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OZET

Eksemestan meme kanserinin hormonal tedavisinde kullanilan, kanser hicrelerinin
blyUmesi ve gelismesi igin gerekli dstrojen sentezini inhibe eden bir aromataz inhibitéradar.
Tez ¢alismasi kapsaminda eksemestanin suda dusik ¢ozinurlik ve duslk biyoyararlanim
sorununun kendiliginden emulsifiye ila¢ tasiyici sistem (SEDDS) formulasyon stratejisi
yaklagsimiyla ¢dzllmesi amacglanmistir. SEDDS formilasyonlar etkin madde ¢oézinmis
halde tasidigindan dusik ¢ézundrlige sahip ilaglar icin umut vadeden bir yaklasimdir. Bu
amagcla, eksemestan yikli SEDDS formulasyonlari Box-Behnken deneysel tasarim
yaklagimi ile Design Expert® V11 programi kullanilarak gelistiriimistir. Hazirlanan
eksemestan yukli SEDDS formulasyonlari damlacik boyutu, polidispersite indeksi,
seyreltme ve pH'ya dayanikhlik, viskozite, %Transmittans, stabilite ve in vitro ¢ézinme hizi
calismalari ile degerlendiriimisgtir. SEDDS’lerin antiproliferatif etkinligi MCF-7 hiicre hatti
kullanilarak degerlendirilmistir. Formulasyonlar, eksemestan ¢ozeltisine gbére daha disuk
hicre canlihgr saglamistir. SEDDS formulasyonlardaki yag orani, sindirilebilir strfaktan
varligi, kosolvan kullanimi ve miktarinin SEDDS formulasyonun performansina etkisi in vitro
lipoliz ¢alismasi ile incelenmigtir. Lipoliz orani ve kosolvan miktari disik formilasyonlar
sulu fazda daha yiiksek eksemestan miktari saglamistir. in vitro lipoliz galismasi, sink
kosulu saglayan absorpsiyon basamagini icermemesi nedeniyle, ex-vivo permeabilite ve in
situ intestinal perflizyon yontemleriyle birlegtiriimisti. SEDDS formulasyonlarinin
eksemestan permeabilitesine etkisi birlesik lipoliz — ex-vivo permeabilite ve birlesik lipoliz -
in situ intestinal perflzyon yontemleriyle degerlendirilmigtir. Birlesik ydntemlerin sonuglarina
gbre formuilasyon lipoliz orani ve kosolvan miktari eksemestan permeabilitesini
etkilememistir (p>0,05). SEDDS formulasyonlardan eksemestan absorpsiyonu referans
uriine gére daha yiiksek bulunmustur. in situ perfiizyon galismasindan hareketle insanda
absorbe edilen doz fraksiyonu (%F.) kestirimi yapilmigtir. SEDDS formulasyonlarin
insandaki eksemestan absorpsiyonunu artirdig1 tahmin edilmistir. Bdylece referans urine
kiyasla daha dusuk dozda eksemestan iceren SEDDS formulasyonlarinin, eksemestanin
¢Ozunurltgunu artirmasiyla etkinliginin de artirildigi kanitlanmigtir.

Bilim Kodu : 1020

Anahtar Kelimeler : Eksemestan, kendiliginden emidilsifiye ilag tasiyici sistemler, Box-
Behnken deney tasarimi, in vitro ¢ézlinme, in vitro lipoliz, in situ
intestinal perflizyon
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ABSTRACT

Exemestane is an aromatase inhibitor used in the hormonal treatment of breast cancer,
which inhibits estrogen synthesis. This thesis was aimed to solve the problem of low water
solubility and low bioavailability of exemestane with the self-emulsifying drug delivery
system (SEDDS) formulation strategy approach. SEDDS formulations are a promising
approach for drugs with low solubility because they carry the drug in dissolved form. For
this purpose, exemestane-loaded SEDDS formulations were developed using the Design
Expert® V11 program with the Box-Behnken experimental design approach. The prepared
exemestane-loaded SEDDS formulations were characterized in terms of droplet size,
polydispersity index, robustness to dilution and pH, viscosity, %Transmittance, stability, and
in vitro dissolution study. The antiproliferative activity of SEDDSs was evaluated using the
MCF-7 cell line. The formulations provided lower cell viability than exemestane solution.
The in vitro lipolysis study was conducted to evaluate the effects of the oil contentin SEDDS
formulations, the presence of digestible surfactant, the use of the cosolvent, and the amount
of cosolvent on the SEDDS formulation performance. Formulations with the low lipolysis
ratio and low cosolvent amount provided higher exemestane amounts in the aqueous
phase. In vitro lipolysis study has been combined with ex-vivo permeability and in situ
intestinal perfusion methods because lipolysis study lacks an absorption step that exists in
vivo conditions which provide the sink condition. The effect of SEDDS formulations on
exemestane permeability was evaluated by combined lipolysis — ex-vivo permeability and
combined lipolysis - in situ intestinal perfusion methods. According to the results, the
formulation lipolysis ratio and cosolvent amount did not affect exemestane permeability.
Exemestane absorption from SEDDS formulations was found to be higher than the
reference product. Based on the in situ perfusion study, the absorbed dose fraction (%F,)
in humans was estimated. SEDDS formulations have been predicted to increase
exemestane absorption in humans. Thus, it has been proven that the effectiveness of
SEDDS formulations containing lower doses of exemestane compared to the reference
product is increased by increasing the solubility of exemestane.
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1. GIRIS

Gunumuzde kadinlarda en sik gorulen kanser tirli meme kanseridir. Meme kanseri
tedavisinde cerrahi prosedurler, hormon tedavisi, immunoterapi, kemoterapi ve
radyoterapi gibi gesitli teknikler tek basina veya kombine halde kullanilir. Ostrojen
meme dokusunda kanser hucrelerinin buyumesi ve gelismesini desteklemektedir.
Hormon tedavisi ile Ostrojen sentezinin inhibisyonu kanserde énemli bir tedavi

stratejisidir.

Eksemestan Ostrojen sentezini inhibe eden ve meme kanserinin hormonal
tedavisinde klinik kullanima sahip bir enzim inhibitoridir. Eksemestan suda dusuk
¢6zUnUrlige sahiptir ve pratik olarak suda ¢ézinmedigi kabul edilmektedir. Oral
olarak uygulandiginda gastrointestinal sistemden %42 oraninda absorbe edildigi ve
karacigerde ilk gegis etkisine ugradigi bilinmektedir. Gastrointestinal sivilarda yeterli
ilag konsantrasyonu ve buna bagli olarak permeasyon ve emilim saglamak igin
kendiliginden emdlsifiye ilag tasiyici sistemlerin kullaniimasinin eksemestan igin

etkili bir formulasyon stratejisi olabilece@i disunulmustar.

Kendiliginden emdulsifiye ilag tasiyict  sistemler yag, surfaktan ve
kosurfaktan/kosolvanin izotropik karigimi olarak tanimlanmaktadir. Kendiliginden
emulsifiye sistemler yapilarinda su icermez ve gastrointestinal sisteme ilaci
onceden ¢ozunmus halde sunarlar. Bu sistemlerin basarisinin temel anahtari
emilimden once gerekli ¢cozunme adimini atlamalari ve gastrointestinal sivilarla
karsilagtiklarinda yag/su emdulsiyonu ve miseller gibi kolloidal yapilar olusturma
yetenekleridir. Ayrica, formuilasyon bilesenlerinin lenfatik absorpsiyonu stimile
etmesi, effluks tasiyicilar inhibe etmesi, siki baglanti noktalarini ve membran
akiskanhgini etkileyerek permeabilite artisi saglamasi ile de biyoyararlanimin

arttirilabilecegi gosterilmigtir.

Kendiliginden emdlsifiye ilag tasiyici sistemler gastrointestinal sistemde sindirime
ugrayabilen lipit yapili yardimci maddeler icermektedir. Bu nedenle bu
formuUlasyonlarin performansi in vitro lipoliz ¢alismasi ile degerlendiriimektedir. Bu
sistemlerin bagirsakta tasinmasi ve sindirimi sirasinda olusan yeni kolloidal yapilar

ilag icin gozme kapasitesini kaybedebilir. Bu durum asiri doygunluga ve potansiyel



olarak ilacin ¢gokmesine neden olabilir. Gastrointestinal kanalda ilag ¢okmesinin
genellikle emilim acisindan uygun olmadigi dusunulmektedir. Ancak calismalar
termodinamik aktivitedeki artisa bagli olarak artan ila¢g emiliminin elde edilebilecegini
gostermektedir. in vitro lipoliz c¢alismasi ile sz konusu bu durumun
incelenemeyecegi dugunulmektedir. Bu durumun temel sebebi ise in vivo ortamda
var olan sink kosulu saglayan absorpsiyon basamaginin in vitro lipoliz galigmasinda
mevcut olmamasidir. Absorpsiyon basamaginin olmayisi lipoliz ortamindaki ilag
konsantrasyonunu, asiri doygunlugu ve dolayisiyla ilag permeabilitesini
etkilemektedir. Bu kapsamda, sindirim ve emilimi es zamanh incelemeyi mumkin
kilan sink kosulun saglandigi birlestiriimis lipoliz ve permeabilite ydontemlerinin

kullanimi son yillarda oldukga 6nem kazanmistir.

“Eksemestan Yukli Kendiliginden Emillsifiye ilac Tasiyici Sistemlerin Gelistirilmesi
ve in Vitro — In Situ Degerlendirmeler’ isimli tez calismasinda suda zayif
¢6zunurluge sahip eksemestan model etkin madde olarak segilmistir. Bu kapsamda
eksemestanin ¢ozunurlik ve biyoyararlanim problemini ¢ozmek icgin kendiliginden
emdulsifiye ilag tasiyici sistemlerin gelistiriimesi tez g¢alismasinin ilk amacini
olusturmaktadir. Gelistirilen sistemlerin antiproliferatif etkinliginin hicre kultaru
calismalariyla incelenmesi hedeflenmistir. ikinci amag, eksemestan yukli
kendiliginden emulsifiye ilag tagiyici sistemlerin sindirimini ve sindirimin eksemestan
absorpsiyonuna etkisini es zamanli arastirmaya izin verebilecek in vitro lipoliz
calismasi ile ex-vivo permeabilite ve in vitro lipoliz ¢calismasi ile in situ perfiizyon
yonteminin birlestiriimesidir. Eksemestan yukla formulasyonlarin sindirimi ile ilag
cOkmesi, asir doygunluk, emilim arasindaki baglantilar ve bu formulasyonlarin
sindiriminin emilim Uzerine olasi etkisi ilk kez incelenmigtir. Bu kapsamda,
calismalar sirasinda yapilan yayinla da literattre katki saglanmigtir. Tez galismasi
123S357 kodlu proje ile TUBITAK tarafindan desteklenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri en ¢ok teshis edilen kanser tiir(i olup Dinya Saglik Orglitii verilerine
gore yeni kanser vakalarinin %24’unden fazlasini olusturmaktadir (Jiang, Jiang,
Wang ve Ma, 2022; Siegel, Miller, Fuchs ve Jemal, 2021). Turkiye'de ise kadinlarda
en sik gorulen kanser tird dagihiminda birinci sirada yer almaktadir (T.C. Saghk
Bakanhgi, 2024). Meme kanseri gelisiminde temel risk faktorleri yas, dogum yapma
ve sayisl, laktasyon, menopoz yasi, aile dykusu, genetik faktorler, postmenopozal
donemde yuksek endojen 6strojen ve progesteron seviyeleri, yogun meme yapisi,
kemik mineral yogunlugu, hormon replasman tedavisi, oral kontraseptif, alkol, sigara
kullanimi ve iyonize radyasyona maruziyettir (Ozbas, Boylu ve Soyder, 2012; Vogel,
2018).

Memede duktuslar ve loblller olmak Uzere iki ana doku tlri mevcuttur. Meme
kanserinin kdken aldigi dokuya goére yapilan siniflandirmada sit kanallarindan
koken alan kanserler duktal karsinom olarak adlandiriimakta ve teshis edilen meme
kanserlerinin %40-75’ini olusturmaktadir. Lobuler karsinom olarak siniflandirilan
meme lobullerinden koken alan turt ise teshis edilen vakalarin %10-15'ini

olusturmaktadir.

Duktal ve lobuler karsinomlar spesifik onkoproteinlere ve gen ekspresyon profiline
sahip oldugu icin morfolojik ve molekuler farkliliklar icerir (Eroles, Bosch, Pérez-
Fidalgo ve Lluch, 2012; Yu ve digerleri, 2022). Bu heterojenite nedeniyle tani ve
tedavi yontemlerini belirlemek igin g¢esitli siniflandirma sistemleri mevcuttur. En
yaygin kullanilan siniflandirma sistemi ise molekiler siniflandirmadir. Ostrojen
reseptori (ER), progesteron reseptérl (PR), insan epidermal buylume faktor
reseptor 2 (HER2) varligina ve gen ekspresyon profiline dayali olarak dért molekuler
alt tip tanimlanmaktadir. Bunlar luminal A, luminal B, HER2-zengin tip ve Uuglu
negatif (basal-like) meme kanseridir (Hope, Wade, Aghmesheh ve Vine, 2022; Jiang
ve digerleri, 2022). Meme kanseri alt tiplerinin reseptér durumlari Cizelge 2.1°de

gOsterilmigtir.



Cizelge 2.1. Meme kanseri molekuler alt tipleri ve patalojik durumlari

Meme kanseri alt tip Patolojik durum
Luminal A ER+, PR+, HER2-
Luminal B ER+, PR+, HER2+/-

HER2-zengin ER-, PR-, HER2+
Uclii negatif ER-, PR-, HER2-

+: Reseptor pozitif, -: Reseptor negatif

Meme kanserinin heterojenligi nedeniyle, histolojik ve molekuler faktérler tedavi
semasini buyuk olgude etkilemektedir. Tedavi stratejisinin se¢imi tumaor bayuklugu
ve lokasyonu, lenf nodu tutulumu, molekuler alt tipi ve hasta yasi dikkate alinarak
belirlenir (Senkus ve digerleri, 2015). Meme kanseri vakalarinda tedavinin temel
amaci, cerrahi islem ile lokalize primer tumorleri olan hastalarda meme dokusunun
tamamen veya kismen c¢ikarilmasi ve cerrahi iglemi takiben lokal veya sistemik
adjuvan tedavinin uygulanmasidir (See ve Siziopikou, 2021; Wahba ve El-Hadaad,
2015). Cerrahi operasyondan énce timor boyutunu kiglltmek amaciyla da tedavi

uygulanabilir (Dahan, Cortet, Lafon ve Padilla, 2023).

Postoperatif sistemik tedavide ise radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi,
immunoterapi veya kombinasyonlari uygulanmaktadir. Sistemik tedavinin amaci
mikrometastazlari ortadan kaldirmak, hastaligin tekrarlama ve 6lUm riskini azaltmak

veya engellemek, sag kalimi uzatmaktir.
2.1.1. Meme kanserinde Ostrojen

Ostrojen meme kanseri hiicrelerinin blylimesi ve gelismesi igin gerekli ana
hormondur. Ostrojen sentezi, premenopozal dénemde temel olarak ovaryumda
postmenopozal donemde ise sadece periferal dokularda devam etmektedir.
Ostrojen androstenedion ve testosteronun aromataz enzimi araciliyiyla dstron ve
dstradiole dénlstiriimesiyle sentezlenir (Dixon, 2004). Ostrojen sentezi Sekil

2.1’de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Ostrojen sentezi (Lanning, 2001)

Aromataz enzimi CYP19A1 geni tarafindan kodlanmaktadir. Meme dokusunda
cogalan kanser hucreleri normal hucrelere kiyasla daha yuksek CYP19 gen
ekspresyonu gostermistir (Agarwal, Bulun, Leitch, Rohrich ve Simpson, 1996). Bu
durum meme kanseri hucrelerinde artan Ostrojen konsantrasyonu ile
sonucglanmistir. Calismalar postmenopozal kadinlarda da meme kanseri
hdcrelerinde yuksek miktarda 6strojen sentezi oldugunu gostermistir. Ayrica saghkli
postmenopozal kadinlarla karsilastirildiginda meme kanseri postmenopozal
kadinlar icin kan 6strojen seviyeleri 20 kat daha yuksek bulunmustur (Chaturvedi ve
Garg, 2022).

Ostrojen ve progesteron reseptoriinii eksprese etmesiyle karakterize luminal A ve
luminal B molekller alt tipler hormon reseptor pozitif meme kanseri olarak
tanimlanmaktadir ve meme kanserlerinin %75’ini olusturmaktadir (Hagen, Aas,
Kvalgy, Seiland ve Lind, 2019). Hormon reseptér pozitif meme kanseri hastalarinda
hormonal tedavi hedefe yonelik en etkili tedavidir (Henry ve digerleri, 2020). Meme
kanserinin hormonal tedavisinde temel hedef kanser hucrelerinin biyimesi ve
gelismesi i¢in gerekli ana hormon olan Ostrojen sentezinin veya reseptore
baglanmasinin inhibe edilmesidir. Ostrojen etkilerini ortadan kaldirmak igin
kullanilan etkin maddeler Ug sinifa ayrilabilir (Henry ve digerleri, 2020; Yavuz, 2009):

o Selektif 0strojen reseptor modulatorleri (Tamoksifen, toremifen)
e Selektif dstrojen reseptor down-regulatorleri (Fulvestrant)

e Aromataz inhibitorleri (Anastrozol, letrozol, eksemestan)



2.2. Eksemestan

Ostrojen, aromataz adi verilen enzim ile androjenlerin aromatizasyonu sonucu
sentezlenir. Premenopozal dénemde ise &strojenin ana kaynadi ovaryumdur.
Postmenopozal ddnemde ovaryum kaynakli éstrojen sentezi ¢cok azalir. Bébrek Ustu
bezi ve periferal dokularda (yag dokusu, kas dokusu, meme dokusu) ostrojen

sentezi devam eder (Guler, 2012).

Postmenopozal donemde plazma Ostrojen seviyesi %90 oraninda azalmaktadir.
Buna ragmen meme Kkanseri dokusunda &strojen konsantrasyonunun
postmenopozal ve premenopozal kadin grubu arasinda farklihk gdstermedigi
bulunmusgtur (Russo ve Russo, 2006). Bu nedenle enzim inhibisyonu saglayan
aromataz inhibitorleri periferal dokulardaki aromataz enzim inhibisyonu sonucu
Ostrojen konsantrasyonunu azalttigi igin postmenopozal kadinlarda etkili bir tedavi

stratejisi olarak klinikte yer almigtir (Carleton ve digerleri, 2022).

Birinci kusak aromataz inhibitorlerinin (aminoglutetimit) steroid sentezini nonselektif
olarak inhibe etmesi ve yan etkilere sahip olusu, ikinci kusak aromataz
inhibitorlerinin (formestan ve fadrozol) klinik avantaj saglamamasi nedeniyle tG¢lincu

kusak aromataz inhibitorleri gelistirilmigtir (Dixon, 2004).

Eksemestan (EKM) Uguncu kusak aromataz inhibitérudir. Aromataz enzimini geri
donUsumsuz olarak inhibe eden steroidal yapiya sahip tek Gguncu kusak aromataz
inhibitdéri olma o6zelligine sahiptir (Van Asten, Neven, Lintermans, Wildiers ve
Paridaens, 2014). FDA tarafindan kullanimi 1999 yilinda onaylanmistir (FDA,
1999a). ila¢ piyasasinda 25 mg EKM iceren Aromasin®, Exetu® ve Femmex® kapli
tableti bulunmaktadir. Orijinal ilag oldugu igin tez galismasinda Aromasin® tablet

referans olarak kullaniimistir.



2.2.1. Eksemestanin fizikokimyasal ozellikleri

EKM’nin kimyasal ismi 6-metilenandrosta-1,4-dien-3,17-dion’dur. Kimyasal formuli
C20H2402 olup molekdl agirhdr 296,40 g/mol’dir (Beltrame, di Salle, Giavini,
Gunnarsson ve Brughera, 2001). EKM steroidal yapiya sahiptir. EKM’nin kimyasal
yapisi Sekil 2.2’de gosterilmistir. Sahip oldugu steroid yapisi nedeniyle noétr bir
bilesiktir (Chaturvedi ve Garg, 2022).

CH3

CH2

Sekil 2.2. EKM’nin kimyasal yapisi

EKM’nin sudaki ¢dzunurligu 80 ug/mL’dir (Singh ve digerleri, 2023). Suda pratik
olarak ¢ozunmedigi kabul edilmisti. EKM metanol ve etanolde ¢o6zundr, N,N-
dimetilformamitte serbestge ¢dzinir. EKM’'nin 37°C’de 24 saat karistirildiktan sonra
elde edilen pH-¢ozunurlik profili Cizelge 2.2'de sunulmustur. EKM polimorfik 6zellik
gostermemektedir. Erime noktasi 194°C’dir ve higroskopik degildir. EKM’nin
tamamen n-oktanol i¢inde toplanmasi nedeniyle n-oktanol:su ic¢indeki partisyon

katsayisi belirlenememistir. Yapisinda asidik grup icermemektedir (FDA, 1999D).

Cizelge 2.2. EKM’nin pH-¢6zunarluk profili (FDA, 1999b)

Ortam pH Cozinirluk (ug/mL)
Su - 80
Kloriir tamponu 1,5 86
Asetat tamponu 55 79
Fosfat tamponu 7,4 73




2.2.2. Eksemestanin farmakodinamik ozellikleri

EKM aromataz enziminin dogal substrati olan androstenediona yapisal olarak
benzemektedir. Androstenedion ve EKM’nin kimyasal yapilari Sekil 2.3te
gosterilmistir. EKM yapisal benzerlik sayesinde aromataz enziminin aktif bélgesine
baglanmak igin androstenedion ile yarigir (Beltrame ve digerleri, 2001; Deeks ve
Scott, 2009). Yanlis substrat olarak taninan EKM, aromataz enzimine geri
doénlsumsuz ve kovalent bag ile badlanarak enzimi inhibe eder (Jones ve Jones,
2000; Robinson, 2009). Aromataz enziminin geri dontisimsiz olarak inhibisyonu
EKM vyapisindaki C1-C2 cifte bagin varligindan kaynaklanmaktadir (Marcos-
Escribano, Bermejo, Bonde-Larsen, Retuerto ve Sierra, 2009).

CH3

CH3

o CH2
Androstenedion Eksemestan

Sekil 2.3. Androstenedion ve EKM’nin kimyasal yapilari

EKM periferal dokulardaki aromataz enzimini inhibe etmektedir ve ovaryumdaki
ostrojen sentezine etkisi bulunmamaktadir (Shah ve O’Regan, 2018; Yavuz, 2009).
Bu nedenle genellikle postmenopozal meme kanseri hastalarinda kullaniimaktadir.
Premenopozal kadinlarda EKM kullanimi periferal Ostrojen sentezini azaltarak
hipotalamus ve hipofiz bezine geri bildirimin azalmasina yol agar. Ovaryum
stimllasyonu gerceklesir ve ostrojen sentezi baslar (Goss ve Gwyn, 1994). Bu
nedenlerden dolayl premenopozal meme kanseri hastalarinda EKM gibi aromataz
inhibitorlerinin kullanimi ile ilgili yapiimis calismalar oldukga azdir (Pistelli, Della
Mora, Ballatore ve Berardi, 2018).

Calismalar ileri evre meme kanseri olan postmenopozal kadinlarda 25 mg/gun
EKM’nin iyi tolere edildigini gdstermistir. Gortlen advers olaylar gogunlukla hafif ve
orta siddettedir (Scott ve Wiseman, 1999). Erken evre meme kanseri hastalarinda
en yaygin gériilen yan etkiler, sicak basmasi, artralji ve yorgunluktur. ileri evre
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meme kanseri hastalarinda ise sicak basmasi ve bulanti olmustur. Advers etkilerin
cogunlugu oOstrojen yoksunlugunun normal farmakolojik sonucu olarak da
yorumlanabilmektedir (FDA, 2018).

EKM’nin diger bir yan etkisi kemik demineralizasyonuna bagh osteoporoz ve kirik
riski, artralji ve miyaljidir (Coleman ve digerleri, 2010; Fusi, Materazzi, Benemei,
Coppi ve digerleri, 2014; Gaillard ve Stearns, 2011). EKM ile tedavi goren hastalarin
kemik mineral yogunlugu ve D vitamini duzeylerinin rutin sekilde degerlendiriimesi
onerilmektedir (FDA, 2018).

2.2.3. Eksemestanin farmakokinetik ozellikleri

EKM’nin  farmakokinetik c¢alismalari saglikli ve ileri evre meme Kkanseri
postmenopozal kadinlarda gerceklestiriimistir. Sican ve képeklerde yapilan klinik

oncesi biyoyararlanim ¢alismalari da bulunmaktadir (Yavuz, 2009).

EKM oral olarak uygulandiginda gastrointestinal sistemden %42 oraninda absorbe
edilir. Oral uygulamayi takiben 2 saat icerisinde (tmaks) maksimum plazma
konsantrasyonuna (Cmaks) ulasir ve plazma seviyesi polieksponansiyonel olarak
diser. ileri evre postmenopozal meme kanseri kadinlarda EKM absorpsiyonu
saglikl postmenopozal kadinlara gore daha hizlidir (Cizelge 2.3). Ortalama biyolojik
yari dmru 24 saattir (Deeks ve Scott, 2009). EKM tek doz oral uygulamada 10-200
mg, tekrarlanan uygulamada 0,5-50 mg doz araliginda lineer farmakokinetik
gOstermektedir (Pfizer, 2018).
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Cizelge 2.3. Saglikh ve ileri evre meme kanseri postmenopozal kadinlara tokluk oral
tek ve tekrarlanan 25 mg EKM uygulamasinda elde edilen
farmakokinetik parametreler (FDA, 1999b)

Parametre ileri evre meme kanseri Saglhkl génulliiler
hastalar
Tek doz
tmaks (S) 1,0 2,3
Cmaks (ng/mL) 40,4 17,1
AUC (ng.s/mL) 76,7 57,8
CIIF (L/s) 415 517
Tekrarlanan doz

tmaks.ss (S) 1,16 29
Chmaks.ss (Ng/mL) 29,6 11,4
AUC; ss (ng.s/mL) 75,4 41,4
Cl/Fss (L/s) 319 715

EKM’nin gida varhidinda biyoyararlanimi %40 oraninda artmaktadir (Jones ve
Jones, 2000). Aclik ve tokluk durumlarinda plazma konsantrasyonu zaman eqgrisi
altinda kalan alan (AUC) sirasiyla 29,7 ng.s/mL ve 41,3 ng.s/mL olarak bulunmugtur
(Clemett ve Lamb, 2000; Scott ve Wiseman, 1999). Aclik ve ytksek lipit icerikli gida
alimi ile yapilan tokluk biyoyararlanim calismalarinda elde edilen farmakokinetik
parametreler Cizelge 2.4’te sunulmustur (FDA, 1999b). Tokluk durumunda AUC
degerinde %40, Cmaks degerinde %59 artis godzlenmistir. Bu durum gida iginde
bulunan lipitlerin EKM ¢6zunurlGgunu artirmasi ve ilk gecgis metabolizasyonunu
azaltmasi ile agiklanmaktadir (FDA, 1999b). EKM biyoyararlanimi yuksek lipit icerikli
gida alimindan etkilendigi igin yemeklerden sonra alinmasi onerilmektedir (Pfizer,
2018).

Cizelge 2.4. Saglkli postmenopozal kadinlara aglik ve tokluk durumlarinda tek doz
25 mg EKM uygulanmasinda elde edilen farmakokinetik parametreler

Parametre Achk durumu Tokluk durumu
Cmaks (Ng/mL) 11,1 17,7
tmaks (S) 0,97 1,88
AUC (ng.s/mL) 29,7 41,3
ti2 (S) 24,0 21,5
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EKM’nin  uygun intravendz formuilasyonu olmadigi igin insanlarda mutlak
biyoyararlanimi belirlenememigtir. Oral biyoyararlanimin dusuk olmasindan lipofilik
yapinin ve yuksek ilk gecis etkisinin sorumlu oldugu dastnutlmektedir. Sigan ve
kopeklerde yapilan klinik dncesi galismalar EKM’nin biyoyararlaniminin yaklasik %5

oldugunu gostermigstir (FDA, 1999b; Yavuz, Bilensoy ve Sumnu, 2007).

Klinik 6ncesi ¢calismalarda sigan ve kdpeklere intraven6z uygulama sonrasi merkezi
kompartman hacmi sirasiyla 4,8 L/kg ve 1,8 L/kg'dir. Siganlarda yapilan doku
dagilim galismasi EKM’nin beyin dokusu hari¢ dokulara ylksek oranda dagildigini
gostermigtir (FDA, 1999b; Yavuz, Bilensoy ve Sumnu, 2007). EKM’nin plazma
proteinlerine (albumin ve ai-asit glikoprotein) baglanma orani %90°dir (Moen ve

Wagstaff, 2006). EKM ve metabolitleri eritrositlere baglanmamaktadir (Pfizer, 2018).

EKM sitokrom (CYP) P450 enzim ailesi (CYPA11/2, CYP4A1l, CYP3AA4/5,
CYP2B6, CYP2A6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19) ve aldoketorediktazlar
tarafindan buyuk oranda metabolize edilir. EKM, 6. konumdaki metilen grubunun
oksidasyonu ve 17. konumda bulunan keto grubunun reduksiyonu ile sirasiyla 6-
hidroksimetileneksemestan (6-HME) ve 17B-hidroksieksemestana (17-BHE)
metabolize olur. Bu ana metabolitlerden hidroliz ve konjugasyon reaksiyonlari
sonucu sekonder metabolitler olusur (Sekil 2.4) (FDA, 1999b; Varela ve digerleri,
2014).
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Sekil 2.4. EKM’nin metabolizasyonu

Metabolitler inaktif ya da EKM’den daha dusuk aktiviteye sahiptir. Bu nedenle ilacin
gozlenen uzun sureli etkisinde herhangi bir metabolitin olasi bir katkisi
bulunmamaktadir (Lombardi, 2002). 17-BHE metaboliti EKM’den 2,6 kat daha az
etkindir ve plazma EKM seviyesinin ortalama %10’unu olusturmaktadir (Wang ve
digerleri, 2015; Yavuz, 2009). 17-BHE’nin androjen reseptorine yuksek afinitesi
oldugundan EKM alminda go0zlenen androjenik etkilerin bu metabolitten
kaynaklandigi dusunulmesine ragmen sadece intratimdral androjenik aktivitenin

yuksek oldugu goérulmustir (Sobral ve digerleri, 2016).

EKM eliminasyonu saglikh postmenopozal goéndllilere radyoaktif isaretli doz
uygulamasi ile belirlenmistir. EKM eliminasyonu %42 feces ve %42 idrar yoluyla
olmustur. Uygulanan dozun %1’den azi idrarla degismeden atiimistir (Deeks ve
Scott, 2009). Saglikli postmenopozal gonullulere tek doz 25 mg EKM
uygulamasinda oral klirens 517 L/s, tekrarlanan doz EKM uygulamasinda oral
klirens 715 L/s olarak dlgulmustiur (Cizelge 2.3) (Spinelli ve digerleri, 1999).

EKM CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1 ve CYP3A4 olmak uUzere CYP

enzimlerini inhibe etmemektedir (Deeks ve Scott, 2009). CYP3A4 enzim inhibitdru
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ketokonazol ile birlikte uygulandiginda EKM’nin farmakokinetik Ozelliklerinde
belirgin degisiklik gorulmemigtir. Klinik olarak 6nemli bir etkilesim olmadigi
belirtiimistir (Robinson, 2009). CYP3A4 enzim indUkleyicisi rifampin ile birlikte
uygulandiginda EKM’nin Cmaks ve AUCo--» degerinde sirasiyla %41 ve %54 azalma
gorulmustur. Bobrek ve karaciger yetmezIigi olan hastalarin AUCo-~ degerinde artig
gorulmesine ragmen EKM iyi tolere edildigi icin doz ayarlamasinin gerekli olmadigi
belirtiimistir (Buzdar, Robertson, Eiermann ve Nabholtz, 2002; Pfizer, 2018).

EKM’nin insanlardaki farmakokinetigi cesitli hayvan tirleriyle (sican ve kopek)
kargilastiriimigtir. insan ve hayvan tirlerinde plazma proteinlerine baglanma orani

ve metabolitlerin benzer oldugu gorulmustir (Cizelge 2.5) (FDA, 1999b).

Cizelge 2.5. insan ve hayvan tiirlerinde EKM’nin plazma proteinlerine baglanma

orani
Tar %Baglanma
Insan 90-91
Fare 90-91
Sican 88-89
Tavsan 97-98
Képek 91-92

2.2.4. Eksemestanin tedavideki yeri ve giincel yaklagimlar

EKM postmenopozal donemdeki hormon reseptor pozitif olan erken ve ileri evre
meme kanseri hastalarinin hormonal tedavisinde ve nuUksu Onlemek igin
kullaniimaktadir. EKM dahil olmak Uzere aromataz inhibitorleri igin tedavide farkli
algoritmalar c¢alisiimistir. Yapilan calismalarda hastalik niksu gorulmeden sag
kalim suresi agisindan EKM daha Ustun bulunmustur. Tamoksifen tedavisinden
sonra EKM tedavisine gegis, yalnizca tamoksifen tedavisine gore tumor
progresyonu ve mortalitede onemli derecede azalma saglamistir (Coombes ve
digerleri, 2007; Van de Velde ve digerleri, 2011).

Genel gorus, aromataz inhibitérlerinin hormon reseptér pozitif meme kanseri

tedavisinin bir pargasi olmasi gerektigi yonundedir (Guler, 2012). Amerikan Klinik
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Onkoloji Derneg@i 10 yila kadar EKM’nin de bir pargasi oldugu adjuvan hormonal

tedaviyi bnermektedir (Burstein ve digerleri, 2019).

EKM suda dusuk ¢dzinurlige (80 ug/mL) sahiptir ve ilk gegis etkisine ugramaktadir
(Yavuz, Bilensoy, Vural ve Sumnu, 2010). Bu nedenle biyoyararlanim problemi
vardir (Hiremath, Soppimath ve Betageri, 2009). Literetirde, EKM’nin
¢Ozunurlugunu, oral biyoyararlanimini ve antikanser etkinligini artirmaya yonelik
calismalar bulunmaktadir. Bu calismalar kendiliginden mikroemdlsifiye sistem,
prolipozom, siklodekstrin kompleksi, kati dispersiyon, PLGA nanopartikilleri, lipit
temelli dispersiyon, aljinat nanopartiktlleri, polimerik nanopartiktl, nanoyapil lipit
tasiyici, misel ve nanokapsul gibi formulasyon yaklasimlarindan olusmaktadir.
Transdermal olarak uygulanmak Uzere gelistiriimis prolipozom, sivi kristal jel ve
nanoemdulsiyon formulasyonu bulunmaktadir. Ayrica, intraven6z uygulama yolu igin
geligtiriimis teranostik kullanim potansiyeline sahip EKM yukli manyetik silika
nanopartikil formulasyon calismasi da mevcuttur. Literatirdeki EKM igeren

formUlasyon gelistirme galismalar Cizelge 2.6’da sunulmustur.



Cizelge 2.6. Literatirde bulunan EKM ile yapilmis formulasyon gelistirme ¢alismalari

Formiilasyon galismasi Uyglcj):zlma Elde edilen bulgular Referans
. SMEDDS, Aromasin® ile karsilastiriidiginda 15 dakika iginde %100 EKM salimi
Kendiliginden . s . . . . ,
. e gOstermigtir. Wistar sicanlarda yapilan oral biyoyararlanim ¢alismasinda EKM (Singh ve digerleri,
mikroemdlilsifiye ilag tasiyici Oral e . N . . N
sistem (SMEDDS) yukli SMEDDS formilasyonu EKM slspansiyonu ile karsilastiriidiginda 2009)
AUC’de 2,87 kat artis saglamistir.
Nanoyapili lipit tagiyici Oral Wistar sigcanlarda EKM  biyoyararlanimi EKM  sispansiyonu ile (Singh, Neupane,
(NLC) karsilastinildiginda EKM yukli NLC formUlasyonu ile 3,9 kat artmistir. Mangla ve Kohli, 2019)
Ex-vivo permeabilite galismasinda pegile lipozomlar EKM permeabilitesini 3,7 (Singh, Neupane,
Pegile lipozom Oral kat artirmistir. In vivo farmakokinetik calismada klasik ve pegile lipozomlar EKM Shafi, Mangla ve Kohli,
biyoyararlanimini sirasiyla 2,4 ve 3,5 kat artirmistir. 2020)
Lioit polimer hibrit Geligtirilen formulasyon in vitro ¢dziinme hizi calismasinda 24 saat boyunca sifir (Rizwanullah, Perwez,
pnar;w artikiil Oral derece kinetikle EKM salimi sadlamistir. MCF-7 hiicre hattinda saf EKM'ye Mir, Rizvi ve Amin,
P kiyasla ylksek in vitro hiicresel alim ve sitotoksisite gdstermistir. 2021)
Aljinat nanopartikiil Oral In Yltro gq;unme hizi giall§ma.3|r.1da gelistirilen formulasyon hizl bir ilag salimini (Jayapal ve Dhanaraj,
takiben surekli salim gostermistir. 2017)
D-a-tokoferol polietilen glikol Gellstmlgn fgr.mulasyon in vitro salim gal@masmda surekllu sallm'ggste.rm@.tlr. . .
. Salim kinetigi Korsmeyer-Peppas modeline uygunluk goéstermistir. In vitro (Mishra, Padaliya ve
1000 siiksinat (TPGS) - . . L - .
olimerik nanopartikil sitotoksisite galismasinda TPGS polimerik nanopartikil formilasyonu saf EKM Patel, 2017)
P P ile ayni sitotoksik etki icin EKM konsantrasyonunda 31,7 kat azalma saglamigtir.
MCEF-7 hicre hatti kullanilarak yapilan sitotoksisite ¢alismasinda saf EKM igin
Polimerik misel Oral ICs0 degeri 7,58 £ 0,145 pg/mL iken polimerik mlsell formulasyonu i¢in bu deger (Singh ve digerleri,
0,225 + 0,124 pg/mL olarak bulunmustur. Oral biyoyararlanim calismasinda 2021)
polimerik misel formulasyonu EKM biyoyararlanimini 10,6 kat artirmistir.
Nanokristal Oral Geligtirilen formilasyon EKM biyoyararlanimini saf EKM’ye kiyasla 2,7 kat (Parmar ve  Shah,
artirmigtir. 2021)
. o . . L . (Elzoghby, El-Lakany,
Nanokapsiil Oral Saf EKM ile karsilastirildiginda nanokapsul formilasyonu tumor hacminde 2,4 Helmy, Abu-Serie ve

kat azalma saglamistir.

Elgindy, 2017)

GT



Cizelge 2.6. (devam) Literatirde bulunan EKM ile yapilmis formulasyon gelistirme ¢alismalari

Formiilasyon galismasi Uygulama Elde edilen bulgular Referans
yolu
. . . El-Lakany, Elgindy,
. ; R Gelistirilmis formulasyon saf EKM’ye kiyasla ¢ok daha dusik ICso degerinde (E--Lakany gmdy
Nanokiire Intravenoz . . . . . o Helmy, Abu-Serie ve
MCF-7 hicre hatti Gzerinde sitotoksik etki artisi saglamistir. Elzoghby, 2018)
Siklodekstrin kompleksi Oral Caco-2 hicre hattinda inklizyon kompleksi EKM igin permeabilite katsayisini (Yavuz ve digerleri,
3 kat artirmigtir. 2010)
Caco-2 hucre hatti kullanilarak yapilan permeabilite ¢galismasinda lipit temelli (Kaur, Jena, Samal,
Kati dispersiyon Oral kati dispersiyon formiilasyonu EKM permeabilitesini 4,6 kat artirmistir. in vivo Saini ve Sangamwar,
farmakokinetik calismada EKM biyoyararlanimi 2,3 kat artmistir. 2017)
TPGS igeren dispersiyon EKM ¢6zinurlGgind 11,4 kat artirmistir. Ex-vivo (Eedara ve Bandari
Lipit temelli dispersiyon Oral permeabilite calismasinda EKM permeabilitesi gelistirilen formilasyon ile 2,6 2017) '
kat artmistir.
. . in vivo farmakokinetik galismada lipit nanokapsil formilasyonu EKM (Singh ve digerleri,
Lipit nanokapstl Oral suspansiyonuna gore 4,2 kat biyoyararlanim artisi saglamistir. 2023)
Hucre klturi galismasinda demir oksit nanopartikulllerinin sitotoksik olmadigi (Laranjeira ve digerleri
Manyetik silika nanopartikdil intravenoz g6zlemigtir. Formulasyon 72 saat boyunca sirekli salima sahiptir ve %98,8 2022)J 9 ’
salim oranina ulagsmistir.
I Ex-vivo deri permeasyon calismasinda gelistirilen formulasyon EKM’nin (Chaturvedi ve Garg,
Nanoemlsiyon Transdermal permeabilite katsayisini 3,33 kat artirmigtir. 2023)
. Optimize prolipozom formilasyonu, EKM siispansiyonu ile karsilastirildiginda (Jukant.l, Sheela,
Prolipozom Transdermal EKM igin bagil biyoyararlanimi 2,4 kat artirmistir Bandari ve
¢ gl blyoy ’ ST Veerareddy, 2011)
. , Geligtirilen formulasyon 37°C’de jelden siviya gegis gostermistir. Sitotoksisite (Shah ve digerleri,
It duyariy sivi kristal jel Transdermal calismasinda 2,7 kat aktivite artigi saglamistir. 2021)

9T
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2.3. Lipit Temelli Formulasyonlar

Gida ile alinan lipitlerin suda ¢oézunurligu ¢ok dusuk olmasina ragmen insanlarda
emilimi yuksektir. Bu durum suda dusuk ¢ozunurlige sahip etkin maddeler igin
¢6zUnUrlik ve biyoyararlanim probleminin asilmasini saglayabilen lipit absorpsiyon
mekanizmasinin mevcudiyetini yansitmaktadir (Kalepu, Manthina ve Padavala,
2013). Yuksek lipit icerikli gidalarin suda dusuk ¢ozunurlige sahip ilaclarin
biyoyararlanim artisini destekledigi uzun yillardir bilinmektedir (Charman, Rogge,
Boddy ve Berger, 1993; Ogunbona, Smith ve Olawoye, 1985). Burada, lipitlerin ve
lipidik yardimci maddelerin ilag emilimi Gzerindeki potansiyel etkisi i¢ mekanizma

ile aciklanabilir (Porter, Trevaskis ve Charman, 2007):

1. Vezikiller ve karigsik miseller gibi kolloidal ortam bilesimini degistirerek
intestinal sivilarda ilag ¢ozunurlugunu artirabilirler.

2. Enterosit aracili tagima ve metabolizasyon sureglerini etkileyerek ilag alimi,
effluks ve enterositlerde gergeklesen metabolizasyonu degistirebilirler.

3. llacin sistemik dolagima transportunu portal ven yerine intestinal lenfatik
sistem olarak degistirebilirler. Her bir mekanizmanin sematik gésterimi Sekil

2.5’te sunulmustur.
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Sekil 2.5. Lipitlerin ilag emilimine etkileri (Porter, Trevaskis ve Charman, 2007)

Bu baglamda lipit ve lipidik bilesenleri i¢ceren lipit temelli formulasyonlar (LTF) suda

dusuk ¢Ozunurluge sahip ilaglarin biyoyararlanimi artirmak igin uygun bir

yaklasimdir (Feeney ve digerleri, 2016).

LTF terimi yardimci madde, yardimci madde kombinasyonlarini ve ilag tasiyici
sistemleri iceren genis bir aileyi kapsamaktadir (Sekil 2.6) (Shrestha, Bala ve Arora,
2014). Bu formulasyonlar basit bir veya iki yardimci maddeli lipit ¢ozeltilerinden
kendiliginden emdilsifiye ila¢ tasiyici sistemlere (Self-emulsifying drug delivery
systems, SEDDS), kompleks mikro veya nano boyuta sahip kolloidler ve miseller
sistemlerde dahil olmak Uzere farkh fiziksel yapiya sahip sistemlere kadar
uzanmaktadir (Kalepu ve digerleri, 2013; Mullertz, Ogbonna, Ren ve Rades, 2010).
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Lipit Temelli Formiilasyonlar

I ! l

Emilsiyon Vezikiiler Sistemler Partikiiler Sistemler
+  Mikroemiilsiyon « Lipozom » Liposfer
* Nanoemdllsiyon * Niozom « Kati lipit mikro/nanopartikil
» Kendiliginden emdlsifiye + Fitozom « Nanoyapil lipit tagiyici
ilag tasiyici sistem « Transferzom = Lipit-ilag konjugatlari
* Etozom

« Kolloidozom

Sekil 2.6. LTF’nin siniflandiriimasi

Lipit temelli formUlasyonlarin pek ¢ok farkl tlri oldugundan 2000 yilinda Pouton
tarafindan bir siniflandirma yapilarak Lipit Formulasyon Siniflandirma Sistemi (Lipid
Formulation Classification System-LFCS) olusturulmustur (Pouton, 2000). 2006
yilinda da siniflandirma sistemine yeni bir sinif eklenerek glincellenmistir (Pouton,
2006). Bu sisteme gore gliserit, surfaktan, koslrfaktan veya yardimci ¢oézuculer gibi
benzer bilesenlere sahip ve benzer Ozellikleri paylasan formulasyonlar bilesim,
bilesen oranlari, dispersiyon ve sindirim durumuna goére dort kategoriye
ayrilmaktadir (Cizelge 2.7) (Pouton, 2006). Tum kategorideki formulasyonlar
genellikle izotropik sistemlerdir. Cogunlukla yag, sirfaktan ve kosurfaktan karigsimi
halinde bulunmalarina ragmen bazen tek yardimci maddeden de olusabilirler
(Kuentz, 2012). LFCS’ye ait formulasyon kategorileri asagida ayrintili olarak

aciklanmistir.



Cizelge 2.7. LFCS’ye gore ¢esitli lipit formulasyon turlerinin bilesimleri, 6zellikleri, avantaj ve dezavantajlari (Pouton, 2006)

Formiilasyon Tip | Tip Il Tip A Tip 1IB Tip IV
bilesenleri Miktar (Y%a/a)
Yaglar (Trigliserit veya 100 40-80 40-80 <20 -
mono ve digliserit
karisimi)
Suda ¢6ziinmeyen - 20-60 - - 0-20
stirfaktanlar (HLB<12)
Suda ¢bziinen - - 20-40 20-50 30-80
Strfaktanlar (HLB>12)
Hidrofilik yardimci - - 0-40 20-50 0-50
coziictiler
Sadece vad icerirler Suda ¢o6zinir Sirfaktan ve/veya
-- . . ceyag Ig ) Suda ¢6zinlr Suda ¢ozinlr bilesenlere ve dugsuk yardimci
Ozellikleri Suda disperse olmazlar. : . . S o W
S - bilesenler icermez. bilesenler igerirler. yag igerigine ¢ozuculerden
Sindirim gereklidir. 7=
sahiptirler. olusurlar.
Genellikle berrak o Dispersiyon ile
. . S : : Berrak dispersiyon misel ¢cozeltisi
Dispersiyon ile ¢ozlicu dispersiyon olustururlar. Emilimleri  olustururlar. Birgok
Avantajlan Basit formulasyonlardir.  kapasitesini kaybetme  olustururlar. Emilimleri ' !

olasih@i dusuktir.

i¢in sindirim gerekli
degildir.

i¢in sindirim gerekli
degildir.

ilag igin yuksek
¢Ozlci kapasitesine
sabhiptir.

Dezavantajlari

Sadece yiiksek oranda
lipofilik ilaglar igin
uygundur. Dusuk

¢ozlcl kapasitesine
sahiptir.

Su ile bulanik
dispersiyon
olustururlar.

Dispersiyon ile ¢ézucu
kapasitesi kaybi
olasidir.

Dispersiyon ile
¢o6zlcu kapasitesi
kaybi yuksektir.

Dispersiyon ile
¢6zlcl kapasitesi
kaybl meydana
gelir.

HLB: Hidrofilik lipofilik denge

0¢
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2.3.1. Tip | formilasyonlar

Tip | formulasyonlar trigliserit veya monogliserit/digliserit karigimini iceren yag icinde
ilaci ¢dézUnmus halde tasiyan sistemlerdir (Pandey ve Kohli, 2018). Tip |
formilasyonlar biyolojik olarak uyumlu ve basittirler. ilag dozunun formilasyonda
tamamen ¢ozunebilmesi durumunda genellikle ilk olarak denenen sistemlerdir
(Savla, Browne, Plassat, Wasan ve Wasan, 2017). Bu sistemler yapilarinda
surfaktan icermedikleri icin baslangigta zayif su dispersiyonu sergiler ve kolaylikla
disperse olmazlar. Uygulama sonrasi gastrointestinal kanalda araylzey gerilimini
azaltarak disperse olabilmeleri icin safra tuzlari, fosfolipitler ve lipit sindirim
artnlerine ihtiyag vardir (Kuentz, 2012). Bu nedenle Tip | formulasyonlarin ana
dezavantaji dispersiyonu saglamak ve amfifilik lipit sindirim GrinlG elde ederek
kolloidal sulu faza ila¢g tasinimini artirmak igin sindirim gerekliligidir (Pandey ve
Kohli, 2018).

2.3.2. Tip Il formilasyonlar

Kendiliginden emdlsifiye ilag tasiyici sistem olarak adlandirilan Tip Il formUlasyonlar
su ile karistirildiginda su iginde yag emulsiyonu olusturmak Uzere kendiliginden
emulsifiye olan yag ve lipofilik surfaktanlarin izotropik karisimi olarak
tanimlanmaktadir (Pouton, 1997; Thakare, Mogal, Borase, Dusane ve Kshirsagar,
2016). Formulasyondaki surfaktan miktari emdulsifikasyon &zelliklerini etkiler.
Kendiliginden emdilsifikasyon genellikle %25'in (a/a) Uzerindeki surfaktan varliginda
elde edilir. Optimum surfaktan orani %25-60 (a/a) arasinda degismektedir.
Formllasyonda daha yuksek surfaktan kullanildiinda emdlsifikasyon yag-su
arayuzeyinde viskoz sivi kristal jellerin olusmasi nedeniyle zorlasabilir. Bu durum

emdlsifikasyon igin gigclu bir karistirma gerektirir (Pouton, 2000).

Tip Il formulasyonlar, kati dozaj formlarinda tipik olarak gézlemlenen yavas dagiima
ve ¢ozlinme adimlarina gerek duymamaktadir. ilacin yag damlaciklari ile emilen faz
olan sulu faz arasinda etkili bir sekilde bolinmesine olanak taniyan genis araylzey
alanlari olusturur (Gersanik ve Benita, 2000). Suda az ¢ézinen ilaglarin ¢ozinurlik
ve biyoyararlanim problemlerinin Ustesinden gelmek igin sert veya yumusak

kapsuller gibi tek Uniteli dozaj formlari ile yararli bir platform sunar (Rodriguez, Qiu,
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Mulcey, Weigandt ve Tamblyn, 2015). Ancak bu formulasyonlar sinirli ilgi
gérmistir. ilag piyasasinda mevcut Griini bulunmamaktadir. Bunun nedeni Tip |I
formuUlasyon igin kullanilabilecek en etkili strfaktanlarin FDA tarafindan yayinlanan
inaktif bilesenler listesinde yer almayisi oldugu dustntlmektedir (Pouton ve Porter,
2008).

2.3.3. Tip lll formulasyonlar

Tip 1l formulasyonlar yapilarinda yag ve hidrofilik sirfaktan veya polietilen glikol
(PEG), propilen glikol ve Transcutol® gibi yardimci ¢éziculer igeren, kendiliginden
emulsifikasyon saglayan ve genel olarak kendiliginden mikroemulsifiye ilag tagiyici
sistem (Self-microemulsifying drug delivery system- SMEDDS) olarak adlandirilan
sistemlerdir (Pandey ve Kohli, 2018). Formulasyona yardimci ¢ézlcl ilavesi
yagdaki ¢ozunurligu daha dusuk olan ilaglar igin daha yuksek ilag yuklemesine
olanak tanimaktadir. Hidrofilik bilesenlerin eklenmesi ayrica daha kiguk damlacik
boyutuna sahip emiulsiyon olusumunu saglar. Yag/su arayuzeyinde hidrofilik
surfaktan varligi emdlsiyon damlaciklarinin arayizey gerilimini dusurerek
dispersiyonu kolaylastirir. Bu nedenle bu tir formulasyonlar su ile karsilastiginda
hizlica dagilarak genellikle nano boyutlu seffaf dispersiyonlar olustururlar. Basarili
Tip Il formulasyon geligtirmede kilit nokta hidrofilik yardimci bilesen miktardir.
Yuksek miktarda hidrofilik bilesen kullanimi, formtlasyon dispersiyonu ile ¢dzicu

kapasitesi kaybina yol agabilmektedir (Pouton ve Porter, 2008).

ilag piyasasindaki Uriinlerin codu, ¢ok cesitli yagda ve suda ¢éziinebilen etkin

maddeler iceren Tip Il sistemlerdir (Kalepu ve digerleri, 2013).

Tip 1l formuUlasyonlar bilesimlerindeki hidrofilik strfaktan miktarina bagli olarak Tip
IIIA ve Tip llIB olmak Uzere iki alt kategoriye ayrilmaktadir. Tip IlIA formulasyonlar
Tip llIB formulasyonlara kiyasla daha fazla yag icermektedirler. Tip [lIB LTF’ler daha
yuksek duzeyde hidrofilik surfaktan icerdikleri icin Tip IllIA’'ya gbre daha kolay
disperse olurlar ve daha kiguk damlacik boyutlarina sahip berrak emdulsiyonlar
olustururlar. Ancak formilasyonda yag igeriginin distk olmasi, hidrofilik ve suyla
karisabilen bilegenlerin yuksek konsantrasyonda kullaniimasi ilaci ¢6zme
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kapasitesinde azalmaya yol agmakta ve ilacin ¢gokme riskini artirmaktadir (Thakare
ve digerleri, 2016).

YUksek enerji gerektirmeden hafif bir gcalkalama ile emdlsifikasyonun kendiliginden
olusmasiyla uretilen ve SMEDDS veya kendiliginden nano emidilsifiye ilag tasiyici
sistem (self-nanoemulsifying drug delivery systems-SNEDDS) olarak adlandirilan
bu formulasyonlar i¢in terminolojik karisiklik mevcuttur. Literatirde mikroemulsiyon
veya nanoemiuilsiyon olarak adlandirilan érneklerin gogunun aslinda birbirine yerine
kullanildigi gérualmustar (Anton ve Vandamme, 2011). Nanoemidilsiyon ile
mikroemulsiyon arasinda karisikliga neden olan ise Uretim yontemlerinin, morfoloji

ve damlacik boyutlarinin benzerligidir.

Nanoemudlsiyonlar yaklasik 300 nm’den daha kiglk damlacik boyutu sergileyen
termodinamik acgidan kararsiz ancak Ostwald olgunlasmasi, flokllasyon ve
koalesansin ¢ok yavas bir kinetik ile gerceklesmesi nedeniyle kinetik olarak stabil
kabul edilen sistemlerdir (Anton ve Vandamme, 2011; Tadros, Izquierdo, Esquena
ve Solans, 2004). Nanoemiuilsiyonlar yad/su arayuzey alanini artirmak igin yliksek
basin¢li homojenizatérler gibi spesifik cihazlar kullanilarak yiksek enerji adi
gerektiren yontemlerle dretilirler. Cihaz veya yuksek enerji gerektirmeyen
kendiliginden emulsifikasyon ve faz gecis sicakligi yontemi gibi dusuk enerjili

yontemler de nanoemulsiyon Uretiminde kullanilir (Tadros ve digerleri, 2004).

Kendiliginden emulsifikasyon yonteminde formulasyon bilesenlerinin kendine 6zgu
fizikokimyasal 6zelliklerinden yararlanilir. Yag fazi ile su fazinin oda sicakhiginda
karistirlmasi sonucu, yag fazinda bulunan hidrofilik surfaktanlar hizh bir sekilde su
fazina diflze olarak, yag bileseninin amfifilik yapilar tarafindan nano boyuttaki
damlaciklar iginde ¢ozinmesini saglar (Anton, Benoit ve Saulnier, 2008). Bu dusuk
enerjili kendiliginden emilsifikasyon boyutlari yag ve surfaktan oranina bagh olarak
10 nm ile 300 nm arasinda degdisen kinetik olarak stabil emulsiyon damlaciklarinin

olusumunu saglar (Anton ve Vandamme, 2011).

Mikroemulsiyonlar ise kendiliginden olusan, dusuk viskoziteli, sismis miseller olarak
biinen ve nano Dboyutta homojen gorunise sahip formulasyonlardir.

Mikroemdulsiyonlar, nanoemdulsiyonlarin aksine termodinamik olarak stabil
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sistemlerdir ve hazirlanmalari i¢in ylksek surfaktan konsantrasyonu gerektirirler. Bu
sistemlerin termodinamik stabilitesi onlari yalnizca kinetik olarak stabil olan
nanoemdulsiyonlardan ayirmaktadir (Akkus-Arslan, 2013; Kuentz, 2012). Ayrica
nanoemulsiyon damlaciklari sicaklik degisimleri, dilusyon gibi stres kosullarinda
stabil kalir. Ote yandan mikroemdlsiyonlar sicaklik degisikliklerinden veya
dilusyondan etkilenir. Aralarindaki diger fark ise nanoemdulsiyon surfaktanin ilk
olarak yag fazi ile kanistinldigi durumda olusurken, mikroemiulsiyon olusumu

karistirma sirasindan etkilenmemektedir (Dokania ve Joshi, 2015).

Mikroemulsiyonlar dretimin basitligi, yuksek stabilitesi ve endustriyel Olgek
blyutmedeki potansiyeli nedeniyle ge¢misten ginimuze 6nem kazanan, genis
capta arastirilan ve en ¢ok ticarilesen formulasyonlardir (Anton ve Vandamme,
2011).

Yukarida sunulan bilgiler géz 6nunde bulunduruldugunda SEDDS, SMEDDS veya
SNEDDS olarak ifade edilen sistemlerin tamaminin yag, lipofilik ya da hidrofilik
surfaktan ve bazen de yardimci ¢6zlicunln izotropik karisimindan olusan, hafif
calkalama veya gastrointestinal sistem motilitesi ile kendiliginden su iginde yag
emulsiyonu olusturan mikroemulsiyon formulasyonlari oldugu agik¢a gorulmektedir
(Dokania ve Joshi, 2015). Tez kapsaminda gelistiriimesi amaglanan formulasyon
SNEDDS formulasyonu olup bu sistemler ve farkhliklari Bolum 2.4’te ayrintili olarak

aciklanmistir.
2.3.4. Tip IV formulasyonlar

Yag icermeyen formulasyonlarin artan kullanimlarina bagli olarak LTFC’ye
dorduncu grup olarak eklenen Tip IV formullasyonlari yalnizca hidrofilik strfaktan
veya yardimci ¢ozicu karigimindan olugsmaktadir. Siniflandirma sisteminin en
hidrofilik kategorisidir. Dusik lipofiliklige sahip suda ¢ézUnurligu dusuk olan ilaglar
igin gok uygundur (Pouton, 2006).

Tip IV formulasyonlarin ¢dzicu kapasitesi yardimci ¢oézicu varligindan dolayi
genellikle yuksektir. Bu da LTFC’'ndeki diger formulasyonlarla karsilagtinidiginda
yuksek miktarda ilag yuklemesi saglar. Formulasyonda yardimci ¢6zicu
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kullanmanin diger avantajlari, dispersiyonu kolaylastirmak ve ylksek surfaktan
konsantrasyonlarinin neden oldugu iritasyonu azaltmaktir (Pouton ve Porter, 2008).
Ancak sistemde ylksek oranda bulunan hidrofilik bilesenler dispersiyon sonucu
formUlasyonu ¢6zme kapasitesi kaybina yatkin hale getirmektedir (Thakare ve
digerleri, 2016). Ayrica ilacin devamli kullanilmasi durumunda, Tip IV

formulasyonlar iyi tolere edilemeyebilmektedir (Pouton, 2006).
2.4. Kendiliginden Emiilsifiye ilag Tasiyici Sistemler

SEDDS’ler yag (dogal veya sentetik), slrfaktan, kosurfaktan veya yardimci
¢ozlcunun izotropik karisimi olarak tanimlanmaktadir. Gastrointestinal sivilarla
karistiginda gastrointestinal motilite yardimiyla veya suda disperse edildiginde hafif
bir calkalamanin ardindan kendiliginden emudlsifiye olarak Y/S emilsiyon

damlaciklarini olustururlar (Singh, Bandopadhyay, Kapil, Singh ve Katare, 2009).

SEDDS’ler ¢ézunurligu dusuk ilaglarin biyoyararlanim sorununu ¢ézmede basarili
formulasyon stratejileridir. Hidrofobik veya lipofilik ilaglar sistemde ¢6zinmusg halde
bulunur. Boylece bu ilaglarin dozaj formu igerisinde oral olarak uygulanmasina

olanak saglanir (Kohli, Chopra, Dhar, Arora ve Khar, 2010).

SEDDS, literatirde mikroemulsiyonlari kapsayan genis bir terim olarak
kullaniimaktadir. Ancak SEDDS'’in LTFC’ne gore Tip Il formulasyon sinifinin genel
adidir. Tip Il formllasyon olan SEDDS terimi, SMEDDS ve SNEDDS
formuUlasyonlariyla morfolojik, bilesen ve boyut acisindan farkliliklara sahiptir.
Literatiirde 250 nm’den blyuk damlacik boyutu sahip formulasyonlari SEDDS, 100
nm ile 250 nm arasinda degisen damlacik boyutuna sahip sistemler SMEDDS, 100
nm’den kicuk damlacik boyutuna sahip sistemler ise SNEDDS olarak
adlandiriimaktadir (Kohli ve digerleri, 2010). LFCS’ye goére Tip Il SEDDS ve Tip I
SMEDDS arasindaki temel farklihk, SEDDS opak emiilsiyonlar olustururken,
SMEDDS’in seffaf emulsiyon damlaciklari olusturmasidir (Mohsin, Long ve Pouton,
2009). SEDDS, SMEDDS ve SNEDDS arasindaki temel farklliklar Cizelge 2.8’de
listelenmistir. Tez kapsaminda, SEDDS terimi 250 nm’den kuguk berrak emulsiyon

damlaciklarini olusturan sistemleri ifade etmek i¢in kullaniimaktadir.
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Cizelge 2.8.SEDDS, SMEDDS ve SNEDDS formulasyonlari arasindaki temel
farklar (Dokania ve Joshi, 2015; Pouton, 2000)

Ozellik SEDDS SMEDDS SNEDDS
Damlacik boyutu >250 nm <250 nm <100 nm
Goériiniis Opak Berrak Berrak
HLB degeri <12 >12 >12
LFCS’ye gére sinifi Tip I Tip A Tip lIB
Yag konsantrasyonu %40-80 %40-80 <%20

2.41. Kendiliginden emiilsifiye ilag tasiyici sistemlerin suda ¢ozinurlugul

disuk ilaglarin biyoyararlanimini artirma mekanizmalari

Suda dusuk ¢oézunurlige sahip ilaglarin oral uygulamadan sonra gastrointestinal
kanalda buyulk 6l¢ide ¢oktigu gézlenmistir (Carriere, 2016). Bu durum ¢ogunlukla
zayif biyoyararlanimla sonug¢lanmaktadir. SEDDS'ler, lipofilik veya hidrofobik
bilesiklerin oral uygulanmasiyla ilgili ¢ozunurlik sinirlamasinin agilmasinda ylksek
potansiyele sahiptir (Buya, Beloqui, Memvanga ve Préat, 2020). SEDD sistemler
dusuk ¢ozunurluge sahip ilaglar icin hiz sinirlayici basamak olan ¢ozinme adimini
ilaci gozunmus halde tagimalari sayesinde atlayarak oral biyoyararlanimda iyilesme
saglamaktadir. Ancak biyoyararlanimda artis saglayan tek mekanizma ¢ozunarlik
probleminin asilmasi ile sinirlandirnimamalidir. SEDD sistemlerin biyoyararlanim
artirma mekanizmalar su sekilde aciklanabilir (Sekil 2.7) (Porter, Trevaskis ve
Charman, 2007):

e Gastrointestinal sivilarin ¢bézme kapasitesinin artmasi: Gastrointestinal
kanalda lipitlerin varligi safra tuzlarn (ST), fosfolipitler (FL) ve kolesterol (KL)
dahil olmak Gzere safra ve pankreas salgilarini uyarir. Bu Urlnler, motilite ile
birlikte lipofilik ilacin ¢ézinmesini destekleyen ST/FL/CH misellerinin
olusumunu saglar (Dahan ve Hoffman, 2008). Az miktarlardaki lipitlerin bile
pankreas ve safra kesesini uyarabildigi gosterilmistir (Kossena, Charman,
Wilson, O’Mahony, Lindsay ve digerleri, 2007). Safra salgilarindaki artisin
yani sira SEDD sistemin eksojen lipidik bilesenleri direkt veya pankreatik
lipaz ile sindirim sonucu olusan Urunler seklinde ST/FL ile etkilesime girerek

var olan misellerin sismesini saglar veya lipofilik ilacin gokelmesini onleyen
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farkl misel turleri olusturur (Berthelsen, Klitgaard, Rades ve Mullertz, 2019).
Sekil 2.7°'de gastrointestinal sistem icerigi sematik olarak gosterilmigtir.
Gastrik kalis suresinin uzamasi: Gastrointestinal kanaldaki lipitler, mide
bosalmasinda gecikmeye neden olur, yani SEDDS’in mide gegcis suresi artar.
Sonug olarak birlikte uygulanan lipofilik ilacin ince bagirsakta kalma suresi
artar. Bu, ilacin emilim bolgesinde daha iyi ¢ozunmesini saglar ve boylece
emilimi artirir (Serajuddin, Mufson, Bernstein, Sheen ve Augustine, 1988).
Lenfatik transportun uyariimasi: Oral uygulanan ilaglarin godu portal ven ile
sistemik dolasima gecger. Ancak yluksek oranda lipofilik bilesikler bagirsaktaki
lenfatik sistem ile de emilebilir. Bagirsaklardan lenfatik ilag emiliminin ana
mekanizmasi ilacin enterositlerde in situ sentezlenen silomikronlarin lipidik
cekirdekleriyle birlesmesi yoluyla gerceklesir. Lipit ¢cekirdeginde ilag iceren
silomikron golgi cisimciginde paketlenir ve enterositlerin bazolateral
membranindan hucreler arasi bosluga salinir (Porter, Pouton, Cuine ve
Charman, 2008). Goézenekli lenf damarlari tarafindan emilerek sol juguler ve
sol subklavyen damarlarin birlestigi yerde sistemik dolasima katilir
(O’Driscoll, 2002). ilacin ézellikle uzun zincirli trigliseritlerle uygulanmasi,
enterositlerdeki silomikron sentezini ve lenfatik transport kapasitesini
artirarak biyoyararlanimi iyilestirir (Porter ve Charman, 2001(a)). Ayrica
lenfatik sistemin anatomisi sonucu hepatik ilk gegis metabolizasyonu asiimig
olur (Porter ve Charman, 2001(b)). Sekil 2.7°de lenfatik emilim mekanizmasi
sematik olarak gosterilmistir.

intestinal permeabilitenin  degistirimesi: Cesitli lipidik bilesenler ve
surfaktanlar gastrointestinal kanalin bariyer fonksiyonunu etkilemektedir. Bu
yardimci maddeler membran akiskanliginda artis saglayarak ve paraseluler
tasimaya izin veren siki baglanti noktalarini (tight junction) agarak
permeabilite artigi saglamasi ile absorpsiyonu artirmaktadir (Berthelsen ve
digerleri, 2019).

Gastrointestinal sistemin biyokimyasal bariyer fonksiyonunun degistiriimesi:
SEDDS formilasyonundaki bazi yardimci maddelerin (Kolliphor®, Tween®
80, Labrasol® ve Transcutol®) P-glikoprotein (P-gp) gibi effluks tasiyicilari ve
metabolizasyondan sorumlu sitokrom P450 enzim ailesinin aktivitesini inhibe
ederek emilen ila¢ fraksiyonunda artis sagladigi gosterilmistir (Akhtar ve
digerleri, 2020; Singh ve digerleri, 2016).
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(I: llag, ST: Safra tuzu, FL: Fosfolipit, FA: Yag asidi, MG: Monogliserit, TG: Trigliserit)

Sekil 2.7. SEDD sistemlerin biyoyararlanim artirma mekanizmalar (Porter,
Trevaskis ve Charman, 2007)

Yapilan literatur arastirmasina gore exendin-4, a-lipoik asit, sefiksim, iloperidon igin
gelistirilen SEDDS formulasyonlari saf etkin maddeye kiyasla sirasiyla 0,8, 7, 2 ve
3,8 kat biyoyararlanim artisi saglamistir (Banik, Halder, Sato ve Onoue, 2021; Celik-
Tekeli, Celebi, Tekeli ve Aktas, 2021; Saifullah ve digerleri, 2021; Suram, Narala ve
Veerabrahma, 2020). Ayrica Yilmaz-Usta ve ark. geligtirdikleri bosentan yuklu
SNEDDS formulasyonu ticari Urtiine kiyasla aglik kosullarinda 2 misli biyoyararlanim

artisi saglamistir (Yilmaz-Usta, Timur ve Teksin, 2022).

Lipofilik ilaglar igin oral biyoyararlanimda iyilesme, emilim igin genis ylzey alani
saglama, karismamis su tabakasindan ila¢ transportunu kolaylastirma, P-gp
inhibisyonu, ilk gecis etkisinin asilmasini saglamasi gibi avantajlarin yani sira
SEDDS formdilasyonu, oral olarak kullanilan birgok ila¢ igin uygulanabilir olmasi,
birey ici ve bireyler arasi degiskenligi, gida etkisini azaltmasi, termodinamik olarak
stabil olmasi, Uretim-olgek buyutme kolayhgi saglamasi, ilag yukleme kapasitesinin
yuksek olmasi ve ilaci enzimatik degredasyondan korumasi gibi avantajlara da
sahiptir (Sarpal, Pawar ve Bansal, 2010; Yilmaz-Usta, 2022). SNEDD sistemler
sahip olduklari bu avantajlar sayesinde ticarilesme potansiyeli tasimasi ve
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patentlenmesi ile de gunimuzde en ¢ok arastirilan ilag tasiyici sistemlerden birisidir
(Buya ve digerleri, 2020). FDA tarafindan onay alarak c¢esitli hastaliklarin tedavisi
icin piyasada mevcut olan kendiliginden emililsifiye formilasyonlara Sandimmune®
(Siklosporin), Neoral® (Siklosporin), Accutane® (isotretinoin), Depakin® (Valproik
asit), Norvir® (Ritonavir), Rokaltrol® (Kalsitrol), Ageneraz® (Amprenavir), Rapamun®
(Sirolimus), Fortovaz® (Sakunavir), Aptivus® (Tipranavir), Lipirex® (Fenofibrat),
Konvuleks® (Valproik asit) 6rnek olarak verilebilir. Bu ticari formiilasyonlarin gogu

patent korumasi altindadir.

SEDDS formulasyonunun bir¢gok avantaji olmasina ragmen bu sistemle ilgili bazi

sinirlamalar da vardir (Singh ve digerleri, 2016):

e Dilusyon sonucu ilacin gokmesi

e SEDDS’in yumusak jelatin kapstle dolumunun ylksek Uretim maliyetine
sahip olmasi

e SEDDS formulasyonunda kullanilan lipitlerin oksidasyonu

e SEDDS’in degerlendiriimesinde kullanilan in vitro modellerin tahmin gucundn

dusuk olmasi

2.4.2. Kendiliginden emilsifiye ilag tasiyici sistemlerin genel bilegenleri ve

formilasyon performansindaki roli

SEDD sistemler U¢ ana kategoride siniflandirilan ¢ok ¢esitli yardimci maddelerden
olusur. Bunlar lipofilik bir cekirdek saglayan yag, kolloidal dispersiyonu fiziksel
olarak stabilize eden surfaktan ve kosurfaktan, ila¢ yikleme kapasitesini artirmak
icin kullanilan kosolvandir (Feeney ve digerleri, 2016; Pouton, 2006). Kendiliginden
emdlsifikasyon slreci, yag ve surfaktan gibi spesifik bilesenlerin etkilesiminin bir
sonucudur. Her bir yardimci madde, formulasyonun emdulsifikasyon yetenegini,
fizikokimyasal stabilitesini, oral biyoyararlanimini ve ila¢ salim kinetigini farkl
sekilde etkilemektedir (Ashkar, Sosnik ve Davidovich-Pinhas, 2022). Etkili bir
formilasyon igin yag/surfaktan/kosolvan tiri ve oranlarinin dikkatli bir sekilde

secilmesi gerekmektedir.
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Yag

SEDDS formulasyonunda yag olarak dogal veya sentetik farkli doyurulma oranlari
sunan orta veya uzun zincirli trigliseritler, monogliserit ve digliserit karigimlari
kullanilir. Dogal yaglar (hint yagi, soya fasulyesi yadi, hindistan cevizi yadi) nispeten
dusuk ilag yukleme kapasitesi ve zayif emulsifikasyon sergiledikleri icin genellikle
tercih edilmezler (Pouton ve Porter, 2008). Orta zincirli yaglar agirlikli olarak zincir
uzunluklari C8 ile Cl1l2 arasinda degisen trigliseritlerden veya mono/digliserit
karisimlarindan olusur. Ornek olarak Capmul® MCM, imwitor® 948, imwitor® 988,
Miglyol® 812, Captex® 300, Labrafac® CC verilebilir. Uzun zincirli yaglar ise zincir
uzunlugu C12'den blylk olan trigliseritlerden olugur. Ornekleri ise Maisine® ve
Peceol®dur. Ek olarak Capryol® 90, Miglyol® 840 gibi propilen glikol yag asidi
esterleri de yag olarak kullaniimaktadir (Singh ve digerleri, 2009).

Yag fazi segiminde en onemli faktorlerin basinda ilaci ¢bozme kapasitesi,
emulsifikasyon kapasitesi ve sindirilebilirlik durumu gelmektedir. Sindirilebilir yag
fazi oral uygulandiktan sonra pankreatik lipaz tarafindan monogliserit ve yag
asitlerine parcalanir. Safra tuzu, fosfolipit ve kolesterolden olusan misel yapilarina
dahil olarak intestinal icerigin ¢dzme yetenegini artirir (Kollipara ve Gandhi, 2014;
Mu, Holm ve Mullertz, 2013). Orta zincirli yaglar daha iyi ¢gozme yetenekleri ve
emulsifikasyon kapasiteleri nedeniyle tercih edilmektedir ancak ilaglarin lenfatik
transportunu artirma konusunda sinirl bir kapasiteye sahiptir (Chatterjee, Hamed,
Ahmed, Mandal ve Sengupta, 2016; Qian ve digerleri, 2017). Tersine, uzun zincirli
yaglar ise hepatik ilk gegis metabolizmasini atlayarak ilaglarin lenf damari yoluyla
tasinmasini artirir; ancak bazen emdulsifiye edilmeleri zordur (Chen, 2008). Bu
nedenle, orta ve uzun zincirli yag karisiminin optimum ozellikleri kargiladigi ve

biyoyararlanimi iyilestirecegi dugunulebilir.

Surfaktan ve kosurfaktan

SEDDS'lerdeki ikinci zorunlu bilesen surfaktanlardir. Amfifilik 6zelliklerinden dolayi
yag/su araylzeyinde bulunur ve yilzey gerilimini azaltarak nano boyutlu

emulsiyonun stabilizasyonuna yardimci olur. Emulsifikasyon yetenegdi, HLB degeri
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ve ilacin maksimum ¢dzunurligu surfaktan segerken ¢ onemli faktordir (Buya ve
digerleri, 2020).

Surfaktanlar yuklerine ve hidrofilik-lipofilik denge (HLB) degerlerine goére
siniflandirilir. YUklerine gore iyonik (anyonik, katyonik ve amfoterik) ve noniyonik
olarak ikiye ayrilir. iyonik sirfaktanlarla karsilastirildiginda, noniyonik stirfaktanlar
genellikle daha dusik toksisiteleri ve emulsiyonu daha genis bir pH ve iyonik siddet
araliginda stabilize etme yetenekleri nedeniyle tercih edilirler (Li, Zhou ve Xu, 2019).
Yaygin olarak kullanilan noniyonik sirfaktanlara érnek olarak Tween® 20, Tween®
80, Kolliphor® EL, Kolliphor® RH40, Labrasol®, Gelucire® 44/14, Labrafil® M 2125
CS verilebilir.

YUksek emulsifikasyon performansi elde etmek icin SEDDS formulasyonunda yer
alan surfaktanin, kiguk boyutlu damlaciklarinin olusumuna ve formulasyonun sulu
ortamda hizla yayllmasina yardimci olmasi agisindan, 12'den buyik HLB'ye sahip
olmasi gerekir (Dokania ve Joshi, 2015). Ayrica surfaktan konsantrasyonunun
damlacik boyutunu etkiledigi gdsterilmistir. Surfaktan miktarinin artiriimasi,
surfaktanin yad/su araylzeyinde emdulsifikasyon igin serbest enerjiyi azaltan ylzey
gerilimini dusurucu 6zelliginden dolayl, damlacik boyutunu azaltabilir (Gursoy ve
Benita, 2004). Ancak bazi durumlarda surfaktan miktarindaki artis, suyun damlaciga
asiri nufuz etmesinden dolayl daha yuksek boyuta neden olur, bu da yag/su
araylzeyinin blUyuk olgide bozulmasina ve ylksek polidispersiteye sahip
damlaciklarin olugsmasina neden olur (Zupanci¢, Partenhauser, Lam, Rohrer ve
Bernkop-Schnurch, 2016).

Tween® 80 ve Kolliphor® EL gibi birgok noniyonik siirfaktan membran akiskanhigini
artirma, enterositlerin apikal tarafini etkileyerek siki baglanti noktalarindaki yapisal
degisiklikler veya transselller yol araciligiyla permeabilite artisi saglama ve effluks
tasiyicilari inhibe etme yetenegine sahiptir (Mountfield, Senepin, Schleimer, Walter
ve Bittner, 2000; Yin ve digerleri, 2009). Surfaktan molekullerinin yapiya veya
konsantrasyona bagl toksisite gostermesi de s6z konusudur. (Date, Desai, Dixit ve
Nagarsenker, 2010). Formilasyon igin surfaktan segimi sirasinda otorite kriterleri

(6rnegin, GRAS - genellikle glvenli olarak kabul edilir) dikkate alinmahdir.
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Kosurfaktanlar ise genellikle kisa hidrokarbon zincirine bagli bir hidroksil grubundan
olusan amfifilik molekullerdir. Bu molekuller tek basina stabilizasyon saglayamaz
¢lnkl polar bas grubunun boyutu kiguktir. Bu nedenle genellikle surfaktanlarla
birlestirilir. Amfifilik dogalari nedeniyle araylzeyde birikme egilimi gdsterirler ve
boylece araylzey filminin akiskanligini artinrlar (Gradzielski, 1998). Ayrica
kosurfaktanlar iki faz arasindaki viskozite oranini optimize edebilir ve kolloidal

sistemin fiziksel stabilitesini artirabilir (Ashkar ve digerleri, 2022).
Kosolvan

Kosolvanlar, kendiliginden emdlsifiye sistemlerin olusumunu kolaylastiran ve
ilaclarin formulasyonda ¢ézinmesini artiran, kendileri strfaktan 6zellikte olmayan
hidrofilik molekullerdir (Pouton ve Porter, 2008). Yaygin olarak Kkullanilan
kosolvanlar arasinda propilen glikol, etanol, polietilen glikol (PEG) ve Transcutol®
HP gibi ¢ozuculer yer almaktadir. Kosolvanlar formalasyondaki ilag ¢ozunurligu ve
yuklenen dozda artis saglarken polariteleri nedeniyle dispersiyonun ardindan
kolaylikla su fazina dogru hareket ederek ilacin ¢okmesine neden olabilirler

(Memvanga, Coco ve Préat, 2013).
2.4.3. Kendiliginden emulsifiye ilag tasiyici sistemlerin optimizasyonu

SEDD sistemin potansiyel bilesenleri segildikten sonra kendiliginden nano
emulsifiye  sistem olusturacak optimum miktarda yagd, surfaktan ve
kosurfaktan/kosolvan elde etmek icin optimizasyon c¢alismalari yapilmaktadir.
Uggen faz diyagramlari emiulsifikasyon alanini belirlemek igin kullanihr.
Emdulsifikasyon alani gorsel olarak veya dispersiyondan sonra emdulsiyonun

damlacik boyutunun dlgtlmesiyle tanimlanir (Yoo, Baskaran ve Yoo, 2013).

Uggen faz diyagramina ek olarak, SEDDS'in optimizasyonu icin Box-Benkhen
tasarimi, merkezi kompozit tasarim, faktériyel tasarim ve D-optimal tasarim gibi
cesitli deneysel tasarim tirleri de kullanilabilir. Uggen faz diyagramlariyla
karsilastinldiginda, istatistiksel deney tasarimlarinin temel avantaji zaman, kaynak
kullanimi ve deneysel galismalar agisindan harcamalari en aza indirebilmeleridir

(Yiimaz-Usta, 2022). Ayrica faktorlerin (yag, surfaktan ve yardimci ¢ozucu)



33

SNEDDS'in 06zellikleri (yani damlacik boyutu, polidispersite indeksi (PDI),

emulsifikasyon suresi gibi) Uzerindeki es zamanl etkisi de incelenebilir.

2.4.4. Kendiliginden emuilsifiye ilag tasiyici sistemlerin karakterizasyonu

Geligtirilien SEDDS'leri gesitli parametreler agisindan degerlendirmek her zaman
onemlidir. Bu ¢ok bilesenli lipidik formulasyonlarin gesitli in vitro, ex-vivo ve in vivo
prosedurler kullanilarak degerlendiriimesi, karakterize edilmesi ve formulasyon
performansinin belirlenmesi igin bir takim yéntemler kullaniimaktadir. SEDDS’in in
vitro, in situ, ex-vivo ve in vivo karakterizasyonu igin kullanilan yontemler Cizelge

2.9'da 6zetlenmistir.



Cizelge 2.9. SEDD sistemler icin karakterizasyon parametreleri, in vitro, ex-vivo, in situ ve in vivo ¢alismalar

Fizikokimyasal

. Onemi Referans
karakterizasyon
Damlacik boyutu SEDDS’in ¢dziinme hizini ve biyoyararlanimini etkilemektedir. Literatirde daha
kiguk damlacik boyutunun bir ilacin oral biyoyararlanimi tizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu rapor
Damlacik boyutu ve PDI edilmistir. PDI ise damlacik boyutu homojenliginin bir dlgustudir. PDI degerinin sifira yakinlig (Buya ve

damlaciklarin boyut agisindan birbirine benzer/esit oldugunu ifade eder. SEDDS formulasyonlarinin
dar boyut dagilimina sahip olmasi istenir.

digerleri, 2020)

Gastrointestinal sistemi igerik, pH ve miktar agisindan taklit eden ortamlar ile seyreltildikten sonra

Seyreltmeye dayaniklilik sistem, herhangi birlesme, faz ayrimi veya ilag cokmesi géstermemelidir. Bu durumda formiilasyonun | (Khedekar ve
seyreltmeye karsi dayanikli oldugu kabul edilir. Mittal, 2013)
Dispersiyon ve emiilsifikasyon Em[]lsifilfasyon siJresj, formilasyon su .igerisindfe dis_perse edi_Idi_l_<ten sonra berrak bir dis_per_siyon eld_e (Wang, Dong,
etmek icin gereken stre olarak kaydedilir. Bu stre sistemdeki strfaktan miktarindan etkilenir. Hizli bir | chen, Eastoe
Zamani emiilsifikasyon, hizli bir ilag salimina ve ardindan hizli bir etki baglangicina katkida bulunabilir. ve Li, 2009)
Su ile seyreltimis SEDDS'in optik berrakhdinin olgimidir. %Transmittans genellikle damlacik (Prajapat,
. boyutuyla iligkilidir ve SEDD sistemler nano boyutlarindan 6tira seffaf ve berrak bir gérinime sahip | patel Bariva
%Transmittans . o ; . ” . - o ) ya,
olmalidir. Ylksek % Transmittans ilag ¢cokmesi olmadan formilasyonun seffafligini kanitlar ve ayni | pate| ve Butani,
zamanda kigiik damlacik boyutunu da yansitir. 2017)
Morfoloii Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) veya Cryo-TEM ile seyreltilerek elde edilen emdulsiyon (Kazi ve
) damlaciklari boyut, yapi ve bicimsel olarak incelenir. digerleri, 2019)
Viskozite 6lgiimi, SEDD sistemi birgok yonden etkilemektedir. SEDD sistemin kapsule dolumunun
. . kolay olmasi, sizintinin 6nlenmesi, emiilsifikasyon etkinligi ve hizinda énemli bir role sahiptir. Yiiksek | (Nasr, Gardouh
Viskozite ; . o I . . - o ve Ghorab
viskoziteye sahip sistem, sulu ortamda gecikmis bir dispersiyona sahip olabilir ve emdulsifikasyon '
hizinda azalmaya sebep olabilir. 2016)
Bu galisma igin santrifiij, i1sitma-sogutma ve donma-¢gézme dongiileri gergeklestirilir. Bu deneyler )
Termodinamik stabilite sirasinda faz ayrimi, bulaniklik. gokme ve damlacik boyutu gibi cesitli hususlar goézlemlenerek stabil W(Slngh ve
formiilasyonlar tespit edilir. digerleri, 2016)
SEDD sistemden ilag uygun ¢ozlcliye ekstre edilerek formilasyondaki ilag miktari analitik bir (Patil ve
ilag yiikleme yontemle belirlenir. Hedeflenen miktardan az ya da gok olmamalidir. Paradkar

2006)

Ve




Cizelge 2.9. (devam) SEDD sistemler i¢in karakterizasyon parametreleri, in vitro, ex-vivo, in situ ve in vivo ¢alismalar

in vitro yéntemler Onemi Referans
) SEDD sistemden ilag salim hizi ve miktarini belirlemek icin farmakopede belirtilen ¢6zinme hizi | (y||maz-Usta
In vitro ¢éziinme hizi ortamlari veya gastrointestinal sistemi pH, iyonik siddet, osmolalite, tampon kapasitesi, safra tuzu ve ve Teksin,
lesitin igerigi agisindan taklit eden biyouyumlu ortamlarda gergeklestirilir. 2017).
] SEDDS'de kullanilan yardimci maddeler yapilari geredi gastrointestinal sistemde sindirime ugrama (Larsen,
In vitro lipoliz egilimindedir. Lipoliz galismasi, yag ve surfaktan sindiriminin SEDDS'in performansi Uzerine etkisini Sassene ve

incelemeyi amaglamaktadir.

Mdllertz, 2011)

Hiicre kdiltiirii galigsmalari

Hucre hatlar (Caco-2 hucre hatti, MDCK hucre hatti, izole badirsak hucreleri gibi) veya PAMPA,
diyaliz membran, PermeaPad® gibi yapay membranlar kullanarak in vitro ortamda ilag yiikli SEDDS’in
transport miktari, hizi ve mekanizmasini belirlemeye ek olarak formulasyonun guvenilirlik ve etkinligini
mevcut hastalikla iligkili hticre hatti (hormon pozitif meme kanseri hastaligi icin MCF-7 hicre hatti
gibi) ile incelemek mimkuindur.

(Singh ve
digerleri, 2016)

Ex-vivo yontemler

Gastrointestinal sistemden absorpsiyon SEDDS’e yiklenmis ilaglarin plazma konsantrasyonunu
etkileyen 6nemli bir faktérdir. Bu nedenle izole edilmis intestinal mukoza dokusu kullanilarak Franz
difiizyon hiicresi, yan yana difiizyon hiicresi, disa dénik bagirsak kesesi gibi yontemlerle SEDD
sistemin intestinal permeabilitesi degerlendirilir.

(Rajesh ve
digerleri, 2018)

in-situ yéntemler

in situ intestinal perfiizyon yéntemi oral uygulamadan sonra SEDDS’in karsilastidi in vivo kosullara
daha yakin kosullar saglayarak ila¢g absorpsiyonu, lenfatik transport, emilim mekanizmasinin tahmini
ve P-gp etkisini aragtirmak igin yaratalar.

(Kazi ve
digerleri, 2019)

in vivo calismalar

in vivo farmakokinetik ¢alismalar, SEDDS’in oral biyoyararlanimin tahmin edilmesi, farmakokinetik

(Sandhu, Beg,

parametrelerin belirlenmesi, insanlarda ilk klinik denemeler sirasinda kullanilacak uygun bir dozun | Mehta, Singh
secilmesi igin 6nemli bir rol oynamaktadir. ve Trivedi,
2015)

Ge
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SEDDS’ler i¢in in vitro, ex-vivo ve in situ yontemler preklinik ve klinik ¢calismalardan
once in vivo performansi tahmin etmek ve optimum yag, surfaktan ve kosurfaktan
bilesimini belirlemek i¢in yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu yontemler ile
gastrointestinal sistemde ila¢ absorpsiyonu ile ilgili temel surecler taklit edilerek in
vivo verilere yakin sonuglarin elde edilmesi amacglanmaktadir (Andreas ve digerleri,
2018; Kostewicz ve digerleri, 2014). Yontemler, in vivo ortami taklit dizeyleri,
karmasiklik ve fizyolojik uygunluklari acisindan farkliik gdsterirler. Basit tek
basamakli, tek bolmeli modellerden, ayni anda birkag iglemi taklit eden ¢ok bolmeli

yontemlere kadar uzanirlar (Berthelsen ve digerleri, 2019).

Gastrointestinal sistemin karmasik yapisi nedeniyle SEDDS’in in vivo performansini
degerlendirmek icin tim fizyolojik kosullari barindiran mikemmel bir ydntem
bulunmamaktadir. Ancak bu sistemler icin sindirim ve permeabilite gibi adimlarin
taklit edilebilirligi agisindan in vitro lipoliz ve in situ intestinal perflzyon ¢alismalari
oldukga dnem tasimaktadir. Tez calismasinda kullanilan bu iki yontem asagida

ayrintili olarak agiklanmistir.
2.5. In Vitro Lipoliz

Gastrointestinal lipit sindirimi (lipoliz) sindirim surecinde énemli bir basamaktir ve
cesitli lipolitik enzimlerin oral olarak alinan lipitler Uzerindeki aktivitesinden
kaynaklanmaktadir. Yag, surfaktan ve kosurfaktan/kosolvandan olugsan LTFler
trigliserit, di/monogliserit, fosfolipit (FL), PEG mono- ve diesterleri ve polisorbatin
tasidig1 ester baglari nedeniyle pankreatik lipaz, kolipaz, fosfolipaz A2, kolestrol
esteraz enzimleri tarafindan hidroliz olma potansiyeli tagsimaktadirlar (Carriére,
2016; Fernandez ve digerleri, 2008; Larsen ve digerleri, 2011). Bu bilesenler veya
sindirim UrUnleri safra tuzlari ve fosfolipitlerle etkileserek kolloidal yapilari olusturur.
ilag ise bu yapilar arasinda dagiimistir (Fatouros ve digerleri, 2007; Kossena, Boyd,
Porter ve Charman, 2003). Sindirim sonucu bu kolloidal yapilarin ilaci ¢ézme
kapasitesi azalirsa ila¢g gokmesi meydana gelebilir (Sassene ve digerleri, 2010). Bu
durum suda az ¢ozunen ilaglarin biyoyararlanimini etkileyebilmektedir. LTF’lerin
biyoyararlanim artisi saglamalari ise gastrointestinal sistemde (GIS) ¢6zinme
adimini atlamalari ve GIS boyunca ilaci ¢ozelti igcinde tutabilme yetenekleri ile ilgilidir
(Bibi, Holm ve Bauer-Brandl, 2017; Larsen ve digerleri, 2011). Bu baglamda LTF’nin
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formUlasyon performansi ve biyoyararlanim degerlendiriimesinde kullanilan in vitro

yontemler ile formualasyon sindiriminin anlagiimasi son derece dnemlidir.

Oral uygulanmadan sonra meydana gelen sindirim, ¢dkme, asiri doygunluk ve
emilim gibi olaylarin karmasikligi nedeniyle LTF’nin dispersiyon veya in vitro
¢ozunme hizi gibi galigmalarla degerlendirmesi genellikle yeterli degildir. Cunki bu
yontemler yardimci maddelerin lipaz ile hidrolize ugrayabilecegdi ihtimalini hesaba
katmamaktadir. in vitro lipoliz olarak da bilinen in vitro sindirim calismalari bu
nedenle LTF’den ilag saliminin aydinlatimasinda énemli bir rol oynar. Bazi LTF
gruplarinda sindirim asamasinin ilacin formilasyondan salinmasi i¢in gok énemli
oldugu kabul edilir (Pouton, 2006).

LTF’nin oral uygulamasini takiben insan Gl kanalinda meydana gelen olaylari
simule ederken, sindirim sureclerinin her adimi gergek¢i pH ve enzimatik kosullar,
gecis slreleri ve karistirma ile taklit edilmelidir. insan gastrointestinal sisteminde
gerceklesen sindirim mekanik ve enzimatik olmak Uzere iki temel sureci
icermektedir. Agizda gidalar ¢ignenerek mekanik sindirime ugrar ve daha kuguk
parcalara ayrilirlar. Bu sayede yuzey alanlari artar ve tukuruk ile karisarak bolus
adini tasityan yumusak ve yutulabilir kitle olusturur (McClements ve Li, 2010). Yag
sindirimi bolusun 6zefagusu gecerek mideye gelmesi sonucu fundus bezlerinden
salgilanan gastrik lipaz ile baglamaktadir. Mide TG'lerin yaklasik %5-40’inin
sindiriminden sorumludur (Carriére, Barrowman, Verger ve René, 1993). Asidik
mide ortamina giren lipitler, mide motilitesi ve kismi hidroliz edilmis proteinler,
surfaktanlar ve mineraller gibi gida bilesenlerinin emulsifiye edici o6zellikleri
sayesinde kimus adini tasiyan kaba emdulsiyonlari olustururlar. Duodenumda kimus,
lipaz, amilaz ve proteaz enzimlerini igeren pankreas ve safra salgilariyla karigtirilir
(Dressman ve digerleri, 1990). TG molekdlleri monogliserit ve serbest yag asitlerine
sindirilir (Larsen ve digerleri, 2011). Bu sindirim trunlerinin ST ve FL ile olusturdugu
kolloidal yapilar karismamis su tabakasindan difuze olur. Paraseltler pasif difizyon,
transselller pasif diflizyon, aktif tasima veya endositoz gibi epitel boyunca mevcut
farkli tagima yollariyla taginan molekuller portal ven veya lenfatik transport ile
sistemik dolagsima katilir (Thomas ve digerleri, 2013). LTF’lerin oral kullanimda,
yukarida agiklanan sureglerin farkh acilardan taklit edilebilecedi birgok in vitro

sindirim modeli geligtirilmigtir.
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In vitro lipoliz calismasi ile LTF lerle ilgili olarak;

e gastrointestinal sivilarda dispersiyonu ve sindirimi sonucu ilag i¢in ¢ozunurluk
kapasitesini koruma durumu

e formulasyon sindirim orani ve hizi

e sindirilmis formulasyonun Urunleri ile zenginlesen gastrointestinal ortamin

ilaci gozme kapasitesi degerlendiriimektedir (Williams ve digerleri, 2012a).
2.5.1. pH-stat lipoliz modeli

LTF’lerin degerlendiriimesi icin en sik kullanilan in vitro sindirim modeli pH-stat
lipoliz modelidir. Modelde, in vivo aglik veya tokluk durumu intestinal bilegimi tampon
kapasitesi, pH, sicaklik, safra tuzlari, fosfolipitler ve pankreastan salgilanan
pankreatik lipaz gibi sindirim enzimleri agisindan taklit eden ortam kullanilir. Bu
ortami belirli hizda karistiran ve termostatli deney haznesini iginde barindiran tek
kompartmanl ototitrasyon cihazi kullanilarak lipoliz calismalari
gerceklestirimektedir (Williams ve digerleri, 2012a). Modelin sematik gosterimi Sekil

2.8’de sunulmustur.

Lipoliz, pankreas ekstresinin ortama eklenmesiyle basglatilir. Pankreatik lipaz
kaynagdi olarak insan pankreas ekstresine yakin benzerlik gostermesi ve pankreatik
lipaz ve diger esterazlari igermesi nedeniyle domuz pankreatin ekstresi

kullaniimaktadir (Larsen ve digerleri, 2011; Sassene ve digerleri, 2014).

ilag iceren LTF’lerin yapisindaki yag veya sirfaktanlarin lipoliz ortamindaki
pankreatik lipaz ile lipolize ugramasi sonucu agiga ¢ikan yag asitleri lipoliz ortaminin
pH’sinda dugsuse yol acar. pHdaki bu azalmaya karsilik yag asitleri pH-stat
ototitrator cihazi tarafindan sodyum hidroksit (NaOH) ile otomatik olarak titre edilir
ve pH sabit tutulur. Ortam pH’sinin sabit tutulmasi veya diger bir deyisle yag
asitlerini notralize etmek i¢in harcanan NaOH miktarindan hareketle formulasyon
sindirim hizi ve orani tespit edilir (Berthelsen ve digerleri, 2019; Williams ve digerleri,
2012a).
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Sekil 2.8. pH-stat lipoliz modeli (Berthelsen ve digerleri, 2019)

in vitro lipoliz sirasinda tipik olarak (¢ farkl faz olusur. Bu fazlar LTF’lerin oral
performansinin tahminini saglayabilmektedir. Yag fazi (oil phase, OP) sindiriimemis
ve emdllsifiye olmamis yad damlaciklarindan, sulu faz (aqueous phase, AP)
formulasyon bilesenleri ve safra salgilarinin olusturdugu vezikuller ve miseller gibi
kolloidal yapilardan, pellet faz ise presipite ilag ve noétralize olmus yag asitlerinin
kalsiyum tuzlarindan olugsmaktadir (Carriere, 2016). Yag fazi ve sulu faz ilaci
¢o6zUnmus halde bulundurmalari ve igerdikleri kolloidal yapilarin UWL’den ilag
tasinmasini kolaylagtirmasi nedeniyle in vivo ortamda absorpsiyon igin uygundur
(Klitgaard, Mullertz ve Berthelsen, 2021; Larsen ve digerleri, 2011). in vitro lipoliz
calismasi ile formulasyonlarin in vivo performansinin tahmin edilebilmesi de tam
olarak bu hipoteze dayanmaktadir. Yiksek sulu faz ve dusuk pellet faz ilag
konsantrasyonu emilen ilag fraksiyonunda artis ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle
yag fazi, sulu faz ve pellet fazinda bulunan ilag miktarinin belirli zaman araliklari ile
belirlenmesi oldukga 6nemlidir, ¢unku lipoliz dinamik bir suregtir. Fatouros ve ark.
SNEDDS’in in vitro lipolizini Cryo-TEM ile inceleyerek lipolizin dinamik bir sure¢
oldugunu, kolloidal yapilarin zamana bagh olarak degistigini gdstermislerdir.

Calismada sindirim baslangicinda tek ve iki tabakali vezikiller, miseller ve yag
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damlaciklarinin ortamda bulundugu ve sindirimin ileri safhalarinda yag damlaciklari
ve iki tabakal vezikullerin sindirilerek sayilarinin azaldigi ve misellerin sindirim
boyunca ortamda mevcut oldugu goézlenmistir (Fatouros ve digerleri, 2007). Bu
nedenle lipoliz galismasinda degisen kolloidal yapilarda ¢ozunurluk kapasitesinin
surdurtlme durumu belirli zaman araliklarinda 6rnek alinarak yag fazi, sulu faz ve

pellet fazlarinda ila¢ analizi ile mimkdn olmaktadir.

Dahan ve ark. in vitro lipoliz galismasinin in vivo oral biyoyararlanimi tahmin etme
yetenegini iki farkli etkin madde yukli (deksametazon ve griseofulvin) kisa, orta ve
uzun zincirli yag iceren LTF’ler kullanarak arastirmigtir. LTF’lerin lipoliz
calismasinda deksametazon yuklu kisa, orta ve uzun zincirli formualasyonlar igin sulu
faz deksametazon miktari esit bulunurken, griseofulvin igin orta>uzun>kisa zincirli
formilasyon seklinde sulu faz grisefulvin miktari elde edimistir. in vivo oral
biyoyararlanim ¢alismasi ise in vitro lipoliz sulu faz ila¢g miktari ile iyi bir korelasyon
goOstererek deksametazon yukli G¢ formualasyon icin esit, griseofulvin yUkli
formuUlasyonlar i¢in orta>uzun>kisa zincirli formilasyon seklinde bir siralama
goOstermistir. Calismada in vitro lipolizin LTF’lerin gelistiriimesi, performans
degerlendiriimesi ve biyoyararlanim tahmininde faydali bir arag oldugu belirtiimigtir.
(Dahan ve Hoffman, 2007).

Borkar ve ark. tarafindan yurGtilen bir bagka galismada fenofibrat yakla 100 nm,
400 nm ve 10 uym boyuta sahip lipit matriks partikilleri gelistiriimis ve fenofibrat
suspansiyonu da cgalismaya dahil edilerek lipoliz ve in vivo oral biyoyararlanim
c¢alismasi yapilmigtir. Lipoliz galismasinda sulu faz fenofibrat miktari 10 yum boyutlu
formuUlasyona kiyasla 100 nm ve 400 nm boyutlu formulasyonlar igin énemli dlgtide
yuksek bulunurken, fenofibrat stispansiyonu icin en disik olarak bulunmustur. Oral
biyoyararlanim galismasinda da lipoliz ¢alismasina benzer olarak 100 nm ve 400
nm boyutlu formdlasyonlar igin en yuksek biyoyararlanim elde edilirken iki
formUlasyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Bu iki
formulasyonu sirasiyla mikro boyuta sahip lipit matriks partikil ve stispansiyon takip
etmistir. Mevcut galisma in vitro lipolizin in vivo performans tahmin yetenegini bir

kez daha gostermistir (Borkar ve digerleri, 2014).
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in vitro lipoliz ortaminin kosul ve anahtar bilesenleri

Sindirim enzimleri

in vitro lipoliz calismalarinda genellikle intestinal ortamda gergeklesen lipoliz éne
cikmistir. intestinal lipoliz calismalarinda lipaz kaynagi olarak domuz pankreatik
ekstresi (pankreatin) kullaniimaktadir (Carriére, 2016). Domuz pankreatini,
pankreastan salgilanan tUm enzimlerin bir karigimini igerir. Yag sindirimi igin en
onemli pankreas enzimleri pankreatik triacgilgliserit lipaz (pankreatik lipaz), ko-lipaz,
fosfolipaz Az ve kolesterol esterazdir. Pankreatik lipazin afinitesi, uzun zincirli
trigliseritlere kiyasla orta zincirli trigliseritlere karsi daha yuksektir. in vitro lipoliz
sirasinda bu, orta zincirli formulasyonlarin daha hizli ve daha kapsamli bir lipolizi ile
sonuclanir (Larsen ve digerleri, 2011). Safra asitleri ve fosfolipitlerin varliginda
pankreatik lipaz, optimal aktiviteye ulasmak icin kolipaza ihtiya¢ duyar (Brockman,
2022). Pankreatik lipaz pH'a baghdir ve pH 6,5 ile 8,0 arasinda optimal aktiviteye
sahiptir (Armand ve digerleri, 1992).

Safra tuzlari ve fosfolipitler

Safra tuzlari ve fosfolipitler suda disik ¢ozunurlige sahip ilaglarin miselizasyon ile
¢ozunurliklerini  artirmay! destekledigi icin lipoliz ortaminin  vazgegilmez
bilesenleridir. insan bagirsak sivilarindaki safra tuzu konsantrasyonlari aclik
durumunda 2 mM ile 5 mM arasinda degisirken tokluk durumunda 8 mM ile 15 mM
arasindadir (Kalantzi ve digerleri, 2006; Persson ve digerleri 2005). in vivo fosfolipit
konsantrasyonu, a¢lik durumunda 0,1 mM ile 0,6 mM ve tokluk durumunda 0,1 mM
ile 4,8 mM arasinda degismektedir (Kleberg, Jacobsen ve Millertz, 2010). Lipoliz
calismalarinda ise safra tuzu ve fosfolipit konsantrasyonlari bu araliklarda

kullaniimigtir.
Kalsiyum

Kalsiyumun, karisik miseller ve kalsiyumdan olugsan katalitik olarak aktif bir lipaz
kompleksinin olusumu yoluyla in vivo lipoliz igin énemli oldugu 6ne surtlmagstur

(Alvarez ve Stella, 1989). Ayrica pankreatik lipaz, sindirim sonucu agiga ¢ikan
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serbest yag asitleri tarafindan inhibe edilir. in vivoda serbest yag asitleri emilir ve
dolayisiyla pankreatik lipazin serbest yag asitleri tarafindan inhibisyonu meydana
gelmez. Ancak in vitro lipoliz sirasinda serbest yag asitlerinin uzaklastiriimasi
gerekir bu durum lipolizin devam etmesi agisindan 6énemlidir (Borel ve digerleri,
1994). Kalsiyum, yag asitlerinin enzimin gorev yapacagl arayuzeyden lipoliz
ortaminda ¢o6zinmeyen sabun olusturarak uzaklastirimasina yardimci olur.
Kalsiyum ekleme hizi ve miktariyla lipoliz hizi kontrol edilebilir (Zangenberg,

Mullertz, Kristensen ve Hovgaard, 2001).
Ortam pH’si

Aclik ve tokluk intestinal pH sirasiyla 6-7,5 ve 5-6,6 arasindadir (Carriére ve
digerleri, 1993; Persson ve digerleri, 2005). Pankreatik lipaz aktivitesi pH'a baglidir
ve optimum aktivite 6,5 ila 8,0 pH araliginda gozlenir (Armand ve digerleri, 1992).
Sindirim UrunU olarak agida c¢ikan yag asitlerinin NaOH ile titre edilebilmesi igin
iyonize olmalari gerekir. Uzun zincirli yag asitlerinin pKa degeri genellikle 8'den
blyuktar, ancak safra tuzu misellerinde ve kalsiyum varliginda pKa'nin 6,5’e dustigu
gosterilmistir (Kanicky ve Shah, 2002). Lipoliz ortami i¢cin bu nedenler dikkate

alinarak pH 6,5 ile 8,5 arasindaki degerler kullaniimaktadir.

Ancak serbest yag asitlerinin hepsinin pKa degerlerini tam olarak bilmek zor
oldugundan, serbest yag asitlerinin toplam miktarini belirlemek icin lipoliz deneyinin
sonunda bir geri titrasyon adiminin yapilmasi tavsiye edilir. Geri titrasyonda ortam

pH’si 9’a yukseltilerek tim yag asitleri titre edilir (Fernandez ve digerleri, 2007).
Hidrodinamik ve érnekleme

Lipoliz termostath bir deney haznesinde karistirilarak gerceklestirilir. Karistirma
kosullari bagirsaktaki hidrodinamik kosullardan uzaktir. Ancak homojen ornekler
alabilmek igin gereklidir. Orneklemeden hemen sonra drneklerdeki lipaz aktivitesi
bir lipaz inhibitdrinin eklenmesiyle inhibe edilir (Larsen ve digerleri, 2011). Boylece

karistirma ve tasima sirasinda lipoliz dnlenir.
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pH-stat lipoliz modelinin kullanildigi calismalarda ST ve FL konsantrasyonlari, lipaz
kaynagi ve aktivitesi, kalsiyum ekleme sekli ve ortam hacmi gibi faktorler farkl
arastirma gruplari arasinda farklilik gosterir (Larsen ve digerleri, 2011; Thomas,
Holm, Mullertz ve Rades, 2012). Faktorler genel olarak in vivo durumu mimkadn
oldugu kadar yakin taklit edecek sekilde ayarlanir. Ancak insan gastrointestinal
sisteminin karmasikligi ve dinamikligi nedeniyle, ayni anda meydana gelen tim
sureglerin yakindan taklit edilmesi mimkin degildir. Bu nedenle, pH-stat lipoliz
modellerinin tasarlanmig tim versiyonlari fizyolojik olarak uygun kabul edilebilir ve

hi¢cbir model digerlerine Ustlnluk saglamamaktadir (Berthelsen ve digerleri, 2019).

Gegctigimiz yillarda, endustri-akademi ig birligini temsil eden LFCS Konsorsiyumu,
LTF’ler icin standartlastirilmis in vitro lipoliz calismalarinin olusturulmasina yonelik
cok sayida galisma yuratmastir. Calismalarin amac ve sonuglari asagida kronolojik

olarak agiklanmistir:

e Wiiliam ve ark. tarafindan gergeklestirilen ilk calismada dusik ¢dzinurlige
sahip model ila¢ yUklU sekiz farkli tipte LTF kullanilarak laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilirlik, drneklerin faz ayrimi icin santrifj kullanimi ve her bir fazdaki
ilag miktari incelenmistir. ki farkl laboratuvardan elde edilen sonuglar tutarli
bulunmustur. OP, AP ve PP ayrimi saglamak icin ultrasantriflij yerine
masaustli santriflj cihazlarinin kullanilabilecegi gézlenmistir. Ug fazda
bulunan ilag miktarinin formulasyonlardaki yag (uzun zincirli veya orta
zincirli), surfaktan ve kosurfaktan miktarindan ve formulasyonlarin

sindiriminden etkilendigi anlagiimistir (William ve digerleri, 2012a).

e s birligi kapsaminda yapilan ikinci calismada, lipoliz ortamindaki ST
konsantrasyonu; ayrica formulasyondaki ila¢ ¢ozunarlugu ve asiri
doygunlugun olusmasi arastiriimistir. Artan ST ile Tip | ve Tip Il LTF’nin
sindiriminin arttigi ancak diger tiplerin sindirimi Uzerinde ¢ok az etkisi oldugu,
AP ila¢g miktarinda artis, ¢oken ilag miktarinda azalma sagladigi ve 3 mM
konsantrasyonun uzerinde ST’nin sindirim Uzerine etkisinin sinirli oldugu
gOzlenmigtir. LTF’lerde ilag yuklemesi artmasi tum formulasyonlarda sindirim
ile beraber asiri doygunlugun olusmasina yol a¢mistir. Uzun zincirli

formulasyonlar igin asiri doygunluk durumu lipoliz boyunca devam ettirilmis
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ve ilag bu surecte ¢oziunmus halini korumustur. Ancak orta zincirli
formulasyonlar ve Tip IV igin bu durum daha fazla ila¢ presipitasyonu ile

sonuglanmigtir (William, 2012b).

Grubun uguncl ¢alismasinda sindiriminin hem asiri doygunlugu hem de ilag
cOkmesini etkilemesi nedeniyle asirn  doygunluk-cokme dengesinin
formuUlasyon tipi ve ilag ylkine goére degisimi degerlendirilmistir. Arastirma
grubu asir doygunluk oranini (maximum supersaturation ratio-SRM) LBF
sindirimi sirasinda sulu sindirim fazlarindaki ilag konsantrasyonunun ayni
ortamdaki ilag ¢oOzundrligine orani seklinde tanimlamistir. Artan ilag
dozunun uzun zincirli LBF performansi Uzerinde ihmal edilebilir etkilere sahip
oldugu ancak orta zincirli ve Tip IV LBF icin ilag ¢dkmesini tesvik ettigi
sonucuna variimigtir. ilag ¢cokmesi icin SRM orani ise 3 olarak belirlenmistir
(William ve digerleri, 2013).

Konsorsiyum, LTF’lerin standart pH-stat lipoliz galismasi ile birbirine benzer
performans gosterdigi durumlarda optimum formulasyonu se¢gmek igin stres
lipoliz testlerinin geligtiriimesini ve testlerin de dahil edilerek belirlenen yeni
bir LTF siniflandirma sistemi olusturmayi amaclamistir. Stres kosullari LTF
konsantrasyonu, ST konsantrasyonu ve pH degisikligi olarak belirlenmistir.
Lipoliz kosullarinin degistiriimesi formulasyonlarin performansinda 6nemli
degisikliklere yol agabilmektedir. Degisen kosullar altinda surekli olarak iyi
performans gosteren formulasyonlarin stres testlerini basarili olarak gectigi
kabul edilmistir (William ve digerleri, 2014).

pH-stat lipoliz modeli ile rekombinant kopek mide lipazi kullanilarak gastrik
lipazin LTFC’deki formulasyonlar tzerindeki etkisi arastiriimistir. Gastrik
lipazin midede lipit sindirimini baslattigi, bagirsakta etkinligini strdtrdugu ve
LBF'lar Uzerinde etki gosterdiginde gozlenmigtir (Bakala-N’Goma ve digerleri,
2015).

Pankreatin aktivitesi ve kalsiyum konsantrasyonunun LTF'lerin lipolizi
Uzerindeki etkisi, sindirim oranlari ve model ilacin fazlardaki dagilimi

acisindan arastinimistir. Artan kalsiyum seviyeleri sonucu, yag asitleri ve
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safra tuzlarinin kalsiyum sabunlari halinde ¢okmesi ve sindirim Grtnlerinin
¢Ozeltiden uzaklagsmasina yol agmistir. Bu durum ilacin ¢gokmesinde artisa
neden olmustur. Bu nedenle fizyolojik seviyeden daha ylksek miktarda
kalsiyum kullaniimasi, ¢oken ilacin olmasi gerekenden daha fazla tahmin
edilmesine sebebiyet vermigtir. Pankreatin aktivitesinin sindirimin oranini
etkiledigi ancak ila¢c ¢okmesini etkilemedigi anlasiimistir (Sassene ve
digerleri, 2014).

pH-stat in vitro lipoliz modelinin in vitro - in vivo korelasyonlari

Yuksek ilag ¢ozunurligunun yuksek biyoyararlanima neden oldugu varsayimiyla, in
vitro sindirim ¢alismalari sirasinda sulu fazda ¢o6zunen ila¢g miktari ile AUC veya
Cmaks gibi in vivo farmakokinetik parametreler iligkilendirilmigtir. Ancak pH-stat lipoliz
modeli ile LTF'lerin siralama korelasyonu elde edilmesi A seviyesi IVIVC'lerin
kurulmasindan daha guvenilirdir (Huang ve digerleri, 2021). Larsen ve arkadaslari
danazol yUkli LTF formulasyonlarin in vitro lipolizi sonrasinda sulu fazdaki
¢cozUnmus danazol yuzdesine dayali olarak biyoyararlanim c¢alismasinda
formUlasyonlar i¢in ayni siralamayi elde etmistir. Ancak danazoliin salim profili
farmakokinetik ¢alismadaki absorpsiyon profili ile korelasyon gostermemistir

(Larsen, Holm, Pedersen ve Mullertz, 2008).

IVIVC'lerin kuruldugu pH-stat lipoliz modellerinin potansiyelini gosteren bir dizi
calismaya ragmen, ayni lipoliz modelini kullanan birgok calisma IVIVC'lerin
eksikligini ortaya ¢ikarmistir (Christophersen ve digerleri, 2014; Dahan ve Hoffman,
2006; Dahan ve Hoffman, 2007). IVIVC eksikliginin, in vitro lipoliz g¢aligmalari
sirasinda yuksek sulu faz ilag ¢6zinUrligunin ve dusuk miktarda ¢okmus ilacin
yuksek biyoyararlanima esit oldugu varsayimindan kaynaklandigi ileri suralmuastur
(Bolko, Zvonar ve GaS$perlin, 2014). Clnku pH-stat lipoliz modeli yalnizca emilim
oncesi surecleri dikkate aldigindan, permeabilite, effluks, hepatik ilk gegis etkisi gibi
olasl in vivo olaylari géz ardi etmektedir. Bu nedenle ylksek sulu faz ilag miktarinin

yuksek biyoyararlanima neden oldugu varsayimi aslinda yanlis olabilir.

in vivo ortamin mimkiin oldugu kadar yakin taklit edilmesiyle ilgili olarak, pH-stat

lipoliz modelinin gesitli dezavantajlari vardir:
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e Modelde bir absorpsiyon basamagi yoktur. in vitro lipoliz sirasinda lipoliz
drtnlerinin emulsiyon arayuzeyinde birikmesi ve ileri sindirimin engellenmesi
ilacin agirt doymus bir durumda ¢okmesine yol acgabilir.

e pH-stat lipoliz modeli kurulumu mide sindirimini incelemek igin uygun degildir
(Thomas ve digerleri, 2014).

e Modelde ortamin karistiriimasi Gl kanalinin hidrodinamigini dogru sekilde
taklit etmemektedir. Kolayca emdlsifiye olan LTF’lerin dederlendiriimesi ve
homojen ornekleme saglamak igin bu karigtirmanin genellikle yeterli oldugu
kabul edilir, ancak sulu ortamda kolayca dagiimayan LFCS Tip |
formuUlasyonlarinda in vivo karistirmanin taklit edilmesi ¢gok dnemli olabilir

(Berthelsen ve digerleri, 2019).

pH-stat in vitro lipoliz modelinde glincel yaklasimlar

pH-stat in vitro lipoliz modeli yalnizca sulu fazda ¢ézinmus halde bulunan ilacin
emilim i¢in uygun oldugu ve in vivo ila¢ performansinin tahmin edilebilecegini
varsayllmaktadir (Feeney ve digerleri, 2016; Larsen ve digerleri, 2008). Cesitli
calismalar in vitro lipoliz modelinin tahmin glctnd dogrulamaya c¢alismistir. Ancak
yakin zamanda Feeney ve ark. tarafindan tanimlandigi gibi, yalnizca birkacgi IVIVC
elde etmeyi basarmistir (Feeney ve digerleri, 2016). Birgok yazar, in vitro lipoliz
verilerini plazma konsantrasyon-zaman profilleri ile karsilastirirken, emilim adiminin

eksikliginin IVIVC kurulamamasina neden olabilecegini vurgulamistir.

Mevcut pH-stat intestinal in vitro lipoliz modelleri kapali bir sistem oldugundan, ilacin
¢ozinmesi, gokmesi ve insan gastrointestinal kanalinda mevcut olan sink kosul ve
permeasyon arasindaki dinamik etkilesimi yansitmayabilir (Alskar ve Bergstrom,
2015; Berthelsen, Sassene, Rades ve Mullertz, 2016; Buckley, Fischer, Fricker ve
Brandl, 2012). Bu tartismalara dayanarak, in vitro lipoliz modelini permeasyon
basamagiyla birlestiren bir yontemin tasarlanmasi, LTF’lerin oral performans ve
emiliminin tahminini muhtemelen gelistirebilir (Timur, Yilmaz-Usta and Teksin,

2022). Bu tur birlesik yontemler yeni arastirma konusu olmustur.

Literatirde in vitro lipoliz g¢alismasi, in situ intestinal perfuzyon calismasiyla

birlestirilerek in vitro lipit sindirimi/in vivo emilim modeli gelistirilmistir (Crum,
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Trevaskis, Williams, Pouton ve Porter, 2016; Suys, Brundel, Chalmers, Pouton ve
Porter, 2021). Benzer sekilde, permeabilite adimi olarak Caco-2 hucre hatti
kullanilarak lipoliz-permeabilite yontemi olusturulmustur. Yéntemde Caco-2 hicre
hatti, domuz pankreas ekstresi ile gegimsiz oldugu igin, pankreatin yerine mikrobiyal
lipaz kullaniimistir. Fenofibrat ve karvedilol yukli LTF’ler igin, geligtirilen yontem ve
oral biyoyararlanim ¢alismasi arasinda sirali korelasyon elde edilmistir (Alskar ve

digerleri, 2019; Keemink ve Bergstrom, 2018; Keemink ve digerleri, 2019).

Hayvan temelli modellerin zaman alici olmasi ve hicre hattinin lipoliz kosullariyla
uyumlu olmamasi nedeniyle permeabilite basamagi olarak yapay bir membranin
kullanildigi ¢alismalar da gergeklestirilmistir. Bu c¢alismalar, birlesik yontemlerin,
LTF'lerin geligtiriimesi ve emilimin tahmin edilmesi i¢in tegvik edici araclar oldugunu

goOstermistir. Calismalar Cizelge 2.10’da 6zetlenmistir.



Cizelge 2.10. LTF’leri degerlendirmek i¢in tasarlanmis pH-stat lipoliz-permeabilite modelleri

Model tasarimi
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Permeasyon basamagi

Yan yana difiizyon
hicresi

in situ perfiizyon

Yan yana difiizyon
hlcresi

Transwell sistemi

iki kompartmanli
model

Permeasyon bariyeri

Sigan jejunumu

Sigan jejenumu

PermeaPad®

Caco-2 hlicre hatti

Caco-2 hiicre hatti

Lipoliz ortaminin
transferi

Lipolizin 30. dakikasi

Peristaltik pompa ile
lipoliz ortaminin strekli
transferi

Lipolizin 10. dakikasi

Lipolizin 60. dakikasi

Lipoliz ortamina surekli
maruziyet

Alici hiicre ortami

Ringer tamponu

Mezenterik ven

FaSSIF-V2

HBSS

%4 BSA iceren HBSS

Degerlendiriimemistir.

Degerlendiriimemistir.

Kurulmustur.

2007)

2016)

IVIVC Kurulamamistir. Kurulmustur.
. Deksametazon ve ' . i Mannitol ve Danazol, fenofibrat ve
Model ilag griseofulvin Fenofibrat Sinnarizin progesteron karvedilol
. . . . . (Alskar ve digerleri,
Referans (Dahan ve Hoffman, (Crum ve digerleri, (Bibi ve digerleri, 2017) (Keemm;ovles)mgerlerl, 2019: Keemink ve

digerleri, 2019)
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Cizelge 2.10. (devam) LTF’leri degerlendirmek igin tasarlanmig pH-stat lipoliz-permeabilite modelleri
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Kurulmustur.
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Fenofibrat
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Fenofibrat

Sakunavir
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2023; Klitgaard ve
digerleri, 2021)

(Hedge ve Bergstrom,
2020)

(Falavigna, Brurok,
Klitgaard ve Flaten,
2021; Wang ve
digerleri, 2023)

(Keemink, Hedge,
Bianco, Hubert ve
Bergstrom, 2022)

(Tanaka, Nguyen,
Suys ve Porter, 2021)
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2.5.2. Gastrointestinal lipoliz modeli

Genellikle tek bolmeli bagirsak lipoliz modeli yeterli kabul edilir; ancak dusuk pH ve
mide sindiriminin yani sira mide bosalmasi ve ani pH dedgisikliklerinin etkisini
degerlendirmek pH-stat lipoliz duzenegi kullanilarak hem gastrik hem de bagirsak
sindiriminin simulasyonuna olanak taniyan iki asamali iki bdlmeli pH-stat lipoliz
modeli geligtiriimistir (Christophersen ve digerleri, 2014; Klitgaard, Sassene, Selen,
Mullertz ve Berthelsen, 2017). iki asamali, iki bélmeli GI sindirim modelinde,
siraslyla mide ve ince bagirsagi simule eden iki reaksiyon kabi ve iki pH-stat aparati
ardisik olarak kullanilir (Sekil 2.9) (Berthelsen ve digerleri, 2019).

iki bélmeli Gl sindirim modelinde simiile edilmis mide ve bagirsak sivilari kullanilir.
LTF’nin mide ortaminda disperse edilmesi ve mide sindirim enzimlerinin eklenmesini
takiben sindirim ortami, mide bolmesinden konsantre bagirsak ortami ve pankreas
enzimlerini iceren bagirsak bolmesine surekli olarak pompalanir. Gl transferinin hizi,
gastrik bosalma modelini taklit edecek sekilde ayarlanir. Tek bdlmeli modelle
karsilastirildiginda in vivo durumu daha yakindan taklit ettigi dusuntlmektedir
(Jorgensen ve digerleri, 2018; Klitgaard ve digerleri, 2017). Ancak insan mide
lipazinin optimum pH degeri ve substrat afinitesi mikrobiyal ve hayvansal kokenli
lipazlardan farkli oldugundan, insan mide lipazinin iyi bir alternatifi mevcut degildir

(Sassene ve digerleri, 2016).

—— ™ = Pepsin
I A Gastrik lipaz

> | | ——
| I
* + I A Pankreatik enzimler

Peristaltik pompa

Tek tabakall vezikil
— — Cok tabakali vezikil

Yag damlasi

o llag
@ Misel

Sekil 2.9. iki bdlmeli gastrointestinal lipoliz modeli (Berthelsen ve digerleri, 2019)
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2.5.3. Yuksek verimli lipoliz modeli

LTF’lerin daha hizli degerlendirilmesi icin pH titrasyonu olmayan yuksek verimli
(high throughput-HTP) bir model tasarlanmislardir (Mosgaard, Sassene, Mu, Rades
ve Miullertz, 2015). HTP modeli pH-stat modeline benzer olarak termostatli deney
haznesi kullanilarak test edilmis, verim artirmak ve miktar kigultmek icin 96
kuyucuklu plakalara gegilmigtir. Modelde pH titrasyonu adimini atlamak ve sindirim
ile iliskili pH dislUsund azaltmak icin ylksek tampon kapasitesine sahip farkl bir

tampon sistemi kullaniimistir (Mosgaard, Sassene, Mu, Rades ve Millertz, 2017).

HTP modeli, pH-stat modeli ile esdeder bulunmustur ancak heniz in vivo veriler ile
dogrulanmadigindan ve pH-stat modelinin eksikliklerini paylastigi i¢in LTF’lerin in

vivo performansi igin tutarli tahminler saglayacagi beklenmemektedir.
2.5.4. Dinamik gastrik model

Dinamik gastrik model (DGM), mide sindiriminin hem mekanik hem de biyokimyasal
yonlerini zamana bagli olarak gergekgi bir sekilde taklit etmek igin gelistiriimis bir
mide sindirim modelidir (Wickham, Faulks, Mann ve Mandalari, 2012). Ana gbévde
ve antrum olmak Uzere iki bélimden olusan DGM insan midesinin farkh kisimlarini
taklit eder. Ust kisim olan huni, fundus ve mide gévdesini simiile eder ve mide igerigi
igin bir rezervuar goérevi gorur. Asit ve mide enzimlerinin eklenmesi bilgisayar
kontrollu olup, mide gdvdesinin Ust kismina yerlestirilen delikli bir halka araciligiyla
gerceklesir. Alt kismi midenin antrumunu taklit eder. Mide igeriginin karistirilmasi
ve Ogutulmesinin in vivoya benzer gekilde gerceklesmesi igin kuvvet uygulayan
hareketli bir pistondan olusur. Mide bosalmasi bir ¢ikis valfi yoluyla taklit edilir
(Vardakou ve digerleri, 2011).

LTF’lerle ilgili olarak DGM, soya fasulyesi yagi, Tween® 80 ve Span® 80 ile
hazirlanan SEDDS'in emulsifikasyonunu arastirmak igin bir karakterizasyon araci
olarak kullaniimigtir. DGM'nin  mekanik stresine bagli olarak elde edilen
damlaciklarin boyutu (2-6 pm), USP cihaz Il palet yontemiyle (11-33 pm)
kargilasgtinidiginda, 5-10 kat daha kuguk bulunmustur. Sonuglar, SEDDS'lerin

kendiliginden emulsifiye sistemler olmasina ragmen mekanik stresin damlacik
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boyutunu etkiledigini gostermistir (Mercuri ve digerleri, 2011). Damlacik boyutu,
sindirim ve ilag salimi igin yuzey alanini etkileyeceginden, Mercuri ve arkadaslari
tarafindan elde edilen sonuglar, LTF’lerin in vitro degerlendirmesi sirasinda mekanik

sindirimin taklit edilmesinin 6nemini gostermektedir.

Gastrik sindirimin biyokimyasal yonleri asit, domuz kokenli gastrik pepsin ve
Rhizopus Oryzae'den elde edilen mikrobiyal lipazin eklenmesiyle DGM'de taklit
edilir (Wickham ve digerleri, 2012). Mikrobiyal lipaz, insan gastrik lipazin optimal bir
ikamesi degildir ve DGM'deki yaglarin sindirimi muhtemelen in vivoyu tahmin
edemez. Bu nedenle DGM, LTF’lerin in vivo performansinin tahmin edilmesi

acisindan henuz degerlendirilmemigtir.

2.5.5. TNO gastrointestinal model (TIM)

TIM gastrointestinal kanalin Ust bolimlerini dinamik olarak taklit eden ¢ok bélmeli

bir modeldir. Sekil 2.10’da, mideden ince bagirsaga kadar Gl kanali temsil eden dort

bdlmeyi iceren TIM sisteminin sematik bir gosterimi sunulmustur (Dickinson ve
digerleri, 2012).

A |Mide K |Filtre

B |Peristaltik valf L |Membran

C |Duodenum M |Pompa

D |Jejunum N |pH elektrodu

E |ileum O |Hacim sensérii
F |Basing sensori P |Sicaklik sensorii
G |Mide sekresyonu R |Dozlama Unitesi
H |Duodenum sekresyonu

|1 |Jejunum sekresyonu

Sekil 2.10. TIM cihazinin sematik gosterimi (Dickinson ve digerleri, 2012)
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Peristaltizm donusumlU olarak daralan iki bolum ile taklit edilir. Fizyolojik olarak
uygun gegcis sureleri saglayan pompalar mevcuttur. Safra salgilar ve sindirim
enzimlerini igeren mide, duodenal, jejunal ve ileal sekresyonlarin eklenmesini
saglayan bolimler vardir. TIM, LTF’lerin in vivo performansinin tahmin edilmesi
acisindan degerlendiriimemistir. Ancak ¢alismalar modelin suda ¢ézunurlugu dusuk
BCS Sinif Il ilaglar igin pH, GIS transport ve ST konsantrasyonlari ve yiyecek
etkisiyle iligkili olarak in vivo verileri dogru bir sekilde tahmin edebildigini
gosterdiginden, LTF’lerin in vivo performansinin tahmin edilmesi konusunda Gmit
verici olmustur (Marmol ve digerleri, 2022; Souliman, Blanquet, Beyssac ve Cardot,
2006).

2.6. in situ intestinal perfiizyon

Amidon ve ark. tarafindan 1995 yilinda tanitilan Biyofarmasétik Siniflandirma
Sisteminde (BCS) ilaglar suda c¢ozundrliklerine ve permeabilitelerine gore dort
kategoriye ayrilmistir (Amidon, Lennernas, Shah ve Crison, 1995). Amerikan Gida
ve ilac idaresi (FDA) ve Avrupa ilac Ajansi (EMA), yiiksek c¢oziinirlik ve yiksek
permeabiliteye sahip ilaglarin (BCS Sinif I) klinik calismalar olmaksizin esdegerligin
kanitlanabildigi biyomuafiyet uygulamasini baglatmistir. Bu amagla BCS temelli
biyomuafiyete iliskin kilavuzlar yayinlamistir. Bu kilavuzlarda ilacin gastrointestinal
permeabilitesini belirlemeye yonelik yontemler arasinda in situ intestinal perflizyon

calismasi yer almaktadir (Ates, Kaynak ve Sahin, 2016).

in situ intestinal perfiizyon tekniginde anestezi uygulanmis hayvanin karin duvari
orta hat boyunca kesildikten sonra bagirsagin duedonum, jejunum, ileum ve/veya
kolon gibi bir bolimiu acgiga cikarilir ve perfuze edilecek bagirsak segmentinin
proksimal ve distal uglari kanule edilir. Bu segment, ilaci 6nceden bilinen bir
konsantrasyonda igeren ¢ozelti ile perfize edilir. Segmentin perfliizyonu ile ilag
fizikokimyasal ve biyofarmasétik ozelliklerine bagli olarak bir miktar emilir ve
perfuzyon c¢ozeltisindeki ilag konsantrasyonu azalir. Perflizyon ¢dzeltisindeki
baglangic konsantrasyonu ile izole edilmis segmentten g¢ikan ¢oOzeltinin
konsantrasyonu arasindaki fark intestinal bariyerin apikal membranindan
(transseluler tagsima) veya hicreler arasi bosluktan (paraselller tagima) tasinan ilag

miktarini ifade eder (Stappaerts, Brouwers, Annaert ve Augustijns, 2015).
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Perfuzyon calismasi agik veya kapali dongu seklinde gergeklestirilebilir (Sekil 2.11)
(Stappaerts ve digerleri, 2015). ilk olarak 1958 yilinda Schanker ve arkadaslari
tarafindan uygulanan tek gecisli intestinal perflizyon (single pass intestinal
perfusion-SPIP) teknigi acik dongul olarak bilinmektedir (Hens, Gonzalez-Alvarez ve
Bermejo, 2022). Bu yontemden perfuze edilen segmentten gikan perfuzat dogrudan
atiga gitmektedir (Strappaerts ve digerleri, 2015). Doluisio yontemi olarak bilinen
kapali dongude ise perflizyon ¢ozeltisi surekli olarak bagirsak segmenti boyunca
yeniden sirkile ediimektedir (Giilsiin-inal, 2016; Tugcu-Demiréz, Gonzalez-Alvarez,
Gonzalez-Alvarez ve Bermejo, 2014). SPIP ile karsilagtirildiginda Doluisio
yonteminde gereken perflzyon ¢ozeltisi miktari olduk¢a azdir (Doluisio, Billups,
Dittert, Sugita ve Swintosky, 1969).

Tek gegcisli intestinal perfizyon Doluisio yontemi

Sekil 2.11. Agik ve kapali dongu intestinal perfizyonun sematik gosterimi

SPIP yontemi ilaglarin permeabilitesinin belirlenmesinin yani sira:

e Pasif veya aktif transport gibi emilim mekanizmasinin belirlenmesi,

e Yardimci maddelerin ilag permeabilitesi Uzerindeki etkisinin aragtirmasi,

e Bagirsak permeabilitesindeki bdlgesel farkhliklarin aragtirilmasi,

e Elde edilen sonuclardan insan permeabilitesinin hesaplanmasi,

e In vitro ¢dziinmellipoliz calismalarini perfiizyon teknigiyle birlestirerek
formulasyon 6zelliklerinin degerlendirilmesi i¢cin de ¢ok 6nemli bir emilim

modelidir (Hens ve digerleri, 2022).

Tez gcalismasi kapsaminda EKM ylkli SEDDS formulasyonlarinin gelistiriimesi ve

etkinliklerinin hiucre kudlturd c¢alismasi ile incelenmesi amaglanmigtir. SEDDS
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sistemlerin lipit temelli olmasi nedeniyle in vitro lipoliz caligmasi ile degerlendiriimesi
gereklidir. Literatirde in vitro lipoliz galismasi ve permeabilite ydntemlerinin
birlestiriimesi ¢ok yenilikgi bir yaklagimdir. Tez kapsaminda in vitro lipoliz ile ex-vivo
permabilite basamagi ve in vitro lipoliz ile in situ intestinal perflizyon ¢alismasinin
birlestiriimesi hedeflenmigtir. Birlestirilmis yontem kurulumu ve bu yontem ile EKM
yukli SEDDS formulasyonlarin degerlendiriimesi tez calismasinin yenilikgi yoninu

olusturmaktadir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

4-bromobenzenboronik asit
Antipirin

Asetonitril

Capmul® MCM C8
Capryol® 90

Dulbecco’s Modifiye Eagle’s Besiyeri (DMEM)

Eksemestan

Fenol kirmizisi

Fetal sigir serumu (FBS)
Fosfotungustik asit
Glasiyel asetik asit
Hidroklorik asit (HCI)
imwitor® 948

imwitor® 988

Kalsiyum klorur dihidrat
Keta-Control®
Kolliphor® EL
Kolliphor® RH40

Ksilen

Labrasol® ALF
Labrafil® M 1944 CS
Maisine®

MCF-7 insan meme kanseri hucre hatti
Metanol

Miglyol® 812 N

Miglyol® 818
Pankreatin

Peceol®
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Sigma Aldrich, ABD
Alfa Aesar, ABD

Sigma Aldrich, ABD
Abitec, ABD

Gattefosé, Fransa
Biowest, Fransa

Deva ilag, Tirkiye
Merck, Almanya
Biowest, Fransa
Sigma, ABD

Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Olechemicals, Almanya
Olechemicals, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Doga ilag, Turkiye
BASF, Almanya

BASF, Almanya
Tekkim, Turkiye
Gattefosé, Fransa
Gattefosé, Fransa
Gattefosé, Fransa
ATCC, ABD

Sigma Aldrich, ABD
Olechemicals, Almanya
Olechemicals, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Gattefosé, Fransa
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PEG 400

Penisilin-streptomisin (1000 U/1000 pg/mL)
Potasyum fosfat monobazik

Propilen glikol

Referans Urlin (Aromasin®)

(Parti No ER4407, Seri No 8213072100184282)
SIF® Powder

Sodyum fosfat dibazik

Sodyum fosfat monobazik dihidrat

Sodyum hidroksit

Sodyum klortr

Sodyum lauril stlfat

Transcutol® HP

Tripan mavisi

Tripsin/EDTA

Tween® 80

WST1

3.1.2. Kullanilan arag, gereg¢ ve cihazlar

0,22 ym PVDF filtre

0,45 um naylon filtre

Aliminyum pan

C6zunme hizi cihazi

Damlacik buyuklagu olgum cihazi
Diferansiyal taramal kalorimetre
Distile su cihazi

Eppendorf tlp

Enjektor

FT-IR Spektrofotometre

Franz difGzyon hlcresi

Hassas terazi

Hicre kiltard flaski (75 ve 25 cm?)

Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Pfizer, ABD

Biorelevant, ingiltere
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya

Gattefosé, Fransa
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD

Merck, Almanya

Roche, Almanya

Labfil, Cin

Sartorius, Almanya
Shimadzu, Japonya

Agilent 708-DS, ABD
Malvern Zetasizer, ingiltere
DSC 60, Shimadzu, Japonya
Niive NS112, ingiltere
Isolab, Almanya

Ayset, Turkiye

Perkin Elmer Spectrum, FT-NIR
Calikan Cam, Turkiye
Precisa, isvicre

Corning, ABD



Hucre sayici

HPLC

Isik mikroskobu

insiilin enjektori

iklimlendirme dolabi

Kuyucuklu hicre kaltira plakasi (6 ve 96°h)
Lipoliz cihazi

Manyetik karistirici

Nazogastrik beslenme katateri
ODS C18 Kolon (4,6 mm x 250 mm, 5 ym)
Otomatik pipet seti

Partikil buyukliga 6lgim cihazi
Plaka okuyucu

Peristaltik pompa

pH metre

Santrifij

Sert jelatin kapsul (00el)

Su banyosu

TEM

Tubing

UV spektrofotometre

Vial

Viskozimetre

Vorteks

3.2. YOontem
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Biorad, ABD

Agilent 1100 series, Almanya
Leica DM6B, Almanya

Beybi, Cin

TK252, Nuve, Turkiye
Corbion, ABD

Metrohm 902 Titrando, isvicre
Thermo Scientific, Alimanya
Bigakgilar, Turkiye

GL Sciences, Japonya
Eppendorf, Almanya
Sympatec Helos, Almanya
Molecular Devices, ABD
Ecoline, Harvard Apparatus, ABD
Ohaus, ABD

Allegra X-30, ABD
Capsugel®, Belgika

Nuve, Tarkiye

FEI Tecnai G2 Spirit, ABD
Alibaba Group, Cin

Cary 60 UV-Vis, Agilent, Almanya
Agilent, Almanya

Brookfield DV llI+, ABD

Firlabo, Fransa

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar in vitro ve in situ olmak tzere iki ana bolume

ayrilmigtir. Eksemestanin (EKM) fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi, miktar

tayini yontemlerinin gelistiriimesi ve validasyonu, formuilasyon gelistiriimesi,

formUlasyonlarin karakterizasyon calismalari, ¢ézinme hizi ve in vitro lipoliz, ex-

vivo permeabilite ve hiicre kiiltiirii galismalari in vitro ¢alismalari olusturmaktadir. in

situ galigmalar ise lipoliz ¢calismasi ile birlestiriimis tek gecisli intestinal perfuzyon
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calismasini igcermektedir. Bu calismalar EKM’nin fizikokimyasal 6zelliklerinin
incelenmesi, EKM icin miktar tayini yonteminin geligtiriimesi ve valide edilmesi,
formUlasyon gelistirme calismalari, karakterizasyon ¢alismalari, in vitro ¢ézlinme
hizi ¢aligmalari, in vitro lipoliz caligmalari, ex-vivo permeabilite ¢aligmalari, hicre
kultara caligmalari ve in situ perfuzyon g¢alismalari olmak Uzere olmak Uzere 9 ana

baslikta sunulmustur.
3.2.1. Eksemestanin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

Onformilasyon calismalari kapsaminda EKM’nin ¢éziindrlik, partikil bayUklugu,

FT-IR analizi, erime derecesi gibi fizikokimyasal 6zellikleri tespit edilmigtir.

Cozunurluk calismasi

FDA veri tabaninda EKM’nin in vitro ¢ézinme hizi deneyinde ¢dziinme ortami
olarak %0,5 sodyum lauril stlfat (SLS) ¢ozeltisinin kullanilmasi édnerilmektedir (FDA,
2006). Bu nedenle ¢ozunurlik ¢calismasinda ¢6zinme ortami olarak distile su, %0,5
SLS ¢odzeltisi ve ex-vivo galismalarda alici hiicre ortami olan %0,5 SLS igeren fosfat
tamponu (PBS) kullaniimistir. EKM’nin ¢ézinurlik degerini belirlemek amaciyla
¢6ziinme ortamlarina ¢ézlinebilecek miktardan fazla EKM eklenmistir. Cézlinme
ortamlarinda asiri miktarda EKM iceren flakonlar distile su ve %0,5 SLS c¢ozeltisi
igin 25 £ 0,5°C ve 37 + 0,5°C sicakligindaki, %0,5 SLS iceren fosfat tamponu (PBS)
icin 37 £ 0,5°C sicakhgindaki su banyosuna yerlestirilmigtir. Karisimlar manyetik
kanistirici yardimiyla 72 saat boyunca karistiriimistir. 72 saat sonunda alinan
ornekler 5000 rpm’de 15 dk santrifij edilmis, sipernatant 0,45 um’lik membran
filtreden stzUlmustar. Stzuanth gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra distile su igin
UV spektrofotometresi, %0,5 SLS ¢ozeltisi ve %0,5 SLS igceren PBS tamponu igin
yuksek basingli sivi kromotografisi (HPLC) kullanarak analiz edilmistir. Kalibrasyon
denklemleri ve seyreltme faktorleri kullanilarak G¢ farkli ortamda ¢6zUnUrllk

degerleri belirlenmistir. Calisma 3 paralel olarak yuratalmustar.
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Partikul buyuklagu élcumu

Etkin maddenin partikil bayukliguna olgmek icin Sympatec Helos Particle Size
Analyzer cihazi kullaniimigtir. Cihazin ¢alisma prensibi lazer i1s1§dinin partikdller ile
etkilesimi sonucu saciima ugramasidir. Cihaz 0,1-8750 ym araliginda o6lgim
yapabilmektedir. EKM’nin partikul buyuklugu ¢ézunmedigi ortam olan distile suda

disperse edilerek dlgllmustir. Olgimler 3 paralel gergeklestirilmistir.

FT-IR analizi

EKM’nin Fourier Donusimu Kizilétesi (FT-IR) spektrumu Perkin Elmer Spectrum
cihazi kullanilarak 4000-650 cm dalga sayisi araliginda toz halde belirlenmisgtir.
FT-IR analizinde gonderilen kizildtesi 15191 gesitli dalga boylarinda absorbe etmesi
sonucu numunenin molekuler yapisi aydinlatilir. Molekller yapi ve fonksiyonel

gruplara bagl olarak her numuneye 6zgu spektrum elde edilir.

Erime derecesi tayini

EKM’nin erime derecesi tayini Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) yontemi ile
aliminyum pan icine yerlestirilen yaklasik 2 mg’'lik érnek icin dakikada 10°C’lik artis
saglayarak 20-300°C araliginda Shimadzu DSC-60 cihazi kullanilarak yapilmistir.
Elde edilen termogram yorumlanmistir. DSC ydnteminde referans ve ornek
sicakliklarinin ayni olmasi igin disaridan verilmesi gereken 1si enerjisi ol¢ulur.
Ornekte erime gibi endotermik bir degisim meydana gelmesi durumunda referansa
gére daha fazla i1si verilmesi gerekir. Ornek ile referans arasinda isi akisi farki

olusur.
3.2.2. Eksemestanin miktar tayini yontemleri ve validasyonu

EKM’nin  miktar tayini igin spektrofotometrik ve kromatografik yodntemler
kullaniimigtir. Spektrofotometrik miktar tayini yontemi igin Agilent Cary 60 UV-Vis
spektrofotometre, kromatografik miktar tayini yontemi igin ylUksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) olan Agilent 1100 Series HPLC cihazi kullaniimigtir.
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Eksemestanin UV spektrofotometresi ile dalga boyu taramasi

Miktar tayini yontemleri icin ilk olarak UV spektrofotometre ile distile su, %0,5 SLS
iceren distile su, asetonitrii ve metanol ortamlarinda 200-800 nm dalga boyu
araliginda tarama yapilmistir. Bu ortamlarda etkin maddenin maksimum absorbans

gosterdigi dalga boyu (Amaks) tespit edilmigtir.

Spektrofotometrik miktar tayini yontemi ve validasyonu

Spektrofotometrik miktar tayini calismalari ¢dzinurlik c¢alismalarinda kullanmak
Uzere distile su ortaminda 250 nm dalga boyunda yapilmis ve yontem valide
edilmigtir. Validasyon, etkin maddenin miktar tayini ydnteminin amaclanan kullanim
acisindan guvenilirligini gostermek ve beklenen sonuglari devamli olarak
sagladiginin kanitlanmasi icin yapilan islemlerden olusan bir prosedurdur. Analitik
yontemin validasyonu ICH Q2(R1) Analitik Prosedurlerin Validasyonu: Test ve

Metodoloji kilavuzunda belirtilen validasyon kriterlerine gore yapilmistir (ICH, 1995).

Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalli§i deneysel bulgularin numune etkin madde miktari ile
belirli aralikta orantili olmasidir. Analitik yontem validasyonunda dogrusallik
parametresini gostermek amaciyla EKM’nin distile su ortaminda 25 pg/mL
konsantrasyona sahip stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Stok c¢ozeltiden uygun
seyreltmeler yapilarak 4 pg/mL - 20 ug/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 7
adet ¢ozeltinin absorbans degerleri 250 nm’de okunmustur. Calismalar 3 paralel
gerceklestiriimistir. Cozeltilerin konsantrasyon degerlerine karsi okunan absorbans
degerlerine dogrusal regresyon modeli uygulanmistir. Kalibrasyon dogrusunun,
kalibrasyon denklemi ve determinasyon katsayisi (R?) hesaplanmistir. Kalibrasyon

dogrusunun dogrusalligi R? degeri ile degerlendirilmistir.

Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi belirli sartlar altinda farkli giin ve farkli laboratuvarda
tekrarlanan dlgumler yapildiginda élgim sonuglari arasindaki yakinhgin derecesi ile

ifade edilmektedir. Kesinlik ayni konsantrasyona sahip oOrneklerin Olgulen



63

konsantrasyonlarinin ortalama (ort), standart sapma (SS) ve varyasyon katsayisinin
(VK) hesaplanmasi ile degerlendirilir. Kullanilan analitik yontemin kesinligini tayin
etmek icin deney ici kesinlik (tekrar edilebilirlik) ve deneyler arasi kesinlik (ara
kesinlik) calismalari yapilmistir. Deney ici kesinlik ¢alismasinda EKM’nin distile
sudaki stok c¢Ozeltisinden seyreltmeler vyapilarak hazirlanan 10 pg/mL
konsantrasyondaki ¢ozeltinin absorbansi 250 nm dalga boyunda 10 kez
Olclimustir. Elde edilen absorbans degerlerine karsilik gelen EKM konsantrasyonu,
SS ve VK'I hesaplanmistir. Deneyler arasi kesinlik ¢calismasinda EKM’nin distile
sudaki stok ¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak hazirlanan 6 pg/mL, 10 pg/mL ve
14 pg/mL konsantrasyondaki g¢ozeltilerin absorbansi birbirini takip eden 3 gun
icerisinde 250 nm dalga boyunda 3 kez olgllmustir. Elde edilen absorbans

degerlerine karsilik gelen EKM konsantrasyonu, SS ve VK hesaplanmistir.

Dogruluk ve geri elde

Dogruluk, analitik ydontem kullanilarak bulunan etkin madde miktari ile gercek etkin
madde miktarindaki yakinliktir. Konsantrasyonu bilinen ornekler analitik yontem
kullanilarak analiz edilir. Geri elde, %geri elde, SS ve VK hesaplanir. Yontemin
dogrulugunu gostermek igin distile su ortaminda 25 pg/mL konsantrasyona sahip
stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden hareketle kalibrasyon sinirlari iginde
olmak kosuluyla, dusik, orta ve yuksek konsantrasyona sahip U¢ degisik
konsantrasyonda hazirlanan 3 seri ¢dzeltinin absorbansi 250 nm dalga boyunda 3
kez Olgulmugtur. Absorbans degerlerinden hareketle kalibrasyon denklemi

yardimiyla geri elde, %geri elde, SS ve VK hesaplanmistir.

Ozgiinliik ve segicilik

Kullanilan yontemin analiz edilen etkin maddeye 6zgun oldugunu, etkin maddeye
ait cevabi diger tim cevaplardan ayirdigini ifade eder. Ydéntemin segiciligini
arastirmak igin distile su 200-800 nm dalga boylari arasinda taranmistir. EKM ile

ayni dalga boyunda absorbansin olup olmadigi kontrol edilmigtir.



64

Duyarlilik ve saptama siniri

Bir numune iginde analizi yapilan etkin madde igin, analitik yontem tarafindan
saptanabilen en klguk etkin madde konsantrasyonu saptama siniri (LOD) ve
kantitatif olarak tayin edilebilen en kiguk etkin madde konsantrasyonu tayin siniri
(LOQ) olarak ifade edilir. LOD ve LOQ degerleri Es. 3.1 ve Es. 3.2 kullanilarak

hesaplanmistir.

Duyarhlik sinin (LOD)=(3,3x0)/S (3.1)
Saptama sinir (LOQ)=(10xoc )/ S (3.2)

o: Kalibrasyon araligindaki en dusuk derisimin standart sapmasi

S: Kalibrasyon egrisinin egimi

Stabilite

Calisma suresi boyunca EKM’nin distile su ortaminda stabil oldugunu géstermek
icin 10 pg/mL konsantrasyonda ¢oOzeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 25 +
0,5°C ve 37 = 0,5°C’de tutulmustur. Cozeltilerin hazirlandiktan hemen sonra ve 24.
saat sonunda absorbansi dl¢liimis ve EKM konsantrasyonu kalibrasyon denklemi

kullanilarak tayin edilmistir.

Kromatografik miktar tayini yontemi ve validasyonu

Kromatografik yontem, c¢ozunurlik c¢alismasi icin metanol ortaminda, in vitro
¢o6zlnme hizi galismalarinda kullanmak Uzere FDA tarafindan 6nerilen ortam olan
%0,5 SLS c¢ozeltisi, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda, in vitro lipoliz calismasinda
kullanmak Uzere asetonitrilde, ex-vivo permeabilite calismasinda kullanmak Uzere
%0,5 SLS igeren PBS tamponu ortaminda ve in situ intestinal perflizyon
calismasinda kullanmak Uzere ACN:Perfuzat (9:1) ortaminda EKM miktarini tayin

etmek igin geligtirilmigtir.

in vitro ve ex-vivo calismalarda kullanmak (zere; metanol, asetonitril, %0,5 SLS
¢ozeltisi, %0,5 SLS iceren PBS tamponu, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda EKM igin

USP monografi ve literatirde belirtilen HPLC kosullarinda mobil faz oranlari, akis
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hizi ve enjeksiyon hacmi gibi parametreler degistirilerek, en uygun ¢alisma kosullari
elde edilmistir (Singh ve digerleri, 2009). Bu c¢aligsmalar igin izokratik akis

kullanilmistir.

in situ intestinal perfiizyon calismasinda EKM perfize edilen bagirsak
segmentinden toplanan orneklerde (perfuzat) ¢6zinmus veya ¢Okmus halde
bulunabilir. Cézinmus ve ¢okmus haldeki EKM’nin asetonitrile ¢ekilmesinin analiz
icin uygun olacagi dusunulmustur. Bu nedenle validasyon ortami olarak
ACN:Perfuzat (9:1) kullanilmistir. Perfizyon calismasinda permeabilite katsayisi
hesaplanirken konsantrasyonlarin net su akigina (Net Water Flux, NWF) gore
duzeltiimesi gereklidir. Bu amagla perfuzyon c¢ozeltisine referans madde olarak
absorbe edilmeyen fenol kirmizisi (FK) eklenmektedir (Tugcu-Demiréz ve digerleri,
2014). Ayrica SEDD sistemlerin ve in vitro lipoliz ortami igeriginin perfizyonu
sirasinda jejunum membran butinligunin bozulmadigindan emin olmak igin pasif
permeabilite belirteci ve referans madde olarak antipirin (ANT) kullaniimigtir (Suys,
Chalmers, Pouton ve Porter, 2018). Bu amacla ACN:Perflizat (9:1) ortaminda EKM,
ANT ve FK’nin es zamanh tayin edilebilecedi HPLC yontemi gelistirilmistir. Bu

¢alisma igin gradient akig kullaniimistir.

Yontemlerin validasyonu igin dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve geri elde, 6zgunluk
ve segicilik, duyarlilik ve saptama siniri parametreleri incelenmistir. in vitro ve ex-
vivo c¢alismalarda kullanilan HPLC ydnteminin validasyonu igin kullanilan yontem
kosullari, cihaz, EKM stok ve standart ¢ozelti konsantrasyonlari Cizelge 3.1°de, in
situ ¢alismalarda kullanilan HPLC yonteminin validasyonu igin kullanilan kosullar,
EKM, FK ve ANT stok ve standart ¢ozelti konsantrasyonlari Cizelge 3.2’de, HPLC

gradient akis mobil faz programi Cizelge 3.3’te verilmigtir.
Dogrusallik

EKM’nin metanol, asetonitril, %0,5 SLS ¢o6zeltisi, %0,5 SLS igeren PBS tamponu,
FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda ayni konsantrasyona sahip ug farkl stok ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Stok g¢ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan farkli
konsantrasyondaki ¢ozeltiler HPLC'ye enjekte edilmistir. Olglimler 3 paralel

gerceklestiriimisti. EKM konsantrasyonlarina karsilik 6lgilen pik alanlarina
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dogrusal regresyon uygulanarak kalibrasyon dogrusunun, kalibrasyon denklemi ve
R? hesaplanmigtir.  Kalibrasyon dogrunun dogrusaligi R? degeri ile

degerlendirilmistir.

in situ intestinal perflizyon calismasi icin EKM, ANT ve FK’nin ACN:Perfiizat (9:1)
ortaminda 100 pg/mL konsantrasyona sahip Ug¢ farkli stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir.
Yapilan 6n calismalarda ACN:Perfuzat (9:1) ortaminda FK'nin ¢6zunmedigi
gorulmustir. FK perflzat igerisinde, EKM ve ANT asetonitrilde ¢oézllerek 9:1 (h/h)
oraninda karistiriimis ve balonjojede istenen hacme ACN:Perfliizat (9:1) karisimi ile
tamamlanmigtir. Stok c¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile hazirlanan 11 farkli
konsantrasyondaki ¢ozeltler HPLC'ye enjekte edilmistir. Olgimler 3 paralel
gerceklestiriimistir. EKM, ANT ve FK konsantrasyonlarina karsilik olgulen pik
alanlarina dogrusal regresyon uygulanarak kalibrasyon dogrusunun, kalibrasyon
denklemi ve R? hesaplanmistir. Kalibrasyon dogrunun dogrusalligi R? degeri ile

degerlendirilmigtir.



Cizelge 3.1. in vitro ve ex-vivo calismalarda kullanilan HPLC yénteminin kosullari

Cihaz
Kolon

Akisg tipi
Kolon sicakh§i
Mobil faz

Akis hizi (mL/dk)
Enjeksiyon hacmi
(bL)

Dalga boyu (nm)
Stok ¢bzelti (ug/mL)
Standart ¢ozeltiler

(Lg/mL)

Alitkonma zamani
(dk)

o %0,5 SLS %0,5 SLS iceren
Metanol Asetonitril . FaSSIF FeSSIF
cozeltisi PBS tamponu
Agilent 1200 Agilent 1200 Agilent 1200 Agilent 1200 Agilent 1200 Agilent 1200
. Inertsil ODS-2 Inertsil ODS-2 Inertsil ODS-2 Inertsil ODS-2 Inertsil ODS-2
Inertsil ODS-2
(4,6 x 250 mm, 5 (4,6 x 250 mm, 5 (4,6 x 250 mm, 5 (4,6 x 250 mm, 5 (4,6 x 250 mm, 5
(4,6 x 250 mm, 5 ym)

Mm) pm) Mm) pm) Mm)
izokratik izokratik izokratik izokratik izokratik izokratik
25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Asetonitril:Saf su Asetonitril:Saf su Asetonitril:Saf su Asetonitril:Saf su Asetonitril:Saf su Asetonitril:Saf su
(55:45 h/h) (55:45 h/h) (55:45 h/h) (55:45 h/h) (55:45 h/h) (55:45 h/h)
1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
20 20 20 20 20 20
245 250 250 250 250 250
100 50 100 100 50 50
2,4,6,8,10, 12, 1,2,4,6,8, 10,
05,1,2,4,8,10, |1,2,4,6,8,10,12,|1,2,4,6,8,10,12, | 1,2, 4,6, 8, 10, 12,

14, 16, 20, 30, 40, 12, 14, 16, 20, 30,
12, 16, 18 14, 16, 20, 30, 40 14, 16, 20, 30, 40 14, 16, 20, 30, 40
50 40
7,1 7,2 7,2 7.2 7,2 7,0

19
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Cizelge 3.2. in situ intestinal perfiizyon g¢alismasinda kullanilan HPLC yénteminin

kosullari
Fenol kirmizisi Antipirin Eksemestan
Cihaz Agilent 1200 Agilent 1200 Agilent 1200
Kolon Inertsil ODS-2 Inertsil ODS-2 Inertsil ODS-2
(4,6 x 250 mm, 5 ym) (4,6 x 250 mm, 5 ym) (4,6 x 250 mm, 5 ym)
Ortam ACN:Perfuzat ACN:Perfuzat ACN:Perfuzat
(9:1, h/h) (9:1, h/h) (9:1, h/h)
Akisg tipi Gradient Gradient Gradient
Kolon sicakhigi 25°C 25°C 25°C
Enjeksiyon hacmi (uL) 20 20 20
Dalga boyu (nm) 250 250 250
Stok ¢ézelti (ug/mL) 100 10 100
Standart ¢ézeltiler (ug/mL) | 1, 2, 4, 8, 10, 12,16, 1, 2,4,8, 10, 12,16, 1,2, 4,8, 10, 12, 16,
20, 30, 40, 50, 100 20, 30, 40, 50, 100 20, 30, 40, 50, 100
Alikonma zamani (dk) 5,9 7,8 17,4

Cizelge 3.3. HPLC gradient akis mobil faz kosullari

Zaman (dk) %ACN %Saf su Akig hizi (mL/dk)

0 10 90 1,3

2 10 90 1,3
2,5 25 75 1,3
10 25 75 1,3
11 60 40 1,3
19 60 40 1,3
20 90 10 1,3
27 90 10 1,3
30 10 90 1,3
32 10 90 1,3

Kesinlik

Deney igi kesinlik icin EKM’nin metanol, asetonitril, %0,5 SLS ¢dzeltisi, %0,5 SLS
iceren PBS tamponu, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda 10 pg/mL konsantrasyonda
hazirlanan ¢ozeltisi art arda 10 kez HPLC’ye enjekte edilmistir. Elde edilen pik

alanlarina karsilik gelen EKM konsantrasyonu, SS ve VK hesaplanmistir. Deneyler
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arasl kesinlik ¢calismasi igin EKM’nin metanol, asetonitril, %0,5 SLS ¢ozeltisi, %0,5
SLS iceren PBS tamponu, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda 8 uyg/mL, 10 pg/mL ve
12 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri takip eden 3 gun iginde 3’er kez
HPLC’ye enjekte edilmigtir. Elde edilen pik alanina karsilik gelen EKM
konsantrasyonu, SS ve VK hesaplanmigtir.

in situ intestinal perflizyon calismasinda deney igi kesinlik igin ACN:Perfiizat (9:1)
ortaminda ANT ve FK'nin 8 ug/mL konsantrasyonda, EKM’nin 30 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri art arda 10 kez HPLC’ye enjekte edilmistir.
Elde edilen pik alanlarina karsilik gelen EKM, ANT ve FK konsantrasyonlari, SS ve
VK hesaplanmistir. in situ intestinal perflizyon galismasinda deneyler arasi kesinlik
icin EKM, ANT ve FK’nin ACN:Perflizat (9:1) ortaminda 8 pg/mL, 20 pg/mL ve 40
pMg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri takip eden 3 gin icinde 3’er kez
HPLC’ye enjekte edilmistir. Elde edilen pik alanlarina karsilik gelen EKM, ANT ve
FK konsantrasyonlari, SS ve VK hesaplanmigtir.

Dogruluk ve geri elde

EKM’nin asetonitril ortaminda stok ¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile 5 ug/mL, 10
pMg/mL ve 15 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri, metanol, %0,5 SLS
cozeltisi, %0,5 SLS iceren PBS tamponu, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda stok
¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile 8 ug/mL, 10 pg/mL ve 12 uyg/mL konsantrasyonda
hazirlanan ¢ozeltileri 3’er kez HPLC’de analiz edilmistir. EKM icin pik alanina ait
konsantrasyon degerlerinden hareketle geri elde, SS, %geri elde ve VK

hesaplanmistir.

in situ intestinal perflizyon calismasi icin ACN:Perfiizat (9:1) ortaminda EKM, ANT
ve FK’nin 8 pg/mL, 20 yg/mL ve 40 yg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri
3’er kez HPLC’de analiz edilmistir. EKM ve referans maddeler igin pik alanlarina ait
konsantrasyon degerlerinden hareketle geri elde, SS, %geri elde ve VK

hesaplanmistir.
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Ozgiinliik ve segicilik

Calisilan dalga boyunda ve EKM'nin alikonma zamaninda girisim yapan madde
varhigini kontrol etmek icin her bir ortam tek basina ve EKM icermeyen SEDDS
formUlasyonlari, metanol, asetonitril, ¢ézinme hizi ve ex-vivo permeabilite
c¢alismasinda kullanilan alici hiicre ortamlarinda disperse edilerek HPLC'ye enjekte
edilmistir. EKM’ye ait piki belirlemek igin her bir ortamda hazirlanan EKM ¢ozeltisi
de HPLC'’ye enjekte edilmigtir. EKM ile ayni alikonma zamaninda pik olup olmadigi

kontrol edilmistir.

in situ intestinal perfiizyon ¢alismasinda kullanilan HPLC ydnteminin 6zginligin
gostermek icin ACN:Perflzat (9:1) ortami, bagirsak segmentinden toplanan serum
fizyolojik ve EKM icermeyen SEDDS formulasyonlari HPLC’ye enjekte edilmigtir.
EKM, ANT ve FK'ya ait pikleri belirlemek icin ACN:Perflizat (9:1) ortaminda
hazirlanan EKM, ANT ve FK ¢ozeltisi de HPLC’ye enjekte edilmigtir. EKM, ANT ve

FK ile ayni alikonma zamaninda pik olup olmadigdi kontrol edilmistir.
Duyarlilik ve saptama siniri

Analitik ydntem tarafindan saptanabilen en kiiglk etkin madde konsantrasyonu olan
LOD ve kantitatif olarak tayin edilebilen en kuguk etkin madde konsantrasyonu olan
LOQ EKM ve referans maddeler igin “Spektrofotometrik miktar tayini yontemi ve
validasyonu” ara bashgdinda ifade edildigi sekilde Es. 3.1 ve Es. 3.2 kullanilarak

hesaplanmistir.
Stabilite

Calisma suresi boyunca kullanilan EKM ¢6zeltisinin stabil oldugunu gostermek igin
metanol, asetonitril, %0,5 SLS c¢ozeltisi, %0,5 SLS igceren PBS tamponu
ortamlarinda 10 pg/mL konsantrasyonda, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda 16
pMg/mL konsantrasyonda EKM c¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 25 +
0,5°C ve 37 £ 0,5°C sicakliklarda tutulmustur. Cozeltiler hazirlandiktan hemen sonra
ve 24. saat sonunda HPLC’de analiz edilmis ve kalibrasyon denklemi yardimiyla

EKM miktarlari hesaplanmistir.
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in situ intestinal perflizyon galismasi icgin yapilan stabilite tayininde EKM, ANT ve
FK'nin ACN:Perfuzat (9:1) ortaminda 30 pg/mL konsantrasyonda c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 37°C  sicaklikta tutulmustur. Codzeltiler
hazirlandiktan hemen sonra ve 24. saat sonunda HPLC’de analiz edilmistir.

Kalibrasyon denklemi yardimiyla EKM ve referans madde miktarlari hesaplanmigtir.
3.2.3. SEDDS formiulasyon gelistirme ¢aligmalari

SEDDS formulasyon gelistirme galismalarinda ilk basamak olarak en uygun yag,
surfaktan ve kosurfaktan/kosolvani segmek igin yardimci maddelerde EKM
¢Ozunurlugu tayin edilmistir. EKM’'nin en yuksek ¢ozunurlik gosterdigi yardimci
maddeler ile tGg¢gen faz diyagramlari olusturulmustur. Uggen faz diyagramlarinin
yardimiyla uygun surfaktan:kosurfaktan (Smix) orani belirlenmistir. Deney tasarimi
kullanilarak optimum SEDDS formulasyon bilesimi secilmistir. Formulasyon
gelistirme calismalari kapsaminda yapilan bu ¢alismalar asagida ayrintili olarak

anlatilmigtir.

Cozunurlik calismasi

EKM’nin ¢6zunUrlGgu orta zincirli trigliserit, orta zincirli mono ve digliserit karisimi,
uzun zincirli mono ve digliserit karigsimi, propilen glikol yag asidi esteri, surfaktan ve
kosolvan gruplarinda belirlenmistir. Cozunurlik galismasinda kullanilan yardimci

maddeler ve HLB degerleri Cizelge 3.4’te sunulmustur (Singh ve digerleri, 2016).
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Cizelge 3.4. EKM ¢6zunUrlGgunun belirlendigi yardimci bilesenler

Sinif Ticari isim HLB degeri

Orta zincirli trigliserit Miglyol® 812 N >

Miglyol® 818 10

imwitor® 988 3-4

Orta zincirli mono ve digliserit karigimi imwitor® 948 3-4
Capmul® MCM C8 5-6

Uzun zincirli mono ve digliserit karigimi Maisine® !

Peceol® 1

Propilen glikol yag asidi esteri Miglyol® 840 5
Labrasol® ALF 12

Tween® 80 15
Siirfaktan Tween® 20 16,7

Kolliphor® RH40 15

Kolliphor® EL 13

Transcutol® HP -

Kosolvan PEG 400 =

Propilen glikol -

Calismada her bir yag, surfaktan ve kosolvandan 3 g igeren flakona fazla miktarda
EKM ilave edilmistir. Her bir flakon vortekslendikten sonra karisimlar 25 + 0,5°C'deki
su banyosunda 72 saat karistinimistir. Karisimlar 5000 rpm'de 15 dakika santrifij
edildikten sonra sipernatandan 20 yL alinarak tartiimistir (Bektas, 2019) . Tartim
islemi, kullanilan yardimci maddelerin viskoz yapisi nedeniyle, pipette kalan
kisimdan kaynaklanan standart sapmaylr en aza indirmek ig¢in yapilmistir.
Formulasyon geligtirme ve hazirlama g¢alismalarinin tamaminda agirlik Gzerinden
gidilmigtir. Tartilan bu kisim kalibrasyon aralidina gére metanol ile seyreltimis ve
vortekslenmistir. Hazirlanan oérnekler 0,45 um membran filtreden viallere suzllerek

HPLC ile analiz edilmigtir. C6zunUrllik ¢aligmasi 3 paralel olarak gergeklestirilmistir.

Ucgen faz diyagramlarinin olusturulmasi

C6zunurlik galismasindan hareketle segilen EKM’nin ylksek ¢oézunurlik gosterdigi
yaQ, sUrfaktan ve kosurfaktan/kosolvan ile kendiliinden emulsifikasyon alanini

tayin etmek, en buyuk nanoemulsiyon alanini saglayan Smix oranini ve optimum yag,
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surfaktan ve kosurfaktan/kosolvan miktarini belirlemek icin Gdg¢gen faz diyagramlari

kullaniimigtir (Akartas ve Karasulu, 2020).

Smix oranini belirlemek i¢in 1:1, 2:1, 3:1, 4:1 olmak tzere dort farkl oran ¢calisiimistir.
Her Smix orani igin, secilen yag ile surfaktan ve kosurfaktanin 9:1 ile 1:9 arasindaki

oranlarda karigimlari kullanilmigtir. Karigimdaki yardimci madde miktarlari Cizelge

3.5'te sunulmustur.

Cizelge 3.5. Uggen faz diyagrami yardimci madde miktarlari

Smix 11 2:1 3:1 4:1
< c < c
| § |8, &£ | & £ | & £ | & £
9:1 90 5 5 6,7 3,3 7,5 25 8 2
8:2 80 10 10 13,3 6,7 15 5 16 4
7:3 70 15 15 20 10 22,5 7,5 24 6
6:4 60 20 20 26,7 13,3 30 10 32 8
5:5 50 25 25 33,3 16,7 37,5 12,5 40 10
4:6 40 30 30 40 20 45 15 48 12
3.7 30 35 35 46,7 23,3 52,5 17,5 56 14
2:8 20 40 40 53,3 26,7 60 20 64 16
1:9 10 45 45 60 30 67,5 22,5 72 18

Karisimlar gerekli miktarda yardimci bilesenlerin tartilarak flakonlara ilave edilmesi
ve homojen karisim saglanincaya kadar manyetik karistirici Uzerinde karistiriimasi
ile hazirlanmigtir. Karigimlar bulaniklik elde edilene kadar su ile titre edilmigtir.
Titrasyon 6ncesi ve sonrasi flakonlar tartilarak titrasyon igin harcanan su miktari
belirlenmistir. Su, yag, sUrfaktan ve kosurfaktan ylzdeleri hesaplanarak li¢gen faz
diyagramlari olusturulmustur. Nanoemdulsiyon alani veya emulsifikasyon bolgesi
olarak ifade edilen berrak alan Uggen faz diyagramlar ile belirlenmigtir. Dort farkl
Smix oranina ait emdulsifikasyon bdlgeleri incelenerek en blyuk alan saglayan oran

belirlenmis ve sonraki ¢alismalarda bu oran kullaniimistir.

Faz diyagramlari Microsoft Visual Basic programlama dili kullanarak gelistiriimis faz

diyagrami olusturma programi ile ¢izilmistir (Ege, Karasulu ve Guneri 2004). Veri
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olarak formulasyondaki yag, surfaktan:kosurfaktan ve su ylzdeleri programa girilir
ve faz diyagrami otomatik olarak olusturulur. Belirlenen bdlge, agirlik merkezi

program tarafindan belirlenen nanoemdlsiyon alanidir (Akartas ve Karasulu, 2020).

Nanoemudlsiyon alani igerisinde optimum formulasyon bilesimini belirlemeye yonelik
calismalar yuratalmustar. Optimum formulasyon bilesimini belirlemek i¢in tg¢gen faz
diyagramlarinin agirlik merkezi etrafinda noktalar secilmistir. Bu oranlarda
hazirlanan karisimlar bir bardak su hacmine denk olacak sekilde 1:250 oraninda
distile su ile seyreltimis, damlacik boyutu ve polidispersite indeksi (PDI)
Olctimustir. Optimum formulasyona ait yag, surfaktan ve kosurfaktan ylzdelerinin
belirlenmesi icin rastgele belirlenen sayisiz nokta yerine deney tasarimi kullanmanin

daha uygun olacagi dusunulmustar.

Deney tasarimi ile optimum formiilasyon bilesiminin belirlenmesi

Optimum formalasyon bilesimini belirlemek icin Box-Behnken deney tasarimindan
(BBD) vyararlanilmistir. Deney tasarimi igin Design Expert® V11 yazihimi
kullanilimistir. Tasarimda formulasyon bilesenleri (yag, surfaktan ve kosurfaktan)
bagimsiz degisken (faktér), damlacik boyutu ve PDI bagimli degisken (yanit) olarak
secilmistir. Bu sayede yag, surfaktan ve kosurfaktan miktarindaki artis veya azalis
ile formulasyonun in vitro ve in vivo performansi Uzerinde etkili olan damlacik boyutu

ve PDI'nin nasil degistigi incelenmisgtir.

BBD’de Uretilen deneysel noktalarin emilsifikasyon alani iginde olmasi
gerektiginden nanoemulsiyon bolgesinin sinirlart Gg bagimsiz degiskenin araligini
tanimlamak igin kullaniimistir (Zhu, Hong, Liu ve Pei, 2009). BBD’de bagimsiz
degiskenler igin alt (-1 olarak kodlanir), orta (O olarak kodlanir) ve Ust (1 olarak
kodlanir) olmak Gzere Ug seviye tanimlanir. BBD’de bagimsiz degiskenlerden birinin
degeri merkez degderde sabitlenirken (6rnegin kosurfaktan, orta deger (0)) diger
bagimsiz degiskenlerin (yag ve surfaktan) tium seviyelerinin kombinasyonlari
uygulanir ve ayni islemler diger bagimsiz degiskenler icin de uygulanir. Ug faktorli

BBD duzeni Cizelge 3.6’da gdsterilmigtir.
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Siralama Bagimsiz degisken 1 Bagimsiz degisken 2 Bagimsiz degisken 3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Geligtiriimesi amacglanan SEDD sistem LTFC’ye goére Tip llIB sinifina aittir. Bu

sistemler %20’den az yag icermektedir (Pouton, 2006). Bu amacla BBD’de yag Ust

degeri %20 olarak belirlenmistir. Bagimsiz degiskenler igin alt, orta ve Ust degerler

ve optimum formulasyon igin istenen dzellikler Cizelge 3.7°de sunulmustur.

Cizelge 3.7. BBD kullanilan bagimsiz ve bagimli deg@iskenler

3 L. . Alt deger  Orta deger Ust deger
Bagimsiz degisken | Birim (_1)9 ©) 9 (+1)g
Yag miktari (Imwitor® 988) g 0,080 0,140 0,200
Stirfaktan miktari (Kolliphor® RH40) g 0,640 0,688 0,736
Kostirfaktan miktar (Labrasol® ALF) g 0,160 0,172 0,184
Bagimh degisken  Yanit
Damlacik boyutu (nm) | <100
PDI <0,2

Design Expert® programi tarafindan t¢ degiskenli (yag, strfaktan, kosUrfaktan), i

seviyeli (alt, orta ve Ust deger), Ug¢ orta deger tekrarli BBD verileri ile 15 formulasyon

olusturulmustur (Cizelge 3.8). Formulasyonlardaki her bir bilesen tartimis ve

homojen oluncaya kadar karigtirilarak hazirlanmigtir. Bu formulasyonlar 1:250
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oraninda su ile seyreltimis ve nanoemdulsiyon olugsmasi saglanmistir.
Nanoemdlsiyonlarin damlacik bayuklugu ve PDI degerleri Malvern Zetasizer Nano

ZS ile dl¢tlmastar.

Cizelge 3.8. Design Expert® programi tarafindan olusturan on bes formilasyon

Formiilasyon imwitor® 988 (A) Kolliphor® RH40 (B) Labrasol® ALF (C)
1 8 64 17,2
2 20 64 17,2
3 8 73,6 17,2
4 20 73,6 17,2
5 8 68,8 16
6 20 68,8 16
7 8 68,8 18,4
8 20 68,8 18,4
9 14 64 16
10 14 73,6 16
11 14 64 18,4
12 14 73,6 18,4
13 14 68,8 17,2
14 14 68,8 17,2
15 14 68,8 17,2

Formulasyonlara ait damlacik buyukligu ve PDI 6lgim sonuglari programa girilerek
bagimsiz degiskenler ve yanitlar arasinda matematiksel denklemler ve modeller

elde edilmistir.

BBD’de lineer, 2FI (two-factor interaction, ikili etkilesim), kuadratik (ikinci derece)
modeller mevcuttur. Bagimsiz degdiskenler ve yanitlar arasindaki iliskinin belirtilen
modellerden hangisine uydugu incelenmistir. Bu amacgla modele uyumun
istatistiksel anlamlilgi R?, varyans analizi (ANOVA) ve uyum eksikligi testi (lack of

fit) ile degerlendirilmistir.

Kuadratik modelde ¢ badimsiz degiskenin optimum dederini tahmin etmek igin
ikinci dereceden polinom denklem modeli kullaniimaktadir. BBD’de kullanilan
genellestiriimis ikinci dereceden polinom modeli Es. 3.3 kullanilarak ifade
edilmektedir (Igbal, Bakar, Toemen, Razak ve Azelee, 2020).

Y= B+ Z BiX; + Z BuX? + Z BijXiX; (3.3)
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Y: Bagimli degisken icin tahmin edilen yanit

1,2, 3

j01,2,3

Bo: Kesisim regresyon katsayisi

Bi: Dogrusal etki igin regresyon katsayisi

Bii: Ikinci derece etki igin regresyon katsayisi

Bii: iki degiskenin etkilesimi icin regrasyon katsayisi
Xi: Bagimsiz degigken

Xj: Bagimsiz degisken

Uygun model belirlendikten sonra bagimsiz degiskenlerden hangilerinin bagimli
degiskenler Gizerindeki etkisinin anlamh oldugunu belirlemek igin Design Expert®
programi tarafindan yapilan ANOVA sonucu deg@erlendirilmistir. ANOVA kaynak
(varyasyonun kaynagi), serbestlik derecesi (degree of freedom, df), kareler toplami
(sum of squares, SS), kareler toplaminin serbestlik derecesine bolumu olan kareler
ortalamasi (mean square, MS), F degeri ve p olasilik degerini icermektedir.

Anlamlilik duzeyi a = 0,05 kabul edilmistir.

Optimum SEDDS formiilasyon bilesimi Design Expert® programinin sayisal
optimizasyon 06zelligi kullanilarak belirlenmistir. Bagimsiz degiskenler ve bagimli
degiskenler igin hedef Ozellikler programa girilmistir. Hedef Ozellikleri saglayan
bagimsiz ve tahmin edilen bagiml degisken sonuglari Design Expert® programi
tarafindan ¢6zim olarak listelenmistir. Coztmlere ait arzedilebilirlik degeri (istenilen
hedefe ulasma) ve Smix oranina bakilarak, bagimsiz degisken miktarlari secilmistir.
Bu miktarlarda hazirlanan SEDDS formulasyonu kesinlegtiriimemis optimum
formilasyon olarak tanimlanmistir. Bu formulasyona ait tahmin edilen damlacik
boyutu ve PDI degerlerinin %95 glven araliklari belirlenmigtir. Kesinlestiriimemis
optimum formulasyon hazirlanarak deneysel olarak damlacik boyutu ve PDI élgimu
gergeklestirilmistir. Olglim sonuglarinin %95 giiven arahg: icerisinde olmasi durumu

incelenerek optimum bilesim kesinlestirilmistir.

Tez calismasi kapsaminda EKM yukli SEDDS formulasyonu gelistirmeye ek olarak
in vitro, ex-vivo ve in situ ¢alismalarla uzun ve orta zincirli yag fazi iceren SEDD

sistemleri, yuksek ve duslUk oranda yag iceren formulasyonlar karsilastirmak,
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kosurfaktan yerine kosolvan kullanimini, kosolvan miktarini ve sindirilebilir srfaktan
etkisini incelemek de amaglanmistir. BBD ile belirlenen optimum SEDDS
formUlasyon bilesiminden yola ¢ikarak g farkli formUlasyon daha gelistirilmistir. Bu
formUlasyonlara ek olarak, arastirma grubumuzda yUratilen doktora tez ¢alismasi
kapsaminda gelistirilen SEDDS formulasyonu da kullaniimistir (Yilmaz-Usta, 2022).
Bu formullasyon wuzun zincirli yag ve ylksek konsantrasyonda surfaktan
icermektedir. Uzun zincirli yad ve surfaktan miktarinin formulasyon lipolizi ve EKM
permeabilitesine etkisini incelemek igin kullaniimigtir. Formulasyonlara ait yardimci

maddeler ve formulasyonlarin gelistiriime amaglari Cizelge 3.9’da sunulmustur.



Cizelge 3.9. Geligtirilen SEDDS formulasyonlarin bilesenleri

Formiilasyon Yag Miktar (%) Sirfaktan Miktar (%) Kosiirfaktan/kosolvan Miktar (%) Shix
F12 imwitor® 988 14 Kolliphor® RH40 68,8 Labrasol® ALF 17,2 4:1
F2b imwitor® 988 14 Kolliphor® RH40 68,8 Transcutol® HP 17,2 4:1
F3c Maisine® 10,1 Kolliphor® RH40 80,9 Labrasol® ALF 8,9 9:1
F4d imwitor® 988 14 Tween® 80 68,8 Labrasol® ALF 17,2 4:1
F5e imwitor® 988 40 Kolliphor® RH40 30 Transcutol® HP 30 1:1

: BBD kullanilarak gelistirilen formiilasyon

: Kosturfaktan yerine ayni miktarda kosolvan kullanimini incelemek igin gelistirilen formiilasyon

¢: Arastirma grubumuzda yUiritilen doktora tez ¢calismasi kapsaminda gelistirilen SEDDS formilasyonu

Q

()

: Sindirilebilir stirfaktan kullanimini incelemek icin gelistirilen formilasyon

: Yiksek miktarda yag ve kosolvan miktarini incelemek igin gelistirilen formilasyon

6.
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SEDD sistemlerde eksemestan ¢co6zunurligunin saptanmasi

BBD ile elde edilen optimum F1 formuilasyonu ve diger formulasyonlarin ilag
yukleme kapasitesi belirlenmistir. Fazla miktarda EKM (75 mg) bos SEDDS
formUlasyonlarini (2 g) iceren cam flakona eklenmis ve vortekslenmistir. Karigimlar
3 dk ultrasonik su banyosunda sonikasyona tabi tutulduktan sonra 37 + 0,5°C
sicakliktaki su banyosunda 72 saat karistinlmigtir. Karisgim 15000 rpm,
37 £ 0,5°C’de 30 dk santriflj edilmigtir. Stpernatan, kalibrasyon dogrusunun
konsantrasyon araligi dikkate alinarak metanol ile seyreltiimis ve vortekslenmistir.
Dilusyonlar 0,45 ym membran filtreden stzuldukten sonra HPLC ile analiz edilmistir.
Analiz sonuglarina goére formulasyonlara yuklenecek EKM miktarina karar

verilmistir.

Eksemestan yiukli SEDDS hazirlanmasi

EKM yUkli SEDDS hazirlamak igin belirlenen miktarda yag, surfaktan ve
kosurfaktan/kosolvan tartilmis ve homojen oluncaya kadar karistiriimistir. Bu
karisima 15 mg/g olacak sekilde EKM ilave edilmistir. Vorteks ve sonikasyon
islemlerinden hemen sonra karisimlar 37 + 0,5°C'de 24 saat boyunca su

banyosunda karistiriimigtir.

3.2.4. Geligtirilen SEDD sistemlerde yapilan karakterizasyon galigmalari

Damlacik boyutu ve PDI

EKM igermeyen ve EKM yikli SEDD sistemler hafif karigtirma altinda 1:250
oraninda 25°C deiyonize su ile seyreltilerek emiulsiyon damlaciklarin olugumu
saglanmistir. Emdlsiyonlarin damlacik boyutu ve PDI'si, dinamik 1sik sacgilim
yontemine gore Malvern Zetasizer Nano ZS ile dlgulmuastir. Formulasyonlarin zeta
potansiyel degeri kullanilan yag, strfaktan ve kosurfaktan/kosolvan yukine bagli
olarak degisebilir. Gelistirilen formulasyonlarin buydk g¢ogunlugu noniyonik
surfaktandan olustugu icin yapilan 6n ¢alismalarda zeta potansiyel degerinin sifira

oldukga yakin oldugu gézlenmistir. SEED sistemin in vivo ortamda hizlica emulfiye



81

olmasi ve emiliminin gerceklesmesi nedeniyle zeta potansiyel degerlendirmesi

yapilmamistir (Yilmaz-Usta, 2022).

Seyreltme ve pH’a karsi dayaniklilik

Seyreltme ve pH'a kargi dayanikhligi degerlendirmek i¢in etkin madde icermeyen
ve EKM yulkla SEDDS, distile su, pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlarinda 1:50, 1:100, 1:250
ve 1:500 oraninda dilie edilmistir (Nasr ve digerleri, 2016). pH 1,2 ve pH 6,8
ortamlarinin igerikleri Cizelge 3.10’da gdsterilmistir. Olusan damlaciklarin boyutu ve
PDI 6lgimleri Malvern Zetasizer kullanilarak yapiimistir. Ek olarak seyreltmeler etkin

madde ¢dkmesi, bulanma ve faz ayrismasi gdézlenmesine gore degerlendirilmistir.

Cizelge 3.10. pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlari

pH 1,2 tamponu

NaOH 29

Derisik HCI 7 mL

Distile su ym 1000 mL
pH 6,8 tamponu

KH,PO, ¢ozeltisi (0,2M) 250 mL

NaOH ¢ozeltisi (0,2M) 112 mL

Distile su ym 1000 mL

Kendiliginden emulsifikasyon etkinligi

SEDD sistemin disperse olabilme ¢alismasi olarak da bilinen kendiliginden
emulsifikasyon etkinligi icin, etkin madde icermeyen ve EKM yuklu formulasyonlar
hafif kanigtirma altinda 37°C distile suya 1:500 oraninda ilave edilmigtir. Hafif
kanigtirma 50 rpm’de donen manyetik karistirict ile saglanmistir. Hazirlanan
formuUlasyonlar emulsiyonun son gérinimune gore gorsel olarak degerlendirilmigtir.
Gorsel degerlendirme icin asagidaki siniflandirma sistemi kullaniimistir (Khoo,

Humberstone, Porter, Edwards ve Charman, 1998):

e Sinif A: Berrak veya mavimsi bir gérinume sahip olan ve 1 dakika icinde
hizla olusan emdulsiyonlar.
e Sinif B: Hizla olusan, biraz daha az berrak veya mavimsi beyaz bir gérinime

sahip emdulsiyonlar
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e Sinif C: Homojen sutsl gorunise sahip 2 dakika iginde olusan emulsiyonlar

e Sinif D: 2 dakikadan uzun emulsifikasyon suresi ve hafif yagh gérinume
sahip, donuk, grimsi beyaz renkteki emulsiyonlar

e Sinif E: Zayif veya minimum seviyede emulsifikasyona sergilemesi nedeniyle

yuzeyinde buyuk yad damlaciklari bulunan formulasyonlar

Kendiliginden emulsifikasyon zamani

SEDD sistemlerde seffaf homojen sistem elde edilinceye kadar gecen stlre
kendiliginden emiilsifikasyon zamani olarak tanimlanmaktadir. Etkin madde
icermeyen ve EKM yuklu formulasyonlar 50 rpm karistirma hizinda 37°C distile suya
1:250 oraninda ilave edilmistir. Emulsiyon olusumu igin gegen sure kronometre

yardimi ile tespit edilmistir (Basalious, Shawky ve Badr-Eldin, 2010).

%Transmittans

Kendiliginden emulsifikasyon etkinligi ile formulasyonlarin gérsel degerlendirmesine
ek olarak %Transmittans 6lcumu yapilmistir. SEDDS formulasyonlari 50 rpm'de
37°C distile su ile 250 kat seyreltiimigtir. Olusan sistemin %Transmittansi kore
(distile su) kars1 650 nm dalga boyunda UV spektrofotometre ile dlgilmustir (Yeom
ve digerleri, 2015).

Morfoloji

Distile su ile 1:250 oraninda seyreltiimis 10 yL formilasyon ve 10 pL %1 a/h
fosfotungstik asit ¢ozeltisi 25°C'de 5 dakika bakir grid Gzerine birakilmig ve enaz 5
dakika boyunca kurutulmustur. EKM yukld SEDDS formulasyonlarinin morfolojisi
FEI, Tecnai, G2 Spirit transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak
degerlendiriimigtir. Elde edilen goruntulerdeki emulsiyon damlaciklarinin boyutlari
ImageJ® programi kullanilarak hesaplanmistir. Malvern Zeta Sizer damlacik boyutu

Olcim sonuglari ile karsilastiriimistir.
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Viskozite

SEDDS formulasyonlarin viskozite dlgumleri Brookfield DV3 rotasyonel donen mil
viskozimetresi kullanarak 25°C'de artan kayma hizlarinda yapilmigtir. Cihazin
yazilim programi Rheocalc V2.4 ile kayma hizina karsi kayma gerilimi grafikleri
cizilmistir (Celik-Tekeli, 2020). Grafiklerin egiminden viskozite degerleri mPa.s
(centiPoise) olarak hesaplanmigtir. Olglim igin su ile seyretimemis 0,5 mL SEDD

sistem ve spindle CPE-52 kullaniimigtir.
FT-IR analizi

Saf EKM'nin, formulasyonda kullanilan yag, surfaktan ve kosurfaktan/kosolvanin,
etkin madde icermeyen ve EKM yukli SEDDS formulasyonlarin FT-IR analizi elmas
ylizeye damlatarak 4000-650 cm™? araliginda Perkin Elmer Spectrum

spektrofotometresi ile gergeklestiriimistir (Bravo-Alfaro ve digerleri, 2022).

Termodinamik stabilite calismalari

SEDD sistemlerin termodinamik stabilitesini arastirmak igin EKM yUklu
formuUlasyonlar G¢ dongl boyunca isitma-sogutma, santriflij ve ¢ déngu boyunca

donma-¢6zme islemlerine maruz birakilmistir.

Isitma-sogutma dongusu i¢in formulasyonlar her sicaklikta 48 saat olmak Uzere 4°C
ve 45°C sicakliklara 3 dongu olarak maruz birakilmigtir. Isitma-sogutma
dongusunden gegen formulasyonlar 3500 rpm’de 30 dakika santrifij edilmistir.
Donma-¢ézme doéngusu igin formualasyonlar her sicakhkta 48 saat olmak Uzere
-20°C ve 25°C sicaklhklara 3 doéngu olarak maruz birakimistir (Reddy ve
Gubbiyappa, 2022).

Formulasyonlar 1sitma-sodutma dongusu, santriflj ve donma-¢bézme dongusu
sonunda faz ayrimi ve ilag ¢dkmesi gibi gorsel olarak, damlacik boyutu ve PDI
acgisindan degerlendiriimistir. Damlacik boyutu ve PDI olgumleri Bolum 3.2.4.
Damlacik boyutu ve PDI ara basliginda anlatiidigi sekilde 3 paralel olarak

gergeklestiriimistir.
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Uzun donem stabilite calismalari

EKM yukla SEDDS formulasyonlari 5 + 3°C/ortam nemi, 25 £ 2°C/%60 + 5 bagil
nem (BN) ve 40 + 2°C/%75 £ 5 BN olmak uzere 3 farkli kosulda 12 ay saklanarak
kimyasal ve fiziksel stabilite agisindan degerlendirilmistir. Baslangi¢ ve saklama
suresi boyunca 1, 3, 6 ve 12. ayda gorunus, etkin madde miktar tayini, damlacik
boyutu ve PDI agisindan incelenmigtir. Damlacik boyutu ve PDI dlguimleri Bolum
3.2.4. Damlacik boyutu ve PDI ara bagliginda anlatildigi sekilde 3 paralel olarak
gerceklestiriimistir. Etkin madde miktar tayini igin 3 farkli saklama kosulunda
bulunan SEDDS formiilasyonlarindan 100 pL érnek alinarak tartilimigtir. Ornekler
kalibrasyon araligina gore metanol ile seyreltmis ve vortekslenmigtir. Hazirlanan
ornekler 0,45 ym membran filtreden viallere stzilerek HPLC ile analiz edilmistir.

Etkin madde miktar tayini calismasi 3 paralel olarak gerceklestiriimistir.
3.2.5. in vitro ¢6ziinme hizi galigmalari

in vitro ¢oziinme hizi galismalari referans tablet (Aromasin® 25 mg kapli tablet),
bilesimleri Cizelge 3.9’da sunulan F1, F2, F3, F4 ve F5 formulasyonlari ile EKM igin
FDA c¢6zinme hizi veri tabaninda 6nerilen in vitro ¢ézinme hizi yontemi (sepet
yontemi) ve kosullarinda, %0,5 SLS c¢o6zeltisi, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda
Agilent 708-DS c¢ozinme hizi cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. in vitro

¢ozinme hizi yontemi ve kosullari Cizelge 3.11’de sunulmustur.

Cizelge 3.11. In vitro ¢dziinme hizi yontemi

Yéntem | USP Cihaz | (Sepet yontemi)
Hiz | 100 rpm
Coziinme ortami | %0,5 SLS ¢ozeltisi, FaSSIF, FeSSIF
Ortam hacmi | 900 mL
Ornek alma noktalan | 5, 10, 20, 30, 45, 60 ve 90. dk
Sicaklik | 37 £ 0,5°C
Analiz yéntemi | HPLC
Dalga boyu | 250 nm
Tablet - kapsiil sayisi | 3
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Biyouyumlu ortamlarin hazirlanmasi Uretici firma Biorelevant'in talimatlar
dogrultusunda yapilmigtir (Biorelevant, 2023). Coziunme hizi g¢alismasinda

kullanilan ortamlar ve hazirlama kosullari Cizelge 3.12’de gosterilmigtir.

Cizelge 3.12. Cozunme hizi galismasinda kullanilan ortamlar ve hazirlaniglar

Ortam ve igerigi Hazirlanig
%0,5 SLS cozeltisi Gerekli miktar SLS 1000 mL distile su igerisinde ¢dziiniinceye kadar
SLS 59 karigtiriimigtir.
Distile su ym 1000 mL
FaSSIF Sodyum hidroksit, sodyum fosfat monobazik dihidrat, sodyum klortr
NaOH 042 g?r?kll ..ml!ftarda .t.artllrn.|§ ve’ 900 mL dIStI!e. su igerisinde
¢ozUnmustir. Bu ¢ozeltinin pH'1 dlgllerek gerekli ise 1 M sodyum
NaH2P0O4.2H,0 24749 hidroksit veya 1 M hidroklorik asit gézeltisi ile pH 6,5’e ayarlanmistir.
NaCl 6,19 g Tampon hacmi 1 L'ye distile su ile tamamlanmistir. SIF tozundan
SIE tozu 2,244 gerekli mlkfar tgrtllarak FaSSIF tamponunda ¢éziinmusgtur. |ki saat
bekleme suresinden sonra kullaniimigtir.
Distile su ym 1000 mL
EeSSIF Sodyum hidroksit, glasiyel asetik asit, sodyum Kklorir gerekli
NaOH 404 miktarda tartiimis ve 900 mL distile su igerisinde ¢ézinmustur. Bu
a e ¢ozeltinin pH'1 dlcllerek gerekli ise 1 M sodyum hidroksit veya 1 M
Glasiyel CH;COOH 8,659 hidroklorik asit gézeltisi ile pH 5’e ayarlanmistir. Tampon hacmi 1
NaCl 11,87 g L'ye distile su ile tamamlanmistir. SIF tozundan gerekli miktar
SIF tozu 112 g tairtlla.rak FeSSIF tamponunda c¢ozinmustir. lki saat bekleme
suresinden sonra kullaniimistir.
Distile su ym 1000 mL

C6zunme hizi ortamlari cihaza ait cam kaplara doldurulmus ve 37 + 0,5°C sicakliga
cihaz tarafindan isitiimistir. F1, F2, F3, F4 ve F5 formulasyonlari 1 g tartilarak 00el
sert jelatin kapsillere (Capsugel®) mikropipet yardimiyla konulmustur. Referans
tablet ve kapsuller sepetlere yerlestiriimis ve sepetler cam kabin tabanindan 2,5 cm
yuksekte olacak sekilde ayarlanarak g¢alisma baslatiimistir. Calisma suresince 5,
10, 20, 30, 45, 60 ve 90. dakikalarda ¢b6zunme ortamindan 5 mL 6rnek 0,45 pm
membran filtreden viallere suzulerek alinmigtir. Alinan her 6rnek igin 5 mL ¢alisilan
¢bziinme ortami ilave edilmistir. Ornekler Bolim 3.2.2 Cizelge 3.1'de sunulan
kosullar kullanilarak HPLC’de analiz edilmigtir. Zamana karsi1 %kumdalatif ¢éztnen

EKM miktar grafiklenmistir.

Geligtirilen formulasyonlarin referans tablet ile gozunme hizi profillerinin benzerligi
benzerlik etkeni (f2 testi) kullanilarak degerlendirilmistir. Benzerlik etkeni asagida

verilen Es. 3.4 kullanilarak hesaplanmistir.
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100

J1+E5,® -1y

fo = 50.log

(3.4)

Rt: Referans Grin igin %c¢6zinen EKM
Tt Gelistirilen formulasyon i¢in %¢6ziinen EKM

n: Ornek alma zaman noktasi sayisi (n=7)
3.2.6. in vitro lipoliz galigmalari

in vitro lipoliz calismasi termostatli bir cam deney haznesi, karistirici, pH elektrodu
ile donatilmig ve Tiamo V2 yazilimi ile kontrol edilen pH-stat ototitrator Titrando 902,
Metrohm® cihazi kullanilarak gergeklestiriimistir. in vitro lipoliz caligmasi ile referans
tablet, icerikleri Cizelge 3.9'da verilen F1, F2, F3, F4 ve F5 formulasyonlarinin
sindirimi incelenmistir. in vitro lipoliz calismasina ait kosullar Cizelge 3.13'te

sunulmustur.

Cizelge 3.13. in vitro lipoliz calisma kosullari

Yéntem | pH-stat lipoliz ydntemi
Hiz | 100 rpm
Ortam | Lipoliz ortami
Ortam hacmi | 40 mL
Ornek alma noktalari | 0, 15, 30, 45, 60 ve 90. dk
Sicaklik | 37 £ 0,5°C
Analiz yéntemi | HPLC

Dalga boyu | 250 nm

Lipoliz ortami, SIF tozunun 3 mM sodyum taurokolat ve 0,75 mM fosfolipit icerecek
sekilde lipoliz tamponu igerisinde ¢dzUnmesiyle hazirlanmistir (Yilmaz-Usta ve

digerleri, 2022). Lipoliz ortam bilesimi Cizelge 3.14’te sunulmustur.
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Cizelge 3.14. Lipoliz ortami bilesenleri

Lipoliz ortami Hazirlanig
NaOH 10,5 mM Sodyum hidroksit, sodyum fosfat monobazik dihidrat, sodyum kloriir
NaH,P0O,.2H,0 29 mM ve kalsiyum klorir dihidrat gerekli miktarda tartiimis ve hazirlanmak

istenen hacimdeki distile suyun bir kisminda ¢dziunmustur. Bu

NaCl 106 mM ¢ozeltinin pH'1 dlgllerek gerekli ise 1 M sodyum hidroksit veya 1 M

CaCl,.2H,0 1,4mM hidroklorik asit ¢ozeltisi ile pH 6,5’e ayarlanmistir. Lipoliz tamponu

Sodyum taurokolat 3mM distile su ile istenen hacme tamamlanmistir. SIF tozundan gerekli

Fosfolipit 0,75 mM miktar tartilarak lipoliz tamponunda ¢dziinmistiir. iki saat bekleme
siresinden sonra kullaniimistir.

pH 6,5

Pankreatik lipaz igin domuz pankreasindan elde edilen pankreatin, denatlirasyonu
engellemek adina deneyden hemen 6nce 800 USP/mL aktiviteye sahip olacak
sekilde hazirlanmistir (Christophersen ve digerleri, 2014). Pankreatinden 2 gram
tartlarak 6 mL SIF tozu icermeyen lipoliz tamponunda slUspande edilmigtir.
Suspande karisim 4°C sicaklik 4000 rpm’de 15 dakika santriflj edilmistir. Lipoliz

¢alismasinda kullanmak Uzere stipernatandan 4 mL alinmistir.

36 mL lipoliz ortami cihaza ait cam deney haznesine doldurulmus ve cihaz
tarafindan 37 £ 0,5°C sicakliga isitilmistir. 15 mg EKM iceren 1 g F1, F2, F3, F4,
F5 formdlasyonlari ve referans tablet lipoliz ortamina ilave edilmis ve 15 dakika
boyunca disperse edilmistir. Lipoliz ortamina 4 mL pankreatin ¢ozeltisi eklenerek
lipoliz baslatiimistir. Formulasyonun lipolizi sonucu aciga c¢ikan yag asitleri
ototitrator tarafindan 0,4 M NaOH ile otomatik titre edilerek ortam pH’1 6,5'te
tutulmustur. Harcanan NaOH miktari kaydedilmis ve lipoliz oraninin
hesaplanmasinda kullaniimistir. Lipoliz orani asagida verilen Es. 3.5’e gore

hesaplanmistir.

Vnaor X Myaon
Formiilasyondaki teorik yag asidi

Lipoliz orant (%) =
(3.5)

VNaoH: Lipoliz boyunca harcanan NaOH hacmi (mL)

Mnaon: Kullanilan NaOH molaritesi

Formulasyondaki teorik yag asidi, kullanilan yardimci maddeye ait teknik veri
dosyasinda belirtilen ortalama sabunlasma dedgeri kullanilarak hesaplanmistir
(Arnold, Imanidis ve Kuentz, 2012).
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Lipoliz ortamindan 0. dakikada (lipoliz baglangicindan hemen 6nce), 15, 30, 45, 60
ve 90. dakikalarda 1 mL érnek alinmistir. Orneklere 10 uL enzim inhibitérii olan 1 M
4-bromobenzilboronik asit (4-BPB) eklenerek ileri lipoliz engellenmistir (William ve
digerleri, 2012a). 1 M 4-BPB c¢dzeltisi 0,5 g 4-BPB’nin 5 mL metanol iginde
¢oziinmesi ile hazirlanmistir. Ornekler, formilasyon sindirimi sirasinda olusan
fazlarin analizi (sulu faz ve pellet faz) ve ilag geri kazaniminin incelenmesi igin
kullaniimigtir. Alinan érneklerin hazirlanmasi ve analizi ‘Faz dagilimi ve 6rnek

analizi’ ara basliginda ayrintili olarak anlatiimistir.

Lipoliz ortamindaki sodyum taurokolat ve fosfolipitten kaynaklanan arka plan lipolitik
aktiviteyi belirlemek i¢in formalasyon olmadan in vitro lipoliz galismasi yarutalmustar
(Christophersen ve digerleri, 2014). Tim calismalar 3 paralel olarak

gerceklestiriimistir.

Faz dagilimi ve ornek analizi

ileri lipolizi inhibe edilmis 6rnekler 15000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmistir.
Santrifuj sonucu 6rnek Ustte kalan sulu faz (AP) ve ¢dken pellet faza (PP) ayriimistir.
AP baska bir eppendorf tlipte toplanarak PP’den uzaklastiriimistir. AP kalibrasyon
araligina gore asetonitril ile seyretimis ve vorteklenmigtir. Dille AP tekrar 15000
rom’de 15 dakika santrifljlenmis ve ardindan 0,45 pm membran filtreden viallere
suzulmagtur. AP’deki EKM miktari Bolum 3.2.2 Cizelge 3.1’de sunulan kosullar
kullanilarak HPLC’de analiz edilmistir. Zamana karsi sulu faz %EKM miktari ve

lipoliz sonunda sulu faz EKM miktari grafiklenmistir.

AP’nin eppendorf tipten uzaklastirimasi PP’deki EKM miktarinin analizi igin
onemlidir. AP dikkatlice uzaklastirildiktan sonra tupte kalan PP’ye 1,4 mL asetonitril
eklenmistir. PP’de ¢Okmus halde bulunan EKM'i tam olarak ¢dzmek igin tup
vortekslenmis ve ultrasonik su banyosunda 15 dakika sonikasyona tabi tutulmustur.
EKM hari¢ ¢dzinmeyen maddeleri uzaklastirmak i¢in 15000 rpm’de 15 dakika
santrifijlenmistir. Stipernatan 0,45 um membran filtreden viallere stzulmus ve
HPLC ile Bélum 3.2.2 Cizelge 3.1’de sunulan kosullar kullanilarak analiz edilmistir.
SEDDS formulasyonlari igin lipoliz sonunda pellet faz %EKM miktari grafiklenmigtir.
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3.2.7. Ex-vivo permeabilite caligmasi

in vitro lipoliz galismasinda absorpsiyon basamagi bulunmamaktadir. Yapilan son
calismalar permeabilite adimi ile birlestirilen lipoliz c¢alismalarinin LTF’lerin
geligtiriimesi ve absorpsiyon tahmini icin daha tutarli veriler saglayan sistemler
oldugunu gOstermistir. Bu bilgilerden yola c¢ikarak EKM yukli SEDDS
formuUlasyonlarinin, permeabilite adimi igeren lipoliz duzeneginde incelenmesi igin
in vitro lipoliz galismasi, ex-vivo permeabilite yontemiyle birlestirilmistir (Timur ve
digerleri, 2022).

in vitro lipoliz — ex-vivo permeabilite ¢alismasi, in vitro lipoliz adimi ve franz
hdcresinin kullanildidi permeabilite adimi olarak iki basamaktan olugsmaktadir.

Modelin sematik gosterimi Sekil 3.1'de sunulmustur.

in vitro lipoliz basamagi Boélim 3.2.6’da anlatildigi sekilde gerceklestiriimistir.
Birlesik in vitro lipoliz — ex-vivo permeabilite galismasi ile referens tablet, bilesimleri
Cizelge 3.9°da sunulan F1, F2, F3, F4 ve F5 formulasyonlari incelenmigtir. Birlesik
in vitro lipoliz — ex-vivo permeabilite g¢alismasina ait kosullar Cizelge 3.15’te

sunulmustur.

in vitro lipoliz Ex-vivo permeabilite
. ,[ A\ Domuz
SEDDS @ Eksemestan () Misel @& bagirsak
_— ik Q=6 > dokusu
A Pankreatin () Vezikiil . L < ] s
o = | -
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Sekil 3.1. in vitro lipoliz — ex-vivo permeabilite galismasinin sematik gdsterimi
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Cizelge 3.15. in vitro lipoliz — ex-vivo permeabilite calisma kosullari

Verici hiicre ortami
Alici hiicre ortami
Ortam hacmi

Ornek alma noktalar

Analiz yéntemi

Dalga boyu

Yéntem | Franz diflizyon hiicresi, domuz bagirsagi

0. dk, 15. dk ve 60. dk 750 pL lipoliz ortami

%0,5 SLS igeren pH 7,4 PBS tamponu

2,5mL

0, 15, 30, 60, 90, 120, 240, 360, 480, 600 ve 1440. dk

Sicaklik | 37 £ 0,5°C

Franz hiicresi sayisi | 3

HPLC
250 nm

Ex-vivo permeabilite adiminda alici hiicre ortami olarak in vivo ortama benzerligi
saglamak i¢in 290 + 5 mOsmol/L sahip %0,5 SLS iceren pH 7,4 PBS tamponu (16,8
mM Na2HPOg4, 1,4 mM KH2PO4, 95,8 mM NacCl) kullaniimistir. Ek olarak alici hiicre

ortami1 osmolaritesi ozmozun neden oldugu su transportunu 6nlemek i¢in 290 + 5

mOsmol/L olarak ayarlanmistir (Klitgaard ve digerleri, 2021). pH 7,4 fosfat

tamponunda EKM’nin ¢dzUnurligu 73 pg/mL olarak belirtilmistir (FDA, 1999(b)).

EKM’nin duguk ¢ozunurlugu nedeniyle sink kosul saglamak igin alici hiicre ortamina

%0,5 SLS eklenmigtir (Sawant, Pandey ve Patel, 2016). Alici hicre ortami ve

hazirlanigi Cizelge 3.16’da sunulmustur.

Cizelge 3.16. Alici hiicre ortami ve hazirlanisi

Alici hiicre ortami

Hazirlanig

Na,HPO,
KH,PO,4
NaCl
SLS
Distile su
pH

Osmolarite

2,389

0,199

564

59

ym 1000 mL

7,4

290 + 5 mOsmol/L

Sodyum fosfat dibazik, potasyum fosfat monobazik ve sodyum
klortr gerekli miktarda tartiimig ve 450 mL distile su igerisinde
¢ozinmustlr. SLS gerekli miktarda tartiimis ve 450 mL distile su
ierisinde ¢oziinmistir. iki ¢dzelti karistirildiktan sonra 2 M HCl ile
pH 7,4’e ayarlanmistir. Cozelti distile su ile 1 L'ye tamamlanmigtir.
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Alici hUcre ortaminda EKM ¢coziunurliigunin belirlenmesi

Ex-vivo permeabilite adiminda sink kosul saglandigindan emin olmak ve verici
hucreye eklenecek lipoliz ortami miktarini belirlemek i¢in ¢alismaya baslamadan

once alici hucre ortaminda ¢ozunurluk ¢aligmasi yapiimigtir.

Flakon iginde bulunan %0,5 SLS igeren pH 7,4 PBS tamponuna fazla miktarda EKM
ilave edilmistir. Vortekslendikten ve sonikasyona tabi tutulduktan sonra flakon, 37 +
0,5°C'de 72 saat karistiriimistir. 15000 rpm'de 15 dakika santriflijlenerek elde edilen
stipernatan 0,45 um membran filtreden viallere stizilmus ve HPLC ile Bolum 3.2.2
Cizelge 3.1’de sunulan kosullar kullanilarak analiz edilmistir. Calisma 3 paralel

olarak gerceklestirilmigstir.

Ex-vivo permeabilite adimi

Permeabilite basamagi, 37 + 0,5°C'de 1 cm? difiizyon kesit alanina sahip Franz
difizyon hucresi kullanilarak 24 saat suresince yurutulmustir. Calisma, domuz
bagirsak dokusu ile gergeklestirilmistir. On calismalarda pankreatinin keci bagirsagi
dokusunu parcalamasi nedeniyle domuz bagirsak dokusu kullaniimistir. Domuz
bagirsak dokusu kesimhaneden alinmig, temizlenerek kullaniimistir. Alici hicre ile
verici hlcre arasina domuz bagirsak dokusu yerlestiriimis ve sabitlenmistir. 2,5 mL
hacme sahip alici hucre bdlmesi %0,5 SLS iceren pH 7,4 PBS tamponu ile
doldurulmustur. 0. dakika, 15. dakika ve 60. dakikada lipoliz ortamindan alinarak
enzim aktivitesi inhibe edilmis 1 mL 6rnedin 750 yL hacimdeki fraksiyonu verici
hiicre bdlmesine eklenmistir. Orneklerin verici hiicre bdlmesine eklenmesi
¢alismanin baglangici olarak kabul edilmistir. 30, 60, 90, 120, 240, 360, 480, 600 ve
1440. dakikalarda surekli karistirilan alici hticre bélmesinden 2,5 mL 6rnek alinip
hiicreye ayni hacimde taze ortam eklenmistir. Ornekler 0,45 ym membran filtre ile
stzuldikten sonra Bolim 3.2.2 Cizelge 3.1’de sunulan kosullar kullanilarak HPLC
ile analiz edilmigtir. Zamana kargi alici hucreye diflize olan %EKM miktar
grafiklenmigtir. Her bir 6rnek igin ¢izilen grafigin AUC degeri GraphPad Prism V8

programi kullanilarak hesaplanmigtir (Klitgaard ve digerleri, 2021).
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Verici hiicreye eklenen EKM miktarinin belirlenmesi

Lipoliz baslamadan hemen once, 15. dakika ve 60. dakikada lipoliz ortamindan
alinarak enzim aktivitesi inhibe edilmis 1 mL 6rnedin 750 yL hacimdeki fraksiyonu
franz diflizyon hicresine eklenmis 50 yL hacimdeki fraksiyonu ise verici hucreye
eklenen EKM miktarinin belirlenmesinde kullaniimistir. Alinan 6rnegin 50 pL
fraksiyonuna 1 mL asetonitril eklenmigtir. EKM’nin asetonitrile ekstraksiyonu igin ttp
vortekslenmis ve ultrasonik su banyosunda 15 dakika sonikasyona tabi tutulmustur.
15000 rpm’de 15 dakika santrifijlenmistir. Stpernatan 0,45 ym membran filtreden
viallere suzulmis ve HPLC ile Bolum 3.2.2 Cizelge 3.1'de sunulan kosullar

kullanilarak analiz edilmigtir.

Aki (J) ve gorinir permeabilite katsayisinin (Papp) hesaplanmasi

Birim zamanda birim alandan gegen EKM miktari olan aki (J, ug.cm2.st) asagidaki
Es. 3.6’ya gore zamana kars! alici hucreye nufuz eden EKM miktar grafiginde

dogrusal kismin egiminden hesaplanmigtir.

4.dt (3.6)

Q: Bagirsaktan difiize olan EKM miktari (ug)
A: Difiizyonun gerceklestigi ylizey alani (cm?)

t: Zaman (saat)

Gortinir permeabilite katsayisi (Papp, cm.s™t), akinin, verici hiicre bélmesine eklenen
baglangic EKM konsantrasyonuna bolunmesiyle hesaplanmistir. Papp igin, yalnizca
sulu faz EKM konsantrasyonu degil, pellet faz dahil tim fazlarda bulunan EKM
konsantrasyonu hesaplamaya dahil edilmigtir (Tanaka ve digerleri, 2021). Papp

asagidaki Es. 3.7 yardimiyla hesaplanmistir.

J
Verici hiicre baslangi¢c EKM konsantrasyonu (3.7)

Fapp =
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3.2.8. Hucre kultiirii galigmalan

Tez calismasi kapsaminda geligtirilen EKM yUkliG SEDD sistemlerin insan meme
kanseri hiicre hatti (MCF-7) Gzerindeki antiproliferatif etkinligi in vitro hicre kaltiri
calismasi ile degerlendiriimistir. MCF-7 hucre hattt Amerikan Tip Kultar
Koleksiyonundan (American Tissue Culture Collection, ATCC) temin edilmistir.
Huicre kiltiiri galismalari Hacettepe Universitesi Asi Enstitiisii Ar-Ge Laboratuvari

Hucre Kulturd Laboratuvarlarinda gergeklestiriimistir.

EKM yukli SNEDDS formulasyonlarinin ve EKM’nin MCF-7 insan meme kanseri
hacreleri Uzerindeki antiproliferatif etkinligi, 2 farkli konsantrasyon ve 2 farkl
inkibasyon suresinde karsilagtirmali olarak 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolyum (WST-1) kullanilarak kolorimetrik olarak belirlenmistir
(Hernandez-Juarez ve digerleri, 2023). WST-1, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
2H-tetrazolyum bromuar (MTT) gibi tetrazolyum tuzudur. MTT ve WST-1 gibi
boyalarin kullanildigi kolorimetrik yontemler canh hicrelerin segici olarak
boyanmasi ve bunun él¢iimesi esasina dayanmaktadir (Tokur ve Aksoy, 2017).
WST-1 yonteminin  kullanildigi  hucre kultirt  ¢alismalarn 5 asamada

gerceklestirilmigtir.

e MCF-7 hicrelerinin 25 cm? ve ardindan 75 cm?lik flasklarda ¢ogaltiimasi

e (Cogalan hicrelerin 96 kuyucuklu plakalara ekilmesi ve inktbe edilmesi

e EKM icin yari inhibisyonu konsantrasyonunun (ICso) belirlenmesi

e F1, F2 F3, F4, F5 ve EKM c¢dzeltisinin ICso degerinde MCF-7 hucrelerine
uygulanmasi

e Hucre canliiginin WST-1 yontemi ile kolorimetrik olarak belirlenmesi

MCE-7 hiicrelerinin flaskta cogaltilmasi ve 96 kuyucuklu plakaya ekimi

MCF-7 hicreleri ¢ogalmalari igin besiyeri iceren 25 cm? alana sahip flaska
eklenerek 37°C'de %5 CO2'li etuv icerisinde inkube edilmistir. Besiyeri olarak
hlcrelerin gelisimi icin gerekli olan aminoasitleri barindiran %10 fetal sigir serumu
(fetal bovine serum, FBS) ve kontaminasyonu onlemek igin %1 penisilin-
streptomisin igeren Dulbecco’s Modifiye Eagle’s Besiyeri (DMEM) kullaniimistir.
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Yeterli sayida hucre ¢ogaldiginda hucresel atiklari ve tutunmayan hucreleri igeren
flasktaki besiyeri uzaklastirilmistir. Hiicreler mikroskop ile incelenmistir (Resim 3.1).

Yuzeyde tutunan hticreler 2 kez PBS ile yikanmistir.

Resim 3.1. MCF-7 hucrelerinin mikroskop gorintusu

Tripsinizasyon iglemi uygulanarak hucreler tutundugu yuzeyden enzimatik olarak
kaldirilmigtir. Tripsinizasyon igin flask igerisine 1 mL tripsin-EDTA ilave edilmis ve
flask 37°C'deki inkubatorde 2 dakika bekletilmistir. Tripsin hacminin en az 2 kati
kadar FBS igeren besiyeri flaska ilave edilerek tripsin aktivitesi inhibe edilmistir.
icerik 75 cm? alana sahip flaska alinmis ve besiyeri ilavesi yapiimistir (Resim 3.2).
Hucrelerin cogalip tutunmasi saglanmigstir. Yeterli sayida hicre gogalmasini takiben

PBS ile yikama ve tripsinizasyon islemi tekrarlanmistir.

75 cm?lik flasktaki hiicre sayisini belirlemek icin tripan mauvisi ile hiicre sayimi
gerceklestiriimigtir. Tripan mavisi canli hicre membranindan gegemeyen, 6lu hicre
membranindan gegerek maviye boyayan bir boyadir. Boyama sonrasi canli hucreler
seffaf halde goriinmektedir. Tripan mavisi ve 75 cm? flasktaki hiicreler 1:1 oraninda
kanistirlimis ve karisim hicre sayim plakasina tamamen dolacak sekilde eklenmistir.
Plaka, Bio-Rad TC20™ hicre sayim cihazina yerlestiriimis ve mL’deki hlcre sayisi
cihazdan okunmustur (Resim 3.2).
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Resim 3.2. Hicre kiiltiri calismalari a) 75 cm?lik flaska besiyeri ilavesi b) Hicre
sayim plakasina dolum yapilmasi c) Hicre sayim plakasi d) Hicre
sayiminin yapiimasi.

Hesaplama yapilarak 75 cm? flasktan kag mL hiicre alinmasi ve DMEM besiyeri ile
kac mL hacme tamamlanmasi gerektigi bulunmustur. Hazirlanan stok hucre
cOzeltisinden 100 pL alinarak, MCF-7 hucreleri 96 kuyucuklu plakalara her bir
kuyucukta 10* hiicre/100 pL olacak sekilde ekilmis ve hiicrelerin tutunmasi igin 24

saat inktbe edilmistir (Resim 3.3).

Resim 3.3. MCF-7 hucrelerinin 96 kuyucuklu plakalara ekilmesi

ICs0 dederinin belirlenmesi

ICso degerinin belirlenmesi igin c¢alismalara devam edilmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra 96 kuyucuklu plakaya 1000 uM, 500 uM, 250 uM, 125 uM,
62,5 uM, 31,3 uM, 15,6 uM ve 7,80 uM olacak sekilde 8 farkl konsantrasyonda EKM
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¢Ozeltisi ve kontrol olarak DMEM-etanol (5000:1) ve DMEM eklenmistir (n=6). I1Cso

degeri icin iki farkli inkiibasyon suresi (48 saat ve 72 saat) ¢alisiimigtir.

48 ve 72 saat inkiibasyondan sonra hticre canlihgini belirlemek icin WST-1 boyasi,
DMEM ile 1:9 oraninda seyreltilerek oncesinde ilag iceren besiyeri uzaklastiriimis
kuyucuklara 100 yL hacimde uygulanmistir. Bu islem boyanin isiktan etkilenmesi
nedeniyle karanlikta yapilmistir. Plakalar 4 saat inkube edilmistir. Plakalarin
absorbansi 450 nm’de SpectraMax® iD3 plaka okuyucu cihaz ile okunmustur.
Kontrol grubuna karsi %hucre canhhgr ve GraphPad Prism V8 kullanilarak 2 farkli

inkiibasyon suresi i¢in ICso degerleri hesaplanmistir.

Hiicre canliliginin WST-1 yontemi ile kolorimetrik olarak belirlenmesi

Bilesimleri Cizelge 3.9'da verilen F1, F2, F3, F4 ve F5 formulasyonlari 1:250 distile
su ile seyreltilerek nanoemulsiyon olusumu saglanmistir. Nanoemulsiyonlar DMEM
ile seyreltilerek 1Cso konsantrasyonlarinda (38,5 uM ve 58 uM) EKM igeren ¢ozeltiler
hazirlanmigtir. Seyreltme iglemi 6 kuyucuklu plakada gerceklegstiriimistir (Resim
3.4). Ek olarak 38,5 yM ve 58 uM konsantrasyonda saf EKM ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Ayni islemler etkin madde icermeyen SEDD sistemler igin tekrarlanmistir. 2 farkh
konsantrasyonda saf EKM ¢ozeltisi, etkin madde icermeyen ve EKM yukli SEDDS
formulasyonlari 2 farkli 96 kuyucuklu plakaya eklenmistir (n=5). Kontrol grubu olarak
DMEM:etanol (5000:1) kullaniimistir. 96 kuyucuklu plaka sablonu $ekil 3.2'de
sunulmustur. Hucre canliigini degerlendirmek icin 48 ve 72 saat olmak Uzere iki

farkli inkUibasyon stresi ¢alisiimistir.
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Resim 3.4. 6 kuyucuklu plakada seyreltme iglemi
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Sekil 3.2. 96 kuyucuklu plaka sablonu
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48 ve 72 saat inkiibasyondan sonra hucre canlihdini belirlemek igcin WST-1 boyasi,
DMEM ile 1:9 oraninda seyreltilerek besiyeri dncesinde uzaklastiriimis kuyucuklara
100 pL hacimde uygulanmistir. Bu iglem boyanin isiktan etkilenmesi nedeniyle
karanlikta yapilmistir.
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Plakalar 4 saat inklibe edilmistir (Resim 3.5). Plakalarin absorbansi 450 nm’de
SpectraMax® iD3 plaka okuyucu cihaz ile okunmustur. Kontrol grubuna karsi
%hucre canlihdi 48 ve 72 saat inkUbasyon suresi i¢cin 38,5 yM ve 58 yM EKM
konsantrasyonunda hesaplanmis ve grafiklenmigstir. Hiicre canliligi asagida verilen

Es. 3.8 kullanilarak hesaplanmigtir.

- i SEDDS uygulanan hiicrelerin absorbansi 100
tcre canlilift = x
° 5 Kontrol grubunun absorbansi (3 8)

A A AAA A A LGE

Resim 3.5. WST-1 boyasi ile inkiibe edilen plakalar

3.2.9. in situ intestinal perfiizyon gcalismasi

in vitro ve ex-vivo calismalardan elde edilen bulgulardan hareketle F1 ve F5 SEDDS
formulasyonu secilerek perfluzyon calismasina baslanmistir. F1 formulasyonu
dusuk lipoliz orani ve sulu fazda yiksek EKM miktari saglarken, F5 formulasyonu
yuksek lipoliz orani ve sulu fazda disiuk EKM miktarina sahiptir. Lipoliz orani ve sulu
fazda ¢O6zunmis halde bulunan EKM miktari farkhliklarina ragmen ex-vivo
permeabilite calismasinda iki formulasyon igin %diftize olan EKM miktarlari benzer
bulunmustur. Lipoliz ¢calismasinin sulu fazda ¢éztinmus halde bulunan EKM’nin
absorbe edilecegi hipotezine ters disen bu durumun, birlestirilmis in vitro lipoliz - in
situ perflzyon calismasi ile incelenmesi icin, F1 ve F5 formulasyonlarinin

kullaniimasina karar verilmistir.
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In situ intestinal perfiizyon deneyleri Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Bagkanligrndan alinan 15.03.2023 tarih ve G.U.ET-23.027 sayili (Evrak
Tarih ve Sayisi 15.03.2023-E-66332047-604.01.02-612251) onay ile Gazi
Universitesi Eczacilik Fakiltesi Deney Hayvanlari Bakim ve Arastirma Unitesi’'nde
(GUEDAM) yapilmistir (Bkz. EK1).

Deney hayvani secimi

Perfizyon galismasi igin literatir arastirmalari dogrultusunda calismalarda siklikla
tercih edilmeleri ve buyUkliginin uygun olmasi nedeniyle 200-320 g agirliginda
saglikli erkek Sprague-Dawley irki sicanlar kullaniimigtir (Crum ve digerleri, 2016;
Suys ve digerleri, 2021). Temin edildikten sonra c¢alismalara baslamak igin
hayvanlar GUEDAM’da bir hafta adaptasyon siireci gecirmistir. Hayvanlar 12 saat
gece/gundiz periyodunda, 21-24 °C hayvan barinma yerlerinde, standart sican

yemi ve musluk suyuyla beslenmistir.

Perfuzyon galismasi EKM yuklu F1 ve F5 SEDDS formulasyonlari, saf EKM ve ANT
icin dort calisma grubu ve her bir ¢alisma grubunda 6 sigan olacak sekilde toplam 4
grup ile planlanmistir. Calisma gruplari Cizelge 3.17°de sunulmustur. Calismanin
orneklem buydklagu, deney gruplarinda grup ici ve gruplar arasindaki farkin
istatistiksel olarak %95’lik guven araliginda (p<0,05) degerlendirilebilmesi igin
perfuzyon calisma gruplarindaki hayvan sayilari olasi kayiplar da g6z 6nunde

bulundurularak n=6 olarak belirlenmigtir.

Cizelge 3.17. Perflzyon ¢aligmasi i¢in uygulama gruplari

Sigan gruplari Uygulama Denek sayisi
Grup 1 EKM yiikli F1 6
Grup 2 EKM yiikli F5 6
Grup 3 Saf EKM 6
Grup 4 Antipirin 6
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Kullanilan kimyasal maddeler

Fenol kirmizisi

Perflzyon sirasinda mukozal bélgeden serozal bdlgeye ya da serozal bdlgeden
mukozal bdlgeye su gecisi nedeniyle efektif permeabilite katsayisinin (Peff) dogru bir
sekilde hesaplanmasi i¢cin emilmeyen bir belirte¢ olarak 200 pg/mL

konsantrasyonda fenol kirmizisi kullaniimistir (Ates, 2013; Patel ve Barve, 2012).

Antipirin

ANT BCS Sinif | madde olup, ylksek ¢ozunurlik ve permeabiliteye sahiptir. Oral
uygulamayi takiben gastrointestinal sistemde hizla emildigi ve oral
biyoyararlaniminin %100’e ¢ok yakin oldugu gdsterilmistir (Danhof, Van Zuilen,
Boeijinga ve Breimer, 1982). Perflizyon ¢alismasinda FK, ANT ve pankreatik lipaz
iceren lipoliz ortami perfliizyon ¢ozeltisi olarak kullaniimistir. SEDD sistemler ve in
vitro lipoliz ortami igeriginin perflUzyonu sirasinda; perfuze segmentin doku
batinlagundn korundugundan emin olmak, formualasyon karsilastirmasina yardimci
olmak ve yontemin uygunlugunu degerlendirmek icin pasif permeabilite belirteci

olarak 500 ug/mL konsantrasyonda ANT kullaniimistir (Suys ve digerleri, 2018).

Tubing capinin belirlenmesi

Perfluzyon c¢ozeltisinin belirlenen segmentten peristaltik pompa yardimiyla 0,2
mL/dk hizda gecirilmesi planlanmigtir (Incecayir, llbasmis-Tamer, Tirnaksiz ve
Degim, 2016). Ayri rezervuarlardan gelen iki farkli perfizyon ¢dzeltisinin
(formulasyon igeren lipoliz ortami ve pankreatik lipaz igeren lipoliz ortami)
kullanilmasi nedeniyle her bir tubing i¢cin 0,1 mL/dk akis hizinin saglanmasi
gereklidir. Bu akis hizini saglayan tubing ¢api ve peristaltik pompa dakikada devir

hizi (rpm) belirlenmigtir.

4 mm x 2 mm (i¢ ¢ap x dis ¢ap) ve 4 mm x 0,5 mm (i¢ cap x dis ¢ap) iki farkl silikon
tubing denenmistir. Bu amagla her iki tubing ile farkl rpm’lerde galigiimigtir. Tubingin
giris ucu perfuzyon c¢ozeltisinde c¢ikis ucu mezur igerisinde tutularak 10 mL

perfuzyon ¢ozeltisinin mezirde toplanmasi igin gegen sure kronometre ile
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belirlenmistir. Asagida verilen Es. 3.9 yardimiyla iki farkh tubing ve farkh rpm’ler icin
akis hizi belirlenmistir. Akis hizinin 0,1 mL/dk’ya en yakin oldugu rpm ve tubing

boyutu perflizyon ¢alismasinda kullaniimistir.

Q= V/t (3.9)

Q: Perfuzyon ¢ozeltisinin akis hizi (mL/dK)
V: Cikis tubinginden toplanan ¢ozelti hacmi (mL)
t: Zaman (dk)

Tubing ile etkilesimin incelenmesi

Hayvan galismasina ge¢gmeden dnce EKM ile tubing etkilesimin varlidi incelenmistir.
Calismada kullanilan silikon tubing ile EKM’nin non-spesifik baglanmasi bagirsak
segmetine ulasan ilag miktarinda ve daha onemlisi ila¢g absorpsiyonu olarak
yorumlanabilecek perfluzattaki ilag konsantrasyonunda bir azalmaya neden olabilir
(Stappaerts ve digerleri, 2015). Bu amagla belirli konsantrasyonda EKM igeren
lipoliz ortami peristaltik pompa araciligiyla sabit hizda tubingden gecirilerek 60.
dakikada érnekler toplanmigtir. Toplanan érnekler ACN ile 1:9 diliGe edilerek 0,22
um PVDF membran filtreden viallere stizulmustar. Lipoliz ortami baslangic EKM
konsantrasyonu ve toplanan ornekler HPLC ile Bolum 3.2.2 Cizelge 3.2 ve Cizelge
3.3’te sunulan kosullar kullanilarak analiz edilmigtir. Baglangi¢ ve ¢ikis tubinginden
toplanan orneklerdeki EKM konsantrasyonu istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Calisma 3 paralel olarak gergeklestirilmistir.

Perfuzyon cozeltisi

Tez kapsaminda lipoliz ve permeabilitenin es zamanli olarak gergeklesebilecegdi in
vitro lipoliz galismasi ile in situ intestinal perfizyon yénteminin birlestiriimesi ve
birlesik yontemle SEDD sistemlerde lipolizin EKM absorpsiyonuna etkisinin
incelenmesi amagclanmigtir. Bu amacla Bolum 3.2.6 Cizelge 3.14’te sunulan lipoliz
ortami kullanilmigtir. Ancak yontemde absorpsiyon basamaginin varligi nedeniyle
yag asitlerinin kalsiyum tuzu halinde ¢okturilmesine gerek kalmadigi i¢in kalsiyum

eklenmemistir. EK olarak FK ve ANT perfuizyon belirtegleri, lipoliz ortamina sirasiyla



102

200 pg/mL ve 500 pg/mL konsantrasyonda eklenmistir. Bu lipoliz ortaminda
disperse edilmis formulasyonlar ile pankreatik lipaz iceren lipoliz ortaminin ayri
rezervuarlardan gelerek perflize segmente girmeden hemen 6nce U¢ yollu musluk

kullanarak karigmalari saglanmistir.

Formulasyon igeren lipoliz ortami ve pankreatik lipaz iceren lipoliz ortaminin
karismasi durumunda FK ve ANT konsantrasyonunda azalma olmamasi igin
pankreatik lipaz, FK ve ANT igeren lipoliz tamponu kullanilarak hazirlanmistir.
Domuz pankreasindan elde edilen pankreatin, denaturasyonu engellemek igin
perfuzyon galismasindan hemen 6nce 150 USP/mL nihai aktiviteye sahip olacak
sekilde hazirlanmistir. insan bagirsak aspirasyon sivisinda pankreatin aktivitesinin
minimum 150 USP/mL oldugu belirtiimistir (Sassene ve digerleri, 2014). Ancak
lipoliz caligmasinda pankreatinin yag asitleri ile inhibe olmamasi icin yuksek
aktivitede kullaniimaktadir (Larsen ve digerleri, 2011). In situ perflzyon
¢alismasinda sindirim sonucu agida ¢ikan yag asitlerinin emilebilecegi ve yuksek
aktivitenin jejunum butunliGginu bozma ihtimaline kargi minimum seviye tercih
edilmistir. Pankreatinden gerekli tartilarak 6 mL FK ve ANT iceren SIF tozu ve
kalsiyum icermeyen lipoliz tamponunda suspande edilmistir. Suspande karigim 4°C
sicaklik 4000 rpm’de 15 dakika santrifij edilmistir. Perflzyon c¢alismasinda
kullanmak Uzere supernatandan 4 mL alinmistir. Perflzyon ¢dzeltisinin bilegimi

Cizelge 3.18te, kullanilan ¢ozeltilerin sematik gosterimi Sekil 3.3'te sunulmustur.

Cizelge 3.18. Perflizyon ¢ozeltisinin bilesenleri

Perfiizyon ¢ozeltisi Hazirlanis
Fenol kirmizi 200 pg/mL
Antipirin 500 pg/mL Sodyum hidroksit, sodyum fosfat monobazik dihidrat ve
Enzim 150 USP/mL sodyum klorlr gerekli miktarda tartiimis ve hazirlanmak
Lipoliz ortami ym 40 mL istenen hacimdeki distile suyun bir kisminda ¢ézunmustir.

Bu ¢ozeltinin pH’1 dlgililerek gerekli ise 1 M sodyum hidroksit
veya 1 M hidroklorik asit ¢ozeltisi ile pH 6,5’e ayarlanmistir.
Lipoliz tamponu distile su ile hacme tamamlanmistir. SIF

Perfiizyon igin lipoliz ortami

NaOH 105 mM tozundan gerekli miktar tartilarak lipoliz tamponunda
NaH2P04.2H20 29 mM ¢coziinmistiir. iki saat bekleme siiresinden sonra 200 pug/mL
NaCl 106 mM fenol kirmizisi ve 500 pg/mL ANT konsantrasyonu elde
Sodyum taurokolat 3mM edecek sekilde FK ve ANT eklenerek karistiriimistir.

Fosfolipit 0,75 mM
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1 numarali ortam (40 mL)

» 500 pg/mL antipirin

* 200 pg/mL fenol kirmizisi

« Kalsiyum icermeyen lipoliz ortami
» F1/F5/Saf EKM

2 numarah ortam (36 mL)
* 500 pg/mL antipirin
« 200 pg/mL fenol kirmizisi

« Kalsiyum icermeyen lipoliz ortami
* Enzim (4 mL)

40 mL 36 mL + 4 mL enzim

Sekil 3.3. Perflzyon galismasinda kullanilan ¢ozeltiler

Cerrahi islemler

Calismaya baslamadan 12 saat dnce Sprague-Dawley sicanlar a¢ birakilmig ancak
suya erisimleri devam etmigstir. Calismaya dahil edilen tim hayvanlarin agirliklari
GUEDAMa ilk geliglerinde ve galismadan hemen énce tartilarak kaydedilmistir.
Perfuzyon islemi icin siganlar ksilazin (8 mg/kg/i.p.) ve ketamin (75 mg/kg/i.p.) genel
anestezisi sonrasi supin pozisyonda yatirilmis ve abdominal bdlge genis bir sekilde
tiraslanmistir (Resim 3.6). Anestezi derinligi pedal refleksin kaybolmasi ile kontrol
edilmistir. Tum c¢alismalar 37°C'ye ayarlanmis hot plate Uzerinde vyapilarak

si¢anlarin vucut isilarinin dismesi engellenmistir.

Resim 3.6. Ksilazin ve ketamin uygulanmasi
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Linea alba uzerinde yaklasik 2 cm’lik bir insizyon yapilarak abdominal bogluga
ulasiimis ve jejunum agiga cikarilmigtir (Resim 3.7). Tez kapsaminda perfuze
edilecek bagirsak segmenti duodenum ve ileuma gore emilim i¢in yuksek yluzey
alanina sahip olmasi ve safra tuzlarinin emiliminden sorumlu olmasi nedeniyle
jejunum olarak belirlenmistir (Kothari ve Rajagopalan, 2020). Perfuze edilecek doku
jejunumun orta segmentinde olacak sekilde yaklasik 10 cm uzunlukta belirlenmigtir
(Resim 3.8). Perfuze segmentin proksimal ucu kiguk bir kesi ile G¢ yollu musluga
bagli 2 mm i¢ capa sahip besleme kateteri hortumu ve distal ucu ise 2,8 mm i¢ ¢capa
sahip serum hortumu ile kanule edilmigtir. Her iki hortum 5/0 numarali cerrahi sutur
ipligi ile sabitlenmistir (Resim 3.9). Hasari en aza indirmek ve kan dolagimini devam
ettirmek icin bu islemler nazikge yapilimistir. Calisma boyunca perfize edilen
jejunum segmentinde kurumayi engellemek amaciyla ytzeyler serum fizyolojik ile

Islatiimig ve iglem suresince Uzerine i1slak gazli bez yerlegtirilmistir.

Resim 3.7. Perflize edilecek jejunum segmenti
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Resim 3.9. Cerrahi islemler a) Jejunum segmentine kiguk bir kesi atiimasi
b) Cerrahi iplik ile kataterin sabitlenmesi

Perflizyon calismasi

Calismada kullanilan tubinglerin bir uglari serum fizyolojik ¢ézeltisine diger uglari ise
perflize segmentin proksimaline sabitlenmis (i¢ yollu musluga yerlestiriimigtir. Ug

yollu musluga baglanan tubingler serum fizyolojik ile perflizyonu saglamak amaciyla
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peristaltik pompaya baglanmistir. Cerrahi islemlerden sonra perflze edilen segment
serum fizyolojik ¢ozeltisinin (37°C) peristaltik pompa yardimiyla 0,26 mL/dk hizda
geciriimesiyle yikanmistir (Incecayir ve digerleri, 2016). Bu yikama islemine distal
uctan berrak renkte ¢ozelti elde edilinceye kadar devam edilmistir. Yikama boyunca
ornek toplanmamigtir. Calismalar 4 grup olarak gercgeklestiriimistir. PerflUzyon

calismasinin akis semasi Sekil 3.4’te, sematik gosterimi Sekil 3.5’de sunulmustur.

Grup 1 (F1) / Grup 2 (F5) / Grup 3 (Saf EKM)

Jejunumun dengeye gelmesi 60 dakika fenol kirmizisi, antipirin,
Serum fizyolojik ile jejunumun (30 dakika boyunca fenol kirmizisi, pankreatik lipaz igeren lipoliz ortami +
yikanmasi (30 dakika) antipirin, pankreatik lipaz igeren lipoliz F1/F5/Saf EKM perfiizyonu siiresince her
ortami + F1/F5/Saf EKM perfiizyonu) 5 dakikada drnekleme

Grup 4 (Antipirin)

Jejunumun dengeye gelmesi
60 dakika fenol kirmizisi ve antipirin

Serum fizyolojik ile jejunumun (30 dakika boyunca fenol kirmizisi ve
" iceren lipoliz ortami perfiizyonu
yikanmasi (30 dakika) antipirin iceren lipoliz ortami L . N
. siiresince her 5 dakikada drnekleme
perfiizyonu)

Sekil 3.4. Perflizyon calismasi akis semasi

Y 2
e
® o
Formiilasyon igeren Pankreatik lipaz
lipoliz ortami iceren lipoliz ortami

Perfuizat

Sekil 3.5. Perflizyon galismasinin sematik gosterimi

Grup 1

15 mg EKM igeren 1 g F1 formulasyonu FK ve ANT igceren 40 mL lipoliz ortaminda
disperse edilmigtir. FK ve ANT igeren 36 mL lipoliz ortamini barindiran diger beher
icerisine 4 mL enzim ¢ozeltisi ilave edilmistir. Segment temizlendikten sonra giris

tubingleri, serum fizyolojikten F1 formuUlasyonunu igeren lipoliz ortami ve pankreatik



107

lipaz igceren lipoliz ortamina gegirilmistir. Perflize segmentin distaline yerlestirilen
hortum ucuna ise drnek toplamak igin eppendorf tiip yerlestiriimistir. Ug yollu
muslugun bir girisinden F1 formulasyonunu igeren lipoliz ortami diger girisinden
pankreatik lipaz igeren lipoliz ortami 0,13 mL/dk hizda gececek sekilde akis
saglanmistir. Jejunumun dengeye gelmesi i¢in 30 dakika boyunca perfizyon devam
ettirilmistir. Denge suresi yapilan 6n g¢alismalardan ve Onceki c¢alismalardan
hareketle 30 dakika olarak belirlenmistir (Giilsiin-inal, 2016). Bu sirecte érnek
toplanmamistir. Denge sonrasinda perflizat érnekleri 5 dakika araliklarla 1 saat
boyunca (5. dk, 10. dk, 15. dk, 20. dk, 25. dk, 30. dk, 35. dk, 40. dk, 45. dk, 50. dk,
55. dk, 60. dk) eppendorf tuplere toplanmistir (Gulsun ve Sahin, 2016).

Grup 2

15 mg EKM iceren 1 g F5 formulasyonu FK ve ANT igceren 40 mL lipoliz ortaminda
disperse edilmigtir. FK ve ANT igeren 36 mL lipoliz ortamini barindiran diger beher
icerisine 4 mL enzim ¢ozeltisi ilave edilmistir. Segment temizlendikten sonra giris
tubingleri serum fizyolojikten F5 formulasyonunu iceren lipoliz ortami ve pankreatik
lipaz iceren lipoliz ortamina gecirilmistir. Perfize segmentin distaline yerlestirilen
hortum ucuna ise drnek toplamak icin eppendorf tiip yerlestiriimistir. Ug yollu
muslugun bir girisinden F5 formulasyonunu igeren lipoliz ortami diger girisinden
pankreatik lipaz igeren lipoliz ortami 0,13 mL/dk hizda gececek sekilde akis
saglanmistir. Jejunumun dengeye gelmesi icin 30 dakika boyunca perflizyon devam
ettirilmistir. Denge sonrasinda perflzat érnekleri 5 dakika araliklarla 1 saat sure
boyunca (5. dk, 10. dk, 15. dk, 20. dk, 25. dk, 30. dk, 35. dk, 40. dk, 45. dk, 50. dk,
55. dk, 60. dk) eppendorf tlplere toplanmistir.

Grup 3

On galismalarda saf EKM'nin lipoliz ortaminda ¢6ziinmedigi gdzlenmistir. EKM'yi
¢ozmek igin yardimci ¢dzicu metanol kullaniimistir. 15 mg EKM metanolde
¢cozllerek 40 mL’ye FK ve ANT igeren lipoliz ortamiyla tamamlanmistir. Segment
temizlendikten sonra giris tubingleri serum fizyolojikten saf EKM igeren lipoliz ortami
ve pankreatik lipaz iceren lipoliz ortamina gegirilmistir. Perflize segmentin distaline

yerlestirilen hortum ucuna ise 6rnek toplamak icin eppendorf tlip yerlestirilmigtir.
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Perfuzyon galismasi i¢in U¢ yollu muslugun bir girisinden saf EKM igeren lipoliz
ortami diger girigsinden pankreatik lipaz iceren lipoliz ortami 0,13 mL/dk hizda
gececek sekilde akis saglanmistir. Jejunumun dengeye gelmesi icin 30 dakika
boyunca perflizyon devam ettiriimistir. Denge sonrasinda perflizat rnekleri 5 dakika
araliklarla 1 saat sure boyunca (5. dk, 10. dk, 15. dk, 20. dk, 25. dk, 30. dk, 35. dk,
40. dk, 45. dk, 50. dk, 55. dk, 60. dk) eppendorf tuplere toplanmigtir.

Grup 4

Doku butunligune pankreatik lipaz varliginin etkisini incelemek icin EKM ve enzim
icermeyen perfuzyon ¢ozeltisi kullanilarak perfuzyon ¢alismasi gergeklestirilmistir.
Serum fizyolojik ile yilkama igslemi tamamlandiktan sonra giris tubingleri serum
fizyolojikten FK ve ANT iceren lipoliz ortamina gegcirilmigtir. Perflize segmentin
distaline vyerlestirilen hortum ucuna ise 6rnek toplamak icin eppendorf tlp
yerlestirilmistir. Ug yollu muslugun her iki girisinden EKM ve enzim igermeyen lipoliz
ortami 0,13 mL/dk hizda gegecek sekilde akis saglanmistir. Jejunumun dengeye
gelmesi icin 30 dakika boyunca perfizyon devam ettirilmistir. Denge sonrasinda
perfluzat drnekleri 5 dakika araliklarla 1 saat sure boyunca (5. dk, 10. dk, 15. dk, 20.
dk, 25. dk, 30. dk, 35. dk, 40. dk, 45. dk, 50. dk, 55. dk, 60. dk) eppendorf tlplere

toplanmigtir.

Orneklerin analizi ve calismanin sonlandiriimasi

Alinan drnekler asetonitril ile 1:9 oraninda seyreltilmis ve vortekslenmistir. Ornekler
0,22 ym PVDF membran filtreden viallere stizilmustir. Orneklerdeki EKM, FK ve
ANT miktarlari HPLC ile Bolum 3.2.2 Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’te sunulan kogullar
kullanilarak analiz edilmigtir. Her bir érnekteki EKM, FK ve ANT konsantrasyonu

hesaplanmistir.

Deney sonunda sicanlarin jejunum dokulari ¢ikarilarak caplari ve uzunluklari

Olgulmagstur. Daha sonra hayvanlar eksanguinasyon yontemi ile sakrifiye edilmistir.
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Veri analizi

Her bir grup i¢in zaman noktalarinda toplanan perfizat orneklerindeki EKM
konsantrasyonu, perfizyon ¢ozeltisindeki EKM konsantrasyonuna oranlanarak
EKM konsantrasyonu normalize edilmistir. Normalize konsantrasyonlar zaman karsi
grafiklenerek EKM absorpsiyonunun incelendigi grafikler elde edilmigtir (Gulsun-
Inal, 2016). Her bir grup igin normalize konsantrasyon grafiginin AUC degeri

GraphPad Prism V8 programi kullanilarak hesaplanmistir.

Her bir grubun perfizyon calismasi icin EKM, FK ve ANT’ye ait effektif permeabilite
katsayisi (Pefr, cm.dk?) asagidaki Es. 3.10 kullanilarak hesaplanmistir (Gao ve
digerleri, 2017; Liu ve digerleri, 2022). Pes igin perfUzattaki EKM, FK ve ANT nin

kararl durum konsantrasyonlari kullaniimistir (Patel ve Barve, 2012).

(Cour,dﬂzeltilmig)
In Q
Cin

2mrl (3.10)

Ferr =

Perr: Effektif permeabilite katsayisi (cm/dk)

Q: Perflizyon ¢ozeltisinin akis hizi (mL/dk)

Cout: Segmentten ¢ikan perflzattaki ilag konsantrasyonu (ug/mL)

Cin: Segmente giren perfuzyon ¢ozeltisindeki ilag konsantrasyonu (ug/mL)
r: Perflze jejunum segmentinin yarigapi (cm)

I: Perflize jejunum segmentinin uzunlugu (cm)

Perflzyon siresince segmentte meydana gelen su absorpsiyonu veya su
effluksuna gore, Cout parametresinin absorbe ve metabolize edilmeyen fenol
kirmizisi konsantrasyonu kullanilarak duzeltiimesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Lopez-

Yerena ve digerleri, 2020). Bu amagla Es. 3.11 kullaniimistir.

_ CI-'Kin
COIJ.L,{i(iZ(:‘IETHi$ - X Cout

Crrout (3_]_]_)

Cout: Segmentten gikan perfuzattaki ila¢ konsantrasyonu (ug/mL)
Crrout: Segmentten gikan perfuzattaki fenol kirmizisi konsantrasyonu (ug/mL)

Crkin: Segmente giren perflizyon ¢ozeltisindeki fenol kirmizisi konsantrasyonu (ug/mL)
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intestinal perflzyon yéntemi ile siganlardan elde edilen Pefisican dederi kullanilarak
insandaki Pefinsan degeri ve absorbe edilen doz fraksiyonu (Fa) sirasiyla Fagerholm
ve ark. tarafindan onerilen Es. 3.12 ve Zakeri ve ark. tarafindan énerilen Es. 3.13
ile hesaplanmistir (Fagerholm, Johansson ve Lennernds, 1996; Zakeri-Milani ve
digerleri, 2007).

Pel'f,ins(m = 36x Pﬁ’ff,ﬁ-‘léifln +0,03x 107

(3.12)
Peftinsan: Insandaki effektif permeabilite katsayisi (cm/dk)
Pefi sican: Sicandan elde edilen effektif permeabilite katsayisi (cm/dk)
— — p(—38450x Perf sican)
fo=1=ce ! (3.13)

Fa: Insanda absorbe edilen doz fraksiyonu

Pefi sican: Sigandan elde edilen effektif permeabilite katsayisi (cm/sn)
3.2.10. istatistiksel degerlendirmeler

istatistiksel degerlendirmeler GraphPad Prism V8 kullanilarak yapilmistir.
Calismalardan elde edilen verilerde iki grubun karsilastiriimasi igin Student t testi ve
daha c¢ok grubun karsilastinimasi igin tek yonlu varyans analizi (ANOVA)
kullaniimistir. Gruplar arasinda fark oldugunu tespit etmek amaciyla Tukey HSD
post-hoc testi yapilmistir. Anlamlilik diizeyi olarak a = 0,05 alinmis ve p<0,05 oldugu

durumlarda gruplar arasi fark olduguna karar verilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Eksemestanin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan Galismalar
4.1.1. Cozundurlik caligmasi

Eksemestanin (EKM) ¢ozunurluk ¢aligmasi Bolum 3.2.1'de anlatildigr sekilde 25 +
0,5°C ve 37 £ 0,5°C sicaklikta distile su ve %0,5 SLS ¢ozeltisi, 37 + 0,5°C sicaklikta
%0,5 SLS igeren PBS tamponu ortamlarinda gergeklestirilmistir. Sonuglar Cizelge
4.1’de verilmistir. %0,5 SLS igeren PBS tamponu ortaminda sink kosulun
belirlenmesi igin gergeklestirilen ¢ozundrlik galismasinin sonuglari Bolum 4.7°de de

sunulmustur.

Cizelge 4.1. EKM'ye ait ¢ozunurlik sonuglari

Sicaklik (°C) Distile su %0,5 SLS gozeltisi %0,5 SLS igeren PBS
(ng/mL) (Mg/mL) tamponu (ug/mL)
25+0,5 27,8+25 662,1 £ 2,3 B
37+0,5 28,7+0,5 695,4 + 3,1 7784 +11,4
(Ort £ SS, n=3)

4.1.2. Partikiil biiyiikligii 8lgiimii

EKM igin partikal buyuklugu olgumleri Bolum 3.2.1°de anlatildigi sekilde Sympatec
Helos cihazi ile yapilmistir. Calisma sonucunda EKM’nin ortalama partikdl
baydklagu 41,7 + 5,6 ym olarak belirlenmigtir. EKM’nin partikal bayukluga ve

dagilimina ait grafik Sekil 4.1’de sunulmustur.
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Sekil 4.1. EKM'nin partikiil biyiklagu dagiim grafigi

4.1.3. FT-IR analizi

EKM’nin Bolum 3.2.1°de belirtildigi sekilde gerceklestirlen FT-IR analizine ait
spektrumu Sekil 4.2’de sunulmustur. EKM’nin CHs fonksiyonel grubuna ait
karakteristik C—H gerilim bantlari 3079-2825 cm*'de, C=0 fonksiyonel grubuna ait
gerilim bantlari 1731 cm™ ve 1655 cm*’'de, C=C fonksiyonel grubuna ait gerilim
bandi 1618 cm'de gozlenmistir. EKM’nin ana iskeletine ait etkilesimler ise 1371-

654 cm araliginda gozlenmistir.
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4.1.4. Erime derecesi tayini

EKM’'nin Bolum 3.2.1’de aciklandigi sekilde gergeklestirlen DSC analizine ait
termogrami Sekil 4.3’te verilmistir. EKM’ye ait endotermik pik gézlenmis ve EKM’nin

erime derecesi 198,2°C olarak bulunmustur.

DSC
mW__

0.00
T r I
-5.00

-10.00

-15.00 188.17C

100.00 20000
Temp [C]

Sekil 4.3. EKM’nin DSC termogrami

4.2. Eksemestanin Miktar Tayini Yontemleri ve Validasyonu
4.2.1. Eksemestanin UV spektrofotometresi ile dalga boyu taramasi

EKM’nin Bolum 3.2.2'de anlatildigi sekilde gergeklestirilen dalga boyu taramalari
sonucunda 10 pg/mL distile su, 4 ug/mL %0,5 SLS ¢dzeltisi, 50 ug/mL asetonitril ve
50 pg/mL metanol ortamlarinda belirtilen konsantrasyonlarina ait UV spektrumlari
Sekil 4.4 - Sekil 4.7°de verilmistir. Amaks degeri distile su, %0,5 SLS ¢ozeltisi ve

asetonitril ortamlari igin 250 nm, metanol ortami igin 245 nm olarak tespit edilmigtir.
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Sekil 4.4. EKM’nin distile su ortamindaki UV spektrumu
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Sekil 4.5. EKM’nin %0,5 SLS ¢ozeltisindeki UV spektrumu
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Sekil 4.6. EKM’nin asetonitril ortamindaki UV spektrumu
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Sekil 4.7. EKM’nin metanol ortamindaki UV spektrumu

4.2.2. Spektrofotometrik miktar tayini yontemi ve validasyonu

EKM’nin distile su ortamindaki spektrofotometrik miktar tayini icin validasyon

calismalari Bolum 3.2.2°de anlattigi gibi gergeklestirilmistir.
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Dogrusallik

EKM’nin dogrusallik c¢alismasi distile su ortaminda 4 pg/mL - 20 pg/mL
konsantrasyon araliginda 3 paralel surdurtlmastur. 7 farkli konsantrasyona karsilik
gelen absorbans degerleri 250 nm’de Ol¢iimus ve grafiklenmistir. Kalibrasyon
dogrusu, kalibrasyon denklemi ve determinasyon katsayisi (R?) Sekil 4.8'de

sunulmustur.

1,0
0,8
0,6

0,4

Absorbans

y =0,0491x + 0,0052
0,2 2=1

0,0
0 5 10 15 20

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.8. EKM’nin distile su ortamindaki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(Ort £ SS, n=6)

Kesinlik

Deney ici kesinlik calismasinda EKM’nin distile su ortaminda 10 pg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan ¢dzeltisinin absorbansi 250 nm’de art arda 10 kez
Olculmustur. Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu
hesaplanmistir. Deney ici kesinlik calismasina ait sonuglar Cizelge 4.2'de
gosterilmistir. Deneyler arasi kesinlik galismasinda EKM’nin distile su ortaminda 6
pg/mL, 10 ug/mL ve 14 ug/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢dzeltilerinin absorbansi
takip eden 3 gun igerisinde 250 nm’de 3 kez dl¢uimustir. Kalibrasyon denkleminden
hareketle EKM konsantrasyonu hesaplanmigtir. Deneyler arasi kesinlik galismasina

ait sonuglar Cizelge 4.3’te gosterilmisgtir.
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Cizelge 4.2. EKM'nin distile su ortaminda deney ici kesinlik sonuglari

No EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
1 10 10,2
2 10 10,2
3 10 10,2
4 10 10,3
5 10 10,3
6 10 10,3
7 10 10,3
8 10 10,3
9 10 10,3
10 10 10,3
Ort 10,2
SS 0,1
VK 0,6

Cizelge 4.3. EKM'nin distile su ortaminda deneyler arasi kesinlik sonuglari

EKM
konsantrasyonu 1. Giin 2. Giin 3. Giin Ort SS VK
(ng/mL)
6 6,07 5,92 6,13 6,04 0,11 1,8
10 10,0 10,1 10,1 10,1 0,1 0,6
14 14,0 14,0 14,0 14,0 0,0 0,2

Dogruluk ve geri elde

Kullanilan yontemin dogrulugunu gostermek icin EKM’nin distile su ortaminda 8
pg/mL, 10 ug/mL ve 12 uyg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinin absorbansi
Olculerek kalibrasyon denklemi ile geri elde miktarlari hesaplanmigtir. Dogruluk ve

geri elde calismasina ait sonuglar Cizelge 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. EKM’nin distile su ortaminda geri elde sonuglari

EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM %Geri elde VK
(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)

8 8,09 £ 0,07 101,0 0,9

10 10,2+0,0 102,4 0.4

12 12,3+ 0,1 102,7 0,6

(Ort = SS, n=3)
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Ozgiinliik ve secicilik

Kullanilan yontemin EKM’ye 6zgun oldugunu belirlemek icin distile su ortaminin
EKM ile ayni dalga boyunda absorbansa sahip olup olmadigi kontrol edilmigtir. Elde

edilen UV spektrumlari Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da gosterilmigtir.

1.0
0.8 |

0.6

Abs
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0.2+

0.0

! ! . . .
200 300 400 500 600 700 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.9. EKM igermeyen distile su ortamina ait UV spektrumu

200 400 600 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.10. EKM igeren distile su ortamina ait UV spektrumu
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Duyarlilik ve saptama siniri

EKM’nin distile su ortamindaki spektrofotometrik miktar tayin yontemine ait LOD ve
LOQ degerleri Bolum 3.2.2°de anlatildigi gibi hesaplamistir. Analitik yontemin LOD
degeri 0,86 pg/mL LOQ degeri 2,60 pg/mL olarak bulunmustur.

Stabilite

EKM’'nin  distile su ortaminda stabilitesini gdstermek icin 10 pg/mL
konsantrasyondaki EKM ¢ozeltisinin hazirlandiktan hemen sonra ve 24. saat
sonunda Olgllen absorbans degerlerine karsilik gelen EKM konsantrasyonu Cizelge

4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. EKM'nin distile su ortaminda stabilite sonuglari

o EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
Sicaklik (°C) Zaman (Saat) (mg/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
0 10 9,70+ 0,01
25+0,5
24 10 10,2+ 0,0
0 10 9,70 £ 0,01
37+0,5
24 10 10,3+ 0,0
(Ort £ SS, n=3)

4.2.3. Kromatografik miktar tayini yontemi ve validasyonu

EKM’nin metanol, asetonitril, %0,5 SLS ¢ozeltisi, %0,5 SLS iceren PBS tamponu,
FaSSIF, FeSSIF ve ACN:Perfuzat (9:1) ortamlarindaki kromatografik miktar tayini

icin validasyon g¢alismalari Bolim 3.2.2’de anlattigi gibi gerceklestiriimistir.

EKM’nin metanol ortamindaki validasyonu

Dogrusallik

EKM’nin dogrusallik c¢alismasi metanol ortaminda 2 pjpg/mL - 50 pg/mL
konsantrasyon araliginda 3 paralel surduridlmastir. 12 farkll konsantrasyona

karsilik gelen pik alani degerleri 245 nm’de HPLC ile analiz edilmis ve
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grafiklenmistir. Kalibrasyon dogrusu, kalibrasyon denklemi ve R? degeri Sekil

4.11’de sunulmustur.

2500

2000
w
=
< 1500
E
£ y = 46,331x + 3,483
< 1000 R? = 0,9999
=
&

500

0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.11. EKM’nin metanol ortamindaki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(Ort £ SS, n=12)

Kesinlik

Deney i¢i kesinlik c¢alismasinda EKM’nin metanol ortaminda 10 pg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisi art arda 10 kez HPLC’ye enjekte edilmigtir.
Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu hesaplanmistir. Deney
ici kesinlik calismasina ait sonuclar Cizelge 4.6’da gosterilmistir. Deneyler arasi
kesinlik calismasinda EKM’nin metanol ortaminda 8 ug/mL, 10 yg/mL ve 12 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri takip eden 3 gun iginde 3’er kez HPLC'’ye
enjekte edilmistir. Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu
hesaplanmistir. Deneyler arasi kesinlik ¢alismasina ait sonuglar Cizelge 4.7’de

gOsterilmigtir.
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Cizelge 4.6. EKM’nin metanol ortaminda deney ici kesinlik sonuglari

No EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
1 10 10,0
2 10 10,0
3 10 10,0
4 10 10,0
5 10 10,0
6 10 10,0
7 10 10,0
8 10 10,0
9 10 10,0
10 10 10,0
Ort 10,0
SS 0,0
VK 0,1

Cizelge 4.7. EKM’nin metanol ortaminda deneyler arasi kesinlik sonugclari

EKM
konsantrasyonu 1. Giin 2. Giin 3. Giin Ort SS VK
(ng/mL)
8 7,85 7,97 7,85 7,89 0,07 0,9
10 10,1 10,1 10,2 10,1 0,0 0,4
12 12,4 12,4 12,4 12,4 0,1 0,4

Dogruluk ve geri elde

EKM’nin metanol ortaminda stok g¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile 8 ug/mL, 10
pug/mL ve 12 yg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri 3’er kez HPLC’de analiz
edilerek kalibrasyon denklemi ile geri elde miktarlari hesaplanmistir. Dogruluk ve

geri elde calismasina ait sonuglar Cizelge 4.8’de sunulmustur.

Cizelge 4.8. EKM’nin metanol ortaminda geri elde sonuglari

EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM %Geri elde VK
(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)

8 7,85+ 0,03 98,1 0,4

10 10,1+£0,0 100,7 0,2

12 12,4+ 0,0 102,9 0,0

(Ort = SS, n=3)
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Ozgiinliik ve segicilik

Kullanilan yontemin EKM’'ye 6zgun oldugunu belirlemek igin diger maddelerin EKM
ile ayni alikonma zamaninda pik verip vermediginin kontrolli yapiimigtir. Metanol
ortamina, EKM icermeyen formulasyonlarin ve EKM’nin metanol ortamindaki
¢cOzeltisine ait 6zgunluk ve segicilik kromatogramlari Sekil 4.12 - Sekil 4.14’te

sunulmustur.

VWD1 A, Wavelength=245 nm (BURCU'BURCU_2020 2021-09-24 16-11-01'MEOH D)
mAU ]
35
3
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-1 T 1
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Sekil 4.12. Metanol ortamina ait kromatogram
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Sekil 4.13. (devam) EKM igcermeyen formulasyonlarin metanol ortamindaki
kromatogramlari a) F1 formullasyonu b) F2 formulasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu
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Sekil 4.13. (devam) EKM igcermeyen formilasyonlarin metanol ortamindaki
kromatogramlari a) F1 formuilasyonu b) F2 formulasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu
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VWD1 A, Wavelength=245 nm (BURCU\BURCU_2020 2020-10-21 15-26-09'8 UG ML.D)

mAU EKM

354

7122

30+

204

.......................................

Sekil 4.14. 8 uyg/mL EKM’nin metanol ortamindaki kromatogrami

Duyarlilik ve saptama siniri

EKM’nin metanol ortamindaki kromatografik miktar tayin yontemine ait LOD ve LOQ
degerleri Bolum 3.2.2°de anlatildigi gibi hesaplamistir. Analitik ydontemin LOD degeri
0,09 ug/mL LOQ degeri 0,27 pg/mL olarak bulunmustur.

Stabilite

EKM’'nin  metanol ortaminda stabilitesini gdstermek igcin 10 ug/mL
konsantrasyondaki EKM c¢ozeltisinin hazirlandiktan hemen sonra ve 24. saat
sonunda olgulen pik alani deg@erlerine karsilik gelen EKM konsantrasyonu Cizelge

4.9'da verilmistir.

Cizelge 4.9. EKM’nin metanol ortaminda stabilite sonuglari

o EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
Sicaklik (°C) Zaman (Saat) (ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
0 10 10,1+ 0,0
25+0,5
24 10 10,1+ 0,0
0 10 10,1+ 0,0
37106
24 10 10,2+ 0,1

(Ort + SS, n=3)
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EKM’nin asetonitril ortamindaki validasyonu

Dogrusallik

EKM’nin dogrusallik c¢alismasi asetonitrii ortaminda 0,5 ug/mL - 18 pg/mL
konsantrasyon araliginda 3 paralel surdtrtlmustir. 8 farkli konsantrasyona karsilik
gelen pik alani degerleri 250 nm’de HPLC ile analiz edilmis ve grafiklenmigtir.

Kalibrasyon dogrusu, kalibrasyon denklemi ve R? de@eri Sekil 4.15’te sunulmustur.

1000
750
2
=2
<
E
= 500
c
L
3 y = 43,283x - 1,3266
A, R? = 0,9999

0
0 5 10 15 20

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.15. EKM’nin asetonitril ortamindaki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(Ort £ SS, n=8)

Kesinlik

Deney ici kesinlik calismasinda EKM’nin asetonitril ortaminda 10 pg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisi art arda 10 kez HPLC’ye enjekte edilmigtir.
Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu hesaplanmistir. Deney
ici kesinlik galigmasina ait sonuglar Cizelge 4.10’da gdsterilmigtir. Deneyler arasi
kesinlik galismasinda EKM’nin asetonitril ortaminda 8 ug/mL, 10 pg/mL ve 12 ug/mL
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri takip eden 3 gun iginde 3’er kez HPLC'’ye
enjekte edilmistir. Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu
hesaplanmistir. Deneyler arasi kesinlik ¢alismasina ait sonuglar Cizelge 4.11°de

gosterilmigtir.
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Cizelge 4.10. EKM’nin asetonitril ortaminda deney ici kesinlik sonuglari

No EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
1 10 10,0
2 10 10,0
3 10 10,0
4 10 10,0
5 10 10,0
6 10 10,0
7 10 10,0
8 10 10,0
9 10 10,0
10 10 10,0
Ort 10,0
SS 0,0
VK 0,1

Cizelge 4.11. EKM’nin asetonitril ortaminda deneyler arasi kesinlik sonugclari

EKM
konsantrasyonu 1. Giin 2. Giin 3. Giin Ort SS VK
(ng/mL)
8 8,00 8,05 8,10 8,05 0,05 0,6
10 9,03 9,98 10,0 9,97 0,0 0,4
12 12,0 12,2 12,2 12,2 0,1 0,8

Dogruluk ve geri elde

EKM’nin asetonitril ortaminda stok ¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile 5 ug/mL, 10
pug/mL ve 15 pyg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri 3’er kez HPLC’de analiz
edilerek kalibrasyon denklemi ile geri elde miktarlari hesaplanmigtir. Dogruluk ve

geri elde calismasina ait sonuglar Cizelge 4.12’de sunulmustur.

Cizelge 4.12. EKM’nin asetonitril ortaminda geri elde sonuglari

EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM %Geri elde VK
(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)

5 4,97 = 0,01 99,4 0,3

10 10,1+ 0,1 101,4 1,6

15 15,3+£0,0 102,0 0,1

(Ort = SS, n=3)
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Ozgiinliik ve segicilik

Kullanilan yontemin EKM’'ye 6zgun oldugunu belirlemek igin diger maddelerin EKM
ile ayni alikonma zamaninda pik verip vermediginin kontroll yapilmistir. Asetonitril
ortamina, EKM igcermeyen formulasyonlarin ve EKM’nin asetonitril ortamindaki
¢Ozeltisine ait 6zgunlik ve secicilik kromatogramlari Sekil 4.16 - Sekil 4.18'de

sunulmustur.

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU\BURCU_2020 2020-02-21 11-47-57\ACN.D)

Norm.

Sekil 4.16. Asetonitril ortamina ait kromatogram
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-28 15-44-03\ACN F1.D)

a)
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-28 15-44-03\ACN F2.D)
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Sekil 4.17. EKM icermeyen formuUlasyonlarin asetonitril ortamindaki
kromatogramlari a) F1 formulasyonu b) F2 formilasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-28 15-44-03\ACN F3.D)
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-28 15-44-03\ACN F4.D)

ﬁd)
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Sekil 4.17. (devam) EKM

icermeyen formulasyonlarin asetonitril

ortamindaki

kromatogramlari a) F1 formulasyonu b) F2 formilasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formUlasyonu
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-28 15-44-03\ACN F5.D)
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Sekil 4.17. (devam) EKM icermeyen formilasyonlarin asetonitril ortamindaki
kromatogramlari a) F1 formilasyonu b) F2 formuilasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formUlasyonu

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU\BURCU_2020 2020-02-21 11-47-57\15 UL 1.D)
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Sekil 4.18. 15 pyg/mL EKM’nin asetonitril ortamindaki kromatogrami

in vitro lipoliz galismasinda belirli dakikalarda alinan 6rnekler asetonitril ile
seyreltildigi icin lipoliz ortaminda kullanilan maddelerin EKM ile ayni alikonma

zamaninda pik verip vermediginin de kontroli yapilmistir. EKM i¢cermeyen
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formulasyonlarin ve EKM’nin enzim igeren lipoliz ortamindaki 6zgunluk segicilik
kromatogramlari Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de sunulmustur.

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 15-07-15\L F1.D)
mAU o
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 15-07-15\L F2.D)
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Sekil 4.19. EKM icermeyen formulasyonlarin lipoliz ortamindaki kromatogramlari a)

F1 formulasyonu b) F2 formulasyonu c) F3 formilasyonu d) F4
formulasyonu e) F5 formulasyonu
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 15-07-15\L F3.D)
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 15-07-15\L F4.D)
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Sekil 4.19. (devam) EKM icermeyen formulasyonlarin lipoliz ortamindaki

kromatogramlari a) F1 formilasyonu b) F2 formulasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formUlasyonu
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 15-07-15\L F5.D)
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Sekil 4.19. (devam) EKM icermeyen formdilasyonlarin lipoliz ortamindaki
kromatogramlari a) F1 formualasyonu b) F2 formilasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formUlasyonu

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU\BURCU_2020 2021-07-30 20-10-57\L1 90 DK.D)
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Sekil 4.20. EKM'nin lipoliz ortamindaki kromatogrami
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Duyarlilik ve saptama siniri
EKM’nin asetonitril ortamindaki kromatografik miktar tayin yontemine ait LOD ve

LOQ degerleri Bolum 3.2.2’de anlatildigi gibi hesaplamigtir. Analitik ydntemin LOD
degeri 0,07 pyg/mL LOQ degeri 0,21 pg/mL olarak bulunmustur.

Stabilite

EKM’'nin  asetonitril  ortaminda  stabilitesini gostermek igin 10 pg/mL
konsantrasyondaki EKM ¢ozeltisinin hazirlandiktan hemen sonra ve 24. saat
sonunda olcllen pik alani de@erlerine karsilik gelen EKM konsantrasyonu Cizelge

4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.13. EKM’nin asetonitril ortaminda stabilite sonugclari

o EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
Sicaklik (°C) Zaman (Saat) (mg/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
0 10 10,0+ 0,0
25+0,5
24 10 10,2+ 0,0
0 10 10,0+ 0,0
37+0,5
24 10 10,2+0,0
(Ort £ SS, n=3)

EKM’nin %0,5 SLS cozeltisi ortamindaki validasyonu

Dogrusallik

EKM’nin dogrusallik ¢alismasi %0,5 SLS ¢dzeltisi ortaminda 1 ug/mL - 40 pg/mL
konsantrasyon araliginda 3 paralel surdurdlmastir. 12 farkll konsantrasyona
karsilik gelen pik alani degerleri 250 nm’de HPLC ile analiz edilmis ve
grafiklenmistir. Kalibrasyon dogrusu, kalibrasyon denklemi ve R? dederi Sekil

4.21°’de sunulmustur.
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Sekil 4.21. EKM’'nin %0,5 SLS c¢o6zeltisi ortamindaki kalibrasyon dogrusu ve
denklemi (Ort £ SS, n=12)

Kesinlik

Deney ici kesinlik ¢alismasinda EKM’'nin %0,5 SLS ¢odzeltisi ortaminda 10 pg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisi art arda 10 kez HPLC’ye enjekte edilmistir.
Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu hesaplanmistir. Deney
ici kesinlik galismasina ait sonuglar Cizelge 4.14’te gosterilmistir. Deneyler arasi
kesinlik calismasinda EKM’nin %0,5 SLS ¢ozeltisi ortaminda 8 pyg/mL, 10 ug/mL ve
12 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri takip eden 3 gun icinde 3’er kez
HPLC’ye enjekte edilmistir. Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM
konsantrasyonu hesaplanmigtir. Deneyler arasi kesinlik ¢alismasina ait sonuglar

Cizelge 4.15’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.14. EKM’nin %0,5 SLS ¢o6zeltisi ortaminda deney ici kesinlik sonuglari

No EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
1 10 10,0
2 10 10,0
3 10 10,0
4 10 10,0
5 10 10,0
6 10 10,0
7 10 10,0
8 10 10,0
9 10 10,0
10 10 10,0
Ort 10,0
SS 0,0
VK 0,2

Cizelge 4.15. EKM'nin %0,5 SLS ¢ozeltisi ortaminda deneyler arasi kesinlik

sonuglari
EKM
konsantrasyonu 1. Giin 2. Giin 3. Giin Ort SS VK
(ng/mL)
8 8,11 8,10 8,10 8,11 0,00 0,1
10 10,2 10,2 10,7 10,2 0,0 0,2
12 12,1 12,2 12,2 12,2 0,0 0,2

Dogruluk ve geri elde

EKM’nin %0,5 SLS ¢oOzeltisi ortaminda stok ¢dzeltiden uygun seyreltmeler ile 8
pMg/mL, 10 yg/mL ve 12 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri 3’er kez
HPLC'’de analiz edilerek kalibrasyon denklemi ile geri elde miktarlari hesaplanmigtir.

Dogruluk ve geri elde ¢alismasina ait sonuglar Cizelge 4.16’da sunulmustur.

Cizelge 4.16. EKM’nin %0,5 SLS ¢0zeltisi ortaminda geri elde sonuglari

EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM %Geri elde VK
(mg/mL) konsantrasyonu (ug/mL)

8 8,09 + 0,01 101,1 0,2

10 10,1+£0,0 101,4 0,1

12 11,9+£0,0 99,4 0,1

(Ort £ SS, n=3)
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Ozgiinliik ve segicilik

Kullanilan yontemin EKM’ye 6zgun oldugunu belirlemek igin diger maddelerin EKM
ile ayni alikonma zamaninda pik verip vermediginin kontrolt yapilmigtir. %0,5 SLS
¢cOzeltisi ortamina, EKM icermeyen formulasyonlarin ve EKM’nin %0,5 SLS ¢ozeltisi
ortamindaki ¢Ozeltisine ait 6zgunluk ve segicilik kromatogramlar Sekil 4.22 - Sekil

4.24’te sunulmustur.

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\SAF SLS.D)

Ncrm.__
40—:
30{
20{

10 =

Sekil 4.22. %0,5 SLS ¢dzeltisi ortamina ait kromatogram
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\SLS F1.D)
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\SLS F2.D)
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Sekil 4.23. EKM icermeyen formulasyonlarin %0,5 SLS c¢o6zeltisi ortamindaki
kromatogramlari a) F1 formulasyonu b) F2 formilasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\SLS F3.D)
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Sekil 4.23. (devam) EKM icermeyen formilasyonlarin  %0,5 SLS c¢ozeltisi
ortamindaki kromatogramlari a) F1 formulasyonu b) F2 formulasyonu c)
F3 formulasyonu d) F4 formilasyonu e) F5 formulasyonu
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Sekil 4.23. (devam) EKM

icermeyen formulasyonlarin

%0,5 SLS cozeltisi

ortamindaki kromatogramlari a) F1 formulasyonu b) F2 formulasyonu c)
F3 formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-COZUNMEHIZI 2022-10-20 16-06-36\F2 SLS 5 1.D)
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Sekil 4.24. 10 yg/mL EKM’nin %0,5 SLS ¢o6zeltisi ortamindaki kromatogrami
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Duyarlilik ve saptama siniri

EKM’nin %0,5 SLS ¢o6zeltisi ortamindaki kromatografik miktar tayin yontemine ait
LOD ve LOQ degerleri Bolum 3.2.2’de anlatildigi gibi hesaplamistir. Analitik
yontemin LOD degeri 0,08 ug/mL LOQ degeri 0,25 pg/mL olarak bulunmustur.

Stabilite

EKM’'nin %0,5 SLS ¢ozeltisi ortaminda stabilitesini gostermek igin 10 pg/mL
konsantrasyondaki EKM ¢ozeltisinin hazirlandiktan hemen sonra ve 24. saat
sonunda olcllen pik alani de@erlerine karsilik gelen EKM konsantrasyonu Cizelge

4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17. EKM’nin %0,5 SLS ¢ozeltisi ortaminda stabilite sonuglari

o EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
Sicaklik (°C) Zaman (Saat) (mg/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
0 10 9,98 + 0,01
25+0,5
24 10 10,2+ 0,0
0 10 10,0+ 0,0
37+0,5
24 10 10,2+0,0
(Ort £ SS, n=3)

EKM’nin %0,5 SLS iceren PBS tamponu ortamindaki validasyonu

Dogrusallik

EKM’nin dogrusallik ¢alismasi %0,5 SLS igeren PBS tamponu ortaminda 1 ug/mL -
40 pg/mL konsantrasyon araliginda 3 paralel sdrdartlmagtar. 12 farklh
konsantrasyona karsilik gelen pik alani degerleri 250 nm’de HPLC ile analiz edilmis
ve grafiklenmistir. Kalibrasyon dogrusu, kalibrasyon denklemi ve R? degeri Sekil

4.25’te sunulmustur.
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Sekil 4.25. EKM’'nin %0,5 SLS igeren PBS tamponu ortamindaki kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (Ort £ SS, n=12)

Kesinlik

Deney ici kesinlik calismasinda EKM’nin %0,5 SLS igeren PBS tamponu ortaminda
10 ug/mL konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisi art arda 10 kez HPLC’ye enjekte
edilmistir.  Kalibrasyon  denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu
hesaplanmistir. Deney igi kesinlik c¢alismasina ait sonuglar Cizelge 4.18de
gosterilmistir. Deneyler arasi kesinlik gcalismasinda EKM’nin %0,5 SLS iceren PBS
tamponu ortaminda 8 ug/mL, 10 ug/mL ve 12 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan
cozeltileri takip eden 3 gun icinde 3’er kez HPLC’ye enjekte edilmistir. Kalibrasyon
denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu hesaplanmistir. Deneyler arasi

kesinlik calismasina ait sonuclar Cizelge 4.19'da gosterilmistir.
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Cizelge 4.18. EKM’nin %0,5 SLS igceren PBS tamponu ortaminda deney i¢i kesinlik

sonuglari

Z
o

EKM konsantrasyonu

Tayin edilen EKM

(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
1 10 10,1
2 10 10,0
3 10 10,0
4 10 10,0
5 10 10,0
6 10 10,0
7 10 10,0
8 10 10,0
9 10 10,0
10 10 10,0
Ort 10,0
SS 0,0
VK 0,2

Cizelge 4.19. EKM’'nin %0,5 SLS iceren PBS tamponu ortaminda deneyler arasi

kesinlik sonuglari

EKM
konsantrasyonu 1. Gin 2. Giin 3. Giin Ort SS VK
(ng/mL)
8 8,12 8,11 8,11 8,11 0,00 0,1
10 10,3 10,3 10,3 10,3 0,0 0,0
12 12,1 12,2 12,2 12,2 0,0 0,2

Dogruluk ve geri elde

EKM’'nin %0,5 SLS iceren PBS tamponu ortaminda stok ¢ozeltiden uygun

seyreltmeler ile 8 ug/mL, 10 uyg/mL ve 12 ug/mL konsantrasyonda hazirlanan

cOzeltileri 3’er kez HPLC’de analiz edilerek kalibrasyon denklemi ile geri elde

miktarlari hesaplanmistir. Dogruluk ve geri elde calismasina ait sonuglar Cizelge

4.20’de sunulmustur.
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Cizelge 4.20. EKM'nin %0,5 SLS iceren PBS tamponu ortaminda geri elde sonuglari

EKM konsantrasyonu

Tayin edilen EKM

(mg/mL) konsantrasyonu (ug/mL) %Geri elde VK
8 8,13 £ 0,02 101,6 0,2
10 10,3+0,0 102,5 0,2
12 12,1+£0,0 101,2 0,2
(Ort + SS, n=3)

Ozgiinliik ve secicilik

Kullanilan yontemin EKM’ye 6zgun oldugunu belirlemek igin diger maddelerin EKM
ile ayni allkonma zamaninda pik verip vermediginin kontroli yapilmistir. Ex-vivo
permeabilite ¢alismasinda kullaniimak Uzere valide edilen yontemde kullanilan
verici hucre ortami ve domuz bagirsaginin da EKM ile ayni alikkonma zamaninda pik
verip vermediginin kontrolU yapilmistir. %0,5 SLS igeren PBS tamponu ortamina,
EKM icermeyen formuilasyonlarin ve EKM’nin %0,5 SLS igeren PBS tamponu
ortamindaki ¢ozeltisine ait 6zgunlik ve secicilik kromatogramlari Sekil 4.26 - Sekil

4.28’de sunulmustur.

VWD1 A, Wavelength=250 hm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\SAF PES.D)
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Sekil 4.26. %0,5 SLS igeren PBS tamponu ortamina ait kromatogram
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\PBS F1.D)
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Sekil 4.27. EKM icermeyen formulasyonlarin %0,5 SLS iceren PBS tamponu

ortamindaki kromatogramlari a) F1 formulasyonu b) F2 formUlasyonu c)
F3 formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu f) Verici hiicre
ortami ve domuz bagirsagi
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\PBS F3.D)
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Sekil 4.27. (devam) EKM igermeyen formulasyonlarin %0,5 SLS iceren PBS
tamponu ortamindaki kromatogramlari a) F1 formulasyonu b) F2
formdlasyonu c¢) F3 formialasyonu d) F4 formilasyonu e) F5
formualasyonu f) Verici hiicre ortami ve domuz bagirsagi
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Sekil 4.27. (devam) EKM igermeyen formulasyonlarin %0,5 SLS iceren PBS

tamponu ortamindaki kromatogramlari a) F1 formulasyonu b) F2

formdlasyonu c¢) F3 formilasyonu d) F4 formilasyonu e)
formualasyonu f) Verici hiicre ortami ve domuz bagirsagi

F5
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU\BURCU_2020 2021-06-23 20-07-14\S1 14 UG.D)
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Sekil 4.28. 14 uyg/mL EKM’nin %0,5 SLS igeren PBS tamponu ortamindaki
kromatogrami

Duyarlilik ve saptama siniri

EKM’nin %0,5 SLS iceren PBS tamponu ortamindaki kromatografik miktar tayin
yontemine ait LOD ve LOQ degerleri Bolim 3.2.2’de anlatildi§i gibi hesaplamistir.
Analitik yontemin LOD degeri 0,06 pg/mL LOQ degeri 0,19 pg/mL olarak

bulunmustur.

Stabilite

EKM’nin %0,5 SLS igceren PBS tamponu ortaminda stabilitesini géstermek igin 10
Mg/mL konsantrasyondaki EKM ¢ozeltisinin hazirlandiktan hemen sonra ve 24. saat
sonunda olgulen pik alani degerlerine karsilik gelen EKM konsantrasyonu Cizelge

4.21’de verilmistir.
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Cizelge 4.21. EKM'nin %0,5 SLS iceren PBS tamponu ortaminda stabilite sonugclari

o EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
Sicaklik (°C) Zaman (Saat) (ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
0 10 10,3+ 0,0
25+0,5
24 10 10,3+0,0
0 10 10,0 £ 0,0
37+0,5
24 10 10,3+0,0
(Ort £ SS, n=3)

EKM’nin FaSSIF tamponu ortamindaki validasyonu

Dogrusallik

EKM’nin dogrusallik c¢alismasi FaSSIF ortaminda 1 upg/mL - 40 pg/mL
konsantrasyon araliginda 3 paralel surduridlmustar. 12 farkli konsantrasyona
karsilik gelen pik alani degerleri 250 nm’de HPLC ile analiz edilmis ve
grafiklenmistir. Kalibrasyon dogrusu, kalibrasyon denklemi ve R? dederi Sekil

4.29°'da sunulmustur.
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Sekil 4.29. EKM’nin  FaSSIF ortamindaki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(Ort £ SS, n=12)
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Kesinlik

kesinlik c¢alismasinda EKM’nin FaSSIF ortaminda 10 pg/mL

konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisi art arda 10 kez HPLC’ye enjekte edilmistir.

Deney ici

Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu hesaplanmistir. Deney
ici kesinlik galismasina ait sonuglar Cizelge 4.22°de gosterilmistir. Deneyler arasi
kesinlik calismasinda EKM’nin FaSSIF ortaminda 8 pg/mL, 10 pg/mL ve 12 yg/mL
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri takip eden 3 gun iginde 3’er kez HPLC’ye
enjekte edilmigtir. Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu
hesaplanmistir. Deneyler arasi kesinlik ¢alismasina ait sonuglar Cizelge 4.23’te

gosterilmigtir.

Cizelge 4.22. EKM’nin FaSSIF ortaminda deney ici kesinlik sonuglari

No EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
1 10 10,1
2 10 10,6
3 10 10,7
4 10 10,6
5 10 10,7
6 10 10,7
7 10 10,7
8 10 10,6
9 10 10,6
10 10 10,6
Ort 10,6
SS 0,2
VK 1,7

Cizelge 4.23. EKM’nin FaSSIF ortaminda deneyler arasi kesinlik sonuglari

konsalil'frlz\i/lsyonu 1. Giin 2. Giin 3. Gin Ort SS VK
(ng/mL)

8 7,96 7,96 8,01 7,97 0,03 0,3

10 10,3 10,4 10,8 10,5 0,3 2,6

12 12,3 12,4 12,5 12,4 0,1 0,8
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Dogruluk ve geri elde
EKM’nin FaSSIF ortaminda stok g¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile 8 ug/mL, 10
pMg/mL ve 12 ug/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri 3’er kez HPLC’de analiz

edilerek kalibrasyon denklemi ile geri elde miktarlari hesaplanmistir. Dogruluk ve

geri elde ¢calismasina ait sonuglar Cizelge 4.24’te sunulmustur.

Cizelge 4.24. EKM’nin FaSSIF ortaminda geri elde sonuglari

EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM %Geri elde VK
(mg/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
8 7,98 £ 0,02 99,8 0,3
10 10,1+ 0,1 101,2 11
12 12,2+ 0,0 101,6 0,3
(Ort + SS, n=3)

Ozgiinliik ve secicilik

Kullanilan yontemin EKM’ye 6zgun oldugunu belirlemek igin diger maddelerin EKM
ile ayni allkkonma zamaninda pik verip vermediginin kontrollu yapilmistir. FaSSIF
ortamina, EKM icermeyen formulasyonlarin ve EKM'nin FaSSIF ortamindaki
¢Ozeltisine ait 6zgunlik ve secicilik kromatogramlari Sekil 4.30 - Sekil 4.32'de

sunulmustur.
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Sekil 4.30. FaSSIF ortamina ait kromatogram

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\FA F1.D)
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Sekil 4.31. EKM icermeyen formilasyonlarin FaSSIF ortamindaki kromatogramlari
a) F1 formllasyonu b) F2 formulasyonu c) F3 formualasyonu d) F4
formualasyonu e) F5 formUilasyonu
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Sekil 4.31. (devam) EKM igermeyen formulasyonlarin FaSSIF ortamindaki
kromatogramlari a) F1 formulasyonu b) F2 formilasyonu c) F3

formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu



156

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\FA F4.D)
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Sekil 4.31. (devam) EKM

icermeyen formulasyonlarin  FaSSIF ortamindaki

kromatogramlari a) F1 formulasyonu b) F2 formilasyonu c) F3

formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-COZUNMEHIZI 2022-08-04 17-20-03\CH 10 DK 1.D)
mAU

7204

EKM

40

30

20

0

Sekil 4.32. 10 yg/mL EKM’nin FaSSIF ortamindaki kromatogrami

Duyarlilik ve saptama siniri

EKM’nin FaSSIF ortamindaki kromatografik miktar tayin yontemine ait LOD ve LOQ
degerleri Bolum 3.2.2’de anlatildigi gibi hesaplamistir. Analitik ydontemin LOD degeri
0,15 pg/mL LOQ degeri 0,45 pyg/mL olarak bulunmustur.

Stabilite

EKM’nin FaSSIF ortaminda stabilitesini gostermek i¢in 16 ug/mL konsantrasyondaki
EKM c¢ozeltisinin hazirlandiktan hemen sonra ve 24. saat sonunda dlgulen pik alani

degerlerine karsilik gelen EKM konsantrasyonu Cizelge 4.25'te verilmistir.

Cizelge 4.25. EKM’nin FaSSIF ortaminda stabilite sonuclari

o EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
Sicaklik (°C) Zaman (Saat) (ng/mL) konsantrasyonu (ag/mL)
0 16 16,2+ 0,0
25+0,5
24 16 16,5+ 0,1
0 16 16,2+ 0,0
37+0,6
24 16 16,8+ 0,0

(Ort £ SS, n=3)
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EKM’nin FeSSIF tamponu ortamindaki validasyonu

Dogrusallik

EKM’nin dogrusallik c¢alismasi FeSSIF ortaminda 1 upg/mL - 40 pg/mL
konsantrasyon araliginda 3 paralel surdiriimustir. 12 farkll konsantrasyona
karsilik gelen pik alani degerleri 2560 nm’de HPLC ile analiz edilmis ve
grafiklenmistir. Kalibrasyon dogrusu, kalibrasyon denklemi ve R? dederi Sekil 4.33'te

sunulmustur.

2000
_ 1500
]
=}
<
E
c 1000
)
> y = 38,89x - 1,2118
a R? = 0,9998
500
0
0 10 20 30 40 50

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.33. EKM’nin  FeSSIF ortamindaki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(Ort £ SS, n=12)

Kesinlik

Deney ici kesinlik c¢alismasinda EKM’nin FeSSIF ortaminda 10 pg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisi art arda 10 kez HPLC’ye enjekte edilmigtir.
Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu hesaplanmistir. Deney
ici kesinlik galigmasina ait sonuglar Cizelge 4.26’da gdsterilmigtir. Deneyler arasi
kesinlik calismasinda EKM’nin FeSSIF ortaminda 8 ug/mL, 10 pg/mL ve 12 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri takip eden 3 gun iginde 3’er kez HPLC'’ye
enjekte edilmistir. Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM konsantrasyonu
hesaplanmigtir. Deneyler arasi kesinlik ¢alismasina ait sonuglar Cizelge 4.27°de

gosterilmigtir.
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Cizelge 4.26. EKM’nin FeSSIF ortaminda deney igi kesinlik sonuglari

No EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
1 10 10,4
2 10 10,3
3 10 10,3
4 10 10,2
5 10 10,2
6 10 10,3
7 10 10,3
8 10 10,3
9 10 10,3
10 10 10,3
Ort 10,3
SS 0,1
VK 0,5

Cizelge 4.27. EKM’nin FeSSIF ortaminda deneyler arasi kesinlik sonuglari

EKM
konsantrasyonu 1. Giin 2. Giin 3. Giin Ort SS VK
(ng/mL)
8 7,84 8,00 8,19 8,01 0,17 2,2
10 10,1 10,3 10,6 10,3 0,2 2,2
12 12,2 12,2 12,4 12,2 0,1 0,9

Dogruluk ve geri elde

EKM’nin FeSSIF ortaminda stok g¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile 8 ug/mL, 10
pug/mL ve 12 yg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri 3’er kez HPLC’de analiz
edilerek kalibrasyon denklemi ile geri elde miktarlari hesaplanmigtir. Dogruluk ve

geri elde calismasina ait sonuglar Cizelge 4.28’de sunulmustur.

Cizelge 4.28. EKM’nin FeSSIF ortaminda geri elde sonuglari

EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM %Geri elde VK
(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)

8 7,98 £ 0,03 98,6 0,5

10 10,3+0,0 102,9 0,2

12 12,0+ 0,0 100,4 0,2

(Ort = SS, n=3)



160

Ozgiinliik ve segicilik

Kullanilan yontemin EKM’'ye 6zgun oldugunu belirlemek igin diger maddelerin EKM

ile ayni allkkonma zamaninda pik verip vermediginin kontrolu yapilmistir. FeSSIF

ortamina, EKM igermeyen formulasyonlarin ve EKM’nin FeSSIF ortamindaki

¢Ozeltisine ait 6zgunlik ve secicilik kromatogramlar Sekil 4.34 - Sekil 4.36'da

sunulmustur.

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\FESSIF.D)

Norm. |
404
30

20

=655

]

min|

Sekil 4.34. FeSSIF ortamina ait kromatogram
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\FE F1.D)
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\FE F2.D)
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Sekil 4.35. EKM icermeyen formulasyonlarin FeSSIF ortamindaki kromatogramlari
a) F1 formllasyonu b) F2 formulasyonu c) F3 formualasyonu d) F4
formualasyonu e) F5 formilasyonu
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Norm. ]

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\FE F3.D)
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\FE F4.D)
Norm. | d)
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Sekil 4.35. (devam) EKM icermeyen formilasyonlarin FeSSIF ortamindaki

kromatogramlari a) F1 formudlasyonu b) F2 formulasyonu c) F3
formualasyonu d) F4 formUlasyonu e) F5 formulasyonu
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2022-12-02 10-30-53\FE F5.D)
Norm. |
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Sekil 4.35. (devam) EKM

icermeyen formulasyonlarin FeSSIF ortamindaki

kromatogramlari a) F1 formudlasyonu b) F2 formulasyonu c) F3

formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-COZUNMEHIZI 2022-11-10 20-33-16\CH 60 DK 2.D)
EKM
60 —
so—:
40 ~:
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Ll
—>1.876

Sekil 4.36. 16 yg/mL EKM’nin FeSSIF ortamindaki kromatogrami
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Duyarlilik ve saptama siniri

EKM’nin FeSSIF ortamindaki kromatografik miktar tayin yontemine ait LOD ve LOQ
degerleri Bolum 3.2.2’de anlatildi§i gibi hesaplamistir. Analitik ydontemin LOD degeri
0,58 pg/mL LOQ degeri 1,76 pyg/mL olarak bulunmustur.

Stabilite

EKM’nin FeSSIF ortaminda stabilitesini gostermek igin 16 pg/mL konsantrasyondaki
EKM c¢ozeltisinin hazirlandiktan hemen sonra ve 24. saat sonunda olgulen pik alani

degerlerine karsilik gelen EKM konsantrasyonu Cizelge 4.29'da verilmistir.

Cizelge 4.29. EKM’'nin FeSSIF ortaminda stabilite sonuglari

o EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
Sicaklik (°C) Zaman (Saat) (mg/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
0 16 15,9+ 0,1
25+0,5
24 16 16,2+ 0,0
0 16 15,9+ 0,1
37+0,5
24 16 16,3+ 0,0
(Ort £ SS, n=3)

EKM, Antipirin ve Fenol kirmizisinin ACN:Perfiizat (9:1) ortamindaki validasyonu

Dogrusallik

EKM, antipirin (ANT) ve fenol kirmizsinin (FK) dogrusallik galismasi ACN:Perfiizat
(9:1) ortaminda 1 pg/mL - 100 pg/mL konsantrasyon arahdinda 3 paralel
surdurdlmustir. 11 farkh konsantrasyona karsilik gelen pik alani degerleri 250
nm’de HPLC ile analiz edilmis ve grafiklenmigstir. Kalibrasyon dogrusu, kalibrasyon

denklemi ve R? degeri Sekil 4.37’de sunulmustur.
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1600 C)
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Sekil 4.37. ACN:Perflizat (9:1) ortamindaki kalibrasyon dogrulari ve denklemleri
a) EKM (Ort £ SS, n=11) b) ANT (Ort £ SS, n=11) c) FK (Ort £ SS n=9)

Kesinlik

Deney ici kesinlik galismasinda EKM’'nin ACN:Perflzat (9:1) ortaminda 30 pg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisi, ANT ve FK’nin ACN:Perfizat (9:1)
ortaminda 8 ug/mL konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltileri art arda 10 kez
HPLC'’ye enjekte edilmigtir. Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM, ANT ve FK
konsantrasyonlari hesaplanmistir. Deney ici kesinlik calismasina ait sonuglar
Cizelge 4.30 - Cizelge 4.32’de gosterilmistir. Deneyler arasi kesinlik calismasinda
EKM, ANT ve FK’nin ACN:Perflizat (9:1) ortaminda 8 pg/mL, 20 pg/mL ve 40 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanan g¢ozeltileri takip eden 3 gun iginde 3’er kez HPLC'’ye
enjekte edilmigtir. Kalibrasyon denkleminden hareketle EKM, ANT ve FK
konsantrasyonlari hesaplanmistir. Deneyler arasi kesinlik galismasina ait sonuglar
Cizelge 4.33 - Cizelge 4.35’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.30. EKM’nin ACN:Perflizat (9:1) ortaminda deney ici kesinlik sonuglari

No EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM
(ng/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
1 30 30,3
2 30 30,3
3 30 31,3
4 30 31,3
5 30 31,0
6 30 30,9
7 30 30,9
8 30 31,0
9 30 31,0
10 30 31,0
Ort 30,9
SS 0,3
VK 1,0

Cizelge 4.31. ANT’nin ACN:Perfuzat (9:1) ortaminda deney ici kesinlik sonuglari

ANT konsantrasyonu Tayin edilen ANT
(mg/mL) konsantrasyonu (ug/mL)

8 8,0

8,0

8,0

8,0

8,0

8,1

8,1

8,0

8,1

8,0

Ort 8,0

SS 0,0

VK 0,3

Z
o
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00 0O 0O 00O 00 00O 0O O
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o
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Cizelge 4.32. FK’nin ACN:Perflzat (9:1) ortaminda deney ici kesinlik sonuglari

Z
o

(ng/mL)

FK konsantrasyonu

Tayin edilen FK

konsantrasyonu (ug/mL)

© oo ~NO O WNPE

[N
o

Ort
SS
VK

8

0 0O 0O 00 00 00 00 O

8,3
8,3
8,3
8,3
8,3
8,4
8,1
8,2
8,3
8,3
8,3
0,1
0,9

Cizelge 4.33. EKM’nin ACN:Perfluzat (9:1) ortaminda deneyler arasi kesinlik

sonuglari
EKM
konsantrasyonu 1. Giin 2. Giin 3. Giin Ort SS VK
(ng/mL)
8 7,94 8,02 8,06 8,01 0,06 2,8
20 20,7 20,6 20,7 20,7 0,1 0,4
40 40,7 40,6 40,5 40,6 0,1 0,3

Cizelge 4.34. ANT’nin ACN:Perfizat (9:1) ortaminda deneyler arasi kesinlik

sonuglari
ANT
konsantrasyonu 1. Giin 2. Giin 3. Gin Ort SS VK
(ng/mL)
8 8,22 8,22 8,23 8,22 0,01 0,1
20 19,9 19,7 19,7 19,8 0,1 0,5
40 40,2 39,5 39,5 39,7 0,4 1,1
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Cizelge 4.35. FK’nin ACN:Perflizat (9:1) ortaminda deneyler arasi kesinlik sonuglari

FKkonsantrasyonu oo 5 Gan 3. Giin ort ss VK
(ng/mL)

) 8.08 8.15 8.27 817 0.10 12

20 19,7 198 201 19.9 0.2 1,0

40 38.9 39,3 39,4 39,2 03 0.6

Dogruluk ve geri elde

EKM, ANT ve FK'nin ACN:Perfuzat (9:1) ortaminda stok ¢dzeltiden uygun
seyreltmeler ile 8 ug/mL, 20 ug/mL ve 40 ug/mL konsantrasyonda hazirlanan
cozeltileri 3’er kez HPLC’de analiz edilerek kalibrasyon denklemi ile geri elde
miktarlari hesaplanmistir. Dogruluk ve geri elde galismasina ait sonuglar Cizelge

4.36 - Cizelge 4.38’de sunulmustur.

Cizelge 4.36. EKM’nin ACN:Perfuzat (9:1) ortaminda geri elde sonuglari

EKM konsantrasyonu Tayin edilen EKM %Geri elde VK
(mg/mL) konsantrasyonu (ug/mL)
8 7,94 + 0,01 99,2 0,1
20 20,7+£0,0 103,3 0,1
40 40,6 £ 0,1 101,6 0,3
(Ort £ SS, n=3)

Cizelge 4.37. ANT’nin ACN:Perfuzat (9:1) ortaminda geri elde sonuglari

ANT konsantrasyonu Tayin edilen ANT %Geri elde VK
(mg/mL) konsantrasyonu (ug/mL)

8 8,22 £ 0,02 102,7 0,3

20 19,9+ 0,0 99,4 0,3

40 40,2+ 0,1 100,6 0,1

(Ort + SS, n=3)
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Cizelge 4.38. FK’nin ACN:Perflizat (9:1) ortaminda geri elde sonuglari

RO Gl N P
8 8,05+ 0,04 100,6 0,7
20 19,7+ 0,1 98,4 0,5
40 38,9+0,0 97,2 0,1
(Ort £ SS, n=3)

Ozgiinliik ve secicilik

Kullanilan yontemin EKM, ANT ve FK’'ye 6zgun oldugunu belirlemek icin diger
maddelerin EKM, ANT ve FK ile ayni alikonma zamaninda pik verip vermediginin
kontroll yapilmistir. ACN:Perfizat (9:1) ortamina, bagirsak segmentinden toplanan
serum fizyolojik perfizatina, EKM icermeyen formulasyonlarin ve EKM, ANT ve
FK'nin ACN:Perfuzat (9:1) ortamindaki ¢ozeltisine ait 6zgunlik ve segicilik

kromatogramlari Sekil 4.38 - Sekil 4.41’de sunulmustur.

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2023-06-17 16-47-53\9ACN1SU.D)

Norm. __
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Sekil 4.38. ACN:Perfuzat (9:1) ortamina ait kromatogram
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-PERFUZYON2023 2023-07-18 19-18-55\PERF SIRASI SF1.D)
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Sekil 4.39. Bagirsak segmentinden toplanan serum fizyolojik perfizatina ait
kromatogram
VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2023-06-17 17-59-22\ENZIM.D)
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Sekil 4.40. EKM icermeyen formulasyonlarin ACN:Perfuzat (9:1) ortamindaki

kromatogrami
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VWDT A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2023-06-17 17-59-22\EXE.D)
Norm. |
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2023-06-17 17-58-22\ANTIPIRIN.D)
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Sekil 4.41. EKM, ANT ve FK’'nin ACN:Perfuzat (9:1) ortamindaki kromatogramlari
a) 200 pyg/mL EKM b) 200 pg/mL ANT c) 40 ug/mL FK d) 50 ug/mL EKM,
50 ug/mL ANT ve 14 ug/mL FK



173

VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2023-06-17 17-59-22\FENOL RED.D)
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VWD1 A, Wavelength=250 nm (BURCU-2022\BURCU-DENEME 2023-06-17 17-59-22\KARISIM.D)
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Sekil 4.41. (devam) EKM, ANT ve FK'nin ACN:Perfuzat (9:1) ortamindaki
kromatogramlari a) 200 ug/mL EKM b) 200 ug/mL ANT c) 40 pg/mL FK
d) 50 ug/mL EKM, 50 ug/mL ANT ve 14 ug/mL FK

Duyarhlik ve saptama siniri

EKM, ANT ve FK’nin ACN:Perfuzat (9:1) ortamindaki kromatografik miktar tayin
yontemine ait LOD ve LOQ degerleri Bolim 3.2.2’de anlatildigi gibi hesaplamistir.
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Analitik yontemin her bir madde igin hesaplanan LOD ve LOQ degerleri Cizelge

4.39°'da sunulmustur.

Cizelge 4.39. ACN:Perfuzat (9:1) ortaminda duyarlilik ve saptama siniri degerleri

Duyarhlik ve saptama siniri EKM ANT FK
LOD (ug/mL) 0,45 0,15 0,39
LOQ (ug/mL) 1,37 0,46 1,17

Stabilite

EKM, ANT ve FK’nin ACN:Perfuzat (9:1) ortaminda stabilitesini gostermek igin 30
Mg/mL konsantrasyondaki EKM, ANT ve FK c¢ozeltilerinin hazirlandiktan hemen
sonra ve 24. saat sonunda Olculen pik alani de@erlerine karsilik gelen EKM, ANT ve

FK konsantrasyonlari Cizelge 4.40ta verilmistir.

Cizelge 4.40. EKM, ANT ve FK’nin ACN:Perflizat (9:1) ortaminda stabilite sonugclari

Madde 0. saat 24. saat
EKM konsantrasyonu (ug/mL) 30 30
Tayin edilen EKM konsantrasyonu (ug/mL) 29,6 £0,0 30,8 0,0
ANT konsantrasyonu (ug/mL) 30 30
Tayin edilen ANT konsantrasyonu (ug/mL) 29,0+0,0 30,2+0,0
FK konsantrasyonu (ug/mL) 30 30
Tayin edilen FK konsantrasyonu (ug/mL) 29,2+ 0,1 29,4 + 0,1

(Ort £ SS, n=3)

Tez galismasi kapsaminda yapilan spektrofotometrik ve kromatografik yontemlere

ait validasyon sonuglari Cizelge 4.41’de 6zetlenmistir.



Cizelge 4.41. Kullanilan ortamlara ait validasyon sonuglari

Dogrusallik Kesinlik Dogruluk ve geri elde
Yéntem Ortam VK LOD LOQ
R2 Dogru denklemi VK (ug/mL)  (ug/mL)
Dusiik Orta Yiksek
Spektrofotometrik | Distile su 1 y = 0,0491x + 0,0052 0,6 0,9 0.4 0,6 0,9 2,6
Metanol 0,9999 y = 46,331x + 3,483 0,1 0,4 0,2 0,0 0,1 0,3
Asetonitril 0,9999 y=43,283x + 1,3266 0,1 0,3 1,6 0,1 0,1 0,2
%0,5 SLS ¢ozeltisi 0,9999 y =43,073x + 3,375 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3
Kromatografik
%0,5 SLS igceren PBS tamponu 1 y =42,981x + 2,921 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2
(HPLC)
FaSSIF 0,9999 y =42,25x — 2,7246 1,7 0,3 1,1 0,3 0,2 0,5
FeSSIF 0,9998 y =38,99x — 1,2118 0,5 0,5 0,2 0,2 0,6 1,8
ACN:Perfiizat (9:1) 0,9996 y=45,352x — 15,475 1,0 0,1 0,1 0,3 0,5 14

y: Pik alani/Absorbans, x: Konsantrasyon

QLT
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4.3. SEDDS Formiulasyon Gelistirme Caligmalari

Kendiliginden emdlsifiye ilag tasiyici sistem (SEDDS) gelistirme ¢alismalarina ait

sonuglari asagida basliklar halinde sunulmustur.

4.3.1. Cozundurlik caligmasi

EKM'’nin orta zincirli trigliserit, orta zincirli mono ve digliserit karisimi, uzun zincirli
mono ve digliserit karisimi, propilen glikol yag asidi esteri, strfaktan ve kosolvan
gruplarinda ¢oézunurligundn belirlenmesi Boélim 3.2.3’te aciklandigi sekilde
gerceklestiriimistir. HPLC analizi sonucu elde edilen pik alanlari metanol
ortamindaki kalibrasyon denkleminde yerine konularak konsantrasyon degerleri
hesaplanmistir. EKM’nin yardimci maddelerdeki ¢6zunurlik sonuglari Cizelge
4.42’de ve EKM'nin yag, sUrfaktan ve kosolvan gruplarindaki ¢ézinurlik sonuglari
Sekil 4.42 ve Sekil 4.43’te sunulmustur.

Cizelge 4.42. EKM’nin yardimci maddelerdeki ¢ézunurlagu

Yardimci madde Coziiniirliik (mg/g)
Miglyol® 812 N 9,39 + 0,54
Miglyol® 818 10,9+1,2
Imwitor® 988 39,3+1,8
Imwitor® 948 10,9+ 0,2
Capmul® MCM C8 334+20
Maisine® 37,9+17
Peceol® 17,3+ 0,8
Miglyol® 840 10,4+1,6
Labrasol® ALF 16,7 £ 0,8
Tween® 80 126 +1,0
Tween® 20 11,1+0,8
Kolliphor® RH40 14,4 +0,2
Kolliphor® EL 12,3+£0,2
Transcutol® HP 296+1,2
PEG 400 8,2+1,9
Propilen glikol 9,3+272

(Ort £ SS, n=3)
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S 40+ -I- B Uzun zincirli mono ve digliserit karigimi
> @ Propilen glikol yag asidi esteri
£ T
=~ 30+
=
3
5
3 20—
3
:Q
” 10-_-_-

0= | T

NI I ©
Qv 9% o ® ¥ @0 & &L o°
® o £ £ o > @ o
Q 3 & O oY R D)
N O & S > O
3 N N &
&

Sekil 4.42. EKM’nin yag grubundaki ¢ézunurltgu (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.43. EKM’nin  surfaktan  ve  kosolvan  gruplarindaki  ¢6zUnurligu
(Ort £ SS, n=3)

Cozunurlik calismasinin sonucunda EKM’nin ylksek ¢ozinurlik gosterdigi yag,
surfaktan ve kosirfaktan belirlenmistir. Yag olarak imwitor® 988, siirfaktan olarak
Kolliphor® RH40 ve kostirfaktan olarak Labrasol® ALF segilmistir.

4.3.2. Uggen faz diyagramlarinin olugturulmasi

imwitor® 988, Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALF ile liggen faz diyagramlarinin

gizilmesi Bolim 3.2.3'te acgiklandigi gibi gergeklestiriimistir. Uggen faz
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diyagramlarinin olusturulmasi igin gergeklestirilen titrasyon c¢alismasina ait gorsel
Resim 4.1°de verilmistir. 1:1, 2:1, 3:1 ve 4:1 olmak Uzere 4 farkll Smix oranina ait faz
diyagramlari Sekil 4.44’te, berrak alan buyuklUkleri Cizelge 4.43’te verilmigtir. En
blyluk emdulsifikasyon bdlgesi sadlayan oran 4:1 Smix orani olarak belirlenmistir.
imwitor® 988, Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALFnin 4:1 Smix orani igin olusturulan
ucgen faz diyagrami Sekil 4.45’te sunulmustur.

Resim 4.1. Titrasyon ¢alismasina ait gorsel
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imwitor® 988

1000

Kolliphor® RH 40:Labrasol®
1:1

Kolliphor® RH 40:Labrasol®
21

Kolliphor® RH 40:Labragol
3:1 30 w\

Su Kolliphor® RH 40:Labrasol®

Sekil 4.44. Kolliphor® RH40: Labrasol® ALF’nin 4:1 Smix oranina (kirmizi bolge), 3:1
Smix oranina (mavi bdlge), 2:1 Smix oranina (yesil bolge) ve 1:1 Smix
oranina (sari bolge) ait u¢gen faz diyagramlari

Cizelge 4.43. Uggen faz diyagramlarina ait berrak alan biydklikleri ve agirlik
merkezi oranlari

Smix orani Berrak alan Agirlik merkezi oranlari
%yad %surfaktan:kosiirfaktan %su
1:1 1291,8 33,6 50,9 15,6
2:1 1377,5 35,1 49,8 15,1
31 1620,1 32,7 48,6 18,7
4:1 1930,2 35,5 44,9 19,6
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imwitor® 988
100 0
90 10

/
80 /. 20
/l/
/

/ /
\ s 1 y /
I\ L / awraurAW;
o 2 74 / / / / 7
0 =57 / 7 74 / 74 / 100

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Su Kolliphor® RH 40:Labrasol® (4:1)

Sekil 4.45. Kolliphor® RH40: Labrasol® ALF’'nin 4:1 Smix oranina ait lUggen faz
diyagrami

Sekil 4.45’te gosterilen kendiliginden emdulsifikasyon alani iginde optimum
formUlasyona ait yag, surfaktan ve kosturfaktan oranlarinin belirlenmesi icin Bolim

3.2.3’te anlatildigi gibi deney tasarimi calismalarina gegilmistir.

4.3.3. Deney tasarimi ile optimum formulasyon bilegiminin belirlenmesi

Deney tasarimi galigmalar Bolum 3.2.3’te anlatildigi gibi gerceklestirilmistir. Box-
Behnken deney tasarimi (BBD) igin Design Expert® programi tarafindan olusturulan
15 formUllasyona ait damlacik boyutu ve PDI bagimsiz degiskenlerinin sonuglari
Cizelge 4.44’te verilmistir. 15 6lgim sonucunda damlacik boyutu ve PDI sonuglarina
gore bagimsiz ve badimli degiskenler arasinda matematiksel denklemler
olusturulmustur. Bagimsiz degiskenler ile bagimli degiskenler arasindaki iligkinin
lineer, 2FI ve kuadratik modele uyumu incelenmistir. Hangi modele uydugunun
saptanmasi igin R? degeri ve uyum eksikligi testi (lack of fit) sonuglari Design

Expert® tarafindan belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.45'te gosterilmigtir.
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Cizelge 4.44. BBD igin olusturulan bagimsiz ve badimli degisken degerleri

Formiilasyon imwitor®988 Kolliphor® RH40  Labrasol® ALF Damlacik PDI

(A) (B) (©€) boyutu (Y1) Y2)
1 0,080 0,640 0,172 14,1 0,131
2 0,200 0,640 0,172 14,6 0,099
3 0,080 0,736 0,172 13,9 0,076
4 0,200 0,736 0,172 14,6 0,141
5 0,080 0,688 0,160 13,4 0,096
6 0,200 0,688 0,160 18,4 0,197
7 0,080 0,688 0,184 17,1 0,206
8 0,200 0,688 0,184 14,7 0,105
9 0,140 0,640 0,160 13,6 0,090
10 0,140 0,736 0,160 14,0 0,115
11 0,140 0,640 0,184 15,8 0,184
12 0,140 0,736 0,184 14,5 0,119
13 0,140 0,688 0,172 13,9 0,117
14 0,140 0,688 0,172 13,8 0,071
15 0,140 0,688 0,172 13,6 0,063

Cizelge 4.45. Damlacik boyutu ve PDI i¢cin model uyumu

Damlacik boyutu

Model Uyum eksikligi testi R? Ayarlanmig R?
p degeri
Lineer 0,009 0,102 -0,143
2FI 0,015 0,625 0,343
Kuadratik 0,058 0,952 0,866
PDI
Model Uyum eksikligi testi R? Ayarlanmig R?
p degeri
Lineer 0,266 0,078 -0,173
2FI 0,396 0,604 0,307
Kuadratik 0,769 0,902 0,725

Damlacik boyutu ve PDI yiiksek R? degeri (damlacik boyutu ve PDI igin sirasiyla
0,952 ve 0,902) ile kuadratik modele uyum saglamaktadir. Ek olarak, iki bagimsiz

degisken igin modele uyum eksikligi testi istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).
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Bagimsiz degiskenler ile bagimli degiskenler arasindaki matematiksel iliski ve
bagimsiz degiskenlerin bagimh degdiskenler Uzerindeki etkisinin anlamliligini

incelemeye yonelik ANOVA sonuglari Cizelge 4.46’da sunulmustur.



Cizelge 4.46. Damlacik boyutu ve PDI igin istatistiksel analiz sonuglari ve matematiksel denklemler

Bagimh degisken Bagimsiz degisken df SS MS F degeri p degeri Model ANOVA
1 1,78 1,78 6,56 0,0506
B 1 0,157 0,157 0,579 0,4811 F degeri = 11,02
1 0,045 0,945 3,49 0,1208 R =0,9520
AB 1 0,005 0,005 0,018 0,8983 p=0,0083
Damlacik b°’z$tl‘; AC 1 14,03 14,03 51,76 0,0008
BC 1 0,723 0,723 2,67 0,1634
A2 1 3,53 3,53 13,03 0,0154
B? 1 0,746 0,746 2,75 0,1579
ce 1 4,95 4,95 18,27 0,0079
Y1=1376 + 0,4713A - 0,14B + 0,3437C + 0,035AB - 1,87AC - 0,425BC + 0,9779A2 - 0,4496B2 + 1,16C?
A 1 0,0001 0,0001 0,25 0,6385
B 1 0,0004 0,0004 0,64 0,4587 F degeri = 5,10
C 1 0,0017 0,0017 3,0 0,1394 R?=0,9017
AB 1 0,0024 0,0024 4,31 0,0924 p=00438
PDI (Y2) AC 1 0,0102 0,0102 18,71 0,0075
BC 1 0,0020 0,0020 3,71 0,1119
A2 1 0,0025 0,0025 4,59 0,0850
B2 1 0,0000 0,0000 0,03 0,8732
ce 1 0,0063 0,0063 11,55 0,0193

Y2 =0,0837 + 0,0041A - 0,0066B + 0,0145C + 0,0243AB - 0,0505AC - 0,0225BC + 0,0260A? + 0,002B2? + 0,0413C?

€8T
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Modele goére damlacik boyutu Uzerine imwitor® 988’in Labrasol® ALF ile
etkilesiminin (AC), imwitor® 988'in kendisiyle ve Labrasol® ALF’nin kendisiyle

etkilesiminin (A? ve C?) istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

Modele gére PDI (zerine imwitor® 988’in Labrasol® ALF ile etkilesiminin (AC) ve
Labrasol® ALF’nin kendisiyle etkilesiminin (C?) istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p<0,05).

Kuadratik modele goére damlacik boyutu bagimli degiskeni icin yanit yizey ve kontur
grafikleri Sekil 4.46 ve Sekil 4.47°de sunulmustur.

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

Damlacik boyutu (nm)
@ Design points above predicted value
O Design points below predicted value

1337 I 18.42

X1 = A: imwitor®988
X2 = B: Kolliphor® RH 40

Actual Factor
C: Labrasol® ALF = 0.172

Damlacik boyutu (nm)
o

B: Kolliphor® RH40 (664

a) 0.64 0.08

0.1 :
A: Imwitor® 988

Sekil 4.46. Damlacik boyutu igin yanit yiizey grafikleri a) imwitor® 988 ve Kolliphor®
RH40 bagimsiz degiskenleri icin b) imwitor® 988 ve Labrasol® ALF
bagimsiz degiskenleri i¢cin c) Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALF
bagimsiz degiskenleri icin
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

Damlacik boyutu (nm)
@ Design points above predicted value

© Design points below predicted value

19
13.37 I 1842 -
_ 17
X1 = A: imwitor®988 g
X2 = C: Labrasol® ALF = 16
2 15
Actual Factor _§
B: Kolliphor® RH 40 = 0.688 x 1
®
£ on

C: Labrasol® ALF 0.166

b) ' A: imwitor® 988

0.16 0.08

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

Damlacik boyutu (nm)
@ Design points above predicted value

O Design points below predicted value

19
1337 I 18.42 -
o
X1 = B: Kolliphor® RH 40 g
X2 = C: Labrasol® ALF = 16
Actual Factor §‘ "
A: imwitor®988 = 0.14 x
2 14
o
5 13

0.184
0.736

0.688
C:Labrasol® ALF ¢ 166

c)

B: Kolliphor® RH40

0.16 0.64

Sekil 4.46. (devam) Damlacik boyutu icin yanit ylzey grafikleri a) imwitor® 988 ve
Kolliphor® RH40 bagimsiz degiskenleri igin b) Imwitor® 988 ve Labrasol®

ALF ba@imsiz degiskenleri icin c) Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALF
bagimsiz degigkenleri igin
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

Damlacik boyutu (nm)
@ Design Points

1337 I 1842

X1 = A: imwitor ®988
X2 = B: Kolliphor® RH 40

Actual Factor
C: Labrasol® ALF = 0.172

a)

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

Damlacik boyutu (nm)
@ Design Points

13.37 [ 1842

X1 = A: imwitor®988
X2 = C: Labrasol® ALF

Actual Factor
B: Kolliphor® RH 40 = 0.688

b)

B: Kolliphor® RH40

C: Labrasol® ALF

—_— Damlacik boyutu (nm)

0.712

0.688

0.664

0.64
0.08 on 0.14 017 0.2

A: imwitor® 988

Damlacik boyutu (nm)

0.178

0.172

0.166

0.16
0.08 0.1 014 0.7 0.2

A: imwitor® 988

Sekil 4.47. Damlacik boyutu igin kontur grafikleri a) imwitor® 988 ve Kolliphor®
RH40 bagimsiz degiskenleri icin b) imwitor® 988 ve Labrasol® ALF
bagimsiz degiskenleri i¢cin c) Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALF
bagimsiz degigkenleri igin
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Design-Expert® Software Damlacik boyutu (nm)
Factor Coding: Actual . —

e

Damlacik boyutu (nm)
@ Design Points

1337 I 1542
0.178

X1 = B: Kolliphor® RH 40

X2 = C: Labrasol® ALF Y
<
Actual Factor Q
A: imwitor©988 = 0.14 2 o0
o
el
L |
U
0.166
0.16
0.64 0.664 0.688 0.712 0.736
c) B: Kolliphor® RH40

Sekil 4.47. (devam) Damlacik boyutu igin kontur grafikleri a) imwitor® 988 ve
Kolliphor® RH40 bagimsiz degiskenleri icin b) imwitor® 988 ve Labrasol®
ALF bagimsiz degiskenleri igin c) Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALF
bagimsiz degiskenleri i¢in

Kuadratik modele gére PDI bagimli degiskeni i¢in yanit ylzey ve kontur grafikleri
Sekil 4.48 ve Sekil 4.49°da sunulmustur.
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

PDI ()
@ Design points above predicted value
O Design points below predicted value 0.22
0.063 I 0.206 02
0.18
0.16
X1 = A: imwitor®988 0.14

X2 = B: Kolliphor® RH 40

PDI

Actual Factor
C: Labrasol® ALF = 0.172

B: Kolliphor® RH40 0.14

0.664

a)

0.64 0.08 A: Imwitor ® 988

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

PDI ()
@ Design points above predicted value

QO Design points below predicted value 0.22
0.063 I 0.206

X1 = A: imwitor®988
X2 = C: Labrasol® ALF

PDI

Actual Factor
B: Kolliphor® RH 40 = 0.688

C: Labrasol® ALF
0.166

b)

0.16 0.08 A: Imwitor® 988

Sekil 4.48. PDI i¢in yanit yuzey grafikleri a) imwitor® 988 ve Kolliphor® RH40
bagimsiz degiskenleri igin b) Imwitor® 988 ve Labrasol® ALF bagimsiz

degiskenleri icin c) Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALF bagimsiz
degiskenleri igin
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

PDI ()
@ Design points above predicted value
O Design points below predicted value 0.22
0.063 I 0.206 0.2
0.18
0.16 {oymys
X1 = B: Kolliphor® RH 40 0.4 %
X2 = C: Labrasol® ALF o2 b
[a)
Actual Factor =
A: imwitor®988 = 0.14 0.08
0.184
0.736
C: Labrasol® ALF 0.688
0.166

0.16 0.64 B: Kolliphor® RH40

Sekil 4.48. (devam) PDI icin yanit yizey grafikleri a) imwitor® 988 ve Kolliphor®
RH40 bagimsiz degiskenleri igin b) Imwitor® 988 ve Labrasol® ALF

bagimsiz degiskenleri igin c¢) Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALF
bagimsiz degiskenleri igin
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

PDI ()
@ Design Points

0.063 I 0.206

X1 = A: imwitor®988
X2 = B: Kolliphor® RH 40

Actual Factor
C: Labrasol® ALF = 0.172

a)

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

PDI ()
@ Design Points

0.063 I 0.206

X1 = A: imwitor®988
X2 = C: Labrasol® ALF

Actual Factor
B: Kolliphor® RH 40 = 0.688

b)

B: Kolliphor® RH40

C: Labrasol® ALF

PDI

0.736

0.712

0.664

0.64
0.08 on 0.14 017 0.2

A: Imwitor® 988

PDI

0.178

0172

0.166

0.16

0.08 on 0.14 017 0.2

A: Imwitor ® 988

Sekil 4.49. PDI icin kontur grafikleri a) imwitor® 988 ve Kolliphor® RH40 bagimsiz
degiskenleri icin b) Imwitor® 988 ve Labrasol® ALF bagimsiz
degdiskenleri igin c) Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALF bagimsiz

degiskenleri igin



191

Design-Expert® Software PDI
Factor Coding: Actual ’

PDI ()
@ Design Points

0.063 [ 0.206

0.178

X1 = B: Kolliphor® RH 40

X2 = C: Labrasol® ALF o |
<
Actual Factor g

A: imwitor®988 = 0.14 g 0172
S
L
]

0.166

0.16

0.64 0.664 0.688 0712 0.736
C) B: Kolliphor® RH40

Sekil 4.49. (devam) PDI icin kontur grafikleri a) imwitor® 988 ve Kolliphor® RH40
bagimsiz degiskenleri igin b) imwitor® 988 ve Labrasol® ALF bagimsiz
degiskenleri igin c) Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALF bagimsiz
degiskenleri igin

Optimum SEDDS formiilasyon bilesiminin belirlenmesinde Design Expert®

programinin sayisal optimizasyon 6zelligi kullanilmistir. imwitor® 988, Kolliphor®

RH40 ve Labrasol® ALF bagimsiz degiskenleri ve damlacik boyutu ve PDI bagimli

degiskenleri igin hedef ozellikler programa girilmistir. Bagimsiz degiskenler igin

hedef Ozellikler emulsifikasyon alaninin alt ve Ust degerleri olarak belirlenmistir.

Geligtirilen SEDDS formiulasyonu icin damlacik boyutunun 100 nm’den PDI’'nin

0,2’den kuguk olmasi amaglanmaktadir. Damlacik boyutu ve PDI igin hedef 6zellik

sirasiyla 100 nm ve 0,2’den kiiglik oldugu icin Design Expert® programi tarafindan
olusturulan 15 formullasyona ait damlacik boyutu ve PDI 0Olgim sonuglarinin
maksimum ve minimum degerleri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.44). Bagimsiz ve

bagimh degiskenler igin hedef 6zellikler Cizelge 4.47’de sunulmustur.
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Cizelge 4.47. Bagimsiz ve bagiml degiskenler icin hedef 6zellikler

Degisken Hedef 6zellik Alt deger Ust deger Birim
Imwitor® 988 Belirtilen aralik 0,080 0,200 g
Kolliphor® RH40 Belirtilen aralik 0,640 0,736 g
Labrasol® ALF Belirtilen aralik 0,160 0,184 g
Damlacik boyutu Belirtilen aralik 13,4 18,4 nm
PDI Belirtilen aralk 0,063 0,200

SEDD sistemin hedef 6zelliklerinden hareketle Design Expert® programi tarafindan
belirlenen ¢ozimlerden 1 arzedilebilirlik degerini (istenilen hedefe ulagma) ve 4:1
Smix oranini saglayan bagimsiz degisken miktarlari optimum bilesim olarak
degerlendirmek Uzere secilmistir. Kesinlestiriimemis optimum SEDDS bilesimi,

tahmin edilen damlacik boyutu ve PDI 6zellikleri Sekil 4.50’de gdsterilmistir.

| ) I ) L]
0.08 0.2 0.64 0.736

Adlmwitor® 988 = 0.14 B:Kolliphor® RH 40 = 0.688

| ) I I L]

0.16 0.184 1337 1842

C:Labrasol® ALF = 0.172

[ P2 |

0.063 0.206

Damlacik boyutu = 13.7567

Desirability = 1.000
Solution 3 out of 100

PDI = 0.0836667

Sekil 4.50. Kesinlestiriimemis optimum SEDDS formulasyonun bilesimi ve 6zellikleri

Kesinlestiriimemis optimum SEDDS formulasyon bilesimi igin tahmin edilen
damlacik boyutu ve PDI degerleri %95 glven araliginda belirlenmis ve Cizelge
4.48'de sunulmustur. Design Expert® programi tarafindan damlacik boyutu 13,8 nm,
PDI 0,083 olarak tahmin edilmigtir. %95 guven aralidi sonuglarina gére damlacik
boyutunun 13,0 nm - 14,5 nm araliginda, PDI’'nin 0,050 - 0,120 arahdinda olmasi
gereklidir.
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Cizelge 4.48. Kesinlegtiriimemis optimum SEDDS’in %95 guven araliginda
damlacik boyutu ve PDI degerleri

Bagimh Tahmin edilen Medyan SS n Alt giiven Ust giiven
Degisken ortalama deger arahgi arahgi
Damlacik 13,8 13,8 0,52 1 13,0 14,5

boyutu (nm)
PDI 0,084 0,083 0,02 1 0,049 0,118

Bilesimi Sekil 4.50’de sunulan kesinlestiriimemis optimum SEDDS formulasyonun
deneysel sonuglara gére damlacik boyutu 14,3 + 0,2 nm ve PDI1 0,113 £ 0,036 olarak
olgllmastir. Olgiim degerleri Cizelge 4.48'de sunulan %95 glven araliyinda
cikmistir. Formilasyon kesinlestiriimis ve optimum formilasyon bilesimi imwitor®
988, Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALF igin sirasiyla 0,140 g, 0,688 g ve 0,172 ¢
olarak belirlenmistir. Optimum SEDDS formulasyon bilesimi ve Olcllen damlacik

boyutu ve PDI degerleri Cizelge 4.49’da sunulmustur.

Cizelge 4.49. Optimum SEDDS formulasyon bilesimi ve 6lglilen damlacik boyutu ve

PDI degerleri
Bagimsiz degisken Miktar (g)
Imwitor® 988 0,140
Kolliphor® RH40 0,688
Labrasol® ALF 0,172
Bagimh degisken Olgiilen deger
Damlacik boyutu (nm) 14,2+ 0,2
PDI 0,113 £ 0,036

(Ort £ SS, n=3)

4.3.4. SEDD sistemlere eksemestan yiliklenmesi

F1, F2, F3, F4 ve F5 kodlu formulasyonlarin tez kapsaminda ne amagla gelistirildigi
Bolum 3.2.3'te anlatiimis olup formulasyon bilesenleri Cizelge 3.9'da sunulmustur.
Bu formulasyonlara EKM ylukleme ¢alismalari yine Bolum 3.2.3’te anlatildidi sekilde
gercgeklestiriimistir. Her bir formulasyon igin belirlenen EKM ¢6zunurligu Cizelge
4.50 ve Sekil 4.51'de sunulmustur. Tum formulasyonlarin 1 g'ina 15 mg EKM
yuklenmesine karar verilmigtir. EKM yuklu formulasyonlar Bolum 3.2.3’te anlatildigi

sekilde hazirlanmistir.
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Cizelge 4.50. Geligtirilen SEDDS formulasyonlarinda EKM ¢ozunarlagu

Formiilasyon

EKM ¢oziinirliigii (mg/g)

F1
F2
F3
F4
F5

16,1+ 0,8
20,6+0,9
149+0,6
18,4+1,3
257+0,5

(Ort + SS, n=3)

30

20

10

Coziinurliuk (mg/g)

F1

1
F2 F3 F4 F5

Sekil 4.51. SEDDS fomulasyonlarinda EKM ¢6zunurlagu (Ort £ SS, n=3)

4.4. Geligtirilen SEDD Sistemlerde Yapilan Karakterizasyon Calismalari

F1, F2, F3, F4 ve F5 nolu formllasyonlarda gerceklestirilen karakterizasyon

calismalari Bolum 3.2.4’te anlatildigi gibi yapiimistir.

4.4.1. Damlacik boyutu ve PDI

EKM icermeyen ve EKM yukli SEDD sistemlere ait damlacik boyutu ve PDI

sonuglari Cizelge 4.51 ve Sekil 4.52’de, damlacik buyuklugu dagilimlari Sekil 4.53

ve Sekil 4.54’te sunulmustur.
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Cizelge 4.51. EKM icermeyen ve EKM yuklia SEDDS formulasyonlarina ait damlacik
boyutu ve PDI sonuglari

Damlacik boyutu (nm) PDI
Formiilasyon
EKM icermeyen
F1 14,3+0,2 0,113 £ 0,036
F2 17,0+ 2,0 0,193 + 0,028
F3 16,3+ 0,5 0,140 + 0,044
F4 11,5+0,5 0,118 £ 0,039
F5 31,7+1,0 0,148 + 0,008
EKM yiiklii
F1 145+0,2 0,119 + 0,053
F2 15,4 £ 0,3 0,141 + 0,024
F3 16,1+ 0,5 0,106 + 0,057
F4 11,7+ 0,2 0,145 + 0,033
F5 28,9+0,82 0,199 + 0,011
(Ort + SS, n=3)

a: p<0,05 EKM igermeyen ve EKM yukli F5 formulasyonu karsilastirildiginda
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Sekil 4.52. SEDDS formiulasyonlarin damlacik boyutu ve PDI sonuglari
(Ort £ SS, n=3) a) EKM igcermeyen SEDDS’lerin damlacik boyutlari b)
EKM igermeyen SEDDS’lerin PDI'lari ¢) EKM yukli SEDDS’lerin
damlacik boyutlari d) EKM yukli SEDDS’lerin PDI'lari



Sekil 4.53. EKM icermeyen SEDDS formulasyonlarinin damlacik boyutu dagilimlari
(Ort £ SS, n=3) a) F1 formilasyonu b) F2 formuilasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formilasyonu
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Sekil 4.53. (devam) EKM igermeyen SEDDS formulasyonlarinin damlacik boyutu
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S
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Size Distribution by Intensity

dagihimlar (Ort £ SS, n=3) a) F1 formulasyonu b) F2 formulasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formUlasyonu
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Sekil 4.54. EKM yukli SEDDS formulasyonlarinin damlacik boyutu dagilimlari

SS, n=3) a) F1 formilasyonu b) F2 formulasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu
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Sekil 4.54. (devam) EKM yiuklt SEDDS formulasyonlarinin damlacik boyutu
dagilimlari (Ort £ SS, n=3) a) F1 formllasyonu b) F2 formulasyonu c) F3
formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu
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e) Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.54. (devam) EKM yukla SEDDS formulasyonlarinin damlacik boyutu
dagilimlari (Ort £ SS, n=3) a) F1 formulasyonu b) F2 formtlasyonu c) F3
formUlasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu

4.4.2. Seyreltme ve pH’a kargi dayaniklilik

EKM icermeyen ve EKM yukla SEDDS formulasyonlari icin farkli seyreltme oranlari

ve pH’nin damlacik boyutu ve PDI degerlerine etkisi Cizelge 4.52 - Cizelge 4.56’da

sunulmustur.

Cizelge 4.52. EKM icermeyen ve EKM yUkli F1 formulasyonu icin seyreltme ve pH’a

karsi dayanikhlik sonuclari

EKM icermeyen F1

Seyreltme Distile su pH 1,2 pH 6,8
orani
DB (nm) PDI DB (nm) PDI DB (nm) PDI
1:50 13,2+0,2 0,050 + 0,009 20,3+0,3 0,188 £ 0,004 14,1+0,5 0,042 £ 0,010
1:100 14,0+ 0,3 0,048 £ 0,014 148+0,4 0,092 + 0,007 15,0+ 0,2 0,090 £ 0,015
1:250 14,3+0,2 0,143 £ 0,036 155+0,1 0,126 + 0,034 14,8+ 0,4 0,073 +£0,014
1:500 15,7+0,7 0,171 £ 0,039 155+0,1 0,198 £ 0,036 16,0+0,3 0,209 £ 0,017
EKM yiikli F1
Seyreltme Distile su pH 1,2 pH 6,8
orani
DB (nm) PDI DB (nm) PDI DB (nm) PDI
1:50 14,2+ 0,5 0,089 + 0,007 14,3 +0,2 0,102 £ 0,016 14,2+0,3 0,058 £ 0,015
1:100 146 +0,4 0,111 £ 0,018 149+0,1 0,086 + 0,001 14,9+0,2 0,059 £ 0,016
1:250 14,6 £ 0,1 0,112 + 0,002 21,7+£1,0 0,219 £ 0,024 15,8 £0,5 0,146 £ 0,039
1:500 14,9+0,2 0,146 £ 0,017 18,0+ 0,4 0,220 £ 0,018 14,6 £ 0,2 0,101 £+ 0,001

(Ort £ SS, n=3), DB: Damlacik boyutu
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Cizelge 4.53. EKM icermeyen ve EKM yUklU F2 formulasyonu igin seyreltme ve pH’a
karsi dayanikhlik sonuclari

EKM icermeyen F2
Seyreltme Distile su pH 1,2 pH 6,8
orani
DB (nm) PDI DB (nm) PDI DB (nm) PDI
1:50 14,59 £ 0,79 0,070 £ 0,008 14,83 + 0,37 0,087 £ 0,035 14,77 £ 0,77 0,094 £ 0,040
1:100 14,84 + 0,74 0,087 + 0,021 14,94 +0,45 0,077 £0,014  1541+0,71 0,129 + 0,019
1:250 16,80 + 0,63 0,173 £ 0,037 15,42 £0,65 0,156 + 0,059 16,92 + 1,44 0,199 + 0,014
1:500 16,32 £ 0,50 0,188 £ 0,025 15,27 + 0,26 0,156 £ 0,029 14,97 + 0,62 0,155 £ 0,041
EKM yiiklii F2
Seyreltme Distile su pH 1,2 pH 6,8
orani
DB (nm) PDI DB (nm) PDI DB (nm) PDI
1:50 14,2+ 0,3 0,055 + 0,011 149+0,4 0,058 £ 0,010 Bulanma -
1:100 14,5+0,5 0,071 £ 0,009 14,8 +0,5 0,078 £ 0,020 Bulanma -
1:250 14,6 £0,5 0,071 £ 0,012 14,9 +£0,4 0,113 £ 0,011 Bulanma -
1:500 15,1+£1,0 0,119+ 0,027 17,927 0,160 £ 0,059 Bulanma -

(Ort £ SS, n=3), DB: Damlacik boyutu

Cizelge 4.54. EKM icermeyen ve EKM yuklu F3 formulasyonu

karsi dayaniklilik sonuglari

icin seyreltme ve pH'a

EKM igermeyen F3
Seyreltme Distile su pH 1,2 pH 6,8
orani
DB (nm) PDI DB (nm) PDI DB (nm) PDI
1:50 16,1+ 0,2 0,050 £ 0,013 16,8 £ 0,6 0,100 £ 0,010 16,1+ 0,5 0,042 £ 0,010
1:100 17517 0,163 £ 0,050 16,9+ 0,7 0,124 + 0,032 16,7 £ 0,5 0,109 £ 0,026
1:250 16,3+ 0,5 0,140 £ 0,044 175+0,3 0,144 £ 0,034 17,3+£0,9 0,143 £ 0,054
1:500 18,4+1,3 0,212 £ 0,019 176 +1,2 0,161 £ 0,045 250+1,6 0,210 £ 0,017
EKM yiiklii F3
Seyreltme Distile su pH 1,2 pH 6,8
orani
DB (nm) PDI DB (nm) PDI DB (nm) PDI
1:50 15,2+ 0,1 0,085 £ 0,008 16,8 £0,8 0,099 £ 0,007 16,3+0,7 0,102 £ 0,020
1:100 16,6 £ 0,1 0,149 £ 0,003 16,7+ 0,7 0,075 £ 0,050 16,5+0,3 0,113 £ 0,019
1:250 16,3+ 0,6 0,076 + 0,021 16,8 £0,9 0,129 £ 0,015 16,9+1,0 0,105 + 0,038
1:500 15,6+£0,2 0,102 £ 0,024 22425 0,215 £ 0,002 20,9+1,3 0,201 £ 0,048

(Ort £ SS, n=3), DB: Damlacik boyutu
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Cizelge 4.55. EKM icermeyen ve EKM yUklU F4 formulasyonu igin seyreltme ve pH’a
karsi dayanikhlik sonuglar

EKM icermeyen F4
Seyreltme Distile su pH 1,2 pH 6,8
orani
DB (nm) PDI DB (nm) PDI DB (nm) PDI
1:50 18,8+ 2,0 0,265 £ 0,046 12,2+0,1 0,104 £ 0,013 13,7+0,2 0,157 £ 0,017
1:100 12,7+£0,6 0,155 + 0,034 12,8+0,3 0,188 + 0,006 11,8+0,1 0,106 + 0,009
1:250 11,2+0,3 0,139+ 0,031 13,2+0,5 0,210 + 0,011 12,3+0,4 0,189 + 0,006
1:500 14,3+1,3 0,213 £ 0,024 251+£9,1 0,256 £ 0,143 13,2+ 0,5 0,264 £ 0,020
EKM yiiklii F4
Seyreltme Distile su pH 1,2 pH 6,8
orani
DB (nm) PDI DB (nm) PDI DB (nm) PDI
1:50 12,8 +0,3 0,173+ 0,014 12,7 +£0,2 0,098 £ 0,002 Bulanma -
1:100 12,2+0,2 0,173 £ 0,008 11,7+0,3 0,077 £ 0,017 12,4+0,4 0,111 £+ 0,001
1:250 12,1+1,0 0,147 £ 0,039 12,2+0,3 0,146 £ 0,042 11,7+0,1 0,140 £ 0,002
1:500 13,0+£0,9 0,240 £ 0,030 13,3+0,8 0,205 + 0,009 13,4+0,9 0,202 £ 0,010

(Ort £ SS, n=3), DB: Damlacik boyutu

Cizelge 4.56. EKM icermeyen ve EKM yuklu F5 formulasyonu igin seyreltme ve pH’a
karsi dayaniklilik sonuglari

EKM icermeyen F5

Seyreltme Distile su pH 1,2 pH 6,8
orani
DB (nm) PDI DB (nm) PDI DB (nm) PDI
1:50 120,1+2,4 0,678 £ 0,017 1144 +1,2 0,647 £ 0,120 2116 £6,5 0,583 £ 0,043
1:100 340+18 0,368 £ 0,011 30,9+£1,2 0,337 £ 0,003 46,3+1,9 0,709 £ 0,005
1:250 314+11 0,151 + 0,007 32,8+0,8 0,165 £ 0,008 340+14 0,209 £ 0,003
1:500 380+14 0,206 + 0,007 382+19 0,201 £ 0,010 391+£29 0,232 £ 0,054
EKM yiiklii F5
Seyreltme Distile su pH 1,2 pH 6,8
orani
DB (nm) PDI DB (nm) PDI DB (nm) PDI
1:50 208,2+0,5 0,462 + 0,019 163,2+1,7 0,538 £ 0,023 201,6 £3,5 0,483 £ 0,040
1:100 450+1,9 0,791 + 0,009 38517 0,602 £ 0,020 36,3+1,2 0,205 £ 0,040
1:250 28,3+0,1 0,192 £ 0,006 296 +£1,2 0,192 £ 0,007 315+£1,6 0,218 £ 0,001
1:500 32,1+0,2 0,196 + 0,012 32,7+0,2 0,193 £ 0,010 35217 0,187 £ 0,006

(Ort £ SS, n=3), DB: Damlacik boyutu

4.4.3. Kendiliginden emiulsifikasyon etkinligi

EKM

emulsifikasyon etkinligi sonuglar Cizelge 4.57°de sunulmustur. EKM icermeyen ve

icermeyen ve EKM vyukli SEDDS formilasyonlari igcin kendiliginden

EKM yUklla F1, F2, F3 ve F4 formUlasyonlari berrak gérinime sahip emulsiyonlar
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olustururken, EKM igermeyen ve EKM yuklu F5 formulasyonu biraz daha az berrak

gorunume sahip emulsiyonlar olusturmustur.

Cizelge 4.57. EKM igermeyen ve EKM yukli SEDDS formulasyonlarina ait
kendiliginden emuilsifikasyon etkinligi sonuglari

. EKM icermeyen EKM yiiklii
Formiilasyon
Goriiniim Sinif Goriiniim Sinif

F1 Berrak A Berrak A
F2 Berrak A Berrak A
F3 Berrak A Berrak A
F4 Berrak A Berrak A
F5 Daha az berrak B Daha az berrak B

4.4.4. Kendiliginden emiilsifikasyon zamani

Etkin madde icermeyen ve EKM yukli SEDDS formulasyonlari icin 50 rpm

karistirma hizinda 37°C distile suya 1:250 oraninda ilave edildikten sonra berrak

veya daha az berrak, homojen sistem elde edilinceye kadar gegen slre Cizelge

4.58'de sunulmustur.

Cizelge 4.58. EKM icermeyen ve EKM yukli SEDDS formdilasyonlarina ait
kendiliginden emdulsifikasyon zamani sonuglari

Siire (sn)
Formiilasyon

EKM icermeyen EKM yiiklii
F1 65,8 £ 3,3 58,2+7,3
F2 53,9 + 3,1 51,8 +3,8
F3 58,2+ 3,2 59,1+ 2,1
F4 79,4 + 3,8 75617
F5 112,4 £ 9,0 110,7 £ 6,6

(Ort + SS, n=3)

4.45. %Transmittans

EKM icermeyen ve EKM yukli SEDDS formulasyonlarinin %Transmittans olgim

sonuglari Cizelge 4.59'da sunulmustur.
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Cizelge 4.59. EKM igermeyen ve EKM yukli SEDDS formulasyonlarinin
% Transmittans sonuglari

%Transmittans
Formiilasyon

EKM igermeyen EKM yiiklii
F1 100,0 £ 0,0 99,9+0,0
F2 99,9+0,0 101,4+£0,0
F3 99,9+0,0 99,9+0,0
F4 100,1 £ 0,0 100,4 £ 0,0
F5 99,8 +0,0 99,9+0,0

(Ort £ SS, n=3)

4.4.6. Morfoloji

EKM vyukli SEDDS formilasyonlarina ait TEM gorintileri Resim 4.2’de
sunulmustur. ImageJ® programi ile belirlenen emiilsiyon damlaciklarinin boyutlari
resimler Uzerinde gOsterilmigtir. Emulsiyon damlaciklarinin kuresel oldugu ve

boyutlarinin Malvern Zeta Sizer 6lgim sonuglariyla értlistigu gozlenmisgtir.



205

11,64 nm

7=

16,32 nm

$%17,45 nm

29,59 nm.

Resim 4.2. EKM yukli SEDDS formulasyonlarina ait TEM goéruntuleri a) F1
formualasyonuna ait TEM goérintistu b) F2 formilasyonuna ait TEM
goérintist c¢) F3 formilasyonuna ait TEM goruntust d) F4

formualasyonuna ait TEM goérintisu e) F5 formuilasyonuna ait TEM
goérintusu
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4.4.7. Viskozite

EKM icermeyen ve EKM yuklu SEDDS formulasyonlarinin viskozite 6lgim sonuglari
Cizelge 4.60 ve Sekil 4.55'te, EKM yUukli SEDDS formulasyonlarina ait reogramlar

Sekil 4.56’da sunulmustur.

Cizelge 4.60. EKM igcermeyen ve EKM yuklti SEDDS formulasyonlarinin viskozite

sonuglari
Viskozite (cP)
Formiilasyon
EKM igermeyen EKM yiiklii
F1 476 515,8
F2 2455 334
F3 684 882
F4 301,4 302,7
F5 66,8 51,6
a) b)
1000 1000
o 750+ o 7504
S L
2 2
N 500 ‘N 500+
o o
- =
2 @
> 2504 > 250+
0- 0-

FI F2 F3 F4 F5

F1

F2 F3 F4 F5

Sekil 4.55. SEDDS formulasyonlarina ait viskozite sonuglari a) EKM igermeyen
formulasyonlara ait viskozite sonugclari b) EKM yukli formalasyonlara
ait viskozite sonuglari
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Sekil 4.56. EKM yukli SEDDS formulasyonlarina ait reogramlar a) F1 formilasyonu
b) F2 formilasyonu c) F3 formilasyonu d) F4 formualasyonu e) F5
formulasyonu
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4.4.8. FT-IR analizi
Saf EKM, etkin madde icermeyen SEDDS formulasyonlari, EKM yikla SEDDS

formuUlasyonlari ve formulasyonlarda kullanilan yardimci maddelere ait spektrumlar
Sekil 4.57 - Sekil 4.61°de sunulmustur.
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4.4.9. Termodinamik stabilite caligmalari

EKM igcermeyen ve EKM yukli SEDDS formulasyonlarin isitma-sogutma dongusu,
santrifilj ve donma-¢dzme olmak tzere U¢ basamakta gergeklestirilen termodinamik
stabilite ¢alismalarina ait damlacik boyutu ve PDI 6lgim sonuglari Cizelge 4.61 -
Cizelge 4.62 ve Sekil 4.62 - Sekil 4.63’te, faz ayrimi ve ilag gokmesi agisindan gorsel

olarak degerlendiriimesi Resim 4.3 ve Resim 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.61. EKM igermeyen ve EKM yukliU SEDDS formulasyonlarinin isitma-
sogutma dongusu sonrasi damlacik boyutu ve PDI sonuglari

EKM igcermeyen EKM yiklu
Formiilasyon
DB (nm) PDI DB (nm) PDI
1 Baslangi¢ 14,3+ 0,2 0,113 £ 0,036 14,5+0,2 0,119 + 0,053
Déngii sonrasi 14,2+ 0,6 0,104 + 0,037 14,2+ 0,6 0,079 + 0,031
o Baslangi¢ 17,0+ 2,0 0,193 + 0,028 15,4 £ 0,3 0,141 £ 0,024
Déngii sonrasi 16,0+ 1,0 0,197 + 0,080 15,7+1,0 0,143 + 0,063
E3 Baslangi¢ 16,3+ 0,5 0,140 + 0,044 16,1+ 0,5 0,106 + 0,057
Déngii sonrasi 18,2+24 0,172 + 0,045 17,3+0,6 0,117 £ 0,031
Baslangi¢ 11,5+0,5 0,118 £ 0,039 11,7+0,2 0,145 + 0,033
4 Déngii sonrasi 11,3+ 0,1 0,113 £ 0,017 11,4+0,6 0,107 + 0,021
Baslangi¢ 31,7£1,0 0,148 + 0,008 28,9+0,8 0,199 + 0,011
m Déngii sonrasi 30,2+0,2 0,133 £ 0,002 31,2+1,1 0,180 + 0,011

(Ort £ SS, n=3), DB: Damlacik boyutu
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Cizelge 4.62. EKM icermeyen ve EKM yukli SEDDS formulasyonlarinin donma-
¢6zme dongusu sonrasi damlacik boyutu ve PDI sonuglari

EKM icermeyen EKM yiiklii
Formiilasyon
DB (nm) PDI DB (nm) PDI
Baslangi¢c 14,3+ 0,2 0,113 £ 0,036 14,5+ 0,2 0,119 + 0,053
F Déngli sonrasi 14,8 £ 0,0 0,148 + 0,005 14,4 0,0 0,084 + 0,012
Baslangi¢ 17,0+ 2,0 0,193 £ 0,028 15,4+0,3 0,141 £ 0,024
F2 Déngli sonrasi 14,5+ 0,6 0,132 £ 0,028 15,0+ 0,9 0,127 + 0,077
Baslangi¢ 16,3+ 0,5 0,140 + 0,044 16,1+ 0,5 0,106 + 0,057
k3 Déngli sonrasi 17,8+2,8 0,178 + 0,083 16,4+ 0,3 0,086 + 0,007
4 Baslangi¢ 11,6+0,5 0,118 + 0,039 11,7+£0,2 0,145+ 0,033
Déngli sonrasi 11,4+ 0,2 0,085 + 0,016 11,5+£0,8 0,176 + 0,019
Fe Baslangi¢ 31,7+1,0 0,148 + 0,008 28,9+0,8 0,199 + 0,011
Déngli sonrasi 31,4+0,7 0,146 + 0,021 29,0+£1,0 0,184 + 0,015

(Ort £ SS, n=3), DB: Damlacik boyutu
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Sekil 4.62. EKM icermeyen SEDDS formulasyonlarinin termodinamik stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3) a) Isitma-sogutma ve donma ¢ézme ddngusu
sonrasi damlacik boyutu dl¢gimleri b) Isitma-sogutma ve donma ¢dézme
dongusu sonrasi PDI dlgumleri
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Sekil 4.63. EKM yukla SEDDS formulasyonlarinin termodinamik stabilite sonugclari
(Ort £ SS, n=3) a) Isitma-sogutma ve donma ¢dézme doéngusu sonrasi
damlacik boyutu dlgumleri b) Isitma-sogutma ve donma ¢dézme dongusu
sonrasi PDI olgumleri



Resim 4.3. EKM icermeyen SEDDS formulasyonlarinin termodinamik stabilite
galismasina ait gorseller a) Isitma-sogutma dongusu sonrasi
b) Donma ¢6zme ddnglsu sonrasi

Resim 4.4, EKM yukli SEDDS formulasyonlarinin  termodinamik stabilite
calismasina ait gorseller a) Isitma-sogutma dongusu sonrasi
b) Donma ¢6zme déngusu sonrasi

4.4.10. Uzun donem stabilite calismalari

EKM yukla SEDDS formulasyonlar uzun dénem stabilite calismalari kapsaminda 5
+ 3°C/ortam nemi, 25 + 2°C/%60 £ 5 bagil nem (BN) ve 40 + 2°C/%75 £ 5 BN olmak
uzere 3 farkli kosulda 12 ay saklanmistir. Baslangi¢ ve saklama suresi boyunca 1,
3, 6 ve 12. ayda etkin madde miktar tayini, damlacik boyutu ve PDI 6élgim sonuglari
Cizelge 4.63 - Cizelge 4.67’de ve Sekil 4.64 - Sekil 4.78'de gosterilmistir. Baslangig
ve saklama suresi boyunca 1, 3, 6 ve 12. ayda faz ayrimi ve ilag ¢dkmesi agisindan

gorsel olarak degerlendiriimesi Resim 4.5 - Resim 4.9’da sunulmustur.
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Cizelge 4.63. EKM yukli F1 SEDDS formulasyonlarinin fiziksel ve kimyasal stabilite

sonuglari
Zaman EKM miktan DB
Saklama kosulu PDI
3 (ay) (%) (nm)
0 100,0 £ 0,0 14,5+ 0,2 0,119 + 0,053
1 100,3+0,4 14,1 +£0,2 0,062 + 0,023
5+ 3°C 3 99,8+ 0,7 14,2+ 0,2 0,102 + 0,009
6 99,5+1,3 14,4+ 01 0,091 £ 0,034
12 101,5+£2,2 14,2+ 01 0,077 £ 0,010
0 100,0£0,0 14,5+0,2 0,119 + 0,053
1 99,7 + 1,1 14,1+ 0,2 0,102 + 0,023
25+ 2°C
99,8+2,3 14,5+0,2 0,117 £ 0,017
%60 £ 5 BN
6 100,1 £ 2,1 14,3+ 0,1 0,106 + 0,012
12 98,8+ 3,7 14,6 £ 0,3 0,100 + 0,014
0 100,0 £ 0,0 14,5+0,2 0,119 + 0,053
1 100,2+1,9 14,2+ 0,4 0,099 + 0,012
40+ 2°C
3 99,8+ 2,7 14,6 £ 0,3 0,092 + 0,011
%75+ 5BN
6 99,1+6,5 14,1+ 0,0 0,062 + 0,001
12 959+1,9 14,3+ 0,1 0,078 + 0,010
(Ort £ SS, n=3), BN: Bagil nem, DB: Damlacik boyutu
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Sekil 4.64. EKM yukli F1 SEDDS formulasyonunun 5 £ 3°C/ortam nemi saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI de@erlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.65. EKM yuklu F1 SEDDS formulasyonunun 25 + 2°C/%60 + 5 BN saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.66. EKM yukli F1 SEDDS formulasyonunun 40 + 2°C/%75 + 5 BN saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3)
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Cizelge 4.64. EKM yuklu F2 SEDDS formulasyonlarinin fiziksel ve kimyasal stabilite

sonuglari
Zaman EKM miktan DB
Saklama kosulu PDI
s (ay) (%) (nm)
0 100,0 £ 0,0 15,4+ 0,3 0,141 £ 0,024
1 993+1,4 14,9+0,5 0,137 £ 0,032
5+3°C 3 989+27 15,3+ 0,1 0,199 £ 0,014
6 101,9+1,3 15,8 £0,3 0,205 £ 0,033
12 959+5,2 15,6 + 0,2 0,137 £ 0,015
0 100,0 £ 0,0 15,4 +0,3 0,141 £ 0,024
1 100,7 £ 2,1 15,2+ 0,5 0,107 £ 0,032
25+ 2°C
101,1 £1,7 146+1,1 0,138 £ 0,034
%60 + 5 BN
6 100,4 + 0,5 14,3+ 0,5 0,110 £+ 0,068
12 98,1+1,7 14,5+ 0,8 0,093 £ 0,016
0 100,0 £ 0,0 15,4 + 0,3 0,141 £ 0,024
1 101,2+0,8 15,8+ 0,7 0,186 + 0,025
40+ 2°C
3 99,2+1,3 15,2+ 0,5 0,100 £+ 0,019
%75+ 5BN
6 100,1 + 11,6 149+0,3 0,118 + 0,057
12 100,8 + 10,2 14,8 + 0,5 0,067 £ 0,013
(Ort £ SS, n=3), BN: Bagil nem, DB: Damlacik boyutu
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Sekil 4.67. EKM yukli F2 SEDDS formulasyonunun 5 + 3°C/ortam nemi saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite

sonuglari (Ort £ SS, n=3) (*p<0,05)
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Sekil 4.68. EKM yuklu F2 SEDDS formulasyonunun 25 + 2°C/%60 £+ 5 BN saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.69. EKM yuklu F2 SEDDS formulasyonunun 40 + 2°C/%75 + 5 BN saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3)
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Cizelge 4.65. EKM yukli F3 SEDDS formulasyonlarinin fiziksel ve kimyasal stabilite

sonuglari
Zaman EKM miktan DB
Saklama kosulu PDI
s (ay) (%) (nm)
0 100,0 £ 0,0 16,1 £ 0,5 0,106 £ 0,057
1 98,5+ 2,1 149+0,0 0,070 £ 0,009
5+ 3°C 3 102,9+24 16,8+ 0,2 0,094 £ 0,055
6 100,7 £1,2 16,1+ 0,1 0,097 + 0,071
12 99,5+ 3,8 16,2 + 0,6 0,082 + 0,014
0 100,0 £ 0,0 16,1 £ 0,5 0,106 + 0,057
1 98,7+1,8 17,2+ 0,7 0,102 £ 0,018
25+ 2°C
993+14 16,2+ 0,3 0,147 £ 0,006
%60 + 5 BN
6 100,0 £ 0,2 16,4 £ 0,6 0,090 + 0,006
12 99,3+22 17,1 +£0,8 0,098 + 0,010
0 100,0 £ 0,0 16,1 £ 0,5 0,106 + 0,057
1 996+28 15,7+1,0 0,147 £ 0,083
40+ 2°C
3 97,8+ 34 16,0 £ 0,6 0,124 + 0,045
%75+ 5BN
6 97,5+41 16,0+ 0,3 0,102 £ 0,032
12 97,0+ 34 15,8 £ 0,7 0,099 + 0,034
(Ort £ SS, n=3), BN: Bagil nem, DB: Damlacik boyutu
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Sekil 4.70. EKM yukla F3 SEDDS formulasyonunun 5 + 3°C/ortam nemi saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.71. EKM yukli F3 SEDDS formulasyonunun 25 + 2°C/%60 + 5 BN saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.72. EKM yukli F3 SEDDS formulasyonunun 40 + 2°C/%75 + 5 BN saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3)
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Cizelge 4.66. EKM yukli F4 SEDDS formulasyonlarinin fiziksel ve kimyasal stabilite

sonuglari
Zaman EKM miktan DB
Saklama kosulu PDI
s (ay) (%) (nm)
0 100,0 £ 0,0 11,7+ 0,2 0,145 + 0,033
1 995+1,8 12,0+ 0,1 0,145 + 0,049
5+ 3°C 3 95,7+3,4 12,4+ 0,3 0,138 £ 0,031
6 59,2+26 129+ 0,6 0,120 + 0,031
12 39,5+59 12,6 + 0,7 0,130 £ 0,070
0 100,0 £ 0,0 11,7+0,2 0,145 + 0,033
1 995+1,6 11,2+ 0,1 0,118 + 0,027
25+ 2°C
99,1+ 2,1 11,9+0,2 0,140 £ 0,036
%60 + 5 BN
6 93,6 +0,6 12,7 £ 0,6 0,107 + 0,004
12 899+15 13,1+0,4 0,140 + 0,028
0 100,0 £ 0,0 11,7+ 0,2 0,145 + 0,033
1 98,2+26 12,0+ 0,1 0,122 + 0,045
40+ 2°C
99,4+1,3 11,4+04 0,106 + 0,020
%75+ 5BN
6 97,9+0,9 11,0+ 0,1 0,102 + 0,017
12 100,6 + 4,8 11,2+ 0,0 0,133 + 0,011
(Ort £ SS, n=3), BN: Bagil nem, DB: Damlacik boyutu
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Sekil 4.73. EKM yukli F4 SEDDS formulasyonunun 5 + 3°C/ortam nemi saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3) (*p<0,05)
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Sekil 4.74. EKM yuklu F4 SEDDS formulasyonunun 25 + 2°C/%60 + 5 BN saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3) (*p<0,05, **p<0,01)
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Sekil 4.75. EKM yukli F4 SEDDS formulasyonunun 40 + 2°C/%75 + 5 BN saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3) (**p<0,01)
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Cizelge 4.67. EKM yuklu F5 SEDDS formulasyonlarinin fiziksel ve kimyasal stabilite

sonuglari
Zaman EKM miktan DB
Saklama kosulu PDI
s ay) (%) (nm)

0 100,0 £ 0,0 28,9+0,8 0,199 + 0,011
1 100,3+0,9 279+1,8 0,058 + 0,011

5+3°C 3 101,4 + 3,1 28,0+0,1 0,070 + 0,014
6 97,7+3,0 28,8+ 0,6 0,075 + 0,004
12 105,0 + 1,1 31,8+0,2 0,117 + 0,002
0 100,0 £ 0,0 28,9+0,8 0,199 + 0,011
1 100,8 + 0,6 28,9+0,9 0,145 + 0,071

25+ 2°C
3 102,4 + 3,1 28,2+ 0,1 0,071 + 0,001

%60 + 5 BN

6 101,1+0,6 28,9+ 1,1 0,084 + 0,010
12 101,5+1,3 29,6 +0,2 0,105 + 0,007
0 100,0 £ 0,0 28,9+0,8 0,199 + 0,011
1 100,3 + 1,1 28,1+0,9 0,122 + 0,045

40+ 2°C
3 102,1+24 328+14 0,100 + 0,009

%75+ 5BN

6 104,0+4,2 32,6 +1,1 0,110 + 0,007
12 103,5+ 3,2 328+14 0,096 + 0,010

(Ort £ SS, n=3), BN: Bagil nem, DB: Damlacik boyutu
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Sekil 4.76. EKM yukli F5 SEDDS formulasyonunun 5 + 3°C/ortam nemi saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3) (*p<0,05, ****p<0,0001)
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Sekil 4.77. EKM yukli F5 SEDDS formulasyonunun 25 + 2°C/%60 + 5 BN saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3) (*p<0,05, **p<0,01)
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Sekil 4.78. EKM yukli F5 SEDDS formulasyonunun 40 + 2°C/%75 + 5 BN saklama
kosulunda damlacik boyutu ve PDI degerlerine ait fiziksel stabilite
sonuglari (Ort £ SS, n=3) (*p<0,05, **p<0,01)
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Resim 4.5. EKM yuklu F1, F2, F3, F4 ve F5 SEDDS formulasyonlarinin 0. ay stabilite
gorseli a) 5 + 3°C/ortam nemi saklama kosulunda b) 25 + 2°C/%60 + 5
BN saklama kosulunda c) 40 + 2°C/%75 + 5 BN saklama kosulunda
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Resim 4.6. EKM yukli F1, F2, F3, F4 ve F5 SEDDS formulasyonlarinin 1. ay stabilite
gorseli a) 5 + 3°C/ortam nemi saklama kosulunda b) 25 + 2°C/%60 + 5
BN saklama kosulunda c) 40 £ 2°C/%75 £ 5 BN saklama kosulunda

Resim 4.7. EKM yukli F1, F2, F3, F4 ve F5 SEDDS formulasyonlarinin 3. ay stabilite
gorseli a) 5 + 3°C/ortam nemi saklama kosulunda b) 25 + 2°C/%60 + 5
BN saklama kosulunda c) 40 £ 2°C/%75 £ 5 BN saklama kosulunda

[TIT TR

Resim 4.8. EKM yukli F1, F2, F3, F4 ve F5 SEDDS formulasyonlarinin 6. ay stabilite
gorseli a) 5 + 3°C/ortam nemi saklama kosulunda b) 25 + 2°C/%60 + 5
BN saklama kosulunda c) 40 + 2°C/%75 + 5 BN saklama kogulunda

— ey S R— = = = = —

Resim 4.9. EKM yuklu F1, F2, F3, F4 ve F5 SEDDS formulasyonlarinin 12. ay
stabilite gorseli a) 5 + 3°C/ortam nemi saklama kosulunda b) 25 +
2°C/%60 + 5 BN saklama kosulunda c) 40 + 2°C/%75 + 5 BN saklama
kosulunda

4.5. In Vitro Céziinme Hizi Galigsmalari

in vitro ¢éziinme hizi ¢alismalari Bélim 3.2.5'te anlatildigi sekilde %0,5 SLS
¢Ozeltisi, FaSSIF ve FeSSIF biyouyumlu ortamlarinda gergeklestiriimistir. Referans
tablet ve EKM yuklU F1, F2, F3, F4, F5 SEDDS formulasyonlari igin zamana karsi
%kumulatif salinan EKM miktar profilleri Sekil 4.79 - Sekil 4.81’de sunulmusgtur.
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Sekil 4.79. %0,5 SLS c¢oOzeltisi ortaminda referans tablet ve SEDDS
formulasyonlarinin ¢éziinme hizi profili (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.80. FaSSIF ortaminda referans tablet ve SEDDS formulasyonlarinin
¢6zinme hizi profili (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.81. FeSSIF ortaminda referans tablet ve SEDDS formulasyonlarinin
¢6zinme hizi profili (Ort £ SS, n=3)

%0,5 SLS c¢ozeltisi ortaminda 10 dakika icinde F1, F2, F4, F5 SEDDS
formualasyonlari ve referans tablet icin %90’dan fazla EKM salimi g6zlenirken F3
formulasyonu igin %71 EKM salimi goézlenmigtir. Referans tablet ve SEDDS
formalasyonlarinin tamami 30 dakika iginde kararli duruma ulasmis ve %95'den

fazla EKM salimi saglamistir.

FaSSIF ortaminda 10 dakika icinde F1 formulasyonundan %58, F2
formulasyonundan %75, F3 formulasyonundan %55, F4 formllasyonundan %52,
F5 formulasyonundan %77, referans tabletten %84 EKM salimi gdézlenmistir.
Referans tablet ve F1, F2, F3 ve F5 formulasyonlari 45 dakika icinde %99’dan fazla
EKM salarken, F4 formulasyonu 45 dakika iginde %92 EKM salmistir. Referans
tablet ve SEDDS formulasyonlarinin tamami 45 dakika iginde kararli duruma

ulasmigtir.

FeSSIF ortaminda 10 dakika i¢cinde F1, F2 ve F5 formulasyonlarindan %97, F3
formalasyonundan %75, F4 formulasyonundan %101, referans tabletten %84 EKM

salimi gézlenmistir. F1, F2, F4 ve F5 formulasyonlari 20 dakika icinde %99’dan fazla
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EKM salimi saglayarak kararli duruma ulagsmistir. 20 dakika i¢cinde F3 formulasyonu
%97, referans tablet ise %92 EKM salimi saglamistir. F3 formulasyonu 30 dakika
icinde EKM’nin %99’unu, referans tablet ise 45 dakika iginden EKM’nin %99’unu

salarak kararli duruma ulasmistir.

SEDDS formulasyonlarinin referans tablet ile ¢6zinme hizi profillerinin benzerliginin
degerlendiriimesi i¢in yapilan yedi zaman noktasinin kullanilarak hesaplandigi f2

benzerlik faktort sonuglar Cizelge 4.68’de sunulmustur.

Cizelge 4.68. SEDDS formulasyonlari i¢in f2 benzerlik faktorl sonuglari

Karsilagtirma %0,5 SLS ¢ozeltisi FaSSIF FeSSIF
RT-F1 51 37 57
RT - F2 69 41 52
RT-F3 35 37 47
RT-F4 60 37 45
RT-F5 52 54 50

RT: Referans tablet

4.6. In Vitro Lipoliz Calismalan

in vitro lipoliz ¢alismalari Bolim 3.2.6’da anlatildigi sekilde gerceklestiriimistir. in
vitro lipoliz galismasinda sulu faz (AP) ve pellet faz (PP) EKM miktarlari ayri olarak
grafiklenmigtir. EKM yUklU F1, F2, F3, F4 ve F5 SEDDS formulasyonlari igin zamana
karsi sulu faz %EKM miktar Sekil 4.82’de, lipoliz sonunda sulu faz %EKM miktari
Sekil 4.83’te ve pellet faz %EKM miktari Sekil 4.84’te gosterilmistir. Referans tablet
ve SEDDS formulasyonlarinin lipolizi boyunca harcanan toplam NaOH miktari ve
lipoliz oranlari Sekil 4.85 ve Cizelge 4.69'da sunulmustur. Referans tablet igin

zamana karsi sulu ve pellet faz %EKM miktari Sekil 4.86’da verilmistir.
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Sekil 4.82. EKM yukli SEDDS formulasyonlarinin zamana karsi sulu faz %EKM
miktarlar (Ort £ SS, n=3)
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Lipoliz sonunda sulu faz %EKM

Sekil 4.83. Lipoliz sonunda EKM yuklu SEDDS formulasyonlari i¢in sulu faz %EKM
miktarlar (Ort £ SS, n=3) (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
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Sekil 4.84. Lipoliz sonunda EKM yiklid SEDDS formulasyonlarti igin pellet faz %EKM
miktarlar (Ort £ SS, n=3) (*p<0,05)
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Sekil 4.85. SEDDS formulasyonlarinin lipolizi (Ort £ SS, n=3) (*p<0,05) a) Harcanan
toplam NaOH miktari b) Lipoliz orani (%)



235

Cizelge 4.69. SEDDS formulasyonlari igin harcanan NaOH miktari ve lipoliz orani

Formiilasyon Harcanan NaOH miktari (mL) Lipoliz orani (%)
F1 1,99 + 0,28 47,3+6,7
F2 1,69 £ 0,06 48,6 £ 1,7
F3 0,40 £ 0,02 12,7+ 0,6
F4 3,03+1,33 74828
F5 4,42 + 0,21 70,132
Referans tablet

(Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.86. Referans tablet igin sulu ve pellet faz %EKM miktarlari (Ort £ SS, n=3)

Sindirim sonucunda tim SEDDS formiulasyonlarinda sulu faz %EKM miktari
azalmistir. F1, F2, F3, F4 ve F5 igin 90 dakikalik lipolizden sonra sulu faz EKM
miktari sirasiyla %87, %89, %92, %70 ve %62’dir. Referans tablet icin ise lipoliz
sonunda sulu faz EKM miktari %12, pellet faz EKM miktari %86’dir. %EKM miktari
en ylUksek F3 formulasyonunda, en diustk F5 formilasyonunda bulunmustur. En

yuksek NaOH miktari F5 formulasyonunun lipolizi sirasinda harcanmistir.
4.7. Ex-vivo Permeabilite Caligsmasi

Ex-vivo permeabilite calismasi Bolum 3.2.7°de anlatildigi sekilde gerceklestiriimistir.
ik olarak sink kosulu saglamak igin alici hiicre ortami olan %0,5 SLS igeren PBS

tamponunda EKM ¢6zunurlGgu belirlenmistir. %0,5 SLS igeren PBS tamponunda
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EKM ¢ozunarlugu 778,4 £ 11,4 uyg/mL olarak bulunmustur. Verici hucreye eklenecek

lipoliz ortami 750 L olarak belirlenmistir.

Tez kapsaminda in vitro lipoliz calismasi ex-vivo permeabilite c¢alismasi ile
birlestirilerek formulasyon lipolizine permeabilite basamagi eklenmigtir. SEDDS
formUlasyon dispersiyonu (lipoliz baslamadan once 0. dakika) ve lipolizinin 15.
dakika ve 60. dakikasinda alinan 6rnekler franz difizyon hicresinin verici blmesine
eklenmistir. Her bir SEDDS formulasyon ve referans GrlnUn lipolizi sirasinda 0.
dakika, 15. dakika ve 60. dakika lipoliz 6rneklerinin zamana karsi %difize olan EKM
miktari profilleri Sekil 4.87 - Sekil 4.92°de verilmigtir. 24 saat sonunda %difize olan
EKM miktari Cizelge 4.70 ve Sekil 4.93’te sunulmugtur. Zamana karsi %difuze olan
EKM miktar grafiginin AUC degerleri Cizelge 4.70’te gosterilmigtir.

%Difliize EKM

-o- 0. dk
- 15.dk

=+ 60.dk

30

Zaman (saat)

Sekil 4.87. F1 SEDDS formulasyonunun baglangi¢ ve farkl lipoliz dakikalarina ait
%diflize olan EKM-zaman profili (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.88. F2 SEDDS formulasyonunun baslangi¢ ve farkl lipoliz dakikalarina ait
%difize olan EKM-zaman profili (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.89. F3 SEDDS formulasyonunun baglangi¢ ve farkh lipoliz dakikalarina ait
%diflize olan EKM-zaman profili (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.90. F4 SEDDS formulasyonunun baslangi¢ ve farkh lipoliz dakikalarina ait
%difize olan EKM-zaman profili (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.91. F5 SEDDS formulasyonunun baglangi¢ ve farkh lipoliz dakikalarina ait
%diflize olan EKM-zaman profili (Ort £ SS, n=3)
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Sekil 4.92. Referans tabletin baslangi¢ ve farkli lipoliz dakikalarina ait %difize olan
EKM-zaman profili (Ort £ SS, n=3)



Cizelge 4.70. SEDDS formulasyonlari ve referans tablet icin 24.saat sonunda %diflize olan EKM miktari ve AUC degerleri

0. dk lipoliz ornegi 15. dk lipoliz 6rnegi 60. dk lipoliz ornegi
Formdilasyon %difiize olan %difiize olan %difiize olan
EKM miktarr AUC EKM miktarr AUC EKM miktarr AUC
F1 40,6 £ 5,8 540,2 + 47,2> 4 52,6 £ 121 691,3 £ 101,9° 57,6 £4,79 797,8 + 47,9
F2 49,2 + 16,6 695,4 + 151,61 60,7 £ 6,8 867,2 £ 67,2° 47,1 +6,6 650,2 + 67,4
F3 444 + 3,6 576,2 + 61,0 53,2141 7414 £ 36,5 52,2148 706,0 + 81,6
F4 42,3+24 571,6 + 24,8%¢ 58,0+ 5,0 779,5 + 83,7>¢ 58,5+ 0,89 786,0 £ 11,9
F5 41,3+8,8 555,9 + 104,229 61415 727,4 £ 12,4° 55,0 £ 2,89 717,4 £ 20,9
Referans tablet 28,2+2,3 309,5 + 31,32 48,7+ 2,0 586,3 + 18,5° 429+23 486,5 + 47,6°

(Ort £ SS, n=3)

a: p<0,05 SEDDS formdilasyonun 0 ve 60. dakika AUC degerleri karsilastiriidiginda

a: p<0,05 Referans tabletin 0 ve 60. dakika AUC degerleri karsilastiriidiginda

b: p<0,05 SEDDS formiilasyonun 0 ve 15. dakika AUC degerleri karsilastirildiginda

b: p<0,05 Referans tabletin O ve 15. dakika AUC degerleri karsilastiriidiginda

¢: p<0,05 Referans tabletin 15 ve 60. dakika AUC degerleri karsilastirildiginda

d: p<0,05 SEDDS formllasyonlarinin her biri ile referans tabletin 0. dakika AUC degerleri karsilastirildiginda
e: p<0,05 SEDDS formdilasyonlarinin her biri ile referans tabletin 15. dakika AUC degerleri karsilastiriidiginda
f: p<0,05 SEDDS formulasyonlarinin her biri ile referans tabletin 60. dakika AUC degerleri kargilagtirildiginda
9: p<0,05 SEDDS formilasyon ile referans tabletin 60. dakika %difize EKM miktar karsilastirildiginda

ove
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Sekil 4.93. SEDDS formulasyonlari ve referans tablet icin 24.saat sonunda %difuze
olan EKM miktar (Ort £ SS, n=3) (*p<0,05) a) F1 formulasyonu b) F2

formilasyonu c¢) F3 formilasyonu d) F4 formilasyonu e) F5
formulasyonu f) Referans tablet
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Her bir SEDDS formulasyon ve referans Urundn lipolizi sirasinda 0. dakika, 15.
dakika ve 60. dakika lipoliz 6rneklerinin aki degerleri (J) ve permeabilite katsayilari
(Papp) Cizelge 4.71 ve Sekil 4.94 - Sekil 4.95'te gosterilmigtir. Sekil 4.94 formulasyon
ici karsilastirma, Sekil 4.95 formilasyonlar arasi karsilastirma amaciyla

sunulmustur.



Cizelge 4.71. SEDDS formulasyonlari ve referans tablet i¢in aki ve Papp degerleri

Formiulasyon

0. dk lipoliz ornegi

15. dk lipoliz 6rnegi

60. dk lipoliz 6rnegi

(ug.cm?.s?) (x102% cm.s?) (ug.cm?.s?) (x10°% cm.s?) (ug.cm?.s?) (x102% cm.s?)
F1 5,63 + 0,83¢ 13420 6,08 £ 1,46° 17,3142 6,89 + 0,53 19,1+£1,6
F2 5,75 + 1,96¢ 16,4 + 5,8 6,24 £+ 0,66° 20,7+24 5,53 + 0,63 15,8 £ 2,2
F3 5,31+ 0,67¢ 14615 5,84 + 0,36° 179+15 5,89 + 0,80 17,5+ 2,3
F4 4,75 +0,47¢ 13,6 £1,0 5,91 £ 0,94¢ 19,2+3,2 6,03 + 0,05 19,9+£0,2
F5 5,18 £ 1,19¢ 13,8+ 3,5 6,29 £ 0,02° 20,1+0,3 6,37 £ 0,02 18,7+ 0,9
Referans tablet 7,42 + 0,622 11,9+1,0 13,3+ 0,7°¢ 21,211 11,4 +0,8° 18,2+1,3

(Ort £ SS, n=3)

a: p<0,05 Referans tabletin 0 ve 15. dakika aki degerleri karsilastirildiginda

b: p<0,05 Referans tabletin O ve 60. dakika aki degerleri karsilastirildiginda

¢: p<0,05 Referans tabletin 15 ve 60. dakika aki degerleri karsilastirildiginda

d: p<0,05 SEDDS formdilasyonlarinin her biri ile referans tabletin 0. dakika aki degerleri karsilastirildiginda
e: p<0,05 SEDDS formdlasyonlarinin her biri ile referans tabletin 15. dakika aki degerleri karsilastirildiginda

f

: p<0,05 SEDDS formilasyonlarinin her biri ile referans tabletin 60. dakika aki de@erleri karsilastirildiginda

eve
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Papp (x 10°cm.s™)

Papp (x 10°cm.s™)

Sekil 4.94.
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(Ort £ SS, n=3) (*p<0,05) a) F1 formulasyonu b) F2 formulasyonu c)
F3 formulasyonu d) F4 formulasyonu e) F5 formulasyonu f) Referans

tablet
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Sekil 4.95. SEDDS formulasyonlari
(Ort £ SS, n=3) a) 0. dakika b) 15. dakika c) 60. dakika
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icin Papp degerleri
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4.8. Hucre Kultiiri Galigmalari

Hucre kultard galismalari Bolum 3.2.8'de anlatildigi gibi gerceklestiriimistir. 48 saat
inkibasyon suresi i¢in 1Cso degeri 58 uyM, 72 saat i¢in ICso degeri 38,5 uM olarak
hesaplanmistir. MCF-7 hucrelerine 58 uM ve 38,5 yM EKM konsantrasyonunda
uygulanan saf EKM, EKM yukla SEDDS formulasyonlari ve formulasyonlarla ayni
miktarda EKM igermeyen SEDDS formulasyonlarina ait 48 saat sonundaki %hucre

canhligi grafigi Sekil 4.96’da sunulmustur.
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Sekil 4.96. EKM yUklu ve etkin madde icermeyen SEDDS formulasyonlarinin saf
EKM ile karsilastirmali olarak MCF-7 hucreleri Uzerinde 48 saatlik
inkUbasyon suresi igin %hicre canliliklari (Ort £ SS, n=5) a) 58 yM EKM
konsantrasyonu b) 38,5 yM EKM konsantrasyonu
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58 uM konsantrasyonda uygulanan saf EKM ve EKM yuklu F1, F2, F3, F4 ve F5
SEDDS formulasyonlari i¢in 48 saat sonunda hucre canhligi sirasiyla %43, %09,
%21, %22, %3 ve %3 bulunmustur. ila¢ icermeyen F1, F2, F3, F4 ve F5 SEDDS
formulasyonlari igin hticre canhihd1 %33, %47, %41, %3 ve %2 olarak bulunmustur.
38,5 uM konsantrasyonda uygulanan saf EKM ve EKM yuklu F1, F2, F3, F4 ve F5
SEDDS formulasyonlari i¢in 48 saat sonunda hucre canliligi sirasiyla %61, %40,
%41, %44, %30 ve %24 bulunmustur. ilag icermeyen F1, F2, F3, F4 ve F5 SEDDS
formalasyonlari igin hicre canhhdr %71, %79, %70, %34 ve %30 olarak

bulunmustur.

MCEF-7 hucrelerine 58 uM ve 38,5 yM EKM konsantrasyonunda uygulanan saf EKM,
EKM yikli SEDDS formdilasyonlari ve formilasyonlarla ayni miktarda EKM
icermeyen SEDDS formulasyonlarina ait 72 saat sonundaki %htcre canhhgi grafigi

Sekil 4.97°de sunulmustur.
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% Huicre canlihigi

% Huicre canlihigi

Sekil 4.97. EKM yukli ve etkin madde icermeyen SEDDS formulasyonlarinin saf
EKM ile kargilastirmali olarak MCF-7 hucreleri Uzerinde 72 saatlik
inkUbasyon suresi i¢in %hucre canliliklari (Ort £ SS, n=5) a) 58 yM EKM
konsantrasyonu b) 38,5 yM EKM konsantrasyonu
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58 uM konsantrasyonda uygulanan saf EKM ve EKM yuklu F1, F2, F3, F4 ve F5
SEDDS formulasyonlari igin 72 saat sonunda hucre canlihgi sirasiyla %59, %19,
%31, %22, %8 ve %10 bulunmustur. ilag icermeyen F1, F2, F3, F4 ve F5 SEDDS
formuUlasyonlari igin hiicre canlihdi %35, %43, %30, %8 ve %9 olarak bulunmustur.
38,5 uM konsantrasyonda uygulanan saf EKM ve EKM yuklu F1, F2, F3, F4 ve F5
SEDDS formulasyonlari igin 72 saat sonunda hucre canhligi sirasiyla %65, 60, %61,
%51, %17 ve %11 bulunmustur. ilag icermeyen F1, F2, F3, F4 ve F5 SEDDS

formuUlasyonlari i¢in hicre canhhgr %73, %84, %70, %16 ve %15 olarak
bulunmustur.

Farkli EKM konsantrasyonlarina sahip formulasyonlarin (38,5 uM ve 58 pM) ayni
inkibasyon suresi sonunda %hucre canhhigini ayni grafik Gzerinde gdsteren
sonugclar Sekil 4.98’de sunulmustur.

a) b)
100

_ _ -4~ Saf EKM
O) )

= = - F1

o i o -+ F3

2 2 = F4

& 3 O Fs

0 T

0 30 60

Konsantrasyon (uM) Konsantrasyon (pM)

Sekil 4.98. Saf EKM ve EKM yukli SEDDS formualasyonlarinin  farkh
konsantrasyonlar igin %hucre canhliklari (Ort £+ SS, n=5) a) 48 saat
inkUbasyon suresi b) 72 saat inkiibasyon suresi
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4.9. in Situ intestinal Perfiizyon
in situ intestinal perfiizyon c¢alismasi Bolim 3.2.9'da anlatildigi sekilde
gerceklestiriimistir. Kullanilacak tubing ¢apinin belirlenmesi, tubing ile etkilesimin

incelenmesi ve perfizyon galismasina ait bulgular ayri basliklar halinde asagida

sunulmustur.
4.9.1. Tubing g¢apinin belirlenmesi

Calisilan 4 mm x 2 mm (i¢ cap x dis ¢ap) ve 4 mm x 0,5 mm (ic ¢cap x dis ¢ap)
boyutlarina sahip iki farkli silikon tubing icin akis hizi Es. 3.9’a goére hesaplanmis ve

tubinglere ait bulgular Cizelge 4.72’de sunulmustur.

Cizelge 4.72. Kullanilan tubinglere ait bulgular

10 mL go6zeltinin
; . . Akis hizi
Tubing boyutu rpm toplanmasi igin gegen
.. (mL/dk)
sire (dk)
1 18,5+ 0,2 0,54 + 0,01
4 mm x 2 mm
11 1,43+0,01 7,00 £ 0,05
1 78,2+ 1,0 0,13 £ 0,00
4 mm x 0,5 mm
11 5,97 + 0,03 1,68 + 0,01

(Ort £ SS, n=3)

4 mm x 2 mm boyuta sahip tubing ile en dusuk rpomde 0,54 + 0,01 ml/dk akis hizi
elde edilmistir. 4 mm x 0,5 mm boyuta sahip tubing ile peristaltik pompanin en disuk
calisma hizi olan 1 rpmde akis hizi 0,126 £ 0,001 mL/dk olarak saptanmistir.
Perfuzyon ¢alismasinda her bir tubingden gegen ¢ozelti i¢in akis hizinin 0,1 mL/dk
olmasi amacglanmaktadir. Bu degere en yakin akis hizi i¢ ¢gapi 0,5 mm olan tubing
ile peristaltik pompanin en disik rpm degerinde saglanmis ve 0,13 mL/dk olarak
bulunmustur. Bu nedenle 4 mm x 0,5 mm boyuta sahip tubing ile ¢alisiimaya karar
verilmistir. Her iki tubingten dakikada 0,13 mL perflizyon ¢oOzeltisi gegecegi icin

perfuze segmentteki akis hizi 0,26 mL/dk olarak belirlenmigtir.
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4.9.2. Tubing ile etkilegsimin incelenmesi

EKM ile silikon tubing etkilesiminin incelendigi ¢galismada lipoliz ortami baslangi¢
EKM konsantrasyonu (0. dakika) ve lipoliz ortaminin peristaltik pompa araciligiyla

tubingden gecirilerek 60. dakikada toplanan érnekteki EKM konsantrasyonu Cizelge

4.73’te sunulmustur.

Cizelge 4.73. Baslangi¢ ve 6rnekteki EKM konsantrasyonu

Ornek EKM konsantrasyonu (ug/mL)
0. dakika 102,3+0,1
60. dakika 102,5+0,1
(Ort £ SS, n=3)

EKM’nin baslangi¢ konsantrasyonu ile 60 dakika sonra toplanan konsantrasyonu

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik olmadigi bulunmustur (p>0,05).

4.9.3. Perfiizyon galismasi

Perfuzyon calismasinda kullanilan sicanlara ait agirlik, perfuze jejunum

segmentinin uzunlugu, ¢api ve akis hizi bilgileri Cizelge 4.74’te sunulmustur.

Cizelge 4.74. Perflzyon g¢aligmasinda kullanilan siganlara ait bilgiler

Sigan agirhg Jejunum Jejunum gapi Akig hizi

Grup @) uzunlugu (cm) (cm) (mL/dk)
Grup 1 (F1) 305,0 £ 20,5 14213 0,53 £ 0,12 0,26
Grup 2 (F5) 2222+ 86 16,2+ 1,3 0,37 £ 0,05 0,26
Grup 3 (saf EKM) 212 E91 15,8+ 0,8 0,43 £ 0,09 0,26
Grup 4 (ANT) 296,2 + 27,0 17,2 1,3 0,48 £ 0,04 0,26

(Ort £ SS, n=6)

Grup 1 (EKM yuklu F1), grup 2 (EKM yUklG F5) ve grup 3 (saf EKM) icin zamana
kargsi EKM absorpsiyonunu gosteren grafik Sekil 4.99°da, grup 1, grup 2, grup 3 ve
grup 4 (ANT) icin zamana karsi ANT absorpsiyonunu gdsteren grafik Sekil 4.100’de
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gosterilmigtir. Her bir grup icin normalize konsantrasyon grafiginin AUC degerleri

Cizelge 4.75’te sunulmustur.
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Sekil 4.99. Grup 1 (EKM yukla F1), grup 2 (EKM yukla F5) ve grup 3 (saf EKM) igin
EKM absorpsiyon profili (Ort £ SS, n=6)
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Sekil 4.100. Grup 1 (EKM yUklia F1), grup 2 (EKM yUkli F5), grup 3 (saf EKM) ve
grup 4 (ANT) icin ANT absorpsiyon profili (Ort £ SS, n=6)

Cizelge 4.75. Grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4 icin normalize konsantrasyon

grafiginin AUC degerleri
AUC
Grup EKM ANT
Grup 1 (F1) 38,4 %222 421+17
Grup 2 (F5) 38,6+ 1,0 42,4 +1,9
Grup 3 (Saf EKM) 42517 426 +1,7
Grup 4 (ANT) - 415+17
(Ort £ SS, n=6)

a: p<0,05 Grup 3 (saf EKM) ile karsilastinidiginda

Her bir grup icin EKM ve ANT’ye ait effektif permeabilite katsayisi (Perr) degerleri
Cizelge 4.76 ve Sekil 4.101 - Sekil 4.102’de sunulmustur.
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Cizelge 4.76. Grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4 icin EKM ve ANT’ye Pett de@erleri

Peff,su;an (X 102 cm.d k'l)

Grup
EKM ANT
Grup 1 (F1) 5,94 + 3,26 4,56 + 2,62
Grup 2 (F5) 8,68 + 2,46 6,84 + 1,67
Grup 3 (Saf EKM) 8,33+ 1,77 5,65+ 1,99
Grup 4 (ANT) - 522 +2,13
(Ort + SS, n=6)
15+
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Sekil 4.101.Grup 1 (EKM yuklt F1), grup 2 (EKM yuklu F5), grup 3 (saf EKM) ve
grup 4 (ANT) icin EKM ve ANT’ye ait Pett degerleri (Ort £ SS, n=6)
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Sekil 4.102. Gruplar igin Perr degerleri (Ort £ SS, n=6) a) EKM’ye ait Peft degerleri
b) ANT’ye ait Pest degeleri

EKM ve ANT absorpsiyonunun en yliksek EKM yUkli F5 formilasyonunda en disik
EKM yuklu F1 formulasyonunda oldugu bulunmustur. Grup 1, 2 ve 3 icin EKM’ye ait
Pert degerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir (p>0,05). Grup 1, 2, 3
ve 4 icin ANT’ye ait Pert degerinde istatistiksel olarak anlamh fark bulunmamistir
(p>0,05).

4.9.4. Eksemestan ve antipirinin insandaki Pest degeri ve %absorbe edilen doz

fraksiyonunun kestirimi

Grup 1 (EKM yUklG F1), grup 2 (EKM yUklG F5), grup 3 (saf EKM) ve grup 4 (ANT)
icin EKM ve ANT’nin jejunum perflizyonu sonucu elde edilen sigandaki Pett degerleri
kullanilarak insandaki Peftinsan degerleri ve %absorbe edilen doz fraksiyonu (%Fa)
sirasiyla Es. 3.12 ve Es. 3.13 kullanilarak hesaplanmigtir. EKM ve ANT nin
insandaki tahmin edilen Peftinsan degerleri Cizelge 4.77'de ve Sekil 4.103'te,
insandaki tahmin edilen %Fa degerleri Cizelge 4.78’de sunulmustur.
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Cizelge 4.77. Grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4 igin EKM ve ANT’nin tahmin edilen

iInsan Peftinsan degerleri

Petf,insan (X10_3 cm.d kl)
Grup
EKM ANT
Grup 1 (F1) 21,6+11,7 16694
Grup 2 (F5) 31,4+89 24,8+ 6,0
Grup 3 (Saf EKM) 30,2 6,4 20,572
Grup 4 (ANT) - 19,0 £7,7
(Ort £ SS, n=6)
50
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Sekil 4.103. Grup 1 (EKM yUklG F1), grup 2 (EKM yUkli F5), grup 3 (saf EKM) ve
grup 4 (ANT) igin EKM ve ANT’nin tahmin edilen insan Peftinsan degerleri

(Ort £ SS, n=6)
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Cizelge 4.78. Grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4 icin EKM ve ANT’nin tahmin edilen
insan %Fa degerleri

%F,
Grup
EKM ANT

Grup 1 (F1) 93,1+8,0 88,9+129

Grup 2 (F5) 99,1+£1,0 98,1+£1,7

Grup 3 (Saf EKM) 99,2+0,9 95,5+4.3

Grup 4 (ANT) - 93,4 + 6,1
(Ort £ SS, n=6)

Tez kapsaminda gelistirilen F1, F2, F3, F4, F5 SEDDS formulasyonlari, referans
ariin ve EKM ¢dzeltisine ait in vitro, ex-vivo ve in situ galismalarin sonugclar Cizelge

4.79’da sunulmustur.



Cizelge 4.79. SEDDS formulasyonlari, referans Grin ve EKM ¢o6zeltisine ait in vitro, ex-vivo ve in situ ¢alisma sonuglari
F1 F2 F3 F4 F5 Referans (Aromasin®) | Referans
(Cozelti)

In vitro
¢oziinme hizi
(FaSSIF
ortaminda 90 99,5+ 0,6 98,8+0,9 99,5+1,8 930+1,6 996+ 1,5 100,9 +0,7 -
dk sonunda
salinan
%EKM)
in vitro lipoliz
(Lipoliz 86,5+ 0,9 89,1 £ 6,6 92 £5,0 704£7,7 61,9 £6,1 12307 .
sonunda sulu e o - e e e
faz Y%EKM)
in vitro lipoliz
(Lipoliz orani 473+67 486+1,7 12,7+ 0,6 748+28 70,1+£3,2 - -
(%))

0. 15. 60. 0. 15. 60. 0. 15. 60. 0. 15. 60. 0. 15. 60. 0 15. 60
EX-vivo dk dk dk dk dk dk dk dk dk dk dk dk dk dk dk dk dk dk i
permeabilite
g%‘:]jsg; 06 | %2 | 576 | 492 | 607 | 471 | 444 | 532 | 522 | 423 | 580 | 585 | 41,3 | 614 | 55+ | 282 | 487 | 42,9 )
vedifiize EKM) | 258 | 121 | £47 | 166 | t68 | £66 | £36 | £41 | £48 | £24 | 50 | £08 | £88 | £15 | 28 | £23 | £20 | £23
Ex-vivo
permeabilite | 540,2 | 691,3 | 797,8 | 6954 | 867,2 | 650,2 | 576,2 | 741,4 | 706,0 | 571,6 | 779,5 | 786,0 | 5559 | 727,4 | 717,4 | 309,5 | 586,3 | 486,5
(AUC) * + * * + * * * * + + + * + + + * * -

47,2 | 101,9 | 47,9 | 1516 | 672 | 674 | 61,0 | 365 | 81,6 | 24,8 | 83,7 | 11,9 | 1042 | 124 | 209 | 31,3 | 185 | 47,6

6G¢



Cizelge 4.79. (devam) SEDDS formulasyonlari, referans urtin ve EKM ¢o6zeltisine ait in vitro, ex-vivo ve in situ ¢galisma sonuglari

F1

F2

F3

Fa

F5

Referans
(Aromasin®)

Referans
(Cozelti)

Hiicre kultiiri

(58 yM EKM
konsantrasyonunda
72 saatlik inkiibasyon
sonucu % hicre
canhhgr)

18,9+ 0,0

30,901

21,7+0,1

8,2+0,1

9,7+0,0

59,0 £ 0,1

in situ intestinal
perfiizyon
(AUC)

38,422

38,6 +1,9

42517

In situ intestinal
perfiizyon
(Peft (x1073 cm.dk 1))

59+33

87+25

83+18

in situ intestinal
perfiizyon
(insandaki %Fa
kestirimi)

93,1+8,0

99,1+1,0

99,2+0,9

09¢
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5. TARTISMA

Ostrojen, premenopozal dénemde temel olarak ovaryumda postmenopozal
donemde ise karaciger, kalp, kas, kemik, beyin gibi organlarda ve periferal
dokularda aromataz adi verilen enzim ile androstenedion ve testosteron gibi
androjenlerin aromatizasyonu sonucu sentezlenir (Cui, Shen ve Li, 2013; Dieni,
Contemori, Biscarini ve Panichi, 2020). Eksemestan (EKM) meme kanseri
hlcrelerinin blyimesi ve gelismesi icin gerekli dstrojen sentezini aromataz
enzimine geri donigumsuz baglanarak inhibe eden aromataz inhibitoradur (Jones
ve Jones, 2000; Robinson, 2009). Hormon reseptor pozitif olan meme kanseri
hastalarinin tedavisinde énemli bir yere sahiptir. EKM’nin postmenopozal hormon
reseptor pozitif meme kanseri tedavisinde kullanimina yoénelik olarak oral tableti

(Aromasin® 25 mg kapli tablet, referans riin) bulunmaktadir.

EKM suda dusuk ¢oézunurlige ve biyoyararlanima sahiptir. Karacigerde ilk gegis
etkisine ugramaktadir (Yavuz ve digerleri, 2010). EKM’nin c¢ozunadrlik ve
biyoyararlanim problemini ¢ézmek, tedavi dozunu distrmek ve referans Urine
kiyasla yuksek terapotik etkinlik saglamak icin kendiliginden emdlsifiye ilag tagiyici
sistemin (SEDDS) gelistiriimesi, sunulan tezin ilk amacini olusturmaktadir. Tezin
ikinci amacinda, in vitro lipoliz ¢alismasi ile franz difizyon hiicresi veya perfize
bagirsak segmenti gibi bir absorpsiyon basamaginin birlestiriimesi ve birlegik
yontem kullanilarak farkli Ozellikteki EKM yikla SEDDS formulasyonlarin

incelenmesi hedeflenmisgtir.

Bu amacgla tez kapsaminda EKM’nin fizikokimyasal ozelliklerinin belirlenmesi,
spektrofotometrik ve kromatografik miktar tayini yontemlerinin gelistiriimesi ve valide
edilmesi, EKM yukli SEDDS formulasyonlarin geligtirilmesi, gelistirilen
formUlasyonlarin damlacik boyutu ve polidispersite indeksi (PDI), seyreltme ve
pH’ya karsi dayaniklilk, kendiliginden emulsifikasyon etkinligi ve zamani,
% Transmittans, morfoloji, viskozite acisindan karakterize edilmesi, termodinamik ve
uzun donem stabilitesinin incelenmesine yonelik ¢calismalar, in vitro ¢ézinme hizi,
in vitro lipoliz, ex-vivo permeabilite, hlicre kaltlrh ve in situ perflizyon ¢alismalari

yurutulmuastar. Calisma sonuglari asagida basliklar halinde tartigiimigtir.
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5.1. Eksemestanin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan Galismalar

EKM yakla SEDDS formulasyonlari geligtirilmeden dnce onformulasyon ¢alismalari
kapsaminda EKM’nin ¢6zunarlGgu, partiktl bayUkligu, erime derecesi belirlenmis

ve FT-IR analizi gerceklestirilmigtir.

Tez galismasi kapsaminda EKM’nin ¢ézundrligu distile su ve FDA veritabaninda
EKM igin ¢b6zinme ortami olarak belirtilen %0,5 SLS ¢ozeltisinde 25°C ve 37°C
sicakliklarda belirlenmistir. EKM’nin 25°C ve 37°C sicakliktaki distile su icerisindeki
¢6zUnUrlGgu sirasiyla 27,8 ug/mL ve 28,7 pg/mL olarak bulunmustur. EKM’nin 37°C
sicakliktaki su, klorir tamponu, asetat tamponu ve fosfat tamponundaki
¢6zunurligu ise sirasiyla 80 pg/mL, 86 pg/mL, 79 pg/mL ve 73 pg/mL olarak
bildiriimistir (FDA, 1999b). Tez kapsaminda yapilan ¢alismada EKM ¢dzunurlaga
bildirilen konsantrasyona gore daha dusik bulunmustur. 80 ug/mL ¢ozinarlik
konsantrasyonu igin 1 kisim EKM’nin ¢6zunecegi distile su miktar1 12500 kisim iken
28,7 pg/mL ¢dzunurluk konsantrasyonu igin 1 kisim EKM’nin ¢ézunecegi distile su
miktari yaklasik olarak 35000 kisimdir. Her iki ¢ozunurlik konsantrasyonu igin 1
kisim EKM’nin ¢6zunecegi distile su miktari 10000 kisimdan fazladir. Cozunarlik
tanimlarina goére 1 kisim katinin ¢ézunecegi sivi miktarinin 10000 kisimdan fazla
olmasi pratik olarak ¢oézunmedigini ifade etmektedir (USP, 2003). EKM’nin galisma
sonucu bulunan ve bildirilen ¢ozunudrlik konsantrasyonlarinin farkli olmasina
ragmen her iki ¢ozunurluk konsantrasyonu igin pratik olarak suda ¢ozUnmedigi
gorulmustir. EKM’nin distile su ve farkli tamponlardaki ¢dzinurltgu birbirine yakin
oldugu igin ¢O6zunurliginin pH’ya bagli olmadigi sonucuna variimistir (FDA,
1999Db).

EKM’nin 25°C ve 37°C sicakliktaki distile su ¢ézundrlik konsantrasyonlari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p>0,05). Distile sudaki

EKM ¢ozunurlugunin sicakliktan etkilenmedigi gorulmustar.

EKM’nin %0,5 SLS ¢ozeltisindeki ¢ozunurligu ise distile su ortaminda daha yuksek
bulunmustur. Bu beklenen bir sonugtur. SLS igin kritik misel konsantrasyonu %0,24
(a/h) olarak bildirilmistir (Sulek, Wasilewski ve Kurzydtowski, 2010). C6zinme

ortamina kiritik misel konsantrasyonundan fazla SLS eklenmesi, misel yapilarina ve
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EKM’nin islanabilirliginin artmasina bagli olarak, EKM’nin bu ortamda daha yuksek
¢Ozunurlugu ile sonuglanmistir. EKM’nin 25°C ve 37°C sicakliktaki %0,5 SLS
¢Ozeltisi ¢ozunlrlik konsantrasyonlari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). %0,5 SLS ¢ozeltisindeki EKM ¢ozinurligunun sicakliktan

etkilenmedigi gorulmustur.

FDA veri tabaninda EKM'nin lipofilik yapisi, suda pratik olarak ¢ézinmemesi ve
tamamen oktanolde toplanmasi nedeniyle partisyon katsayisinin belirlenemedigi ve
sonsuza egilimli oldugu belirtildigi icin partisyon katsayisi ¢alismasi yapilmamigtir
(FDA, 1999b).

EKM’nin partikil buydklaga lazer 1sik sagilimi yontemi ile 41,73 um olarak
Olctimustir (Sekil 4.1).

FT-IR spektrumunda, fonksiyonel gruplarin titresiminden kaynakli pikler 4000-1300
cm? dalga sayisi araliginda, fonksiyonel gruplarin baglandigi ana iskelet yapinin
titresiminden kaynakli pikler ise 1300-650 cm™ dalga sayisi araliginda gozlenir. Bu

bolge parmak izi bolgesi olarak adlandirilir.

-NH2, -SH, -C=0 gibi fonksiyonel gruplar yeri cogunlukla degismeyen belli dalga
sayisindaki IR i1ginin absorpsiyonuna yol agarlar (Tranter ve Le Pevelen, 2017).
Etkin madde, formulasyon veya fiziksel karigimlarin FT-IR analizi ile etkin maddenin
zaman igerisinde veya formulasyonda yapisal bir degisikliklige ugrayip ugramadigi
yorumlanabilmektedir. EKM’nin fonksiyonel gruplari 3. ve 17. karbona baglh karbonil
(C=0), 6. karbona bagli metilen (C=C) ve 10. ve 13. karbona bagli metil (CH3)
gruplaridir. EKM’nin FT-IR spektrumu incelendiginde EKM’nin ana iskeletine bagl
metil grubundaki C—H gerilim bantlari 3079-2825 cmY'de, karbonil grubundaki C=0
gerilim bantlari 1731 cm™* ve 1655 cm™*’de, metilen grubundaki C=C gerilim bantlari
1618 cmY’de gozlenmistir (Sekil 4.2). EKM'nin fonksiyon gruplarina ait bu piklerin
literatlr verileri ile benzer oldugu sonucuna varilmistir (Ramana, Krishna ve Mouli,
2022).

EKM’'nin erime derecesi 198,2°C olarak bulunmustur (Sekil 4.3). Literatur
arastirmasi yapildiginda EKM’nin erime derecesinin 194°C ile 200°C arasinda
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oldugu goérulmustur (Chaturvedi ve Garg, 2022; Yavuz ve digerleri, 2010). Tez
calismasinda belirlenen erime derecesinin literatur verileri ile uyumlu oldugu

sonucuna varimistir.

5.2. Eksemestanin Miktar Tayini Yontemleri ve Validasyonu

EKM’nin miktar tayini yontemleri ve validasyon caligmalarina baslanmadan 6nce
dalga boyu taramasi yapilmigtir. Dalga boyu taramalari miktar tayini yontemlerinin
gelistiriimesi icin gerekli bir calismadir. Spektrofotometrik veya kromatografik miktar
tayini yontemlerinde genellikle etkin maddenin maksimum absorbans gosterdigi
dalga boyunda (Amaks) caligiimaktadir. Amaks olarak bilinen bu dalga boyunda
cahsildiginda dalga boyu degerindeki oynamanin absorbans degerine yansimasi

¢ok daha az olmaktadir.

EKM’nin Amaks de@eri distile su, %0,5 SLS ¢ozeltisi ve asetonitril ortamlarinda 250
nm, metanolde ise 245 nm olarak belirlenmistir (Sekil 4.4 - Sekil 4.7). Calismada
dalga boyunun distile su ve metanol gibi ¢b6ziclt ortamina gore degistigi
gozlenmistir. Amaks degeri molekulin temel hal ve uyariimis durumu arasindaki enerji
farkina, molekl ile ¢dzlcu arasindaki hidrojen bagi, dipol-dipol etkilesimi varligina
ve dolayisiyla ¢dzucunun polaritesine baghdir (Rauf, Soliman ve Khattab, 2008).
Kullanilan polar ¢ozucu, uyariimis molekulin enerjisini dugurerek Amaks degerinin
800 nm’ye dogru kaymasina neden olabilmektedir. Calismada metanole gore daha
polar ¢ozlculer olan distile su ve asetonitril kullanildiginda Amaks degerinin 245
nm’den 250 nm’ye kaymasi, uyariimig EKM molekullerinin enerjisinin dismesi
seklinde agiklanabilir. Tez galismasinda belirlenen Amaks degerinin literattr verileri
ile uyumlu oldugu gézlenmistir (Singh ve digerleri, 2020; Yavuz, Bilensoy ve Sumnu,
2007).

EKM’nin  miktar tayini igin spektrofotometrik ve kromatografik yontemler
kullaniimigtir. Spektrofotometrik miktar tayini yontemi ve validasyonu distile su
ortaminda yapiimis ve EKM’nin disitle sudaki ¢6zunarliGglnin belirlenmesinde

kullaniimigtir.
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Kromatografik miktar tayini yontemi olarak HPLC kullaniimigtir. Kromatografik
miktar tayini yonteminin geligtiriimesi ve validasyonu metanol, asetonitril, %0,5 SLS
cOzeltisi, FaSSIF, FeSSIF, %0,5 SLS iceren PBS tamponu ve ACN:Perflzat (9:1)
ortamlarinda yapilmigtir. Metanol ortami igin gelisgtirilen yontem EKM’nin yag,
surfaktan ve kosolvanda ¢dzunurligunuan belirlenmesinde, asetonitril ortami igin
geligtirilen yontem in vitro lipoliz ¢alismasinda sulu ve pellet faz EKM miktarinin
asetonitrile ekstre edilerek belirlenmesinde, FDA tarafindan 6nerilen ortam olan
%0,5 SLS ¢dzeltisi ortami igin gelistirilen yontem EKM’nin %0,5 SLS ¢dzeltisinde
¢6zunUurligunun belirlenmesi ve bu ortamdaki in vitro ¢6zinme hizi profilinin
belirlenmesinde, FaSSIF ve FeSSIF ortamlar igin geligtirilen yontem bu
ortamlardaki in vitro ¢6zinme hizi profillerinin belirlenmesinde, %0,5 SLS igeren
PBS tamponu igin gelistirilen yontem ex-vivo permeabilite ¢alismasinda EKM’nin
gorunur permeabilitesinin  belilenmesinde, ACN:Perfizat (9:1) ortami igin
geligtirilen yontem in situ intestinal perfizyon calismasinda EKM'nin effektif

permeabilitesinin belirlenmesinde kullaniimigtir.

Metanol, asetonitril, %0,5 SLS ¢ozeltisi, FaSSIF, FeSSIF, %0,5 SLS iceren PBS
tamponu ortamlari igin gelistirilen yontemde izokratik akis kullanilarak EKM analizi
yapiimistir (Cizelge 3.1). ACN:Perfuzat (9:1) ortami icin geligtirilen yontemde
gradient akis kullanilarak es zamanli EKM, ANT ve FK analizi yapilmistir (Cizelge
3.2 - Cizelge 3.3).

in situ intestinal perfiizyon calismasinda EKM perfiize edilen bagirsak
segmentinden toplanan perfuzatta ¢ézinmus veya c¢okmis halde bulunabilir.
Perfuzatta bulunan toplam EKM miktarinin dodru olarak belirlenebilmesi icin
¢ozunmus ve ¢okmus haldeki EKM'nin asetonitrile ¢ekilmesinin analiz igin uygun
olacagi dusuntlmuastir. Perfizatta var olandan daha disuk miktarda EKM
konsantrasyonunun belirlenmesi, EKM’nin emilimi olarak yorumlanacak ve hatal
sonuglara yol agacaktir. Bu nedenle perfizat ornekleri 10 kat asetonitril ile

seyreltiimis ve validasyon ortami olarak ACN:Perfuzat (9:1) kullaniimigtir.

Kullanilan spektrofotometrik veya kromatografik her miktar tayini yontemi ICH
Q2(R1) Analitik Prosedurlerin Validasyonu: Test ve Metodoloji kilavuzuna gore

valide edilerek yontemin kullanilan amag dogrultusunda guvenilir oldugu goésterilmis
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ve beklenen sonuglarin tekrarli olarak elde edildigi kanitlanmigtir (ICH, 1995).
Yontemlerin validasyonu igin dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve geri elde, 6zgunluk
ve secicilik, duyarlilik ve saptama siniri parametreleri incelenmistir (Sekil 4.8 - Sekil
4.41).

Dogrusallik parametresi igin en kuguk kareler yontemi kullaniimig ve EKM
konsantrasyonu ile sinyal (absorbans/pik alani) arasindaki dogrusallik,
determinasyon katsayisi (R?) ile incelenmistir. R? dederinin 1’e yakinligi dogrusalligi
ifade etmektedir. EKM konsantrasyonu ile sinyalin (absorbans/pik alani) distile su
ortaminda 4 pug/mL - 20 pg/mL konsantrasyon araliginda (y = 0,0491x + 0,0052, R?
= 1), metanol ortaminda 2 pg/mL - 50 ug/mL konsantrasyon araliginda (y = 46,331x
+ 3,483, R? = 0,9999), asetonitril ortaminda 0,5 yg/mL - 18 ug/mL konsantrasyon
araliginda (y = 43,283x 1,3266, R* = 0,9999), %0,5 SLS ¢o6zeltisi ortaminda 1 ug/mL
- 40 pg/mL konsantrasyon araliginda (y = 43,073x 3,375, R? = 0,9999), FaSSIF
ortaminda 1 pyg/mL - 40 pg/mL konsantrasyon araliginda (y = 42,25x 2,7246, R? =
0,9999), FeSSIF ortaminda 1 pg/mL - 40 yg/mL konsantrasyon araliginda (y =
38,89x 1,2118, R? = 0,9998), %0,5 SLS iceren PBS tamponu ortaminda 1 pg/mL -
40 pyg/mL konsantrasyon araliginda (y = 42,981x 2,921, R*= 1), ACN:Perfizat (9:1)
ortaminda 1 pg/mL - 100 uyg/mL konsantrasyon araliginda (y = 45,352x 15,475, R?
= 0,9996) dogrusal oldugu gorulmustar.

Kesinlik parametresi ile 6lgimler arasindaki yakinhk incelenmistir. Kesinlik
parametresi deney ici kesinlik (tekrar edilebilirlik) ve deneyler arasi kesinlik (ara
kesinlik) olmak Uzere iki dizeyde gergeklestiriimigtir. Kesinlik parametresinin
laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eden tekrar elde edilebilirlik duzeyi
incelenmemigtir. Kesinlik parametresi i¢cin SS ve VK hesaplanmistir. Analitik
yontemin kesinligi icin VK degerinin %2’den az olmasi hedeflenmektedir. Distile su,
metanol, asetonitril, %0,5 SLS c¢ozeltisi, %0,5 SLS iceren PBS tamponu

ortamlarinda VK %Z2’den az bulunmustur.

Dogruluk ve geri elde parametresi ile spektrofotometrik veya kromatogafik yontem
kullanilarak bulunan EKM miktari ile gergek EKM miktari arasindaki yakinlk
incelenmigtir. Yontemin dogrulugu igin EKM’nin bilinen konsantrasyonunun %geri

eldesi ve VK hesaplanmistir. ila¢ endistrisinde dogruluk ve geri elde degerlerinin
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etkin maddeler i¢in %97 ile %103 arasinda olmasi beklenmektedir. Distile su,
metanol, asetonitril, %0,5 SLS ¢ozeltisi, FaSSIF, FeSSIF, %0,5 SLS iceren PBS
tamponu ve ACN:Perfuzat (9:1) ortaminda EKM igin geri elde sonuglari %97 ile

%103 arahdinda bulunmustur.

Ozgiinlik ve segcicilik parametresi igin ydntemin EKM’ye ait piki diger tim
cevaplardan ayirip ayiramadigi incelenmistir. Spektrofotometrik ve kromatografik
yontemlerde EKM icermeyen ortam ve formilasyonlara ait spektrum ve
kromatogramlar ile EKM’ye ait kromatogramlar karsilastiriimistir. Spektrofotometrik
yontem igin distile suyun EKM ile ayni dalga boyunda absorbans vermedigi
gozlenmistir. Kromatografik yontem icin ¢alisilan dalga boyunda EKM’nin alikonma

zamaninda ortam veya diger maddelere ait herhangi bir pik gozlenmemistir.

Spektrofotometrik veya kromatografik yontemin duyarliik (LOD) parametresi igin
ornekteki saptanabilecek ancak kesin bir deger olarak olculmesi gerekmeyen en
disuk EKM miktari, saptama sinin (LOQ) igin Ornekteki uygun hassasiyet ve
dogrulukla kantitatif olarak belirlenebilen en disuk EKM miktari incelenmistir. LOD
ve LOQ'nun belirlenmesi igin gorsel dederlendirmeye dayali, sinyal-guraltd oranina
dayal ve cevap ile egimin standart sapmasina (kor numunenin standart sapmasi ya
da kalibrasyon dogrusuna gore) dayali olmak Gzere 3 yaklagim bulunmaktadir (ICH,
1995). LOD ve LOQ parametresi igin kalibrasyon dogrusuna gore absorbans/pik
alani ve egimin standart sapmasina dayali yaklasim kullaniimistir. Es. 3.1 ve Es.
3.2 ile hesaplanmistir. ICH kilavuzunda standart sapma degeri olarak
konsantrasyona karsilik gelen absorbans/pik alani degerlerinin (y kesim noktasi)
standart sapmasi kullanilabilecegi belirtiimistir. Bu amacla gurultiye en yakin olan
konsantrasyon oldugu icin kalibrasyon araligindaki en dusuk konsantrasyona ait
absorbans/pik alaninin standart sapmasi kullaniimistir.

5.3. SEDDS Formilasyon Geligtirme Caligmalari

SEDDS formulasyonlar cesitli etkin maddelerin oral uygulanmasiyla ilgili gesitli
biyofarmasétik sinirlamalarin - asilmasinda buyudk potansiyel géstermigtir. Bu
sinirlamalar arasinda EKM gibi suda dusik ¢ozunurlige sahip etkin maddeler,
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karacigerde ilk gecis etkisine ugrama, enzimatik degredasyon, degisken intestinal

absorpsiyon yer almaktadir (Buya ve digerleri, 2020).

SEDDS’ler nanoyapih lipit tasiyici, kati lipit nanopartikil, lipozom veya kati
dispersiyonlarla karsilastirildiginda ise, hazirlanis ve olgek buyudtmenin kolay
olmasi, sistemin katilastirilabilmesi gibi avantajlara sahiptir. Emulsifikasyon
basamaginin  gastrointestinal kanalda gergceklesmesi nedeniyle saklama
kosullarinda agregasyon gibi sorunlari yoktur (Mahmood ve Bernkop-Schnirch,
2019). Bu nedenle hem EKM’nin suda zayif ¢ézinurlige sahip olmasi gibi
fizikokimyasal ve duguk biyoyararlanim gostermesi gibi farmakokinetik ozellikleri
hem de uzun vadede geligtirilecek formulasyonun stabilitesi dusunuldigunde

SEDDS’in uygun bir formulasyon statejisi olduguna karar verilmistir.
5.3.1. Cozuniirliik gcaligsmasi

SEDDS’ler yag, surfaktan ve kosolvanin izotropik karigsimindan olusmaktadir
(Gursoy ve Benita, 2004). SEDD sistemlerin kendiliginden emulsifikasyon sureci,
formllasyonda kullanilan yag ve surfaktan gibi spesifik yardimci maddelerin
etkilesimi sonucu gerceklesmektedir. Etkili bir kendiliginden emdlsifikasyon
saglamak icin formulasyonda kullanilacak yag, surfaktan ve kosolvanin kimyasal
yapisi ve oranlari 6nem tagimaktadir. Ek olarak, suda ¢ozunurligu zayif olan etkin
maddeler igin uygun yag, surfaktan ve kosolvan seg¢imi, ylksek ilag yukleme etkinligi
elde etmek ve GiS'te seyreltme sonucu etkin madde ¢ékmesini dnlemek icin kritik
oneme sahiptir (Baral ve digerleri, 2021). Ozellikle etkin maddenin yagdaki
¢Ozunurlugu énemlidir. Cunkl yag fazi etkin madde igin bir rezervuar gorevi gorur
ve GiS'te silomikron formunu alarak lenfatik emilime ugrar (Buya ve digerleri, 2020).
Bu nedenle ilk olarak EKM igin ¢ozundrlik galigmasi yapilmig, sonrasinda segilen

yardimci maddeler igin optimum oran belirlenmistir.

EKM, orta zincirli mono ve digliserit yapisina sahip imwitor® 988 ve uzun zincirli
mono ve digliserit yapisina sahip Maisine®de yiiksek ¢ozin(rliik gostermistir (Sekil
4.42). Literatiurde yuksek HLB degerinin emdlsifikasyon iglemini kolaylastirdigi
belirtiimistir (Nasr ve digerleri, 2016). Maisine® (HLB:1) gore daha yliksek HLB
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degerine sahip olmasi nedeniyle yagd fazi olarak Imwitor® 988 (HLB:3-4) tercih

edilmistir.

Yiksek HLB de@erine sahip surfaktanin emdulsifikasyon verimliligini artirmasi ve
genig yuzey alanina sahip kuguk damlaciklarin olugsumunu kolaylastirmasi
nedeniyle, surfaktan ve kosurfaktan secimi de HLB degerlerine gore yapilmistir.
Surfaktan ve kosurfaktan olarak sirasiyla daha yuksek EKM ¢ozunurligu gosteren
Kolliphor® RH40 (HLB:14-16) ve Labrasol® ALF (HLB:12) segilmistir (Sekil 4.43).

Ek olarak, EKM Transcutol® HP'de ylksek ¢ozunurliik gostermistir. Literatiirde
Transcutol® HP gibi kosolvanlarin yiiksek polaritesi nedeniyle hizl bir sekilde sulu
faza hareket ederek formualasyonun etkin madde igin ¢dzinme kapasitesinin
distigu ve etkin maddenin ¢okmesine yol acabilecedi bildiriimistir (Buya ve
digerleri, 2020).

5.3.2. Uggen faz diyagramlarinin olugturulmasi

Uggen faz diyagramlari yag, sirfaktan ve kosurfaktanin faz davranislarini (miseller
faz, lameller faz, Y/S emdulsiyonu, S/Y emulsiyonu) anlamak, Smix oranini belirlemek,
kendiliginden emdlsifikasyon bdlgesini ve sinirlarini tanimlamak, formulasyon
bilesenlerinin miktarlarini optimize etmek igin yol gostericidir (Akartas ve Karasulu,
2020; Seo, du Plessis ve Viljoen, 2022). Bu amacla 4 farkli Smix orani ¢alisiimis ve
her Smix orani i¢in faz diyagramlar gizilmigtir (Sekil 4.44).

Faz diyagramlarinin gizilmesinde su ile titrasyon ydontemi kullanilmigtir. Su fazinin
damla damla eklenirken karisimin  bulaniklagtigi  nokta, kendiliginden
emulsifikasyonun meydana geldigi konsantrasyonun yani sira u¢ noktalarin da
belirlenmesini saglar. U¢ noktalarin Ugcgen faz diyagrami Uzerine cizilmesi ile
kombinasyona dahil edilen yardimci maddelerin konsantrasyon araligi ve
kendiliginden emilsifikasyonun meydana gelme olasiliginin en ytksek oldugu yerler
belirlenir (Seo ve digerleri, 2022). Kendiliginden emulsifikasyon alani olarak bilinen
bu bdlgede emulsiyonlar yuksek stabiliteye sahiptir (Gulmezoglu, Yildiz-Turkyilmaz
ve Karasulu, 2022).
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Caligsilan Smix oranlarinda HLB degeri ylksek surfaktan miktarindaki artigin,
titrasyonda harcanan su miktarinda ve kendiliginden emdulsifikasyon alaninda
artisina yol agtigi goértulmustur. Literatirde HLB degeri ylksek slrfaktan icin ylksek
Smix oraninin kug¢uk damlacik boyutuyla sonuclandigi bildirilmigtir (Abou Assi ve
digerleri, 2020). Hem buyuk emdlsifikasyon alanina sahip olmasi hem de kuguk
damlacik boyutu saglayabilecegi icin 4:1 surfaktan:kosurfaktan oranina karar

verilmigtir.

Kendiliginden emdlsifikasyon alani igerisinde optimum SEDDS formulasyonu
bilesenlerini bulmak igin genellikle bu alanin agirlik merkezi bir referans gorevi gorur
ve genellikle bir baglangi¢ noktasi olarak kabul edilir (Celik-Tekeli, 2020). Agirlik
merkezi ve c¢evresinde denenecek sonsuz nokta mevcuttur. Bu alan igerisinde
optimum formulasyon bilesiminin siklikla bagvurulan bir yol olan deney tasarimi ile
belirlenmesinin daha mantikli olacagi dusunulmastir (Yiimaz-Usta ve digerleri,
2022).

5.3.3. Deney tasarimi ile optimum formiilasyon bilesiminin belirlenmesi

Deney tasarimi, cevabi etkileyen bagimsiz degiskenleri izlemek igin belirli sayida
deneyin yapilarak daha az maliyetle bilgi edinmeyi sagladigi icin SEDDS
formUlasyon optimizasyonunda tercih edilmistir (Haque, 2022). Deney tasariminda
yanit yuzey yontemlerinden bir tanesi olan Box-Behnken deney tasarimi (BBD)
kullaniimistir. BBD tercih edilme sebebi merkezi kompozit tasarima gére daha az

deney sayisi icermesidir (Mahmoud ve McConville, 2023).

BBD’de bagimsiz degisken olarak yag, surfaktan ve kosurfaktan miktari, bagimli
degigsken yani cevap olarak damlacik boyutu ve PDI segilmigtir. Bagimsiz
degiskenler icin kendiliginden emdlsifikasyon alani icerisinde olacak sekilde alt ve
ust degerler tanimlanmistir (Cizelge 3.7). BBD tasarimda alt ve Ust degerlerden
hareketle kibln orta noktalari ve merkez noktasini temsil eden 15 formulasyona ait
sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.44) (Demir, Aksu ve Ozsoy, 2017). Her bir cevap
icin (damlacik boyutu ve PDI) matematiksel modeller ve denklemler olugturulmustur
(Cizelge 4.45).
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Tasarimda lineer model, 2F| (two-factor interaction, ikili etkilesim) ve kuadratik
model mevcuttur. Lineer modelde bagimsiz degiskenler tek baslarina cevabi
etkilemektedir, 2FI modelde bagimsiz degiskenlerin cevabi tek basina etkilemesinin
yaninda iki bagimsiz degisken beraber olarak da cevabi etkileyebilmektedir.
Kuadratik modelde 2FI modeline ek olarak bagimsiz degiskenlerin ikinci dereceden
etkileri de mevcuttur. Cevaplarin hangi modele uyum saglandiginin belirlenmesi i¢in
R? degerine, varyans analizi (ANOVA) ve uyum eksikligi testine (lack of fit)
bakilmistir. R? degerinin yliksek olmasi (1’e yakin) ve modele uyum eksikliginin
olmamasi uyum icin aranan kosullardir. R? degerinin 0,8’den yliksek olusu modelin

iyi dngorulebilirlige sahip oldugunu goéstermektedir (Montgomery, 2017).

Uyum eksikligi testinde Ho hipotezi uyum eksikligi yoktur, Hi hipotezi ise uyum
eksikligi vardir seklindedir. 0,05 anlamlilik diizeyinde p degerinin 0,05'den kiguk
¢ikmasi durumunda Ho hipotezi reddedilip H1 hipotezi kabul edilirken, p degerinin
0,05’'den bluyuk ¢ikmasi durumunda Ho hipotezi kabul edilip Hi hipotezi reddedilir.

Damlacik boyutu ve PDI icin Cizelge 4.45’e bakildiginda kuadratik model igin en
ylksek R? degeri ve istatistiksel olarak anlamsiz uyum eksikligi gortilmis (p>0,05)
ve bu modele uyum sagladigina karar verilmistir. Kuadratik modele gore bagimsiz
degiskenler tek basina, iki degisken beraber ve dediskenler ikinci dereceden,
damlacik boyutu ve PDI'y1 etkilemektedir. Bu etkilesimlerden hangilerinin damlacik
boyutu ve PDI Uzerindeki etkisinin anlamli oldugunu belirlemek igin ANOVA

sonuglari incelenmistir (Cizelge 4.46).

Matematiksel denkleme gore imwitor® 988 ve Labrasol® ALF artisi damlacik
boyutunda artmaya sebep olurken Kolliphor® RH40 artisi azalma saglamaktadir.
ANOVA sonuglarina gére ise damlacik boyutu tizerine imwitor® 988'in Labrasol®
ALF ile ikili etkilesimi, imwitor® 988 ve Labrasol® ALF’nin ikinci dereceden etkisinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). imwitor® 988 ve Labrasol®
ALF’nin ikili etkilesimi damlacik boyutu Uzerinde diger faktorlere gére daha énemli
etkiye sahiptir. Bu sonuglar yanit yizey grafiklerinde de goriimustir (Sekil 4.46 -
Sekil 4.47). Kolliphor® RH40 orta seviyede sabit tutuldugunda Labrasol® ALF
miktarinin azalmasi, imwitor® 988 miktarinin artigi ile damlacik boyutunun arttig

gorilmustir. Labrasol® ALF orta seviyede, Kolliphor® RH40 alt seviyede sabit
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tutuldugunda imwitor® 988 miktarinin artisi damlacik boyutunu énce azaltmis sonra

artirmigtir.

Matematiksel denkleme gére imwitor® 988 ve Labrasol® ALF artisi PDI'da artisa
sebep olurken Kolliphor® RH40 artisi PDI'da azalma saglamaktadir. ANOVA
sonuglarina gore ise PDI lizerine Imwitor® 988’in Labrasol® ALF ile ikili etkilesimi ve
Labrasol® ALF’nin ikinci dereceden etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p<0,05). imwitor® 988 ve Labrasol® ALFnin ikili etkilesimi PDI
Uzerinde diger faktorlere goére daha dnemli etkiye sahiptir. Yanit ylzey grafiklerine
bakildiginda ise Labrasol® ALF orta seviyede sabit tutuldugunda imwitor® 988 ve
Kolliphor® RH40'in es zamanh alt ve (st seviyelerinde PDI'in arttigi goriimustir
(Sekil 4.48). Kolliphor® RH40 orta seviyede sabit tutuldugunda Labrasol® ALF Ust
seviyeye, imwitor® 988 alt seviyeye yaklastikca PDI'in arttigi gdrilmistir (Sekil 4.48
- Sekil 4.49).

BBD ile yardimci maddelerin damlacik boyutu ve PDI Uzerine etkisi incelenmis
ancak Kolliphor® RH40 icin segilen alt ve (ist seviye araliginin dar olmasi nedeniyle
etkisinin tam olarak godzlemlenemedigi dusunudlmustir. Literatlrde, sirfaktan
bileseninin artigi ile yag-su araylzeyinin stabilizasyonunu saglayarak damlacik
boyutunda azalmaya saglayacagi belirtilmistir (Kommuru, Gurley, Khan ve Reddy,
2001).

Elde edilen sonuclardan hareketle optiumum formilasyon bilesimi icin sayisal
optimizasyon ve arzuedilebilirlik (istenilen hedefe ulasma) yaklasimi kullaniimistir.
Design Expert® programinin arzuedilebilirlik fonksiyonu tim bagimsiz degiskenleri
tek bir fonksiyon olarak ifade edebilen ve cevabin 6neminin 1 ile 5 arasinda
derecelendirilebildigi, hedefe gore cevaplari minimize veya maksimize edebilen bir
fonksiyonudur. Fonksiyonun 1’e yakin veya esit olmasi istenilen hedefe ulasildigini
gostermektedir (Kog ve Kaymak-Ertekin, 2010). Cizelge 4.47’de sunulan imwitor®
988, Kolliphor® RH40, Labrasol® ALF miktari, damlacik boyutu ve PDI hedef
degerlerine gore formllasyon bilesimine karar verilmistir. Olglilen damlacik boyutu
ve PDI degerlerinin program tarafindan %95 glven ile tahmin edilen aralikta olup
olmadigi kontrol edilmis ve aralikta oldugu goértulmustir (Cizelge 4.48 - Cizelge
4.49).
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F1 kodlu optimum SEDDS formiilasyonu %14 imwitor® 988, %68,8 Kolliphor® RH40
ve %17,2 Labrasol® ALF icermektedir. F1'den hareketle farkli faktorlerin
incelenmesi igin baska SEDDS formulasyonlari gelistiriimistir. Bu faktérler uzun
zincirli yag kullanimi, yliksek ve dusuk oranda yag igerigi, kosolvan kullanimi ve
sindirilebilir surfaktan varligidir. Bu amagla F1 formulasyonunda kosurfaktan olarak
kullanilan Labrasol® ALF yerine ayni miktarda kosolvan Transcutol® HP tercih
edilerek F2, stirfaktan olarak kullanilan Kolliphor® RH40 yerine ayni miktarda ancak
daha yiksek sindirilebilirlige sahip Tween® 80 tercih edilerek F4 formilasyonu
hazirlanmigtir. Kolliphor® RH40 ve Tween® 80, HLB degeri ve effluks tasiyici olan
P-gp’yi inhibe etmeleri bakimindan benzemektedir (Al-Mohizea, Zawaneh, Alam, Al-
Jenoobi ve El-Maghraby, 2014). Ancak Kolliphor® RH40'in sindirim orani gok
dustikken, Tween® 80 yilksek oranda sindirime ugrayabilmektedir (Rosso ve
digerleri, 2021). Yuksek miktarda yag icerigi icin ise F1 formulasyonundan hareketle
%40 oraninda imwitor® 988 igeren F5 formilasyonu hazirlanmistir. Uzun zincirli yag
fazi iceren SEDDS formilasyonu igin arastirma grubumuzda yuritilen doktora tez
calismasi kapsaminda gelistirilien SEDDS formulasyonu F3 koduyla kullanilmistir

(Yiimaz-Usta, 2022). Formulasyon igerikleri Cizelge 3.9’da sunulmustur.

F3 ve F5 formulasyonlari igin 4:1 Smix orani ¢alisiimis ancak sirasiyla 9:1 ve 1:1 Smix
oran! tercih edilmistir. F3 formilasyonu icin F1’den hareketle imwitor® 988 yerine
uzun zincirli Maisine® (%14 Maisine®, %68,8 Kolliphor® RH40, %17,2 Labrasol®
ALF) kullanildiginda emulsiyon damlaciklari 0,546 PDI ile polidispers bir dagilim
g6stermistir. F5 formUlasyonu igin F1’den hareketle 4:1 Smix oraninda %40 imwitor®
988 kullanildiginda (%40 imwitor® 988, %48 Kolliphor® RH40, %12 Transcutol® HP)
emulsiyon damlaciklari 0,402 PDI ile polidispers bi dagilim gostermigtir. Literaturde
yuksek miktarda yag iceren SEDDS formulasyonlari igin 1:1 Smix orani ve

kosurfaktan yerine kosolvan kullanildigi gérulmustur (Nipun ve Islam, 2014).
5.3.4. SEDD sistemlere eksemestan yuklenmesi

Formulasyonlara yuklenecek EKM miktarini belirlemek igin ¢ozunurluk ¢alismasi
yapiimistir (Cizelge 4.50). Calismada en yiksek EKM yukleme kapasitesi F5 nolu
formUlasyonda bulunmustur. F5 formilasyonunu sirasiyla F2, F4, F1 ve F3 takip

etmistir (Sekil 4.51). F5 formllasyonu en ylksek yag icerigine sahiptir.
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Formullasyonda yag yuzdesi arttikga ilag yukleme kapasitesinin arttigr gdzlenmistir.
Formulasyon gelistiriimesinde etkin maddenin maksimum ¢ozunurluk gosterdigi yag
ve bu yagin yuksek miktarda kullaniimasi, formuilasyonun ilag ytkleme kapasitesini
artirmasi nedeniyle tercih edilimektedir (Glrsoy ve Benita, 2004). EKM Transcutol®
HP’de de yuksek ¢ozunurlik gosterdigi icin bu durum F2 formulasyonunun ilag
yukleme kapasitesini olumlu yonde etkilemistir. En dusuk yag oranina sahip F3

formUlasyonu igin en disik EKM ¢ézinurligu elde edilmigtir.

Formulasyon karsilastirmasi yapilabilmesi ve formulasyonlara esit ve en ylksek
miktarda etkin madde yuklenmesini saglamak amaciyla 1 gram formulasyon basina

15 mg EKM yuklenmesine karar verilmistir.

5.4. Gelistirilen SEDD Sistemlerde Yapilan Karakterizasyon Caligmalari

5.4.1. Damlacik boyutu ve PDI

Kendiliginden emdulsifiye sistemler yapilarindaki bir veya daha fazla hidrofilik
surfaktan veya kosolvan ile sulu bir ortamda hafif ¢galkalama sonucu 200 nm’den
ki¢cuk damlaciklara sahip emdulsiyonlar olustururlar (Mou ve digerleri, 2008).
LFCS’ye gore Tip llIB olarak siniflandirilan %20’den az yag igeren sistemler igin ise
damlacik boyutunun 100 nm’den kuguk oldugu belirtilmistir (Niederquell ve Kuentz,

2013). Tez kapsaminda gelistiriimek istenen formulasyonlar Tip [[IB’dir.

Damlacik boyutu, dispersiyon hizi, emulsifikasyon etkinligi, SEDDS formulasyondan
etkin madde salimi ve absorpsiyon gibi ¢ok sayida faktori etkilemektedir (Nielsen,
Petersen ve Millertz, 2008). Nano boyutlu damlaciklar genis bir ylizey alani ile hizli
etkin madde salimi ve absorpsiyon saglar (Wang ve digerleri, 2009). Ayrica SEDDS
formulasyonu boyutlar sayesinde mikrovilluslar arasi bosluklara erisim saglayarak

emilimi artirir (Elgart ve digerleri, 2013).

PDI emiulsiyon damlaciklarinin boyut dagihimini ifade etmektedir. Dagilimin
monodispers ve homojen olmasi i¢in PDI degerinin 0,2’den kuglk olmasi
istenmektedir (Timur ve digerleri, 2022). PDI degerinin kig¢lk olmasi damlaciklarin

dar bir dagilima sahip oldugunu gosterir.



275

EKM igermeyen ve EKM yukli SEDDS formulasyonlarinin tamaminin damlacik
boyutu 100 nm’den, PDI degerleri 0,2°den kuguk cikmistir (Cizelge 4.51 ve Sekil
4.52). EKM icermeyen ve EKM yukli SEDDS formulasyonlarini damlacik boyutlari
arasindaki farkhlik F5 formilasyonu hari¢c anlamsiz bulunmustur (p>0,05). EKM
icermeyen F5 formulasyonunun damlacik boyutu 31,7 £ 1,0 nm iken, EKM yukli F5
formulasyonu igin 28,9 £ 0,8 nm olarak oOlgulmuastur. Bu farklihk kiguk olsa da

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

EKM vyukli formulasyonlar arasi damlacik boyutlari arasindaki farkhlik
incelendiginde F1 (14,5 + 0,2 nm), F2 (15,4 £ 0,3 nm) ve F3 (16,1 + 0,5 nm)
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamsizken (p>0,05) bu formulasyonlarin F4
(11,7 £ 0,2 nm) ve F5 formulasyonlar (28,9 + 0,8 nm) arasindaki ve F4 ile F5’in
kendi arasindaki farkhlik anlamh bulunmustur (p<0,05). F1, F2 ve F3
formulasyonlarinin damlacik boyutu birbirine yakinken F4 daha kuguk, F5 ise daha

blyuk ¢ikmigtir.

F5 formilasyonu %40 oraninda imwitor® 988 igermektedir. Formiilasyondaki
hidrofilik bilesenlere gore yag oraninin artisi daha blytk emulsiyon damlaciklarinin
olusumunu saglamigtir (Zewail, El-Gizawy, Osman ve Haggag, 2021). Benzer
sonuglar Parmar ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada da gorulmustur (Parmar ve
digerleri, 2011).

F4 formilasyonunda F1 formilasyonundaki Kolliphor® RH40 yerine Tween® 80
kullaniimistir. Tween® 80 ile hazirlanan formilasyonda g6zlemlenen daha kiglk
damlacik boyutunun, Kolliphor® RH40 ile hazirlanan formilasyonun damlacik
boyutu ile kargilastirildiginda iki surfaktanin  molekiler geometrisindeki
farkliliklardan kaynakl oldugu distunulmustur (Saberi, Fang ve McClements, 2013).
Bir stirfaktanin molekuler geometrisi kuyruk grubunun kesit alanini bas grubununun
kesit alaniyla iligkilendiren kritik paketleme parametresi ile agiklanmaktadir.
Surfaktanin kritik paketleme parametresi yag-su araylzeyini ve emdulsiyon
damlaciklarinin olusumunu etkilemektedir (Guttoff, Saberi ve McClements, 2015).
Kolliphor® RH40 molekilinin kuyruk ve bas grubu karbon sayisinin Tween® 80’e
gore fazla olmasi F1’e kiyasla F4 igin kiglik damlacik boyutu ile sonuglanmig

olabilecegi dustnulmektedir (Xi ve digerleri, 2009).
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EKM icermeyen ve EKM yukla tim SEDDS formulasyonlari 0,2'den kuguk PDI
degeri ile monodipsers bir dagilim gostermistir (Sekil 4.53 - Sekil 4.54).

5.4.2. Seyreltme ve pH’a karsi dayanikhhk

SEDDS formulasyonlari farkli oranlar ve pH'da seyreltildiginde etkin maddenin
cokmemesi onemlidir. Cunkd oral uygulamadan sonra SEDDS, GIS'in farkli
bolumlerindeki farklh pH'larda gesitli oranlarda seyreltmelerle karsilasmak
zorundadir (Nasr ve digerleri, 2016). Bu nedenle gelistirilen SEDD sistemler, farkli
seyreltme oranlari ve pH’da ¢okme veya faz ayrimi agisindan degerlendirilmistir. 50,
100, 250 ve 500 kat seyreltme oranlari ve distile su, pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlari

kullaniimigtir.

EKM icermeyen tim SEDDS formulasyonlari, EKM yukla F1, F3, F4 ve F5
formuUlasyonlari igin, farkli seyreltme oranlari ve pH’da etkin madde ¢dékmesi ya da
faz ayrimi gézlenmemistir (Cizelge 4.52 - Cizelge 4.56). Ancak EKM yukla F2
formUlasyonu i¢cin pH 6,8 ortami ile seyreltme oranlarinin hepsinde bulanma
gorulmustir. Bu durum Transcutol® HP kaynakli formilasyonun EKM igin ¢6zme
kapasitesini kaybetmesine bagl olarak EKM’nin ¢okmesi seklinde yorumlanmigtir.
Literatirde bir formudlasyon farkli seyreltme orani ve pH maruziyetine karsi
dayaniklilhk gostermiyorsa, etkin madde emiliminde énemli bir degisiklik (cogunlukla
azalma) gozlemlenebilir seklinde belirtiimis olmasina ragmen SEDDS
formuUlasyonlari oral olarak alindiginda ilk mide ortaminda emdlsifiye olarak
duodenuma gececeginden F2 formuilasyonu da degerlendirilmistir (Avachat ve
Patel, 2015).

F5 formilasyonu F2'den fazla miktarda Transcutol® HP igermesine ragmen
herhangi bir bulanma ve EKM ¢Okmesi gozlenmemigti. Bu durum F5
formiilasyonundaki yag ile iliskilendirilmis ve %40 oraninda kullanilan imwitor®
988'in EKM igin bir rezervuar goérevi gorerek c¢okmesini onledigi seklinde

yorumlanmistir.

F5 formulasyonu icin seyreltme orani azaldikga damlacik boyutunun arttigi
gozlenmistir (Cizelge 4.56). Literatirde benzer durum lipofenol yukli SNEDDS
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formulasyonu gelistirme ¢alismalarinda da gorulmastur (Vincent ve digerleri, 2022).
Sirasiyla %25, %60 ve %15 oraninda yag, surfaktan ve kosolvan iceren SNEDDS
formUlasyonunun damlacik boyutu 1:1000 oraninda seyreltildiginde 62,4 + 3,4 nm;
1:100 oraninda seyreltildiginde 102,2 + 7,2 nm olarak Olgulmustir. Damlacik

boyutunun ortam hacmiyle degismesi ile emilimin etkilenebilecegi bildirilmigtir.

F5’in 50 kat seyreltme oraninda damlaciklar 30 nm ve 400 nm civarinda iki modlu
olarak dagilmistir. Bu durum ortam hacminin azligi nedeniyle damlaciklarin
yeterince yakinlasmasi ve damlaciklardan sacilan i1sigin Malvern Zeta Sizer cihazi
tarafindan tek bir damlacik olarak algilanmasi seklinde agciklanabilecegi

dusundlmustar.

5.4.3. Kendiliginden emiilsifikasyon etkinligi

EKM icermeyen ve EKM yuklu F1, F2, F3, F4 formulasyonlarinin kendiliginden
emulsifikasyon etkinligi Sinif A olarak belirlenirken, EKM icermeyen ve EKM yuklu
F5 formulasyonu igin ise damlacik boyutunun blyUkligu nedeniyle Sinif B olarak
belirlenmistir. Literatirde bu test icin Sinif A’nin en iyi oldugu belirtilmistir (Rathore
ve digerleri, 2023).

5.4.4. Kendiliginden emulsifikasyon zamani

SEDDS formulasyonlarinda hizli emulsifikasyon, hizli etkin madde salimi ve etkinin
hizli baglamasini sagladigi icin 6nemlidir (Czajkowska-Kosnik ve digerleri, 2015).
Siniflandirma sistemine uygun sekilde F1, F2 ve F3 formulasyonlari yaklasik olarak
1 dakika i¢inde, F4 ve F5 2 dakika i¢cinde emdlsifiye olmustur (Khoo ve digerleri,
1998).

F1’e kiyasla F4 nolu formUlasyonda kullanilan Tween® 80’in emiilsifikasyon siiresini
artirdigi gozlenmistir. Clnkii Kolliphor® RH40, Tween® 80’e gbre daha yiiksek
emdlsifikasyon kapasitesine sahiptir (Zeng, Xin ve Zhang, 2017).

F2 formilasyonunda Transcutol® HP varli§i arayizey gerilimini azaltarak ve
akiskanhgini artirarak emdulsifikasyonu iyilestirmis, F1’e gére daha kisa sure de

emulsifikasyon saglamistir (Kommuru ve digerleri, 2001).
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5.4.5. %Transmittans

LTFC’ye gore Tip Ill formdlasyonlar suda ¢ozunebilen surfaktan igeren, seffaf ve
berrak bir gérinime sahiptir (Pouton, 2006). Berrak dispersiyonlarin ortaya ¢ikmasi
etkin madde ¢ékmesinin olmadiginin bir géstergesidir. YUksek %Transmittans ise
bu berrakligi kanitlar ve ayni zamanda kiguk damlacik boyutunu yansitir (Buya ve
digerleri, 2020; Prajapat ve digerleri, 2017). %Transmittans oOlgimlerinde tum

formulasyonlar i¢cin %99’un Uzerinde degerler elde edilmigtir.

5.4.6. Morfoloji

EKM yikla SEDDS formulasyonlarin morfolojik yapisi TEM ile incelenmistir (Resim
4.2). TEM gorselleri ile formulasyonlarin su ile hafif karigtirma sonucu emdlsifiye
oldugu, emdulsiyon damlaciklarinin ktiresel ve boyutlarinin 100 nm’den kii¢lik oldugu
kanitlanmistir. Image J® ile skala ayari yaparak resimler tzerinde boyut 6lgiimii
gerceklestiriimis ve sonuclarin Malvern Zeta Sizer sonuglariyla benzer oldugu

gorulmastur (Cizelge 4.51).

5.4.7. Viskozite

Seyreltme islemine tabi tutulan SEDDS’in viskozitesi, kendiliinden emdlsifikasyon
surecini  dogrudan  etkilemektedir.  Viskozite  dustikge, kendiliginden
emulsifikasyonun kolaylasmasi beklenmektedir. Formulasyona yuksek miktarlarda
surfaktan eklenmesiyle sistemin artan viskozitesi, emdulsiyon damlaciklarinin
olusmasi igin daha fazla zaman gerektirebilmektedir (Pouton, 1997; Wang ve
digerleri, 2009). Formulasyona kosolvan ilavesi ise viskozitede azalma
saglamaktadir. Ayrica, surfaktan konsantrasyonunun artirilmasi, Smix oraninda artis
ile birlikte kosolvan igerigini azaltarak arayuzey filminin esnekliginde bir azalmaya
ve arayuzeyin bukulme geriliminin ve sertliginin artmasina neden olmaktadir

(Kawakami ve digerleri, 2002).

SNEDDS formulasyonunun viskozitesi, sert veya yumusak jelatin kapsullere
doldurulabilme 6zelliginin belirlenmesinde de ¢ok 6nemlidir. Sistemin viskozitesi ¢gok

dusukse kapsulden sizinti ihtimali artabilir ve ¢ok yuksek viskoziteli sistem doldurma
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asamasinda sorun olusturabilir (Gupta ve digerleri, 2011; Patil, Patil ve Paradkar,
2007).

F1 formulasyonu F2 ve F5 ile karsilastirildiginda, formilasyonda kosolvan
kullaniimasi ve miktarinin artiriimasi viskozitede azalma saglamis, emdulsifikasyon
zamanini hizlandirmistir (Cizelge 4.58, Cizelge 4.60 ve $ekil 4.55). F1
formlUlasyonu F3 ile karsilastirildiginda, formulasyonda surfaktan miktarinin
artirlmasi viskozitede artisa yol agmistir. Ancak emdlsifikasyon zamanininda artis

beklenirken degistirmemigtir.

SEDDS formulasyonlarin kapsule doldurma islemi igin kabul edilebilir sinirlarin
0,1 - 25 Pa.s oldugu belirtiimigtir (Khan ve digerleri, 2022). F5 formulasyonu hari¢

diger formulasyonlarin bu aralik iginde oldugu goralmustar.

Akis reogramlarina gére tum formulasyonlar newtonian akisa sahiptir (Sekil 4.56).
Literatirde EKM yikli formilasyonlarla benzer sekilde, farkli oranlarda Captex®
300, Capmul® MCM, Labrasol® ve Lipoid® S LPC 80 igeren bes farkli SNEDDS
formuUlasyonu sicaklik artisindan (20°C ve 70°C) bagimsiz olarak newtonian akis

gOstermistir (Tran, Xi, Rades ve Mllertz, 2016).
5.4.8. FT-IR analizi

EKM ile yardimci maddelerin gecimliligi FT-IR analizi ile incelenmigtir. Saf EKM’ye
ait FT-IR spektrumu Bolum 5.1’de tartisiimis, EKM’nin kimyasal yapisina goére
spektrumda tim piklerin oldugu gézlenmistir. EKM, EKM igermeyen SEDDS, EKM
yukli SEDDS formulasyonlari ve yardimci maddelere ait % Transmittans degerleri
ayni spektrumda gosterilmistir (Sekil 4.57 - Sekil 4.61). imwitor® 988, Maisine®,
Kolliphor® RH40, Tween® 80, Labrasol® ALF ve Transcutol® HP’ye ait spektrumlar
literatiir verileriyle benzerdir (Nazli, Mesut ve Ozsoy, 2021; Reddy ve Gubbiyappa,
2022; Yilmaz-Usta, Olgac, Timur ve Teksin, 2023).

Formulasyonda kullanilan yardimci maddelerin fonskiyonel gruplari benzer oldugu
icin gruplara ait gerilim bantlari yakin bélgelerde gézlenmistir. imwitor® 988’in O-H

fonksiyonel grubuna ait gerilim bandi 3406 cm*'de, C—H grubuna ait gerilim bantlari



280

2926 cm ve 2855 cm*'de, C=0 fonksiyonel grubuna ait gerilim bandi 1736 cm*'de
go6zlenmistir. Kolliphor® RH40'in O—H fonksiyonel grubuna ait gerilim bandi 3490
cm'de zayif bir pik olarak, C—H grubuna ait gerilim bantlari 2942 cm! ve 2857 cm-
Y’'de, C=0 fonksiyonel grubuna ait gerilim bandi 1732 cm'de, yapi iskeletinde yer
alan ait C-O bagina ait gerilim bandi 1097 cm'de g6zlenmistir. Transcutol® HP’de

karbonil yapisi bulunmadidi igin 1730 cm! civarinda pik goérilmemistir.

EKM yikli SEDDS formuilasyonlarina ait spektrumlar incelendiginde 3440 cm
civarinda tim yardimci maddelerde var olan O—H fonksiyonel grubuna ait zayif
gerilim piki, 2920 cm* ve 2860 cm civarinda tiim yardimci maddelerde var olan C—
H grubuna ait gerilim piki, 1730 cm-? civarinda ise Transcutol® HP harig tiim yardimci

maddelerde var olan C=0 fonkiyonel grubuna ait gerilim bandi gézlenmistir.

EKM yukla formalasyonlarin spektrumlarinda EKM ve yardimci maddelerde ortak
olarak bulunan C-H, C=0 fonksiyonel gruplarinin gerilim bantlari gézlenirken, EKM
icin 1618 cm™*'de gorilen C=C fonksiyonel grubuna ait gerilim bandinin C=0
grubunun gerilim bandi nedeniyle goélgelendigi gortlmustar. Bu durum 1 gram
formuUlasyonun disuk miktarda (15 mg) EKM icermesi ve bu miktarinda formulasyon
matrisi icinde tamamen kapsullenmesi seklinde yorumlanmistir. Bravo-Alfaro ve ark.
tarafindan ydratilen betllinik  asit yoklo SEDDS formdlasyon gelistirme
¢alismasinda da benzer olarak betulinik asite ait C=C gerilim bandinin etkin madde
yukli formulasyon spektrumda kayboldugu gézlenmistir (Bravo-Alfaro ve digerleri,
2022).

5.4.9. Termodinamik stabilite galigmalari

SEDDS’in termodinamik olarak stabil faz ayrimi veya kremalasma belirtisi
gostermemesi gereklidir. GIS’de hafif calkalama ile emulsifiye olan bu sistemler
bazen saklama kosullarinda stabil olmayabilir. Bu nedenle stres kosullarinda

termodinamik stabilite calismalari yarutular (Kanwal ve digerleri, 2023).

EKM igermeyen ve EKM ylkli bes SEDDS formulasyonlari igin i1sitma-sogutma,
santrifij ve donma-¢6zme donguleri sonrasinda faz ayrimi, kremalagsma veya etkin

madde ¢okmesi gozlenmemigstir (Resim 4.3 - Resim 4.4). Damlacik boyutu ve PDI
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degisimleri incelendiginde baslangi¢ ve dongu sonrasi damlacik boyutu ve PDI
degderleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0,05) (Cizelge
4.61 - Cizelge 4.62 ve Sekil 4.62 - Sekil 4.63). Hazirlanan SEDDS formulasyonlari

termodinamik olarak stabil bulunmustur.

5.4.10. Uzun donem stabilite calismalari

Geligtirilen EKM yuklu formulasyonlar igin hedeflenen saklama kogsulu 25°C oda
sicakhigidir. Bu durumda uzun sureli stabilite ¢alismalarinin 25 + 2°C/%60 + 5
BN’de, hizlandiriimis stabilite galismalarinin ise 40 + 2°C/%75 + 5 BN’de yurutiimus
olmasi gereklidir. Tez kapsaminda gerekli olmamasina ragmen 5 + 3°C/ortam nemi
kosulunda da stabilite ¢alismalarn yuratilmastir. EKM  yuokla SEDDS
formUlasyonlari 12 ay boyunca gorsel olarak, EKM miktari, damlacik boyutu ve PDI

acgisindan incelenmistir.

Gorsel olarak degerlendirmede 5 £ 3°C/ortam nemi saklama kosulunda tutulan
formUlasyonlar, sicaklik geregi kati hale gecgerek berrakhigini kaybetmigstir. F5
formuUlasyonu iki faz seklinde gézlenmis ancak tim formulasyonlar oda sicakliginda
bir stre tutuldugunda baslangi¢ berrak gérinime kavusmustur. 25 £ 2°C/%60 £ 5
BN saklama kosulunda F3 hari¢ tim formulasyonlar berrak halini korumus, faz
ayrismasi veya etkin madde ¢dkmesi gézlenmemistir. F3 formulasyonu ise beyaz
bir form almigtir. 40 + 2°C/%75 = 5 BN saklama kosulunda tutulan 5 formulasyonda
1. aydan itibaran renk degisimi gézlenmistir. Berrak ve seffaf olan F1, F2, F3 ve F5
formuUlasyonlari berrak ve seffafligini stirdiirmis ancak sari renk almistir (Resim 4.5
- Resim 4.9). F4 formilasyonu Tween® 80 igerigi nedeniyle baslangigta sari ve
berrak bir goérinime sahip oldugu i¢in bu formulasyonda bir degisim
g6zlenmemigtir. 40 £ 2°C/%75 £ 5 BN saklama kosulunda tutulan F3 formulasyonun

6. ayinda EKM kristalleri gorulmasgtur.

ICH Q1E stabilite verilerinin dederlendirilmesiyle ilgili kilavuza gére saklama kosulu
oda sicakligl olan bir etkin madde ve Urun igin ruhsat basvurusu icin 12 ay uzun
sureli, 6 ay ara kosul ve 6 ay hizlandinimis stabilite galismasi gereklidir.
Hizlandiriimig stabilite kogullarinda 6nemli degisiklik gorulmemesi, hizlandiriimis ve

uzun sureli stabilite calismalarinda degisikligin ¢ok az veya hi¢c olmamasi
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durumunda raf dmrunde uzun sureli stabilite galigmalarinin yuratuldugu surenin iki
kati kadar uzatma yapilabilecegi bildiriimigtir. Onemli degisikliklerden biri etkin

maddenin baslangi¢ degerinde %5’ten fazla degisiklik gérulmesidir (ICH, 2003).

SEDDS formdulasyonlari EKM miktari agisindan incelendiginde F1, F2, F3 ve F5
formUlasyonlarinin 3 saklama kosulu icin etkin madde miktarinda %5%’i gegen bir
degisiklik gozlenmemigtir (Cizelge 4.63 - Cizelge 4.67). F4 formUlasyonundaki EKM
miktari ise 5 £ 3°C/ortam nemi saklama kogulundaki 12. ayin sonunda %40’a, 25 +
2°C/%60 = 5 BN saklama kosulundaki 12. ayin sonunda %90’a dusmustir. F4
formUlasyonunun kimyasal stabilitesinin diger formualasyonlara gére dusuk oldugu

goralmustar.

SEDDS formdilasyonlari damlacik boyutu acgisindan incelendiginde F1, F2 ve F3
formulasyonlari igin 3 saklama kosulunda, F5 formulasyonu igin 25 + 2°C/%60 + 5
BN saklama kosulunda baslangi¢, 1, 3, 6 ve 12. ay damlacik boyutu dlgimleri
arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.64 -
Sekil 4.78). F4 formulasyonu i¢in 5 = 3°C/ortam nemi saklama kosulu, 6. ay, 25 +
2°C/%60 £ 5 BN saklama kosulu 6 ve 12. ay, 40 + 2°C/%75 + 5 BN saklama kosulu
6. ay damlacik boyutu Olgimleri, baslangi¢g damlacik boyutuna gore istatistiksel
olarak anlamh bir farkhliga sahiptir (p<0,05). F5 formulasyonu i¢in 5 £ 3°C/ortam
nemi saklama kosulu 12. ay ve 40 £ 2°C/%75 + 5 BN saklama kosulu 3, 6 ve 12. ay
damlacik boyutu olgumleri baslangic degeri ile istatistiksel olarak anlamli bir
farkliiga sahiptir (p<0,05). Bu farkhliklar gézardi edilebilecek kadar kiglk olmasina

ragmen istatistiksel olarak anlamlidir.

SEDDS formulasyonlari PDI agisindan incelendiginde F1, F3 ve F4 formulasyonlari
icin 3 saklama kosulunda, F2 formilasyonu igin 25 + 2°C/%60 + 5 BN ve 40
2°C/%75 £ 5 BN saklama kosulunda baslangig, 1, 3, 6 ve 12. ay PDI degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.64 -
Sekil 4.78). F2 formulasyonu i¢in 5 £ 3°C/ortam nemi saklama kosulu 6. ay, F5
formilasyonu igin 3 saklama kosulu 3, 6 ve 12. ay PDI degerleri baslangi¢ PDI
degerine gore istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga sahiptir (p<0,05). Bu farkhliklar
istatistiksel olarak anlamli olsa da, tim dlgumler 0,2’ye ¢ok yakin veya 0,2’den kiguk

bulundugu igin emdilsiyonlarin monodispers dagilima sahip oldugu sdylenebilir.
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Ozellikle F5 formilasyonu igin baglangic degerine goére ¢ok daha kiglik PDI elde

edilmistir.

Uzun doénem stabilite calismalarindaki fiziksel ve kimyasal kosullar beraber
degerlendirildiginde damlacik boyutu ve PDI acgisindan tim formalasyonlarin 3
saklama kosulunda da stabil oldugu, renk degisimi gozlendigi i¢in 40 + 2°C/%75
5 BN saklama kosulunun uygun olmadigi, EKM miktarinin en fazla F4
formllasyonunda azalma goésterdigi, F1, F2, F3 ve F5’in kimyasal olarak stabil

oldugu gdézlenmistir.
5.5. in Vitro Coziinme Hizi Caligsmalari

in vitro ¢éziinme hizi calismalari, GIS’de etkin madde ¢dziinmesinin incelenmesi,
suda zayif ¢6zinUrlige sahip ilaglar igin absorpsiyon orani ve miktarinin tahmin
edilmesi, yardimci maddelerin incelenmesi ve aday formilasyon segiminin
yapilmasi amaciyla siklikla kullaniimaktadir (Yilmaz-Usta ve Teksin, 2017). GIS'i
fizyolojik agidan daha yakin simule etmek i¢cin cogunlukla biyouyumlu ortamlar tercih
edilmistir. Bu durum ¢éziinme hizi ¢alismasinin kapsamini, formulasyonlarin in vivo
performansinin tahmin edilmesini icerecek sekilde 6nemli olglide genigletmistir

(Klein, 2010; Nicolaides, Symillides, Dressman ve Reppas, 2001).

EKM yUkliG SEDDS’ler igin in vitro ¢dzunme hizi ¢alismalari FDA tarafindan 6nerilen
%0,5 SLS igeren distile su ve biyouyumlu ortamlar olan FaSSIF ve FeSSIF
ortamlarinda gergeklestiriimistir. Calismada SEDDS formdulasyonlari literatirde
mevcut c¢alismalara benzer olarak 00el numarali kapsule doldurulmustur
(Shahba2012). Coéziunme hizi profil benzerlikleri Es. 3.4’e gbre hesaplanan f2
benzerlik faktoru ile degerlendirilmigtir. f2 degerinin O ile 50 arasinda olmasi ikKi

¢6zunme profilinin farkli oldugunu géstermektedir.

%0,5 SLS ¢ozeltisinde yuritilen ¢ézinme hizi galismasi sonunda referans tablet
dahil olmak Uzere 5 SEDDS formulasyonu icin %100’e yakin EKM salimi
gozlenmistir (Sekil 4.79). SEDDS formulasyonlarinin referans tablet ile profil
karsilagtirmasi f2 benzerlik faktorune gore degerlendirildiginde F3 formulasyonu
harig in vitro benzerlik elde edilmistir (Cizelge 4.68). CozUnme hizi ortamina eklenen



284

SLS gibi surfaktanlar suda ¢ozunurligu zayif olan etkin maddelerin ¢ozunarlagunu
ve ¢ozunme hizini arttirir, bu da SEDDS formulasyonunun etkinliginin incelenmesini
ve farkli formullasyonlarin salim profillerinin karsilastiriimasini zorlastirmaktadir
(Timur ve digerleri, 2022). Bu nedenle biyouyumlu ortamlarda ¢6zinme hizi

calismalari yaratalmastar.

FaSSIF ortaminda yurutulen ¢ozinme hizi ¢alismasi sonunda referans tablet, F1,
F2, F3 ve F5 formullasyonlari %100’e yakin, F4 formulasyonu %93’e yakin EKM
salimi gostermistir (Sekil 4.80). FaSSIF ortaminda SEDDS formulasyonlarinin
referans tablet ile profil karsilastirmasi f2 benzerlik faktorine gore
degerlendirildiginde F1, F2, F3 ve F4 igin ¢ozUnme hizi profillerinin benzer olmadigi
gorulmus, sadece F5 formulasyonu icin profil benzerligi elde edilmistir (Cizelge
4.68).

FeSSIF ortaminda yurutulen ¢dézinme hizi galismasi sonunda referans tablet dahil
olmak Uzere tum SEDDS formulasyonlari %100’e yakin EKM salimi gostermistir
(Sekil 4.81). FeSSIF ortaminda SEDDS formulasyonlarinin referans tablet ile profil
karsilastirmasi f2 benzerlik faktoriine gére degerlendirildiginde F1, F2 ve F5 profil
benzerligi gostermis, F3 ve F4 formulasyonlar profil benzerligi gostermemigtir
(Cizelge 4.68).

Suda zayif ¢ozunurlige sahip referans trin igin %100’e yakin EKM salimi beklenen
bir durum degildir. Literatirde EKM referans tableti icin yaritilen ¢ézinme hizi
calismalari mevcuttur. Yavuz ve ark. tarafindan yapilan galismada referans tablet
%0,5 SLS c¢Ozeltisi ortaminda 30 dakika sonunda %80 EKM salimi gézlenmistir
(Yavuz ve digerleri, 2010).

Referans Urlnin igerigine bakildiginda polisorbat 80, ticari adiyla Tween® 80,
icerdigi gorulmustur (Pfizer, 2018). Referans tabletin beklenmedik EKM salim
nedeni Tween® 80’den kaynaklanmaktadir. Piyasada bulunan EKM referans tableti
surfaktan ile zenginlestiriimis, miselizasyon ile EKM’nin ¢dzinmesini saglamak
amaciyla Tween® 80 iceren bir Griindir. Miseller ¢oziindiirme yaklasimi suda

¢6zunurlugu dusuk olan ilaglan formile etmek icin uzun sdredir kullanilan bir
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yaklagimdir (Ruddy ve digerleri, 1999). Direkt basim yontemiyle hazirlanabilen bu

tabletlerde etkin maddeyi ¢ozmek icin gerekli strfaktan miktari dnemlidir.

Benzer sonuglar Badr-Eldin ve digerleri tarafindan yuritllen bir calismada da
g6zlenmistir. Calismada zayif suda ¢ozunurlik ve degisken absorpsiyon profili
gOsteren tadalafil etkin maddesi igin surfaktan iceren tablet gelistirmistir. Tablette
surfaktan olarak Tween® 80 kullanilmistir. Calisma sonucunda referans Uriine
kiyasla Cmaks i¢cin 1,8 kat, AUCo- igin 1,6 kat artis gdzlenmistir (Badr-Eldin,
Elkheshen ve Ghorab, 2017). Bu yaklasimin uygulanmasi icin etkin madde
miktarinin dusik olmasi gerekliligine de dikkat edilmesi gerekmektedir.

Referans tabletin EKM yuklid SEDDS formulasyonlari gibi %100’e yakin EKM salimi
gOstermesi ve gelistirilen formulasyonlarin bazi ortamlarda benzer ¢ézinme hizi
profiline sahip olmasina ragmen, EKM yikli SEDDS formulasyonlari 1 graminda 15
mg EKM icerirken referans tablet 25 mg EKM igermektedir. SEDDS
formulasyonlarinin tretimi igin daha az enerji, ekipman ve zaman gerekliligi, diguk
maliyet ve kolay uretim basamaklarina sahip olmasi, Olgek buyutme isleminin
basitligi ile disuk dozda EKM yukliu formulasyon gelistiriimesi agisinda endustriyel

Olcekli Uretim icin referans tablete kiyasla daha avatajli olabilecegi dusunulmektedir.
5.6. in Vitro Lipoliz Galigmalari

in vitro ¢oziinme hizi ¢alismalari formilasyon performans ve Kkalitesinin
belirlenmesinde dnemli bir arag olsa da, oral uygulamaya yonelik gelistiriimis SEDD
sistemlerin degerlendiriimesinde in vitro lipoliz ¢alismalarina da ihtiyag
duyulmaktadir. Cinki SEDDS de dahil olmak Gzere LTF’de kullanilan di-, trigliserit,
fosfolipit, polietilen glikol mono- ve diester, polisorbat gibi ester yapisi iceren yag,
surfaktan ve kosurfaktanlar gastrointestinal kanaldaki pankreatik lipaz, kolipaz,
fosfolipaz A2, kolesterol esteraz gibi sindirim enzimleri tarafindan lipolize
ugrayabilirler (Carriere, 2016). SEDDS’in GIS’de disperse olmasi ve lipolize
ugramasi sonucu Kkolloidal yapilarda yeni bir dizenleme meydana gelir.
Formulasyon lipolizi sonucu agiga ¢ikan lipit sindirim Grlnlerinin pankreas ve safra
kesesinden salgilanan safra tuzlari, fosfolipit ve kolesterolden olusan miseller

yapilara eklenmesiyle; tek veya ¢ok katmanli vezikuller, sivi kristal fazlar, karisik
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misel turleri gibi bir dizi kolloidal yapi olusur. Suda dusuk ¢dzunurlige sahip etkin
madde bu kolloidal fazlara aktarilir. Bu surecteki kritik durum, formulasyonun
gastrointestinal sistemde disperse olma agamasinda hemen veya lipoliz ilerledikge,
kolloidal yapilarin degismesi sonucu etkin maddeyi ¢6zme/¢cozebilme kapasitesinin
degismesi ve etkin maddenin ¢okmesidir (Feeney ve digerleri, 2016). Etkin
maddenin ¢okmesinin ise suspansiyona benzer olarak ¢6ziunme hiziyla sinirh

absorpsiyon ile sonuclandigi bildirilmigtir (Williams ve digerleri, 2012a).

SEDD sistemlerin en blyuk avantaji etkin maddeyi ¢6ziinmus halde barindirmalari
nedeniyle GIS’e ¢6zinmus halde sunmalaridir. GIS boyunca etkin maddeyi
¢cbzunmus halde tutmasi beklenen formulasyonun; lipolize ugramasinin etkin
madde ¢Ozunuarligunl, absorpsiyonunu ve  biyoyararlanimini  etkiledigi
goriilmektedir (Bibi ve digerleri, 2017). in vitro lipoliz calismasinin ise lipit yapili
formUlasyonlarin etkin madde igin ¢ozunurlik kapasitesini koruma durumunu,
formulasyon sindirim orani ve hizini degerlendirmeyi, bu sayede in vivo ortam icin

ongorulebilir bilgiler elde etmeyi mimkuin kilmaktadir (Williams ve digerleri, 2012a).

in vitro lipoliz galismasi 3 mM sodyum taurokolat ve 0,75 mM fosfolipit iceren lipoliz
ortaminda tum SEDDS formulasyonlari ve referans drin igin yuratilmastur.
Referans triin SEDDS formilasyonu olmamasina ragmen Tween® 80 icermektedir.
Sindirilebilir surfaktan igerigi nedeniyle referans tablet icin de lipoliz galismasi
yapiimigtir. Literaturde ticari Urunun kullanildigi lipoliz c¢alismalari mevcuttur

(Christophersen ve digerleri, 2014; Thomas ve digerleri, 2014).

Formulasyon lipolizi sirasinda ortamdan alinan érneklerin santrifuju ile sulu ve pellet
faz olmak Uzere iki faz elde edilmigtir. Gozlenen bu fazlardaki EKM miktarinin
gelistirilen SEDDS formulasyonlarinin  performansi hakkinda yol gostericidir
(Berthelsen ve digerleri, 2019). Yag fazi (OP) sindiriimemis ve emdilsifiye olmamis
yag damlaciklarindan, sulu faz (AP) veziklller ve miseller gibi kolloidal yapilardan,
pellet faz ise ¢okmus etkin madde ve nétralize olmus yagd asitlerinin kalsiyum
tuzlarindan olusmaktadir (Carriere, 2016). Yag fazi ve sulu fazin etkin maddeyi
¢o6zunmus halde bulundurmalari nedeniyle in vivo ortamda absorbe olacagi,
formuUlasyon performansi tahmininin temelini olusturmaktadir (Klitgaard ve digerleri

2021). Formulasyon sindirimleri sirasinda yag fazi gézlenmemistir. Bu durum
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formulasyonlarin igcerdigi yag oraninin dusuk olmasindan kaynaklanmaktadir
(Larsen ve digerleri, 2011). F5 formulasyonunun %40 yagd orani olmasina ragmen
dispersiyon asamasinda yag fazi gértilmemistir. Yag fazinin gérilmemesi yagin

tamamen emudilsifiye oldugunu gostermistir.

Sulu faz %EKM miktari incelendiginde SEDDS formulasyonlari igin lipoliz
baslangicindan 15 dakika sonra sulu faz EKM miktari artmis sonrasinda g¢alisma
sonuna kadar F2, F4 ve F5 igin azalarak devam ederken, F1 ve F3 igin azalip sabit
kalmistir (Sekil 4.82). Calismanin sonunda sulu faz %EKM miktari F3 igin en ylksek
bulunurken siralama F2, F1 ve F4 olarak devam etmis ve en dusuk F5 igin
bulunmustur (Sekil 4.83). Lipoliz sonunda sulu faz %EKM miktarlari agisindan F1,
F2, F3 formulasyonlari arasindaki fark anlamsizken (p>0,05), F1, F2 ve F3’lUn F4

ve F5 ile arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05).

Calisma sonunda pellet faz %EKM incelendiginde EKM en yuksek F5
formUlasyonunda ¢okmeye ugramisg, bu siralamayi F4 takip etmistir. F1, F2 ve F3
icin ¢dken %EKM miktari birbiriyle yakin olarak bulunmustur (p>0,05) (Sekil 4.84).
F1, F2 ve F3’Un ¢oken %EKM miktari ile F4 ve F5’in goken %EKM miktari arasindaki

fark anlamli bulunmustur (p<0,05).

Formulasyonlarin lipoliz orani ve lipoliz boyunca harcanan NaOH miktar
incelendiginde ise ¢oken %EKM miktari siralamasina benzer sekilde en yluksek
lipolize ugrayan formulasyonlarin F4 ve F5 oldugu gorulmustir. Bu siralamayi F1,
F2 ve F3 takip etmistir. En dusuk lipoliz oranina sahip formilasyon ise F3 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.85, Cizelge 4.69).

Tez calismasi kapsaminda F1 formulasyonu ile kargilastirilarak yad miktari
(imwitor® 988, F5), kosolvan kullanimi (Transcutol® HP, F2 ve F5), sindirilebilir
surfaktan varligi (Tween® 80, F4), uzun zincirli yag etkisini (Maisine®, F3) incelemek

igin geligtirilen formulasyonlarin lipoliz calismalari tek tek tartisiimistir.

F1 SEDDS formulasyonu lipoliz sonunda EKM’nin %87’sini sulu fazda tutmayi

basarmis ve %47,3 oraninda lipolize ugramistir.
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F2 formilasyonu F1'den farkh olarak Labrasol® ALF yerine Transcutol® HP
icermektedir. Transcutol® HP yapisinda ester bagi icermeyen bir kosolvandir. Bu
nedenle saponifikasyon degeri bulunmamaktadir. Ester hidrolizi gerceklesmedigi
icin lipoliz orani hesaplamalarina dahil edilmemistir. F2 formulasyonu lipoliz
calismasi sonunda EKM'nin %89unu sulu fazda tutmayr basarmigtir. F2
formulasyonundan hareketle SEDDS formulasyonunda dusik oranda kosolvan
kullaniminin sulu faz EKM miktarini etkilemedigi sonucuna varilmistir. F1
formulasyonu ile karsilastirildiginda sulu faz %EKM, pellet faz %EKM miktarlari,
harcanan NaOH miktari ve lipoliz orani agisindan anlamh fark gérulmemistir
(p>0,05).

F3 formulasyonu F1’den farkli olarak yapisinda %10,1 oraninda uzun zincirli yag
(Maisine®) igerir ve yiiksek Smix oranina sahiptir. Formilasyonda uzun zincirli yag
kullanilmasi ve Smix orani artigi formulasyon lipolizini azaltmis ve F3 formulasyonu
lipoliz boyunca EKM’nin %92’sini sulu fazda tutmayir basarmistir. F3 nolu
formiilasyonda sirfaktan olarak kullanilan Kolliphor® RH40'in %7,5 oraninda lipolize
ugradigi bilinmektedir (Cuine ve digerleri, 2008). Ayrica uzun zincirli yaglarin lipolize
karsi daha direngli oldugu ve etkin maddeyi daha uzun sure sulu fazda tutabildigi
gosterilmigtir (Thomas, Mullertz, Graf ve Rades, 2012). F3 formulasyonundan
hareketle, SEDDS formulasyonunda uzun zincirli yag kullaniimasinin ve Smix
oraninda lipoliz orani duslk olan surfaktan ylzdesindeki artigin, sulu faz EKM
miktarini olumlu etkiledigi sonucuna varilmistir. Ancak F1 formulasyonu ile
karsilastinildiginda, harcanan NaOH miktari ve lipoliz orani agisindan anlaml fark
gorulirken (p<0,05), sulu faz %EKM ve pellet faz %EKM miktarlari agisindan

anlamh fark bulunmamistir (p>0,05).

F4 formulasyonu igin ise tam tersi bir durum s6z konusudur. F4 formulasyonu
F1'den farkh olarak Kolliphor® RH40 yerine Tween® 80 icermektedir. Tween® 80
%54 ve Labrasol® ALF %53 lipoliz oranina sahiptir. Lipoliz calismasi sonunda
EKM’nin %70’ini sulu fazda tutmayi basarmistir. F4 formilasyonundan hareketle,
SEDDS formulasyonunda lipoliz orani yuksek sirfaktan kullaniimasinin sulu faz
EKM miktarinda azalmaya yol actigi sonucuna variimistir. F1 formilasyonu ile
karsilastinildiginda sulu faz %EKM, pellet faz %EKM miktarlari, harcanan NaOH
miktari ve lipoliz orani agisindan anlamli fark goralmustar (p<0,05).
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F5 formilasyonunda vyiiksek Iimwitor® 988 miktari ile lipoliz oraninin arttig
gorulmustar. Bu beklenen ve literatir ile ortisen bir sonugtur (Diril, Yildiz-
Tarkyllmaz ve Karasulu, 2019). Lipoliz sonucunda ise ¢6zinUr durumda olan %EKM
miktarinin azaldigi géralmuastur. Lipoliz galigmasi sonunda EKM’nin %62’sini sulu
fazda tutmayi basarmigtir. F5 formulasyonu igin dusuk sulu faz %EKM miktarinin
diger bir nedeninin yliksek Transcutol® HP miktari oldugu distnulmustir. F5
formllasyonundan hareketle SEDDS formulasyonunda yutksek yad ve kosolvan
miktarinin sulu faz EKM miktarinda azalmaya yol ac¢tigi sonucuna varilmistir. F1
formUlasyonu ile kargilastirildiginda sulu faz %EKM, pellet faz %EKM miktarlari,

harcanan NaOH miktari ve lipoliz orani agisindan anlamli fark géraimustar (p<0,05).

Referans tablet icin yuruttlen lipoliz galismasinda ise ¢alisma sonunda EKM’nin gok
blylk bir miktarda ¢dktigu (%86) goriimustar (Sekil 4.86). Ortamda bulunan safra
tuzu, fosfolipit ve tablet igeriginde bulunan Tween® 80 etkisi ile in vitro ¢dziinme
hizinda gorulen referans tabletten yluksek oranda salinan EKM profili lipoliz

calismasinda gorulmemistir.

Sulu faz etkin madde miktarinin absorbe olacadi hipotezine dayanarak SEDDS
formllasyon performansinin tahmin edildigi lipoliz ¢alismasinda yukaridaki
bilgilerden hareketle, en yuksek EKM absorpsiyonunun F1, F2 ve F3 SEDDS
formUlasyonlarinda, en dusuk absorpsiyonun ise F4 ve F5 SEDDS

formuUlasyonlarinda gorulecegdi disunitlmektedir.
5.7. Ex-vivo Permeabilite Caligmasi

Lipoliz galismasi SEDD sistemlerin degerlendiriimesinde gerekli bir galismadir.
Ancak, SEDD sistemin gastrointestinal sistemde karsilastigi dispersiyon, lipoliz,
safra tuzu ve fosfolipitlerle etkilesimi, etkin maddenin ¢dzinlUr durumu, asiri
doygunluk hali ve absorpsiyonu gibi kompleks olaylar degerlendirildiginde, lipoliz
calismasinin da tek basina yeterli olmadigi duastnulmektedir. Bunun nedeni
sistemin absorpsiyon basamagi igcermemesidir. Formulasyon performansinin
incelenmesi ve optimum formulasyonun tasarlanmasi igin dispersiyon, lipoliz, asiri
doygunluk ve absorpsiyon gibi olaylarin incelenmesinde kullanilacak yontemlerin in

vivo ortami iyi taklit etmesi gerekmektedir. Tez kapsaminda EKM yuklu
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formuUlasyonlari permeabilite adimi igeren lipoliz duzeneginde incelemek igin in vitro

lipoliz galismasi ex-vivo permeabilite yontemiyle birlestirilmigstir (Sekil 3.1).

On calismalarda permeabilite adimi kegi bagirsagi dokusu, domuz bagirsagi
dokusu ve diyaliz membran kullanilarak test edilmistir. Ke¢i bagirsagi dokusunun
pankreatin ile gecimli olmadigi gorulmustuar. Diyaliz membrana kiyasla kuguk
farkliliklarin domuz bagirsagr dokusunda daha belirgin olarak gozlenebilecegi
sonucuna varilmistir (Timur ve digerleri, 2022). Bu nedenle permeabilite adiminda
domuz bagirsagi dokusu tercih edilmistir. SEDDS formulasyonlarin ve referans
tabletin lipoliz ¢alismasinda lipolizin 0., 15. ve 60. dakikalarinda alinan lipoliz
orneklerinin permeabilitesi incelenmigtir. Permeabilitenin sink kosul ve ozmotik
basingtan etkilenmemesi icin alici hiicre ozmotik basinci kana egit olacak sekilde

ayarlanmis ve SLS ilavesi ile sink kosul saglanmistir.

F1 formulasyonuna ait veriler incelendiginde 15. ve 60. dakika lipoliz 6rneklerindeki
EKM, 0. dakika 6rnegindeki EKM’ye kiyasla yuksek oranda difuze olmustur (Cizelge
4.70). Ek olarak, lipoliz sonrasi (15. ve 60. dakika) aki ve permeabilite katsayisi
degerleri lipoliz 6ncesi (0. dakika) aki ve permeabilite katsayisi degerlerine goére
yuksek bulunmustur. Ancak 0., 15. ve 60. dakikalarin kimulatif %difize EKM
miktari, aki ve permeabilite katsayisi arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.71 ve Sekil 4.93 - Sekil 4.94). Permeasyonun
timund temsil eden %difize EKM grafiginin AUC degeri incelendiginde ise 0.
dakikaya gore 15. ve 60. dakika orneklerinde EKM permeabilitesinin daha yuksek
oldugu gozlenmigtir. 0. dakika AUC degerinin 15. ve 60. dakika AUC degeriyle
arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.70).

F2 formilasyonuna ait veriler incelendiginde 15. dakika lipoliz 6rnegindeki EKM, 0.
ve 60. dakika lipoliz drneklerindeki EKM’ye kiyasla ylksek oranda difize olmugtur
(Cizelge 4.70). Ek olarak, 15. dakika lipoliz 6rnegine ait AUC, aki ve permeabilite
katsayisi degerleri, 0. ve 60. dakika lipoliz 6rneklerine ait AUC, aki ve permeabilite
katsayisi de@erlerine gore yuksek bulunmustur. Ancak 0., 15. ve 60. dakikalara ait
kimdulatif %difize EKM miktari, AUC, aki ve permeabilite katsayisi arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.71 ve Sekil 4.93 - Sekil
4.94).
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F3 formulasyonuna ait veriler incelendiginde 15. ve 60. dakika lipoliz 6rnegindeki
EKM, 0. dakikaya kiyasla yuksek oranda difuze olmustur (Cizelge 4.70). Ek olarak,
lipoliz sonrasi (15. ve 60. dakika) AUC, aki ve permeabilite katsayisi degerleri, lipoliz
oncesi (0. dakika) AUC, aki ve permeabilite katsayisi degerlerine gore ylksek
bulunmustur. Ancak 0., 15. ve 60. dakikalara ait kimulatif %difize EKM miktari,
AUC, aki ve permeabilite katsayisi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.71 ve Sekil 4.93 - Sekil 4.94).

F4 formuUlasyonuna ait veriler incelendiginde 15. ve 60. dakika lipoliz 6rneklerindeki
EKM, 0. dakika lipoliz 6rnegindeki EKM’ye kiyasla yuksek oranda difuze olmustur
(Cizelge 4.70). Ek olarak, lipoliz sonrasi (15. ve 60. dakika) AUC, aki ve permeabilite
katsayisi degerleri lipoliz 6ncesi (0. dakika) AUC, aki ve permeabilite katsayisi
degerlerine gore yuksek bulunmustur. 0., 15. ve 60. dakikalara ait aki degerleri
arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.71
ve Sekil 4.93 - Sekil 4.94). 0. dakika ornegine ait kumulatif %difize EKM,
permeabilite katsayisi ve AUC degerleriile 15. ve 60. dakika érneklerine ait degerler

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.70).

F5 formulasyonuna ait veriler incelendiginde 15. ve 60. dakika lipoliz drneklerindeki
EKM, 0. dakika lipoliz 6rnegindeki EKM’ye kiyasla yuksek oranda difuze olmustur
(Cizelge 4.70). Ek olarak, lipoliz sonrasi (15. ve 60. dakika) AUC, aki ve permeabilite
katsayisi degerleri lipoliz 6dncesi (0. dakika) AUC, aki ve permeabilite katsayisi
degerlerine gore yuksek bulunmustur. 0., 15. ve 60. dakikalara ait aki degerleri
arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.71
ve Sekil 4.93 - Sekil 4.94). 0. dakika 6rnegine ait kumdalatif %difuize EKM,
permeabilite katsayisi ve AUC degerleriile 15. ve 60. dakika drneklerine ait degerler

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.70).

Referans tablete ait veriler incelendiginde 15. ve 60. dakika lipoliz drneklerindeki
EKM, 0. dakika lipoliz 6rnegindeki EKM’ye kiyasla ylksek oranda difuze olmustur
(Cizelge 4.70). Ek olarak, lipoliz sonrasi (15. ve 60. dakika) AUC, aki ve permeabilite
katsayisi degerleri lipoliz dncesi (0. dakika) AUC, aki ve permeabilite katsayisi

degerlerine gore yuksek bulunmustur. 0., 15. ve 60. dakikalarin kimulatif %difize
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EKM, AUC, aki ve permeabilite katsayisi degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p>0,05) (Cizelge 4.71 ve Sekil 4.93 - Sekil 4.94).

Elde edilen sonuglara gore F4 ve F5 icin anlamli olup, F1, F2 ve F3 igin anlamsiz
bulunmasina ragmen tim SEDDS formulasyonlarinda lipoliz 6ncesi EKM
difuzyonunun, lipoliz sonrasina kiyasla dusuk oldugu gorulmustar (Sekil 4.87 - Sekil
4.93, Cizelge 4.70). Literaturde geligtirilen lipoliz/permeabilite modelinde, hidrolize
ugramis SNEDDS formulasyonundaki sinnirazinin, hidroliz edilmemis SNEDDS
dispersiyonuna goére daha fazla difiize oldugunu bildirmistir (Bibi ve digerleri, 2017).
Formullasyonda kullanilan yag orani arttikga lipoliz ile beraber etkin maddenin
difizyonu ve aki degerinde artis olabilecegi gozlenmigtir. Calismamizda kullanilan
yontemde de benzer bir sonug¢ elde edilmigtir. LTF ile caligirken lipoliz ve
permeabilite unsunlarinin kombinasyon halinde degerlendiriimesinin dnemli oldugu

sonucuna varilmigtir.

Referans tablet ile karsilastirildiginda gelistirilen tim SEDDS formulasyonlari daha
yuksek %difuize EKM ve AUC goéstermistir. SEDDS formulasyonlari ile referans
tabletin %diflize EKM miktarlari arasindaki bu fark 0. ve 15. dakika igin anlamsizken
(p>0,05), F1, F4 ve F5 formulasyonlarinin 60. dakikasi i¢cin anlamli bulunmustur
(p<0,05). SEDDS formulasyonlarinin permeabilitenin timund temsil eden AUC
degerleri tek tek referans tablet ile karsilastirildiginda aradaki fark F1, F3 ve F5
formuUlasyonlarinin 15. dakikasi hari¢ istatistiksel olarak anlamh bulunmustur
(p<0,05) (Cizelge 4.70). Gelistirlen SEDDS formdilasyonlarinin  EKM
permeabilitesini arttirdigi kanitlanmigtir. Ancak gelistirilen SEDDS formulasyonlari

arasinda anlamli fark bulunamamigtir (p>0,05).

SEDDS formulasyonlarinin 0. dakika aki degerleri birbiriyle karsilastirildiginda, 15.
dakika aki deg@erleri birbiriyle karsilastirildiginda ve 60. dakika aki degerleri birbiriyle
karsilagtinldiginda anlamh bir fark bulunmazken (p>0,05), referans tablet ile
karsilagtinildiginda farkin anlamh ve referans tablet icin 0, 15 ve 60. dakika aki
degerlerinin daha yuksek oldugu gérulmastur (Cizelge 4.71). Verici hiicreye koymak
Uzere lipoliz ortamindan alinan referans érneginde lipoliz galismasindan elde edilen
bilgiye gore EKM’'nin %12’si sulu faz iginde ¢dézinmus halde iken %86’sI ¢okmus

haldedir. Verici hicre ortaminda ¢cokmus halde bulunan EKM, iki hlicre arasindaki
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konsantrasyon farkinin hep sabit kalmasi ve ortalama difizyon hizinin
azalmamasini yani difUzyon hizinin hep maksimumda tutulmasini saglamistir (Fick,
1855). Bu nedenle refereans tablet icin aki degeri yiksek bulunmustur. Ancak aki
degerleri dusuk olsa da toplamda difliize olan EKM miktari SEDDS formulasyonlar

icin daha yuksektir.

Literatirde lipoliz sirasinda olusan kolloidal yapilarin etkin madde molekdllerinin
permeabilitesini etkileyebilecegi bildirilmistir. Kolloidal yapilar iginde ¢ézinmus etkin
madde ile ¢6zUnmus ilag arasinda belirgin bir fark oldugu ve yalnizca serbest etkin
madde molekullerinin difuze edilebilecedi kabul edilmektedir (Buckley, Frank,
Fricker ve Brandl, 2013). Lipofilik bir etkin maddenin misel ve vezikuler yapilara dahil
olmasi, molekiler olarak ¢ézinmus etkin madde konsantrasyonun azalmasindan
dolay diflizyon hizinda azalmaya neden olabilir (Bibi ve digerleri, 2017). Referans
tablet icin bulunan yuksek aki degeri yukaridaki agiklamalar dogrultusunda

beklenen bir sonug olarak gorulmektedir.

Permeabilite katsayisi Es 3.6'ya gore hesaplanmistir. Hesaplamada kolloidal
yapilar i¢cinde ¢ozunmus halde bulunan, ¢okmus olarak serbest ve molekuler
dlzeyde ¢ozunmus halde bulunan EKM, aki ve permeabiliteye katki sagladigi igin
hesaplamaya dahil edilmigtir (Tanaka ve digerleri, 2021). Permeabilite katsayisi, aki
degderinin verici hicre etkin madde konsantrasyonuna bdlmesiyle belirlenmektedir.
Papp ic¢in verici hicreye eklenen baslangic EKM miktarinin etkisi elimine edilmistir.
Bu nedenle, referans tablet ile SEDDS formulasyonlarinin Papp de@erleri arasinda
anlamli fark bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.95).

Lipoliz galismasindaki sulu fazda EKM miktarinin absorpsiyon igin uygun olmasi
hipotezinden hareketle, sulu faz EKM miktarlari disuk olan F4 ve F5 formUlasyonlari
icin diger formulasyonlara kiyasla EKM diflizyonunun disik olmasi beklenirken
lipoliz ile birlestiriimis permeabilite ¢alismasinda tam tersi bir durum oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.93). Bu durum literatirde asiri doygunluk ile agiklanmistir.
Dispersiyon ve lipoliz ile induklenen etkin maddenin agiri doygunluk hali serbest
etkin madde miktari ve termodinamik aktivitede artis saglayarak absorpsiyon igin
itici bir gl¢ olusturmakta ve daha ylksek permeabilite ile sonuglanmaktadir (Crum,

Trevaskis, Pouton ve Porter, 2017). F4 ve F5 formulasyonlarinda 15 ve 60.
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dakikalarda asiri doygunluk durumu sonucu ¢oken etkin madde, referans tablette

yuksek aki elde edilmesine benzer olarak, difizyon hizini ve akiyr artirmigtir.

Literatirde permeabilite basamagi icermeyen ve sink kosulu saglamayan lipoliz
sisteminde yapilan calismalarda SEDD sistemlerin sahip olduklari nano boyut
nedeniyle sindiriimeyecegi, asiri doygunlugun etkin madde ¢okmesine yol agacag!
ve ¢Oken etkin maddenin suspansiyondan farksiz olarak davranacag! bilgisi
belirtiimigtir (Williams ve digerleri, 2012a). EKM yukli SEDDS sistemlerde yapilan
lipoliz — ex-vivo permeabilite galismasinda, bu sistemlerin de lipolize ugradigi, ¢éken
etkin maddenin absorpsiyona katkisi oldugu ve lipoliz 0Oncesi/sonrasinin
permeabiliteyi etkiledigi gorulmustur. Calismada bulunan sonuglar permeabilite
basamagi igeren lipoliz ¢alismasi sonuglari ile uyumlu bulunmustur (Crum ve
digerleri, 2016). Lipit temelli formulasyonlarin lipolize ugramasi ve sulu faz etkin
madde miktarindaki azalmanin her zaman dugsik permeabilite ile

sonucglanmayacagi gorulmustar.

5.8. Hiicre Kiiltira Caligmalari

Hicre kiltird calismalarinda ylksek seviyede aromataz ekspresyonu nedeniyle
aromataz inhibitorlerine karsi buylume tepkilerini incelemek igin énemli bir arag
olarak kabul edilen MCF-7 insan meme kanseri hicre hatti kullaniimistir (Iltoh ve
digerleri, 2005). MDA-MB-231 hlcre hatti 6strojen reseptoru tasimayip Ggli negatif
molekuler alt tipe sahip oldugu icin calismada tercih edilmemistir (Flodrova ve
digerleri, 2016).

EKM’nin antiproliferatif etkisi kisa sureli maruziyetinde hiicre déngusunin G1/S faz
gegcisini engellemesiyle uzun sireli maruziyette ise apoptoz ve sitotoksisite ile iligkili
oldugu belirtilen hicre doéngusund G2/M fazinda tutmasi nedeniyle oldugu
bildirilmigtir (DiPaola, 2002). Bu nedenle hucre kilturu g¢alismalarinda 48 ve 72

saatlik inkibasyon suresi tercih edilmistir.

48 saatlik inkibasyon suresi sonunda 58 uM saf EKM, EKM yukli SEDDS
formulasyonlara ve ayni konsantrasyonda EKM igermeyen formulasyonlara maruz

kalan MCF-7 hucreleri incelendiginde ilag yuklu F1, F2, F3, F4 ve F5 formulasyonlari
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saf EKM’ye kiyasla hidcre canhliginda 5, 2, 2, 14 ve 14 kat azalma (p<0,05)
saglamistir. Ancak EKM icermeyen SEDDS formulasyonlarinin da MCF-7 hucreleri
Uzerinde etkili oldugu gorulmustar (Sekil 4. 96). F1, F2 ve F3 formulasyonlari igin
EKM yukla formUlasyonlarin etkisi ilag icermeyen formulasyonlara gére daha yuksek

bulunurken, F4 ve F5 formulasyonlari igin egit bulunmustur.

Ayni inkUibasyon suresinde 38,5 pM saf EKM, EKM yuklua SEDDS formulasyonlar
ve ayni konsantrasyonda EKM icermeyen formilasyonlara maruz kalan MCF-7
hicreleri incelendiginde, saf EKM’ye kiyasla EKM yukli formilasyonlar hicre
canhliginda daha fazla azalma saglamigtir. Ancak EKM icermeyen formulasyonlar
da hicre canlihginda azalmaya yol agmistir. F4 ve F5, saf EKM'ye gore daha dusuk

hicre canhligi géstermistir (Sekil 4.96).

72 saatlik inkibasyon slresi sonunda 58 uM saf EKM, EKM ylikli SEDDS
formulasyonlar ve ayni konsantrasyonda EKM icermeyen formulasyonlara maruz
kalan MCF-7 hucreleri incelendiginde ilag yuklt F1, F2, F3, F4 ve F5 formUlasyonlari
saf EKM’ye kiyasla hicre canlihinda 3, 2, 3, 7 ve 6 kat azalma saglamistir. EKM
icermeyen SEDDS formdulasyonlarinin da MCF-7 hicreleri Uzerinde etkili oldugu
gorulmustar (Sekil 4. 97).

Ayni inkUibasyon suresinde 38,5 uM saf EKM, EKM yukli SEDDS formulasyonlar
ve ayni konsantrasyonda EKM igcermeyen formilasyonlara maruz kalan MCF-7
hicreleri incelendiginde, saf EKM’ye kiyasla EKM yukIi formilasyonlar hicre
canhliginda daha fazla azalma saglamistir. Ancak EKM icermeyen formulasyonlar
da hiicre canlilijinda azalmaya yol agmistir. ilag icermeyen F4 ve F5, saf EKM’den

daha dusik hucre canlihdi gostermigstir (Sekil 4.97).

EKM yukli SEDDS formulasyonlari saf EKM’ye kiyasla iki konsantrasyon ve iki
inkibasyon suresinde de daha etkili bulunmustur (p<0,05). EKM yUklG SEDDS
formUlasyonlarinin etkisinin zamana ve konsantrasyona bagli oldugu goruimustir
(Sekil 4.98). ilag icermeyen SEDDS formiilasyonlari MCF-7 hiicreleri tzerinde
%80’den dusuk hicre canlihgr géstermistir. Saf EKM’ye gbre artan antiproliferatif
etkinin ilag icermeyen formulasyonlara da bagli oldugu gorulmasgtur.
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Literatiirde kurkumin igin ¢érek otu yagi, Imwitor® 988 ve Kolliphor® EL igeren ve
sadece Kolliphor®dan olugsan SEDDS formdilasyonlari hazirlanmis ve kurkuminin
yani sira ¢orek otu yaginin MCF-7 hicre hatti Gzerindeki etkisi incelenmigtir. 1Cso
degerinde saf kurkuminin ve iki formulasyon uygulandiginda ila¢ igermeyen
Kolliphor® formiilasyonunun %25 oraninda hiicre élimine yol agtigi géralmustir
(Kazi ve digerleri, 2020).

Literatiirde yliksek miktarda Kolliphor® RH40'in hicre zarini bozdugu, oksidatif
stresi artirdiyi ve kardiyak mitokondriyal solunumu inhibe ederek farkli hiicre
tiplerine zarar verdigi bildirilmistir (Rosso ve digerleri, 2021). Literatirde Tween® 80
icin ICso degeri 1,06 mg/mL olarak belirtiimistir (Hamzeloo ve digerleri, 2014).
Formilasyonlar igcinde Kolliphor® RH40 ve Tween® 80, 0,79 mg/mL ve 0,52 mg/mL
konsantrasyonda MCF-7 hicrelerine uygulanmistir. Kolliphor RH40’in ylksek
miktarlarinin MCF-7 hucreleri tGzerinde de Caco-2'ya benzer etkiler olusturdugu
dusunulmektedir. Yardimci maddelerin 1Cso degerinden ve MCF-7 hulcre hattina
uygulandiklari konsantrasyondan hareketle ila¢g icermeyen formilasyonlarin da

antiproliferatif etkinligi oldugu sonucuna variimistir.
5.9. in Situ intestinal Perfiizyon

EKM yUkli formulasyonlari permeabilite adimi igeren lipoliz dizeneginde incelemek
icin kullanilan birlestiriimis lipoliz — ex-vivo permeabilite yonteminde, lipoliz
ortamindan lipoliz oncesi ve sonrasi alinan orneklerin permeabilitesi es zamanl
olarak degil sirali olarak incelenmistir. Bu yontemde lipoliz in vivo da oldugu gibi
absorpsiyon bolgesinde degil, oncesinde gerceklesmektedir. Dogal olarak bir
gecikme s6z konusudur. Bu slregte dispersiyon veya lipoliz ile olusan etkin
maddenin asir doygunluk durumu permeabilite basamagina ulagsmadan o6nce
bozulabilir ve ¢oken EKM miktarinin fazla tahmin edilmesine yol agabilir. Yapilan
arastirmalara gore kisa sureli asir doygunluk durumunun bile ilag absorpsiyonunda

etkili oldugu bildirilmistir (Crum ve digerleri, 2016).

Bu amagila lipoliz ve permeabilitenin es zamanli olarak gergeklesebilecegdi in vitro
lipoliz galigmasi ile in situ intestinal perfuzyon yontemi birlestirmistir. Yontemde

SEDDS formulasyonu igeren lipoliz ortami ve pankreatik enzimleri igeren lipoliz
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ortami, ayri peristaltik pompa hatlarindan gelerek bagirsak segmentine girmeden

once karigip perfuze segmente ulasmigtir.

Birlesik yontemle EKM ¢ozeltisi, F1 ve F5 formulasyonlari degerlendirilmigtir. F1 ve
F5 formulasyonlarinin sec¢imi in vitro lipoliz ve ex-vivo permeabilite ¢alismasi
sonuglarina goére yapilmistir. F1 formilasyonu dusuk lipoliz orani ve sulu fazda
yuksek EKM miktari saglarken, F5 formulasyonu yuksek lipoliz orani ve sulu fazda

disuk EKM miktarina sahiptir.

F1, F5 ve saf EKM igin 6rnek alinan zaman noktalarinda baslangic EKM
konsantrasyonu, perfizat EKM konsantrasyonuna oranlanarak normalize
konsantrasyon hesaplanmistir. Normalize konsantrasyonun 1 olmasi EKM'nin
perfuze segmentten emilmedigini ifade etmektedir. Normalize konsantrasyon
grafiginin AUC degeri emilmeyen EKM hakkinda bilgi vermektedir (Sekil 4.99).

AUC degerleri incelendiginde F1 ve F5 formulasyonlari igin AUC degerleri birbirine
yakinken (p>0,05), saf EKM ile karsilasgtiniidiginda F1 ve F5 formulasyonlarinin
daha dusuk AUC degeri sergiledidi (p<0,05) gorulmustir (Cizelge 4.75). Gelistirilen

F1 ve F5 formulasyonlari saf EKM’ye gore daha yluksek absorpsiyon gostermistir.

Perfuzyon calismasinda referans tablet veya stspande EKM’nin kullaniimasi
durumunda, lipoliz ortami veya jejunumda ¢oken EKM’nin emildigi dusunulerek
yanlis yorumlamaya yol agacagi icin EKM’'nin ¢dzeltisi tercih edilmistir. Ayrica
EKM’nin  ¢ozunmeden emilmeyecegine dikkat edilerek ¢ozelti halinde

uygulanmasiyla formulasyonlarin karsilastirilabilir olmasi saglanmigtir.

Literatirde SEDDS formulasyonlarinin yani sira, etkin madde slUspansiyonu da
birlesik lipoliz - in situ perflizyon yéntemiyle incelenmistir. Ornekleme mezenterik
venden yapildigi icin SEDDS formulasyonlarla karsilagtirma mimkuin kilinmistir.
SlUspansiyon LTF ile karsilastirildiginda, aki ve aki grafiklerinin AUC degeri daha
disuk bulunmustur (Crum ve digerleri, 2016).

F1 ve F5 formulasyonlari lipoliz calismasina goére farkh lipoliz orani ve sulu faz EKM

miktarlarina sahiptir. Bu farkhlik in situ intestinal perfuzyon c¢alismasina gore
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absorbe olan EKM miktarini etkilememig, F1 ve F5 icin yakin AUC degerleri elde
edilmistir. Birlestirilmis lipoliz — ex-vivo permeabilite ¢alismasi sonuglari perfizyon

c¢alismasinin bulgularini desteklemisgtir.

Jejunum bUtinlGdani tayin etmek igin kullanilan ANT igin AUC degerleri
incelendiginde 4 grup igin benzer sonuglar elde edildigi gorulmuagstur (Cizelge 4.75).
Bu durumda minimum aktivitede kullanilan pankreatik lipazin doku batunluguna

etkilemedigi sonucuna variimigtir.

Effektif permeabilite katsayilari (Pett) incelendiginde F5 ve saf EKM igin benzer ve
yuksek degerler elde edilirken F1 icin dusuk bir deger elde edilmistir. Bu farklilik
istatistiksel olarak incelendiginde anlamli bulunmamistir (p>0,05). ANT’ye ait Pes
degerleri incelendiginde ise de@erler birbirine yakin bulunmus olup gruplar arasi fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.76, Sekil 4.101 - Sekil
4.102).

Saf EKM’ye ait Pest degerinin yuksek ¢ikmasinda, suda 80 ug/mL ¢ozunurlige sahip
EKM’yi ¢cozmek icin kullanilan metanolun etkili oldugu dugstunulmektedir. Metanolun
bagirsak epitel bariyerinin gecirgenligini siki baglanti noktalariyla iligkili proteinlerle

etkileserek artirdig1 bildirilmistir (Wang ve digerleri, 2014).

in situ intestinal perflizyon calismasinda sicanlardan elde edilen Peii degeri
kullanilarak insandaki Peft degeri ve %absorbe edilen doz fraksiyonu kestirimi
yapilabilmektedir. Literatirde Peftinsan degeri ve insanda emilen doz fraksiyonunu
hesaplamak icin kullanilan bir gok denklem mevcuttur. Denklemlerin kullanilabilmesi
icin maddenin pasif olarak emilmesi gerektigi belirtiimistir. Peffinsan degerinin
Fagerholm ve ark. gore sicandan elde edilen katsayisinin 3,6 kati, Zakeri ve ark.
gore permeabilite problemi olan etkin maddeler icin 11 kati oldugu korelasyon
calismalari ile gosterilmistir (Zakeri-Milani ve digerleri, 2007). EKM ve ANT’nin
permeabilite problemi olmadidi i¢cin Fagerholm ve ark. tarafindan elde edilen

denklem kullaniimistir (Fagerholm ve digerleri, 1996).

Literatiirde ANT icin yapilan perfiizyon calismasinda Pett degeri 3,5x1073 - 7,8x1073
cm/dk araliginda, Peftinsan degeri 12,6x1072 - 50,4x10-2 cm/dk araliinda bulunmustur
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(Dahlgren, Roos, Sjogren ve Lennernas, 2015). Calismalarimizda ANT igin bulunan
Peit Ve Peftinsan degerlerinin literatlr verileriyle tutarli oldugu gorulmustur (Cizelge
4.76 - Cizelge 4.77).

insanda %absorbe edilen doz fraksiyonu kestirim degerleri incelendiginde,
gelistirilen SEDDS formulasyonlari ile uygulanan EKM’nin %100’e yakin absorbe
edildigi gorulmuagtur (Cizelge 4.78). Gastrointestinal sistemden %42 oraninda
emildigi bildirilen EKM’nin absorpsiyonunun gelistirlen F1 ve F5 SEDDS
formulasyonlariyla %100’e yaklastigi kestirilmistir. Kestirim degeri karaciger ilk
gecis etkisini dongormemektedir. EKM’nin karacigerde ilk gecis etkisine ugradigi
bilinmektedir. EKM'nin ¢6zelti olarak uygulandigi taktirde elde edilen %100’e yakin
absorpsiyon kestirimi farmakokinetik g¢alismada daha dusik cikabilir. SEDDS
formuUlasyonlarinin ise lenfatik emilimi artirarak ilk gegis etkisini elimini etme
avantajlari sayesinde EKM’nin absorpsiyonunda artis saglayacagi aciktir. Tez
kapsaminda yapilan ¢alismalar gelistirilen F1 ve F5 formualasyonlarinin lipoliz orani
farketmeksizin EKM’nin ¢ézlnurlik ve emilen doz fraksiyonunu artirabilecegi ve
referans tablete goére daha disuk doz saglayan dozaj sekli alternatifi olabilecegini

gOstermisgtir.
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6. SONUG VE ONERILER

Tez calismasi sonucunda meme kanserinin hormonal tedavisinde kullaniimak Uzere
eksemestan (EKM) iceren kendiliginden emuilsifiye ilag tasiyici sistem (SEDDS)
formuUlasyonlari gelistirilmistir. Geligtirilen formulasyonlar yag miktari, kosolvan
igerigi, kosolvan miktari ve lipoliz orani agisindan in vitro, ex-vivo ve in situ yontemler
kullanilarak degerlendirilmistir. Yapilan galismalardan elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir:

e Yardimci maddelerde yapilan ¢ozindrlik g¢alismasi sonucu EKM’nin ylksek
coziinurliik gdsterdigi yag, sirfaktan ve kosirfaktan olarak sirasiyla imwitor® 988,
Kolliphor® RH40 ve Labrasol® ALF segilmistir. Su titrasyon yontemi ile faz
diyagramlari gizilmistir. Smix orani 4:1 olarak segilmistir.

e Box-Behnken deney tasarimi (BBD) kullanilarak SEDDS formulasyonu igin
optimum bilesim belirlenmigtir. Optimum formulasyon bilesiminde yagd miktari,
uzun zincirli yag, sindirilebilir surfaktan ve kosolvan kullanimi, kosolvan miktari
gibi degisiklikler yapilarak 5 farkli SEDDS formulasyonu ile ¢calismalara devam
edilmigtir.

e SEDDS formulasyonlarda  yapilan  ¢ozundrlik  ¢alismasi  sonucu,
formUlasyonlarin 1 graminda 15 mg EKM yuklenmisgtir.

e SEDDS formulasyonlari damlacik boyutu, PDI, %Transmittans, viskozite,
kendiliginden emdlsifikasyon zamani, seyreltme ve pH’ya dayaniklilik, morfoloji,
viskozite ve stabilite calismalari ile karakterize edilmistir. TUm formulasyonlar igin
damlacik boyutu ve PDI, sirasiyla 100 nm ve 0,2’nin altinda bulunmustur. FT-IR
analizine gore EKM ile yardimci maddelerin gegimli oldugu sonucuna variimistir.
Morfolojik incelemelerle damlaciklarin kireselligi kanitlanmistir. Formulasyonlar
termodinamik olarak stabil bulunmustur.

e Uzun dénem stabilite calismalarina goére F1, F2, F3 ve F5 kodlu SEDDS
formulasyonlarinin 5 + 3°C/ortam nemi ve 25 + 2°C/%60 £ 5 BN kosullarinda 12
ay fiziksel ve kimyasal olarak stabil oldugu bulunmustur. 40 £ 2°C/%75 + 5 BN
kosulunda tum formulasyonlar, kimyasal stabilitesini korumasina ragmen fiziksel
olarak stabil bulunmamistir. Formulasyonlarda renk degisimi meydana gelmistir.
F4 formualasyonunun 5 + 3°C/ortam nemi ve 25 + 2°C/%60 + 5 BN kosullarinda

kimyasal stabilitesini korumadigi gézlenmistir.



302

e in vitro ¢dziinme hizi calismasinda SEDDS formiilasyonlari ve referans tablet
%95’in Uzerinde EKM salimi gdstermigtir. Damlacik boyutu, yagd miktari, uzun
zincirli yag, sindirilebilir strfaktan ve kosolvan kullanimi, kosolvan miktarinin
%kumulatif salinan etkin madde miktarini etkilemedigi goruimustur.

e invitro lipoliz galismasinda, lipolizin formiilasyondaki EKM’nin ¢dziiniir durumunu
etkiledigi gorulmustur. Lipoliz orani dusuk formulasyonlar, EKM’yi daha yuksek
oranda ¢ozunur tutmaylr basarmistir. Bu farklihk istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Yag ve kosolvan miktarindaki artisin ¢ozuntr haldeki EKM miktarini
etkiledigi gozlenmistir. Yag miktari arttikca sulu faz EKM miktarinda azalma
g6zlenmistir. Kosolvanin disuk miktarda kullaniimasi sulu faz EKM miktarini
etkilememistir. Uzun zincirli yag kullanimi ve sindirim orani dusuk surfaktan
miktarindaki artis sonucu sulu faz EKM miktari daha ylksek bulunmustur.
Formulasyonda sindirilebilir sirfaktan varligi, ¢ézunir EKM miktarinda azalmaya
yol acmistir. Referans tablet ise EKM’yi ¢6zinUr halde tutamamis, etkin
maddenin bayuk bir kismi gokmustar.

e Ex-vivo permeabilite calismasinda, difizyonun tamaminin degerlendirildigi
%diflize EKM grafiginin AUC degerleri hesaplanmistir. Referans tablete gore,
SEDDS formulasyonlari EKM permeabilitesini artirmistir. Bu artis istatistiksel
acidan anlamli bulunmustur. SEDDS formulasyonlar arasinda ise anlamli farklilik
bulunmamistir. Damlacik boyutu, lipoliz orani, yag ve kosolvan miktari, uzun
zincirli yag ve sindirilebilir sdrfaktan kullanimi %difuze EKM miktarini
etkilememistir. SEDDS formulasyonlari igin tek basina in vitro lipoliz galismasinin
uygulanmasinin yerine, hem lipoliz hem de permeabilitenin birlikte
degerlendiriimesi gereklidir.

e EKM ylUkld SEDDS formulasyonlarinin MCF-7 insan meme kanseri hlicre
hattinda antiproliferatif etkinliginin zamana ve konsantrasyon bagli oldugu
gorulmastir. Saf EKM’nin ICso degerinde uygulanan EKM yiklG SEDDS
formuUlasyonlarinin, daha yuksek etkinlige sahip oldugu belirlenmisgtir.

e In situ intestinal perfiizyon calismasinda incelemek (izere, stabil olmalari, lipoliz
orani ve ¢ozinmus halde tutabildikleri EKM miktarindaki farkliiga ragmen difize
EKM miktarinin yakin olmasi nedeniyle F1 ve F5 formulasyonlari segilmigtir.

e in situ intestinal perfiizyon galismasinda, emilimin tamamini degerlendirmek igin

zaman-normalize EKM konsantrasyonu grafiginin AUC degeri hesaplanmistir.
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AUC degerlerine gore saf EKM'ye goére, SEDDS formulasyonlari EKM
absorpsiyonunu artirmigtir. Bu artis istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. F1
ve F5 formulasyonlari arasinda anlamli farklilik bulunmamistir. Formalasyonlarin
yuksek veya dusuk oranda lipolize ugramasi, yuksek yag ve kosolvan miktari,
EKM absorpsiyonunu etkilememistir.

e insanda absorbe edilen doz fraksiyonu kestirimine gére, oral olarak
uygulandiginda %42 oraninda absorbe edildigi bildirilen EKM’nin, gelistirilen

SEDDS formulasyonlar ile %100’e yakin emilecegi tahmin edilmistir.

Tez calismasi kapsaminda geligtirilen F1 ve F5 kodlu SEDDS formulasyonlarin
EKM’nin ¢6zundrlik problemini ortadan kaldirdi§i, daha ylksek absorpsiyon
saglandigi ve EKM c¢dzeltisine kiyasla daha ylksek antiproliferatif etkinlige sahip
oldugu in vitro, ex-vivo ve in situ calismalarla kanitlanmigtir. Bu sonuglar
dogrultusunda EKM yUklu F1 formllasyonu TR 2021 019639 B patent numarasi ile
tescillenmistir (Timur, Yilmaz-Usta ve Teksin, 2021). Calisma sonuglarimizin bir
kismi ‘Investigation of the effect of colloidal structures formed during lipolysis of lipid-
based formulation on exemestane permeability using the in vitro lipolysis-
permeation model’ isimli yayin ile literature katki saglamistir (Timur, Yilmaz-Usta,
Teksin, 2022).
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ABSTRACT

Keywards:
Lipid-based formulation
Self-nanoemulsify ing drug delivery systems

This study aimed to examine the effect of colloidal structures forming and changing with dispersion and
digestion of lipid-based formulation (LBF) on the permeability of exemestane (EXE), a poorly water-soluble drug.
Self-nanoemulsifying drug delivery system (SNEDDS), one of the LBF, was developed using Imwitor® 988,
Kolliphor® RH 40, and Labrasol® according to the solubility study and optimized using Box-Behnken Design. The
EXE-loaded SNEDDS formulation has a 14.46 = 0.23 nm droplet size with a 0.119 = 0.053 polydispersity index.
EXE was loaded into SNEDDS at 15 mg/g. In virro digestion was conducted to investigate the EXE permeability at
the digestion medium and the flux of EXE through a dialysis membrane and porcine intestinal tissue was assessed
with the permeability step. In vitro digestion study revealed that the SNEDDS formulation retained the solubi-
P jon. The permeation of EXE through the dialysis membrane
was observed that the EXE amount on the acceptor side was similar during different digestion phases, but the
permeation of EXE through porcine intestinal tissue was slightly different during different digestion phases and
EXE permeability was higher at 60 min of digestion although statistically not significant. However, EXE pre-
cipitation was observed since the solvation capacity of colloidal structures was slightly decreased at 60 min of
digestion. It can be explained by the fact that EXE re-dissolved and increased the free fraction, increasing
permeability. This study showed that the drug precipitation in the digestion study does not always result in low

could be observed more evident in the porcine intestine tissue.

Exemestane

In viro digestion

Supersaturation

Permeation
lization of EXE and showed mod
P ion and minor diff

1. Introduction

Drug dissolution and solubility determination in gastrointestinal
fluids are crucial since dissolution is a precondition for drug absorption
[1,2]. Therefore, the limiting step to absorption of poorly water-soluble
drugs is low solubility and/or slow dissolution rate resulting in inade-
quate and variable oral bioavailability [3,4]. For drugs that have low
water solubility, different formulation strategies and several drug de-
livery systems have been developed to solve poor oral biocavailability by
increasing solubility and/or dissolution rate [5]. Lipid-based formula-
tions (LBFs) are one of these systems developed based on the fact that
the bioavailability of poorly water-soluble drugs could promote when
coadministration with food containing highly fat [5,6]. LBFs are
wide-ranging drug delivery systems consisting of a homogeneous
mixture of oils, surfactants, and/or cosolvents, categorized according to

* Corresponding author.

physical properties such as content, particle size, dispersion, and
digestion behavior [7]. Among lots of LBFs, self-nanoemulsifying drug
delivery systems (SNEDDSs) are one of the most effective strategies to
improve solubility and oral bioavailability [8].

The main purpose of LBFs, which bypasses the drug dissolution step
by presolubilization of the drug in the formulation, is to keep the drug in
solution throughout the gastrointestinal tract (GIT) [9-11]. However,
after oral administration, dynamic and complex intraluminal processes
such as formulation dispersion and digestion take over and the solvation
capacity of LBFs for the drug alters and often decreases as a result of
digestion of formulation components [12]. These situations conclude
with drug supersaturation. Supersaturation can improve drug absorp-
tion since drug concentration greater than drug solubility in GIT is ex-
pected to increase the absorption flux. On the contrary, supersaturation
is thermodynamically unstable therefore, drug precipitation can also
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