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MAKALE BILGISI SOYUT
anahtar kelimeler: Fulvik asit, Shilajit, Turba, ¢6zinmus organik maddeler, vb. gibi farkli dogal kaynaklardan ekstrakte edilen, genellikle bir
himik maddeler jeopolimer olarak kabul edilen hiimik bir maddedir. Farmakolojik 6zellikleri ve farmasétik eksipiyanlar olarak potansiyeli
yardi ma - madde uyumlulugu hakki nda birkag rapor vardi r. Biz de fonksiyonel yardi mci madde olma iddiasi ni  gliglendirecek bir proje gelistirdik. S6z

Farmasotik yardi mci - madde konusu proje icin, bir besin takviyesi Griniintn (turba tarevli Fulvik asidin sulu bir ¢ézeltisi) liyofilize edilmis numunesi

kullani Idi . Secilen cali smalar, fiziko kimyasal 6zellikler, aki s 6zellikleri, diger yardi mci maddelerle uyumluluk ve stabilite
cali smalari , klinik olmayan glvenlik cali smalari (farelerde akut toksisite, si ¢anlarda ise sub-akut toksisite) ve bazi
islevsellik testleri gibi bir eksipiyan gelistirme igin tipikti. Ayri ca dogal fitokimyasallarla ortak kristal olusturma yetenegini de

Toksisite cali smalari
eksipiyan stabilitesi
Diyet takviyesi

oneriyoruz. Grubumuz, farkli BCSsi ni fllilaglari ni n¢ézunirligini ve/veya biyoyararlani mi ni - arti rma yetenegini
zaten bildirmistir. Bundan boyle, Fulvik asidin fonksiyonel bir eksipiyan olarak daha fazla kesfedilmesi icin iyi bir aday oldugunu
ve IPEC, USFDA ve USP'nin geri kalan tavsiyelerine gére degerlendirilmesi gerektigini 6nerebiliriz.

1. Girig yeniilagdagr ti m sistemleri gelistirmek ve lretim sirecini iyilestirmek igin bir fi rsat
yaratmak ve her seyden énce FA benzeri, antioksidan aktivite (Rodriguez ve digerleri, 2011;

HUmik maddeler, hem karasal hem de denizel kaynaklardan elde Visser, 1987), anti-inflamatuar aktivite gibi FA'ni n farkli farmakolojik potansiyellerine
edilen, mikrobiyal bozunma ile dogal olarak tretilen, dogada her yerde dair yeterli kani tvardi r.(Chien ve digerleri, 2015) ve bagi rsak sagh § ni n
bulunan heterojen organik bilesiklerdir (Senesi, 2010). Ginimuzde iyilestirilmesi (Winkler ve Ghosh, 2018), vb. Kaynaklara bagli olarak, FA'ni n kullani mlari
bunlar, radikal polimerizasyonlar, abiyotik oksidasyon ve diger enzimatik diyet takviyelerinden ilag riiniine degisir. Asi nda, FA, dogal kékenli oldugundan ve
teknikler yoluyla sentetik olarak da uretilmektedir (Kiprop ve digerleri, kani tlanmi s bir klinik gtivenlik gegmisiyle kiiresel olarak bir ilag veya besin takviyesi
2013). Fulvik asit (FA) ve humik asit (HA) gibi himik maddeler tari msal olarak kullani Idi g1 ndan "Atipik Aktifler" olarak kabul edilebilir. Ayri ca, farmasétik bir
uygulamalardan biyoti bba kadar cesitli alanlarda kullani Imi s eksipiyan olarak Fulvik asidin (FA) gelistiriimesindeki ihtiyag ve kapsam, Sekil 1'den
olmasi naragmen (Pefi aMé éndez ve ark., 2005), ne yazi k ki anlasi labilir .

farmasoétik yardi mci madde olarak kullani mi halen devam

etmektedir. ali ¢ asamasi . Nitekim herhangi bir yeni yardi mci

madde, ancak ilag gelistirme surecinde karsi lasi lan engelleri cozme Daha 6nce de belirtildigi gibi, halihazi rda diinyani n farkli yerlerinde (ABD, AB,
potansiyeline sahip oldugunda dikkate ali nmaktadi r.Sasi rti ¢ bir ingiltere, Kanada, Avustralya, ABD, AB, Ingiltere, Kanada, Avustralya) farkl

sekilde, FA ¢6zUnarligu arti rma yetenegine sahiptir (Mirza ve digerleri, 201 patati3iyélterdiayrkisi dytaj formlari nda (> 150 (iriin) bir besin takviyesi olarak tiiketilmektedir.
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Products categories- Dietary supplement
(»150), Cosmetics, Sports and Veterinary

Manufacturer ->70 (Global

presence)

Diverse
henefits

Rx Category

Excipient- Zero

e ‘. Drug Product - 1 / L

Sekil 1. ilag endiistrisinde hiimik madde bazli  driinlerin kapsami . 70'den fazla Gretici tarafi ndan diyet takviyeleri, kozmetik, spor ve veterinerlik kategorilerinde 150'den fazla ariin
bulunmaktadi r. Ayni zamanda giivenlik profilini destekleyen bir ilag Griini olarak da arasti ri Imaktadi r.Biryardi mc madde olarak gelistirildigi dustnulirse, cok fazla veri gerekli

olmamali di r.

Gliney Afrika ve Hong Kong). FA bazli  Grinler icin de birkag klinik cali sma
yapi Imi sti r(Gandy ve digerleri, 2011, 2012; Botes ve digerleri, 2018).
Ote yandan, farmasétik eksipiyan potansiyelinin arasti ri Imasi  alani nda
simdiye kadar yap! lan arasti rmalari n¢ogu, BCSsi ni fIIvelVilaglarigin
FA'ni n (Shilajit'ten elde edilen) ¢6ziinlrlik/biyoyararlani m arti rma potansiyeli
onculine dayanmaktadi r (Mirza ve ark .., 2011a, 2011b; Javed ve digerleri,
2018), clinku hidrofobik ilaglarla inklizyon kompleksleri (Cyclodextrin gibi)
olusturmasi gerekiyor. FA'ni n asit tamponlama, mukoadhezyon ve degistirilmis
ilag salma potansiyeline iliskin bir rapor da vardi r (Mirza ve digerleri, 2016). Bu
nedenle, onu ticari ilag Grtinlerinde islevsel bir eksipiyan olarak kesfetmek igin
yeterli PoC (Kavram Kani t1 )vardi r. Tablo 1'de listelenen trtnler , birkag
yararli  6zellik iddia etmektedir.

Ancak bunun simdiye kadar yapi Imamasi ni n birkag nedeni olabilir:

1. Farmasétik yardi mci madde bazli  arasti rmalari n cogunda, Shilajit, FA
elde etmek igin bir kaynak olarak kullani Imi sti r. Ticariilag Gruninde bu
tr FA'ni narasti ri Imasi ndaki en blytk darbogaz, Shilajit'in yiksek
maliyeti ve daha az bulunabilirligidir.

2. Humik maddeler (H2S) veya Fulvik asit basa ¢i ki Imasi
degildir. Bir numune tipik olarak bir dizi farkli boyutta molekul icerir. Kaynak
degisikligi ile kimyasal bilesim ve yapi larda degisiklik sansi her zaman
vardi r. Molekdller, fonksiyonel gruplari n hem sayr si na hem de tipine
gore ve ayri ca boyuta gore degisebilir. Himik maddelerin &zel bir ézelligi,
pH ve iyonik glg gibi ¢ozelti kosullart ni n bir fonksiyonu olarak
konformasyonlari nda ve agregasyon durumlari nda kendiliginden
degisiklikler gdsterme kapasitesidir (Mirza, 2018). Bir yardi mci maddenin
kimyasal bilesimindeki herhangi bir degisikligin, kimyasal bilesimdeki
degisiklik ne kadar kiicuk olursa olsun, yeni bir yardi mci
varsayl i r.

kolay bir madde

madde Urettigi

Dolayi si yla bu, birilag Griinéinin gelisim yolunun tamamen farkl  bir
seyrini tetikleyebilir. Ayri ca, bir yardi mci
veya yenidir (bu FA igin de gegerlidir).

madde listelenmemisse yeni

Ben. FDA Etkin Olmayan Icerik veritabani  (https://www.accessdata.

fda.gov/scripts/cder/iig/index.Cfm).
ii. U¢ ana derlemeden herhangi biri, ABD Farmakopesi (USPNF), Avrupa
Farmakopesi (Ph. Eur.) veya Japon Farmakopesi (JP).

ii. "Handbook of Pharmaceutical Excipients" veya "Fiedler: Lexikon der
Hilfsstoffe furPharmazie, Cosmetics and Bitisik Alanlar" gibi yaygi n
olarak bilinen diger 6zetler
(flag, kozmetik ve ilgili kullani m igin eksipiyanlari n ansiklopedisi).

3. Bitmig Uriin imalatgl si , kimyasal ve fiziksel 6zelliklerde birérnek malzemeler
saglamak igin blylk 6lclide yardi mc1 madde imalatgi si nabagr mh di r.
Bu, 6zellikle pivotal, klinik deneme grubu ("bio-batch") ve ticari biyitme
lotlari arasi nda biyoesdegerlik (BE) karsi lasti rmalari ni nyapi Idi g
farmasaétik Griin onay sireci baglami nda énemlidir. Bitmis Grin
performansi ni n yeterli glivencesini saglamak igin ticari partileri Gretmek
icin kullani lan eksipiyan, biyo-partilerde kullani lanlardan énemli 6l¢lide
farkli olmamali di r.Bu nedenle, farkli eksipiyan partileri arasi ndaki
varyasyonu en aza indirmek énemlidir. Bununla birlikte, klinik ve ticari ilag
Uranu lotlart nda kullani lanyardi mca  madde lotlari  arasi nda dnemli

farkli I klar meydana gelirse, ilag Grininun BE'sini belirlemek icin bitmis

Urdn Ureticisi tarafi ndan ek testler gerekebilir.

Yukari da belirtilen nGianslarla ilgilenmek asli nda en azi ndan himik-
kimya, diizenleyici ve trlin gelistirme bilimcisini iceren fonksiyonlar arasi  bir
istir. Ayni - amagla, farkli uzmanl klara sahip bir ekip olusturuldu ve bazi
madde olarak
belirlemek icin bir miktar veri olugsturmak icin bir girisimde bulunuldu.

muammalari ele almak ve FA'y1 fonksiyonel bir yardi mci

Mevzuat ve Urlin gelistirme zorluklari yla basa ¢i kmak icin, bu ¢ali smayi
tasarlarken asagi dakiadi mlar atti k:


https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/iig/index.Cfm
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/iig/index.Cfm
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Tablo 1

Kiresel pazarda bulunan birka¢ himik madde (esas olarak FA) bazli
tarafi ndan tlketildigi icin guvenlik cali smalari

birkag durumda ok daha yuksektir.
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besin takviyesi koleksiyonu. Bu nedenle, diizenleyici tavsiyelere gore, halihazi rda farkli 1 rklar
ki salti labilir. FA dozu, farmasétik eksipiyan durumunda harig tuttugumuz durumla karsi lasti i Idi § nda,

Oral dozaj formlari

hay r UOriin Uretici firma Maksimum Yetiskin Dozu (guinliik)

1. Miessencefulvik asitler Miessence 5-10 ml (%3 FA), 150-200 kez seyreltin 10 ml (15

2. iz mineraller Minerallife mg) 1-3 ons (FA-887-2661 mg) suyla seyreltiimis 30
3. En lyi Fulvik Toprak Ana ml

4. Nanonize Fulvik asit Nano Sagh k Cozumleri

5. Fulvik kuvvet (Kémiir tahrikli) Fulvik kuvvet 16-32 ml (%15'e kadar FA) 20

6. Fulhum toprak su floz (400 mg HA FA kompleksi) 0,75 fl. Oz

7.

Si v Konsantre

wn g m

8. POPTOPS Mineral konsantresi

9. FulHum Bir Litrelik Cam sise

10. Fulvik asit si vi mineral takviyesi Fulvic X hiicre Ortinleri Ltd.
11. iyonik fulvik asit iz Mineral Aragti rmasi

12 Fulvonik mineraller elisa

13. Saf fulvik mineraller Saf fulvik mineraller

14. MLG-AS0™ Maden manti g1

15. Sivi mineral destegi Alfa Sagh k Destegi

16. Fulvik mineral kompleksi Hayati Toprak Mineralleri
17. Mineral Kart si mi Fulvik-Himik

18. Fulvik asit mineralleri Kadim Safli k

19. intraMIN® Yazi a1 Laboratuvarlar

20. intraKID®

21. intraMAX®

22. Wujinsan Fulvik Asit Mana yasam laboratuvari  (BioAg Corp'un bir bélimu)
23. Filvik Asit Konsantresi Humalife

24, Saf Konsantre Fulvik Asit ISNatura

25. Saflasti i Imi s Fulvik Asit Ekstra Set

26. HUMINIQUM surubu Hymato

27. Metal-X-Synergy™ kapsuli Sagh k igin Tasari mlar
28. Si Vi Goklu Vitamin Ve Mineral Yeni Glines®

29. St vi Goklu simpi®

30. OrthoLiquid Coklu YYasam Dengesi Protokol
31 Fulvik Asit tozu Biyosil

32. Fulvik asit Kapaklari

33. cokki zi la k Irwin Dogallar

34. HD™Yyi test edin Kas Teknolojisi™

35. Ortak DX Dogal Dinamik Kari s1 m

36. Genglestirin™ Hasta Bir MediNutriionals™

(1252 mg HA-FA kompleksi)

8 fl. ons (1252 mg HA-FA kompleksi)
Fulvik/Humik S1 vi konsantre- %1 5 ml (%2,7-
5,7 FA) 1 ml (FA-250 mg) 0,5-1 ml suyla
seyreltilmis (%10-15 FA)

Yetiskin-7-10 damla (%10-18 FA) 0,5 ml-

1,0 ml/giin (%1-%>5 FA) % fl. 0z (%6,3 FA)

1 fl.oz (18,75 mg Fulvic Bio kitle) Ginde

1 ons (FA- 14,04 mg) 7 damla su, %21 FA 1
fl.oz (FA-2,7 9) 1 fl.oz (FA-1,2) g) 1 fl.oz (FA-
2,7 9) 0,5 ons (%0,663 FA) 3-10 damla (%3
FA) Gunde 2-3 kez 15 damla (%60 FA),
glinde 4-5 kez 2,5 ml ( %60 FA), giinde 2
defa 10 ml icerik (FA- 480 mg) 6 kapsdl
(FA-900 mg) 30 ml (FA-100 mg) 15 ml (FA-50
mg) 15 ml (FA-50 mg) 1/4 cay kagi g Shilajit
icinde glinde 1 kapstil (FA- 500 mg) 2 kapstil
(FA-40 mg) 2 kaplet (FA-100 mg) 2 tablet
(FA-460 mg) 2 kapsul (FA-70 mg)

1. Turba diinya ¢api nda bol miktarda bulunur ve Shilajit'ten nispeten daha ucuz

FA kayna@i di r.Bu nedenle, turba tirevli FA uygun bir alternatif olarak

secilmistir.

2.1. Malzemeler

2. Tablo 1'de belirtilen trtn listesinde , turbadan elde edilen birkag besin takviyesi

Grind bulunmaktadi r. Ayri ca, farkl  Urlnlerde tiketilen FA miktari
degiskendir ve bircok durumda cok yuksektir. Bu nedenle, FA halihazi rda
tlketildigi icin (farkli yari slarda bile) tam bir glvenlik ¢cali smalari dizisi

yuratmek gerekli degildir.

elde edildi.

2. Materyaller ve metodoloji

Turba kaynakli

FA, bedelsiz olarak NZFulvic Ltd'den (Mount Maunganui, Yeni
Zelanda) temin edildi. Numune, kiresel pazarda bulunan ve sulu bir FA solisyonu
oldugu iddia edilen diyet takviyesinin (ticari bir trtin) liyofilize edilmesinden sonra

3. Grubumuz yaki nzamanda, turbadan (bu projede kullani lanla tamamen ayni
kaynak) elde edilen FA'ni n biyoyararlani mi ni  arti rma potansiyelinin, daha
once Shilajit tlrevli FA ile daha 6nce rapor edilen ayni ilaglarla degerlendirildigi
baska bir projeyi bitirmistir. Boylece, kaynagi degistirdikten (Shilajit'ten Peat'e)
ve iki farkl  kaynakli veri setini birlestirdikten sonra turbadan tiretilen FA'ni n
potansiyelini dogrulamak

ANCAK.

Bu nedenle, FA'ni n fizikokimyasal, mikrobiyal say1 si , fonksiyonel ézellikleri
ve diger eksipiyanlarla uyumlulugunun yani si ra toksikolojik profilini incelemeye
deger goruldu. Bu projede, islevselligini daha fazla arasti rmak icin MTT tahlilini
kullanarak sitotoksisiteyi de inceledik.

Yazarlar, turbadan FA'ni n ekstraksiyon islemi hakki nda agi klanmadi , genel
olarak asit-baz ekstraksiyon yéntemine dayani yordu. Cali smada kullani lan diger
tum kimyasallar ve reaktifler AR si ni fi ndaydi

2.2. Fiziko-kimyasal degerlendirme

FA'ni n ¢ozunurlik, pH, toz aki s 6zellikleri asagi dakilere gére degerlendirildi:
farmakope tavsiyesi (Hint farmakopesi 2007).

A. ¢Ozlnurlik

Suda ve benim gibi farkli solventlerde ¢ézunurlik cali smasi yapr Idi
thanol, etanol, aseton ve eter.

B. pH tayini

%1 w/v sulu FA ¢ozeltisinin pH'' , oda si cakli § nda kalibre edilmis pH metre
(M/s. Systronics, Model No: 361) ile belirlendi.
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st cakl k25-27 °C.

C.Toz aki g ozellikleri

Yi g nyodunlugu, St ki st ri Imi syogunluk, Carrindeksi (I) gibi aki s 6zellikleri

Hausner orani  (H) ve yatma agi si dederlendirildi (Shishir ve digerleri, 2014).

2.3.FA'ni nfarkh analitik teknikler kullani larak karakterizasyonu

2.3.1. Atomik kuvvet mikroskobik cali smalari  (AFM)

AFM cali smalari nda; FA, aseton iginde dagi ti Idi , ardi ndan 50 °C'de 30 dakika
sonikasyon yapi Idi . Daha sonra kiguk bir damla koloidal ¢dzelti cam Gzerinde gelistirildi
ve kurumaya bi raki Idi , daha sonra park sistemleri XE7 atomik kuvvet mikroskobu

alti nda incelendi.

2.3.2. Fourier donugimui ki z1 |6tesi spektroskopi cali smalari  (FTIR)

FA tozunun IR spektral analizi ve diger eksipiyanlarla FA uyumlulugu, potasyum bromir
kullani larak pres pelet teknigi kullani larak yapi Idi . IR spektrumu 4000 ile 400 cm-1
arasi ndaki bolgede ALPHA Bruker, IR spektrometre (Eco-ATR) kullani larak kaydedildi.

2.3.3. Diferansiyel taramali  kalorimetri (DSC)

Saf FA'n1 n termal 6zellikleri ve diger yardi mci maddelerle FA uyumlulugu,
diferansiyel taramali kalorimetre (Model: Q20, TA Instruments, Inc., New Castle, DE, ABD)
kullani larak karakterize edildi. Si zdi rmaz aluminyum kaplarda dogru sekilde tarti lan
numuneler (5 mg), 10 °C/dk 1 si tmahi z1 nda 30 °Cila 400 °C arasi nda tek bir1 si tma
dongusune tabi tutuldu.

Cihaz indiyum kullani larak kalibre edildi. Orneklerin termal analizinden elde edilen veriler,
yazi I m (Universal Analysis, V.4.5A, build 4.5.0.5, TA Instruments, Inc., New Castle, DE,
ABD) kullani larak analiz edildi.

2.3.4.Toz X4 s ni difraktometrisi (XRD)

FA ve diger eksipiyanlarla FA uyumlulugunun Toz X< si ni ki ri ni mi (XRD)
cali smalari , Nifiltreli Cu-K(a) radyasyonu kullani larak Rigaku X- s ni  difraktometre
(D/MAX-B) ileyapr Idi ;40kVve30mAaki m.Ali a yari g ngenisligi 0,3 mm'dir.

Numune 2@ arali g1 nda 10-90°, tarama hi1 zi  4,0°/dk, tarama adi mi ve tarama siresi
st rasi yla0,020° ve 0,3 s Uizerinden analiz edildi.

XRD teknigi tahribatsi z bir yapi ya sahiptir ve bu nedenle numune daha fazla analitik
dogrulama igin kullani labilir. Bununla birlikte, X-1 s ni ki ri ni mi , kati
formulasyonlari n polimorfizmi, kristallik derecesi ve amorf karakteri hakki nda degerli
bilgiler saglar. Baska bir deyisle, herhangi bir fiziksel kari s1 m arasi ndaki uyumlulugu

degerlendirmek icin ideal bir parmak izi alma teknigidir.

2.3.5. Taramali elektron mikroskobik ¢ali smalar (SEM)

FA tozunun morfolojik 6zellikleri, taramali  elektron mikroskobu (JEOL JSM-6360,
Japonya) ile karakterize edildi. Kurutulmus bir FA numunesi, bir elektron mikroskobu piring
saplamasi Uzerine yerlestirildi ve bir iyon puskirtiiciisiinde alti nla kaplandi . FA'ni n
dijital goriintileri, saplamani n 100, 300 ve 500 X blyiitme oranlari nda rastgele

taranmasi ylaall nmi st r.

2.3.6. SEM-EDX ile element analizi FA 6rneginin

element analizi, taramali  elektron mikroskobu SEM-EDX (JEOL JSM-6360, Japonya)
kullani larak yapi Idi . Numune, numunede bulunan elementlerin karakteristigi olan bir x-
1 st nlar Ureten birincil enerjileri 10-20 keV olan bir elektron 1 1 ni na tabi tutuldu. SEM-
EDX, tespit edilen her bir elementin tepe noktalari ni n tespit edilmesini ve atomik
yuzdesinin hesaplanmasi ni saglayan otomatik tani mlamayazi I mi ile

donati Imi st r.

2.4.Diger yardi mc maddelerle uyumluluk cali smasi

Farkli yardi mc maddelerle birlikte FA, seffaf cam siselerde kapati Idi (1:1
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w/w), nem kosullari na maruz kalmay kolaylasti rmak icin delinmistir.

Bunlar daha sonra 1 ay boyunca stabilite bélmelerine (40 + 2 °C/75 + %5 RH) dolduruldu.
Siseler, gérinimdeki herhangi bir degisikligi gézlemlemek icin periyodik olarak incelendi.
Son olarak 1 ay sonra FTIR, DSC ve XRD analizleri yukari da belirtildigi gibi kimyasal ve
fiziksel degisimlerin gézlemlenmesiigin yapi Imi sti r (Balestrieri ve digerleri, 1996; Stulzer
ve digerleri, 2008).

2.5. Stabilite cali smalari

Stabilite cali smalar , ICH ki lavuzlari ni n (ICH Q1A R2) Zone IVb tavsiyelerine gére
gergeklestirilmistir (uzun sdreli - 25 + 2 °C/60 + %5 RH ve hi zlandi r1 Imi s-40+2°C/75
+ %5 RH). Numuneler, yiksek yogunluklu polietilen (HDPE) siselerde gtivenli bir sekilde
paketlendi ve stabilite bélmelerinde (M/s. Remi Instruments Ltd, Mumbai, Hindistan) tutuldu.
ICH stabilite ydnergelerine gére FAhi zlandi i Imi s cali smalara tabi tutuldu ve dizenli
arali klarla (0, 1, 2, 3 ve 6 ay) gérinim, pH, nem igerigi, FTIR ve DSC a¢i sI ndan analiz
edildi.

2.6. Mikrobiyal sayr m ¢ali smalari

Toplam aerobik sayr m, mantar say1 si ve patojenik mikroorganizmalar icin Indian
Pharmacopeia 2000 baski si nda belirtildigi gibi mikrobiyal sayr myapi Idi . Numunedeki
canli  bakteri ve mantar hiicrelerinin sayi si ni - tahmin etmek icin kullani lan plaka
sayl miyontemi. Kullani lan ortamlar si rasi yla bakteri ve mantarlar igin sterilize edilmis
st vi lastt ri Imi s agar ve patates dekstroz agar ortami ydi . Hersi vi lasti n Imi s
steril agar ortami na 1 g/mL FA sollsyonu yerlestirildi ve ortam Petri plakasi na dékulerek
kati lasmaya bi raki Idi . Plakalar 5-10 °C'de 1 saat tutuldu ve 37 °C'de 18 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon siiresinden sonra her plakada olusan bakteri kolonilerinin sayi si

sayl Idi . Patates dekstroz agar besiyeri kullani larak benzer prosediirde mantar sayi si

belirlendi ve plakalar oda si cakli g1 nda (20-25 °C) 5 glin siireyle inklbe edildi. FA'da

patojenik mikroorganizmalari nvarli § , mannitol tuzlu agar ortami (Staphalococcusaureus),

setrimid agar (Pseudomonas aer uginosa), MacConkey agar ortami  (Escherichia coli) ve
deoksikolat sitrat agar ortami  (Salmonella sp.) gibi spesifik bireysel ortamlar kullani larak

tahmin edilmistir.

2.7. Toksisite cali smalari

2.7.1. Akut toksisite ¢ali smalar

FA'ni n akut oral toksisite cali smasi , OECD yonergeleri 423'e gére gergeklestirilmistir.
Akut toksisite, adi m bagi na ug tek cinsiyetli hayvani n (disi fare) kullani Idi 1 asamal
bir prosedurdiir. Ug hayvan da doz uygulamadan énce a¢ b1 raki Idi . Agli k periyodunun
ardi ndan hayvanlar tarti Idi ve FA tek doz yani 300 mg/kg ve ardi ndan 2000 mg/kg oral
sondalar halinde uyguland: ve ilk 30 dakika boyunca herhangi bir toksisite belirtisi
agl si ndan, ilk 24 dakika boyunca periyodik olarak gézlemlendi. saat, ilk 4 saat ve
sonrasi nda her glin olmak tizere toplam 14 giin 6zel ilgi gosterildi. Cali sma, kurumsal
hayvan etik komitesi IAEC Ref NO 12/IAEC/SVCP/2018-19 tarafi ndan onaylandi .

2.7.2. 28 glinluk subakut toksik ¢ali smalar FA

ile ilgili subakut oral toksisite ¢ali smalari , kemirgenlerde OECD ydnergeleri 407,
tekrarlanan doz 28 glnlik oral toksisite cali smasi na gére gerceklestirilmistir (Okazaki ve
digerleri, 2001). 1000 mg/kg'li k tek doz secilmis, 10'ar hayvandan olusan 2 grup (bes erkek
ve bes disisi can)all nmi st r.
Cali sma boyunca hayvanlar her giin herhangi bir toksisite belirtisi agi si ndan yaki ndan
gobzlemlendi. Hayvanlara 28 gtinliik bir stire boyunca gunluk olarak FA verildi. Akut toksisite
cali smalari na oldukga benzer sekilde, toksik etkiler, cali sma suresi boyunca her tirli
klinik belirti ve semptom, viicut agi rli g1 ndaki degisiklikler, gi da tiiketimi, hematolojik
parametreler ve organ agi rli klari gibiizlendi. Son olarak hayvanlar sakrifiye edildi ve
histopatolojik incelemeleri yapi Idi . Tasi tkontrol grubundan ve tedavi grubundan tim
hayvanlara karbondioksitle bogulma ve ardi ndan kan kaybi yla étenazi uygulandi . otopsi



Machine Translated by Google

K. Gnananath ve ark.

Otenazi uygulanan tim hayvanlar Gzerinde gergeklestirilmis ve brit ve
histopatolojik incelemeye tabi tutulmustur. Ayri ca tim hayvanlardan Karacigerler,
bobrekler ve Akcigerler toplandi
Dokular ki rpi Idi , islendi ve parafin bloklara gémdldd, 3-5 pm'de kesildi ve
hematoksilen ve eozin ile boyandi . Bu hayvanlara ait histopatoloji slaytlari
mikroskobik olarak degerlendirildi.

ve %10 nétr tamponlu formalinde saklandr .

2.7.3. MTT tahlili

MTT tahlilinde, HEK 293 segildi ve 100 ml ortam i¢inde 5.0 x 104 hiicre/g6z
orani nda 96 oyuklu plakalara ekildi . Hicreler inkiibe edildi (37 °C, %5 CO2 gece
boyunca kuyulara baglanmalari na izin verildi. Bu inkiibasyondan sonra,
kultarlenen hcreler iki kez PBS ile y1 kandi , ortamda ¢ézinmus FA ilave
edilerek nihai konsantrasyonlar 5-300 pg/ml (5, 50, 100, 150, 200, 250, 300 ug/
mL) ¢ kopya halinde Hucreler 24 saat inkibe edildi ve ardi ndan her bir oyuga
15 pL 0.5 mg/ mL MTT solusyonu eklendi. Hiicreler

3 saat daha 37 °C'de kibe edildi ve absorbans, bir absorbans plakasi okuyucusu

Gzerinde her oyuk i¢in OD 570 nm'de 6l¢lldi. Kér DMSO, numune renginin neden
oldugu absorbansi ve hiicrelerin yoklugunda bir numunenin dogal MTT'yi
azaltma kabiliyetini diizeltmek icin ayni  anda hazi rlandi . Islenmemis kontrol
hucreleri tarafi ndan uretilen formazani n optik yogunlugunun, bilite yoluyla
%7100'G temsil ettigi kabul edilir (Riss ve Moravec, 2004).

2.8. Ko-kristallerin olusumu

Ko kristal, ¢dzelti yontemleri yani kullani larak hazi rlandi . 1:1agr rli k
orani nda FA (ko-former) ve istenen fitokimyasali n su: metanol: aseton
(1:0.5:0.5) icinde birlikte ¢6zindigu ve ¢dzeltinin hacim azalana kadar kaynatmaya
devam edilerek konsantre edildigi ¢ozelti kristallestirme teknigi yari ya indirildi
ve son olarak ¢ozelti, aci k bir beher icinde kristallesmesi icin icgidusel olarak
odasi caklh g1 nasodumayabi raki Idi .

Mikrokristalimsi malzeme elde etmek i¢in ¢6zUclinin buharlasti ri Imasi igin
birkag giin gerekliydi (Namjesnik-Dejanovic ve Maurice, 1997).

3. Sonuglar ve tarti sma

3.1. Fiziko-kimyasal degerlendirme

Cozunurlik cali smalart nda, FA'ni n tim pH'larda suda serbestge
¢6zUndugu bulunmustur. pH, farkh  ¢éziculerdeki ¢6zinurlik ve aki s 6zellikleri
verileri Tablo 2'de gosterilmistir. Aki s kabiliyetinin, etkisi ki sitlamayan kritik
bir parametre oldugu agi kti r. Uretim seviyesi degil, ayni zamanda formulasyon
slreci boyunca zararli  sonuglari vardi r. Herhangi bir basari I formulasyon
icin, partikil boyutu dagr I mi ve koloidal stabilite hakki nda farki ndali k
sahibi olunmali di r. Herhangi bir parcaci g1 n hareketliligi, boyutundan yogun
bir sekilde etkilenir. SEM g6zlemlerimizde, verilen FA érneg@inin boyutunun
partikdl boyutu arali g1 ni n 2,3-6,23 mikrometre oldugunu fark etmemis olsak
da, bunlar topak biciminde olsalar da

Tablo 2
FA numunesinin fiziko-kimyasal degerlendirmesinin sonuglari . Sonuglar literatir raporlari

ile senkronize edilir. Veriler, farmasotik eksipiyan olarak iddiasi ni  desteklemektedir.

SHayi parametreler Sonuglar

1. ¢ozunarlik Tim pH'larda suda serbestge ¢oztiniir
Aseton- Az ¢6zunir
Metanol- Cok az ¢éziinir

Etanol- Cok az ¢ozlinlr
Eter- C6zlinmez

2. pH 5.8

3. Akl s ozellikleri Kitle yogunlugu- 0,85g/cc

Si ki sti n labilirlik indeksi

(I)15% Hausner orani - 1,7

Yatma agi si -36°
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késeliila alt kogeli sekiller orta ila yuksek kiresellik sergileyebilir. Iyi Carr indeksi,
Haus ner's orani ve iyi bir aki s kabiliyetine isaret eden kabul edilebilir yatma
agl st ni nnedeni bu olabilir.

3.2. FA'ni nfarkh analitik teknikler kullani larak karakterizasyonu
3.2.1. Atomik kuvvet mikroskobik

cali smalari  Normalde AFM, parcaci k morfolojisi hakki nda degerli
bilgileri daha yuksek ¢éztnurlikle gosterebilir. Ek olarak, ¢ boyutlu ylzey
cizimleri saglayabilir. AFM gézlemimizde FA, kumyi g1 nlari  gibi diizensiz
sekillere sahip yassi pargaci klar olarak ortaya ¢1 kti . FA yuksekligi 34 nm ila
59 nmarali g1 ndaydi ;geniglik ise 214-385 nm arali g1 ndaydi (Sekil 2 A).
Parcaci kylzeylerinde, ylizeyin diizensiz dogasi ni gdsteren ve cesitli
bilesenlerden olusan koyu noktalar sergiledi. Benzer gozlemler baska bir grup
tarafi ndan da fark edilmistir (Namjesnik-Dejanovic ve Maurice, 1997).

3.2.2. Fourier, ki z1 |6tesi spektroskopi cali smalari ni

FA'ni n FTIR spektrumu, Sekil 2B'de gosterilmistir. Alkolik hidroksiller,
aromatik ve alifatik karboksiller ve karboniller, alifatik C-H ve amidler gibi literatlre
uygun fonksiyonel gruplari nvarli g ni gdsterir (Francioso ve digerleri, 1998).
Gozlemimizde FA, 3427.63 cm-1'de genis bir bant gostermistir ; bu, fenol ve
alkolden hidroksil gruplari ni n O-H gerilmesine ve/veya karboksilik gruplardan
olanlara ve ayri ca amid ve amin N-H gerilmesine kargi It k gelir. Ayri ca, metil
(-CH3) veya aromatik CH -gerilmesinin asimetrik C-H gerilmesine bagh olarak
2920.43 cm-1'de bir tepe gbriilebilir (Silverstein ve digerleri, 1991). 1645.31Nitelik
cm-1'deki genis bir bant, karboksilik asidin karbonil gerilmesine veya NH
bikulmesine atfedilir.

dénusturayor

1094,92 cm-1'de C-O gerilmesine karsi I k gelen bir bant fark edildi .

3.2.3. Diferansiyel tarama kalorimetrisi

FA'ni n DSC termogrami  (Sekil 2 C), baslang! ¢ta 60 °C'de kiguk bir egri
(grafikte yorumlanmami sti r) iki endotermik tepe sergilemistir (grafikte
yorumlanmami sti r), eklenen suyun buharlasmasi na veya FA'ya adsorbe
edilmesine karsi Ii k gelir (Kucerik ve ark., 2012). Daha sonra, 229 °C'de genis
bir endoterm, basit ve kararsi z organik yapi lari nayri smasi na baglanabilir.
Daha énceki bir rapor, FA'ni n sabit ve keskin bir erime noktasi na sahip
olmadi g1 ni &ne surlyor (Mirza ve digerleri, 2016). Bununla birlikte, himik
maddelerin kaynagi na bagli olarak termal davrani s farkh It k gosterebilir
(Provenzano ve digerleri, 2000).

3.2.4.Toz X1 si ni difraktometrisi

Genel olarak, dogal kaynakli
sergilemistir (Mirza ve digerleri, 2011a,b, 2016). Mevcut gézlemimizde, FA'ni n
difraktogrami 26 pozisyonunda si rasi yla 24.50, 31.36, 34.67, 39.03, 46.29,
59.36 ve 70.21 olmak Uzere ince ve iyi tani mlanmi s yedi tepe noktasi
sergilemistir (Sekil 2 D). Kristalin tepe noktalari ni nardi ndaki nedene gére,
himden turetilen inorganik ki smi nkali nti lari ndan kaynaklani yor olabilir
(3.6 ve3.7'detarti si Idi g gibi). Ayri ca, kum temel olarak SiO2'den olusur,
ince pikler s6z konusu oksitten kaynaklani yor olabilir.

FA'ni nki ri nim modeli amorf bir yapi

3.2.5. Taramali elektron mikroskobik

cali smalar SEM, kati  fazi n homojenligini kani tlamak icin kullani labilir.
FA, toprak, ekstraksiyon yontemi ve pH gibi faktérlerden etkilenen SEM analizi ile
farkli olasi yapi lar sergileyebilir (Tan, 1985).
Ayri ca, 6zellikle dondurularak kurutulmus numune, alti  tip olasi  yapi
sergileyebilir, drnegin, lifli, liflerle baglanmi s sferoidler, liflerle dokunmus saclar,
delikli saclar, kanatli  ve parcalanmi s saclar (Chen ve Schnitzer, 1976). SEM
analizinde pH'l  degistirmenin hiimik ve FA partikillerinin sekli, boyutu ve
topaklanma derecesi Gizerindeki etkisini arasti rdi lar. SEM goézlemlerimizde,
fibréz yapi ni nyassi sekle (agqi sal/altagi sal sekil) varli g1 ni
¢ kardi (Sekil 2 E).

ortaya
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Sekil 2. Fulvik asit numunesinin (A) Atomik Kuvvet Mikroskobu, (B) FT IR Spektroskopisi, (C) Diferansiyel tarama kalorimetrisi, (D) gibi farkli

XIst mi ki ronimi, (E) Taramali elektron mikroskobu. Analiz sonuglari

3.2.6. SEM-EDX ile element analizi FA'ni
element bilesimi Gg farkl
SiO2 partikullerinin varli @ ni gésteren O, C, Al, Si, Cl, K, Au, Ca, Pd'nin

varli g1 ni gosterir, bu nedenle Ureticiye DAX reginesi ile daha fazla
saflasti rma onerilir.

n

3.3. Diger yardi mc maddelerle uyumluluk cali smasi

Farkl
maddeler arasi nda ve yardi mci

API'lerle (Mirza ve digerleri, 2011, 2016, Mirza, 2018) icerme kompleksi

bélgede incelendi ve ek tarih Tablo S1'de verildi.

bilesenler arasi nda etkilesimler ortaya ¢i kabilir ve yardi mci
maddeler ile API arasi ndaki uyumluluk
cali smalari ni nICH Rehberi tarafi ndan siddetle tavsiye edilir. FA, belirli

SRR T W

enstrimantal degerlendirmesi

onceki literatiir raporlari ile neredeyse uyumludur.

aktif maddelerin ¢6zUnurliguni/¢éziinmesini artl ran ve sonugta gelismis
biyoyararlani mla sonuglanan. Ancak yaygi n olarak kullani lan diger

yardi mci maddelerle etkilesimi simdiye kadar incelenmemistir. Bu nedenle
FA'ni n sakkaritler (laktoz ve nisasta), Polivinil Pirolidon (PVP) ve Seltlozlar
(metil seliiloz -MC), PEG ve FT-IR, DSC, XRD gibi Talking teknikleri/yéntemleri
gibi diger eksipiyanlarla uyumluluk cali smalari ni yapti k. deney.

FTIR, fiziksel kari s1 m igindeki degisikliklerin degerlendirilmesi igin basit
bir tekniktir. Genel olarak, bu titresim degisiklikleri, incelenen eksipiyanlar
arasi ndaki potansiyel molekuller arasi etkilesimlerin sondasi olarak hizmet
edebilir (Hartauer ve Guillory, 1991). Gézlemlerimizde FA, CH esnemesi, -OH
esnemesi, karbonil esnemesi ve C-O-C esneme titresimi gibi karsi I k gelen
bélgelerindeki tim karakteristik tepe noktalari ni ayni sekilde korumustur
ve hicbir fiziksel veya kimyasal uyumsuzluk yoktur.

olusturma yetenegine sahiptir , bu nedenle fiziksel bir etkilesim turd olustugu a¢i kti rve

Tablo 3

FT IR spektroskopik analizi ve diger FA-eksipiyan kari g1 mi ile karsi lasti ri Idi g nda Saf FA'ni nTepe Dalga Sayi lart (cm-1).
Atama ancak FA + PEG FA + PVA FA +CK FA + Laktoz FA +talk
OH esneme 3427.63 3456.68 3428.43 3425,96 3433,77 3394.46
C-H germe 2920.43 2877.12 2915.34 2928.01 2903.54 2865.55
NH bikme 1645.31 1643.34 1651.47 1643.15 1657.88 1638.74
C-0 esneme 1094,92 1113.69 1090.01 1081,99 1021.40 1060,98
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Sekil 3. Diger eksipiyanlarla (FA'ya gére) uyumluluk cali smalari ni nsonuglari ni n XRD st Uste bindirilmis gértntusu, PEG ile bir tepe ¢aki smasi ni n fark edildigi durumlarda,

uyumlulugunu kani tlamak i¢in daha fazla arasti rma gerektirir. Numuneler protokole gore 30 giin sureyle saklandi

tepe konumlari nda veya bunlari n nispi yogunluklari nda herhangi bir degisiklik
olmasa bile FTIR spektrumlari nda degisiklige yol acabilecedi g6zlendi (Tablo 3).
Ancak laktoz gibi karbonhidrat kaynakl maddelerde metil seliloz
karbonil grubunun FTIR degerlerinde 80-100 cm-1 sapma gdstermistir . Fonksiyonel
gruplara sahip yardtersiae qeadielidirds ofdnkgaeraptan mMddag) dogyaltagesedgrizm
nedeniyle olabilir. Fiziksel bir etkilesimdir ve fiziksel uyumsuzluk olarak

yardi mci

degerlendirilmemelidir. Bununla birlikte, spektrumlarda Ust Uste binen piklerin
varlt g1 , genel analizi engelleyebilir.

TozX- st ni ki ri ni mi (XRD)analizi, si ki sti rma, 1 slak granilasyon
vb. proseslerde olusabilecek uyumsuzluklarda yardi mci  olur (Stulzer ve
maddelerle birlikte FA'ni n
XRD paterni analiz edildi ve gizildi (Sekil 3). FA'nt n XRD ki ri ni - m paterni, ilgili
fiziksel kari g1 mda FA'ni n piklerinde yogunluk ve keskinlikte btyuk farkli It klar
olmamasi nave PEG durumu di s1 nda hemen hemen benzer pik paterni

digerleri, 2008). Cali smami zda, diger yardi mci

muhafaza edilmesine ragmen, incelenen tum eksipiyan kari s mlari arasi nda
agr rh kh
bir Ust Gste binme etkisi veya zirve zayl flamasi

etkilesimini gosteriyor.

olarak tum piklerini sergilemistir. FA paterni tizerinde 24.50'de PEG'nin
g6zlemlendi, bu da bunun FA ile

Uyumluluk tarama ¢ali smalari nda, termal analiz de cok énemli bir rol oynar
ve fizikokimyasal uyumsuzlugun hi zli  bir sekilde degerlendirilmesiicin si kli kla
kullani It r. Son birkag onyi Ida, DSC genellikle uyumluluk ¢ali smalari nda
tarama yapmak icin bash ca termal analitik teknik olarak kabul edilir. Bununla
birlikte, analiz icin daha az numune ve daha ki sa stire gerektirir. Genellikle bu
teknikte saf bilesenlerin DSC termogrami , 1:1 fiziksel kari si mlardan elde
edilen termogrami nkiyle karsi lasti ri It r. Termal ézellikler (erime noktasi ,
entalpi degisimi, vb.) korunursa, bilesenlerin uyumlu oldugu varsayr I r. Bir
egrinin gérinmemesi, bilesenlerin erime noktalari nda énemli bir kayma veya
fiziksel kari g1 mdakarsi I k gelen reaksiyon entalpilerinde yeni bir ekzo/

endotermik tepe noktasi ve/veya sapmani nvarli gi

ve daha sonra analiz edildi.

uyumsuzlugu belirtir (Balestrieri ve digerleri, 1996). Bununla birlikte, kari g1 m
geometrisindeki olasi
hafif degisiklikler beklenmektedir. Mevcut ¢ali smada, diger eksipiyanlarla birlikte
FA'ni n DSC termogramlari

farkl I klar nedeniyle pik sekli, yiksekligi ve genisliginde

Sekil 4'te gosterilmistir. Eksipiyanlardaki karakteristik
FA endotermik pikleri, kayboldugu ve beklenmeyen bir ekzotermik pik olusturdugu
PEG haricinde mevcuttu. Bunun nedeni, PEG'de depolama si rasi nda birikebilen
ve stabiliteyi etkileyebilen peroksit iceriginin varli g1 olabilir (Visser, 1987).

Ozetle, FTIR, DSC ve XRD verileri gibi deneysel cali smalarda, PEG 6000
di g1 ndaincelenen tim eksipiyanlar FA ile neredeyse uyumluydu. FA ile

uyumsuzlugunu dogrulamak igin daha ayri nti i arasti rma 6neriyoruz.

3.4. Stabilite cali smalari

Herhangi bir ilag molekulinin stabilitesi (kimyasal veya fiziksel), kimyasal

yap! si tarafi ndan yénlendirilen Uglu bir 6zelliktir. Belki de ilact n bitmis bir
Urldndeki stabilitesi, Uretim sireci, ambalaj ve saklama kosullari  gibi diger gesitli
faktorlere bagh olabilir. Diger yardi mci maddelerinvarli g1 da énemli bir
rol oynar. Yardi mci maddeler genellikle biyolojik veya dogal kaynakli  olup,
inorganik veya organik, sentetik veya yari sentetik olabilir. Cogu, diger
malzemelerle etkilesime girebilen islevsel gruplara sahiptir.
Ek olarak, eser miktarda safsi zli klari nilag veya diger yardi mci  maddelerle
reaksiyona girme olasi I @i
Grunlerinin olusumu) veya klinik etkinligin azalmasi yla (glg kaybi )
sonuglanabilecek istenmeyen etkiler gdsterebilir. ).

olabilir ve ayri ca toksik olabilen (bozunma

Alti ayll kcali smada, hi zlandi r Imi scali smada maksimum
degisiklikler gozlendi, 6rnegin pH'daki %3,4'lik dislsin nedeni yiksek si cakli k
olabilir, LOD'deki %2,1'lik arti s ya bagli olmayan durumda ya da bir pargasi
olarak var olabilecek nem kaybi ndan kaynaklanmaktadi r. kristal yapi . HAYIR
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Sekil 4. Diger yardi mc maddelerle (FA'ya gére) uyumluluk ¢ali smalart ni nsonuglari ni n DSC kaplama gérintileri. Diger analizlerin sonuglari  gibi, FA + PEG de digerleriyle
senkronize degildir. Herhangi bir uyumsuzluk géstermez, ancak daha fazla degerlendirmeye isaret eder.

gorinam, FTIR ve DSC cali smalari nda farkl I k gozlendi.

3.5. Mikrobiyal sayr m cali smalari

Onceki cali smalara uygun olarak FA, mikroplari nbulunmadi § ni
gosterdi (ek tarih Tablo S2). FA, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus ve Salmonella sp. Sonuglar, FA'n1 n ne bakteri ne de mantar gelisimini
desteklemedigini aci kca gostermektedir. Dolayr si yla FA'ni n mikrobiyal kalitesi
tatmin ediciydi ve farmasétik preparasyonlar igin gerekli olan Hint Farmakopesi
gerekliliklerini karsi ladi .

3.6. Toksisite cali smalar

3.6.1. Oral toksisite cali smalari

Herhangi bir yeni eksipiyan, klinik olmayan cali smalardan ge¢melidir (http://
academy.gmp-compliance.org/guidemgr/files/NONCLINICAL %20STUDIES.PDF),
eksipiyanlari n potansiyel toksik maddeler olabilecegdi ve bu nedenle buna goére
degerlendirme yapi Imasi esasti r.Yenibiryardi mc  maddenin toksikoloji ve
farmakokinetik profilini ve IPEC ve FDA tarafi ndan onerilen test yaklasi mlari ni
olusturmak zorunludur. Bunu géz éniinde bulundurarak, FA'ni n glvenli bir
farmasétik yardi mc madde olarak iddia edilme potansiyeline sahip olup
olmadi g1 ni inceledik. Turba

tUretilmis FA, dinya ¢api nda farkli sagl k Urtnlerinde tiketilmektedir, bu
nedenle glvenli oldugu varsay: labilir. Oral toksisite cali smalari nda, test edilen
g farenin de 2000 mg/kg dozda bile gtivenli oldugu bulundu.

3.6.2. Alt akut toksisite cali smalari

Uzun sureli kullani mdan sonra guvenligini degerlendirmek icin 28 giin
boyunca subakut toksisite yapi Idi . FA ne toksik etki ne de dlduricu etki
go6stermedi. Ayri ca deri ve kirk, viicutagr rli §i , gozler ve mukoza zar ,
solunum, dolasi m, otonom ve merkezi sinir sistemi ve davrani s 6riintistinde
herhangi bir degisiklik gérulmedi. Deney suresi boyunca titreme, kasi Ima, tikarik
salgl lama, ishal, uyusukluk, uyku ve koma belirtileri bile yoktu. Brut patolojide,
hicbir hayvanda tedaviye bagli di s ve i¢ brit patolojik bulgular gézlenmedi.
Histopatolojide, karaciger, bobrekler ve akcigerlerde gézlemlenen tedaviye bagl
histopatolojik bulgular yoktu (ek veriler Sekil S1a, S1b ve S1c'de gosterilmektedir).

3.6.3. MTT tahlili

MTT tahlilinde genellikle sitotoksik potansiyel, hiicre baztlmesi, sitoplazmik
yogunlasma, yuvarlama ve yiizeyden ayri Ima ve filapodial uzunluktaki degisiklikler
vb.
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degisiklikler fark edildi, ayri ca hucreler 500 pg/ml konsantrasyona kadar 72
saat sonra bile canli  kalmaya devam etti. Sonugclar, FA'ni n memeli

hiicrelerine uyumlulugunu distinduren herhangi bir sitotoksisiteye sahip
olmadi g1 ni ag kga gosterdi.

3.7. Ko-kristallerin olusumu

Hem ikili hem de Uglu Ko-kristaller, incelenen birkag fitokimyasalla basari It bir
sekilde olusturuldu (veriler sunulmadi ). FA'ni n, zayl fsuvedolayl si yla
kayganl ga sahip fitokimyasallarla ko-kristal sentezini éneriyoruz. Dolayr si yla
gelecekte FA, supramolekiler sentezde ko-former olarak kullani labilir.

4. Sonug

Mevcut ilag onay sureglerinde, yeni eksipiyanlar diizenleyici kurum tarafi ndan
bagl msi zolarak degerlendirilmez; sadece yardi mci  maddeyi iceren ilk ilag
uygulamasi baglami nda incelenirler. USFDA'da yardi mci maddelerin DMF'leri
vardi r. Egsiz bir molekul olarak yeni bir eksipiyan icin 6zel olarak herhangi bir
duzenleyici onay sureci yoktur.

Kuresel olarak, Uluslararasi  Uyumlasti rma Konferansi 'ni n (ICH) 6zel eksipiyan
guvenlik degerlendirme yonergeleri yoktur, ancak yardi mci  madde guvenlik
degerlendirmesine iliskin FDA ki lavuzu ve IPEC tarafi ndan hazi rlanan
yonergeler, birkag ICH glvenlik testi ydnergesinden (6rn., ICH S1A, S2B, S3A, S5A)
ali nti yapar., S7A ve M3) glivenlik testlerinin yirattilmesi igin referans
malzemeler olarak. Dinya ¢api nda farkli besin takviyesi Griinlerinde tiketilmesi,
glvenligini saglar. Dolayl si yla glvenlik cali smalari ni ki saltabiliriz. Bu
nedenle, paylasi lan verilere dayanarak, farmasétik bir yardi mci madde olarak
FA'ni ndaha fazlaarasti r Imasi ni savunabiliriz.
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