
gelmesi beklenmektedir (40).
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2.2. PROPRANOLOL HiDROKLORUR (PHCI)

Propranolol] hidrokloriir, lﬁpertansiyonun uzun siireli tedavisinde, angina
pektoris, kardiak aritmi ve gesitli kardiovaskiiler diizensizliklerin tedavisinde
terapotik degeri olan beta-adrenoseptdr antagonisti bir etkin maddedir (2-6, 41,
42). " |
2.2.1. Tarihgesi

Propranolol’iin ilk bulunugu 1768 yilindadir (43). Klinik uygulamaya Sir
James Black tarafindan, 1960’larin ortasinda ilk olarak angina pektoris tedavisi
icin dahil edilmigtir (43). Beta-blokoér ilaglardan tedaviye ilk giren Pronetalol’a
yapica benzemektedir ve bu etkin maddenin karsinojenik etki potansiyelinin
saptanmasi {iizerine uygulamadan c¢ekilmesinden sonra onun yerini almustir.
Giiniimiizde ise, halen degerini koruyan ve en fazla kullanilan beta-blokor etkin
maddelerden birisidir (7).

2.2.2. Yapsi ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Acik formiili, (%)-izopropilamino-3-(1-naftiloksi)-2-propranol
hidrokloriir’diir ve kimyasal yapisi Sekil 2.2.’de gosterilmigtir. Kapali formiilii
CisHINO;, . HCI, molekiil agirhig: 295.8°dir. Erime derecesi 163 °.C' -165°C’dir (4,
41, 44). Beyaz renkte tozdur. Soguk suda ve alkolde ¢ok rahat ¢oziiniir (4, 41, 44-

47), kloroformda biraz ¢0ziiniir, eterde ise ¢6ziinmez (41, 48).

Sekil 2.2. PHCPiin Kimyasal Yapis:

2.2.3. Analiz Yontemleri

Farmasotik  preparatlardaki PHCIP’iin  bircok  yontemle analizi
yapilabilmektedir. Omek olarak, kolorimetrik, spektrofotometrik,
spektroflorometrik, potansiyometrik, florometrik, kondiiktometrik titrasyon, ince
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tabaka kromatografisi, elektro-kimyasal yontem gibi yontemler gelistirilmistir
(42, 49, 50).

PHCI’tin spektrofotometrik analizi direkt olarak yapilabildigi gibi,
kompleks olusumu ile de yapllabilmektedir (50). Elektron alicilar ve elektron
.vericiler arasindaki etkilesmeler, yiik transferiyle olusan komplekslerin renk
siddetleriyle iligkilidir. Bu etkilegl‘nelere. dayanan fotometrik yOntemlerin
uygulanmgi, komplekslerin izl olusumu nedeniyle basittir. PHCI gibi beta-
adrenerjik blokorler iyi birer elektron vericidirler ve sigma veya pi alicilarla yiik
transferiyle olusan kompleksleri meydana getirirler (50). Bdylece, Iyotun 1,2-
Dikloroetan igindeki ¢ozeltisi ile PHCI arasinda yiik transferiyle olusan
kompleksin, 365 nm’de absorbansimin 6lgiilmesiyle analizi yapilabilmektedir. Pi
alicr kloranilinin etanoldeki ¢ozeltisiyle PHCI arasinda yiik transferiyle olugan
kompleksin, 440 nm’de absorbansimnin 6l¢iilmesiyle analizi yapilabilmektedir (50).
Bir baska analizde, pi alici bromanilinin etanoldeki ¢6zeltisiyle PHCI arasinda
yik transferiyle olusan kompleksin, 450 nm’de absorbansin Olglilmesi
gerceklestirilmigtir (50).

Fosforesans spektrdskopisi yontemi de PHCI'n farmasotik
preparatlardaki tespitinde, basit, segici ve hizli bir yéntemdir. Bu yontemde, iki
ayra¢ vardir: potasyum iyodiir agir atom tuzu olarak ve sodyum siilfat oksijen
toplayic1 olarak propranolol ¢ézeltisinde fosforesans igareti elde etmek igin
kullanilir. PHCI’tin fosforesans siddeti, luminesans spektrofotometre ile 294 ve
492 nm’de Sl¢iilmiigtiir (51).

Ayrica, PHCIlin siilfiirik asit i¢inde platin elektroduyla voltametrik olarak
da tespiti yapilabilmektedir ve voltametrik yontem, hassas ve hizli oldugu igin
YBSK ’ya da bir alternatiftir (49). |

PHCI nitrik asit ile tepkimeye girerek nitropropranolol’ii verir ve daha
sonra Britton-Robinson ¢ozeltisinde (0.04 M, pH 2-12) diferansiyel-puls
polarografisi ile 6lgiilebilir (49). Iyi ¢6ziinmiis olan nitropropranolol, diferansiyel-
puls polarografisinde pH 2’de pik vermektedir. Diferansiyel-puls polarografisinde
kullamilan ¢ozelti siiziiliip, deiyonize su ile gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra

spektrofotometrede 375 nm’de o&lgiilebilir. Sentezlenen ve izolasyonu yapilan
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nitropropranolol, % 1 oraninda, potasyum bromiir pelletleri yardimiyla IR
spektrofotometrede analiz edilebilir (49).

PHCI’le karbon disiilfiirlin reaksiyona sokulmasiyla olusturulan
kompleksin izo-butil metil keton (IBMK) ile ekstre edilmesinin ardindan, bakir
(Cu II) iyonlaniyla pH 7.5’te selat olusturmasindan sonra, atomik absorpsiyon
spektrofotometresi (AAS) ile 435.4 nm’de absorbanst ﬁlgﬁlebihnektedif ?3).

PHCI’iin analizinde akig enjeksiyon kemiliiminesans yontemi de
kullanilmigtir (52). Bu yontemde, PHCI, asit vasatta potasyum permanganat ile
reaksiyona sokularak kemiliiminesans sinyalinin giddeti Olgiilmektedir.
Townshend ve arkadaslar: (52), 3 degisik asit vasatin PHCI’iin kemiliiminesans
sinyali {izerine etkilerini aragtirmuglar, fosforik asitle yapilan ¢aligmada
kemiliiminesans sinyalinin ¢ok diisiik ¢iktiim tespit etmiglerdir. Polifosforik
asitte sinyal yliksek hassasiyette ¢ikmms, ancak 24 saatlik zaman iginde
kemiluminesans sinyali % 40’lara varan diigiis gostermigtir. Siilfiirik asitle elde
edilen kemiliiminesans sinyali ise, en yiiksek hassasiyeti gostermis ve zamanla
degismemistir.

2.2.4. Farmakolojik Ozellikleri

PHCI’tin genel olarak rasemik gekli kullanilir. Etkin olan levo izomeridir;
dekstro geklinin beta-reseptorleri bloke etme giicii, gesitli organlara gore
degismekle birlikte, levo seklinin 1/10-1/100i kadardir (7, 42). PHCI, kalpteki
beta-reseptorleri bloke ederek kalp atim hizim yavaglatmakta, kasilma giiciinii ve
kalp verimini diisiirmektedir. Refleks sempatik etkinlik ve vaskiiler beta-
reseptorlerin blokaji nedeniyle propranolol uygulandiginda periferik direngte artis
goriilmektedir (10). PHCI’iin antihipertansif etkisi, b6breklerden renin salimim
baskilamasina oldugu kadar, kalp verimini azaltmasina da baglanabilir. PHCI, B;-
reseptorlere karsi secici aktivite gOstermemekte; aym zamanda solunum
yollarinda bulunan B,-reseptorleri de bloke etmektedir. Propranolol ve diger beta-
antagonistlerin migren agnlarinda profilaktik amagla kullanimi, bilesiklerin
vazokonstritkksiyonuna neden olarak kimyasal mediyatorlerin olusturdugu
vazodilatasyonu inhibe etmelerine baglanabilir. PHCI’iin membran stabilize edici
Ozelliginin ortaya ¢ikabilmesi igin, terapdtik dozunun g¢ok iistlinde kullanilmasi

gerekmektedir. PHCI’iin her iki enansiyomeri de membran stabilize edici aktivite
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gostermesine kargin, sadece (-) izomeri giiglii beta-reseptor antagonistik etkinlik
gostermektedir (10). PHCI’iin biyolojik yar1 6mrii ise yaklagik 4 saattir (9, 42).

PHCI’iin tedavi dozlarinin olugturdugu etkilerin biiyiik bir boliimii, kalp ve
diger organlarin beta-adrenerjik reseptorlerini bloke etmesine baghdir. Bu etkiler
sunlardir (7):

a. Kalp-damar sistemi etkileri

b. Metabolik etkileri

c. Santral sinir sistemi etkileri
2.2.4.1. Kalp-Damar Sistemi Etkileri

PHCI, miyokard ve kalbin diger yapilan iizerindeki sempatoadrenal tonusu
azaltarak veya ortadan kaldirarak kalbin c¢esitli fonksiyonel parametreleri
lizerinde 6nemli etkiler yapar (7). Bu etkilerin derecesi ve belirginligi ilag
verilmeden dnce kalp iizerinde varolan sempatoadrenal tonusun derecesi ile dogru
orantihdir. Istirahat halinde tonus zayif oldugu icin, PHCIiin etkileri fazla
belirgin olmaz; sempatik denervasyon yapilmis kalpte de aym durum so6z
konusudur. Fiziksel egzersiz, hipoksi, tirotoksikoz, heyecan ve benzeri stres
hallerinde sempatoadrenal tonus artmis oldugu igin PHCI’tin kardiyak etkileri
belirgin olur. Bu nedenle iskemik kalp hastalarinda, kalbi, sayilan etkenlerin asir1
stimiilasyonundan korur (7).

Propranolol HCL’iin plazma seviyesi veya dozuyla terapétik etki arasinda
iligki yoktur ve hassas doz aralig1 klinik uygulamalar sonucu gozlemlenmistir. Su
ana kadar sempatik tonusu tahmin veya toplam beta-blokaja ulasmak igin gerekli
uygun dozu saptamaya yonelik giivenilir bir test bulunamamugtir (9).

PHCI, bazi damar yataklarinda bulunan ve damarlar1 genisletmeye ¢alisan
B.-reseptorleri bloke ettigi igin, sempatoadrenal sistemin a-adrenerjik reseptdrler
araciligy ile olusturdu@h vazokonstriktér tonusu giiclendirir. Bdylece, akut
veriliginde total periferik damar rezistansi arttirir. Buna ragmen, kalp debisini
diistirmesi nedeniyle kan basincin arttiramaz, aksine hafif diigiiriir (7).

PHCl’iin antihipertansif etki mekanizmasi tam olarak saptanamamugtir.
Antihipertansif etkiye katkida bulunan faktorlerden bazilari, kardiak verim
azalmasi, bobreklerde renin salgisinin inhibisyonu ve beyindeki vazomotor

merkezden ¢tkan sempatik sinir tonusunda azalma gosterilebilir (9).
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Beta-reseptor blokaji, patolojik veya fonksiyonel degismelerde sempatik
aktivitenin hastaya zararh oldugu durumlarda uygulanabilir. Ancak, bazen
sempatik uyarinin hayati dnem tasidign durumlar vardir. Ornegin, biiyiik dlgiide
kalp rahatsizligi olan hastalarda, yeterli ventrikiiler islevi devam ettirmek i¢in
sempatik ﬁyanmn korunmasinda fayda vérdlr ).

PHCI’iin antitrombositik etkinligi vardir; aglzdail alindiginda ‘160 mg gin™
dozunda hafif ve 640 mg giin" dozunda belirgin olmak {izere trombositlerin
agregasyon ve adezyon yetenegini azaltir. D propranolol de ayn1 derecede etkilidir
.
2.2.4.2. Metabolik Etkileri

Propranolol’iin karbonhidrat metabolizmas1 ve insiilin salgilanmasi
tizerindeki etkileri, ilgili hiicrelerde, esas olarak, B,-reseptorlerinin blokajina
baghdir (7). Yag dokusunda sempatoadrenal tonusa bagli olarak meydana gelen
lipolizi, lipositlerin membranindaki B; ve B, reseptorlerini bloke etmek suretiyle
inhibe eder. Sempatoadrenal hiperaktivite veya disardan sempatomimetik ilag
verilmesi sonucu plazmada olusan serbest yag asitleri artigini diigiiriir. Aym
etkenlerin karacigerde glikojenolizi arttirmak suretiyle meydana getirdikleri
hiperglisemiyi azaltir. Pankreasin sempatik sinirlerinin stimiilasyonuna bagh
olarak gelisen insiilin salgisindaki artis1 inhibe eder (7).
2.2.4.3. Santral Sinir Sistemi Etkileri

Propranolol, lipofilik bir beta blokér ilag oldugu icin, santral sinir
sistemine kolayca girebilir ve emosyonel stres, adrenalin ve diger beta-mimetik
ilaglarin verilmesi sonucu olusan tremorlar nleyebilir (7).

Tam bir antagonisttir; intrinsik sempatomimetik etkinlik gostermez.
Propranolol’iin Bfreseptﬁrlerle iliskisi olmayan ozelligi lokal anestezik etki
gostermesidir. Bu etkisi yOniinden én 'az prokain ve lidokain kadar ‘gﬁglﬁdﬁr,
ancak lokal anestezi yapmak igin kullanilmaz. Lokal anestezik ilaglar gibi
hiicrelerin membranlarinda sodyum kanallarimi bloke ederek membram
depolarizasyona kars1 stabilize eder. Ancak, klinikte kullanilan dozlarla viicut
stvilarinda olusan konsantrasyonlarinda, hiicre membram iizerindeki bu etkisi
olugmaz veya Onemsiz derecede olusur. Propranolol’iin dekstro ve levo sekilleri

arasinda lokal anestezik etkinlik derecesi yoOnmiinden bir fark yoktur.
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Propranolol’iin bu etkisi kinidin’de bulundugu i¢in “kinidin-benzeri etki” diye de
nitelendirilir.

Propranolol, renin salgilanmasin1 inhibe edebilmesine ragmen, kalp
debisini diigiiriip bobrek kan akimini azalthgr igin su ve sodyum tutulmasina
neden olabilir (42). Ancak bu etkisi, B-blokérlerin disindaki sempatolitik ilaglarin
coguna oranla daha zayiftr (7, 42).

2.2.5. Farmakokinetik Ozellikleri

Propranolol gibi beta-blokorler oral olarak alindiklarinda, mide-barsak
kanalindan emilimleri tam veya tama yakin derecede olur, ancak sistemin
biyoyararlammi %10-75 arasindadir (7). Bunun baglica nedeni, bu etkin
maddelerin karacigerden gecisleri sirasinda “ilk-gegis-eliminasyonuna” Onemli
derecede ugramalanidir (7, 8, 9, 42). Bu nedenle, propranolol’iin belirli bir dozu
bir grup hastaya oral yoldan verildiginde elde edilen kan konsantrasyonlarmin
birbirinden farkh ve en yiiksek degeri ile en diigiik deger arasinda 20 kata yakn
fark bulundugu saptanmustir (2). Oral yararlammi %30 kadardir (10). Propranolol,
ayrica plazma proteinlerine (albumin ve o, asidik glikoprotein) %93 oramnda
baglanmaktadir (7);

Propranolol, biiyiikk 6l¢iide metabolize edilmek suretiyle, esas olarak da
karacigerde inaktive edilir (7, 53). Propranolol’iin g¢esitli metabolitleri
tamimlanmigtir ( Sekil 2.3, ) (54). Propranolol’iin metabolitlerinden birisi olan 4-
hidroksipropranolol ana bilesik gibi beta blokor ozellik gostermektedir. 4-
hidroksipropranolol intrinsik sempatomimetik aktivitesi de olan giiglii bir beta-
antagonisttir. 4-hidroksipropranolol, propranololiin intravendz yolla verilmesini
takiben de plazmada bulunmustur. Bilesigin uzun siireli oral veya diisiik tek doz
uygulamalarimin ~ ardindan, propranololiin  etkisine katkida  bulundugu
diisiiniilmektedir, Ayrica, uzun siireli tedavide proprénololﬁn metabolitlerinden
olan propranolol glitkoronidinin depo gorevi yaptigi, ¢esitli dokularda
dekonjiigasyona ugrayarak propranololiin yavas saliverilmesini sagladigi ileri
siiriilmektedir (10).

Propranolol, birgok etkin maddenin hepatik klerensini azaltmaktadir. Bu
durum iki mekanizma ile olur: 1) hepatik kan akimim %25°e kadar ¢ikabilen bir

oranda azaltarak, 2) hepatositlerde mikrozomal enzimleri kismen inhibe ederek.
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Sekil 2.3. Propranolol Metabolitleri

2.2.6. Yan Etkileri ve Toksisitesi

Propranolol ve yiiksek kan koﬁsantrasyonuna sahip diger bazi B-blokdrler
“membran-kararl” etkiye sahiptirler. Bu etki terapdtik dozda belli olmayabilir
fakat doz asiminda olduk¢a onemlidir.

Propranolol ve onun gibi santral sinir sistemine kolayca girebilen lipofilik
beta-blokor etkin maddelerin letarjiye, bagdonmesine, mental depresyona, bellegin
bozulmasimna, haliisinasyonlara ve uyku bozuklugu gibi bozukluklara neden
olabilecegi belirtilmis ancak tam olarak kanitlanamamstir (7).

Propranolol’iin yetigkin Tip 1 diabet hastalarinda hipoglisemiye neden
oldugu en son 1960°da belirtilmistir (48). 49 hipoglisemi vakasinda bu durum
yeniden incelendiginde, bunun non-selektif beta-blokdorlerle iligkili oldugu
bulunmugtur (48).

Lipit metabolizmasinin kontroliiniin adrenerjik sistemde yer almasi
nedeniyle, beta-blokérler plazma-lipit konsantrasyonuna baz etkiler yapabilir (7).
Bu etkiler diigiik yogunluktaki lipoprotein ve trigliseritlerin plazma
konsantrasyonlarmnda yiikselme veya yiiksek yogunluktaki lipoprotein plazma
konsantrasyonlarinda diisme seklinde ortaya ¢ikabilir.
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Propranolol ve diger beta-blokérlerle uzun siire ve diizenli sekilde tedavi
goren hastalarda ilacin birden kesilmesi, bazi durumlarda birka¢ giin siiren
“kesilme sendromuna” neden olur. Bu durumun belirtileri, hipertansiyoniu
hastalarda kan basinci yiikselmesi, tagikardi, genel bir kiriklik, terleme ve
basagrisidir. Angina pektorisli hastalarda ise, bu belirtilerin yaminda, angina‘
n6beﬂerinin siklagmasi, tehlikeli ventrikiiler aritmiler, miyokard enfarktiisii ve
hatta ani 6liim olabilir (7).

Propranolol zehirlenmesi tedavisinde kullanilabilecek en iyi antidotun
izoprenalin oldugu kamtlanmugtir (55). Bradikardiyi %76 oraninda ve
hipotansiyonu ise tamamen antagonize etmektedir. Ayrica, izoprenalin,
propranolol ile zehirlenmis siganlara inflizyon halinde uygulandiginda kardiak
fonksiyonu yeniden canlandirmms ve propranololiin letal dozunu 77 mg kg™ ’dan
165 mg kg'’a ¢ikarmustir (55). Izoprenalinin propranolol’e karst olan giiclii
antagonist etkisi, domuzlarda yapilan ¢aligmalarda kardiyovaskiiler depresyonu
azaltmas: ile dogrulanmigtir (55). Insanda propranolol’iin LDsy ve LCsp dozu
| hakkinda bir bilgi yoktur (47).

22.7. Giinliik Kullanim ve Dozu

Angina pektoris’te giinde 120-240 mg 3-4 dozda ve hipertansiyonda 120-
640 mg 2-3 dozda alimir (7). Kardiak aritminin uzun siireli tedavisinde, 30-160 mg
giin™ dozajinda uygulanir. Acil bir kardiak aritmi durumunda intravenoz olarak 1
mg’lik doz uygulanabilir (56). Gerekli durumlarda, maksimum 10 mg dozda, her
2 dakikada bir tekrarlanabilir. Miyokardial enfarktiiste, 5-21 giin boyunca 40
mg’lik dozlarda giinde 4 kez uygulanabilir. Migren proflaksisinde, 40 mg’lik doz
giinde 2 veya 3 kez verilebilir. Cocuklarda, hipertansiyon tedavisinde giinliik
kilogram bagmma 1 mg’lik doz uygulanabilir (7, 48, 57).

2.2.8. Diger Etkin Maddelerle Olan Etkilesmeleri

Prostaglandin sentez inhibitorii bir ilag olan indometasin, propranolol’iin
antihipertansif etkinligini azaltir (7). Fenilefrin, fenilpropanolamin ve diger bazi
sempatomimetik ilaglar géz veya burun damlasi seklinde veya agizdan antigripal
miistahzarlar iginde alimirlarsa, propranolol tedavisi altindaki hastada belirgin kan
basinci yiikselmesi yapabilirler (7). Propranolol tedavisi goren bir hastaya

verapamil gibi bir kalsiyum kanal blokorii verilirse ciddi aritmiler goriilebilir.

24



Fluoksetin ile antidepresan tedavi géren hastalar, propranolol alirlarsa bradikardi
ve kalp soku meydana gelebilir. Propranolol, rifampisin gibi bir antibakteriyelle
beraber alindiginda plazma konsantrasyonunda diigme ortaya ¢ikabilir.
Propranolol, flekainid gibi bir antiaritmikle beraber alindiginda, kalp tizerindeki
inotropik etkiye | negatif katki nedeniyle her iki etkin maddenin de serum
konsantrasyonlarinda artma gﬁzlenebilif. Simetidin gibi H;-reseptor
antagonistleri, propranolol ve benzeri lipofilik ilaglann karacigerden ilk gegisteki
metabolizmalarm inhibe ederek onlarn sistemik biyoyararlanimlarnim arttirir.
Ergot tiirevleri ise propranolol’iin etkisini arttirir. (7, 48).
2.2.9. Ticari Sekilleri

Propranolol’tin USP 24°de tablet, enjeksiyon ve uzun etkili kapsiil sekilleri
kayithidrr (5). Tiirkiye’de ise sadece 40 mg dozda tablet sekli bulunmaktadir (57).
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3. GEREC ve YONTEMLER
3.1. GERECLER
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Diferansiyel Taramali Kalorimetri ~ Shimadzu-DSC 60

Elementel Analiz Cihaz1
Erime Derecesi Tayin Cihaz1

Fourier Doniigiimlii

Infrared Spekirofotometresi (FTIR)

Hassas Terazi
Mekanik Kanstirici
Partikiil Boyut Dagihim Cihaz:

pH Metre

Siirekli Akig Hiicresi

Coziinme Cihazi

Taramal1 Elektron Mikroskobu
Ultrasonik Banyo

- Ultraturraks

UV Spektrofotometre
UV Lamba

X-Istm Kirimim Cihazi
3.1.2. Kullanmilan Maddeler
Anisaldehit
Asetonitril
Azobisizobiitironitril
Dideral ®Tablet
Histidin

Kobalt (IT) Klortir
Metakroilkloriir
Propranolol HCI
Whatman 5B ve GF/D

Elemental Analyzer EA 1108
Electrothermal IA 9100

Perkin Elmer

Libror Shimadzu
Heidolph RZR 2051

Malvern Mastersizer
Hydro 2000-S

Profi-Lab WTW 597
Sotax-CE70

CamScan S4

Elma Transsonic 470/H
Janke&Kunkel IKA
LaborTechnik
Shimadzu-160 A

Camag Universal
UV-Lampe

Rikagu

E. Merck

E. Merck

Aldrich

Sanofi Dogu ilag A.S.
Sigma

E. Merck

Sigma

Amphar b.v.

Diger kimyasallar analitik saflikta kullanilmgtir.
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Japonya
Italya
ABD
Ingiltere

Japonya
Almanya
Ingiltere

Almanya

Isvicre

Ingiltere
Almanya
Almanya

Japonya

Isvigre

Japonya

Almanya
Almanya
ABD
Tiirkiye
ABD
Almanya
ABD
Hollanda
Ingiltere



3.2. YONTEMLER

Bu boliimde, kullamlan etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinin
incelenmesi, kullantlan miktar tayini yOnteminin validasyon c¢aligmalar,
propranolo]l bellekli mikrokiirenin hazirlamsi ve ilag tasiyict sistem iizerinde
yapilan ¢aligmalar anlatilacaktir.

3.2.1. Propranolol ile Yapilan Calismalar

Propranolol o&zelliklerinin ve standartlara uygunlugunun incelenmesi,
analitik safliginin saptanmasi1 ve baskilama sonrasi olugabilecek degigimleri
izleyebilmek i¢in asagidaki ¢aligmalar yapilmigtir.
3.2.1.1. Spektrofotometrik ve Kromatografik Calismalar
3.2.1.1.1. UV-Spektrumu

Propranolol’iin UV-spektrofotometre ile ¢aligildigi ortamlar olan distile su,
pH 3-8 ve % 40’lik metanollii potasyum hidroksit ¢dzeltisi iginde uygun
konsantrasyondaki ¢ozeltilerinin UV-spektrumu, 400-200 nm dalga boylarinda
alinmis ve Agaxs degerleri belirlenmistir.
3.2.1.1.2, IR-Spektrumu

Propranolol’{in IR-spektrumu, FTIR spektrofotometresinde, 4000-200 cm™
araliginda, potasyum bromiir ile hazirlanan diski kﬁllamlarak alinnmgtir.
3.2.1.1.3. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Propranolol’iin taninmasi ve c¢aligma ortamlarindaki kararhiligimin
izlenmesi amaciyla ITK ¢alismas1 yapilmistir. Calismada, propranolol’iin
metanol icersindeki 10 mg.mL™" konsantrasyondaki ¢ozeltisinden 10 pL orek,
Silikajel 60 G kapli plaga uygulanmig ve plak, metanol-derisik amonyak ¢6zeltisi
(99:1) kangimindan olugan hareketli faz ile 2 saat doyurulmus olan tanka
yerlestirilmigtir. Hareketli faz, uygulama noktasindan itibaren 11 cm ytiriitiilmiis,
plak 105°C’lik etiivde kurutulduktan sonra, plaga anisaldehit ¢ozeltisi
puskiirtiilerek lekeler renklendirilmistir (45). Elde edilen eflatun renkli leke
yardimiyla Ry degeri hesaplanmugtir.
3.2.1.2. Erime Derecesi Tayini

Propranolol’iin erime derecesi, erime derecesi tayin cihazinda, kilcal tiip
icerisine 1-2 mm yiiksekliginde toz propranolol yerlestirilerek saptanmigtir. islem

ii¢ kez tekrarlanmigtir.
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3.2.1.3. Termal Analiz

Propranolol’iin termal analizinde, diferansiyel taramali kalorimetre
kullamlmigtir. 4.7 mg propranolol, aliiminyum &rnek kabinda hassas olarak
tartilmug, kapak basing yardimiyla kapatilip, sikigtirilmugtir. Termal analiz islemi,
aliiminyum referans kullanilarak, 8mege, 10°C.dak™ sicaklik artist, 50 mL. dak™
azot gaz1 akis lmzinda, 40-180°C sicakliklar arasinda 1sitma basamag: uygulanarak
gerceklestirilmistir.
3.2.1.4. X-Isim Kirnmim Analizi

Propranolol’tin X-151m kirinim analizi, 5-40°C araliginda, 40 kV voltaj ve
30 mA akim siddeti ve 2°C.dak™ ilerleme hizinda jeneratér yardimiyla
yapilmugtir.
3.2.1.5. Elementel Analiz

Propranolol’iin elementel analizi, 1020°C’ de ve 1-2 mg 6rnek kullamlarak
elementel analiz cihaziyla yapimistir.
3.2.1.6. Propranolol Miktar Tayini

Hazirlanan propranolol bellekli mikrokiire iizerinde yapilan ¢aligmalarda,
etkin madde miktar tayininde ve in vifro ¢ozinme hizi testlerinde, UV
spektrofotometrik yontem kullamldigindan, yontemin gﬁvenilifliginin saptanmast
i¢in validasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Caligmada, genel olarak, distile su ile pH 6
ortami kullanildig1 icin ve etkin maddenin bu iki ortamdaki UV spektrumu ¢ok
benzer ve c¢alisilan dalga boyu aym oldugundan, validasyon ¢aligmalan sadece
distile su ortaminda yiiriitiilmiistiir. Bu nedenle, pH 6 ve % 40’lik metanolli
potasyum hidroksit ¢ozeltisi ortamlarinda dogrusallik ve kararhilik galigmasi, pH
3,4,5,7 ve 8 ortamlarinda ise sadece dogrusallik ¢caligmasi yapilmigtir.
3.2.1.6.1. UV-Spektrofotometri icin Validasyon Calismalar:
3.2.1.6.1.1. Dogrusalhk - -
3.2.1.6.1.1.1. Distile Su Ortamindaki Dogrusalik

Propranolol’iin distile su ortamindaki dogrusalliginin belirlenmesi igin,
1000 pg.mL" konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinin seyreltilmesi ile 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40 ve 45 pg.mL’ konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
¢Ozeltilerin absorbanslari, propranolol’iin distile su ortammda daha onceden

belirlenmis olan maksimum dalga boyu olan 289 nm’de Olgiilmistiir.
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Konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerlerinden, dogrusal regresyon
programi yardimiyla, dogru denklemi ve korelasyon katsayisi hesaplanmistir. Her
konsantrasyon degeri i¢in deney lig kez tekrarlanmgtir.
3.2.1.6.1.1.2. Desorpsiyon Ortamindaki Dogrusallik
| Baskili polimerdeki propranolol, %40°lik metanollii potasyum hidroksit
gozeltisi ile desorbe edilebildiginden, c¢alijma ortamu olarak bu gozelti
kullamlmigtir.  Propranolol’iin = %40’hk metanollii potasyum  hidroksit
gozeltisindeki dogrusalligimn belirlenmesi igin, 100 pg.mL™ konsantrasyondaki
stok c¢ozeltisinin seyreltilmesi ile 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 ug.mL'l
konsantrasyonlarda ¢ézeltileri hazirlanmgtr. 'Bu ¢ozeltilerin  absorbanslari,
propranolol’iin % 40°Iikk metanollii potasyum hidroksit ortaminda daha dnceden
belirlenmis olan maksimum dalga boyu olan 235 nm’de Olgiilmiigtiir.
Konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerlerinden, dogrusal regresyon
programi yardimiyla, dogru denklemi ve korelasyon katsayisi hesaplanmgtir. Her
konsantrasyon degeri i¢in deney ti¢ kez tekrarlanmugtir.
3.2.1.6.1.1.3. pH 3-8 Ortamlarindaki Dogrusalhik

Adsorbsiyon g¢aligmalarina y6nelik olarak, ortam pH’simn adsorbsiyona
etkisinin incelenmesi ¢aligmalarinda, ortam olarak denenen pH 3-6 ortamlarindaki
dogrusalligmn  belirlenmesi igin, 1000 pg.mL’ konsantrasyondaki stok
cozeltilerin seyreltilmesi ile 15, 20, 25, 30, 35, ve 40 ug.mL'l konsantrasyonlarda
¢ozeltiler hazirlanmgtir. Cozeltilerin pH’larmin ayarlanmasi igin 0.1 N HCI ve
0.1 N NaOH tamponlan kullamilmigtir. Bu ¢6zeltilerin absorbanslari, ¢aligilan pH
ortaminda daha onceden belirlenmis olan maksimum dalga boyunda &l¢iilmiistiir.
Konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerlerinden, dogrusal regresyon
- program yardimiyla, dogru denklemleri ve korelasyon katsayilar1 hesaplanmugtir.
Her konsantrasyon degeri igin deneyler iiger kez tekrarlanmstir.

pH 7 ve 8 ortamlarinda incelenen spektrumlar ile distile su ortamindaki
spektrum arasinda fark gozlenmediginden, bu ortamlarda yapilan ¢aligmalarda
distile suya ait dogru denklemi kullamlmigtir.
3.2.1.6.1.1.4, Tiirev Spektroskopisi Caliymalari icin Dogrusalhk

Propranolol ve sotalol HCI’iin birlikte bulunduklari ortamdaki miktar
tayinlerinde, tiirev spektroskopisi ile ¢aligildifi i¢in, galigma ortamu olan distile
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sudaki uygun konsantrasyonlarin 1. derece tiirev spektrumu, 400-200 nm
arahginda UV spektrofotometresi kullanilarak alinmig, gahgilacak dalga boylar
belirlenmigtir.

Segilen 1. dalga boyunda (227.8 nm) sadece propranolol’iin absorbans
vermesi nedeniyle, 2, 4, 6, 8 ve 10 ug.mL’l konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilere
karsilik gelen absorbans degerleri, 1. derece tiirev spektrumu yardimiyla
Ol¢lilmiis; dogrusal regresyon programiyla dogru denklemi ve korelasyon
katsayis1 hesaplanmigtir. Her konsantrasyon degeri igin deney ii¢ kez
tekrarlanmigtir. Segilen 2. dalga boyunda (237 nm) hem propranolol hem de
sotalol HCI absorbans verdiginden, bu dalga boyunda her iki madde igin farkli
dogru denklemleri olusturulmugtur. Bu dalga boyunda propranolol’iin dogrusallig:
i¢in ¢aligilan konsantrasyonlar 5, 7.5, 10, 12.5, 15 ve 17.5 pg.mL", sotalol HCI’iin
dogrusallig1 iin ¢aligilan konsantrasyonlar ise 5, 10, 15, 20 ve 25 pg.mL ™" dir.
Cozeltilere karsihk gelen absorbans degerleri 1. derece tiirev spektrumu
yardimiyla oOl¢lilmiig, dogrusal regresyon programuyla dogru denklemi ve
korelasyon katsayilan hesaplanmigtir. Her konsantrasyon degeri i¢in deney ti¢ kez
tekrarlanmgtir.
3.2.1.6.1.2. Kesinlik

Distile su ortaminda propranolol’iin ii¢ farkli konsantrasyonda (10, 25 ve
45 pgmL") cozeltileri hazirlanmugtir.  Cozeltilerin  absorbanslan, UV
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Her konsantrasyon degeri i¢in deney alti
kez tekrarlanmug, 1. giin igin yapilan tiim c¢aligmalar 2. ve 3. giinlerde de
tekrarlanmistir (k=3). Ug giin boyunca elde edilen sonuglardan gerekli formiiller
yardimiyla miktar tayini yonteminin kesinlik degerleri hesaplanmisgtir.
3.2.1.6.1.3. Dogruluk

Distile su ile, iki farkli konsantrasyonda (1 mg.100 mL? 1.5 mg.100 mL'l)
propranolol igeren ¢ozeltiler hazirlanmig ve daha sonra, UV spektrofotometrede
absorbanslann okunmugstur. Elde edilen sonuglardan, dogru denklemi yardimiyla,
¢ozeltilerdeki propranolol miktar1 bulunmus ve bulunan miktarlar gozeltilere
eklenen propranolol miktarlar ile kargilagtirilarak, yontemin dogrulugu yiizde

olarak hesaplanmigstir. Her bir konsantrasyon i¢in deney ii¢ kez tekrarlanmugtir.
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3.2.1.6.1.4. Secicilik

Yontemin segiciligini arastrmak amaci ile, calismada kullanian
fonksiyonel monomer ve gapraz baglayici temel alinarak, NIP hazirlanmugtir.
Formiillasyonun hazirlamg1 swrasinda uygulanan tiim parametreler MIP’e
uygulananlar ile aymdir; farkli olarak NIP’e sadece etkin madde eklenmemistir.
NIP’ten, MIP’le yapilan etkin madde miktar tayini ¢alismasinda kullanilan miktar
kadar ornek tartilip, 25 mL pH 6 i¢inde 8000 rpm’de 15 dakika ultraturraks ile
kangtinlmistir. Kanigim daha sonra siizge¢ kafidindan siiziilerek, ¢ozeltinin
absorbans1 UV spektrofotometrede okunmugtur. Deney ii¢ kez tekrar edilmisgtir.
Ayrica, in vitro ¢bziinme ¢aligmalarinda kullamlan miktarda NIP ile, distile su
ortaminda {i¢ ¢oziinme ¢aligmasi yapilmigtir. Calisma sirasinda, propanolol
bellekli mikrokiire igin belirlenmis olan in vitro ¢oziinme kosullar kullanitmustir.
Boylece yontemin segiciligi hem oda sicakliginda yiiriitiilen etkin madde miktar
tayini cahigmasi, hem de in vitro ¢bzinme hizi ¢ahgmasi kogullarinda
aragtinnlmgtir.
3.2.1.6.1.5. Duyarhhik :

Kullanilan analitik y6ntemin, derisimdeki kiigiik degisimleri kaydetme
kapasitesini ve diigiik konsantrasyonlar1 saptayabilme yetenegini belirlemek igin,
saptama sinrt (limit of detection-LOD) ve tayin simuri1 degerleri (limit of
quantitation-LOQ) hesaplanmigtir. Hesaplama, propranolol’iin distile su
ortaminda kalibrasyon denklemindeki serilerin kesme degerlerinin standart
sapmasimn formiilde yerine konulmas ile yapilmigtir.
3.2.1.6.1.6. Kararhhk

Propranolol’iin ¢aligma ortamlarindaki fiziksel ve kimyasal kararlilig:
farkli yontemlerle aragtinlmigtir. _
- 3.2.1.6.1.6.1. Baskilama Kosullarindaki Kararllhk

Baskilama kogullarindaki propranolol kararliligin1 kromotografik yontemle
izleyebilmek i¢in, 50 mg formiilasyon 5 mL metanol i¢ersinde ultrasonik banyoda
15 dakika kanstinldiktan sonra, 0.2 pm’lik filtreden siiziilerek  Bélim
3.2.1.1.3.’de anlatilmis olan ITK sistemine uygulanmigtir. Aym g¢aligma NIP
tizerinde de yapilarak sonuglar kargilagtinlmigtir.
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Aynica, hazirlanan mikrokiirelerin dzelliklerini incelemek igin yapilan
infrared, termal ve x-1gm kinnim analizlerinden elde edilen termogram,
spektrum ve analiz degerleri, saf etkin madde ve baskilanmamig polimere ait
sonuglar ile kargilagtirifarak propranolol’iin kararhilig izlenmistir.
3.2.1.6.1.6.2. Desorpsiyon Ortammdaki Kararlihk

Propranolol’iin, baskilandigi polimerden desorpsiyonu ig¢in kullanilan
%40’1ik  metanollii potasyum hidroksit ¢6zeltisi ortamindaki kararlihigim
belirlemek igin, B6liim 3.2.1.1.3.’de anlatilan yontemden yararlamlmigtir. 1 g
propranolol, desorpsiyon ¢aligmasinda uygulanan kosullara tabi tutulmus, kanigim
stiziildiikten sonra siizge¢ kagidi iizerinde kalan propranolol 60°C’lik vakumlu
etiivde kurutulmug, 10 mg madde 1 mL metanolde ¢6ziindiiriilerek 10 pL drnek
kromatografi plagina uygulanmigtir. Caligma ortamindan gelebilecek lekelerin
izlenmesi amaciyla, aym ¢alisma % 40°lik metanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi
ile yapilmig, ancak ¢ozelti uygulama noktasinda plagin kaplama maddesine zarar
verdiginden sonug¢ alinamamugtir.
3.2.1.6.1.6.3. Adsorbsiyon Ortamindaki Kararhhk v

Propranolol’iin, bellekli mikrokiireye adsorbsiyonu igin  segilerek
kullamlan pH 6 ortamindaki kararliligim belirlemek i¢in Bolim 3.2.1.1.3.’de
anlatilan yontemden yararlamilmugtir. Propranolol’iin pH 6 igindeki 10 mg.mL™’
konsantrasyondaki ¢ozeltisi, adsorbsiyon ¢aligmasinda uygulanan kosullara tabi
tutulmus, 10 pl. 6rmek kromatografi plagina uygulanmugtir. Caligma ortamindan
gelebilecek lekelerin izlenmesi amaciyla, aym ¢alisma pH 6 ¢ozeltisi ile de
yapilmuistir. '
3.2.1.6.1.6.4. Coziinme Ortamindaki Kararhlik

Propranolol’iin distile su igersinde 10 mg.mL?  konsantrasyondaki
¢Ozeltisi, gézﬁnme gahsmasnnh kosullari gﬁzﬁnﬁﬁe ahnarak, 37°C’de 4 saat
siireyle bekletilmis ve bu siirenin sonunda 10 pL 6mek, Bolim 3.2.1.1.3.°de
anlatilan sisteme uygulanmigtir.
3.2.1.6.2. Calisma Ortamlarndaki Céziiniirliik Tayinleri

Propranolol’iin, distile su, desorpsiyon ve adsorbsiyon ortamlarindaki
¢oziiniirliik oranlarinin tayini igin, oda sicaklifinda ultrasonik banyoda 15 dakika
calkalanarak her ii¢ ortam i¢inde agir1 doymus ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Cozeltiler
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stizge¢ kagidindan siiziilerek ¢oziinmeyen kisimlar ayrnilmig ve siiziintiiler gerekli
oranda seyreltilerek UV spektrofotometre ile, distile su ve adsorbsiyon ortami i¢in
289 nm’de, desorpsiyon ortami igin 235 nm’de absorbanslan1 OSlgiilmiistiir.
Coziinebilen propranolol miktari, her ortam igin kendi kalibrasyon denklemleri
yardimiyla hesaplanmmstir. Bu deneyler, her ortam i¢in ii¢ kez tekrarlanarak
ortalamalar1 alinmis ve standart hatalar: hesaplanmugtir. |
3.2.1.6.3. Propranolol Piyasa Tabletinde Miktar Tayini

Hazirlanan formiilasyonun in vitro ¢6ziinme profilini piyasa preparat: ile
kargilagtirmak amaciyla, Tiirkiye’de propranolol igeren tek ticari tablet olan
Dideral® kullanlmis ve igerdigi etkin madde miktan: saptanmgtir. Bu amagla, 10
adet tablet hassas terazide tek tek tartilmig ve ortalama tablet agirhg
hesaplanmistir. Tiim tabletler havanda toz haline getirilmig, bu kiitleden bir tablet
agirhgr kadar toz Ornegi tartilmug, balon jojede distile su ile 100 mL’ye
tamamlanmis ve ultrasonik banyoda 15 dakika calkalanmigtir. Kangim siizgeg
kagidindan siiziilerek ayrilmig ve siiziintii ¢6ziinme ortamu ile seyreltilerek UV
spektrofotometresiyle 289 nm’de absorbansi oOlgiilmiistiir. Her bir tabletteki
propranolol miktan kalibrasyon denklemi yardimiyla hes'aplanlmgtlr. Deney ii¢
kez tekrarlanarak ortalamasi bulunmustur.
3.2.2. Propranolol Bellekli Mikrokiire ile Yapilan Caliymalar
3.2.2.1. Propranolol Bellekli Mikrokiirenin Hazirlanmasi
3.2.2.1.1. 2-Metakriloamidohistidin Monomerinin Sentezlenmesi

2-metakriloamidohistidin monomerinin sentezi igin uygulanan yontemde,
5.0 g histidin ve 0.2 g NaNO,, 30 mL K,CO; (% 5) ¢ozeltisi icerisinde
¢oziindiiriildiikten sonra, ¢ézelti 0°C’a sogutulmugtur. Bu ¢ézeltiye 4.0 mL
metakroilkloriir yavagca eklenerek, azot gaz1 altinda manyetik karigtirici ile oda
sicaklipinda iki saat kar1§t1r1hm§t1r. Kimyasal reaksiyonun tamamlanmasindan
sonra, ¢ozeltinin pH’s1 7°ye ayarlanmig ve etil asetat ile ekstre edilmigtir. Daha
sonra ortamdaki sulu faz doner buharlastirici kullanilarak uzaklastinlmis, kalan
kisim 2-metakriloamidohistidin (MAH) etanol ve etil asetat ile kristallendirilerek
saflagtirilmugtir.
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3.2.2.1.2. 2-Metakriloamidohistidin Kobalt (II) Kompleksinin Sentezlenmesi

2-metakriloamidohistidin  kobalt () (MAH-Co(Il)) kompleksini
sentezlemek igin uygulanan ydntemde, 2-metakriloamidohistidin monomeri (1.0
mmol) 15 mL etanolde ¢oziilmiigtiir. Uzerine 1.0 mmol kobalt (IT) kloriir siirekli
kanstinlarak yavasca eklenmistir. Karigim 3 saat kangtinlarak, bu siirenin
sonunda berrak mavi renk olan karisxmm ¢oziiciisii doner buharlagtiric: ile
uzaklagtirnilmig, sonug iiriin etanol/asetonitril kangiminda kristallendirilmigtir.
Boylece bozunma sicakligi 350°C iizerinde olan eflatun kristaller elde edilmigtir.
3.2.2.1.3. Propranolol Bellekli Mikrokiirenin Hazirlanmas:

Propranolol bellekli mikrokiireler, siispansiyon polimerizasyonu teknigi ile
hazirlanmigtir. Fonksiyonel polimer olarak, MAH-Co(Il) ve template olarak da
propranolol kullamlarak, MAH-Co(II)-propranolol ligand degisim monomerinin
on hazirhigr yaprilmstir. MAH-Co(II) (1.0 mmol) ve propranolol (1.0 mmol), 3
mL etanol iceren ufak bir sigsede ¢oziilmiis ve 20 dakika kanstirlmigtir. 0.2 g
polivinilalkol (PVA) 60 mL distile suda ¢oziindiiriilerek dispersiyon ortami
hazirlanmigtir. On hazirhig: yapilmis olan MAH-Co(II)-propranolol monomer
kompleks (1 mmol) ¢6zeltisi, 8 mL etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ve 12 mL
toluenasetonitril karigimina eklenmis ve 0.09 g azobisizobiitironitril (AIBN)
monomer karngiminda ¢6ziindiiriilmiigtir. Bu ¢ozelti, dispersiyon ortamina
eklendikten sonra, siispansiyonu saglamak i¢in termostatik su banyolu, manyetik
kanstiricili (600 rpm sabit kanigtirma hiz1) polimerizasyon reaktdriinde tutulmus;
reaktr azot gazindan gegirilip kapatilmigtir. Reaktoér sicaklign 6 saat siireyle
75°C’ye ayarlandiktan sonra, polimerizasyon islemi 3 saat siireyle 90°C sicaklikta
tamamlanmigtir. Arta kalan kaplanmamis monomer, baglatici ve ¢6ziicii yikama
islemiyle ortamdan uzaklagtirilmig; son olarak mikrokiireler, su-etanol karigimiyla
yikanarak 48 saat vakum altinda 70°C’de kurutulmustur. NIP mikrokiireleri de
ayn1 yontemle MAH-Co(II) ve EGDMA kullanilarak hazirlanmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Propranolol Bellekli Mikrokiirelerin Hazirlanmasmda Kullanilan Polimerizasyon

Sistemi

3.2.2.2. Desorpsiyon ve Adsorpsiyon Cahsmalar

Fonksiyonel polimer ile hazirlanan mikrokiire iizerinde propranolol’e
segici yuvalarin varhigmu tespit igin, Oncelikle yuvalardan propranolol’iin
uzaklastmlmam (desorpsiyon) ve daha sonra bu yuvalara propranolol’iin yeniden
baglanmasi (adsorpsiyon) ¢alismalart gergeklestirilmistir.
3.2.2.2.1. Mikrokiireden Propranolo)’iin Desorpsiyon Calismasi

Propranolo!’iin desorpsiyonu i¢in, baskilanmis polimer, 200 mL %40’lik
metanollii potasyum hidroksit ¢ézeltisinde, manyetik kangtiric: ile 60°C ve 750
rpm’de 4 giin boyunca kangtirilmigtir. Karigim siiziildiikten sonra daha &nce tespit
edilen 235 nm dalga boyunda UV spektrofotometrede absorbansi o&lgiilerek
desorbe edilen propranolol miktart hesaplanmigtir. Siiziintli alindiktan sonra
geriye kalan polimer, bidistile su ile dort yikama ve 60°C’lik vakumlu etiivde
kurutmanmin ardindan analizler i¢in saklanmistir. Desorpsiyon oram:t agagidaki
esitlik kullamlarak hesaplanmigtir.

Desorpsiyon Ortamina Salinan Propranolol
Desorpsiyon (%) = x 100
Adsorplanan Propranolol
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3.2.2.2.2. Bellekli Mikrokiireye Propranolol’iin Adsorpsiyon Cahsmasi

Baskili mikrokiireden propranolol’iin desorbe edilmesiyle elde edilen
bellekli mikrokiireye, propranolol’iin adsorbsiyonu (mg etkin madde.g polimer'l)
igin bir seri ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢aligmalarda, adsorbsiyon kapasitesine,
ortam pH’simn ve propranolol konsantrasyonunun etkisi, adsorbsiyon dengesine
ulasma zamani ile tirdes madde vérhglmn adsorbsiyon segiciligine etkileri
arastirilmagtir.
3.2.2.2.2.1. Ortam pH’sinm Adsorpsiyona Etkisinin Incelenmesi

Propranolol’iin bellekli mikrokiireye en fazla adsorbe oldugu pH’y1 tespit
etmek icin 6 farkli pH ortaminda (pH 3-8), adsorbsiyon ¢aligmalari yapilmigtir.
Tiim galismalarda propranolol konsantrasyonu sabit tutulmustur.

Propranolol’iin distile su igersinde 100 ppm konsantrasyonda ¢ozeltisi
hazirlanmig, bu ¢o6zeltiden 25 mL alinarak 50 mg bellekli mikrokiire ile
kangtinlmigtir, Kansimin pH’st istenilen degere getirildikten sonra, karigim
manyetik kangtiric: ile 750 rpm’de, oda sicakliginda 4.5 saat kanstimlmistir. Bu
siirenin sonunda karnigim siizge¢ kagidindan siizillerek gerekli seyreltmeler
yapilmg lqt'izeltideki propranolol konsantrasyonu UV spektrofotometri yontemiyle
hesaplanmistir. Boylece, ¢alisilan pH’da adsorbe edilen propranolol miktan
belirlenmigtir. Aym ¢aligma, belirlenen tiim pH’lar i¢in iger kez tekrarlanmugtir.
3.2.2.2,2.2. Adsorpsiyon Denge Zamaninin Belirlenmesi

Adsorbsiyon denge zamammn belirlenmesi ¢aligmalarinda, onceden
belirlenmis olan maksimum adsorbsiyonun gergeklestisi pH 6 ortamu
kullanilmigtir. Calismada 25 mL 100 ppm propranolol’iin distile sudaki ¢ozeltisi
lizerine 50 mg bellekli mikrokiire eklendikten sonra, ortamm pH’s1 6’ya
-ayarlannugtir. Karigim, manyetik kanstiicida, 750 rpm’de, oda sicakliginda
kanstm]inaya devam edilirken, 1., 3., 6., 10., 15, 25,, 30;, 40., 50. ve 60.
dak’larda 0.2 pm por ¢apmna sahip filtre takili enjektor yardimiyla alinan
Orneklerin absorbansi UV spektrofotometrede Olgiilmiistiir. Calisma ortamimn
hacminin degismemesi agisindan, dlgiimii yapilan 6rnekler enjektdér yardimiyla

tekrar ortama eklenmigtir. Deney ii¢ kez tekrarlanmigtir.
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3.2.2.2.2.3. Propranolol Konsantrasyonunun Adsorpsiyona Etkisinin
Incelenmesi

Adsorbsiyonun en fazla gergeklestigi pH belirlendikten sonra, propranolol
konsantrasyonun adsorbsiyon iizerine etkisi aragtinlmigtir. Bu arastirma, 25, 50,
100, 200, 500, 1000, 1500, 2000 ve 3000 ppm olmak iizere 9 farkh
konsantrasyonda  gerceklestirilmigtir. Konsantfasyonlarm hazirlanmasi
asamasinda, propranolol’iin ¢oziinme ortamm distile sudur. 25 mL ¢ahgilan
konsantrasyondaki ortama 50 mg bellekli mikrokiire eklenerek karigimin pH’si, en
. yiiksek adsorbsiyonun gergeklestigi noktaya (pH 6) ayarlanmustir. Kangim,
manyetik kangtincr ile, 750 rpm’de, oda sicakliginda, 4.5 saat karigtinldiktan
sonra, siizge¢ kagidindan siiziilmiigtiir. Siiziintii lizerinde gerekli seyreltmeler
yapilarak UV spektrofotometri yontemiyle caligilan konsantrasyonda adsorbe
edilebilen propranolol miktann hesaplanmigtir. Aym ¢aligma, belirlenen tiim
konsantrasyonlar igin iiger kez tekrarlanmugtir.
3.2.2.2.2.4. Tiirdes Madde Varhginim Adsorbsiyona Etkisinin incelenmesi

Tiirdes madde varligimn adsorbsiyona etkisinin ve hazirlanan sistemin
seciciliginin aragtirilmasi amac1yla, PHCl’ﬁn.yamsua PHCI’e yapica benzeyen
madde varlifinda adsorpsiyon ¢aligmasi yapilmistir. Bu amagla, sotalol HCI etkin
- maddesi kullamlmugtir. 25 mL distile su igersinde, 11 mg PHCI ve 11 mg sotalol
HCl ¢oziindiiriildiikten sonra, ortama 50 mg bellekli mikrokiire eklenmistir.
Kangim, manyetik kangstincida, 750 rpm’de, oda sicaklifinda, adsorbsiyon
dengesine ulagsma zamam olan 0.5 saat siiresince kangtinlmigtir. Karigim siizgeg
kagidindan siiziildikkten sonra, tiirev spektrofotometrisi yontemiyle siiziintiideki
PHCI ve sotalol HCI miktarlan belirlenmistir. Deney iig kez tekrarlanmigtur.
3.2.2.3. Karakterizasyon Calismalar
3.2.2.3.1. Yiizey Morfolojisi

Hazirlanan propranolol bellekli mikrokiire ile desorpsiyon ve adsorbsiyon
sonrast mikrokiireleri karbon banti iizerine yayilip, altin ile kaplandiktan sonra
yiizey ozellikleri ve sekilleri taramali elektron mikroskobunda (SEM)
saptanmigtir,
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3.2.2.3.2. Ortalama Partikiil Boyut ve Dagihm Analizi

Hazirlanan propranolol bellekli mikrokiire ile desorpsiyon ve adsorpsiyon
sonras1 mikrokiirelerin ortalama partikiil boyut ve dagilimlari, 151tk sagimmu ile,
distile su ortaminda, toz propranololiin ise eter ortaminda Saptannnstlr.
3.2.2.3.3. Elementel Analiz

Hazirlanan propranolol bellekli mikrokiire ile desorpsiyon ve adsorbsiyon
sonrast mikrokiirelerin elementel analizleri, 1020°C’de ve 1-2 mg Orneklerle
yapilmagtir.
3.2.2.3.4. IR Analizi

Hazirlanan propranolol bellekli mikrokiire ile desorpsiyon ve adsorbsiyon
sonrast mikrokiirelerin IR-spektrumlari, 4000-200 ¢cm™ araliginda, potasyum
bromiir ile hazirlanan diskleri basilarak incelenmigtir.
3.2.2.3.5. X-Isum1 Kirinim Analizi

Hazirlanan propranolo! bellekli mikrokiire ile desorpsiyon ve adsorbsiyon
sonrast mikrokiirelerin X-1gim kinnim analizleri, 5-40°C araliginda, 40 kV voltaj
ve 30 mA akim siddeti ve 2°C.dak™ ilerleme hizinda yapilmugtrr.
3.2.2.3.6. Termal Analiz

Hazirlanan propranolol bellekli mikrokiire ile desorpsiyon ve adsorbsiyon
sonras1 mikrokiirelerin termal analizinde, diferansiyel taramali kalorimetre
kullanilmigtir. 7.9 mg baskili polimer, 8.8 mg desorpsiyon sonras: ve 8.8 mg
adsorbsiyon sonrasi polimer, aluminyum &rnek kabinda hassas olarak tartilmisg,
kapaklar basing yardimyla kapatilip, sikigtirlmigtir. Termal analiz iglemi,
aluminyum referans kullamlarak, o6mege, 10°C.dak™ sicakhk artisi ve
50 mL.dak™ azot gazi akis hizinda, 40-400°C sicakliklar arasinda 1sitma basamagi
uygulanarak gergeklestirilmigtir. | |
3.2.2.4. Mikrokiirede Propranolol Miktar Tayini

Adsorpsiyon sonrasi mikrokiiredeki propranolol miktarini tayin etmek
amaciyla, 10 mg mikrokiire hassas olarak tartilip, iizerine 25 mL distile su
konularak, ultraturraks ile 8000 rpm’de 15 dakika kangtinlmistir. Kangim, daha
sonra, siizge¢ kagidindan siiziilerek absorbansi okunmugtur. Deney ii¢ kez

tekrarlanmugtir.
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3.2.2.5. In Vitro C6ziinme Cahgmalar:

Bu ¢alisma, mikrokiirenin distile su ortaminda in vitro davramg1 hakkinda
fikir edinebilmek i¢in yapilmugtir. Jn vitro kosullarda mikrokiireden propranolol
salimim degerlendirme c¢aligmalarinda, USP XXIV’de tanimlanan siirekli akig
hiicresi yontemi kullamlimgtu (5).

Bolim 3.2.2.1.’de anlatilan sekilde hazirlandiktan sonra desorpsiyon ve
adsorpsiyon ¢aligmalarina tabi tutulmus mikrokiirenin ¢dziinme ¢aligmasi, distile
su ortaminda, 8 mL.dak” akig hizinda, 37°C’ de, toz hiicreleri kullanilarak
yapilmistir. Caligmada, Orneklerin siiziilmesi amaciyla hiicrelere filtreler
konularak 5., 10., 15., 30., 45., 60., 90., 120., 150., 180. ve 210. dakikalarda
cihazin otomatik olarak topladig: 6rneklerin absorbanslar1 UV spektrofotometrede
Olgiilmiigtiir. Caligma alt1 hiicrede gergeklestirilmigtir.

Mikrokiirenin in vitro ¢bziinme sonuglanim etkin madde ve piyasa tableti
ile kargilagtirmak i¢in, aym galigmalar toz propranolol ve propranolol’iin ticari
preparati (Dideral®) iizerinde tekrarlanmigstir. Toz propranolol igin toz hiicreler,
tablet icin 12 mm’lik tablet hiicreleri kullanilmig ve toz propranolol ile yapilan in
vitro ¢oziinme g:ahgmésinda, 10 dakika siiresince her dakikada, tablette ise 5., 10.,
15. ve 30. dakikalarda ornekler alinmugtir. Her iki c¢aligmada 7 hiicrede
gerceklestirilmis olup, diger ¢aligma kosullar1 mikrokiire ¢caligmasinmin aynisidur.
3.2.2.6. Kinetik Degerlendirme Calismasi

In vitro ¢oziinme ¢aligmalarindan elde edilen sonuglardan, bu amag i¢in
yazilmig bir bilgisayar programi kullanilarak, yiizde yigilmali ¢6ziinen madde
profillerinin Modifiye Hixson-Crowell, birinci derece, sifir derece, Hixson-
Crowell (sink), RRSBW, Zamanin Kare Kokii, Hopfenberg kiiresel, Hopfenberg

silindir, Hopfenberg slab kinetik modellerine uyumu incelenmistir.
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4. SONUC ve TARTISMA
4.1. SONUCLAR

Bu boliimde, propranolol’iin fizikokimyasal 6zellikleri, kullanilan analitik
yontemlere ait validasyon sonuglari ile propranolol bellekli mikrokiire {izerinde
yapilan in vitro ¢galigmalarin sonuglan verilecektir.
4.1.1. Propranolol ile Yapilan Cahsinalara ait Sonuclar
4.1.1.1. Spektrofotometrik ve Kromatografik Cahsmalar
4.1.1.1.1. UV-Spektrumu

Propranolol’tin distile su, pH 6 ve %40’lik metanollii potasyum hidroksit
¢ozeltisindeki spektrumlari, UV spektrofotometresi ile Bolim 3.2.1.1.1.°de
agiklandif sekilde alinmigtir. Maksimum absorbanslarina ait dalga boylar (Anaxs),
distile su ve pH 6 igin 289 nm, %40’lik metanollii potasyum hidroksit ¢6zeltisi
i¢in 235 nm olarak bulunmus ve saptanan UV spektrumlan sirasiyla Sekil 4.1.’de
verilmigtir. Distile su igin farmakope ve kitaplarda da bu deger 289.0 nm’dir (5,
59).
4.1.1.1.2. IR-Spektrumu

Yapilan literatiir aragtirmasinda, hicbir makale ve farmakopede,
propranolol HCI’iin IR-spektrum ve piklerine rastlanamamis; bu nedenle,
Wiirzburg Universitesi ilag verilerinde bulunan propranolol HCI IR spektrumu ve
pikleriyle karsilagtirma yapilabilmigtir (60). Propranolol’iin potasyum bromiir
diski ile elde edilen IR spektrumu Sekil 4.9.’da gosterilmigtir.
4.1.1.1.3. iTK

Bolim 3.2.1.1.3.° de anlatilan sekil ve yontemle ¢alisilarak elde edilen
kromatogram Sekil 4.2.” de verilmistir. R¢ degeri 0.26 olarak bulunmugtur.

Sekil 4.2. Propranolol’iin ITK Kromatogrami
4.1.1.2. Erime Derecesi Tayini
Erime derecesi tayin cihazinda yapilan analiz sonucunda propranolol
HCP’iin erime derecesi 164.3+0.33 °C olarak bulunmustur (n=3). Bu bulgu
literatiir ile de uyumludur (4, 5, 44, 45, 61).

40



4.1.1.3. Termal Analiz

Propranolol’iin termal analizi Bélim 3.2.1.3.’de agiklandig1 | sekilde

yapilmis ve faz gecis sicaklign 160.68 °C olarak bulunmustur. Termogrami Sekil
4.11.°de verilmistir.

v1.00A
g“zg:;., [\ A
*0.00A \(/-\\
NM
200.0 MoAKN/DIY, Y 06,9
Dalgs boys A (mm)
*2.00A
9, 500 1
gmrnw.: ; B
-«
+0.00A -
200.0 5., 0¢NM/DIV L 2> 400,09
Dalga boyu A (nm)
+1,.888
é 9.200 1
f &89, C
1 /'m
+0.,088 /\'\ Hy
288.0 $8.8(NN-01V.) 490.9
Dalza baya A (mm)

Sekil 4.1. Propranolol’iin UV-Spektrumlar:

A: Propranolo!’fin Distile Su Ortamindaki UV Spektrumu
B: Propranolo!’tin pH 6 Ortamndaki UV Spektrumu
C: Propranolol’iin %40°lik Metanollii Potasyum Hidroksit Ortamindaki UV Spektrumu

4.1.1.4. X-Isim Kirnmim Analizi

Propranolol’tin X-15im1 kinmim analizi Béliim 3.2.1.4.°de agiklandif
sekilde yapilmis 12.560, 12.880, 16.780, 17.180, 19.320, 22.080 ve 25.120

derecelerde maddeye ait karakteristik kristalin pikler gézlenmistir. Profili Sekil
4.10.’da verilmisgtir.
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4.1.1.5. Elementel Analiz

Bolim 3.2.1.5.°de aglklandlgi sekilde yapilan propranolol’iin elementel

analiz sonuclart % 5.2 N ; % 66.6 C ; % 5.1 H olarak belirlenmistir.
4.1.1.6. Propranolol Miktar Tayini

4.1.1.6.1. UV Spektrofotometri icin Validasyon Cahsmalan
4.1.1.6.1.1. Dogrusallik

4.1.1.6.1.1.1. UV Spektrofotometrik Cahsmalar i¢in Dogrusallik

Bolim 3.2.1.6.1.1.°de agiklandigi sekilde farkli ortamlarda ve farkli

konsantrasyonlardaki propranolo! g¢ozeltilerinin konsantrasyona kargt absorbans

degerleri 6l¢iilmiis ve bu veriler yardimiyla egri denklemleri hesaplanmigtir. Elde

edilen egri denklemlerinin edim, kesigim noktasi, korelasyon katsayilari ve

¢alisilan dalga boylar1 Tablo 4.1.’de verilmigtir,

pH 7 ve 8 ortamlannda incelenen spektrumlar ile distile su ortamindaki

spektrum arasinda fark gozlenmediginden bu ortamlarda yapilan galigmalarda
distile suya ait dogru denklemi kullamlmugtur.
Tablo 4.1. Propranolol’iin Farkh Ortamlardaki Standart Egri Denklemlerine ait Degerler
Calisilan Determinasyon
: ’ Kesisim Korelasyon :
Ortam Dalga Boyu Egim . Katsayisi
Noktasi Katsayis: (r)
(nm) )
Distile Su,
289 0.0178 0.0247 0.9992 0.9984
pH7ve8
% 40°hk
235 0.0867 0.0315 0.9992 0.9984
Metanolli KOH
289 0.0184 | 0.0071 0.9999 0.9998
pH3 '
289 0.0191 0.0061 0.9998 0.9996
pH 4 , , ‘
288 0.0189 | 0.0149 0.9998 0.9996
pHS
289 0.0186 | 0.0160 0.9996 0.9992
pH 6
*n>3
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4.1.1.6.1.1.2. Tiirev Spektroskopisi Cahgmalan icin Dogrusalhk

Bolim 3.2.1.6.1.1.4.°de agiklandi1 sekilde distile su ortaminda, farkl
dalga boylarinda ve farkli konsantrasyonlardaki propranolol HCI ve sotalol HCI
¢Ozeltilerinin konsantrasyona kargi absorbans degerleri, 1. derece tiirev spektrumu
yardmﬁyla Ol¢iilmiis ve bu veriler yardimuyla elde edilen egri denklemlerinin
egim, kesigim hoktas1, korelasyon katsayilan ve 9ah$11an dalga boylann Tablo
4.2.’de verilmigtir.

Tablo 4.2. Distile Su Ortamindaki Tiirev Spektroskopisi Calimalarinin Standart
Egri Denklemlerine ait Degerler

Calsilan Kesisi Korelasyon Determinasyon
Etkin Madde Daiga Boyu Egim stl):f:; Ka(:sayls??r)' Katsayis:
(nm) (L9)

Propranolol

HCI 227.8 0.001 0.000 0.994 0.988
Propranolol

HCI 237 0.009 0.011 0.996 0.992

Sotalol
HCI 237 0.002 0.000 0.994 0.988
*n>3

4.1.1.6.1.2. Kesinlik

'Bﬁlﬁm 3.2.1.5.1.2.°de anlatildign sekilde ii¢ farkh konsantrasyon ile
cahisilarak, iic giin boyunca (k=3) tiim ¢ozeltilerin absorbanslan UV
spektofotometrik olarak ol¢iilmiistiir. Bu veriler ve literatiirlerdeki formiiller (58)
yardimyla kesinlik degerleri hesaplanmugtir. Bulunan degerler Tablo 4.3.’de

gOsterilmisgtir.
Telrarlanabiiriic = —— x 100 Tekraredilebilik = ——— x 100
m m
Tablo 4.3. UV Spektrofotometrik Yonteme aft Kesinlik Sonuglan
Konsantrasyon RSD (rdlatif standarf sapma)'
(ng-mL™) Tekrarlanabilirlik Tekraredilebilirlik
10 1.79 1.93
25 0.59 1.85
45 0.57 1.90
* k=3, n=6
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4.1.1.6.1.3. Dogruluk
Boliim 3.2.1.6.1.3.°de anlatildigx sekilde iki farkli miktarda propranolol ile
cahigilarak distile su ortaminda ¢ozeltiler hazirlanmig, absorbanslan UV
spektrofotometrik olarak 6lgiilmiigtiir. Standart egri denklemi ile bulunan
miktarlar, gergek miktarlar ile karsilagtirilarak yontemin dogruluk degerleri ylizde
olarak hesaplanmigtir. Bulunan degerler Tablo 4.4.’de gosterilmigtir.
Tablo 4.4. UV Spektrofotometrik Yénteme ait Dogruluk Sonuglan

Konsantrasyon (mg.100mL") ‘ Dogruluk (%)
1 101.63+2.44
1.5 100.86+2.06
* n=3
4.1.1.6.1.4. Segicilik

Bolim 3.2.1.6.1.4.°de agiklanan ¢aligmalar yapildiginda hazirlanan
baskilanmamig polimerin (plasebo formiilasyon) pH 6 ortaminda verdigi
absorbanslara kargihk gelen konsantrasyonlar 2.70+0.18 pg.mL™’dir. Ancak,
baskilanmamis polimerle yapilan ¢oziinme ¢alismalarinda dikkate deger bir
absorbans gézlenmemigtir (n=3).
4.1.1.6.1.5. Duyarhhk

Kullamilan analitik yontemin saptama ve tayin simrlann formiiller
yardimiyla hesaplanmis, LOD 2.74 pgmL’, LOQ ise 8.31 pgmL’ olarak
bulunmugtur. LOD ve LOQ i¢in formiiller agagida gosterilmistir.

3.3 xSD 10 x SD
LOD= LOQ=
S S
4.1.1.6.1.6. Kararlihk
4.1.1.6.1.6.1. Baskilama Kosullarindaki Kararhhik

Boliim 3.2.1.6.1.6.1.°de ad1 gegen analizler yapilmus, analiz sonuglan ise
bellekli mikrokiirelerin "karakterizasyon ¢aligmalar1" baghig: altinda 4.2.2.1.°de
sira ile verilmistir. Ayrica, Boliim 3.2.1.1.3.’de anlatilan ITK sistemine uygulanan
bellekli polimerdeki etkin maddeye ait Ry degeri 0.26 olarak tespit edilmis,

baskilanmamus polimerde ise higbir leke gériilmemistir.



4.1.1.6.1.6.2. Desorpsiyon Ortamindaki Kararhhk

Bélim 3.2.1.6.1.6.2.°de anlatildifa sekilde, propranolol’iin desorpsiyon
ortamindaki kararlhiligi ITK yontemi ile arastiilmus ve Ry degeri 0.23 olarak tespit
edilmigtir.
4.1.1.6.1.6.3. Adsorbsiyon Ortamindaki Kararhhk

Bolim 3.2.1.6.1.6.3.’de anlatildig1 sekilde, propranolol’iin adsorpsiyon
ortamindaki kararliligi, ITK yontemi ile arastiriloms ve Ry degeri 0.29 olarak tespit
edilmigtir. Caligma ortamindan gelebilecek lekelerin izlenmesi amaciyla
uygulanan pH 6 ¢ozeltisinden herhangibir leke gelmemistir.
4.1.1.6.1.6.4. Coziinme Ortamindaki Kararhhik

Bolim 3.2.1.6.1.6.4.’de anlatildif1 sekilde, propranolol’iin ¢6ziinme
ortamindaki kararliligi aragtirilmug ve Rg degeri 0.22 olarak tespit edilmistir.
Ayrica, B6lim 3.2.1.1.3.°de anlatilan sistemde c¢aligilarak elde edilen ve
propranolol’iin yukarida bahsedilen ortamlardaki kararliligina ait kromatogram
Sekil 4.3.”de verilmistir.

$ekll 4.3. Propranolol’iin Call ma Ortamlarindaki Kararhhfima ait ince Tabaka
P §
Kromatograml

Propranolol’iin Metanol Igindeki Referans Cozeltisi
Bellekli Polimerdeki Propranolol’iin Metanol I¢indeki Cozeltisi
Baskilanmamig Polimerin Metanoldeki Siiziintiisti
Propranolol’iin Desorpsiyon Ortami Olan % 40°’lik Metanolli
Potasyum Hidroksit Cozeltisi i¢indeki Cozeltisi
Desorpsiyon Ortamindan Gelen Propranolol’iin Metanoldeki Cozeltisi
% 40’11k Metanollii Potasyum Hidroksit Cozeltisi
7. Propranolol’tin Adsorpsiyon Ortami Olan pH 6 Ortami
I¢indeki Cozeltisi
8. pH 6 Cozeltisi
9. Propranolol’iin Céziinme Ortamuinda 4 saat Bekletilmis Cozeltisi
10. Propranolol’tin Metanol Igindeki Referans Cozeltisi
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4.1.1.6.2. Cahsma Ortamlarindaki Céziiniirliik Tayinleri
Boliim 3.2.1.6.2.°de agiklandig1 sekilde caligilarak, propranolol’iin distile
su, desorpsiyon ve adsorbsiyon ortamlarinda elde edilen ¢o6ziiniirlilk oranlar

ortalamasi ve standart hatalari Tablo 4.5°de gosterilmigtir.
Tablo 4.5. Propranolol’iin Farkh Ortamlardaki Coziiniirlik Degerleri ve Standart Hatalan

Ortam Coziiniirlik (g.mL™") + Standart Hata
Adsorpsiyon Ortami 0.22+1.44"
Distile su 0.142.33°
Desorpsiyon Ortami 3.07x10°£0.04”
*n=3 ** n=6
4.1.1.6.3. Propranolol Piyasa Tabletinde Miktar Tayini

Boliim 3.2.1.6.3.’de agiklandign sekilde, propranolol’iin piyasa tableti olan
Dideral® tablette miktar tayini yapilmistir. Tabletlerdeki ortalama propranolol
miktarinin ve standart hatasinin 33.84+0.40 mg oldugu bulunmugtur (n=3).

4.1.2, Propranolol Bellekli Mikrokiire ile Yapilan Cahgmalara ait Sonuglar
4.1.2.1. Desorpsiyon ve Adsorpéiyon Cahsmalan
4.1.2.1.1. Mikrokiireden Propranolol’iin Desorpsiyon Cahsmasi

Bolim 3.2.2.2.1.°de anlatildig: sekilde ¢aligilarak, bellekli mikrokiireden
desorbe edilebilen propranolol miktar: %76.5 olarak bulunmustur (n=3).
4.1.2.1.2. Bellekli Mikrokiireye Propranolol’iin Adsorpsiyon Cahsmas:
4.1.2.1.2.1. Ortam pH’smn Adsorpsiyona Etkisinin incelenmesi

Boliim 3.2.2.2.2.1.’de anlatildif1 sekilde yapilan adsorpsiyon caligmalar
icin uygun pH’min segilmesine ait c¢aligmalar sonucunda, adsorpsiyonun
45.84+0.35 mg.g" degeriyle en fazla pH 6 ortaminda gergeklestigi bulunmugtur -
(n=3). Calismanin sonuglar1 Tablo 4.6.’da ve profili Sekil 4.4.’de gosterilmisgtir.
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Tablo 4.6. Propranolol’iin Farkh pH’lardaki Adsorpsiyon Degerleri

pH mg propranolol HCI . g™ polimer
3 7.08
4 19.11
5 25.12
6 45.84+0.34
7 40.50
8 41.38
*n=3
50
458
z
:g 40 -
& 35 -
-
" 30 A
fx
b -
o 28
2 a9 A
E -
3 15 1
g 10 -
bo
E 5 4
0 T T T
3 4 g & 7 8
pH
Sekil 4.4. Propranolol’iin Bellekli Mikrokiireye Adsorpsiyonuna Ortam pH’simn Etkisini
Gosteren Profil
4.1.2.1.2.2. Adsorpsiyon Denge Zamanimin Belirlenmesi

Bolim 3.2.2.2.2.2.°de anlatildigi sekilde yapilan propranolol’iin
adsorpsiyon denge zamaninin belirlenmesi galigmalarinda, en fazla adsorpsiyonun
gerceklestigi zaman 30. dak.’da 46.01+1.20 mg.g” olarak bulunmustur (n=3).
Sonuglar Tablo 4.7.’de ve profili Sekil 4.5.”de gosterilmistir.
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Tablo 4.7. Propranolol’iin Adsorpsiyon Dengesine Ulagma Zamani ve Degerleri

Zaman (Dakika) mg propranclol HC1. g'l*POIimer + Standart
Hata
1 45.03:1.15
3 45.48+1.00
6 45.7040.93
10 45.70+0.88
15 45.92+0.81
25 45.9120.62
30 46.01=0.60
40 45.95+0.59
30 45.98=0.64
60 45.92+0.58
* n=3

1 ..
mg propranclol HCI. g ~ polimer
»r - Y nx [} " 3
= w = e (-3 wm =
L [ L [ 1 1 I

™m
1

D T T T ]
0 bl LY &0 F:31
Zaman ( dakilka )

Sekil 4.5. Propranolol’iin Adsorpsiyon Dengesine Ulasma Zamanim Gésteren Profil
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4.1.2.1.2.3. Propranolol Konsantrasyonunun Adsorpsiyona Etkisinin
Incelenmesi
Boliim 3.2.2.2.2.3.°de anlatildig1 sekilde yapilan adsorpsiyon igin uygun
konsantrasyonun secilmesine ait ¢aligmalarda, en fazla adsorpsiyonun 1500
ppm’de 213.00+7.34 mg.g" olarak bulunmustur (n=3). Sonuclar Tablo 4.8.’de ve
profili Sekil 4.6.’da gosterilmistir.

Tablo 4.8. Propranolol’iin Farkh Konsantrasyonlardaki Adsorpsiyon Degerleri

Konsantrasyon (mg.L™?) mg propranolol HCI . g™ polimer
25 11.13
50 2293
100 45.84
200 79.79
500 119.90
1000 156.50
1500 213.00+7.34"
2000 161.25
3000 204.50
*n=3
g 250
£
£ 200
-
o
5 150 -
-}
Eé 100 1
A .
E ¥
B o

50 100 200 500 1000 1500 2000 3000
Eensantrasyen ( mg. I.'l)

b
[

Sekil 4.6. Propranolol’iin Distile Su Ortamimda Farkh Konsantrasyonlarda Bellekli
Mikrokiireye Adsorpsiyonunu Gosteren Profil
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4.1.2.1.2.4. Tiirdes Madde Varhgmin Adsorbsiyona Etkisinin Incelenmesi
Bolim 3.2.2.2.2.4° de anlatildig:1 sekilde tiirdes madde varliinin
adsorbsiyona etkisinin incelenmesi c¢aligmasinda, ortamda kalan propranolol
miktar1 11 mg’dan 0.53+0.09 mg’a inerken, sotalol HCI miktar1 degismeden
kalmistir (n=3). Sonuglar Table 4.9.”da ve profili Sekil 4.7.’de gosterilmistir.

Tablo 4.9. Propranolol HC] ve Sotalol HCI Adsorpsiyon Degerleri

Ortama Konulan Madde Ortamda Kalan Madde Miktari

Miktar: (mg) (mg) + Standart Hata
Propranolol HCI 11 0.53+0.09"
Sotalol HC1 11 11

* n=3

14
B 121
£ 3o
£
B8 W SHCI
= 6 H PHCI
q
3 1
2 2
0.

Baslange Kalam
Sekil 4.7. Propranolol HCI ve Sotalol HC] Adsorpsiyonunu Gosteren Profil
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4.1.2.2. Karakterizasyon Calismalarma ait Sonuglar

4.1.2.2.1. Yiizey Morfolojisi

Hazirlanan propranolol bellekli mikrokiire ile desorpsiyon ve adsorbsiyon
sonrasi sekiller Bolim 3.2.2.3.1.°de agiklandigi iizere incelenmis ve

saptanabilen goriintiiler Sekil 4.8.°de verilmisgtir.

Sekil 4.8. Mikrokiirelerinin Sekillerinin Taramah Elektron Mikroskobu Goriintiileri

A Propranolol Bellekli Mikrokiirenin Taramali Elektron Mikroskobu Goriintiisii
B: Desorpsiyon Sonrasi $eklin Taramali Elektron Mikroskobu Goriintiisit
C: Adsorpsiyon Sonras: Seklin Taramali Elektron Mikroskobu Goriintiisti
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4.1.2.2.2. Ortalama Partikiil Boyut ve Dagihim Analizi
Boliim 3.2.2.3.2.°de agiklandig: gibi lazer cihazi ile analizler yapilmis ve

boyut ve dagilim bulgulari Tablo 4.10.°da, dagilim profilleri Sekil 4.9.°da

gOsterilmigtir,

Tablo 4.10. Propranolol ve Propranolol Bellekli Mikrokiire Sekillerinin Ortalama Partikiil

Boyut Dagihm Bulgular ve Standart Hatalar:

Ortalama Partikiil Boyutu (pm)” Spesifik Yiizey
d(0.1) d (0.5) d (0.9) Alan (m’.g™)
Propranolol 134.295+10.781 | 223.808+6.173 | 329.748+9.063 0.0293
Propranolol Bellekli
6.977+0.182 29.003+0.495 | 58.279+1.039 0.4536
Mikrokiire
Desorpsiyon Sonrasi
3.947+0.081 15.219+0.311 | 31.572+0.571 0.6978
Mikrokiire
Adsorpsiyon Sonrasi
4.336+0.000 18.947+0.000 | 39.383+0.031 0.5921
Mikrokiire
*n=3

4.1.2.2.3. Elementel Analiz

Bolim 3.2.2.3.3.°de agiklandig1

sekilde yapilan elementel analiz

caligmalarinda, propranolol bellekli mikrokiire i¢in % 0.5 N ; % 63.9 C ; % 18.6
H, desorpsiyon sonras: sekli i¢in % 0.5 N ; % 53.9 C ; % 6.9 H, ve adsorbsiyon
sonrasi sekli icin % 0.5 N ; % 58.9 C ; % 6.4 H olarak belirlenmigtir.
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Sekil 4.9. Propranolol ve Mikrokiirelerinin Ortalama Partikiil Boyut ve Dagihm Profilleri

A: Propranolo!’tin Ortalama Partikiil Boyutu Dagihm Profili

B: Propranolol Bellekli Mikrokiirenin Ortalama Partikiil Boyutu Dagtlim Profili
C: Desorpsiyon Sonrasi Seklin Ortalama Partikiil Boyutu Dagilim Profili

D: Adsorpsiyon Sonrast Seklin Ortalama Partikiil Boyutu Dagilim Profili
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4.1.2.2.4. IR Analizleri

Hazirlanan propranolol bellekli mikrokiire ile desorpsiyon ve adsorbsiyon
sonrast gekillerinin IR spektrumlari Bolim 3.2.2.3.4.°de anlatildig: sekilde
¢ekilmis ve spektrumlar Sekil 4.10.’da gosterilmigtir.

100

2
=
A § B
2
t i 0 1 i I} 1 I} 1 1
200 4000 Dalga says . el 200
100 i
W
% é M\
i : b
C 3 |
Fa R b ‘%
§ {
o i [1 1 'y 3 3 ¥ 0 1 i [} i 1 i l
4000 Dalga sayms ., e 200 4000 Daiga saysi . cm™! 20

Sekil 4.10. Propranolol ve Propranolol Bellekli Mikrokilrelerin IR-Spektrumlari

A: Propranolol’iin IR Spektrumu

B: Propranolol Bellekli Mikrokiirenin IR Spektrumu
C: Desorpsiyon Sonras: Seklin IR Spektrumu

D: Adsorpsiyon Sonrasi Seklin IR Spektrumu
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4.1.2.2.5. X-Isim1 Kirmim Analizleri
Hazirlanan propranolol bellekli mikrokiire ile desorpsiyon ve adsorbsiyon
sonras1 gekillerin X-151m1 kinnmim analizleri Boliim 3.2.2.3.5. de agiklandigi

sekilde yapilmis ve profilleri Sekil 4.11.’de verilmistir.
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Sekil 4.11. Propranolol ve Mikrokiirelerinin X-Ismm Kirimim Profilleri

A: Propranolol’tin X-Isin: Kirinim Profili

B: Propranolol Bellekli Mikrokiirenin X-Isint Kirinim Profili

C: Desorpsiyon Sonrast Mikrokiirenin X-Ismm Kirmmim Profili
D: Adsorpsiyon Sonrasi1 Mikrokiirenin X-Isin: Kirinim Profili

4.1.2.2.6. Termal Analizleri

Hazirlanan propranolol bellekli mikrokiire ile desorpsiyon ve adsorbsiyon
sonras1 sekillerin termal analizleri Boliim 3.2.2.3.6.°da agiklandign sekilde
yapilmig, termogramilara ait bulgular Tablo 4.11°de ve profilleri Sekil 4.12.°de
verilmigtir.
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Tablo 4.11. Propranolol Mikrokiirelerinin DSC Termogramlarina ait Bulgular

1. Pik 2. Pik
Faz Gegis Erime . Faz Gegis Erime .e
Sicakhif Noktasi ( J]j:; r]l.;) Sicakhf Noktas: ( JE:I‘:: r"gl.;)
CC) CO) ® CO) CC) :
Propranolol
Bellekli 40.16 70.29 66.27 254.83 326.36 813.32
Mikrokiire
Desorpsiyon :
Sonrasi 44.26 99.25 213.51 276.52 321.45 34535
Mikrokiire
Adsorpsiyon
Sonrasi 41.19 82.10 227.09 348.05 370.89 57.16
Mikrokiire
dsc
-y Lo
s -
004 ot
A B
0.4 -y
B0 mﬁm m X mn %) e
-, 9o C ‘ D
L =X m"""‘:“" a4 F " [ ;E:lltm £ X -

Sekil 4.12. Propranolol ve Mikrokiirelerinin DSC Termogramlari

A: Propranolol’iin DSC Termogrami

B: Propranolol Bellekli Mikrokiirenin DSC Termogrami

~ C: Desorpsiyon Sonrasi $eklin DSC Termogrami
D: Adsorpsiyon Sonras: $eklin DSC Termogrami

4.1.2.3. Mikrokiirede Propranolol Miktar Tayini
Bolim 3.2.2.4. de agiklandifi sekilde yapilan miktar tayininde, 10 mg

adsorpsiyon sonrasi mikrokiirenin 0.18+0.01 mg propranolol HCI igerdigi

saptanmustir (n=3).
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4.1.2.4. in Vitre Coziinme Calismalarina ait Sonuglar

Hazirlanan mikrokiirenin adsorpsiyon sonras: sekli ile, toz propranolol’de
ve propranolol’iin ticari preparatinda (Dideral®), Bolim 3.2.2.5.’de agiklanan
yontem ile ¢oziinme deneyleri yapilmistir. Coziinme ¢alismalarmin sonucunda
elde edilen toz propranolol’iin, piyasa tabletinin ve adsorpsiyon sonrasi
sekillerinin y1gilmal: yiizde ¢6ziinen miktarlari Tablo 4.12.%de, ¢Oziinme profilleri
ise Sekil 4.13.’de verilmistir.
Tablo 4.12. Toz Propranolol, Ticari Preparat: ve Adsorpsiyon Sonrasi Mikrokiirenin Distile

Su Ortaminda Yifilmah Coéziinme Yiizdeleri ve Standart Hatalan

Siire Yigilmah Coziinen Madde Miktar: (%)
(Dakika ) Toz Propranolol Piyasa Tableti Adsorpsiyon Sonrast
Mikrokiire
1 70.98+1.00 - -
2 76.33+0.57 - -
3 79.38+0.60 - -
4 81.30+0.83 - -
5 82.60+1.29 31.77+1.68 4.88+0.76
6 83.82+1.35 - -
7 84.88+1.52 - -
8 83.64+0.99 - -
10 - 58.80+2.06 12.98+1.87
15 - 82.15+3.14 20.42+3.1
30 - 99.57+0.42 38.32+6.26
45 - - 49.24+8.23
60 - - : 56.28+9.75
90 - - 64.00+11.76
120 - - 68.14+13.05
150 - - 83.33+16.2
180 - - 84.55+16.7
210 - - 81.02+23.7
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Yigulmal Coziinen (%)
d

Sekil 4.13. Toz Propranolol, Ticari Preparat1 ve Adsorpsiyon Sonrasi Mikrokiirenin Distile
Su Ortamindaki Céziinme Profilleri

TPRO: Toz Propranolol HCI

TP: Ticari Preparati

ASM: Adsorpsiyon Sonras1 Mikrokiire
4.1.2.5. Kinetik Degerlendirme Calhiymalarma ait Sonug¢lar

Boluim 3.2.2.6.°da anlatildigi sekilde yapilan incelemede, ¢oziinme

verilerinin Modifiye Hixson-Crowell, birinci derece, sifir derece, Hixson-Crowell
(sink), RRSBW, Zamanin Kare Kokii, Hopfenberg kiiresel, Hopfenberg silindir,
Hopfenberg slab kinetik modellerine uygulanmasi ile elde edilen Akaike
degerleri, belirtme katsayilar1 ve sapma kareleri toplamlarina gére, ticari preparata
Modifiye Hixson-Crowell’in, etkin madde ve adsorpsiyon sonrasi mikrokiireye ise
RRSBW’nin uygun kinetik modeller olacagina karar verilmis ve bu kinetiklere ait
degerler Tablo 4.13., Tablo 4.14., ve Tablo 4.15.’de ve egriler Sekil 4.14. ve

Sekil 4.15.’de gosterilmigtir.
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Tablo 4.13. Coéziinme Hiz1 Kinetiklerinin Matematiksel Modellere Uyum Cahsmalarimn

Bulgulan
ESITLIK/KOD TPRO ‘TP ASM
HixsonCrowell WSSD 0.226 0.896 0.223
(Modifiye) AIC -59.285 23533 -31.769
r 0.973 0.996 0.957
Birinci Derece WSSD 0.414 0.182 0.464
AIC 7.876 4.193 22.674
r 0.865 0.977 0.928
WSSD 0.420 0.163 0.208
Sifir Derece AIC 10.467 -3.430 7177 -
r 0.822 0.856 0.841
Hixson-Crowell WSSD 0.583 0.240 0.134
(Sinkoy AIC -3.956 -20.402 21.317
r 0.853 0.997 0.912
WSSD 0.125 0116 0.703
RRSBW AIC -60.474 20.434 -36.525
r 0.974 0.993 0.969
WSSD 0.557 0.156 0.172
Zamanm Kare Kokii AIC -8.548 -13.574 -32.716
r 0.912 0.931 0.949
WSSD 0.457 0.554 0.791
Hopfenberg Kiresel AIC 10.565 -18.667 -14.263
r 0.853 0.997 0.912
| wssb 0472 0.534 0.980
Hopfenberg Silindir AIC 11.571 -13.021 -10.997
r 0.845 0.979 0.898
WSSD 0.457 0.172 0.161
Hopfenberg Slab AlIC 13.505 -1.625 -3.414
r 0.822 0.856 0.841
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Tablo 4.14. Modifiye Hixson-Crowell Kinetigine ait Degerler

In [1-(g/2,)""]
Int
i TP
1.609 0.409
2.302 0.875
2.708 1.494
3.401 2.863

Tablo 4.15. RRSBW Kinetigine ait Degerler

In [10.0/100-S]

Int
ASM TPRO
0 - 0210
0.693 - 0360
1098 - 0.450
1386 - 0,510
1609 2900 0,550
1791 . 0.590
1.045 - 0.630
2.079 - 0.590
3302 1900 -
2708 1,400 -
3401 20.720 -
3.806 20380 -
4094 20.180 -
4,499 0.021 -
4787 0.130 -
5010 0.570 -
5.192 0.620 -
5347 0.500 -
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Sekil 4.14. Distile Su Ortamindaki Modifiye Hixson-Crowell Kinetigine ait Egri
TP: Ticari Preparat

In 10.0/100-S
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Sekil 4.15. Distile Su Ortamimmdaki RRSBW Kinetigine ait Egri
ASM: Adsorpsiyon Sonrasi Mikrokiire
TPRO: Toz Propranolol
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4.2. TARTISMA
Bu boliimde, formiilasyonda kullamlan etkin maddenin fizikokimyasal

ozelliklerine ait bulgular ile molekiill baskilanmig polimerler {izerinde
gergeklestirilen ¢caligmalara ait bulgular tartigilacaktir,

4.2.1. Calisilan Maddelere ait Degerlendirmeler

4.2.1.1. Propranolol HCL

Propranolol HCP'iin miktar tayininde kullamilan UV spektrofotometrik
yontem igin yapilan validasyon ¢aligmalarinda, analitik validasyon
parametrelerinden dogrusalhk, kesinlik, dogruluk, segicilik, duyarhlik ve
kararhlik incelenmistir. Deneylerin farkl: alet, farkli analist ve farkli laboratuar
gerektirmesi nedeniyle tutarlilik parametresi incelenememigtir (58). Calismada
genel olarak distile su ile pH 6 ortamu kullanildigindan ve etkin maddenin bu iki
ortamdaki UV spektrumu ¢ok benzer ve ¢alisilan dalga boyu aym: oldugundan,
validasyon ¢aligmalan sadece distile su ortaminda yiiriitiilmiigtiir. Bu nedenle, pH
6 ve % 40°’hk metanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ortamlar1 igin sadece
dogrusallik ve kararlilik ¢aligmasi1 yapilmigtir. pH 3, 4, 5, 7 ve 8 ortamlan iginse
sadece dogrusallik ¢calismas: yapilmisgtir.

- Tiirev spektroskopisi, farkli madde kangim igeren ¢ozeltilerde fnaddelerin
miktar tayinleri i¢in gelistirilen spektrofotometrik yontemlerden biridir. Yapilan
bir ¢aligmada, kafein igeren karigimlar igerisindeki etkin maddelerin miktar
tayinleri igin tiirev spektroskopisi kullamlmistir (62). Cizdirilen 1. tiirev
spektrumlarinda analitik sinyaller okunarak miktar tayinlerinin yapilabilecegi
gosterilmigtir (62). Propranolol HCI ve sotalol HCI varlifinda miktar tayini
yapabilmek igin tiirev spektroskopisi ¢aligmalar igin dogrusallik ¢aligmalar
yapilmugtir.

Bir analiz yonteminin dogrusallifi, belli bir aralik igerisinde Ornekte
incelenen maddenin derigimi (miktar1) ile dogrudan orantih sonuglarin elde
edilebilme kapasitesidir. Dogrusalliktan sapma, ydntemin o konsantrasyondaki
ornekler igin iyi sonug vermedigini gosterir. Yapilan deneylerde, yontemin
dogrusaligiun 10-45 pg.mL™! konsantrasyon arahgmda yiiksek oldugu, 0.999
degerindeki korelasyon katsayisi ile tespit edilmisgtir.

Kesinlik, yeterli sayida c¢aligilan 6rnegin test sonuglarimn aralarindaki

uygunlugun olgiisiidiir. Analitik yontemin kesinligi, rolatif standart sapma-RSD-
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Varyasyon katsayis1 (CV) ile tamimlanur. Aynca, kesinlik, normal iglem kosullan
altinda analitik yontemin tekrarlanabilirlik ve tekraredilebilirlik sonuglarim
alabilme Olgiisiidiir. Kullandigimiz UV-spektrofotometrik yontemin kesinligi,
tekrarlanabilirlik ve tekraredilebilirlige ait % 2’den kiigik RSD degerleri ile
literatiirlere uygun bulunmugtur. Ciinki literatiirlerdeki degerler tekrarlanabilirlik
icin RSD < % 2, maksimum < % 3, tekraredilebilirlik icin RSD < % 5°dir (58).

Test sonuglarinin gergek degere yakinlii olan dogruluk, genelde bilinen
miktarda analiz edilen maddenin geri kazanilan yiizdesi olarak ifade edilir. Yiizde
olarak bulunan deger, literatlirlere gore tim konsantrasyonlar igin % 98-102
arasinda olmahdir (58). Calisilan iki konsantrasyon igin bulunan degerler %
101.63 ve % 100.86’dir ve literatiir ile uyumludur.

Segicilik, analitik yontemin yalmzca amaglanan bilegsen veya bilesenleri
tayin edebilme yetenegidir ve sayisal bir degeri yoktur (58). Kullandigimiz
yontemin segicilifini arastirmak i¢in, aym hazirlama yOntemi ile hazirlanan
baskilanmamig mikrokiireler ile Once etkin madde miktar tayini deneylerine
yonelik olarak oda sicakliginda ve daha sonra ¢oziinme deneylerine yonelik olarak
37°C sicaklikta galigmalar yapilmis; boylece, tagiyicinin kullamlan ortam ve dalga
miktar tayini deneylerinde 8000 rpm’de 15 dak kanstirilmadan ve bu sirada ortam
sicakligimn yiikselmesinden kaynaklanan diigiik bir girisim saptanmugtir. Tespit
edilen bu diisik girisim etkin madde olarak yorumlandiginda 2.70 pg.mL™"lik
konsantrasyon degeri ile yontemimizin saptama smmrindan (LOD, 2.74 ug.mL'l)
daha kiiciiktir. Elde edilen bu diisiik absorbans degerleri etkin maddeli
calismalardaki degerlerden cikartilarak, bu girisim elimine edilmigtir. C6ziinme
ortamindaki galigmalarn tiimiinde ise, higbir girisim saptanmadigindan yontemin,
bu testlere yonelik olarak se¢ici oldugu beiirlenmi§tir.

Analitik yontemin diigiik konsantrasyonlari saptayabilme yetenegini
(duyarlilik) gdsteren saptama ve tayin simrlan sirasiyla 2.74 ve 8.31 pgmL’
olarak bulunmustur. Yapilan literatiir aragtirmalarinda sadece tayin simn igin bir
sinira rastlanmugtir. Elde edilen konsantrasyon, etkin maddenin rélatif degerinin %
0.1°den daha diisiik olmasi nedeniyle bu literatiir ile uyumludur (58). Analitik

validasyonda kararliligin test edilmesi, tagiyicimin ve galisma kosullarinin analite
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etkisinin uygun yéntemlerle test edilmesini kapsar. Bu testlere yonelik olarak ITK
yonteminden yararlamlmgtir. iTK ¢alismalarinda, propranolol HCI tanmnmas: ve
calisma kosul ve ortamlarinda kararliliginin da izlenebilmesi igin, farmakopede
verilen plak kaplama maddesi, ¢6ziicii sistemi ve uygulama hacmi denenmigtir
(45). Bu sistemde, Silikajel 60 G kaplama maddesi ve 1:99 oraninda derisik
amonyak-metanol kangmm hareketli faz olarak kullamlmaktadir. Yapilan ITK
¢alismalarinda, caliyma ortam ve kogullarina maruz birakilan propranolol HCI
Ornekleri, referansla ayn: plaga uygulanmugtir. Saglikhi karsilagtirma yapilabilmesi
i¢in, tim Orneklerde, referans ¢ozeltideki konsantrasyon ve hacim kullamlarak,
olusacak lekelerin ¢ap ve renk siddetlerinin benzer olmasi saglanmigtir. Ayrica,
plagin hem sag hem de sol basina referans ¢6zelti uygulanarak hareketli fazin
plaktaki esit ilerlemeyisinden kaynaklanabilecek hatalar giderilmigtir (Sekil 4.3.,
1. ve 10. leke).

Referans ¢ozeltisinde kullamlmig olan metanol yardimiyla, baskilanmig
mikrokiirelerden ¢ikarilmig propranolol HCI plaga uygulanmg, Ry degeri 0.22
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3., 2. leke). Olusan lekenin, referans ¢6zeltisinden
elde edilen leke ile benzer renk ve biiyiiklitkte olmasi ve Ry degerlerinin birbirine
¢ok yakin olmasi, propranolol HCl’iin formiilasyondan sonra kararliligim
korudugunu gostermistir. Bu ¢alismada olugan lekeye, tasiyicidan [baskilanmamis
mikrokiire (MAH-Co)] bir girisim olup olmadifim &grenmek igin, baskisiz
mikrokiire de metanolle aym kosullarda muamele edilip plaga uygulanmigtir
(Sekil 4.3., 3. leke). Propranolol HCI’iin R¢ degerine sahip herhangi bir lekenin
olugsmamas girisim olmadiginin kamtidur.

Desorpsiyon agsamasinda propranolol HCP’iin kararliligimin aragtirilmasi
amaciyla, propranolol HCI % 40’hk metanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile
60°C’de 750 rpm’de 4 giin manyetik kangtirict ‘ile kangtinhp stiziilmiigtiir.
Stiziintli uygulandiktan sonra plaga zarar vermistir (Sekil 4.3., 4. leke). Siizgec
kagid iizerinde kalan propranolol HCl metanolde ¢6ziindiiriildiikten sonra plaga
uygulanmis ve lekenin Ry degeri 0.23 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3., 5. leke).
Boylece desorpsiyon asamasindaki propranolol HCI’iin agir kosullara ragmen
kararlilifimi koruyabildigi saptanmustir. Desorpsiyon asamasinda kullamlan %
40’lik metanollii potasyum hidroksit ¢6zeltisinin girisim yapip yapmadigim
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6grenmek i¢in yapilan uygulamada da, 6rnek plaga zarar vermistir (Sekil 4.3., 6.
leke). |

Maksimum adsorpsiyon kapasitesini saglayan pH 6 ortamindaki benzer
calismamn sonucunda, propranolol HC!’e ait Ry degeri 0.29 olarak bulunmustur
(Sekil 4.3., 7. leke). pH 6 ortaminin, lekeye girisim yapip yapmadlglm 6grenmek
amaciyla plasebo olarak plaga uygulama yapilmus, leke goriilmemistir (Sekil 4.3.,
8. leke). Son olarak ¢dziinme ortami olan distile su ortaminda ve kosullarinda
propranolol HC1 kararlilig: aragtirllmig, R¢ degeri 0.22 olarak bulunmustur (Sekil
4.3., 9. leke).

Sekil 4.3.’deki 4. ve 5. lekelerdeki kuyruklanmalarin, érneklerin ¢oziinme
ortaminda bulunan sudan kaynaklandig1 diigiiniilmiigtiir. Ayrica, bu &rneklerin
yakinindaki referansa ait lekede de (Sekil 4.3., 10. leke) benzer kuyruklanma
mevcut oldugundan kararsizlikla iligkili bir durumun mevcut olmadift
saptanmigtir,

Propranolol HCl’iin kararlilig: ile ilgili olarak yapilmis bir ¢aligmada,
propranolol HCI tabletlerden elde edilen 1 mg.mL'l konsantrasyondaki
siispansiyonlar 4 ay boyunca 25°C’lik odada ve 2°C’lik sbgut_ucuda saklanmustir
(63). Bu ¢aligmada, 6rneklerdeki propranolol HCl konsantrasyonu YBSK ile 0.,
30., 60., 90. ve 120. giinlerde 6l¢iilmiistiir. Bu zamanlarda, ayrica, 6rneklerin pH,
mikrobiyal artig ve yeniden siispande olabilme &zellikleri kontrol edilmistir.
Propranolol HCI konsantrasyonunun ¢aligma bagindaki konsantrasyonun % 90’1
icinde kaldigr belirlenmistir. Mikrobiyal artista ve pH’da Onemli bir degisme
olmamistir (63). Caliymamizda hazirlanan propranolol bellekli mikrokiireler kat:
partikiiler gekilde oldugundan ve literatirde de sulu siispansiyon sekildeki
propranolol’iin kararhhig: belirlenmis oldugundan, saklama kosullarina yonelik
kararhlik calismalari yapiimamugtir. o

Propranolol HCI’tin ¢alisma ortamlarindaki ¢6ziintirlik oranlarimn
saptanmast i¢in gergeklestirilen ¢aligmalarda, adsorpsiyon ortaminda (pH 6) ve
distile suda ¢ok kolay ¢oziindiigii saptanmustir (0.22 g.mL" ve 0.14 gmL™) ve bu
¢Oziiniirliik oranlan literatiir bilgileri ile uyumludur (4, 44, 45, 48). Ancak,
desorpsiyon ortaminda pratik olarak ¢dziinmez oldugu belirlenmistir (3.07x10°®
g.mL™) (64).
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Propranolol HCIiin piyasa tabletinde yapilan miktar tayini sonucunda, bir
tabletteki ortalama propranolol HCl miktarimin  33.84+0.40 mg oldugu
bulunmustur (n=3). Bulunan deger, teorik miktar (40 mg) ile kargilastinldiginda
yiizde olarak literatiirdeki sapma simrlan digindadir (4, 5). Test edilen tabletler
piyasadan hazir olarak satin alindifindan ve bulunan deger sadece ¢Oziinme
caligmalaninda % yigilmali salinan miktarin hesaplanmasinda kullamlacagindan,
konuyla ilgili bagka arastirma yapilmamugtir.

4.2.2. Propranolol Bellekli Mikrokiireye ait Degerlendirmeler

Propranolol HCI bellekli polimer, siispansiyon polimerizasyonu sonucu
tiretilmigtir. Siispansiyon polimerizasyonunda monomer stabilizor i¢eren bir
dagitma ortaminda (genellikle tamponlanmis sulu faz) siv1 kiireleri halinde
dagitilir. Polimerizasyon baglaticisi monomer fazda ¢oziinmiistiir. Dagitma
mekanik kanigtrma ile saglamr. Uygun sicaklik ve karnigtirma programlarimin
uygulanmastyla, sivi monomer kiirelerin herbiri kendi bagina (bagimsiz olarak)
polimerlesir. Elde edilen {iriin, kiiresel polimerik partikiillerdir. Bu polimerik
kiirelerin boyutu, basta kangtirma hizi olmak {izere polimerizasyon kosullarina
baghdir. Siispansiyon polimerizasyonu ile, genellikle, 50 p‘m’denv daha biiyiik
boyda, belli bir boy dagihiminda polimerik mikrokiireler iiretilebilir. Bahsedilen
yontemle taze hazirlanan mikrokiireler 28.334 um’lik (d. 0.5) boyut ve homojen
dagilimlaniyla literatiirle uyumludur (65). Desorpsiyon sonrasi etkin maddenin
uzaklasgtirilmas: ve desorpsiyon ortamindaki sert kogullardan dolayr partikiil
boyutu kiigiilmiis (14.795 pm, d. 0.5), adsorpsiyon sonrasi boyut maddenin
yuvalarina baglanmasi nedeniyle yeniden artmigtir (18.941 um, d. 0.5) (Tablo
4.6.).

Yapilan bir gahymada farkli yontemlerle hazirlanmig propranolol HCI
baskili mikrokﬁreleﬁn organik ve sulu soliisyonlardan yeniden baglama
(adsorpsiyon) kapasiteleri kargilagtirilmigtir (38). Organik ¢ozeltide (toluen + %
0.5’lik asetik asit) yeniden baglama yiizdeleri, ¢okeltme polimerizasyonunda %
50, siispansiyon polimerizasyonunda % 40, hacim polimerizasyonunda % 35,
emiilsiyon polimerizasyonunda % 15 ve iki basamakl sisme polimerizasyonunda
% 10 olarak bulunmusgtur. Sulu ¢6zeltide (25 mM sodyum sitrat + % 0.5°lik asetik
asit + % 2’lik etanol, pH 4.6) yeniden baglama yiizdeleri, iki basamakh sisme
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polimerizasyonunda (% 20), siispansiyon polimerizasyonunda (% 19), hacim
polimerizasyonunda (% 19), emiilsiyon polimerizasyonunda (% 15) ve ¢okeltme
polimerizasyonunda ¢ok daha kiigiiktiir (38). Bu karsilagtirmadan da anlasildig:
lizere silispansiyon polimerizasyonunda yeniden baglama kapasitesi diger
yontemlere gore olduk¢a yiiksektir. Calismarmzda, literatiir bilgilerinde
adsorpsiyon kapasitesi yiiksek olarak vurgulanan siispansiyon polimerizasyonu
yontemi kullanilarak literatiirii destekler sonuglar bulunmustur. Ik baskilama
islemlerinde, mikrokiirelere yiiklenebilen propranolol HCI miktar1 % 76.5’ten
yuksektir.

Benzer bir ¢alismada, propranolol HCI baskili polimerler, metakrilik asit
monomer ve etilen glikol dimetakrilat ¢apraz baglayici kullamilarak, toluen
icerisinde 60°C’de 18 saatte hazirlanmigtir. Polimerizasyonun ardindan, kati
polimerler havan yardimyla ogiitiilmiis ve 50 pm boyuta getirilmiglerdir.
Partikiiller daha sonra, metanol-asetik asit (3:1) karnigiminda ii¢ kez yikanmig ve
son olarakta metanolde ii¢ kez ¢oktiiriilmiislerdir. YBSK’dan elde edilen
sonuglara gore, = % 90 propranolol HC] desorbe edilmistir (66). Bu ¢alismada
elde edilen % 76.5 degerinin anélitik yontem olarak YBSK gibi, UV
spektrofotometriden ¢ok daha hassas bir yontem kullamldiginda artacag: agiktir.

Desorpsiyon  sonrasi1 mikrokiire iizerinde yapilan adsorpsiyon
caligmalarinda, ortam pH’simin, konsantrasyonun ve zamanin adsorpsiyon
kapasitesine olan etkileri aragtinlmigtir. Propranolol HCIP’iin adsorpsiyon
deneylerinde ortamin pH’s: 3-8 araliinda degistirilmis ve pH 6’da maksimum
adsorpsiyon kapasitesine ulagilmugtir. Bu pH degerinde adsorbe edilen propranolol
HCI1 miktar1 45.84+0.35 mg.g” olarak bulunmustur. pH’nin adsorbsiyona etkisi
- lizerine yapilan bir ¢ahsmada, pH 6’nm istinde baskilanms polimer ile
baskﬂanmarms referans polimer arasindaki en yiikksek baglama farklilify
gozlenmistir (67). Bu bilgiler bulgumuzun literatiirle uyumlu oldugunu
gostermektedir.

Konsantrasyonun adsorbsiyon kapasitesine olan etkisinin aragtirilmasi
caligmalaninda, maksimum adsorpsiyonu saglayan konsantrasyon 1500

mg.mL""de 213+7.34 mg.g™ propranolol HCI / polimer olarak bulunmugtur.
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Adsorpsiyon denge siiresinin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢alismada,
Cu(ID) baskil mikrokiireler hazirlanmis ve adsorpsiyon denge siiresine 60 dakika
icinde ulasilmugtir (68). Bu ¢aligmada bulunan siire 30 dakikadir ve literatiirle
olduk¢a uyumludur. Adsorpsiyon denge zamanini gésteren profil incelendiginde,
daha ilk dakikalarda maksimum adsorpsiyonuri gergeklestigi 30 dak’ya ¢ok yakm
degerler gézlenmektedir (Sekil 4.5.). Bu profil dengéye cok hizhi ulasildlgun
gostermektedir. '

Farmasotik amaglar diginda, hazirladifimiz sistemin ayirma ve analitik
amaclara hizmet vermesi i¢in mikrokiire {izerinde olusturulan yuvalarin
propranolol’e segici olup olmadifr aragtirlmigtir. Bu anlamda segiciligi incelemek
icin, propranolol HCl’e yapica benzer yapida sotalol HCl ve propranolol HCI’ii
birlikte igeren bir ¢ozelti desorpsiyon sonrasi mikrokiire sekli ile muamele
edilmigtir. Bu ¢aligmada, propranolol HCI’iin tamamina yakim adsorbe edilirken,
sotalol HCI’iin adsorbe edilen miktar1 ¢ok diisiik seviyede kalmigtir. Bu durum,
bazirlanan sistemin propranolol bellekli oldugunu kanitlamaktadir. Bilindigi
tizere, kimyasallarin saflagtirilmasi ¢ok zahmetli ve pahal1 islemler igermektedir.
Propranolol HCIl firmadan rasemik haide gonderilmis olmakla birlikte,
propranolol’iin L seklinin etkili oldugu diigiiniildiigiinde, biiyiikk oranda bu sekli
icerdigi sOylenebilir. Sistemin yukarda bahsedilen tiirdes madde varliindaki
se¢ilii, propranolol’iin hem D hem L formunun birlikte bulundugu ortamda
herhangi birine se¢ici oldugu tespit edildiginde ise, kullamm alam1 daha da
genigleyebilecektir. Tiim bu nedenlerle, bundan sonraki cahgmalarda
propranolo!l’iin D ve L formlariyla ¢aligarak, sistemin bu a¢idan degerlendirilmesi
planlanmgtir.

Yapilan bir ¢aligmada, (S)-propranolol tastyan MIP, kabarma ve termal
polimerizasyon yéntenﬂeri ile MAA fonksiyonel monomeri ve etilen glikol
dimetakrilat ¢apraz baglayicist kullarularak hazirlanmigtir (54). (S)-propranolol’le
baskilanmis MAA-EDMA maddesi, YBSK metodu kullanilarak degerlendirilmis
ve hazirlanan sistemin (S)-propranolol’e kars1 6zel tammaya ve bazi B-adrenerjik
antagonistlerle yapisal olarak iliskili maddelere (6zellikle pindolol ve alprenolol
gibi) kars: orta derecede tamimaya sahip oldugu bulunmustur. Ancak, diger temel,
notral ve asidik bilesimleri tammamaktadir (54).
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Yapilan in vitro ¢aligmalarda, toz propranolol HCI, propranolol HCI piyasa
tableti ve propranolol HCI bellekli mikrokiirelerin salimlan karsilagtirnlmgtir,
Propranolol HCI’tin ¢dziiniirliik tayinleri ¢aligmalarinda en fazla ¢oziindiigii ortam
pH 6 olarak tespit edilmis olup, in vitro ¢ozinme g¢aligmalari distile suda
gerc;éklegtirilmistir. Bunun nedeni, maddenin her iki ortamdaki ¢Oziiniirliik
degerlerinin ¢ok yakin ve UV spektrofotometrik davram§lanmn benzer olmasidir.
Ayrica, distile su, bir¢ok literatiir ve farmakopede biyolojik pH’ya benzerligi ile
¢oziinme caligmalarinda ¢6ziinme ortamu olarak kullamilmaktadir. Yapilan bir
caligmada, propranolol HCI’iin R ve S enantiomerleri farklh monomerlerle
(metakrilik asit, N-akriloilalanin) ayn ayn baskilanmg ve ¢oziinme galigmalar
pH 7.4 iginde 37°C’de USP 24°de tamimh Apparatus II (palet) yontemiyle
gergeklestirilmistir  (5). MAA monomeri kullamlarak hazirlanan baskil
polimerlerden propranolol HCI’iin % 80°i ilk 1 saat iginde, % 100’ii 4 saat iginde
sahnmigtir.  N-akriloilalanin monomeri kullanilarak hazirlanan  baskili
polimerlerden propranolol HCI’tin tamamu 3 saat iginde salinmugtir (17). Bu
calismada da, propranolol HCI bellekli mikrokiirelerden distile su ortaminda,
37°C’de, USP 24’de tanimli Apparatus IV (siirekli akis hiicresi) yontemiyle 3.5
saatte % 83 salinmugtir,

Elde edilen ¢oziinme deney sonuglar1 bu amag i¢in yazilmis bir bilgisayar
programi ile bilinen kinetik modellere uygulanmigtir (69). Akaike degerleri,
belirtme katsayillann ve sapma kareleri toplamlarina gore yapilan kinetik
incelemede, toz etkin madde ile mikrokiirenin salim kinetikleri benzer olmakla
birlikte, toz etkin maddedeki hizli salim, mikrokiirede ortadan kalkmustir.
Kontrollii salim sistemlerinde her ne kadar hedeflenen kinetik model 0. derece
kinetik olsa da, bu kinetige uyum gosteren sistemleri hazirlamanin her zaman
kolay olinad1§1 literatiirlerde sik¢a belirtilmektedir. Kontrollii salimin amaglandig
bu tip 6n ¢aligmalarda, etkin maddenin 3 saatte % 40 ile 65 arasi, 6 saatte ise % 55
ile 80 aras: salimi kabul edilmektedir (70). Bu ¢alismada hazirlanan mikrokiireler
bu anlamda ele alindifinda amacindan uzaktir. Hazirlanan propranolol bellekli
mikrokiire ile kontrollii salim sistemine fazla yaklagilamamasiun nedeni ilk
zamanlarda gézlenen yavag salimdir. Bir bagka ifadeyle, son literatiirlerdeki salim

sonuglarina gore kisa siirede gozlenen yiiksek salim “burst effect” (patlama etkisi)
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tamimu ile agiklanan durumun gergeklesmemesidir (71). Organizmada, hizh
baslangi¢ etkisini saglayabilecegi diisiiniilerek yararh gérillen bu patlama etkisi,
etkin maddenin kendisine segici olan yuvadan yavag salinmasi nedeniyle
olusamamugtir. Bu olumsuzluga yonelik olarak, baskilanmig mikrokiire lizerinde
desorpsiyon ve adsorpsiyon iglemlerinin birden fazla tekrarlandiginda daha iyi
sonuglar elde edilebilecegi diigiinebilir. |

Hazirladigimz mikrokiireler hidrofobik karakterli oldugundan, hidrofilik
tagiyicilara gore sulu dissoliisyon ortaminda oldukg¢a kararlidir. Bu sonug, farkl
¢aligmalarda da one stiriilmiigtiir (72). Bu nedenle, ¢6ziinme ¢aligmalari sonunda,
kullamlan polimerin o&zelliginden dolayr, mikrokiirelerin ilk goriiniigleri
bozulmamis, degismeden kalmugtir. Bu durum, etkin maddenin diflizyon
mekanizmas1 ile salindigimi belirtmektedir. Literatirde de benzer sonuglar
verilmektedir (73).

Farmas6tik degere sahip etkin maddelerin kontrollii salim sistemlerinin
hazirlanmasinda, ¢ogunlukla mikrostinger, mikropartikiil ve nanopartikiil gibi
partikiiler sistemler ile lipozom ve emiilsiyon gibi vezikiiler sistemlerden birisi
diistiniilir (1). Son yillarda, ¢ahigmalarda ybgunluk kazanmig olan MIP sistemleri
de, sudaki ¢oziiniirligi yitksek, molekiil agirligy diisiik etkin maddelerin kontrollii
salimina yonelik olarak gelecek vaat eden tagiyict sistemler olmustur.
Mikrokiirelerden ¢6ziinen % yigilmali propranolol HCl miktarimin % 84.5°te
kalmasimin ¢esitli nedenleri diigiiniilmiigtiir. Bunlardan birincisi, stirekli akig
hiicresiyle ¢alisma kosullarmdaki 8 mL.dak™’lik akis izimin maddenin tamamimn
desorpsiyonu i¢in yeterli bir iz olmadigi, digeri ise kullanilan analitik yontemin
yiiksek tayin smuridir (54).
4.2.2.1. Propranolol Bellekli Mikrokiirenin Karakterizasyonuna ait

Degerlendirmeler | |

Baskilanmig polimerlerde, karakterizasyon degerlendirmeleri 3 asamada
tartigilabilir: 1) kimyasal karakterizasyon, 2) morfolojik karakterizasyon, 3)
molekiiler tantma davraniglarinm karakterizasyonu.

Baskilanmig polimerlerin ¢oziinmeyen sert dogalan nedeniyle, ¢ozelti

durumlanyla karakterizasyonlarimt degerlendirmek zordur. Baskili polimerlerin

Anadolu Bniversiicsi
70 Merkez Kitliphaos



kat1 Orneklerinin, ¢esiti yOntem ve analizlerle karakterizasyonlanmn
degerlendirilmesi daha elveriglidir. |

Kimyasal karakterizasyon degerlendirmelerinde, elementel ve FTIR
analizi kullamlabilir. Elementel analizin prensibi, 6rneklerdeki karbon, hidrojen,
azot ve klor atomlarmn ylizdelerinin o6l¢iilmesine dayanmaktadir (74). Bu
¢alismada yapilan elementel analiz ¢alismalarinda, desorpsiyon sonrasi seklin
analizinde baskili mikrokiireye oranla olgiilen atom yiizdelerinde diisme;
adsorpsiyon sonrasi seklin analizinde de, desorpsiyon sekline oranla artig
gozlenmistir. Bu sonuglardan anlagildign iizere, desorpsiyon ¢aligmalarinda
propranolol basanyla yuvalardan sokiilmiiy ve adsorpsiyon g¢aligmalarinda da
tekrar geri yiiklenmistir.

Baskili polimerlerin morfojik yapilarimin incelenebilmesi i¢in uygun
analitik yontemler mevcuttur. Ornek olarak, 11k mikroskobu ile polimerik
mikrokiirelerin yapisal biitiinliigii tespit edilebilirken, taramal elektron
mikroskobu ile makroporlar goriintiilenebilir (74). Calismamizda baskilt
polimerin morfolojisini incelemek i¢in taramali elektron mikroskobu
kullamlmigtir. Goriintiilerden anlasildigy tizere, desorpsiyon sonras:1 gekilde bos
propranolol yuvalari ile, adsorpsiyon sonrasi sekilde yiizeysel baskilama
gozlenmektedir.

Propranolol HCI’iin erime derecelerindeki diisiise gore 3 farkh kristal sekli
mevcuttur. Modifikasyon II ticari olan iiriindiir. Modifikasyon I ve III, Sekil II’
nin farkli kogullarda eritilmesiyle elde edilir. Modifikasyon II oda sicakliginda
kararli olan sekildir. Sekil II eridikten sonra Sekil I’e dogru doniisiim egilimi
gostermektedir. Ancak, déniigiim sicakhgiyla erime sicaklift ¢ok yakin oldugu

icin, DSC ve FTIR analizlerinde bunu takip etmek zordur (75). Sekil I ve II
| kangiminda % 10°dan daha az Sekil 1 varhiginda, doniisiim sicakliklari birbirine
¢ok yakin oldugu i¢in Sekil I’i tespit etmek zordur, sadece erime sicakliklarinda
dikkate deger bir farklilik vardir (76).

Propranolol’iin metastabil kristal sekillerinin varlifinin farmasotik
anlamdaki onemi ve polimorfizmin etkin maddenin terapotik etkisi iizerindeki
Onemi belirtilmistir (76). Bir baska ¢alismada, R,S propranolol HCI’lin I ve II

modifikasyonlarinin  fizikokimyasal 6zellikleri ve kristallenme kosullar
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aragtinlmgtir (76). IR spektroskopisi, X-1ismm kirmmm analizi, termal analiz,
¢Oziiniirliik ve ¢oziinme ¢aligmalari bu iki seklin teghis ve karakterizasyonu i¢in
kullanilabilir. $ekil I ve II'nin kararlhiliklari 1 yil boyunca oda sicakliginda ve
farkl sicakliklarda takip edilmigtir. Calismalarin gosterdigi Sekil I’in, Sekil II’ye
gore termodinamik olarak daha az kararh ve daha gok ¢6ziiniir oldugudur. Kristal
yapi, tablet porozite ve dahsitesihi, dezentegrasyonun mekanizinasuu,
agregasyonu ve kati dozaj sekillerin plastik ve elastik ozelliklerini etkileyebilir.
Sekil I veya $ekil II’nin alkali bir yiizeyde eritilip oda sicaklifina sogutulup tekrar
110°C’ye 1sitilmasiyla Sekil III elde edilir (76). Propranolol HCI’iin I ve II
sekillerinin kararhliklan 6giitme kogullarma gére 6nemli derecede degisir. Her iki
sekil de havanda 5 dakikaya kadar ve bilyal: degirmende 90 dakikaya kadar
degismeden kalir. Ancak, havanda siddetli ogiitmeyle 15 dakikada degisir ve
amorfizasyonda artis olur (76).

Aslinda, her 2 sgekil de (Sekil I-II) fiziksel olarak kararlidir ve oda
sicakh@inda en az bir yil kararli olarak kalabilirler. Ogiitmeyle, cm®ye 10 ton
basingla ve 24 saat 140°C sicaklikta kristal sekillerinde degisme olmaz. Birbiri
aralarindaki doniigiim sadece erimeyle gergeklesir (76).

Hem polimerin yiizeyine, hem de polimerin i¢ hacmine baglanma
yapilabilmistir. Bununla beraber, polimerin yiizeyine olan baglanmada baslica
tagtyicimn  bioadhezyonuna, polimerin i¢ine olan baglanmada ise tastyicimn
hacim ozelliklerine etkime olmugtur. Fonksiyonel monomerler ve template
molekiilii arasindaki etkilesimler, non-kovalan veya kovalan baglarla |
olusturulmaktadir. Polimerizasyonun ardindan, femplate molekiili ve fazla
monomerin, sistemden ekstre edilmesi, kalan polimer-femplate molekiiliiniin
islevi igin tamamlayici bir islemdir (11). | }

| Sonug olarak, bu calismada, propranolol bellekli mikrokiireler, MAH-
Co(1I) fonksiyonel polimer ve EGDMA ¢apraz baglayici olarak kullamlarak,
dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile hazirlanmstir. Hazirlanan
mikrokiirelerden propranolol’iin desorpsiyonu, % 40’hk metanollii
potasyum hidroksit c¢ozeltisi kullamlarak gerceklestirilmistir. Bellekli
mikrokiirelere propranolol’iin adsorpsiyonu icin uygun pH ve derisim

degerleri belirlendikten sonra, adsorpsiyon dengesine ulagma siiresi 30 dak
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ve maksimum adsorpsiyon degeri 213 mg.g" hesaplanmistir. Propranolol
bellekli mikrokiireler ile propranolol’le tiirdes olan sotalol HCL’iin birlikte
bulunduklann ortamda yapilan adsorpsiyon c¢aliymasi sonucu, hazirlanan
mikrokiirelerin propranolol icin segici oldugu bulunmustur. Ayrica, MIP
mikrokiireieriyle elde edilen in vitro ¢oziinme profili ile uzun siireli etki elde
edilebilecegi ve buna | paralel olérak sik ilac kﬁllammmm ortadan

kalkabilecegi yoniinde iimit verici sonuca ulagilmistir.
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