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Dogal organik maddenin (NOM) ana ve biyolojik olarak en ¢ok kesfedilen bilesenleri htimik asit (HA) ve fulvik asittir (FA). Bir
NOM kaynagi olarak rock shilajit'i arasti rdi k. Ote yandan karbamazepin (CBZ) iyi bilinen bir antikonviilsan ilagti r ve

CBZ'nin biyoyararlani mi  ve farmakokinetik profilleri, komplekslestirme ve farkli tekniklerle de gelistirilmistir.

Mevcut ¢ali sma, CBZ'nin farmakokinetik profilini ve beyne erisilebilirligi gelistirmek i¢in CBZ i¢in kompleks olusturma

anahtar kelimeler:
Silajit

Fulvik asit
Himik asit

Karbamazepin ve beyin gecirgenligi

maddesi olarak FAve HA'ni nkarsi lasti rmali yeteneklerini degerlendirmistir. Bu iki kompleks olusturucu ajan,
komplekslesmeye neden olma ve ¢6zUnUrligu, gegirgenligi ve ¢ézinmeyi artti rma yetenekleri gibi gesitli indekslerde
karst lastt i Imi sti r.Bucall smaayni zamanda komplekslerin oral uygulanmasi ndan sonra farmakodinamik ve
biyokimyasal profilleri karsi lasti rdi . Dondurarak kurutma, fiziksel kari s1 m, yogurma ve solvent buharlasti rma gibi

cesitli farmasatik tekniklerin yardi mi yla, komplekslestirme igin iki molar oran (1:1 ve 1:2) secildi ve konformasyonel
analiz (molekuler modelleme) icin degerlendirildi. Olusan kompleks ayri ca diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), Fourier
donasima ki z1 16tesi spektroskopisi (FT-IR), kiitle spektroskopisive X-1 si ni ki ri ni_mi (XRD) ile karakterize edildi.

CBZ-HA ve CBZ-FA'll  kemirgenler (izerinde yapi lan preklinik cali sma, antikonvilsan ve antioksidan aktiviteleri
agl si ndan kayda deger sonuglar vermistir. Bununla birlikte, CBZ-HA (1:2) diger tim komplekslerden daha iyi sonug

gOstermistir.

& 2011 Elsevier BV Tim haklari sakh di r.

1. Girig

Dogal Organik Maddeler daha ¢ok hiimik maddelerden (HS) ve
hamik olmayan maddelerden olusur. Himik olmayan maddeler,
sekerler, amino asitler, yaglar, vb. gibi ayr1  bilesik kategorilerinden
birine yerlestirilebilen tim malzemelerdir. Himik maddeler, ikincil
sentetik reaksiyonlarla olusturulan nispeten ytiksek molekiler
agr rli kli , kahverengi ila siyah renkli maddeler serisidir. . Hamik
maddeler ¢ogunlukla, ¢6zinurlik ézelliklerine dayali  olarak elde edilen

ellagik asit, regine, triterpenler, sterol, aromatik karboksilik asit, 3,4-benzokumarinler,
amino asitler ve fenolik lipidler). Aktif bilesenler icin tagi y1 ¢ molekiller olarak hareket
eden humik asit (HA) ve fulvik asit (FA) (Sekil 1B-C) ile birlikte dibenzo-alfa-pironlar gibi
biyoaktif bir bilesigin varli §i , shilajite fizyolojik 6zellikler kazandi ri r.[2,3]. HA (Ort.
mol. agi rli k 6500) koyu kahverengiila siyahi msi renktedir, asidik kosullar alti nda
suda ¢ozlinmez, ancak daha yuksek pH degerlerinde ¢ozinur. FA (Avg. mol. wt. 1200)

agl ksart msi renktedir ve HA'dan [4,5] daha yuksek karboksilik grup ylzdesine

sahiptir, bu da onu herhangi bir pH degerinde suda ¢ézundr ki lar.

renkli materyali veya onun fraksiyonlari ni tani mlamak igin genel bir isim olarak kullani I r.

Shilajit, dinyani n bircok dag si rasi ndaki kayalardan, ézellikle de Hint
Yari madasi 'ndaki Himalayalar ve Hindukus'tan ¢i kari lan zengin bir himik asit
kaynagi di r[1]. Hindistan dahil bircok tlkenin geleneksel ti p sistemlerinde kullani lan
canlandi r c ,canlandi r a birajandi r.1980'lerde yapi lanyogun arasti rmalar,
esas olarak humustan (%60-80) olusan ve benzoik asit, hippurik asit, yag asidi, iktiyol,

N Sorumlu yazar. Tel.: +91 9811733016; faks: +91 11 26059663.
E-posta adresi: zigbaljh@yahoo.co.in (. Ikbal).

2211-2863/% - 6n maddeye baki n & 2011 Elsevier BV Tum haklari
sakli di r.doi:10.1016/j.rinphs.2011.06.001

Karbamazepin (CBZ), basit ve karmasi k nobetler, trigeminal nevralji ve bipolar
afektif bozuklugun [6] tedavisinde kullani lan iyi bilinen bir antikonvdlsan ajandi rve
basit ve karmasi k ki smi nébetler icin tercih edilen bir ilacti r (Sekil 1A). CBZ pratik
olarak suda ¢6ztinmez (0200 mg/ml) ve Biyofarmasotik St ni flandi rma Sisteminin I
St ni fi ndayeral r[7]vecézinmehi zi si ni rli bir absorpsiyona sahiptir [8].
Degisken absorpsiyon profiline katki da bulunan dért polimorfik formda elde edilir.
flaci n dusik sulu ¢éziinirluga ve zayr f1 slanabilirligi, 5ngérilemeyen absorpsiyonuna
katki da bulunur ve bu da tutarsi z biyoyararlani m saglar [9]. CBZ yayg! n olarak su
Glkelerde bulunur:
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OH COOH CH;OH sispansiyonlar membran filtreden (0.45 mm) gegirildi ve dami t1 Imi s suda ayni
HOOC CH, CH CHs HA/FA konsantrasyonu kullani larak hazi rlanan kérlere karsi 285 nm'de bir UV
— \c/ \cﬁ spektroskopisi (Shimadzu, UV 1601) kullani larak karbamazepin agi si ndan analiz
Q O ” \CHz—COOH edildi.
N HOOC CH2 /CH\OH
| COOH OH CHz_? COOH 2.3. Inkliizyon komplekslerinin hazi rlanmasi
CONH2
Carbamazepine Fulvic acid Karbamazepin kompleksleri, 1:1 ve 1:2 olmak tzere iki farkli molar oranda
< B (ilag:kompleksleyici ajan) farkli  teknikler kullani larak silajitten ekstrakte edilen
Woptide) coo—uji fulvik asit ve hiimik asit ile hazi rlandi . Nihai kiitle, bir cam havanda toz haline
| getirildi ve 100 gézenekli bir elekten gegirilerek diizglin boyutlu ince bir toz elde
coon COOH COOH ox COOH CHy edI|AdI' [1.2]. Islemin etkisini kontrol etmek icin esit miktarda ilag da ayni islemden
CN, cu CH, gegirildi.
‘\}‘0{ ? ? o o i‘:(la y f W COCH
\ , oi ¥ oH . \c) w,/
b CH;~C — CHOH
RCH c'_,‘ c‘ooﬂ 2.3.1. Fiziksel kart s1 m (PM)
Humic acid ?I’c‘ él’o (sugars) Karbamazepin kompleksleri, kari si mi n 60 dakika boyunca temiz, kuru bir
C l?n ? Peptide) cam tokmagi ve havanda 6gutilmesiyle hazi rlandi ve elde edilen kitle, 100
‘!, 'I" gozenekli bir elekten gegirilerek diizgiin boyutlu ince bir toz elde edildi [12].

Sekil 1. (A) karbamazepin, (B) fulvik asit ve (C) himik asidin molekdler yapi lari .

4-32 saat boyunca pik plazma konsantrasyonlari ni veren tablet dozaj formlari .
Bu nedenle, CBZ'nin ¢éziinme &zelliklerini daha da gelistirmek icin absorpsiyon

ve derecesini arti rabilecek ve sonug olarak terapétik etkinligi

art rabilecek pek cok fi rsatvardi r. Céziinme 6zellikleri ve oral biyoyararlani m
yetenegi, uygun bir kompleks olusturucu madde ile kompleks haline getirilerek

artti i labilir. Bu nedenle, mevcut cali sma, CBZ'nin farmakokinetik profilini
gelistirmek ve beyne erisilebilirligi artti rmak icin FA ve HA'ni n kompleks olusturucu
ajan olarak karsi lasti rmali

hi zi ni

yeteneklerini degerlendirmeye cali smaktadi r.

2. Malzemeler ve yontemler

Kaya shilajiti, Dabur Arasti rma Vakfi
dogrulandi

, Ghaziabad, Hindistan'dan ali ndi ve

. Karbamazepin, Novartis Pharmaceuticals Ltd., Hindistan'dan bir hediye
numunesi olarak kurlendi.

Cali smaigin kullani lan kimyasallar ve reaktifler AR s1 ni fi ndaydi .

2.1. Kaya shilajitinden fulvik ve humik asit elde etme yontemi

FAve HA'y1 ekstrakte etmek i¢in daha 6nce Ghosal [2] tarafi ndan agi klanan
biraz degistirilmis bir ydntem kullani Idi . Yéntem, biyoaktif bilegenleri
uzaklasti rmak icin artan polariteye sahip si cak organik ¢6zlicilerle kaya ve toz
haline getirilmis shilajitin art arda ekstraksiyonundan olusuyordu. Tortu (marc),
nitrojen varli § ndaarali kh calkalamaile 0.1 N NaOH [10] iginde ¢6zuldu.

Suspansiyon suizulda ve stizintd, huimik asitleri ¢okeltmek icin 3'Un alti nda bir pH'a
asitlestirildi. Suztntu, daha sonra 0.1 N sulu sodyum hidroksit ¢ozeltileri kullani larak
yi kanan FA'lari emmek icin makro g6zenekli iyon degisim recinesi ile calkaland .

2.2. Faz ¢6zUnurlagd davrani s1 ve komplekslerin geligimi

Faz ¢6zUnarlGgu ¢ali smalari , Higuchi ve Conners [11] tarafi ndan bildirilen
yonteme gére oda si cakh § nda (251) tg kopya halinde gergeklestirildi. Bir dizi
stoper konik sisede (100 mi) gesitli konsantrasyonlarda (% 0.2-2 w/v) kompleks
olusturucu ajanlar (FA ve HA) iceren dami ti Imi s suya fazla miktarda karbamazepin
ilave edildi ve bir doner sise calkalayr c1 da 48 saat calkalandi ..bu

2.3.2. Dondurarak kurutma (FD)

Tarti lan miktardaki karbamazepin co-solvency (etanol) kullani larak suda
eritildi ve ayri ca kompleks yapi ¢ ajanlari n sulu ¢ozeltileri hazi rlandi . Her iki
cozelti de kar1 sti i Idi (200 rpm, 60 dakika) ve ardi ndan bir
saat ultrasonik banyoya tabi tutuldu. Cozelti, bir Lyph-lock aparati nda 24 saat
sureyle donduruldu ve ardi ndan 12 saat sureyle dondurularak kurutuldu (Dry
kazanan, DW-8-85 Heto Holten, Danimarka). Stikroz soltsyonu (%2 w/v) bir
kriyoprotektan olarak eklenmistir.

ve kari sti i Idi

Nihai kutle daha sonra bir cam havanda toz haline getirildi ve 100 gézenekli bir
elekten gegirilerek diizglin boyutlu ince toz elde edildi [12].

2.3.3. Solvent buharlagmasi  (SE)
Hesaplanan ilag miktari birkag damla etanol yardi mi yla su i¢inde ¢6zilda ve
sulu HA/FA ¢ozeltisine dokildi. Cozelti daha sonra bir saat ultrasonik banyoya tabi
tutuldu. Elde edilen solisyon déner buharlasti r ¢ davakum alti nda kurutuldu
(Hahn shin science Co., Hs-2001N, Gliney Kore) ve 100 gézenekli bir elekten gegirilerek

homojen boyutta ince toz elde edildi [12].

2.3.4. Yogurma (KD)

Karbamazepinin kati  kompleksleri de yogurma yéntemiyle hazi rlandi [12].
Tarti lan miktardaki karbamazepin ve HA/FA temiz kuru cam havanda 15 dakika toz
haline getirildi. Toz haline getirme islemi si rasi nda, macunun ki vami ni
ayarlamak igin ampirik olarak etanol eklendi. Uriin harg duvarlari nda kurumaya
baslayana kadar toz haline getirmeye devam edildi.

Uriinler ayri casi cak hava etiviinde 60 1C'de 30 dakika kurutuldu, toz haline
getirildi, 100 g6zIU elekten gegirildi ve desikatorlerde saklandi  [13].

2.4.Kati  komplekslerin karakterizasyonu

2.4.1. Diferansiyel Taramali  Kalorimetri (DSC)
Diferansiyel Taramali  Kalorimetri (DSC) ¢ali smasi
ilag ve FA/HA (10 mg) numuneleri diiz tabanl  bir aliminyum tavaya ali nmi sve
30-350 1Csi cakh karali g ndasabitbirhi zdai1 si t Imi sti r. Diferansiyel
tarama kalorimetresinde (DSC-7, Perkin Elmer Pyris 6 cihazi , ABD) referans standart
olarak aliimina kullani larak nitrojenin (50 mi/dak) temizlenmesiyle 10 1C/dak.

icin katt  kompleks, saf



Machine Translated by Google

18 MA Mirza ve ark. / Eczaci Ii k Bilimlerinde Sonuglar 1 (2011) 16-26

2.4.2. Fourier Dénugumleri Ki z1 16tesi Spektroskopi (FT-IR)

Karbamazepin, FA/HA ve inklizyon komplekslerinin FT-IR spektrumlari ,
potasyum bromur (KBr) disk teknigi kullani larak Perkin Elmer'e kaydedildi.
Bes mg dnceden kurutulmus numune, 100 mg KBr ile kari sti ri Idi  ve bir
IR hidrolik pres Uzerinde bir pelet halinde si ki sti i Idi . Taban gizgisi
duzeltildi ve tarama 4000-400 cm1'de yapi Idi .

24.3.TozX4 st ni ki rn ni mi (XRD)

Karbamazepin, FA/HA ve bunlari n inkliizyon komplekslerinin X-1 g1 ni
ki ri ni mi , bir X1 si ni difraktometresi (PW 1830, Phillips, Japonya)
kullani larak incelenmistir. Oryantasyon etkilerini azaltmak iin veri toplama
si rasi nda numuneler (1000 mg) déndurilda. Kati  kompleks, saf ilag ve

FA'ni n PXRD sablonlari , 35 kV ve 30 mA'da 2y=101 ve 701 arasi nda
kaydedildi.

2.4.4. Kutle spektroskopisi

Numuneler (HA ve FA), 1 mg/mL'lik bir stok yapmak igin Milli-Q su icinde
eritildi ve ardi ndan Milli-Q su:metanol (50:50) icinde ilave seyreltme
hazi rlandi . Son olarak 100 ng/mL'lik bir konsantrasyon hazi rlandi ve
pozitif modda elektrosprey iyonizasyonu Gzerinde kitleye enjekte edildi (Snapt
Kitle Spektrometresi, UPLC'li Q-TOF). Ki Ical, 6rnekleme konisi ve ekstraksiyon
voltajlari si rasi yla 2,51, 21 ve 5,3 birimdir. Kaynak ve desolvasyon
sicakli klari s rasi yla 80 ve 250 1C idi. Azot gazi , si rasi yla 50 ve 600
L/h'de koni ve desolvasyon gazi olarak kullani Idi .

Tuzak carpr  sma enerjisi kullani Idi (6.0 birim). Sistem, seri no. JAA 272
sulart , ABD.Yazi I m MassLynx V 4.1 sulari  kullani Idi .

2.5. Hesaplamali  yontemle konformasyonel analiz

3D molekdler yapi lar, Chem 3D-Ultra 8.0 yazi I mi ile Uretildi ve
optimize edildi. Kullani lan tim hesaplamalar geometrik optimizasyon icin
yapi i rken, tim enerji minimizasyonlari RMS gradyani 0,08'den kiguk
olana kadar gergeklestirildi. Himik ve fulvik asitlerde molekiler modelleme
icin optimize edilmis molekuler yapi lar ve ki smi atomik ytkler kullani Idi .
H-bagi analizi ORTEP III'e [v1.0.3] dayani yordu.

2.6. Karbamazepinin in vitro HPLC analizi

Karbamazepin in vitro érneklerinin konsantrasyonu, kuaterner LC-10A VP
pompasi , SPD-10AVP kolon fi r1 ni , degisken dalga boyu programlanabilir
UV/VIS detektérinden (285 nm) olusan bir Shimadzu LC2010 sistemi (Kyoto,
Japonya) kullani larak dogrulanmi s yontemle [14] belirlendi. ), SCL 10AVP
sistem denetleyicisi, 20 mL déngu, gaz giderici ve bir veri islemcisi ile
donati Imi s Rheodyne enjektor .

Kromatografik ayl rma, su ve asetonitrilden (60:40::su:asetonitril) olusan bir
hareketli faza sahip 5 mm pargaci klarla doldurulmus bir LiChrosphers 100
ters fazli C-18 kolonu (250 4.6 mm2 ) kullani larak elde edildi. Mobil faz,
ortamsi cakl g1 nda(2572°C) 1.0 ml/dak aki s hi z1 nda pompaland: .
Eluent, 285 nm'lik bir dalga boyunda ultraviyole emilimi ile izlendi ve CBZ icin
tutma sureleri 4.870.35 dakika idi.

2.7. Komplekslerde karbamazepinin tayini (suda dengede)

Kompleksin fazlasi 10 ml distile su iceren amber renkli siselerde bekletildi
ve termostatl mekanik calkalayl ci da (Grower Enterprises, New Delhi,
Hindistan) 25 1C'de 5 giin kar1 sti i Idi . SGspansiyonlar 0.22 mm filtreden
gegirildi.

"Millipore" filtresi, dami ti Imi s su ile yeterince seyreltilmis ve |=285 nm'de
bildirilen HPLC ile analiz edilmistir [14].

2.8. Karbamazepinin kompleksten sali nmasi

API (40 mg CBZ sollsyonu) ve inkllizyon komplekslerinin (40 mg CBZ'ye
esdeger)ilagsali mcali smasi , USPII ¢6zinme aparati (Hanson Research
SRS, ABD) kullani larak 37.570.5 1C'de (75 rpm, 60 dakika3tQelilagma,
stispansiyonun (5 ml) diyaliz torbasi na (Spectra-Por diyaliz torbasi , Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, 12,000-14,000 Da kesme ile) konmasi yla gerceklestirildi.
Cesitlizaman arali klari nda ¢ozelti icindeki ilaci n konsantrasyonu, 285
nm'de HPLC ile analiz edildi. TUm ¢6ziinme cali smalari  Gg¢ kopya halinde
gerceklestirildi. Karbamazepin miktari , ilaci n énerilen dozuna gére secilmistir
[15]. Suspansiyon dozunda bulunan hiimik madde miktari da izin verilen
si ni rigindeydi, yani 512 mg kg1 vicutagr rhi g1 [16].

2.9.1Invitro di sa déniik bagi rsak kesesi gegirgenligi cali smasi

Si ganlara, kapakli bir cam kap igindeki bir parca pamuk tzerine serpilen
eterle anestezi uygulandi . Kari nda bir orta hat insizyonu yapi Idi ktan
sonra, ince bagi rsak iki pozisyonda kesildi: midenin yaklasi k 18 cm distalinde
ve yaklasi k 30 cm'de (medial jejunum). Bu segment daha sonra ¢i kari Idi
ve bir cam gubugun bir ucuna ipek iplikle baglandi ve dikkatlice cubuk tzerine
ters gevrildi, salin solisyonuyla durulandi  ve sonra kesildi ve 1 ml'lik tek
kullani mli k birsi ri nga haznesinin ucuna sabitlendi.

Bag! rsak kesesi, modifiye edilmis KRPB tampon ¢ozeltisi ile dolduruldu ve
daha sonra surekli olarak kdpuren (%95 02 ve %5 CO2) 100 ml test ¢ozeltisi
iceren banyoya yerlestirildi [17]. Stabilizasyondan sonra keseye 3 ml (yaklasi k
10 mg ilaca esdeger) CBZ (API), 1:2 dondurularak kurutulmus (HA ve FA
kompleksleri) ve 1:2 yogurma (HA ve FA kompleksleri) kompleks soltisyonu
ilave edildi. TUpler 37°C'de tutuldu ve képuren oksijen kaynagdi ile 60 rpm'de
surekli calkalandi . C6zinme medyumundan 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24 saat
aral klarla 100 ml numune ali ndi  ve 4000 rpm'de 5 dakika santrifujlendi.
Millipore filtresinden (0.45 mm) stztldikten sonra bunlar HPLC [14] ile analiz
edildi .

2.10. Maksimal Elektro Nébet (MES) kaynakli - konvdilsiyon

Deney icin her iki cinsiyetten ortalama viicut agi rli g1 na (20-30 g) sahip
Isvigre albino fareleri kullani Idi . Hayvanlar Merkez Hayvan Evinde 2 hafta
polipropilen kafeslerde buyutilerek standart hayvan yemi ve su ile beslendi.
CBZ dozu literatlre gore alil nmi st r, yani MES'te hayvana %100 koruma
saglayan farelerin vicut agr rli g 30 mg/kg [18], buna gére kompleksin
dozu CBZ dozunun bir fraksiyonu (yani 1/1) olarak segilmistir. 3.), ilk deneylerden
acl kca goruldigu gibi, kompleksler tek basi na API'den 2-3 kat daha iyi etki
gosteriyordu.

Kompleks olusturucu maddenin antiepileptik potansiyelini kontrol etmek igin
dozda bulunan FA ve HA miktari da ali nmi sti r. Hayvanlar sekiz gruba
ayri Idi , yani kontrol, saf CBZ, HA, FA, HA-CBZ kompleksi (1:2 dondurularak
kurutulmus, 1:2 yogurma) ve FA-CBZ kompleksi (1:2 dondurularak kurutuldu,
1:2) yogurma) her birinin ortalama grup agr rli g 25 g olan 6 hayvanla.
Kontrol ve farkli dozlarda kompleksler, ayri  fare gruplari na MES'in
induklenmesinden 30 dakika 6nce verildi. Ardi ndan, elektrokonvulsiyometre
(Techno India) aract I g1 yla kulak klipsi elektrodu (50 mA, 0.2 s, ortalama
voltaj 200-250 V) aract It g1 yla uyaran dizisi uygulandi . Ekstansor tonusun

insidansi  ve suresi not edildi. Nobetlerin suresi (tonik-klonik konvulsiyonlar)
kaydedildi [19].

flag ve komplekslerin ¢ézeltileri (gs ila 5 ml) hazi rlandi .
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Gliserin. Bu ¢ozeltilerden 0.2 ml farelere agi zdan verildi. Tim hayvan deneyleri, m/z 237-194, karbamazepin 10, 11- epoksit m/z 253-210 ve d10-karbamazepin m/z
Jamia Hamdard Animal Ethics Committee'ye uygun olarak gergeklestirildi. 247-204 taranarak izlendi. Alt kantifikasyon limiti (LLOQ) her biri i¢in 5 ng/ml idi. 0.1

mlsi ¢an plazmasi alikuotlari na dayanan analit. Analitlerin si ¢an plazmasi ndan
ekstraksiyon geri kazani mi %84.9'un Uzerindeydi. Gun ici ve gunler arasi  analiz

2.11. yaslanma cali smasi varyasyon katsay! lari si rasi yla %3,6-4,5 ve %2,0-3,6 arali §i ndaydi .5-2000
ng/mlarali g1 ndadogrusalli k gézlendi.

Dondurularak kurutulmus himik asit (1:1 ve 1:2) ve fulvik asit (1:1 ve 1:2)
kompleksleri, oda si cakli g1 nda hermitik olarak kapati Imi s kaplarda 6 ay
sureyle saklandi . Herhangi bir yaslanma etkisi [20] icin TLC ile analiz edildi ve taze
orneklerle karsi lasti r Idi . Daha 6nce bildirilen [21] mobil faz, etil asetat-toluen-
metanol::7.0:2.0:1.0 (v/v) kromatogrami n gelistirilmesi icin kullani Idi . On
kaplamali silika jel linchosphere aliminyum levhalar 60 F254 (20 cm 10 cm: 200 mm
kali nli k, E. Merck, Darmstadt, Almanya) kullani Idi .

3. Sonuglar ve tarti sma

3.1. Kati  komplekslerin karakterizasyonu

Faz ¢6zinurlugi calh smalari , hiimik maddelerin artan konsantrasyonu ile sulu
ilag ¢c6zUnarlGgu icin dogrusal olmayan bir iligki (Sekil 2) ortaya ¢i kardi . Egriler,
farkli r degerleri ile karakteristik AN tipiydi (Higuchi ve Connors'a gore). HA-CBZ icin
0,864 ve FA-CBZ icin 0,916 idi. Her iki durumda da, %BZédim‘rWﬂdegmsahtrawmama
daha sonra dogrusal degildi ve baslangi ¢ bdlgelerine ki yasla CBZ'nin
komplekslestirilmesi icin daha fazla hiimik madde tiiketildi. Bu nedenle, kompleks

2.12. Pikrotoksin kaynakli  oksidatif stres

2.12.1. Tiyobarbitirik asit reaktif maddeleri (TBAR'lar)
%10 doku homojenati ndan 1 ml siispansiyon ortami ali ndi . Uzerine 0,5 ml

%30 TCA ve ardi ndan 0,5 ml %0,8 TBA reaktifi eklendi. Daha sonra tlplerin tzeri olusturma igin sectigimiz molar oranlar, her iki kompleks olusturucu madde (HA ve
aliminyum folyo ile kapati larak 80 1C'deki calkalamali su banyosunda 30 dakika FA) icin 1:1 ve 1:2 idi.
bekletildi.

30 dakika sonra tupler ¢i kari Idi ve 30 dakika buzlu suda bekletildi. Daha sonra
bunlar 3000 rpm'de 15 dakika santriftjlendi.

Supernatani n absorbansi , uygun bosluga karsi odasi cakli § nda 540
nm'de okundu. Kér, 1 ml distile su, 0,5 ml %30 TCA ve 0,5 ml %0,8 TBA'dan olusur.
MDA konsantrasyonu, TEP [22] kullani larak hazi rlanan standart egriden

Verilerden ¢ karabilecegimiz baska bir bulgu, daha yiksek H2S
konsantrasyonlari nda (%1-2 w/v), CBZ'nin ¢6zUnurligunin, sapmalar ¢ok belirgin
oldugu icin cok degisken ¢ozunurlik sergilemesidir.

Her iki kompleks olusturucu madde karsi lasti ri Idi g1 nda HA, Y eksenine daha
okunacakti r. fazla egimli oldugu icin daha iyi etkilesim gésteriyordu. HA'ni n daha iyi baglanma
kapasitesi, model kimyasallara birkag kat daha ylksek baglanma [25] gosterdigi icin
literatirden de agi kga gérilmektedir . Inkliizyon di g1 nda bagka bir mekanizmani

2.12.2. Doku glutatyonu 0.02 M varli g1 da elde edilen verilerden anlagi Imaktadi r. Himik asitlerin ylksek
EDTA'da %10'luk beyin doku homojenati hazi rlandi ve (izerine 4 ml soguk molekiler agi rli § ve bazik hidrofobik yapi si , su tarafi nda hidrofilik gruplar

distile su eklendi. Vorteks kari sti ri c ile 10 dakika arali kIl calkalama ile iyice ve ylzeysel adsorpsiyon ve ayri ca dahili absorpsiyon saglamak icin yararh

kari sti ri Idi ve daha sonra icerikler santrifjj tiiplerine aktari lacak (EDTA'da hidrofobik cekirdek ile "misel" benzeriyapi lari n [5,26] olusumunu da destekler.

durulanmi ) ve 6000 rpm'de 15 dakika santrifiljlenecek. organik parcalari n [27].

Daha sonra 2 ml siipernatan 4 ml tris tamponu (0,4 M, pH 8,9) ile iyice kari sti i Idi Baglanma sabitini ve Gibb'in serbest enerjisini bulmak icin faz ¢éztnurlik grafigi

ve izerine 0,1 ml 0,01 M DTNB eklendi. de kullani Idi [28]. Baglanma sabiti, Ks=[egim/ SO(1egim)] formillne gore

Homojenat icermeyen bir kor reaktife karsi 410 nm'de DTNB eklendikten sonraki 5 hesaplanmi sti r, burada SO, himik maddeler olmadan karbamazepinin

dakika iginde absorbans okundu [23]. ¢ozUnurlaguddr. Kapanmani n kendiligindenligini ve fizibilitesini termodinamik

yaklagi mla kontrol etmek icin Gibb'in serbest enerjisindeki (DG) degisiklikler

2.13. Farmakokinetik call sma hesaplandi (sabitsi cakli kve basi ng¢ta). Yararli is icin mevcut olan net enerjidir.

Toplam dokuz erkek wistar si ¢cani (250-300 g) ali ndi .

Hayvanlar Merkez Hayvan Evinde polipropilen kafeslerde yetistirildi ve standart DG% 2.303RT log[50/5s]. burada, Ss ve S0,

hayvan yemi ve su ile beslendi. CBZ ile oral dozlamadan &nce, si ¢anlar gece boyunca

ac bl raki Idi . APIve kompleksler gliserin icinde dagi ti Idi ktan sonrasi canlara 37 Phase Solubility studies of CBZ with Humic substances
5mg/kg vicut agl rli g1 CBZ'ye esdeger bir doz verildi. Her zaman noktasi nda
retro-orbital yoldan 0.25 ml kan érnegi toplandi ve heparin iceren bir siseye 0.4
yerlestirildi ve islenene kadar buzdolabi nda saklandi .

g ;
Ornekleme icin secilen zaman noktalari  0.25, 0.5, 0.75,1, 2, 4, 8, 12, 16 ve 24 saat idi. S 031 { T

; { I —+— Fulvic acid

Karbama zepin ve ana metaboliti karbamazepin 10, 11-epoksitin si  ¢anda kan E 024 = Fiarnie acid
plazma analizi igin [24] tarafi ndan a¢i klanan LC/MS/MS sistemi kullani Idi . g ‘ 5
Yéntem, birsi vi -si vi  ekstraksiyon proseduru ve elektrosprey UPLC/MS/MS
analizinden olusur. Kromatografik ay rma, Milli-Q su/asetonitril/asetik asitten 01 I
(69.5:30:0.5, v/v/v) olusan bir mobil faza sahip bir Acquity UPLC BEH C8(2.1 100, 1.7
mm) kolonu kullani larak 5 dakika i¢inde saglandi . 0.25 ml/dakika aki s hi zi nda.
Tam bilesikler igin i¢ standart olarak d10-Karbama zepin kullani Idi . 0 T T T T T T T
0 0.2 04 0.6 08 1 12 14 16
Conc (% w/v) of Humic Substances

Analitler, pozitif iyon modunda elektrosprey iyonizasyon sinapt kiitle spektrometresi Sekil 2. Odasi cakli g nda (25 1C) tiglii modda HA ve FA ile CBZ'nin faz ¢oziiniirliigii

ile belirlendi. Karbamazepin cal smalarr .
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himik maddelerin varli g1 nda ve yoklugunda ilag. DGO daha negatif hale
geldikge, reaksiyon daha uygun hale gelir . Mevcut durumda, fiziksel olgunun
(CBZ'nin HS'ye dahil edilmesi) bir sure¢ oldugu ve degerlendirildigi

varsayl Imaktadi r.Baglanma sabitleri, HA-CBZ kompleksi i¢in 5503.73 (M1)
ve FA-CBZ kompleksi i¢in 5410.44 (M1 ) olarak bulundu. Benzer sekilde, farkli
kompleksler i¢in DGO'lar Tablo 1'de gdsterilmistir.

XRD analizinden ve DG'nin olumsuz egilimlerinden, CBZ'nin himik
maddelere hapsolmasi yla sistemdeki dizensizligin azaldi g1 gérulmustar.
Duzensizlikteki degisim degerlerini bulmak icin entropi (DG=DHTDS) formdiliine
gbre hesaplani r. Burada DH, CBZ makromolekile (HA ve FA) girerken
entalpideki degisikliktir. van't Hoff denklemi kullani larak hesaplanmi sti r.
Tdm termodinamik parametreler Tablo 1'de verilmistir. DG, DH ve DS'nin
negatif degerlerinden, bu fiziksel olgunun (CBZ'nin hiimik maddelere dahil
edilmesi) dusuk si cakli kta kendiliginden oldugunu ancak yiksek si cakli kta
kendiliginden olmadi g1 ni sdyleyebiliriz.

3.1.1. Diferansiyel Taramali  Kalorimetri (DSC)

Saf karbamazepinin DSC'si 189°C'de (Sekil 3) keskin bir ekzotermik tepe
noktasi ve literatlirde bildirilen erime noktasi na uygun olarak yaklasi k
156.45 )/g'lik DH gdsterir [29].

Fulvik asit, 100-200 1C bdlgesinde kiint endoterm ve ekzoterm gosterirken,
hiumik asit kiint endoterm ve
100-340 1C arali g1 nda ekzoterm [30].

DSC analizinde, kullani lan tim yéntemler, fiziksel kari 1 m (1:1 HA-

CBZ) harig, komplekslerin gelisimini géstermistir.

tablo 1

Odasi cakli g1 nda (25 1C) suda (pH 7) CBZ ve komplekslerinin ¢6zunurliigl ve termodinamik verileri.

karmasi k).ilaci ntepe noktalari ni nkaybolmasi veya kaymasi , kompleks
olusumunun guicli bir géstergesiydi. Fiziksel kari s m yénteminde ilag
molekulinin H2S ile kompleks olusturmasi nayardi mc olabilecek herhangi
bir ¢ozelti ortami  yoktu. Ancak, kompleksler gelistirmek igin farkli  fonksiyonel
gruplarla etkilesim kuruldugundan, komplekslestirmeye yardi mci olabilecek
titiz 6gltmeydi [31]. Bdylece, 1:1 HA-CBZ kompleksinde bir ekzoterm
g6zlemlendi. Oranlar karsi lasti r Idi § nda, termogram daha dogrusal
oldugu igin 1:2 daha umut vericiydi. Bu gézlem, faz ¢ézinurlagu

¢ali smalari ndan elde edilen verilerle uyumluydu (kompleksleyici ajani n
daha ylksek konsantrasyonunda farkli mekanizmalari nvarli §i ). Farkli
kompleks olusturucu ajanlar arasi nda, DSC analizi ile g6zlemlenen énemli
farkh Ii klar yoktu.

3.1.2. Fourier Dénugumli Ki- z1 |6tesi Spektroskopisi

FT-IR spektrumu, 1752 cm1 (CQO esnemesi), 3460 cm1 (K-H titresimi) ve
1550 cm1 (fenilin CQC esnemesi) [29] 'daki karbama zepin (Sekil 4A) piklerinin
karakteristik piklerini gosterir. Silajitten ekstrakte edilen fulvik asit ve hiimik
asidin (4A) FT-IR absorpsiyon bantlari literatirde bildirilenlerle uyumlu olarak
bulundu [32]. Karbamazepinin karbonil pikinin HS'nin karboksilik grubu ile
etkilesimleri, CBZ'nin N-H (3460 cm1 ) titresimini O-H titresimi ile germe
gozlemlendi. flaci n olefinik ve karbonil pikleri, kompleks olusturucu maddedeki
benzer bantlarla zay f etkilesimi gdsterecek sekilde yaygr nvedagr ni kti r
(Sekil 4B ve C). Parmak izi bolgelerinin tepe noktalari  (1300-400 cm1 ) daha
azdi r, budailag ile kompleks olusturucu madde arasi nda daha fazla
etkilesim oldugunu gosterir.

Kompleks Céziniirlugi Gozlindrliikteki FA- igin FA DS ¢dzUNUrligu % CBZ'nin HA HA- igin DH (/g) DS
FA artl % DGO (kal) kompleksleri  ( mol1 K1) HA komplekslerinde DGO (kal) CBZ kafesi ( mol1K1)
komplekslerinde FA Suda olustururken  FA kompleksleri kompleksinde cozunirligindeki arti $uda olusurken FA kompleksleri
CBZ (Ig/ml) komplekslerinde CBZ CBZ CBZ kafesinin  olusturdugu icin - CBZ (Ig/ml) cBZ HA olusturdugu iin
kompleksi DH ()/g) degeri CBZ kafesinin kompleksi kompleksleri  CBZ kafesinin
olusumu olusumu
13:10s 94.6679.63 648.30716.19 1191.94 102.47710.21 145.22 98.49 76.4571.21 504.348715.38 1065.40 84.472.17 148.21 102.65
1:20s 710.0372.17 1238.89 119.3274.19 843.24715.38 144.29 97.09 567.1937716.19 1123.99 141.3675.21 1017.47721.13 145.51 99.69
1:1 GD 1329.05 137.36719.93 985.84719.73 1412.43 145.95 97,14 1429.43 157.89713.13 1233054273 SZ21ABA3932.59 148,83 97,71
1:2GD 156.6575.01 1138.34721.13 1490.26 187.33713.23 144 94,42 1347.28 135.674.19 971.9368718.93 1404.80 176.7272.02 147,05 95,68
1:1 KD 1380.67721.19 1596.18 198.15729.73 1466.43714.2 111,85 67,80 1296.996714.2 1561.65 233.1271 .35 1742.846729.73 117,21 74,07
1:2KD 1629.44 299.6571 .35 2268.75729.73 1874.38 104,73 60,65 1725.69 111,33 68,59
1:1FD 107,54 62,41 104,33 60,82
1:25G 107,22 58,71 102,34 56,93

DGO, Gibb'in kalori cinsinden ifade edilen standart serbest enerijisidir. DH, J/g cinsinden ifade edilen entalpideki degisikliktir. DS, kompleks gelistikce entropideki degisimdir. Tim deneyler l¢ kopya halinde

gergeklestirildi.
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Sekil 3. CBZ, HA, FA ve farkl

0 50 100 150 200 250 300 350
Temperature *C

komplekslerin temsili diferansiyel tarama kalorimetri profilleri.
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Sekil 4. (A) CBZ, HA ve FA'ni n FT-IR spektrumlari . (B) Farkli
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Sekil 5. Tlag, HA, FA ve farkli  komplekslerin X-1

FT-IR spektrumlari nda, etkilesimler, fiziksel kari g1 mla hazi rlanan ve
¢ozlctnun buharlasti ri Idi g1 komplekslerde daha az belirgindi, bu da
daha disiik derecede kompleksometrik etkilegimi gdsteriyor. Ote yandan, her
iki tirin dondurularak kurutulmus ve yogurma kompleksleri

wavenumber (crm-1) wavenumber (cm-1)

HA-CBZ komplekslerinin FT-IR spektrumlari . (C) Farkli FA-CBZ komplekslerinin FT-IR spektrumlari .

£ w‘—&L.._l_____,
a 1:1 KD
Bl
5 ot A bk irden, 1:2 KD
wapt? TVl 1:1 PM
g 1:2PM
~ 1:1 SE
st ey 1:2 SE
10 20 30 40 s 6 70
[20]

st ni tozki ri nim modelleri.

daha iyi etkilesim sergiliyorlardi . Farkli oranlar karsi lasti ri Idi §i nda,
1:2 oranli  kompleksler daha dagi ni k spektrumlar ve daha yiiksek derecede
etkilesim sergiliyordu; ayni  sekilde HA kompleksleri, FA komplekslerinden
daha umut verici gérinuyordu.
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3.1.3.TozX-1 st ni ki i ni mi

Karbamazepinin XRD'si farkli aci larda gesitli pikler gdsterir; en yogun
pikler 15.411'de (%100), ardi ndan 13.181 (%83), 27.841 (%66), 27.321 (%60)
ve 27.661'de (%56) gelir (Sekil 5), karbamazepinin kristal dogasi ni ag §a
¢ kari yor. Fulvik asidin X-1 st ni ki i ni_m modelleri, 391 (%90) ve 471
(%100) ac1 lari nda zirveler gosterir, ancak dogasi geregi daha sekilsizdi.
Benzer sekilde HA, XRD difraktogramlari nda da amorf yapi gdstermistir.

XRD cali smalari nda, tim komplekslerde ¢ok az kristallik gézlemlendi,
ancak her iki kompleks olusturucu ajan igin dondurularak kurutulmus ve
yogurma komplekslerinde ¢ok daha azdi . Farkli HS'ler (HA ve FA)
karsi lastt r Idi g1 nda, farkl islemler arasi ndaki benzerlik de gézlendi.
Farkli oranlar karsi lasti rn Idi § nda, 1:2 orani daha iyi bir secenek
olarak ortaya ¢i ki yor ¢linkli daha iyi performans gosteren islemlerde
(yogurma ve dondurarak kurutma) daha az kristallik ve iyi ilag molekli
icermesi gosteriyordu.

3.1.4. Kitle spektroskopisi

Kitle spektrometrik analiz sonuglari  da tatmin edici bir sonug
gostermektedir (Sekil 6A ve B). Spektrumda, molekullerin makromolekdler ve
poliiyonik yapi lari dikkate ali ndi g1 nda beklenen énemli miktarda
guraltd mevcuttu. Ancak her iki kompleks tiriinden gelen spektrumlar, bazi
ortak sonuglara yol a¢i yordu.
Spektrumlar, bagi |yogunlugun yaklasi k %40'' nda kompleks olmayan
ilaci n (m/z 237) zirvelerini g6steriyordu. Benzer sekilde, kullani Imayan
kompleks olusturucu maddeler de gézlenmistir (hiimik asit icin m/z 2406.13 ve
fulvik asit i¢in 1220.52). Her iki spektrumdaki en yogun zirveler yaklasi k 1:2
komplekslesme oranlari ydi . 1:1 orani da her iki spektrumda kayda deger
nispi yogunlukla gézlendi. éyle goérinuyor

A

100 e

14363214
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%

237.5278

21251220

4754420 1075.1208

13231184

0
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750
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100
5030.1125
2406.1301
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2630.7088
0
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Sekil 6. (A) Fulvik asit-CBZ kompleksinin kiitle spektrumu. (B) Himik asit-CBZ kompleksinin temsili kiitle
spektrumu.

Kompleks olusturmada tim kompleks olusturucu ajanlari n tiketilmedigi ve
¢ali smadan hem 1:1 hem de 1:2 oranlari ni n elde edildigi cali smadan

elde edilmistir. Diger cali smalardan elde edilen olumlu sonuglar, tiketilmemis
makromolekdillerin olumlu etkilerini bagka bir sekilde ortaya koydugunu
g0steriyor.

3.2. Hesaplamali yontemle konformasyonel analiz

Molekuler modelleme, CBZ-HA ve CBZ-FA komplekslerinin kararli  oldugunu
géstermistir. iki kompleks arasi ndaki stabilizasyon enerjisindeki farklar
marijinaldir. Himik/fulvik asitlerin karbamazepin ile kompleks olusturma
yetenegine sahip oldugunu ortaya koymustur.

Gozlenen molekiller arasi  hidrojen baglari , molekdlin kararli It g1 na

katki da bulunur. Sekil 7'de gosterilen karbamazepin durumunda, amid
hidrojen, karbonil grubundan uzaga yénlendirilir, ancak aromatik ki si mlardan
birine dogru yaklasi r. Sekil 8, fulvik asidin enerjisi en aza indirilmis

yapl si ni gostermektedir. Buyapl en az bes molekul i¢i H-bagr g0sterir.
Bes molekil ici H-bagi ndan Ggl OHyO tipindedir, bu da bunlari n glgla H-
baglari oldugu anlami na gelir. Bu hidrojen baglari ni n molekilin
stabilitesini artti rdi g1 varsayr li rken, fulvik asit ile bir ilag kompleksi
optimizasyonu, karbamazepinin fulvik asit ile gli¢li bir NHyN etkilesimi ile
stabilize edildigini gosterir (Sekil 9).

Himik asidin yapr si henlz tam olarak belirlenememekle birlikte, bu
call smadaolasi biryapi modellenmistir. Himik asit ve ilag molekdlinin
toplam potansiyel enerjileri,

Sekil 8. Fllvik asidin enerji agi si ndan optimize edilmis yapi si .
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karsi lasti ri Idi .Chem 3D-Ultra 8.0yazi i mi kullani larak hiimik asidin
toplam potansiyel enerjisi yaklasi k 45,896 kcal/mol'e (Sekil 10) gelirken, bir
karbamazepin ve hiimik asit kompleksi 22,584'te stabilize edilir (Sekil 11), bu
CBZ olarak daha kararli di ryalni z.

Karbamazepinin enerji optimizasyonu 6.84 kcal/mol ile sonuglandi .

Bu komplekste, CBZ'nin amidi H'si, HA'ni n OH'si ile bir H-bagi na sahiptir.

3.3. Komplekslerde karbamazepinin tayini (suda dengede)

Karbamazepin pratik olarak suda ¢d6ziinmez, karbamazepinin sulu
doygunluk ¢6zinurlagd 12.65 mg/ml bulunmustur. Karbamazepinin
komplekslesmesi ¢oztnirliga blyuk dlgtide arti rdi (Tablo 1). Yine tim
yontemlerle, dondurarak kurutmani n daha iyi bir teknik oldugu ve 1:2
orani ni ndaha iyi bir secenek oldugu ortaya ¢i kti . Komplekslerin
boyutunun "Millipore" filtre boyutu oldugu igin 0.22 mm'den kigik oldugu
varsayl Imi st r.

1:2 oranlart ni ndaha iyi performansi , sulu ortamda CMC'nin
gelismesine baglanabilir. Clinkl benzer bir ¢ali smada [33] hiimik asit benzeri
maddelerin CMC'sinin 2 g/L konsantrasyonda miseller olusturdugu
bulunmustur. Bu ¢ali sma ayni zamanda bizim bulgulart mi zla uyumlu
olarak HA benzeri maddelerin grami  basi na ¢ézinen ilag miktari ni da
bildirmektedir. Burada fulvik asidin ilaci n ¢éztnurligi Gzerinde daha belirgin
bir etki bi rakti g1 gérulmektedir.

Himik maddeler, gesitli fonksiyonel gruplari nvarli g1 ve hidrofobik
parcalari n dahil edilmesi nedeniyle metal iyonu etkilesimi gibi her iki tir
etkilesimi sunar [34,35]. HA'n1 n FAile karsi lasti ri Idi §1 nda farkh

baglama kapasiteleri ile ilgili olarak, literatlirden HA'ni n model kimyasallari
FA'dan daha fazla bagladi g aci kti r. Himik asit érneklerinden fulvik asit

orneklerine gegiste kabaca on kat azalma vardi r [25]. Ancak hidrofobik bir
maddenin artan ¢ozinurligune iliskin bulgumuz farkli  bir sonug gdsteriyor.
Bunun nedeni, himik maddelerin sogurulmasi ni n/komplekslenmesinin,
onun igsel 6zelligi olmamasi  olabilir; genellikle pH degerlerine [36,37] ve
diger iyonlari nvarli g na[38] bagh di r.Farkli pHarali klari nda
oldugu gibi bunlar farkli  davrani r.

Sekil 10. Humik asit modelinin enerjiyi en aza indirilmis modeli.

3.4. Karbamazepinin kompleksten sali nmasi

60 dakika boyunca incelenen farkli yéntemlerle hazi rlanan saf
karbamazepin ve komplekslerinin sali m profilleri, Sekil 12A ve B'de
gosterilmektedir. 60 dakikada %34 gosteriyor ve sonrasi nda platoya
ulasi yor. Tim yéntemler arasi nda dondurarak kurutma ve yogurma en iyi
sali ni mi gerceklestirmistir (%80). Onceki bulgulari nsonuglari ni n
korunmasi 1:2 orani nda daha iyi sonug verdi. Hiimik asit kompleksinin
sall m profili, fulvik asitten biraz daha iyiydi. Kullani lan farkli teknikler
aras! nda fiziksel

Sekil 11. Humik asit ile kompleks haline getirilmis karbamazepin.
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Sekil 12. (A) Karbamazepin ve FA komplekslerinin sali m profili. (B) HA komplekslerinin sali ni- m profili.



Machine Translated by Google

24 MA Mirza ve ark. / Eczaci It k Bilimlerinde Sonuglar 1 (2011) 16-26

kari s m ydnteminin en az komplekslestirici oldugu gérulmektedir. Daha iyi
kompleks olusturma etkilesiminin, belirli bir zaman diliminde daha ytiksek sulu
konsantrasyonla sonuglandi g1 sonucuna varabiliriz. Sonug, ¢dzlnurlik analizinden
ve farkll enstrimantal analizlerden elde edilen verileri dogrulamaktadi r (Sekil 3-6).

3.5. Antikonviilsan aktivitenin karsi lasti i Imasi

Daha 6nce belirtilen tim ¢ali smalardan, yogurma ve dondurarak kurutma
yontemleriyle gelistirilen komplekslerin umut verici sonuglar verdigi cok agi kti . Bu
nedenle, bunlar daha fazla farmakodinamik ¢ali sma igin secildi (Tablo 2). MES
aktivitesi cali smasi , komplekslesme nedeniyle, saf ilaca ki yasla karbamazepinin
potensinde yaklasi k Ug kat arti s oldugunu gésterdi. Tum kompleksler, elektrogok
icin %75 inhibisyon géstermistir.

Bu cali smada elde edilen veriler 6nceki bulgular ve permeasyon ¢ali smasi ile
uyumludur. Antiepileptik potansiyeli kontrol etmek icin farelere FA ve HA da verildi
vesi fi rinhibisyon bulundu. Bu nedenle, optimize edilmis komplekslerimiz, artan
¢ozUnurluk, pasif difizyon gradyani  ve daha az iyonik karaktere atfedilebilecek kan
beyin bariyerini (BBB) gegmede daha iyi performans sergiliyordu.

Himik materyalde agregat olusumu da iyi bilinmektedir [40], bu da ilaci n lokal
konsantrasyonunun artmasi na neden olabilir.

3.6.S1 canbag rsagi kesesi boyunca permeasyon cali smasi

Optimize edilmis komplekslerin bagi rsak kesesi boyunca gecirgenligi, 24 saatte
sudaki karbama zepin suspansiyonuna ki yasla énemli élglide artti  (2.9-3.8 kat)
(Sekil 13). Kompleksin gecirgenlik profili iki patern gésterir, yani ilk 10 saatte
gegirgenlikte keskin bir arti s oldu, ancak bundan sonra bir plato gézlendi.

Komplekslerin bagi rsak zari boyunca nifuz etmesi géz 6nine ali ndi §i nda,
iki karsi t kuvvet (konsantrasyon gradyani ve hiimik maddelerin toplanmasi )
birbirine karsi hareket eder. Baski n olan sonucu etkiler. Baslang! ¢ta, gegirgenlik

Tablo 2

Isvigre albino farelerinde optimize edilmis komplekslerin karsi lasti rmali MES aktivitesi.

Madde Doz % Inhibisyon
Kontrol - 0
Bz 30 mg/kg vicut agr rli g 100
Ancax 102 mg/kg viicut agi rli g 0
HA 550 mg/kg vicut ag it gi 0
1:2 KD (HA-CBZ) Denk. 10 mg/kg viicut agi rli §1 na kadar. CBZ 75
1:2 KD (FA-CBZ) Denk. 10 mg/kg viicut agi rli §1 na kadar. CBZ 75
1:2 FD (HA-CBZ) Denk. 10 mg/kg viicut agi rli §i na kadar. CBZ 75
1:2 FD (FA-CBZ) Denk. 10 mg/kg viicut agi rli g1 na kadar. CBZ'nin 75

Kontrole sadece 0.2 ml gliserin verildi. HA ve FA, ayni hacimde gliserin iginde dagi ti Idi .

Permeation study across rat gut sac
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Sekil 13. Karbamazepin ve optimize edilmis komplekslerin permeasyon ¢ali smasi .

kese boyunca artan bir konsantrasyon gradyani oldugundan, ancak bir sire sonra
(10 saat) gradyan dustiikce platoya ulasi r. HA daha buyuk boyuta sahip olmasi na
ragmenyapi s geregi her iki komplekslestirme yénteminde de daha iyi gecirgenlik
gostermektedir. Sulu ortamda HA daha az yukltdur [41] ve daha hidrofobiktir [31],
bu da bagdi rsak mukozasi boyunca nifuz etmesine yardi mci olur.

3.7.yaslanma gali smasi

HA-CBZ kompleksi (1:1 ve 1:2) ve FA-CBZ kompleksinin (1:1 ve 1:2) dondurularak
kurutulmusg kompleksleri yaslandi ri Idi ktan sonrayalni zca tek noktalar gdsterdi.
Ancak noktalari n konumu degiskendi, bunun nedeni kompleks olusturucu ajanlari n
(HA ve FA) farkli polaritelerinden [25] kaynaklani yor olabilir. Fulvik asit kompleksleri
(1:1 ve 1:2) igin ortalama Rf degerleri 0,6 civari ndayken, saf CBZ, 0,5'lik Rf degeri
gosterdi . Humik asit kompleksleri (1:1 ve 1:2) icin ortalama Rf degerleri 0,45
civarl ndaydi .Bucali sma,cali smasi rasi nda gelistirilen komplekslerin
stabilitesini gosterir.

3.8. Beyin dokulari ni n biyokimyasal tahminleri

3.8.1. Tiyobarbiturik asit reaktif madde tahmini

TBARS seviyeleri, PTX ile tedavi edilen grupta dnemli éllide ylUkselmistir
(1.1370.064'e karsi  4.4970.14) (p0.01). CBZ ile tedavi edilen grupta TBARS seviyeleri
de dnemli 6lctide ylkselmistir. Karbamazepin kompleksleri ile tedavi edilen tum
gruplarda (grup 4-7) TBARS seviyeleri normale 6nemli él¢iide dismustir. {F (8,
45)%245.21}.

Tum kompleks gruplar arasi nda TBARS seviyeleri, CBZ-HA (1:2 KD) ile tedavi edilen
grupla etkili bir sekilde normallestirildi (Tablo 3).

Pikrotoksin (PTX) tedavisi, salin kontrol grubuyla karsi lasti r Idi §i nda
TBARS seviyesini 6nemli élglide arti i r. Bu bulgu, epilepside oksidatif stres
gelisimine isaret eden dnceki bulgularla uyumludur. Oksidatif stresin bir sonucu
olarak artan lipid peroksidasyonu, glutatyon sentazi n inaktivasyonuna yol acan ve
bdylece eksitatér nérotransmitter glutamik asidin anormal olusumuna izin veren
konvlilsiyon dretir. CBZ ile tedavi edilen grup, PTX grubuna ki yasla TBARS seviyesini
onemli élglide azaltti . TBARS seviyelerindeki bu disis, CBZ'nin kompleks olusturucu
maddelerle (HA ve FA) komplekslestirilmesi tzerine daha da artti . TBARS
seviyesindeki arti ri Imi s azalma, CBZ'nin gelismis biyoyararlani mi na
baglanabilir. Bu, himik maddelerle kompleks olusturma tzerine gelismis
biyoyararlani mi bildiren énceki bulgularla tutarli di r[12].

3.8.2. Doku glutatyonu GSH

PTX tedavisi, salin kontrol grubu ve CBZ ile tedavi edilen grup (97.2971.99'a
kargt  29.2471.12) (p0.01)ile karsi lasti r1 Idi § nda glutatyon diizeyinde anlamli
duslsle sonuglandi . GSH seviyeleri, CBZ tedavisi ile 6nemli 6l¢lide normallestirildi

Tablo 3

Gelistirilen komplekslerin ve CBZ'nin pikrotoksin kaynakli oksidatif stres cali smalari .

Grup tedavisi TBARS (Imol GSH

MDA/mg protein) (Imol/mg protein)

97.2971.99%*
29.2471.12yy
90.9671.59

108.9671.86%*yy
99.7971.74%+
97.8072.26%*
94.9671.34%*

101.6371.40
99.7971.30

1. Normal salin (NS, 10 ml/kg, ip) 1.1370.064** 4.4970.14yy 2.
sc) PTX (3,5 mg/kg,
3. CBZ (30 mg/kg, po) 2.170.06%* 4, CBZ-HA (1:2)-KD (30 mg/
kg, po) 1.1770.05%* 5. CBZ-FA (1:2) )-KD (30 mg/kg, po)
1.3670.03** 6. CBZ-HA (1:2)-FD (30 mg/kg, po) 1.5270.05yy 7.
CBZ-FA (1:2)- FD (30 mg/kg, po) 1.6270.04yy 8. Kendi basi na
HA (640 mg/kg vicut agr rli § ) 1.1270.05 9. Kendi basi na
FA (335 mg/kg vicut agr rli g )1.1570.07

HA ve FA da kontrol olarak verildi.
Veriler MeanSEM, ANOVA ve ardi ndan ¢oklu karsi lasti rma icin Dunnett t-testi olarak ifade edildi,
yypo0,01 - Normal Salin (NS), **p0,01 - CBZ.
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kompleksler (4-7. gruplar) (Tablo 3). TUm CBZ kompleks grubu arasi nda, CBZ-
HA'n1 n (1:2 KD) GSH'nin normalizasyonu Uzerinde daha iyi bir etkiye sahip
oldugu bulundu.

PTX tedavisi, PTX ile tedavi edilen grubun TBAR seviyelerindeki 6nemli
arti stanve ardi ndan glutatyon tarafi ndan séndirilen serbest radikallerin
olusumundan agi kca anlasi lan énemli lipid peroksidasyonuna yol agar. Béylece,
PTX ile tedavi edilen grupta GSH seviyeleri, normal kontrol grubuyla
karsi lasti ri Idi g1 nda énemli élgtide azaldi . CBZ tedavisi, glutatyon
seviyesini dnemli 6l¢lide normale yaklasti rdi . CBZ'nin HA ve FA ile
komplekslesmesi, glutatyon seviyesini daha da artti rdi . CBZ kompleksi ile
tedavi edilen tim gruplar arasi nda, CBZ-HA gruplari ni n (yogurma veya
dondurularak kurutulmus) glutatyon seviyesini tersine ¢evirmede ¢ok etkili oldugu
bulundu.

Bu, komplekslesme nedeniyle CBZ'nin artan biyoyararlani mi ni n bir
sonucu olabilir. Ayri ca, HA ve FA'ni n serbest radikalleri siipirme aktivitesine
dair raporlar [16] vardi r ve bu nedenle CBZ kompleksinin gelismis antioksidan
aktivitesi, HA ve FA'ni n sinerjistik aktivitesi ile de a1 klanabilir.

3.9. Farmakokinetik cali sma

API'nin ve optimize edilmis komplekslerin (FA (1:2) ve HA (1:2) dondurularak
kurutulmus kompleksler) farmakokinetik profilleri, Sekil 14'te gosterilmektedir .
birbirine gére. Komplekslerin Cmax'a ulasmasi 30 dakika daha surdii ve ayri ca
API'nin absorpsiyon fazi ni n egimi komplekslerden daha keskindi. Absorpsiyon
fazi Uzerine kafa yormakla agi klanabilir. 570 ng/ml civari nda plazma
konsantrasyonu elde edilene kadar, egim hemen hemen ayni ydi veya
kompleksler biraz daha iyi performans gdsteriyordu. Bazi ilag molekullerinin
yakalanmami s oldugu kutle spektrometresinden de a¢i kga géruldugu gibi, bu,
molekilin pasif dagr I mi na veya i¢sel gegirgenligine atfedilebilir. Bu noktadan
sonra sogurma agsamasi ortaya ¢ kti ,ancak sasi rti ¢ bir sekilde.

Burada himik maddenin ¢éziinduricl etkisi hakimdir ve ayri  ca kompleksten
hapsedilmis karbamazepinin sali nmasi Cmax'l yukseltici etki gésterir . FA
kompleksi, pH'tan bagi msi z ¢ézinurlik nedeniyle Cmax'ta biraz daha yiksek
sI ¢rama elde etti. Yiksek asidik (mide) pH'ta himik asit, fulvik asitten daha az
¢ozunurluk gosterirken, alkalin (badi rsak) pH'ta her ikisi de hemen hemen ayni
¢6zUnurlugu gosterir.

Saf karbamazepinin eliminasyon paterni barizdi ve literatire uygundu.
Komplekslerin ortadan kaldi ri Imasi , bazi
gosteriyordu. Hemen hemen ayni  ¢ézinurlik nedeniyle eliminasyon modelinde
onemli bir fark gézlenmedi. Ancak daha kugiik molekiler boyut, dagi I mda ve

daha hi zli eliminasyonda rol oynayacakti . Net bir gérise sahip olmak icin
standart sapma cubuklari grafikten ¢i kari Imi sti r.
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Sekil 14. Oral uygulamadan sonra CBZ ve komplekslerinin (n=6) ortalama plazma konsantrasyonunun
grafik gésterimi.

Tablo 4

Saf ve kompleks karbamazepinin farmakokinetik profilleri.

CBz 1:2 CBZ-FA FD 1:2 CBZ-HA FD
Cmaks (ng/ml) 572,58 762,73 1,5 724,51
Tmaks (h) 2,011,2411,85 2,015,75
Yari  omdr (s)
AUCOt (h/ml cinsinden) 5047.9 8107.2 9183.1
AUCOi (ng h/ml) 8032.4 10.756.46 Eliminasyon orani  sabiti (h1) 14.444,40
0.034 0.053 0,037

Farmakokinetik profilin anlasi Imasi . Farmakokinetigin diger parametreleri
Tablo 4'te verilmistir.

4. Sonug

Mevcut ¢ali sma, hem HA hem de FA'ni n, biyoyararlani marti s icin
farmasotik eksipiyanlar olarak kesfedilmesi icin yeterli potansiyele sahip oldugunu
g6stermektedir. CBZ'nin FA ve HA ile komplekslestirilmesi, kendi basi na ali nan
CBZ miktart ni vedolayl si ylakarsi lasi lanyan etkileri azaltti g
varsayl lan beyin gecirgenlik kabiliyetini arti rma Gzerindeki yararli
gosterir. CBZ-HA (1:2) kompleksi, farkli in vitro ve in vivo ¢ali smalarda en iyi
performans gosteren kompleks olarak ortaya ¢i kti . Ayri ca, FA ve HA iyi bir
antioksidan aktivite sergiledikleri icin, ndbetlerde Uretilen oksidatif stresle

etkisini

ilgileneceklerdir. Bununla birlikte, bu kompleks olusturucu maddeler hakki nda

daha kesin bir agi klama yapmak igin farkli deney hayvanlari ni iceren daha
ileri cali smalara ihtiyag vardi r.
Tesekkur

Yazarlar, X st ni ki ri ni m tesisine erisim sagladi g1 icin Yeni Delhi
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