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1. GIRI$

GUnOmizde modern ilagla ilgili yasal dizenlemeler ilacin
¢6zUn0rlGgu, permeabilitesi ve ¢b6zlnme hizi gibi in vitro biyofarmasétik
degerlendirmelere 6nem vermektedir. ilaglar, bu farmasétik degerlendirmeler
g6z 6ndne alinarak, saglik otoritelerinin de kabul ettigi, Biyofarmasotik
Siniflandirma Sistemine (BCS) gére siniflandiriimaktadir. ilaglarin bu sisteme
bagh olarak hangi sinifta oldugu, etkin maddenin ¢ézindrligu, permeabilitesi
ve hizli sahmh kati oral dozaj seklinin mide bagirsak kanalini taklit eden in
vitro ¢6zinme ortamlarindaki in vitro ¢ézinme hizi ¢aligmalarina gbre

belirlenmektedir.

Yiksek ¢6zinUrlik/ylksek permeabilite gésteren Sinif 1 ilaclar
icin  biyoesdegerlik (BE) c¢alismalarindan vazgecme (biyomuafiyet)
s6zkonusudur. Ozellikle disik ¢dziinirlik ve ylksek permeabilite gdsteren
Sinif 2 ilaglarda c¢c6éziinme, emilim hiz ve derecesini belirleyen en énemli
etkendir. Bu tarz ilaglarin emiliminde hiz kisitlayici basamak in vivo
cozinmeleridir. ilacin mide bagirsak kanalinda ¢6ziinmesinde safra
bilesenleri, enzimler, aglk ve tokluk durumlarindaki pH degisiklikleri, motilite,
iyonizasyon gibi etkenler rol oynamaktadir. Bu nedenle, in vivo emilim
ortaminin in vitro olarak en iyi sekilde taklit edilebilmesi blylk 6énem
tagimaktadir. ilacin emilim bélgesinde yliksek ¢dziiniirliik gdstermesi ve dozaj
seklinden hizli  salinmasi  Sinif 2 ilaglarin  biyomuafiyetini  de
distndirmektedir. Bu tarz ilaglar i¢in in vivo ¢ézinmelerini in vitro olarak
tahmin edilebilecek ¢ézinme ortam ve ydntemlerinin gelistiriimesi oldukga

onemlidir.

Son yillardaki etik kurallar ve insan saghdi g6z 6ndnde
bulundurularak yapilan yasal diazenlemelerle ilgili calismalar, in vivo BE
testlerinin in vitro biyofarmasétik degerlendirmelerle yer degdistirmesine olanak



saglamaktadir. Dolayisiyla, saglkli génillilerde yapilan ve maliyeti oldukca
ylksek olan BE calismalarini azaltmak hedeflenerek, etkin madde ve
farmasoétik dozaj seklinde ¢ézinurlik ve ¢dzinme hizi etkisinin aclik ve tokluk
durumlarinda incelenmesi alternatif bir yol olarak digtnlimektedir. Yeni ilag
sekillerinin geligtiriimesindeki Ar-Ge ¢alismalarinda, in vitro deneylerle yapilan
kestirimlerde, ilaclarin cézinme/permeabilite ézellikleriyle in vivo davraniglari
arasinda in vitro-in vivo korelasyonlarin kurulmasinda, yiyeceklerin ilag
biyoyararlanimina olan etkisinin tahmininde, in vivo ¢éziinmenin tahmininde
ve biyomuafiyet degerlendirmelerinde biyolojik olarak uyumlu (biyouyumlu)

ortamlarin kullaniimasi1 6nem kazanmistir.

Biyouyumlu (biyorelevant) ortamlar, in vivo performansa en
yakin sonuglar veren in vitro yéntemlerin geligtiriimesi, emilim bdlgesindeki
¢6zUundrligin ve dozaj seklinden hizli ¢ézinmenin tahmini icin tasarlanan
sistemlerdir. Bu c¢c6zinme ortamlari, degisik oranda safra tuzlari ve lesitin
karisimlarini icermekte ve in vivo fizyolojik kosullara kullaniimakta olan mide
bagirsak ortamlarindan daha fazla benzerlik gbéstermektedir. Gunimuzde,
biyouyumlu ortamlarda yapilan calismalara olan ilgi de yukarida belirtiimis

olan nedenlerden dolayi hizla artmaktadir.

Bu calismada, BCS’ye gore Sinif 1 (ylksek ¢6zinUrlik-ylksek
permeabilite) ve Simif 2 (disik ¢dzanurlik-ylksek permeabilite)
kategorisinden secilen 2 farkli etkin maddenin hizli saliml dozaj sekillerinin
aclik tokluk durumlarindaki in vivo performanslarinin in vitro ¢alismalarla
incelenmesi amacglanmistir. Burada, BCS 1 ilaglardan levofloksasin
(antibakteriyel) ve BCS 2 laglardan da flurbiprofen (nonsteroidal

antiinflamatuvar) model etkin madde/ilag olarak secilmigtir.



in vitro calismalar:

(1)Klasik mide ve bagirsak ortamlarinda (pH 1.2, pH 4.5 ve pH
6.8) ve biyouyumlu aclik durumu yapay bagirsak ortami (FaSSIF) — tokluk
durumu yapay bagirsak ortaminda (FeSSIF) yapilan ¢ézindrlik ve ¢éziinme
hizi calismalarini,

(2)Biyouyumlu  ortamlarin hazirlanmasinda  karsilasilan
zorluklara alternatif olarak gelistirilen SIF Powder® karisiminin performansinin
in vitro ¢dzandrlik ve ¢dziinme hizi deneyleriyle saptanmasini,

(3)pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8, FaSSIF, FeSSIF, SIF-FaSSIF ve
SIF-FeSSIF in vitro ¢b6zinme ortamlarindaki ¢6ziinme hizi profillerinin
karsilastiriimasini,

(4)C6zinme hizi verilerinin DDSolver ¢b6zinme hizi kinetik
programiyla modellenmesini,

(5)Kullanilan mide-bagirsak ortamlarinin hicrelerin canliligina
olan etkisinin saptanmasi amaciyla Caco-2 hicre kiltirinde yapilan MTT
testi ile sitotoksisite degerlendirmelerini igermektedir.

Biyouyumlu bagirsak ortamlarinin Caco-2 hicrelerin canlilig
Uzerinde herhangi bir toksik etki olusturmamasi amaciyla safra tuzu/fosfolipit
miktar1 ve gesidinin énemle secilmesi gerekmektedir. Hucrelerin canhhgini
surdlrebilmesi agisindan en uygun biyouyumlu ortamin saptanmasi Uzerinde
yapilan caligsmalar oldukca sinirlidir. Ayrica, su ana kadar SIF Powder® ile
yapilan ¢éziinme hizi ¢calismalari olmakla birlikte bu ortamlarin Caco-2 hiicre
kaltdrinde kullanimina ait herhangi bir degerlendirme de bulunmamaktadir.

Bir ilacin ¢6zUnurligu ve permeabilitesi formulasyon gelistirme
sirecinde oldukca énemlidir. Tirk ilag Piyasasindan segilen hizli salimh kati
oral dozaj sekillerinin aghk-tokluk durumlarindaki in vitro performanslarinin ilk

kez incelenecek olmasi ve bu ¢aligsmalarin daha sonra yapilmasi planlanan



gecis calismalariyla birlikte degerlendirilmesinin ¢6zinUrlik, permeabilite ve
¢6zinme hizi gibi in vitro biyofarmasdétik dederlendirmeler agisindan jenerik
ilac Uretimine katki saglayacagi disunilmektedir.

Az ¢bzlnen ilaglar igin ¢ézUnUrlik ve ¢bzinme hizinda etkili tek
faktér pH olmadigindan, biyouyumlu ortamlar kullanildiginda in vivo
kestirimler ve de@erlendirmeler acgisindan daha kesin sonuclarin alinacagi
aciktir. Ozellikle BCS Sinif 2'deki zayif asidik ilaclarin emilim bélgesi olan ince
bagirsaklarda yiksek ¢dzinUrlikte olmasi ve kati oral dozaj seklinden hizli
¢bzinmesi bu tarz ilaglarin BE c¢alismasindan vazgecilebilecegini
distundirmektedir. Flurbiprofen de ylksek permeabiliteye sahip bir ilag
oldugundan emilim bdlgesindeki c¢b6zunurligl ve c¢bzinmesi dikkate
alindiginda in vivo BE calismalarindan vazgecme uygulanabilir. Bu nedenle,
flurbiprofen gibi ilaglar igin biyouyumlu ortamlarda yapilan c¢alismalarla BCS
Sinif 2 ilaglar icin de biyomuafiyet kriterlerinin olusturulmasi saglanabilir.
Sonug¢ olarak, zayif asidik BCS Sinif 2 ilaglar BCS Sinif 1 ilag olarak
degerlendirilebilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Cozunme ve Coziinme Hizi

Coézinme hizi, birim zamanda oral kati dozaj seklinden
cbzinerek ¢dzlinme ortamina gecen etkin madde miktari veya daha genel

anlamda kati madde miktari olarak tanimlanabilir.

Kati ilag dozaj formunun sivi bir ortam icerisinde dagilarak
coziinmesi iki asamada gerceklesmektedir. ilk asamada kati faz ile sivi faz
arasindaki etkilesim sonucu kati fazda ¢éziinmis molekiiller olusur. ikinci
fazda ise bu molekiiller diflizyonun etkisiyle ara ylizeyden sivi ortama gecer'.
Cozlinme, Modifiye Noyes-Whitney esitligi ile aciklanmaktadir?.

D Esitlik 1

AC/ 40 = 22 (C, )
dC/dt: Ortamdaki etkin madde derisiminin zamana gére degisimi, ¢6zlinme
hizi

Cs: llacin ortamdaki ¢6zinarlGgi (mg/mL)

C: t zamaninda ortamdaki etkin madde derisimi (mg/mL)

S: Coéziinen katinin yiizey alani (cm?)

D: Difiizyon katsayisi (cm?/sn)

V: Cézinme ortaminin hacmi (mL)

h: Diflizyon tabakasinin kalinligi (cm)



2.1.1. ilaglarin Mide Bagirsak Kanalindan Emiliminde Céziinmenin

Onemi

Hizli salimli, oral kati dozaj formlari igin, ilacin dozaj formundan

salinip sistemik dolasima gecisinde ilacin dagilma, c¢cézinme ve emilim

basamaklari rol oynar.

Mide
igerigi
pH 1-3

Badirsak
icerigi
pH 5-7

Gastrik
Tablet Gozanme emilim
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Sekil 1. Oral alinmis ilacin in vivoda gecirdigi asamalar®

Sekil 1’de gbsterilen asamalarda dagilma islemi, deagregasyon,

¢6zinme ve emilim islemlerinden daha yavassa, dagilmanin hiz saptayan

adim oldugu séylenebilir. Bu durum daha ¢ok enterik kapli dozaj sekilleri igin

gecerli olmaktadir. Buna kargilik ¢ézinme islemi, dagiima, deagregasyon ve

emilim iglemlerinden daha yavassa, ¢6zinmenin hiz saptayan adim oldugu

séylenebilir®.



Dagilma, deagregasyon ve ¢6zinme islemleri dozaj seklinin
formUlasyonuna bagh olan farmasétik etkenlerdir. Emilim iglemi ise etkin
maddenin bir parametresi olup formilasyondan bagimsizdir. Ancak emilimin

gerceklesebilmesi icin ¢dziinme isleminin gerceklesmesi sarttir®.

2.1.2. Mide-Bagirsak Kanalinda ilacin Céziinirligii ve Céziinme Hizini
Etkileyen Faktorler

Mide-bagirsak kanalinin oral yoldan alinan ilaglar igin karmasik
bir ortam oldugu bilinmektedir. A¢lhk durumunda saglkli insanlarda ilaglarin
¢6zUnarligund, dolayisiyla emilimini ve BY’sini etkileyen iki 6nemli fizyolojik
faktor vardir: 1) Mide-bagirsak kanalinin hidrodinamigi 2) Mide-bagirsak

sivilarinin bilesenleri.

Mide-bagirsak kanalinin hidrodinamigi dogrudan mide-bagirsak
motilitesine baglhdir. Motilite, midenin bosalmasini, gé¢ eden motor kompleksi

(GMK) ve ince bagirsak hareketlerinin siddetini ve sikhdini kapsamaktadir.

Mide-bagirsak sivilarinda; pH, safra tuzlari ve tampon tirleri,
enzimler, osmolarite, hacim ve viskozite ilacin ¢ézindrligunu etkiler. Ayrica,
mide-bagirsak kanalindan gegis zamani®”’ ve splanknik kan akisi®'° da ilac
emiliminde etkili faktérler arasinda yer almaktadir. Bu faktérlerin yani sira
mide-bagirsak sisteminde salinan hidroklorik asit, bikarbonatlar, ylzey etkin
maddeler, elektrolitter ve mukus, ilacin ¢ézinurligine etki eden diger
faktérlerdendir'’. Tom bu fizyolojik faktdrler dinamik olarak birbirlerinden

etkilenmektedir ve bireyici ve bireylerarasi farkliklar gdstermektedir.

2.1.2.1. Mide Bagirsak Sisteminin Fizyolojisi

ilag alimi icin en cok tercih edilen yol oral yoldur. Oral yoldan
uygulanan bir ilac etki edecegi bdlgeye ulasmadan 6nce sindirim kanalinda

ilerlemek zorundadir.



Mide-bagirsak sisteminin baslangici olan agiz boslugu, oral
alinan ilaglar icin giris boélgesi olup, ana salgisi takartktar. Tokdrik ginde
yaklagik 1500 mL salinir ve pH’sI 6.2-7.4t(r.

ilag yutulduktan sonra yemek borusuna gelir. ilaglarin yemek
borusundan gegisi viicudun durusuna bagli olarak 5-15 saniye siirer'?. ilaclar
buradan mideye ulasir ve emilim midede baslar. Mide kaslarinin hareketi
sonucu asidik mide sivisi yardimiyla sindirim olay! baslar. ilacin midede
¢b6zlnen miktar, oral dozaj formunun tipine ve salim &zelligine (hizh sahm,
uzatlmig salim gibi) ve ilacin ¢dzanarlik O6zelliklerine (pH’ya bagimli

¢c6zUnUrluk gibi) bagh olarak degisiklik gbsterir.

Achk ve tokluk durumlarinda gastrik asit sekresyonu degisiklik
gbsterir. Aclik durumunda bazal gastrik asit sekresyonu erkeklerde yaklasik
2-4 mmol/s iken, kadinlarda daha diistktiir'®. Yemeklerden sonra gastrik asit
sekresyonu hizla artar ve yaklasik 90 dak icinde en ylksek seviyeye

13,14 13,15

ulagir™"". Aghk durumunda mide pH’'si 1.5-2'dir®"°. Yiyecek alimindan
hemen sonra mide pH’si yaklasik 5’e ulasir. Yiyecek alimindan 60 dak sonra
pH 3’Uin altina iner ve 120 dak sonunda da pH 2'nin altina diser’(Sekil 2).
Aclik ve tokluk durumunda gozlenen belirgin pH farkliliklari pH’ya bagimli
¢bzanarlik profili gbésteren hizli salimh ilaglar igin énemli olmaktadir. pH
artistyla ¢6zUnuUrlUkleri azalan zayif bazik 6zellikteki ilaglarin midedeki
cozundrlikleri aglik durumunda, tokluk durumuna gdre daha fazladir'®.
llaglarin aglik veya tokluk durumunda alinmasi gastrik allkkonma zamanini da
etkilemektedir.  Gastrik  bosalma  aglik durumunda daha hizli

gerceklesmektedir.



pH

zaat

Sekil 2. Aclik ve tokluk durumunda mide pH’sinin zamana gére degisimi

(Yiyecek aliminin gerceklestigi nokta sifirinci saat olarak ifade edilmistir)®.
Achk ve tokluk durumunda fizyolojik parametrelerde degiskenlik
gbzlenmektedir. Bu degiskenlikler Tablo 1’de gésterilmistir:

Tablo 1. Midenin aglik ve tokluk durumunda ortalama fizyolojik degerleri'” "

Fizyolojik parametre Achk Tokluk
Mide pH’si 1.7 5.0
Mide bosalma zamani (s) 0.25 1.0
Hepatik kan akigi (L/s) 90 120
Ylzey gerilimi (mN/m) 35-45 -
Osmolalite (mosm/kg) 191 -

ince bagirsagin yapisi emilim ve sekresyon kapasitesi
Ozellikleri agisindan farkliliklar gdsterir. Duodenum ince bagirsaktaki ilk
kisimdir. Belirgin mukoza tabakasi iceren ince bir duvar ile kaplidir ve
duodenal sindirim bezlerini icerir. Jejunum, duodenuma gére daha ince bir
duvara ve daha kassi bir dokuya sahiptir ve ileumdan daha fazla sayida villus
icerir. ileum ise, ince bagirsagin en fazla Peyer plaklarini iceren balimidiir.



ince bagirsak genis ylizey alani (duodenum 0.1 m?, jejunum 60 m? ileum
60 m?) ve yilksek kan akisi (25 mL/dak) nedeniyle emilimin en fazla
gerceklestigi bolgedir®®. ince bagirsagin osmolalitesi ortalama 271 mosm/kg
olarak bulunmustur®’. ince bagirsagin aclik ve tokluk durumlarindaki pH
degerleri ve ince bagirsakta alikonma siresi Tablo 2’de verilmigtir:

Tablo112 — Ince bagirsagin aclk ve tokluk durumundaki pH’si ve alikonma
suresi

Aclik pH Tokluk pH Alikonma Siiresi
Duedenum 49-6.4 51-54 3 — 4 saat
Jejenum 44-6.5 52-6.2 3 — 4 saat
lleum 6.5-7.4 6.5-8.0 3 — 4 saat

Yemeklerden hemen sonra midedeki asidik kimusun aktarimi
nedeniyle ince bagirsak pH’si énce azalir, ancak daha sonra pankreatik
bikarbonat ¢ikisi nedeniyle aclik durumu pH’sina geri déner?'. Aclik ve tokluk
durumunda ince bagdirsak pH’sinin zamana godre degisimi Sekil 3’te
gOsterilmistir.

pH 6T i 7 {
- ] 1
AT T, .
5 l. JI‘.
,:-,T_ 1 1 i i !
-1 0 L] 2 3 9

saat

Sekil 3. Aclik ve tokluk durumunda ince bagirsak pH’sinin zamana gbre
degisimi (Yiyecek aliminin gergeklestigi nokta sifirinci saat olarak ifade
edilmistir)?".
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Kalin bagirsak, mide-bagirsak sisteminin en son adimidir. Kalin

bagirsakta besinler icerisinde kalan su ve minerallerin emilimi gerceklesir.

Mide-bagirsak sisteminde ilacin ¢ézinme ve ¢ézlnme hizina

etki eden fizikokimyasal ve fizyolojik etkenler Tablo 3'te 6zetlenmistir''.

Tablo 3. Mide-bagirsak sistemindeki ilacin ¢éziinme ve ¢dzinme hizina etki

eden faktorler'

. Fizikokimyasal . "
Faktor Parametre Fizyolojik Parametre
. Partikdl baydklagu, | Mide sivisindaki ylzey etkin
Yizey alani (S) Islanabilirlik maddeler ve safra tuzu varligi
Difizyonu(D) Molekdl bOyUkIGgu | Limen igi sivisinin viskozitesi
Diflizyon tabakasinin Mide-bagirsak sistemi motilitesi
kalinligi (h) ve hizi
Doygunluk E:;::g{'y;;ze”'k’ pH, tamponlama kapasitesi,
konsantrasyonu (Cs) cozindrlik safra tuzu, yiyecek igerigdi
Co6zlnmus ilag derigimi (C) Permeabilite
Mide-bagirsak sistemi
Go6zicinin hacmi (V) sivilarinin hacmi ve sekresyonu,
alinan sivi miktari

2.1.2.2. ilaclarin iyonizasyon Ozelligi

ilaclarin serbest asit veya baz seklinin ¢dzindrligi intrinsik
¢Ozlinurlik olarak tanimlanmaktadir. Zayif asidik ve bazik ilaglarin
¢6zUn0rlOgu iyonizasyon katsayilarina (K,) ve ¢6zinme ortaminin pH’sina
baglidir’'.  Cozinlrlik-pH iliskisi Henderson-Hasselbach esitligi ile
aciklanmaktadir. Bu esitlik, ilacin intrinsik ¢6ztUnutrligt, pH ve pKj'si ile
iliskilidir.
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Monoasidik bilesikler icin, ¢6zUnUrlik-pH iligkisi Esitlik 2'de,

monobazik bilesikler igin ise Esitlik 3’'te verilmigtir:

Sy = Sp[1+ 10@H-PKa)] Esitlik 2
Sy = 5,[1+ 10PKa—pH)] Esitlik 3
Burada:

St: Toplam ¢6ézUnUrlUk (mg/mL)
So: llacin pH’dan bagimsiz ¢ozinarliiga (mg/mL)

pKy: lyonizasyon sabiti

Az ¢bzinen zayif asitler i¢in bagirsak daha uygun bir ¢6ziinme
ortami saglar. Bu bilesikler icin emilimde sinirlayici basamak mide

bosalmasidir.

Zayif asitler icin pH degeri artarsa asidin ¢dzUunurliga iyonize
formun olugsumu nedeniyle artar (Esitlik 4), (Sekil 4).

K,
5=Sﬂ(1+ )

[H+] Esitlik 4

S: ilacin pH’ya bagh ¢ézanirliga (mg/mL)

So: ilacin pH’dan bagimsiz ¢ézinarligi (mg/mL)
Ka: Asitlik sabiti
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So
Q g 10
T H
pKa P

Sekil 4. Zayif asitlerin ¢éztnurlUklerinin pH’ya bagh degisimi (6rnegdin
)21

pKa’sl 5 olan bir ilag igin

Az ¢Ozinen zayif bazik ilaclarin, midedeki ¢6zundrlikleri daha
fazladir®®. Bu durumda ilag, mideden pH’si daha yilksek olan ince bagirsaga
gectiginde ¢ékme olusabilir. Bu durum ince bagirsakta bulunan safra
bilesenleri ile engellenebilir?®.

Zayif bazik ilaglarin ¢d6zUnarligu ise pH’nin azalmasiyla artar
(Esitlik 5), (Sekil 5).

[H*] Esitlik 5
S=5, (1 + K—)

a

S: ilacin pHya bagli ¢6zinarligi (mg/mL)
So: llacin pH’dan bagimsiz ¢dozinarliiga (mg/mL)
Ka: Asitlik sabiti
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Sekil 5. Zayif bazlarin ¢ézundrliklerinin pH’ya bagli degisimi (pKa's1 5 olan bir
)21

ilag icin

2.1.2.3. Mide-Bagirsak Motilitesi

Mide-bagirsak motilitesi, ilacin duodenum ve jejunuma girme
hizini, ince bagirsakta kalig siresini ve ilacin mide-bagirsak sivisi ile
etkilesme dinamigini yansitir. Mide-bagirsak kanalindaki hidrodinamik
kosullar yiyecek alimina ve bireylerarasi cesitlilige baglidir. Motilite mide
bosalmasini etkilemek suretiyle ilaglarin ¢éziinme ve emilim &zelliklerini
etkilemektedir. Midenin bosalmasi ise, alinan sivi hacmi, viskozite, partikul
boyutu, pH ve osmolariteden etkilenmektedir®*2°.

Aclik durumunda, GMK gastrik motilite ile harekete gecer. GMK
her 90-120 dak’da bir olusur ve U¢ faza aynlabilir. Faz | motorun sessizlik
evresi olarak bilinen durgun fazi, faz Il aralikli ve dizensiz kasilma aktivitesini
gosterirken faz Il sik ve siddetli kasilmalar ile karakterizedir?’. Faz Ill kati ve
sivilarin  mideden bagirsaklara dogru hareketinden sorumludur ve bu
hareketler aghk durumunda midede baslar, pilora yayilir ve yavasga ince

28-30

bagirsaga dogru inerek artar"". GMK Kkarakteristikleri bireyden bireye

farklilk gdstermektedir. Bu degisiklikler bagirsaktan gecis 6zellikleri, stresin

etkisi, yas, cinsiyet ve irk gibi faktdrlerden kaynaklanmaktadir®’3".
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2.1.2.4. Enzimler

Mide sivisinda bulunan birincil enzim bir eksopeptidaz olan
pepsindir. Lipaz, amilaz ve proteaz pankreastan ince bagirsaga yiyeceklerin
alimina bir cevap olarak salinir ve sindirimden sorumlu enzimlerdir. Proteaz
ve pepsin enzimleri protein ve peptitlerin; lipaz ise, yaglarin emiliminde rol
oynar. Ayrica distal ileuma ve kolona yerlesen bakteriler de cesitli enzimler
salgilar. Belirli kimyasal baglari pargalayabilen bakteriyel ekzoenzimler kolona

hedeflenen bazi dozaj formlarinin tasarlanmasinda kullanilirlar'".

2.1.2.5. Hacim

flacin ¢éziinmesi icin mide-bagirsak kanalinda bulunmasi
gereken sivi hacmi, vicuda alinan sivi miktarina, sekresyonlara ve bagirsak
duvarindan gecen sivi akisina baglidir. Ginde oral yoldan yaklasik 2 L sivi
alinir. Ancak bu durum sartlara, vicut agirigina, aktivite ve Kisisel
aliskanliklara bagl olarak da degisebilmektedir. Aclik durumunda midedeki su
hacmi 20-30 mL civarindadir. Bu durumda mide, islakligini mukus varhgi ile
korumaktadir. Mide hacmi 1.5 L'yi astiginda mide basinci artmaya baslar.
Mide sekresyonunun yaninda karaciger, pankreas ve tukirik bezlerinden de
sekresyon gerceklesir. Bu endojen sekresyonlarla sivi hacmi gtinde yaklasik
6 L'yi bulmaktadir. Pankreatik sivilarin ve safranin salimi yiyecek alimindan
sonra gerceklesmektedir'".

2.1.2.6. Safra Bilesenleri

Safra, karacigerde hepatositler tarafindan salgilanan yesilimsi
sari bir sividir. Safra, safra kesesinde depolanir ve yemeklerden sonra hazmi
kolaylastirmak icin duodenuma salgilanir. Safra icerigi yaklasik %84 su,
%15.5 safra tuzu, %3 lesitin, %0.5 kolesterol ve %1 diger bilesiklerden (safra

pigmentleri, inorganik iyonlar ve protein gibi) olusmaktadir. ilacin ince
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bagirsaktaki ¢6zinurligu, amfifilik safra bilesenlerine (safra tuzlari, lesitin ve
monooleinler gibi) bagli olarak artabilmektedir. ilacin ¢ézundrliginin artisi iki
sekilde gerceklesir: (1) Kati ilag ve ¢6ziinme ortami ara ylzey enerjisinin

azaltilmasi (2) Miseller ¢cézundrlik yoluyla ¢ézindrligin artmasi.

Genellikle kritik misel konsantrasyonlarinin (CMC) altindaki
konsantrasyonlarda ortama ilave edilen safra tuzlariyla islanabilirlik
artmaktadir. CMC’nin Uzerindeki konsantrasyonlarda ise ¢6zindrlik artis
baskindir’®. Bircok ilacin ¢dziinirliginin safra bilesenleri ilavesi ile artirildig
gorulmustar(griseofulvin, glutetimid, digoksin, |6kotrien-D4 antagonistleri,
gemfibrozil, danazol gibi). Bu sayede ilaglarin ¢6zinGrlGglu sudaki
¢ozindrliklerine oranla 100 kata kadar artirilabilmistir®'.

Mide-bagirsak kanalinda en c¢ok bulunan safra tuzlari kolat,
deoksikolat, kenodeoksikolat ve bunlarin tauro- ve glikol- konjugat
formlaridir’®®, Aclik durumunda midede bulunan safra tuzu miktari genellikle
4-6 mM civarindadir. Yemeklerden sonra bu deger 10-20 mM civarina
ulasmakta'®, bazen de 40 mM’a kadar artis gdsterebilmektedir***’. iyonize
olmayan bilesiklerde, mide-bagirsak kanalindaki pH degisiklikleri ilacin
¢6zUnarligunu etkilemezken, safra tuzlarinin ilacin ¢6zUnGrlGgunG belirgin

derecede artirdigi gorilmiistir®®®.

Mide-bagirsak kanalinda safra tuzlarinin haricinde ¢ézinmeyi
etkileyen bir diger safra bileseni de lesitindir. Lesitin yumurtadan veya soya
fasllyesinden elde edilen ylzey etkin madde 6zelligi gésteren bir maddedir.
Tamamen metabolize edilebildiginden, in vivo biyolojik ortamlar ile

uyumludur?.

Safra tuzu ve lesitin orani ilacin ¢dzindrligini etkiler®’. In vivo

olarak bu oran 1:2 ve 1:5 arasinda degismektedir. in vivoyu taklit etmek
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amaciyla yapilan in vitro caligmalarda aghk kosullari i¢in 3-5 mM safra tuzu
kullaniimakta olup, lesitin:safra tuzu orani da 1:3’t0r. Tokluk kosullari i¢in ise

10-15 mM safra tuzu kullaniimakta olup oran aynidir'”.

Mide-bagirsak kanalini taklit eden ortamlarda safra asitleri ve
lesitinin yaninda, yag asitleri (oleik asit gibi) ve monogliseritler (monoolein

gibi) de kullaniimaktadir*'*,

2.1.3. in Vitro Céziinme Hizi Testleri

G6zinme hizi testleri, ilacin mide-bagirsak kanalindaki
davranisinin in vitro kosullar altinda dogrudan gézlemlenmesine olanak
saglar. Ayni zamanda ilacin kalitesinin de géstergesidir. in vitro ¢éziinme hiz

testlerinin kullanimi Sekil 6'da 6zetlenmistir:

in Vitro Cdzinme

A A

Kalite Kontrol BY /BE
- BCS muafiyet
— Urln spesifikasyonlari — IR ilaglar [ Diisiik gozll)zlar
1 Seri serbest birakma || MRilaglar | | IVIVC
DusUk dozlar
Raf 6mri
| Tip Degisiklikleri

Sekil 6. in vitro ¢cdziinme hizi testlerinin kullanimi®®
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2.1.3.1.in Vitro Céziinme Ortamlari
2.1.3.1.1. Klasik in Vitro Céziinme Ortamlari

Farmakopelerde pH degerleri 1.2 ile 7.5 arasinda degisen
¢6zlnme ortamlari belirtilmistir. Farmakopelerde bazi ilaglara 6zgl ¢6ziinme
ortamlari olmakla birlikte genel olarak pH 1.2, pH 4.5 ve pH 6.8 in vitro
¢6zinme ortamlari kullaniimaktadir. Bunlarin disinda pepsin igeren veya
icermeyen yapay mide ortami (SGF) ve pankreatin iceren veya icermeyen
yapay bagirsak ortamlari (SIF) da farmakopelerde kayitli in vitro ¢ézinme

ortamlaridir.

2.1.3.1.2. Yiizey Etkin Madde iceren in Vitro Céziinme Ortamlari

Mide-bagirsak kanalinin pH’sini taklit eden, fakat ylzey etkin
madde icermeyen in vitro ¢ézinme ortamlari ¢6zUnarligd dustk bircok ilag
icin uygun olmamaktadir*®. Viicutta bulunan yiizey etkin 6zellikteki bilesenler,
ilaclarin ¢6zunarliga Gzerinde etkili oldugundan, ¢6ztinme ortamina bir ylzey
etkin maddenin*’ veya bir organik ¢dziiciinin ilavesi alternatif yol olarak
dustndlmistir®**®. Bu amagla yiizey etkin madde olarak SLS, Tween 20,
dodesiltrimetilamonyum bromUr gibi bilesenler kullaniimistir. Bu maddelerin
ortama ilavesi ile ¢6zUnurlugu dusdk ilaglarin miseller igerisine hapsolmasi ile
¢ozundrliklerinde belirgin artislar gdzlenmistir®®.

Miseller aracili ¢oézindrlik artigi Esitik 6 ve Esitlik 7 ile
aciklanabilir®®:

/3
_fmr — DE';'f Ceor o
ﬂ}—f—( 2 -(C ) Esitlik 6

27
D3 s
=

Jiot: Total aki (g/cm?sn)
Js: Cozliclideki aki (g/cm?sn)
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Deir: Efektif diflizyon (cm?/sn)

Ds: Coziiclideki difiizyon (cm?/sn)

Ciot: Toplam ilag konsantrasyonu (g/cm®)
Cs: CozUnarluk (g/cm®)

C
. ©)
k*= — Esitlik 7

Cs0)- Cmepy

k*: Denge katsayisi

Csm(o): llag yUkli misel derigimi (g/cm®)

Cmp): COzeltideki ylizey etkin madde derisimi (g/cm?®)
Cs(0): COzUN(rliik (g/cm®)

Go6zinme ortaminda kullanilan yizey etkin maddenin cinsinin ve
derigiminin secimi olduk¢ga 6nemlidir. YlUzey etkin madde derisimi etkin
maddelerin 6zelliklerine gbére degiskenlik géstermekle birlikte, % 2’den fazla
kullanilmaz. Bu vyuUzdenin belirlenmesinde ¢6zinme ortamina Dbelirli
yuzdelerde (0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 2.0) ylzey etkin madde ilave edilerek
ilacin ¢6zinmesini belirli bir stre icerisinde(érnedin 120 dak) % 75-85’e

ulastiran konsantrasyon tercih edilir*®:

YUzey etkin maddeler, amfifilik 6zellikte maddelerdir ve polar /
non-polar ara  yluzey yoklugunda veya CMC’nin  (zerindeki
konsantrasyonlarda birleserek (self-association) silindirik, tek tabakal veya
cift tabakal bir dizilim ile miselleri olusturmaktadir. Misellerin sekli ve olusum
sureci gevresel faktérlere (safra tuzu ve lesitin derigimi, osmolarite ve pH gibi)
cok duyarhdir. Olusan misel sistemi ile birgok ilacin ¢ézinurlik degerlerinde

artis gézlenir.
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Hidrofobik ilaglarin  ylzey etkin maddeler yardimiyla
c6zindirme (solubilizasyon) isleminde bu ilaclar misellerin hidrofobik
kisminda hapsedilir. Solubilizasyon ylzey etkin maddenin derisimine,
yapisina ve sicakhgina baghdir. Ayrica solubilizasyon islemi CMC’nin

lizerinde ve misellerin sayisi ile orantihdir®.

Dressman ve ark*® yaptiklari bir ¢alismada ¢dziinme ortamina
0.05-0.08 mol/L SLS ilavesi ile griseofulvinin ¢6zUnarltgindn klasik ¢ézinme
ortamlarina gére 140 kat arttigini g6ézlemistir.

2.1.3.1.3. Biyouyumlu Ortamlar

YUzey etkin maddelerin kullanildidi in vitro ¢dézinme ortamlar
mide-bagirsak kanalini taklit etme konusunda yetersizdir. Bu nedenle, in vitro
¢bzinme hizi ortami gelistirilirken mide-bagirsak kanalnin fizyolojik
degerlerinin de gbz dniine alinmasi gerekmektedir. insan ince bagirsaginin
bilesiminde ¢6zUn0rlGgu artirmaya yarayan safra tuzlari, lesitinler ve diger
lipidler bulunmaktadir. Bu nedenle in vivo ortami daha iyi taklit etmesi
acisindan c¢ézinme ortamlarina biyolojik kaynakli bu maddelerin ilave
edilmesi disundimustar. Biyolojik ortamlari daha iyi taklit eden bu ortamlara
‘biyouyumlu ortamlar’ denir. Biyouyumlu ortamlar ilaglarin in vivo
ortamdaki davranisinin kestiriminde ©énemli bir model olarak ortaya

clkmistir>'>2

. Biyolojik ortamlarn taklit ederken pH ve biyouyumlu ortam
bilesenleri yaninda osmolalite, viskozite, ylzey gerilimi ve tampon kapasitesi

gibi parametreler de énemli rol oynar.

Biyouyumlu ortamlar safra tuzu ve fosfolipitleri iceren
ortamlardir®®. Safra tuzlari safra kanalindan salindiktan sonra lesitinler ve yag
asitleriyle birlikte mide bagirsak kanalinda misel olusumuna neden olur. Bu

sayede bazi ilaclarin ¢ézinurligtinde belirgin artiglar gézlenir. Biyouyumlu
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ortamlar, 0&zellikle az ¢b6zinen ilaglar igin kritik 6nem tasimaktadir.
Cozandrlagin safra tuzlar ile artirilmasinda acghk ve tokluk durumlarinda
ilaclarin BY’lerinin karsilastiriimasi da énemlidir, zira bazi ilaclarin BY’leri
yiyeceklerle birlikte alindiginda degismektedir’®®*. Ornegin, ¢dzinirligl
dislk bir etkin madde olan danazolin BY’si tokluk durumunda, aglk

durumuna gdre dort kat artmaktadir®.

Yiyeceklerin ila¢g biyoyararlanimini degistirmesinde 06zellikle
yagll yiyeceklerin etkisi 6nemlidir. Yagli yiyecekler; mide bosalmasini
geciktirmek, safra akisini uyarmak, mide - bagirsak pH’sini degistirmek,
splanknik kan akisini artirmak, etkin maddenin liminal metabolizmasini
degistirmek ve etkin madde veya dozaj formu ile fiziksel veya kimyasal olarak
etkileserek ilaglarin BY’sini etkileyebilmektedir®®.

Safra tuzlar ve fosfolipitlerin degisik kombinasyonlarini iceren
cok sayida calisma yapilmistir' % in vivoya en iyi uyum saglayan ortamlar
Dressman tarafindan gelistiilen FaSSIF ve FeSSIFtir**. Mide ve ince
bagirsagi taklit eden in vitro ¢éziinme ortamlarinin karsilastiriimasi Tablo 4 ve
Tablo 5’te verilmigtir.
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Tablo 4. Mideyi taklit eden ¢dzinme ortamlarinin karsilastiriimasi

Fizikokimyasal

in Vivo Veriler

in Vivo Veriler

Ozellikler SGFsis SGFriton FaSSGF® | FeSSGF (Aclik)'>19%0 (Tokluk)®'
SLS (a/h) 0.25 % - - - - -
Triton X100 (a/h) - 0.1 % - - - -
Pepsin (mg/mL) - - 0.1 - ~0.8 -
NaTC (mM) - - 80 - ~ 80 -
Lesitin (mM) - - 20 - - -
NaCl (mM) 34.2 34.2 34.2 237.02 68 + 29 -
Glasiyel asetik asit (mM) - - - 17.12 -
Sodyum asetat (mM) - - - 29.75 - -
Sit/Tampon - - - 1:1 - -
HCI / NaOH y.m. y.m. y.m. y.m. y.m. -
Ylzey gerilimi (mN/m) 33.7 32.0 42.6 - 41.0+£6.0 25.8
Osmolarite (mosm/kg) 180.5+ 3.6 157.7+£2.9 120.7+ 2.5 ~ 400 191 + 36 500 £ 15
pH 1.2 1.2 1.6 5.0 1.4-21 49-59

SGFg s: Sodyum lauril siilfat iceren yapay mide ortami, SGF;ii0n: Triton X 100 iceren yapay mide ortami,

FaSSGF: Aclik durumu yapay mide ortami, FeSSGF: Tokluk durumu yapay mide ortami, NaTC: Sodyum taurokolat
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Tablo 5. ince bagirsag taklit eden ¢éziinme ortamlari

Fizikokimyasal SIF FaSSIF¥ FaSSIF®2® | FaSSIF-V2*% |  FeSSIF* | FeSSIF-v2*
Ozellikler

KH.PQO4(g) 6.8 3.9 - - - -
NaH.PO, (g) - - 3.438 - -
Pankreatin (g) 10.0 - - - - -
NaOH 0.62¢g - - 34.8 mM - 81.65 mM
NaTC (mM) - 3 3 3 15 10
Lesitin (mM) - 0.75 0.75 0.2 3.75 2

KCI (g) - 7.7 - - 15.2 -
Asetik asit (g) - - - - 8.65 -
Maleik asit (mM) - - - 19.12 - 55.2
NaCl - - 6.186 g 68.62 mM - 125.5 mM
Gliseril monooleat ] ) ) ) ) 5
(mM)

Sodyum oleat - - - - - 0.8
Deiyonize su (y.m.) 1L 1L 1L 1L 1L 1L
Osmolarite (mosm/kg) - 270 £ 10 270 £ 10 180 £ 10 635+ 10 390 £10
pH 6.8 6.5 6.5 6.5 5.0 5.8

SIF: Yapay bagirsak ortami, FaSSIF: Aclik durumu yapay bagirsak ortami,
FeSSIF: Tokluk durumu yapay bagirsak ortami, NaTC: Sodyum taurokolat
FaSSIF-V2: Modifiye FaSSIF
FeSSIF-V2: Modifiye FeSSIF
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Galia ve ark® ¢dziindrlik problemi olan (danazol, mefenamik
asit, ketokonazol) ve olmayan (asetaminofen ve metaprolol) ilaglarin kati oral
dozaj formlarindan ¢ézinme hizlarini palet ydéntemi ile 500 mL hacimde c¢esitli
c¢6ziinme ortamlari kullanarak incelemistir. Cézlnme ortami olarak distile su
(pH 5.9-7.0), SIF (pH 7.5), SGF (pH 1.2), sigir sttt (% 3.5, pH 6.5), FaSSIF
(pH 6.5, 3 mM safra tuzu, 0.75 mM lesitin) ve FeSSIF (pH 5.0, 15 mM safra
tuzu, 3.75 mM lesitin) kullaniimistir. G6zUnUrlUk ve permeabilitesi yliksek olan
parasetamol tabletlerin sit haricindeki bltlin ortamlarda hizla ¢6zindugu
gértlmastir. Danazol kapsdullerinin  safra tuzu/lesitin iceren ortamda
¢6zUnOrligt 30-100 kat artis gdstermesine ragmen yeterli ¢dézundrlige
ulasilamadigr géralmustir. En fazla ¢é6ziinme st ortaminda (2 saat sonunda
yaklasik % 25) g6zlenirken FeSSIF ile % 10-15, FaSSIF ile % 0-5 arasinda
¢bzinme gbzlenmigtir. Distile su ortaminda herhangi bir ¢ézinme
g6zlenmemistir. Ketokonazol zayif bazik 6zellikte oldugundan, disik pH’larda
daha fazla ¢6ézindrlik gdstermektedir. Bu nedenle SGF'de 30 dak icinde
¢6zUnmastir. FeSSIF ortaminda ¢6zinme daha disUktir (2 saatte % 70).
FaSSIF ortaminda ise 2 saatte % 6’hk bir ¢6zinme gergeklesmistir.
Mefenamik asit kapsulleri yiksek pH'ya bagh olarak en fazla ¢dzlinmeyi
SIF'de (1 saatte % 30-40) gbstermistir. 1 saat sonunda sitte % 10-20
c6ziinme gdzlenirken, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda sirasiyla % 5-6 ve
% 3-4 civarinda ¢ézinme gdézlenmistir. YUksek konsantrasyondaki safra
tuzunun mefenamik asitin ¢ézindrligine etkisinin olmadigr géraimustir. Bu
calisma ile ¢6zUnUrlik problemi olan ilaglarin ¢ézinme hizlarinda segilen

ortamin tipi ve kompozisyonunun énemli oldugu saptanmistir®,

Nicolaides ve ark®® lipofilik ve az ¢dziinen ilaglar (troglitazon,
atovakuan ve sanfetrinem) kullanarak su, siOt, SIF FaSSIF, FeSSIF
ortamlarindaki ¢6zinme hizlarini kargilastirmistir. Zayif bazik 6zellikte olan
troglitazon icin en ylksek ¢dziinme FeSSIF ortaminda(1 saatte yaklasik
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% 70) gbzlenmistir. Sltte % 70°e yakin bir ¢6zinme gézlenmis, ancak bu
degere deneyin 2. saatine dogru ulasiimistir. FaSSIF ortaminda ise
%10-20’lik bir ¢bézinme elde edilmistir. Noétral 6zellikteki atovakuan igin
tabletlerden en fazla ¢dézinme sitte (yaklasik % 12) gbzlenmigtir. Diger
ortamlarda %3’ten daha az bir ¢6zlinme elde edilmistir. Sanfetrinem de nétral
bir bilesik olup, en fazla ¢6zinme sitte (2. saatte % 70) daha sonra
FeSSIF’te (1 saatte % 50-60) gbzlenmistir. FaSSIF’te ise % 20-30’luk bir
¢bzinme elde edilmistir. Sonu¢ olarak, gu¢ ¢6zinen ilaglarin in vivo
performanslarinin tahmininde biyouyumlu ortamlarla yapiimig olumlu sonuglar

alinmakla birlikte, daha kapsamli calismalara ihtiyac duyulmaktadir®®.

Kostewicz ve ark® zayif bazik dzellikte ve disik ¢dzinirliik
gbsteren dipiridamol tabletlerin FeSSIF ortaminda tamaminin 20 dak’da;
FaSSIF ortaminda 2 saat sonunda %80’inin salindigi belirtmis ve zayif bazik

ilaglar icin de biyouyumlu ortamlarin kullanilabilecegini géstermiglerdir.

Lébenberg ve ark®® glibenklamidin  iki farki  tablet
formalasyonunun aclik ve tokluk durumlarini taklit eden in vitro ortamlardaki
cbzinme hizlarini incelemigtir.  Glibenklamid, zayif asidik &zellikte,
¢6zUn0rligu dustk ve blylk oranda pH’ya badimli olan antihiperglisemik
ajandir. Calismada SGF, SIF, pH 6.0 fosfat tamponu, FaSSIF ve FeSSIF
kullaniimis ve GastroPlus® programi yardimiyla in vitro - in vivo korelasyon
(IVIVC) kurulmustur. FaSSIF kullaniimasi ile iyi bir korelasyon elde edilirken,
SIF kullanildiginda korelasyon gérilmemistir.  Sonug¢ olarak biyouyumlu
ortamlarda, klasik ¢b6ziinme ortamlarina gére in vivoya daha yakin sonuglar
elde edilmistir.

in vitro ¢oézinme hizi deneylerinde biyouyumlu ortamlarin
kullaniimasinin gerekli olup olmadigdi, ilaclarin fizikokimyasal 6zelliklerine,

¢6zindrligine ve permeabilitesine baglidir. Fagerber ve ark® dért bazik
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(astemizol, karvedilol, sinnarizin ve tamoksifen), l¢ asidik (glibenklamid,
indometazin ve tolfenamik asit) ve ¢ nétral (albendazol, danazol ve felodipin)
Ozellikteki ilacin  biyouyumlu ortamlardaki davraniglarini incelemislerdir.
Karvedilol ve astemizol digindaki tim maddeler kér ortamlarn ile
kiyaslandiginda, FaSSIF ve FeSSIF ortaminda daha ytksek ¢6zinUrlik ve
daha hizh ¢6zinme gb6stermistir. Notral bilesikler FeSSIF ortaminda,
FaSSIF’e goére daha ylksek coézindrlik gdstermistir. Ayrica pH'ya bagli
c6ziinme gobsteren asidik bilesiklerin de FeSSIF kullanimi ile ¢ézandrlikleri
FaSSIF’'e gére daha fazla artmistir. Calisma sonucunda yapisal ézelliklerin
c6zUnUrligu etkiledigi ve biyouyumlu ortamlarda nétral ve pozitif yUkIG
bilesiklerin diger ortamlara gbre daha yldksek c¢6ziunirlik gosterdigi

saptanmistir®®.

Kleberg ve ark® safra tuzlari ve lesitinin yanisira oleik asit ve
monolein bilesenlerini  farkli oranlarda iceren biyouyumlu ortamlar
gelistirmiglerdir. Hazirlanan ortamlarda oleik asit : monolein orani 2:1 veya
6:1 olarak kullaniimistir. Bu ortamlari kullanarak danazol, fenofibrat ve
sinnarizin  gibi gu¢  ¢bzlinen laglann  ¢bézinUrllk  kapasiteleri
degerlendirildiginde, fenofibrat ve sinnarizinin  kullanilan  biyouyumlu
ortamlarda olusan misellerde ¢6zindigl; danazolin ¢dzintrligandn ise bu
kompozisyondan etkilenmedigi belirtilmistir®®.
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Geligtirilen biyouyumlu ortamlarin 6zel hazirlanis yéntemleri
bulunmaktadir. Bu in vitro ¢ézinme ortamlarinin hazirlaniginda bazi
dezavantajlar bulunmaktadir. Bu ortamlarin hazirlanisi:

e Uzun surer.

e Bircok madde ilavesi gerektirir.

e Toksik bir organik ¢éztcu kullanimini gerektirir.
e (Cokme gibi problemler gorilebilir.

e BlyUk hacimlerde hazirlanmasi zordur.

e Farkh dretim yerlerinde tekrarlanabilirligi zordur.

Tom bu dezavantajlar biyouyumlu ortamlarin hazirlanisinda

yeni arayislari gindeme getirmistir.

2.1.3.1.4. SIF Powder®

Biyouyumlu ortamlar hazirlanirken yukarida bahsedilen
zorluklar nedeniyle, Phares firmasi tarafindan FaSSIF ve FeSSIF’in
hazirlanmasinda kullanilan sodyum taurokolat ve lesitin iceren SIF Powder®
liyofilize toz karisimi gelistiriimistir(Sekil 7).

Sekil 7. SIF Powder®
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SIF Powder® karisiminin avantajlari asagidadir:

1. Kolay kullanim:

FaSSIF ve FeSSIF ayni liyofiize toz kangimi kullanilarak
hazirlanabilmektedir.
Bu ortamlar kiglk ve buyik miktarlarda, ¢cok kisa sirede, kolaylikla
hazirlanabilmektedir.
Kullanmadan hemen &nce hazirlanacagindan, sterilizasyon ve

saklama problemleri bulunmamaktadir.

2. Yiksek kalite:

SIF Powder® yilksek kalitedeki yardimci maddelerden elde edilmistir.
Kullanilan yardimci maddelerin  saflik acisindan oldukca dar
spesifikasyon limitleri bulunmaktadir.

Her seri standart bir Uretim prosediriine gbére valide edilmis
ekipmanlar kullanilarak tretilmektedir.

Uriin kalite kontrol testlerinden gecmekte ve spesifikasyonlari analiz

sertifikalari ile belirtiimektedir.

3. Standardizasyon:

Toz karisim standart prosedirlere gbére hazirlandigindan, farkli Gretim
yerlerinden veya kisisel farkliiktan kaynaklanan varyasyonlar
gdzlenmemektedir. Her defasinda ayni standartlarda biyouyumlu
ortamlar elde edilmektedir.

FaSSIF ve FeSSIF hazirlamak icin SIF Powder® standart bir misel

boyutu saglamaktadir.
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Ginimiizde SIF Powder®, kullanim amagclarindan dolayi in
vitro ¢6zGnme hizi deneylerinde FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinin

hazirlanisinda tercih edilmektedir®”2.

2.1.3.1.5. in Vitro Céziinme Hizi Testlerinde Kullanilan Aletler

Oral, kati dozaj sekillerinin in vitro ¢6zinme hizi testlerinde en
cok USP Cihaz 1 (sepet) ve Cihaz 2 (palet) kullaniimaktadir. USP Cihaz 4
(stirekli akis hiicresi) de diisiik ¢6zunirligi olan ilaglar igin uygundur®.

2.1.3.1.6. in Vitro Céziinme Hizi Kinetikleri

2.1.3.1.6.1. Model Bagimsiz Yontemler

Moore ve Flanner®® in vitro ¢éziinme hizi profillerinin
karsilastirlmasinda iki esitlik tanimlamistir. Bunlar fark faktéra (f1) ve
benzerlik faktorl(fz)'dar(Esitlik 8 ve Esitlik 9). Her iki esitik de FDA
tarafindan ¢ézinme profillerinin karsilastiriimasinda &énerilmekle birlikte,
uygulamalarda f, esitligi daha cok tercih edilmektedir.

f1= HZm”'RF T;I]H[Zmn &} 100 Esitlik 8

, ) —0s Esitlik 9
f, =50 .lng{[l— (1;,”) Zmn (R,— T, 2] .100} ¥
Esitliklerde;
n : Zaman noktalarinin sayisi
Ry : Referansin ¢ozinen ylzdesi
Ty : Testin g6zlnen yuzdesi
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in vitro ¢dziinme hizi profillerinin benzer kabul edilebilmesi icin
f1 degeri sifira yakin olmali ve fo degeri 100’e yakin olmalidir. Genel olarak f4
degerinin 0-15 arasinda ve f, degerinin ise 50-100 arasinda olmasi iki

profilin benzerligi veya esdegerligi anlamina gelmektedir’.

2.1.3.1.6.2. Model Bagimhli Yontemler

Model badimli ydéntemlerin uygulanabilmesi igcin en az 4 zaman
noktasi gerekmektedir. Uygulamada, ¢6zlinme verisini tanimlayabilen uygun
bir modele gereksinim duyulmaktadir. Once matematiksel fonksiyon segilir,

daha sonra model parametreleri ile ¢éziinme profilleri elde edilir’".

Model bagimli yéntemlerde, test ve referans serilerin model
parametrelerindeki MSD’nin (cok degiskenli istatistiksel aralik, multivariate
statistical distance) hesaplanmasi ve iki seri arasindaki gergek farkin %90

glven arahginin belirlenmesi gerekmektedir.

2.1.3.1.6.3. DDSolver Programinin in Vitro Céziinme Hizi Kinetiklerinin

Degerlendirilmesinde Kullanimi

ilaglarin co6zinme hizi verilerinin uygunlugunun
degerlendiriimesinde cesitli matematiksel modeller kullaniimaktadir; ancak
ilacin ¢ézinme &zelligine gbére spesifik non-lineer esitligin tespit edilmesini
saglayacak uygun bir bilgisayar programi kullaniimadiginda, bu modellerin
degerlendiriimesinde  uyumsuzluklar g6zlenmektedir. G6zinme hizi
verilerinin  uygunlugu profesyonel istatistiksel programlar (Micro-Math
Scientist, GraphPad Prism, SigmaPlot, SYSTAT gibi) yardimiyla
degerlendirilebilmektedir. Ancak bu programlar, kullanicinin ilgili esitligi elle
girmesini ve her parametre icin ilk degerin girilmesini gerektirmektedir. Bu

nedenle ¢6zinme 6zelliginin  uygunlugunun degerlendirmesinde kolay
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uygulanabilen ve ¢ok sayida in vitro ¢éztinme hizi modelini iceren kapsaml
bir programa ihtiyac duyulmaktadir. DDSolver, bu amagcla geligtiriimis

Microsoft Excel Gizerinden yazilmis kullanici uyumlu bir programdir’.

DDSolver'in avantajlar su sekilde dzetlenebilir:

¢ Non-lineer optimizasyon ydntemi kullanilarak ¢ézinme hizi verilerinin
degerlendirmesinde 40 adet farkli model icermektedir.

e Cesitli yaklagimlar kullanarak ¢6zinme hizi profilleri arasindaki
benzerligin degerlendiriimesini saglamaktadir.

e Kullanimi kolay, cabuk sonu¢ veren ve hata orani dusik bir
programdir.

DDSolver programina gore en sik kullanilan modeller Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6. C6ziinme hizi kinetik modellemede en sik kullanilan modeller

Model Esitlik Parametreler
aSifirnci derece kinetik | £ = ko .t k;
®Birinci derece kinetik | F =100.(1— e7%#:f).¢ ko, Fy
°Higuchi F =kgy.t%° K
dKorsmeyer-Peppas F =kgp.t™ kgp, M
®Hixson-Crowell F=100.[1-{1—kyet)7] ke
'Hopfenberg F =100.[1—(1 - kyg.t)"] kg, T
; ] PR ORI N
Baker-Lonsdale > 100 100  er kg
"Makoid-Banakar F=kygthe "t kKus, T k
'Peppas-Sahlin_1 F= kg t™ + b, t™" ki, ka2, m
JPeppas-Sahlin_2 F= k.t + k,.t ks, ks
“Quadratic F = 100.(ky. t* + ky. t) ke, ks
_(e-Ti)f
""Weibull_1 F= 1DIJ.[1 —e «a l ap T;
B
'Weibull_2 F =100. [1 - e‘El B
v
""Weibull_3 F=F,_.. (1 — e‘?) @ B, Foax
_(e-Ti)F
‘MW eibull_4 F=F,_.[1—e = l @& B, T, Frax
o o E.n:+.[?.lng:l:r}
Logistic_1 = 'lﬂﬂ.m ap
no . gatfleg(t)
“Logistic_2 F= Fmex'm @, B, F'max
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"PLogistic_3 F= Fmﬂx'm k, v, Fmax
"‘Gompertz_1 F = 100.e = #151 a

"9Gompertz_2 F = Fpge.e—@s 50 @, B, Frnax
""Gompertz_3 F=F,_.. gms ) k, v, Fraax
"s Gompertz_4 F=F__.ePe ™ k, B, Frmax
'Probit_1 F = 100.0[a + B.log (t)] a

"Probit_2 F = Frge Ola+f.log ()] %, B, Frmax

TOm modellerde F, t zamaninda salinan ilag kesri (%)
ako, sifirinci derece hiz sabiti
k1, birinci derece hiz sabiti
kH, Higuchi hiz sabiti
4 kyp, dozaj formunun yapisal ve geometrik &zelliklerini kapsayan hiz sabiti. n, ilag salim
mekanizmasini gésteren difiizyonel Us
®Kuc, Hixson-Crowell hiz sabiti

kaB, Hopfenberg modelinin kombine hiz sabiti. kHH:ku /(co=ap? burada ko, erozyon hiz
sabiti, Gy ilacin matristeki baslangi¢ konsantrasyonu, a, kire veya silindirin baslangi¢
yarigap! veya diz yuzey kalinliginin yarisi, n ise diz ylzey, silindir ve kire igin sirasiyla 1,
2ve 3. k 7
9 kgL, Baker-Lonsdale modelinin kombine hiz sabiti 35:[3*5‘* Ef’“[fﬂ*":”}] burada D
difizyon katsayisi, Cs doygunluk ¢dzindrliga, , ro kire veya silindirin baslangi¢ yarigapi
veya diz yuzey kalnhginin yarisi, Gy ilacin matristeki baslangi¢ konsantrasyonu

kMB, n ve k Makoid-Banakar modelinin ampirik parametreleridir (kyg, n, k > 0)

"k4, Fick kinetikleri ile iligkili sabit, k, Case Il kinetigi ile iligkili sabit, m kontrolli ilag salim
mekanizmasini gésteren difiizyonel Us
Tkq, 2% il iligkili difdzif ila¢ hiz sabiti, ko t ile iligkili polimere bagimli ilag salimini gdsteren
sabit
kk1, ile iliskili Quadratic ila¢ hiz sabiti, k, t'ye bagimli Quadratic ila¢ salimini gdsteren sabit
'a, prosesin zaman skalasini tanimlayan parametre, B sekil parametresi B=1 ise egri, f>1
ise sigmoid, B<1 ise parabolik
™T,, Coziinme veya salim isleminin baslangicindaki gecikme zamanini gésteren parametre.
Genelde sifirdir.
" Frax, SONsuzda salinan maksimum ilag kesti
°a, Logistic 1 ve 2 modellerinde ¢6ziinme ve zamanla ilgili parametre, B ise sekil faktori
PK, Logistic 3 modelinde sekil faktérii; y ise F = Fra/2” deki zaman
9a, Gompertz 1 ve 2 modellerinde zaman faktor(, B ise sekil faktori
rk ,Gompertz 3 modelinde sekil faktdri, y ise F = Fra/exp(1) = F = Fi2c°0.368

B Gompertz 4 modelinde zaman faktérd, k ise sekil faktdri

', standart normal dagilim, a Probit modelinde zaman faktdri, B ise sekil faktorii
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DDSolver model uygunlugunun saptanmasinda birgok
istatistiksel yaklagimi kullanir. Bunlar; korelasyon katsayisi (R ops-pre),
determinasyon katsayisi (Rsqr, R? veya COD), diizeltimis determinasyon
katsayis! (Rsqr_adj, Rzadjusted), ortalama kare hatasi (MSE), kalintilarin standart
sapmas! (MSE_root veya Sy.x), sapma kareleri toplami (SS, SKT), agirlikh
sapma kareleri toplami (WSS, ASKT), Model Se¢cme Kriteri (MSC) ve
Akaike Bilgi Olciitli (AIC, AKAIKE)dir. Tim bu kriterler arasinda en gok
kullanilanlari Rzadjusted, MSC ve AIC’dir (Esitlik 10).

n—1
n—p

Esitik 10

(1—-R%)

2 —
Rna’_,'uscs'a' =1—-

n: Veri noktalarinin sayisi
p: Modeldeki parametre sayisi
WSS: Sapma kareleri toplami
R%dusted degerinin  ylksek oldugu modelin secimi daha

uygundur.
MSC de diger bir istatistiksel model se¢cme kriteridir.

Esitlik 11

MSC = In (E’:: Wi (0 e — ?_m)z) _2p

Z?:l Hi (.-"T-'?DE.S - ?_;Jr'ﬂ:'l: n

L

wi: Agirlik faktéradir ve ¢ézinme hizi verileri uygunlugu icin genellikle 1°dir.
Yi obs: I.’de gOzlenen y degeri

Vi pre: 1.’de tahmin edilen y degeri

¥ obs: GOzlenen tiim y degerlerinin ortalamasi

¥ pre: T@ahmin edilen tim y degerlerinin ortalamasi

p: Modeldeki parametre sayisi

n: Veri noktalarinin sayisi
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Farkh modeller karsilastirilirken MSC degeri en ylksek olan
model en uygun modeldir.

AIC en iyi modeli segmek icin kullanilan él¢ttlerden biridir.
AIC = n.In(W55) + 2.p Esitlik 12

n: Veri noktalarinin sayisi
p: Modeldeki parametre sayisi
WSS: Sapma kareleri toplami

Karsilastirilan iki modelin parametre sayisi farkl ise, AIC
degeri daha dusuk olan modelin daha iyi oldugu sdylenebilir.

DDSolver programi ile in vitro ¢dzinme hizi profillerinin
kiyaslanmasi da mimkindar. Bunun icin programa kayith fq, fo faktérleri, tek
degiskenli ANOVA, oran-test prosedurleri, rescigno indeksi, %90 GA
farkhligr yontemi, cok degiskenli istatistiksel glven araligi yéntemi, model
bagdimh yaklasimlar, Bootstrap f, yéntemi, Chow ve Ki yontemi gibi alternatif
yontemler de bulunmaktadir’.

2.2. Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi (BCS)

Biyofarmasétik Siniflandirma Sistemi (BCS) ilaglarin ¢éziinme
Ozellikleri ile etkin maddenin ¢dzunurlik ve permeabilite 6zelliklerine
dayanan bilimsel bir yaklasimdir”. Hizli salimh oral kati dozaj sekillerini
kapsar. Salm 6zelligi degistirilmis ilaglar igin uygun bir siniflandirma sistemi
degildir. Sistemin amaci ¢ézinirlik ve permeabilite élcimlerinden hareketle
ilacin in vivo performansini tahmin etmek, in vitro ¢alismalar artirip, in vivo
calismalari en aza indirmek, in vitro-in vivo korelasyonu saglamak ve BY/BE

calismalarindan vazgegme kriterlerini belirlemektir.
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BCS’e gobre ilaglar ¢6zUndrlik ve permeabilite 6zelliklerine gére
dért grup altinda toplanmaktadir(Tablo 7).

Tablo 7. ilaglarin BCS’e gére siniflandirimasi”

Yiksek Dislik
Cozinarliuk Cozinurliuk
2
E
55| SINIF1 SINIF 2
2=
S 5 | (Hizh ¢éziinme)
SO
2
2 SINIF 3 SINIF 4
X (]
Ho § E
S 5
Qo

Sinif 1 ilaclar — YUksek ¢ozunurlik, hizli ¢ézinme ve ylksek
permeabiliteye sahip ilaglardir. Bu siniftaki ilaglarin emiliminde hiz sinirlayici
basamak ¢dzinmedir veya ilag ¢ok hizli ¢6zinme gdsteriyorsa hiz sinirlayici
basamak mide bosalmasidir. Bu durumda ¢ézinme profilleri iyi tanimlanmalh
ve tekrarlanabilir olmalidir®. Bu gruptaki ilaglar bir takim gereklilikleri
sagladigi takdirde in vivo BE calismalarindan muaf tutulabilmektedir
(biyomuafiyet)®®. Bunun igin:

e ilac gastrointestinal kanalda dayanikli olmali,

e Formdilasyonda kullanilan diger yardimci maddeler ilacin emilim hizi ve
miktarini etkilememeli,

e lacin terapétik indeksi dar olmamall,

e ilacin emilimi agizda gergeklesmemelidir.
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Tom bu kosullarin saglanmasi durumunda ilag, katl dozaj
formu gibi degil, daha cok oral c¢dzelti gibi davranir. iki ilacin BE’sini
saptanmasi igin in vivo ¢alismaya gerek duyulmadan ¢éztinme hizi profilleri
karsilastirilir. Elde edilen ¢ézinme hizi profilleri, kandaki konsantrasyon-
zaman profillerinin yerini tutar ve test ve referans ilacin BE durumu in vitro

testlerle belirlenebilir.

Sinif 2 ilaclar — DUsUk ¢6zUnUrlik ve yiksek permeabiliteye
sahip ilaglardir. Bu siniftaki ilaglarin emiliminde hiz sinirlayici basamak ilacin
c6zinmesidir. Coézinme profilleri, farkh pH’larda ve en az 4-6 nokta ile
tanimlanmalidir. lyi tasarlanmis in vitro kosullar saglanarak in vitro — in vivo

korelasyon kurulabilir.

Sinif 3 ilaglar — Sinif 3 ilaglar, ylksek ¢ézinurlik gdsterir ve
emilimleri genellikle formllasyondan bagimsizdir. Eger Sinif 3 ilaglar icin
¢6zlnme tim fizyolojik pH’larda ¢ok hizliysa (15 dak iginde %85 veya daha
fazla ¢6zinme) in vivo ortamda adeta oral ¢ozelti gibi davranirlar. Oral
cozeltiler ise genellikle in vivo BE calismalarindan muaftirlar. Ancak Gl
transiti (seker alkolleri gibi) veya ilag emilimini (ylzey etkin maddeler gibi)
etkileyen bir takim yardimci maddeler bulunmaktadir. Sinif 3 ilaglar,
formialasyonda kullanilan yardimci maddeler ile etkilesme &zelliklerine gére

iki gruba ayrilabilirler”:

Sinif 3a — Yiksek ¢cozunurlik / Distk permeabilite / Hizli ¢dziinme /
Yardimci maddelerden etkilenmeme

Sinif 3b — Yiksek ¢dzunUrlik / DUsUk permeabilite / Yardimci maddelerden

etkilenme
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Buna goére Sinif 3a ilaglarin ¢ok hizli ¢éziinmesi halinde in vivo
BE calismalarindan muaf tutulabilmektedir’®.

Birgcok yardimci maddenin permeabilite Gzerinde etkili olmadigi
belirlenmis olmasina ragmen az sayida da olsa permeabiliteyi
etkileyebilecek yardimci madde bulunmaktadir. Ornegin SLS ilaglarin
permeabilitesini  etkilemezken; Tween 80, furosemit, simetidin ve
hidroklorotiyazit gibi etkin maddelerin  permeabilitesini  apikalden
bazolaterale dogru artirmaktadir. Bu durumda, BE calismalarinda referans
artin ile ayni veya permeabilite tzerine etkisi bulunmadidi bilinen yardimci
maddelerin kullaniimasi ile Sinif 3 ilaglar igin biyomuafiyetten s6z edilebilir®.

Sinif 4 ilaglar — Dusuk ¢6zinUrlik ve dislk permeabiliteye
sahip ilaglardir. Bu grupta yer alan ilaglarin oral emiliminde belirgin
problemler bulunmaktadir.

BCS, 2000 yilinda Amerikan Gida ve ilag idaresi (FDA) ve
2002 yilinda Avrupa ilag Degerlendirme Ajansi (EMA) tarafindan kabul

edilerek ydnetmelik halinde yayinlanmistir®®””.

2.2.1. BCS’de Temel Alinan Parametreler
2.2.1.1. Etkin Maddenin Coézunurltgl

BCS kapsaminda saglik otoritelerince kabul géren ¢6zinUrlik
kriterine goére ilacin piyasadaki en yuksek dozu, 37°C'de, pH 1.0-6.8
araliginda, 250 mL veya daha az miktardaki ortamda ¢6zlnebiliyorsa ilag
yiksek coézindrlik goésterir. Calismalarda genellikle pH 1.2, pH 4.5 ve
pH 6.8 in vitro ¢cdziinme ortamlari tercih edilmektedir’™.
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ilacin ¢dzinurlik ve c¢dziinme ozellikleri incelenirken siklikla
yararlanilan parametre doz numarasidir(Esitlik 13). Doz numarasi (Do)

degerinin 1’den kiclik oldugu ilaglar yiksek ¢6zinurlik géstermektedir.

(Dazm}) Esitlik 13

D. =
] C_l:,'

Do: Doz numarasi

Doz: En ylUksek doz (mg)

Cs: G6zUnUrlik (mg/mL)

V,: 250 mL (ABD, ingiltere ve ispanya kilavuzlarina gore)
Vo: 150 mL (Japonya kilavuzlarina gore)

2.2.1.2. Etkin Maddenin Permeabilitesi

Bir etkin maddenin permeabilitesi dolayli olarak emilme
oranina baglidir. BCS’e gore ilacin mide-bagirsak kanalinda dayanikl
olmasi kosulu ile él¢ilen emilim oraninin FDA’ya gére %90’a esit veya daha
blyUk olmasi gerekirken, EMA’da bu deger % 85’e esit veya daha buyuk

olarak belirtiimektedir®®”.

Emilimin élcima;
= insanlarda yapilan farmakokinetik galismalar (Mutlak BY ve kitle
denge calismalari)
= Hayvan deneyleri (in vivo veya in situ intestinal perfiizyon)
= in vitro hiicre kiltiri modelleri (epitelyal hicre kiiltiriinde yapilan in

vitro gecis deneyleri gibi) ile de hesaplanabilmektedir’®.

39



Permeabilite ve ilacin emilen kesri arasindaki iligkiyi inceleyen
calismalar sonucu bir ilacin permeabilite degerinin 2’nin Gzerinde olmasi

durumunda tam bir emilimin beklenebilecegi belirtilmistir®*.

2.3.1.3. C6ziinme Hizi

BCS’e goére; USP’de belirtilen ¢dzinme hizinda kullanilan
aletlerden; USP Cihaz 1 ile 100 rpm hizda veya USP cihaz 2 ile 50 rpm
hizda, 900 mL pH 1.2 (veya enzimsiz mide sivisi), pH 4.5 ve pH 6.8 (veya
bagirsak sivisi) in vitro ¢éziinme ortamlarinin her birinde; ortama herhangi
bir ylzey etkin madde ilave edilmeden ilacin en az % 85’i 30 dak icerisinde
coziindyorsa ilag hizli ¢dziinme 6zelligi gdsterir’. Céziinme hizi deneyinde

érnek alma araliklari icin 10, 15, 20, 30 ve 45. dak dnerilmektedir’®.

2.2.2. BCS’e Dayanan Biyomuafiyet

Bir etkin maddenin ¢dzUnurliGgundn ytksek oldugu biliniyorsa,
ilacin vicuda alinmasi sonrasinda karsilasacagr pH araliginda dozaj
sisteminin dagiimasini takiben hizla ¢ézinmesi ve permeabilitesinin de
yUksek olmasi kosuluyla ilacin herhangi bir BY sorunu olusturmayacagi
beklenmektedir. Bu durumda ¢6zinme hizi profillerinin  benzerligine
dayanarak in vivo BE calismasi zorunlulugu kaldirilabilir®®.

BCS’e dayanan biyomuafiyet kavrami in vivo BE ¢aligmalarini
azaltmak amaciyla gelistirilmis bir yaklasimdir. Bu yaklasim terapétik indeksi
dar olmayan, yuksek co6zinurlik gésteren ve emilimi bilinen ilaclari
kapsamaktadir’®. Oral yoldan alinan, hemen salim gdsteren kati dozaj
sekillerini icermektedir.
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BCS Sinif 1’e dayali biyomuafiyette:

e Etkin madde ylUksek ¢dzinirlik ve tam emilim gdsteriyorsa (BCS Sinif 1)
e Test ve referans Grln in vitro ¢6zinme hizi testlerinde c¢ok hizli
c6ziinme(=%85/15 dak) veya hizli ¢dzinme(=%85/30 dak) gbsteriyorsa
e Formilasyonda kullanilan yardimci maddeler BY kalitatif veya kantitatif

olarak etkileyebileceginden, her iki formllasyonda genellikle ayni veya

benzer yardimci maddeler kullaniliyorsa saglanabilir.

BCS Sinif 3’e dayali biyomuafiyet:

e Etkin madde yiksek ¢ozunurlok ve sinirh  emilim gdsteriyorsa
(BCS Sinif 3)

e Test ve referans Urin in vitro ¢dzinme hizi testlerinde ¢ok hizli ¢6zinme
(= %85/15 dak) gdsteriyorsa

e Formilasyonda kullanilan yardimci maddeler BY’yi kalitatif veya kantitatif
olarak etkileyebileceginden, her iki formilasyonda genellikle ayni veya

benzer yardimci maddeler kullaniliyorsa saglanabilir.

Biyomuafiyet kararinin uygunluk riski Sinif 3 ilaclarda spesifik
bdlgeden emilim, tasiyici-protein etkilesimi, yardimci madde kompozisyonu
ve terapdtik risk gibi nedenlerden dolayi Sinif 1’den daha kritik olmaktadir’.

Biyomuafiyet icin yapilan in vitro ¢ézinme hizi profillerinin
karsilastinimasinda f, degerinin hesaplanmasi Onerilmektedir. f, dederi
50-100 arasinda ise iki ilacin benzer oldugu yorumu yapilmaktadir. Benzerlik
faktérii degerlendirmelerinde varyasyon katsayisinin erken zamanlarda
%20’den fazla olabilecegi, fakat sonraki zamanlarda % 10’'u gegmemesi
gerektigi belirtiimigtir. Ayrica ardi ardina gelen iki zaman noktasinin

ortalamasinin standart sapmasi % 10'u gecmemelidir. ilacin % 85ten
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fazlasinin ¢6zinme hizi testinin ilk 15 dak’si icerisinde ¢dzlinmesi
durumunda ¢dzinme profilleri fo hesaplamasi yapilmaksizin benzer kabul
edilmektedir®®.

2.2.3. BCS’e Gére in Vitro Céziinme Ortaminin Secimi
2.2.3.1. Sinif 1 Bilesikler

Sinif 1 bilesiklerin ¢dzanGrligh yiksek ve mide-bagirsak
kanalindan gegigleri kolaydir. Bu nedenle bu bilesiklerin oral BY’si %100’e
yakindir. G6ziinme &zellikleri ¢6zinme ortamina bakilmaksizin hizla %100’e
yakin bir degere ulasir. Sinif 1 bilesiklerin emilim hizlari genellikle dozaj
formundan bagimsiz oldugundan bu ilaglarin konvansiyonel dozaj formlari
icin IVIVC nadiren basarili olur. Gézinme hizi ortami olarak klasik ¢bziinme
ortamlarinin kullanilmasi énerilir ve FDA’ya gore 30 dak igerisinde ¢6zliinme
ortaminda %85 ¢6éziinme gdbstermelidir. Oral uygulama sonrasi bu ilaglar
mideden hizla geger ve genellikle orada dagilir; bu nedenle SGF kullanimi
uygun olmaktadir.

Buna alternatif olarak ince bagirsak pH’sini taklit eden SIF
¢6zinme ortami olarak kullanilabilir. Bu ortam genellikle zayif asidik
dzellikteki ilaglar igin uygun olmaktadir®®.

2.2.3.2. Sinif 2 Bilesikler

Sinif 2 bilesikler az ¢cézlndrler, ancak bagirsak mukozasindan
kolayca gecebilirler. CézUnarligi distk olan birgok lipofilik ilac bagirsakta
yer alan absorptif hiicrelerin lipit tabakalarindan rahatlikla gecebilmektedir.

Oral BY’de sinirlayici faktér ¢cé6ztinme hizi olan bilesikler distk

co6zindrlik gosteren bilesikler olarak tanimlanmaktadir. Co6zinUrlik degeri
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100 pg/mL’den digiUk olan ilaglarin in vivo ortamda da problemli ¢6ziinme
ozellikleri tasiyacagi belirtiimektedir*.

ilaglarin mide bagirsak kanalindaki optimum ¢éziinme sartlari
doz (mg) /¢dziniirlik (mg/mL) orani (D/S) ile tanimlanir. ilacin tim dozunu
¢bzmek igin gerekli sivi hacmini (mL) tanimlar. Bu deder mide-bagirsak
sivisinin hacminden yuUksek ise, ¢6zinme ve dolayisiyla emilim olayinin
tamamen gerceklesmeyecegi sdylenebilir®®. FDA, SUPAC ydnetmeliginde

D/S orani icin iyi ¢dziindrlik degeri olarak 250 mL’yi 6nermistir’®.

Sinif 2 bilesikler i¢cin ¢b6zlnme hizi calismalarinda

kullanilabilecek in vitro ¢éziinme ortamlari asagida verilmigtir:

1. SGF + Yiizey Etkin Madde: Yizey etkin madde iceren yapay mide
ortami daha ¢ok asidik kosullarda ¢6zinen zayif bazik 6zellikteki ilaglar
(ketokonazol ve dipiridamol gibi) icin uygundur. Ortama ilave edilen ylzey

etkin maddeler, ilacin islanabilirligini ve ¢6zUnrlGginU saglamaktadir.

2. Ensure ve Sut: Ensure ve sit ilag gelistirme calismalarinda tokluk
durumunu taklit etmek amaciyla kullanilmaktadir. ilaglarin bu ortamlarin
yagll kisminda ve kazein misellerinde ¢6zUnurliginin artis géstermesi
muhtemeldir. Bu iki ortam sadece IVIVC igin uygundur: Sizme asamasinin
ve ilacin bu ortamlardan uzaklastiriimasindaki zorluklar bu ortamlarin in vitro

coziinme hizi testlerinde kullanimini sinirlar®.

3. FaSSIF ve FeSSIF: Bu iki biyouyumlu ortam in vivoyu aglk ve tokluk
durumunda taklit etmek icin en uygun ortamlar olarak belirtilebilir.
Biyouyumlu ortamlarin bilesenleri, osmolalite, ylzey gerilimi degerleri

fizyolojik kosullara ¢ok yakin oldugundan, bu ortamlar [VIVC'de
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kullanilabilecek en uygun ortamlar olarak kabul edilmektedir. Ancak

hazirlama zorluklari ve maliyet yiksekligi kullanimlarini sinirlar.

4. Sentetik Yiizey Etkin Maddeler iceren Ortamlar: Biyouyumlu
ortamlarin pahali ve hazirlanmalarinin daha zor olmasi nedeniyle SLS veya
tritonX100 gibi sentetik ylzey etkin maddeleri iceren ¢6zlnme ortamlari
kullanilabilir. Ancak bu ylzey etkin maddelerin neden oldugu ylizey gerilimi
biyouyumlu ortamlarin olusturdugundan daha disik olup, gercegi tam
olarak yansitmamaktadir. Burada ylzey etkin maddenin cinsi ve derigiminin
secimi de 6nem tasimaktadir.

2.2.3.3. Sinif 3 Bilesikler

Gozundrliklerinin - ylksek olmasina ragmen, bagirsak
membranindan permeabiliteleri distik oldugundan Sinif 3 bilesiklerin oral
BY’leri ¢ok iyi degildir. G6zinme hizi testlerinde Sinif 1 bilesiklerde oldugu
gibi klasik ¢6zinme ortamlarinin kullaniimasi yeterlidir. Emilimlerinde hiz
sinirlayict basamak membran permeabilitesi oldugundan ve ¢ézinme hizlari
mide bosalma hizindan ytiksek oldugu icin Sinif 3 bilesikler IVIVC’ye uygun
ilaglar degildir.

2.2.3.4. Sinif 4 Bilesikler

Sinif 4 bilesiklerin hem c¢ézindrlik, hem de permeabilite
problemleri bulunmaktadir. Bu nedenle Sinif 3 bilesikler gibi oral BY
problemleri bulunmaktadir. in vitro ¢éziinme hizi testleri icin SGF, SIF ve

bunlarin ylizey etkin maddeler ilavesi ile kullanimi uygundur®.
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2.3. Biyofarmasotik ilag Dagilim Siniflandirma Sistemi
(Biopharmaceutical Drug Disposition Classification System, BDDCS)

BCS, ruhsatlandirma asamasinda ilaglarin  in  vivo
calismalardan muafiyetinin saglandigr énemli bir adimdir. Ancak kabul
kriterlerinin halen tartisilmakta olmasi, bazi ilaglarin ayni anda birden fazla
sinifta yer almasi ve daha o&nemlisi siniflandirmada metabolizma,
tastyicilarin etkisi ve yiyecek etkisi gibi 6nemli noktalarin géz ardi edilmesi

yeni siniflandirma sistemlerinin olusturulmasini kaciniimaz kilmaktadir.

Wu ve Benet”®

, BCS sinifi 6nceki calismalarla belirlenmis olan
ilaglarn bir araya toplamis ve Sinif 1 ve 2’deki bilesiklerin viicutta metabolize
olduklarini; Sinif 3 ve 4’deki bilesiklerin ise vicuttan degismeden safra ve
idrar yoluyla atildiklarini belirtmiglerdir. Buradan hareketle BCS’nin eksik
yonlerini gbz o6ndnde bulundurarak alternatif bir siniflandirma sistemi
gelistirmis ve bu sisteme Biyofarmasétik ilag Dagilim Siniflandirma Sistemi
(BDDCS) adini vermigtir. Bu sisteme gbre permeabilite yerine ilacin
metabolizma 6zelligi temel alinmaktadir. Buna gdre; majér eliminasyon
yolagl metabolizma ise ilacin ylksek permeabilite gésterdigi sdylenir. Ancak
major eliminasyon yolu bdbrekler veya safra yoluyla gerceklesiyorsa disik

permeabilite gbésterdigi belirtilir(Tablo 8).
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Tablo 8. llaclarin BDDCS'’e gbre siniflandirmasi’

Yiiksek Diistik
Cozinurluk Cozinurluk
2
<2 | SINIF1 SINIF 2
$ £ | Metabolizma Metabolizma
S5 | (Hizh ¢6ziinme)
> 0o
o SINIF 3 SINIF 4
= Degismeyen Degismeyen
8 | ilacin bobrekler | ilacin bobrekler
- g veya safrayla veya safrayla
a5 atihmi atihmi
N Qo

Biyomuafiyet igcin yidksek oranda metabolizma, yUksek
¢6zundrlik, hizh ¢cézinme sartlari énerilmistir. Buna gére ilaclar %70 veya
daha fazla metabolize olursa, ylksek metabolizma 6&zelligini tasir. Bu
siniflandirma ile BCS’de gdzlenen ayni ilacin birden fazla sinifta yer almasi
durumu  ortadan  kalkmigtir.  Ayrica ilaglarin  metabolizmasinin
saptanmasinin, permeabilite dlciimine gére daha kolay ve maliyetinin daha
diistik olmasi sebebiyle daha fazla sayida ilag siniflandirilabilmektedir’.

2.3.1. BDDCS’de Tasiyicilarin Etkisi

Bagirsakta ilaglarin emilimini saglayan birincil tasiyici PEPT1
tasiyicisi, emilimi  engelleyerek ilaci geri puUskirten tastyicilar ise
p-glikoprotein (p-gp) ve OATP3 tasiyicilanidir. ilaglarin p-gp substrati
ve/veya inhibitéri olarak etki etmesi siniflandirma sistemlerindeki yerlerinin

belirlenmesinde &nemli rol oynamaktadir’®.
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Sinif 1 ilaglarin ylksek permeabilite ve ylksek ¢dzintrlik
Ozelligi gdstermeleri, bu ilaclarin bagirsakta ylksek konsantrasyonlara
ulasmasina ve bu sayede hem effluks hem de influks tasiyicilarin
doyurulmasiyla bagirsak membranindan kolayca gecmelerine olanak
saglamaktadir. Dolayisiyla Sinif 1 ilaglarin BY’sinde tasiyici etkisi en azdir.

Sinif 2 bilesiklerin  ylksek permeabiliteleri  bagirsak
membranindan gegmeleri igin yeterlidir. Bu ilaglar genellikle pasif olarak ve
lipofilitelerinin bir sonucu olarak emildikleri igin enterositlere gecislerinde
permeabilite hizlari cok énemli olmayacaktir. Ancak bu bilegiklerin disik
cbzundrlik gbstermesi enterositler igerisine giren konsantrasyonu sinirlar,
bdylece effluks tastyicilarin doyurulmasi énlenir. Sinif 2 bilegiklerin CYP3A4
ve faz 2 bagirsak enzimleri icin substrat olmalari nedeniyle tasiyici-enzim
etkilesimi 6nemlidir. Sinif 2 bilesiklerde effluks tasiyicilarin etkisi baskindir.

Sinif 3 bilesikler icin iyi ¢6zinarlik 6zelliklerine bagli olarak
bagirsak IUmeninde vyeterli ilag bulunur ancak permeabiliteleri distk
oldugundan gegciglerinin saglanmasi i¢in influks tasiyiciya gerek
duyulmaktadir. Sinif 3 bilesikler icin absorptif tasiyici etkisi baskindir.

Sinif 4 bilesiklerin hem c¢6zinirlik hem de permeabilite
6zelliklerinin diglk olmasina bagh olarak ilk bakista hem influks hem de
effluks tastyicilardan etkilenmelerini beklenir. Tasiyicilarin bu ilaglarin
BY’sini ne sekilde etkileyecegi heniiz bilinmemektedir.

2.3.2. BDDCS’de Yiyecek Etkisi

Fleisher ve ark®, yaptiklar calismada BCS'de yer alan ilaclari

yiyeceklerle olan etkilesimlerine gbre gruplandirmistir.
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Sinif 1 bilesiklerin tamamen emilmesi sebebiyle bu grup
ilaglarda ilag-yiyecek etkilesiminin olmadigi disinitlmektedir. Genellikle
pasif emilme 6zelligine sahip olmalari nedeniyle asiri yagl yiyeceklerin sinif
1 bilesiklerin BY’si Gzerine belirgin etkisi bulunmamaktadir. Ancak asiri yagli
yiyeceklerin mide bosalmasini geciktirmesi dolayisi ile maksimum kan

konsantrasyonuna ulasma zamaninda (tmax) artis gézlenebilir’®.

Sinif 2 bilegiklerin BY’si asiri yagli yiyeceklerin bagirsaktaki
effluks tagsiyicilari inhibe etmesine ve badirsak [Umenindeki ilacin
¢ozUNUrligini artirmasina bagl olarak artar. ilaglarin formiilasyonlarinda
degisiklik yapilarak Sinif 2 bilesiklerin ¢ézindrliklerinin artiriimasi yoluyla
asin yagh  vyiyeceklerin  etkisinin  azaltimasi  mimkindir.  lag
formialasyonunda kullanilan yardimci maddeler Sinif 2 ilaglarin, Sinif 1
ilaclar gibi davranmasina olanak saglar®.

Sinif 3 bilesiklerin BY’si asiri yagli yiyeceklerin influks
tasiyicilart inhibe etmesiyle artar. Sinif 3 ilaglar igin gecikmis mide

bosalmasi ve emilimin yavaslamasi sebebiyle tmax'In artmasi beklenir.

Sinif 4 bilesikler hem ¢dzinlrlik, hem de permeabilite
problemi olan ilaglar oldugundan Sinif 2 ve Sinif 3’te gbzlenen tim
durumlardan etkilenebilmektedir. Yiyeceklerin bu ilaclarin biyoyararlanimini

ne sekilde etkileyecegi bilinmemektedir.

Bazi durumlarda, BY/BE c¢alismalarinda Gl fizyolojiyi ve
sistemik ilag yararlanimini artirabilmek igin asiri yagh yiyeceklerin
kullaniimasi dnerilmektedir. Yapilan son c¢alismalarda, yagl yiyeceklerin
icindeki monogliseritlerin  tasiyicilari  inhibe ederek BY’si artirdig

saptanmistir®’.
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2.4. Caco-2 Hicreleri Kullanilarak Yapilan Permeabilite
Degerlendirmelerinde Biyouyumlu Ortamlarin Kullanimi

Caco-2 hicreleri insan kolon karsinoma hucreleridir. Bu
hicreler, aktif tasiyici sistemi, mikrovilluslari ve siki baglanti noktalarina
dogru olan parasellller tasiyici sistemi ile bagirsak epitel hiicrelerine buyuik
oranda benzerlik gbstermektedir. Klasik ilagc emilim modellerine kiyasla,

Caco-2 hiicre kiltirlerinin birgok Gistiinliigu bulunmaktadir®®22, Bunlar:

e ilac permeabilitesinin ve metabolizmasinin hizli degerlendirilmesi

e Kontrolli kosullar altinda ilag emilim mekanizmasini ¢galisma olanagi

e Onilag, emilim artirici veya diger farmasétik maddeler kullanarak ilag
emilimini artirma metotlarinin hizli degerlendirilmesi

e Kosolvanlarin hicresel etkilerinin  dnformllasyon ¢alismalarinda
kullanimi

e Bagirsak epitelinin bariyer ézelliklerinin incelenmesi

e Insan hiicreleri lzerinde calisma yapabilme imkani

e Zaman sinirlamasi, maliyet agisindan hayvan calismalarini ve

insanlarda yapilan deneyleri en aza indirme imkani

Yapilan calismalarda, degisik biyouyumlu ortamlarin hicre
kiiltirlerinde kullanimi  denenmistir. Ingels ve ark® FaSSIF'In Caco-2
hicreleri ile kullaniminin uygun oldugunu gdéstermistir. Ayni galismada
FeSSIF ortaminin ylksek safra tuzu, disik pH (pH 5.0) ve ylksek
osmolalitenin etkisi ile hicreler UGzerinde zararli etkiler yaratabilecegini

belirtmistir®5°.

Kataoka ve Patelin yaptigi iki ayn calismada da, FeSSIF
ortaminin pH’si 6.0-6.5’a ayarlanip, osmolalitesi dusurdldigl takdirde
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hiicreler Gzerindeki toksisitenin minimize edildigi belirlenmistir®®. Diger
calismada ise Caco-2 hicrelerinin apikal ortaminda modifiye edilmis FaSSIF
ve FeSSIF ortamlarinin kullanimi ile IVIVC'nin saglandigi gdsterilmistir®”.

Caco-2 hicre kiltirlerinde, biyouyumlu ¢dzinme hizi
ortamlarinin  kullaniimasi, in vivoya yakin sonuglar veren Kkosullarin

saglanabilecedi konusunda umut vermektedir.

2.5. Levofloksasin
2.5.1. Fizikokimyasal Ozellikleri
2.5.1.1. Kimyasal Yapisi

Levofloksasin molekil agirhdr 370 olan ve molekidl formali
C1sH20FN304. 2H,0 olan bir bilesiktir. Yapisinda iki iyonize fonksiyonel grup
icermektedir. Bunlar; bir karboksilik (pKai = 6.05) grup ve bir piperazinil
(pKay = 8.22) gruptur. Kimyasal yapisi Sekil 8'de verilmistir®:

O
F COOH

N N Y6 H,0
HSC”@ D\);-CHg 2

H

Sekil 8. Levofloksasinin kimyasal yapisi

2.5.1.2. Gériiniis ve Erime Ozellikleri

Levofloksasin, kati formda kokusuz, beyaz-sari renkte,

kristalize bir tozdur. Erime noktasi 228.6°C’dir®.
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2.5.1.3. Coziiniirliik Ozellikleri

Levofloksasin suda az c¢6zindr. pH 5.8in (zerinde
¢6zUn0rligu hizla artmaya baslar ve pH 6.7°’de maksimum ¢dzandrligine
(272 mg/mL) erigir ve bu aralikta kolaylikla ¢bézinir. pH 6.7'den sonra
¢6zUnarligu azalmaya baglar ve pH 6.9 civarinda minimum ¢ézanarlige (50
mg/mL) ulasir®.

Etanol, kloroform, etanol-su karigimi, metilen klorlr ve asetik

asitte ¢dziinir. Oktanol/su partisyon katsayisi 0.6°'dir®®.

2.5.2. Miktar Tayini Yontemleri

Levofloksasinin biyolojik sivilardaki miktar tayini, yUksek
basingh sivi  kromatografisi (HPLC)®,  kemiluminesans (CL)*' ve

spektroflorometrik® ydntemler kullaniimaktadir.

2.5.3. Farmakolojik Ozellikleri

Levofloksasin florokinolon grubu bir antibakteriyel ilagc olup,
ofloksasinin sentetik L-izomeridir. Tip Il topoizomeraz enzimini (bakteriyel
topoizomeraz IV ve DNA giraz) inhibe etmek suretiyle bakteri hiicresinde
DNA replikasyonu, transkripsiyou, onariimasi ve rekombinasyonu gibi kritik
proseslere muidahale ederek etkisini gdsterir. Topoizomeraz IV enzimi
inhibisyonu ile Gram-pozitiflerde, DNA giraz(topoizomeraz IlI) enzimi

inhibisyonu ile de Gram-negatifler izerinde etkili oldugu distnilmektedir.

2.5.3.1. Endikasyonlari

Levofloksasin; levofloksasine duyarli mikroorganizmalarin
etken oldugu asagida belirtilen erigkinlerdeki enfeksiyonlarin tedavisinde
endikedir®®(Tablo 9).
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Tablo 9. Levofloksasinin endike oldugu hastaliklar ve etken bakteriler®

Hastalik

Etken Bakteri

Akut bakteriyel sinlzit

S.pneumoniae, H.influenzae, M.catarrhalis

Kronik brongitin akut
alevlenmesi

S.aureus, S.pneumoniae, H.influenzae,
H.parainfluenzae, M.catarrhalis

Nosokomiyal pnémoni

Metisiline duyarl S.aureus, P.aeruginosa,
S.marcescens, E. coli, K.pneumonia,
H.influenzae, S. Pneumoniae

Toplumda edinilmis pnémoni

S.aureus, S.pneumoniae, H.influenzae,
H.parainfluenzae, K.pneumoniae, M. catarrhalis,
C.pneumoniae, L.pneumophila, M.pneumoniae

Piyelonefrit dahil komplike
Uriner sistem enfeksiyonlari

E.coli, E.faecalis, E.cloacae, K.pneumoniae,
P.mirabilis, P.aeruginosa

Komplike olmayan Uriner sistem
enfeksiyonlari

E.coli, K.pneumonia, S. saprophyticus

Komplike bakteriyel prostatit

E.coli, E.faecalis, S. epidermidis

Komplike deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari

Metisiline duyarh S.aureus, E.faecalls,
S.pyogenes, P.mirabilis

Komplike olmayan deri ve deri
ekleri enfeksiyonlari

S.aureus, S.pyogenes

2.5.3.2. Kullanim $Sekli ve Dozu

Levofloksasin

alinmahdir. Doz

tabletler

ayarlamasi

cignenmeden yeterli miktarda sivi ile

icin  gerektiginde tabletler bdlinebilir.

Levofloksasin tablet yemeklerden 1 saat 6nce veya 2 saat sonra alinmalidir.
Levofloksasin tabletler emiliminin azalmasini énlemek igin demir tuzlan
antiasitler ve sukralfat uygulamasindan 2 saat 6énce veya 2 saat sonra
alinmalidir. Levofloksasin genel olarak gunlik 500 ve 750 mg dozlarda,
ortalama 1-2 hafta siiresince kullanilmaktadir®®.
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2.5.4. Farmakokinetik Ozellikleri
2.5.4.1. Emilimi

Oral yoldan uygulanan levofloksasin, gastrointestinal kanaldan
hizla emilir®®4% Oral uygulamadan sonra plazma doruk derisimlerine 1-2
saat icinde ulasihr®®%% 500 mg veya 750 mg tablet oral verildiginde elde
edilen mutlak biyoyararlanim yaklasik %99'dur®®®. Ginluk 750 mg dozu
takiben, yaklasik 48 saatte kararli durum derisimlerine ulasilir®®®3. Oral veya

i.v. levofloksasin uygulama sonrasinda dogrusal farmakokinetik gdsterir®®®,

Yiyeceklerle alindiginda, tmax dedgeri 1 saat uzar. 500 mg
levofloksasin tabletin yiyeceklerle alinmasi Cpacta %14°10k bir azalmaya

neden olur. Bu nedenle yemeklerle alinmasi énerilmez®®.

Uygulama yolu ve dozuna gb6re levofloksasin alinmasini

takiben elde edilen farmakokinetik parametreler Tablo 10’da verilmistir®®.
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Tablo 10. Levofloksasin farmakokinetik parametrelerinin 6zeti (Xon + SS)%’

Ciax tmax AUC Cl/F Vd/F ti Clg

(ng/mL) (s) (ng.s/mL) (mL/dak) (L) (s) (mL/dak)
Tek doz
250 mg oral | 2.80 £0.40 1.60 £ 1.00 27.2+3.9 156 + 20 ND 7.30 £ 0.90 142 + 21
tablet
500 mg oral | 5.10 £0.80 1.30 £ 0.60 479 +6.8 178 + 28 ND 6.30 + 0.60 103 + 30
tablet
500 mg oral | 5.80+£1.80 | 0.800+0.700 | 47.8 £10.8 183 + 40 112 + 37 7.00 +1.40 ND
cozelli
500 mg 6.20 + 1.00 1.00 £ 0.00 48.3+5.4 175+ 20 90.0+11.0 | 6.40+0.70 112+ 25
V.
750 mg oral | 9.30 £1.60 1.60 £ 0.80 101 £ 20 129 + 24 83.0+17.0 | 7.50 £ 0.90 ND
tablet
750 mg 11.5+4.0 ND 110 + 40 126 + 39 75.0+13.0 | 7.50 +1.60 ND
i.v.
Coklu doz
24 saatte 5.70 £1.40 1.10+£0.40 475 +6.7 175+ 25 102 £ 22 7.60 +1.60 116 + 31
bir 500 mg
oral tablet
24 saatte 6.40 + 0.80 ND 54.6 +11.1 158 £ 29 91.0+12.0 | 7.00+0.80 | 99.0 £ 28.0
bir 500 mg
V.
24 saatte 8.60 + 1.90 1.40 £ 0.50 90.7+17.6 143 + 29 100 + 16 8.80 + 1.50 116 + 28
bir 750 mg
oral tablet
24 saatte 12.1 £4.1 ND 108 + 34 126 + 37 80.0+27.0 | 7.90+1.90 ND
bir 750 mg
V.
Cinsiyet ve yasin etkisi (500 mg tek doz oral tablet)
Erkek 550+1.10 1.20 £ 0.40 54.4 +18.9 166 + 44 89.0+13.0 | 7.50+2.10 126 + 38
Kadin 7.00 £1.60 1.70 £ 0.50 67.7 £24.2 134 + 44 62.0+16.0 | 6.10£0.80 106 + 40
Geng 5.50 +1.00 1.50 + 0.60 47.5+9.8 182 + 35 83.0+18.0 | 6.00 £ 0.90 140 + 33
Yasl 7.00 £1.60 1.40 £ 0.50 74.7 £ 23.3 121 £33 67.0+£19.0 | 760+2.00 | 91.0+29.0
Bobrek yetmezliginin etkisi (500 mg tek doz oral tablet)
CLCR 50- 7.50 +1.80 1.50 £ 0.50 956+11.8 | 88.0+10.0 ND 9.10+0.90 | 57.0+8.0
80 mL/dak
CLCR 20- 710+ 3.10 2.10+1.30 182 +63 51.0+19.0 ND 27.0+10.0 | 26.0 £ 13.0
49 mL/dak
CLCR <20 | 8.20+2.60 1.10+£1.00 263 73 33.0+8.0 ND 35.0+5.0 13.0+ 3.0
mL/dak
Hemodiyaliz | 5.70 £ 1.00 2.80 +2.20 ND ND ND 76.0 +42.0 ND
CAPD 6.90 + 2.30 1.40+1.10 ND ND ND 51.0 +24.0 ND

ND: Dedekte edilemedi
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2.5.4.2. Dagilimi

Levofloksasinin 500 veya 750 mg dozda uygulanmasindan

sonra ortalama dagilim hacmi(Vy4) 74-112 L’dir. Alveolar makrofajlara,

brongiyal mukozaya, epiteli kaplayan siviya ve tikurtige dagilir. Vicut doku

ve sivilarina dagilan konsantrasyon genellikle serum konsantrasyonlarini

asmaktadir®®. Levofloksasinin viicut doku ve sivilarina dagilan miktarlari

Tablo 11’de verilmigtir. Levofloksasin serum proteinlerine yaklasik %24-%38

oraninda baglanir

88,93

Tablo 11. Levofloksasinin viicut dokularina ve viicut sivilarina dagilimi®.

Doku / Sivi Doz (mg) Kan Doku / Sivi Doku / Sivi Kan
[doz sonrasi Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | Konsantrasyon
gecen siire (mg/L) (mg/L) Orani

(s)]
500 [4] 4.10-5.30 27.7-97.9 2.30-18.5
500 [12] 1.60-3.10 18.3-36.7 11.2-12.0
Alveolar 500 [24] 0.400-0.600 5.60-13.8 11.7-23.0
makrofajlar 750 [4] 6.60-12.0 81.7-105 8.80-12.5
750 [12] 3.50-4.10 36.2-78.2 8.90-22.2
750 [24] 0.800-1.70 13.5-15.1 8.90-15.8
Slr\ffgf'ya' lavaj 200 [1-3] 2.50 0.120 0.0600
Dronkoalveolar 200 [1-3] 2.50 0.210 0.100
avaj sivisl
500 [4] 4.10-5.30 9.90-11.0 1.90-3.00
500 [6-8] 4.00 10.1 2.70
Epitelyumu 500 [12] 1.60-3.10 2.50-6.50 1.50-2.10
kaplayan sivi 500 [24] 0.400-0.600 0.700-1.70 1.20-2.60
750 [4] 6.60-12.0 12.9-221 1.90-2.00
750 [12] 3.50-4.10 6.00-9.20 1.70-2.30
750 [24] 0.800-1.70 1.50-1.70 0.900-2.10
Akciger 500 [4-6] 2.90 11.3 5.00
500 [21-25] 0.700 2.40 410
TukOrok 100 [4] 1.10 1.30 1.20
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2.5.4.3. Biyotransformasyonu

Levofloksasin kanda ve idrarda stereokimyasal acidan
dayaniklidir, enantiyomeri olan D-ofloksasine déniismez®®. Oral yoldan 500
mg levofloksasin alimini takiben 48 saat i¢erisinde dozun %64-102’si

99,100

idrarla deg@ismeden atilr Levofloksasin, uygulanan dozun % 5’

oraninda karacigerde demetil-levofloksasin ve levofloksasin-N-oksit

92,101

metabolitlerine dénustr . Bu metabolitler distik farmakolojik aktiviteye

sahiptir®.

2.5.4.4. Atillimi

Levofloksasinin ana eliminasyon yolagi bébreklerdir. 500 veya
750 mg dozda oral alimi takiben % 75-87’si 48-72 saat icerisinde idrarla

88,9395 oL4’ten daha az oranda fecesle atilir®®. %5'ten daha

degismeden atilir
az oranda metabolitleri seklinde idrarla atilir®®. 750 mg tek doz verildiginde
idrardaki levofloksasin derisimi 4 saatte 475 mg/L ve 24 saatte 186 mg/L

olarak saptanmistir®.

Levofloksasinin ortalama goérinen total vicut klirensi(CL)
yaklasik 8-9.4 L/s®% ve 8.60-13.6 L/s®®% ve renal klirens 3.00-7.10 L/s%%°
ve 5.80-8.50 L/s® civarindadir.

Tek veya ¢oklu doz, 750 mg oral veya intravendz levofloksasin
alimi sonrasinda elde edilen yarilanma émri (t12) 7.50-8.80 saat arasinda
bulunmustur®®°.

Levofloksasin kullanan bdbrek hastalarinda (kreatinin klirensi
<50 mlL/dak olan hastalarda) t,,/’nin uzadigi gézlenmistir. Bu hastalarda

uygulamadan énce 6zel doz ayarlamasi gerekmektedir®®®,
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2.5.5. BCS Sinifi

Levofloksasin  pH’ya bagimh ¢6ziunurlik gdstermektedir.
Co6zandrlok degeri pH 1.0 ila pH 8.0 arasinda 30-300 mg/mL arasinda

degismektedir. Yilksek ¢oziiniirliik gdsteren sinifta yer almaktadir'®.

Levofloksasin, oral uygulama sonrasinda hizla ve neredeyse
tamamen emilmektedir. BY’si 500 mg ve 750 mg oral dozda yaklasik
%99'dur'®.

k'% in vitro Caco-2 hicre kultirti kullanarak

Volpe ve ar
levofloksasinin  permeabilitesini  hesaplamistir.  Calismada  ylksek
permeabilite gdsteren model ilag olarak labetalol kullaniimigtir
(Papp: 18.1x10° £ 1.90x10°cm/sn). Levofloksasinin hesaplanan permeabilite
degeri referansinkinden ylksek bulunmustur
(Papp: 28.3x10%°+1.93x10°%cm/sn). Bu nedenle levofloksasin  yilksek

permeabilite géstermektedir.

Levofloksasin BCS’e gbre yuksek ¢6zunurlik, ylksek
permeabilite ve hizlh ¢bézinme O&zelliklerini kapsayan Sinif 1’de yer
almaktadir.

2.6. Flurbiprofen
2.6.1. Fizikokimyasal Ozellikleri
2.6.1.1. Kimyasal Yapisi

Flurbiprofen molekdl agirligr 244 molekil formilt CysH13FO2 ve
pKa degeri 4.22 olan zayif asit 6zellikte bir bilesiktir. Kimyasal yapisinda
icerdigi arilpropiyonik grubuna bagli olarak non-steroidal antiinflamatuvar

(NSAII) 6zellik gdstermektedir. Flurbiprofenin yapisinda bir kiral merkez ve
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analjezik etkiye sahip R- ve S- izomerleri vardir. Ancak en yiksek analjezik
etkiyi S(+)-izomeri géstermektedir.

Flurbiprofenin kimyasal yapisi Sekil 9'da verilmistir'®®.

O~
COOH
F
Sekil 9. Flurbiprofenin kimyasal yapisi

2.6.1.2. Goériiniis ve Erime Ozellikleri

Flurbiprofen, kati formda kokusuz, beyaz renkte, kristalize bir
tozdur. Erime araligi 114°C-117 *C’dir'®.

2.6.1.3. Coziiniirliik Ozellikleri

Flurbiprofen, aseton, dehidrate alkol, eter ve metanolde kolay

cozlnir; asetonitrilde ¢ozinlr; pratikte suda ¢coziinmez'®. pH 1.2'deki

106

¢6zanarligt 0.00800 mg/mL’dir ™. Coézandrligt pH’ya bagimli olarak

belirgin sekilde degismektedir. Sekil 10’da ¢cbéziinme ortaminin pH’sina karsi

flurbiprofen ¢dziinirliik degerleri gdsterilmektedir'?”.
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Sekil 10. Flurbiprofenin ortam pH’sina gére ¢dziinirlik degerleri'®”’

2.6.2. Miktar Tayini Yontemleri

Flurbiprofenin biyolojik sivilardaki miktar tayininde, HPLC'%'"
ve stereospesifik olmayan sivi kromatografisi/kitle spektrometresi (LC-
MS/MS)'"2, gaz kromatografisi/yliksek resoliisyonlu kitle
spektrometresi(GC/HRMS)''®  ve vyilksek performansli ince tabaka
kromatografisiHPTLC)''* yéntemleri kullanilirken dozaj formundan miktar
tayini hesaplanmasinda LC'> HPLC'® ve UV spektroskopisi''™'®

yontemleri kullaniimaktadir.

2.6.3. Farmakolojik Ozellikleri

NSAil'ler analjezik, antiinflamatuvar ve antipiretik etkilerini
prostoglandin sentezini gliclii bir sekilde inhibe etmek suretiyle gdsterirler''”.
Prostoglandin sentezini gergeklestiren enzimler siklooksijenaz(COX-1 ve
COX-2) izoenzimleridir. Flurbiprofen COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe
etmek suretiyle prostaglandin sentezini 6nler. COX-1 ve COX-2
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enzimlerinde inhibisyon meydana getirmek icin gereken flurbiprofen
konsantrasyonu (IC50) sirasiyla 0.0400 pM ve 0.510 uM'dir''®. COX-1’e
kars! olan inhibisyonu daha etkilidir''®. Flurbiprofen COX-1 enzimini inhibe
ederek sindirim organlari ve bébreklerde sitoprotektif etkiye neden olur'?.
COX-2 ise enflamasyonlara neden olur'?'. Bu nedenle NSAil'ler COX-2
inhibisyonuyla antienflamatuvar etki gdésterirken, COX-1 inhibisyonu
nedeniyle gastrointestinal yan etkilere neden olurlar.

2.6.3.1. Endikasyonlari

Flurbiprofen, romatoid artrit, osteoartrit, ankilozan spondilit, kas
agrilari, periartrit, sebebi bilinmeyen siddetli omuz agrisi, bursit, tendinit,
tenosinovit, bel agrisi, burkulma gibi travmatik agrilarin gideriimesinde
endikedir. Ayrica, dis agrisi, post-operatif agrilar, dismenore ve migrenin
hafif ve orta siddetteki agrilarinin tedavisinde kullantlir.

2.6.3.2. Kullanim $ekli ve Dozu

Flurbiprofen tabletler cignenmeden yeterli miktardaki sivi ile
yutulmalidir. Flurbiprofenin endikasyonlarina gére kullanim sekli ve dozu

Tablo 12'de verilmistir'?2.

Tablo 12. Flurbiprofen tabletin kullanim sekli

Hastalik Dozaj Uygulama Yolu Uygulama Sekli
Ginde 2,3 veya 4 defa bélinmis dozlar
Romatoit 200-300 Oral tablet halinde verilebilir. GlnlUk alinan doz 300 mg’i
artrit mg/giin (50 ve 100 mg) asmamalidir. Gastrointestinal rahatsizliklari

Onlemek icin yiyeceklerle veya sttle alinabilir.

Glnde 2,3 veya 4 defa bélinmis dozlar
200-300 Oral tablet halinde verilebilir. GlnlUk alinan doz 300 mg’i
mg/gin (50 ve 100 mgq) asmamalidir. Gastrointestinal rahatsizliklar
Onlemek icin yiyeceklerle veya sitle alinabilir.

Osteoartrit

Glnde 4 defaya kadar alinabilir.
Dismenore 50 mg Oral tablet Gastrointestinal rahatsizliklari dnlemek igin
yiyeceklerle veya siitle alinabilir.
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2.6.4. Farmakokinetik Ozellikleri
2.6.4.1. Emilimi

Oral yoldan uygulanan flurbiprofen mide bagirsak kanalindan
hizla emilir'?*'2°, Oral uygulama sonrasi dogrusal farmakokinetik gésterir'2°.
tmax degeri 1-3 saattir. 100 mg tablet oral verildiginde elde edilen mutlak BY
degeri yaklasik %96'dir'?’.

Yiyeceklerle alindiginda Cpnax dederinde ve emiliminde artis

gdzlenmistir'?®,

Flurbiprofenin oral alimini takiben elde edilen farmakokinetik
parametreler Tablo 13’te 6zetlenmistir.
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Tablo 13. Flurbiprofen farmakokinetik parametrelerinin 6zeti'?%127:129130 (x . + SS)

Crnax tmax AUC,., AUC,.. CIF Vd/F ti Clg
(ng/mL) (s) (ug.s/mL) (ng.s/mL) (L/s) (L) (s) (mL/s/dak)
Tek doz
50 mg oral tablet 9.40 +2.50 | 2.30+1.00 - 50.6 +17.6 | 1.09+0.35 | 6.12+1.11 4.30 +1.60 -
+

50 mg oral tablet 19.7+43 | 2.29+0.80 11(?_2‘4)29 124 +33 1.09+0.35 | 6.12+1.11 477 £1.35 -

58.3 + 12.1
100 mg oral tablet 11.7+9.9 | 2.30+1.60 t12) 58.3+12.1 | 1.77 +0.31 15.8 +4.7 6.20 +1.60 -
100 mg oral tablet 140+4.0 | 1.90+1.50 - 83.0 +20.0 - 14.0+3.0 7.50 +0.80 -
Coklu doz
12saattebir100mg | 155, 45 | 2991140 | 824154 ; 168+036 | 128+32 | 540+1.60 | 3.70+1.00
oral tablet (8 glin) (t:12)
Yaslilarda

56.8 + 15.1
100 mg oral tek doz 12.7+39 | 1.70+1.60 t12) 69.6 +23.0 | 1.61+0.58 12.3+3.2 5.60 + 1.60 -

i +
12saattebir100mg | 50, 49 | 2001300 | /66240 . 1.46+054 | 11.8+45 | 580+1.90 | 2.40+1.00
oral tablet (8 glin) (t:12)
Stereoselektivite
R- enantiyomer 1.50 41.3 + 3.1
+ + + + +
100 mg oral tablet 6.90 + 1.80 (1.50-2.00) (t24) 423+26 19.7£1.2 7.80 £1.40 4.50 + 0.60 1.20 £ 0.60
S- enantiyomer 2.50 46.5+ 3.6
+ + + + +

100 mg oral tablet 6.50 + 1.60 (1.50-3.00) (t24) 495+5.3 17.0+1.9 7.60 +0.90 5.20+0.70 | 0.990 + 0.640
Bobrek yetmezliginde
100mgoraltekdoz [ 9.00 | 230 | - | 440 | - | 100 | 3.30 | -
Alkolik siroz hastalarda
200 mgoraltekdoz | 9.00 | 120 | - | 500 | - | 140 | 5.40 | -
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2.6.4.2. Dagilimi

Goérandr dagilma hacmi degeri 0.100-0.200 L/kg'dir. Basta
aloumin olmak Uzere plazma proteinlerine % 99.5ten fazla oranda
baglanir'®. Oral uygulamadan 6 saat sonra sinovial sivilardaki ilag

konsantrasyonu plazma ile karsilastirilabilir diizeye ulasir(Tablo 14)"".

2.6.4.3. Biyotransformasyonu

Flurbiprofenin hidroksilasyon ve metilasyon yoluyla meydana
gelen U¢ ana metaboliti idrar yoluyla atilir. Faz Il metabolizma sonucu
olusan agilglukuronit ve aminoasit esteri metabolitleri de ayrica 6nem

tasimaktadir'™®

. Major metabolitleri 4’-hidroksi, 3’-hidroksi-4’-metoksi ve
3’,4-dihidroksi tiirevleridir'®*. Majér metabolit olan 4’hidroksiflurbiprofen,

hayvan modellerinde hafif diizeyde antienflamatuvar etki géstermektedir.

2.6.4.4. Atillimi

Flurbiprofen, hidroksil ve glukuronit metabolitleri halinde
idrardan atilir. Yaklasik % 20-25'i ise idrarla dedismeden atilir'®2. Ayrica
% 40-47’si 4’-hidroksi, % 20-25’i 3’-hidroksi-4’-metoksi ve yaklasik % 5'i
3',4-dihidroksi metabolitleri seklinde idrardan atiir'®. tw'si 5.70 saat ve
CL’si 1.13 L/s'tir'?2
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Tablo 14. 100 mg tek oral doz veriimesini takiben serum ve sinoviyal sivilardaki flurbiprofen

konsantrasyonlar®’

Sinoviyal sivilardaki konsantrasyonlari Serum konsantrasyonlari
Hasta no (ng/mL) (ng/mL) t. (s)
1.5.s | 3.s 6.s 9.s 12. s 15.s | 3.s | 6.s 9.s 12. s
1 113 | 1.75 | 1.98 2.27 1.38 7.03 412 | 2.26 1.56 0.720 3.40
2 1.33 | 2.01 1.51 1.40 0.790 7.39 4.07 | 2.00 1.10 0.720 3.20
3 146 | 254 | 2.28 ND ND 9.28 3.94 | 1.61 | 0.850 0.360 2.40
Xort 1.31 | 210 | 1.92 1.83 1.09 7.90 4.04 | 1.96 1.17 0.600 3.00

ND:Dedekte edilemedi
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2.6.5. BCS Sinifi

Flurbiprofen pHya bagdimh ¢6zinlrlok gbstermektedir.
Go6zunUrlik degeri pH 1.2, pH 5.0 ve pH 7.4’te sirasiyla 0.007 mg/mL, 0.06
mg/mL ve 2.60 mg/mL’dir. Dustk pH’lardaki c¢6ézanarlk dederleri
flurbiprofenin  dasik  ¢bzlnuarlik  gbsteren  sinifta  yer  aldigini
gostermektedir®”.

Flurbiprofen, oral uygulama sonrasinda hizla ve neredeyse
tamamen emilmektedir. BY’si 100 mg oral dozda %92’dir'®*.

Yazdanian ve ark®' in vitro Caco-2 hiicre kiltirii kullanarak
flurbiprofenin permeabilitesini hesaplamistir. Calismada yiksek permeabilite
gbsteren referans ilag olarak verapamil kullanilmistir (Pag: 15.8x10° +
1.2x10%m/sn ve Pga: 21.1x10° + 2.0x10°cm/sn). Flurbiprofenin hesaplanan
permeabilite degeri referansinkinden ylksek bulunmustur
(Pag: 20.1x10%+2.7x10° cm/sn ve Pg.a:18.8x10°+0.3x10° cm/sn). Sonug
olarak flurbiprofenin ylksek permeabilite gdsterdigi saptanmistir.

Flurbiprofen, BCS'e gbére disik c¢6zinurllk, ylksek
permeabilite 6zelliklerini kapsayan Sinif 2'de yer almaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Maddeler

Levofloksasin hemihidrat
Flurbiprofen

Sodyum taurokolat (% 97 Saflikta)
A-L-fosfatidil kolin (lesitin)
Hidroklorik asit (% 37)
Sodyum hidroksit

Glasiyel asetik asit
Sodyum klortr
Diklorometan

Potasyum dihidrojen fosfat
Sodyum dihidrojen fosfat

SIF Powder®
Caco-2

DMEM

MTT

EDTA

Fotal Sigir Serumu
Tripan Mavisi
izopropil alkol
RPMI 1640

Neuland Laboratories, Hindistan
Sun Pharmaceuticals, Hindistan
Sigma, ABD

Sigma, ABD

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

AppliChem, Almanya

Merck, Almanya

Phares, isvicre

Hucre Kaltlrl Koleksiyonu, Tarkiye
Biochrom, Almanya

Sigma, ABD

Biochrom, Almanya

Biochrom, Almanya

Sigma, ABD

Applichem, Almanya

Biochrom, Almanya
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3.1.2. Arac ve Geregler

Sertlik tayin aleti

Ufalanma-aginma tayin aleti
USP Dagilma tayin aleti

UV Spektrofotometre
pHmetre

Ultrasonik banyo

Partiktl bOyUklugu élctim aleti

Damlacik bUyukligu élgim aleti
Hassas terazi

Etlv

C6zanme hizi aleti
Rotary evaporator
Manyetik karistirici
Otomatik pipetler

Doku kaltird sisesi
Membran filtre, 0.22 ym
Membran filtre, 0.45 pm
Plate

Hemasitometre

Isik mikroskobu
Tensiyometre
Viskozimetre

CGS, Hardness tester HDT 1 V-3,

Almanya

Roche Friabilatér, Almanya
PharmaTest, Alimanya
Schimadzu, UV-170, Japonya
Sentron A102-001 Argus, ABD
Bransonic 221, Almanya
Gmbh
Technik, Almanya

Sympatec

System-Partikel

Zetasizer-Nano ZS-Malvern, ingiltere

Shimadzu AW320, Japonya
Heram, Fransa

PharmaTest, PTWS3C Almanya
Heidolph, ingiltere

Labinco, Hollanda

Eppendorf Research, Aimanya
Costar, ingiltere

Sigma-Aldrich, ABD

Millipore Millex-HV, ABD
Cellstar-Greinerbio-one, Almanya
Barker, Almanya

Olympos CH, Japonya
Cambridge Du Nouy, ingiltere
Brookfield, DV-III, ABD
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3.2. YONTEM
3.2.1. in Vitro Coziinme Ortamlarinin Hazirlanmasi

Klasik ¢éziinme ortamlari farmakopelere gére hazirlandi. Buna gére;

pH 1.2 Tamponu: 8.30 mL % 37 ‘lik HCI 1 L ye distile suyla tamamlandi ve
daha sonra 0.2 M NaOH c¢ézeltisi ile pH’s1 1.2’ye pHmetre ile ayarlandi.

pH 4.5 Tamponu: 6.80 g monobazik KH,PQO, distile suyla 1L’ye tamamlandi
ve daha sonra 0.2 M HCI ve 0.2 M NaOH c¢6zeltileri ile pH’s1 4.5’e ayarland..

pH 6.8 Tamponu: 6.80 g KH,PO, distile suyla 1L’ye tamamlandi ve daha
sonra 0.2 M NaOH c¢dzeltisi ile pH’si 6.8’e ayarland..

Kor FaSSIF Ortami: 2.10 g NaOH pelletleri, 19.8 g NaH>PO4.H>O ve 30.9 g
NaCl distile suyla 5L’ye tamamlandi ve 0.2 M NaOH c¢dzeltisi ile pH’s1 6.5’e

ayarlandi.

FaSSIF Ortami: 3.30 g sodyum taurokolat, 500 mL Kér FaSSIF’te ¢6zildd.
Ayn bir beherde hazirlanan 1.18 g lesitinin 11.8 mL diklorometan ¢ézeltisi
hazirlandi. Bu ¢6zelti sodyum taurokolat ¢dzeltisine eklenerek emdilsiyon
olusumu saglandi. Daha sonra diklorometan 40°C’de evaporatérde 15 dak
suresince karigtirildi ve diklorometanin ortamdan uzaklastirilmasi saglandi.
Sonucta berrak miseller bir ¢bzelti elde edildi. Bu ¢bzelti oda sicakligina
geldikten sonra Kér FaSSIF ile 2 L'ye tamamlandi. Opaklasmasi igin 2 saat

oda sicakliginda bekletildi.

SIF-FaSSIF Ortami: 2.24 g SIF Powder® 500 mL Kér FaSSIF ortaminda
¢6zuldu. Kér FaSSIF ortami ile 1 L'ye tamamlandi.
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Kor FeSSIF Ortami: 20.2 g NaOH pelletleri, 43.3 g glasiyel asetik asit ve
59.4 g NaCl 5 L distile suda ¢6zlldi ve 0.2 M NaOH cézeltisi ile pH’sI 5.0’a
ayarlandi.

FeSSIF Ortami: 16.5 g sodyum taurokolat, 500 mL Kér FeSSIF ortaminda
c6zildi. Ayrn bir beherde hazirlanan 5.91 g lesitinin 59.1 mL
diklorometandaki c¢b6zeltisi hazirlandi. Bu c¢b6zelti sodyum taurokolat
cOzeltisine eklendi ve emdlsiyon olusumu saglandi. Daha sonra
diklorometan 40°C’de evaporatérde 30 dak slresince buharlastirildi.
Bdylece miseller bir ¢ézelti elde edildi. Bu ¢bzelti oda sicakligina geldikten
sonra Kér FeSSIF ortami ile 2 L'ye tamamland..

SIF-FeSSIF Ortami: 11.2 g SIF Powder® 500 mL Kér FeSSIF'te ¢oziildi.

Kér FeSSIF ortami ile 1 L'ye tamamlandi.

3.2.2. in Vitro Céziinme Ortamlarda Yapilan Calismalar
3.2.2.1. Yuzey Gerilimi*

Ortamlarin ylzey gerilimini 6lcmek amaciyla Du Nouy
tensiyometre* kullanildi. ik kullanim éncesi cihaz ylizey gerilimi bilinen bir
sivi olan metanol (22-23 mN/m) kullanilarak kalibre edildi. Cihazin sifir ayari
icin platin halka ana g¢ubuga takilarak vidalar yardimiyla cihazin gergin

telinin ayna gérintisi sabit konuma getirildi.

*Ortamlarin ylizey gerilimi dlglimleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi'nde
yapilmistir. Yardimlarindan dolayi Dog.Dr.Niliifer Yilksel ve Dr.Ecz.Ozge inala
tesekkdir ederiz.
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Cihazin 6lgim yéntemi olarak halka koparma y&ntemi
kullanildi. Bu amagla ¢apl 6 cm standart 6érnek kabi sivi dizeyi halkadan
1 cm asa@ida olacak sekilde cihazin tablasina yerlestirildi. icine ortam
sivilari dolduruldu. Halka sivilara daldirildi. Vida yardimiyla halka yavas
yavas yukar kaldirildi. Halkanin sividan koptugu an skaladaki deger
okundu. Olgiimler (i¢ paralel gerceklestirildi. Ortalama (Xoq), standart sapma
(SS) ve ylzde varyasyon katsayisi (%VK) hesaplandi. Student-t testi

uygulanarak ortalamalar arasinda anlamli fark olup olmadigi degerlendirildi.
3.2.2.2. Viskozite

Ortamlarin viskozitesine élgcmek icin Brookfield viskozimetresi
kullanildi. Brookfield viskozimetresinde bir yay ile aletin motoruna baglanan,
farkli hizda dénlis yapabilen miller bulunmaktadir. Ortam &6rnekleri aletin
kabina yerlestirildi. Millerin 6rnek iginde dbénmesiyle olusan viskoz
sUriklenme, kayma geriliminin fonksiyonu olarak aletin géstergesinden

okundu. Viskozite degerleri kaydedildi.

3.2.2.3. Biyouyumlu Ortamlarin Misel Buyuklugu

Biyouyumlu ortamlarin misel buyUkliguna tespit etmek icin igin
Malvern Zeta Sizer aleti kullanildi. Malvern Zeta Sizer aleti, dinamik ve
elektroforetik 151k saciimasi ydntemleriyle galismaktadir. Bu alet, ¢ozelti
icinde bulunan damlaciklarin blydkliginin 6élciminde, zeta potansiyel
Olcimi ile stabilite degerlendiriimesinde, molektl agirhgr 6lciminde
kullaniimaktadir. Bu alette, partikil blydkligid 0.6 ile 6000 nm arahgdinda,
molekdl agirhgi 1.10% ile 2.10” Dalton araliginda olan partikiillerin lglimleri
yapilabilmektedir. Ayrica, partiktl boyGkliga 5 nm ile 10 um araliginda olan
partiklllerin zeta potansiyeli élciminde de kullanilabilmektedir. Calismada
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ortamlarin misel buyudklUkleri G¢ paralel olarak élgildd. Xo, SS ve %VK
degerleri saptand..

3.2.3. Levofloksasin

3.2.3.1. Partikiil Biyikligi

Etkin maddelerin partikil bulydkliga tayini igin Laser-X
Diffraction Particle Sizer aleti kullanildi. Aletin dlgim bdimesine etkin
maddenin ¢dzlnmedigi ortam olan eter konuldu, daha sonra toz haldeki
etkin madde bu ortama ilave edildi. Olciim islemi l¢ kez tekrarlanarak elde
edilen degerlerin Xo ve SS degerleri hesaplandi.

Laser-X Diffraction Particle Sizer aletinin ¢alisma prensibi,
partikll ylzeyine carpan lazer 1sidinin sagilma ve absorpsiyon gibi optik
Ozelliklerine dayanmaktadir. Kirllma (difraksiyon), gelen lazer 1gininin
sacllma ve absorpsiyonundan kalan kisminda gerceklesir. Sistem, sirasiyla
lazer, 1sin artirici, 6lgme noktasl, lens odaklanmasi ve c¢ok noktall
fotodedektdrden olusmustur. Olcme zonu ve lenslerin  odaklanmasi
fotodedektordeki spektrumu belirler. Fotodedektdér lensin odaklanma
araligina goére ayarlanmigtir. PartikQl buytkligi ve dagilimina bagh olarak
dairesel, simetrik goérintiler olusur. Merkezden uzaklagsmak ener;ji
yogunlugunu azaltir. Cok elementli fotodedektér 31 adet yarim ¢ember
seklindeki zonu 6lcme kapasitesine sahiptir. Isik yogunlugu orantili olarak
akima cevrilir ve sayisal olarak ifade edilir, kaydedilerek bilgisayarda
degerlendirilir. Partikal blyUkligane ait Xor ve SS degerleri hesaplanir.

3.2.3.2. UV Spektrumu

Levofloksasinin hazirlanan pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8, Kor
FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Koér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF
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ortamlarinda 10 pg/mL derisiminde coézeltileri hazirlandi. 200-800 nm
arasinda 1 cm’lik kuvartz kavetler kullanilarak, koér coézeltilerine karsi
spektrumlari alindi ve Amaks degerleri saptandi.

3.2.3.3.in Vitro Coéziinme Ortamlarinda Yapilan Spektrofotometrik
Miktar Tayini ve Standart Dogrunun Hazirlanmasi

Levofloksasinin ¢6ziinme hizi deneylerinde ve miktar tayininde
kullaniimak Gzere, dokuz ayri in vitro ¢éziinme ortaminda (pH 1.2, p 4.5, pH
6.8, Kor FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-
FeSSIF) standart dogrulari ve standart dogru denklemleri bulundu. Bunun
icin levofloksasinin 10 pg/mL derisimde hazirlanan stok cbézeltilerinden
uygun seyreltmeler yapilarak 1.25-10 pg/mL arasinda ¢dzeltileri hazirlandi.
Her bir ¢bézlnme ortami icin 6énceden belirlenen Anas'ta bu derisimlere
karsilik gelen absorbans degerleri okundu. Calisma (¢ paralel olacak
sekilde tekrarlandi ve ortalama degerler hesaplandi. Levofloksasinin
derisimine karsi ortalama absorbans degerleri grafige gegcirildi ve standart

dogru denklemleri elde edildi

3.2.3.4. UV Spektrofotometre ile Miktar Tayini Yontem Validasyonu

Validasyon, etkin maddenin miktar tayini icin kullanilan
yontemin sdrekli olarak beklenen sonuglar sagladidinin  kanitlanmasi
amaclyla yapilmasi gereken islemleri kapsamaktadir. Bu sayede ydntemin
glvenilirligi kanitlanmaktadir. Yéntemin validasyonu U¢ ayr pH ortaminda
(pH 1.2, pH 4.5 ve pH 6.8) gerceklestirildi.

3.2.3.4.1. Dogruluk ve Geri Elde

Saptanan degerin gercek degere yakinhdi olarak tanimlanir.
Miktar tayini yéntemin dogrulugunu gdsterir. Yontemin dogrulugu geri alma
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ylzdesine baghdir. Bu amacla etkin madde miktarinin % 80’ini, % 100’Un{
ve % 120’sini kapsayan miktarlarda U¢ ayri derisimde geri elde ¢alismasi
yapildi. 5 pg/mL derisimde hazirlanan levofloksasin ¢ézeltileri % 100 kabul
edilerek  hesaplanan  miktardaki levofloksasin  calisilan  ¢6ziinme
ortamlarinda ¢6zuldiT ve Anas dederlerinde  spektrofotometrede
absorbanslari okundu. Calismalar ¢ paralel olacak sekilde tekrarlandi ve
degerlerin ortalamalari hesaplandi. Her bir ortam icin bulunan standart
dogru denklemlerinde bulunan absorbans degerleri yerine konularak
derisimler saptandi. Xq, SS ve %VK hesaplandi.

3.2.3.4.2. Tekrar Edilebilirlik

Levofloksasinin standart dogru denklemlerini olusturmak igin
10 ug/mL’lik farkh pH’lardaki (pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8) ortamlardan alinan
Orneklerden her birinin spekirofotometrede ard arda 10 kez Ol¢timesi ile
absorbanslar elde edildi. Absorbanslara karsilik gelen derigimlerine ait Xon,
SS ve %VK degerleri hesaplandi. %VK’'nin %1’den kigik olmasi yéntemin

tekrar edilebilirligini gbstermektedir.

3.2.3.4.3. Ozgiinliik ve Secicilik

Spektrofotometrik miktar tayini yénteminin sadece analiz edilen
levofloksasini saptayabilmesi amaciyla etkin madde icermeyen c¢dzeltilerin
pH 1.2, pH 4.5 ve pH 6.8'de 200-800 nm arasindaki dalga boylarinda
spektrumlari alindi.

3.2.3.4.4. Dogrusallik

Ornekteki maddenin derisimi ile elde edilen deney bulgularinin
belirli bir aralikta orantih oldugunun gdstergesidir. Dogrusallik absorbans
degerlerine karsilik gelen derigimlere dogrusal regresyon yéntemi (En Kiguk
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Kareler Yontemi, EKKAR) uygulanarak regresyon  dogrusunun
saptanmasiyla gésterildi. Levofloksasinin pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8, Kor
FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF
ortamlarinda 10 pg/mL derisimde Ucer adet stok ¢dzeltileri hazirlandi. Her
stok cozeltiden dokuz adet seyreltme yapilarak, dokuz farkli derisimde
(1.25-10 pg/mL arasinda) ¢ozeltiler elde edildi. Her derigsim ve bu derigime
karsilik gelen absorbans degerleri EKKAR ydntemine gbére degerlendirilip,

her ¢éziinme ortami igin standart dogru denklemleri bulundu.

3.2.3.4.5. Stabilite

Etkin maddenin in vitro ¢6zinme ortamlarindaki stabilitelerini
incelemek amaciyla levofloksasinin t¢ ayri pH'daki (pH 1.2, pH 4.5 ve pH
6.8) stabiliteleri incelendi. Bu amagla etkin maddenin 10 pyg/mL derigimlerde
cOzeltileri hazirlanip oda sicakliginda (25°C) ve 37°C + 0.5°C’de 24 saat
sureyle bekletildi. 0, 5, 15, 30, 45, 60, 120, 240, 480, 720 ve 1440. dak’da
6rnekler alinarak absorbans degerleri okundu. Calismalar U¢ paralel olacak
sekilde yapildi. Absorbanslara karsilik gelen derisimler standart dogru
denklemleri kullanilarak hesaplandi. Derigimlerin X, degerleri hesaplanarak
degisiklik olup olmadigi saptand..

3.2.3.5. Coézunurlik

Cozunarlok, ¢déztcanin belirli bir hacminde ¢éziinebilen etkin
maddenin azami miktari olarak tanimlanir. Levofloksasinin ¢6zUnUrlGgandn
belirlenmesi amaciyla ¢dézinme ortamlarinin (pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8, Kér
FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF)
cb6zemeyeceg@i miktardaki levofloksasin erlenlere aktarilarak Gzerlerine belirli
hacimdeki (50 mL) ¢ézinme ortamlar ilave edildi. Erlenler 37 + 0.5°C
sicakliktaki su banyosuna yerlestirildi magnetler yardimiyla karismasi
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saglandi. Belirli araliklarda 6rnekler alindi. Alinan &rnekler membran
filtreden (0.45 pm) sOzildid ve uygun seyreltmeler yapildiktan sonra
spektrofotometrede absorbanslari okundu. Absorbans degerleri standart
dogru denklemlerinde yerine konularak elde edilen derisimler X1, SS ve
%VK ile deg@erlendirildi. Student-t testi uygulanarak ortalamalar arasinda

anlaml fark olup olmadigi degerlendirildi.

Levofloksasinin in vitro ¢bzinme ortamlarindaki
¢bzundrltklerini degerlendirmek igin D, degerleri hesaplandi. D, degerinin
1’den blylk veya klclk olmasina goére levofloksasinin farkli ¢bézinme
ortamlarindaki ¢6zunarlukleri degerlendirildi.

3.2.3.6. Tabletlerde Yapilan Kalite Denetimleri

Tabletlerde yapilan denetimlerde 500 mg dozda levofloksasin
iceren Tavanic® 500 mg Film Tablet (Aventis) kullanildi. Yapilan tim tablet

kontrolleri farmakope sartlarina goére gergeklestirildi.
3.2.3.6.1. Cap ve Kalinlik

Duyarlihgi 0.01 mm olan mikrometre ile 10 tabletin ¢cap ve
kalinhklar él¢ildi. Degerler Xon, SS ve %VK ile degerlendirildi.

3.2.3.6.2. Agirlik Tekduizeligi

Rastgele alinan 20 tabletin hepsi birden tartildi ve Xon degeri
hesaplandi. Daha sonra tabletler teker teker tartildi. Tablo 15'te gbsterilen %
SS’ye gore 20 tabletten iki tanesinin SS degeri A sitununda gdsterilen
degerden blylk olabilir, fakat 20 tabletten hicbiri B sttununda gdésterilen

degerden fazla sapma gdstermemelidir seklinde degerlendirildi.
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Tablo 15. Tabletlerde agirlik sapmasi

L SS (%)
Ortalama agirhk A B
80 mg veya daha az 10 15
80 mg — 250 mg 7.5 12.5
250 mg’dan daha fazla 5 10

3.2.3.6.3. Sertlik

Rastgele alinan 10 tabletin sertligi, sertlik dlgim cihazinda
newton (N) cinsinden belirlendi. Sonuglar X,t, SS ve %VK ile dederlendirildi.

3.2.3.6.4. Ufalanma-Asinma

Ufalanma-agsinma deneyinde Roche friabilitéri kullanildi. 20
tablet ile ¢cahgildi. Kullanilacak olan tabletlerin toplam agirligi saptanip, aletin
doéner silindirine konuldu. Alet, 25 devir/dak hizda 4 dak calistinidi. Bu
sUrenin sonunda tabletler alindi ve yumusak bir firca yardimiyla Gzerindeki
toz temizlenip tekrar tartildi. Tabletlerin agirhk kaybi, toplam agirhigin
%1’inden fazla olmamali seklinde degerlendirildi.

3.2.3.6.5. Dagilma

Dagilma test aletinin alti sepetinin her birine birer tablet
konuldu. 37°C’de sicaklikta pH 1.2 ortamina daldinlarak alet calistirildi.
Dagilma gerceklestikten sonra, sepetler ortamdan cikartildi. Saptanan
dagilma sdrelerinin Xor, SS ve %VK degerleri hesaplandi.

3.2.3.6.6. Etkin Madde Miktar Tayini

Tabletlerde miktar tayini yapmak icin 10 tablet toz haline
getirildi. Toz karisimindan bir tabletin ortalama agirligina esit miktarda toz
tartildih ve pH 1.2 tamponu ile gerekli seyreltmeler yapilarak
spektrofotometrik miktar tayini yapildi. Miktar tayini c¢alismalari G¢ farkh
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stoktan ¢ paralel olacak sekilde tekrarlandi. Xo, SS ve %VK degerleri
hesaplandi.

3.2.3.7.in Vitro Céziinme Hizi Deneyleri

Tavanic® tabletler ile gerceklestirilen c¢oziinme hizi testi
kosullari asagida verilmigtir:

Tablo 16. Tavanic® tabletler ile gerceklestirilen ¢dziinme hizi test kosullari

Yéntem Palet Yontemi
Coziinme pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, FaSSIF, SIF- FaSSIF,
Ortami Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF
Ortam Hacmi 900 mL
292 nm (pH 1.2, pH 4.5 ve Kor FeSSIF)
Dalga Boyu 286 nm EpH 6.8)

288 nm (Kér FaSSIF, FaSSIF ve SIF-FaSSIF)
294 nm (FeSSIF ve SIF-FeSSIF)

Ortam Sicakligi

37°C+£05°C

n=6 (pH 1.2, 4.5 ve 6.8)

Tablet Sayisi n=3 (biyouyumlu ortamlar ve kér ortamlar)
Hiz 50 rpm

Deney Siiresi 60 dak

Ornek Alma

Siireleri 5,10, 15, 20, 30, 45 ve 60. dak

Paletler kabin tabanindan 2.5 cm ylksekte olacak sekilde

yerlestirildi. in vitro ¢dziinme ortamlari aletin cam kaplarina dolduruldu.
Tabletler ¢dézlnme ortamina atilarak ve yukarida belirtilen kosullarda
deneyler yapildi. Belirli zaman araliklarinda ¢ézinme ortamindan 5 mL
6rnekler membran filtreden (0.45 ym) sizdlerek alindi ve ¢ekilen her érnek
yerine ayni hacimde taze c¢ozelti ortama ilave edildi. Alinan &rneklerde
spektrofotometrik olarak miktar tayini yapildi. Elde edilen absorbans

degerleri ¢c6zinme hizi deneyleri dncesinde hesaplanan gunlik standart
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dogru denklemleri yardimiyla derisime cevrildi ve % ¢6zlnen levofloksasin

miktarlar saptanarak zamana kargi grafige gecirildi.

3.2.4. Flurbiprofen
3.2.4.1. Partikul Bayuklugu

Laser-X Diffraction Particle Sizer aletinin 6lcim bdélmesine
flurbiprofenin ¢6zinmedigi ortam olan distile su konuldu, daha sonra toz
haldeki etkin madde bu ortama ilave edildi. Olgliim islemi (¢ kez

tekrarlanarak elde edilen degerlerin X, ve SS degerleri hesaplandi.

3.2.4.2. UV Spektrumu

Flurbiprofen pH 1.2’de ¢6zinmediginden, in vitro ¢alismalarda
pH 1.2 kullaniimamistir. Flurbiprofenin hazirlanan pH 4.5, pH 6.8, Kér
FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF
ortamlarinda 10 pg/mL derisiminde coézeltileri hazirlandi. 200-800 nm
arasinda 1 cm’lik kuvartz klvetler kullanilarak, kér c¢ozeltisine karsi

spektrumlari alindi ve Amaks degerleri saptandi.

3.2.4.3.in Vitro Céziinme Ortamlarinda Yapilan Spektrofotometrik
Miktar Tayini ve Standart Dogrunun Hazirlanmasi

Flurbiprofenin ¢éziinme hizi deneylerinde ve miktar tayininde
kullaniimak Gzere, pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kor
FeSSIF, FeSSIF, SIF-FeSSIF ortamlarinda standart dogrulari ve standart
dogru denklemleri bulundu. Bunun igin flurbiprofenin 10 pug/mL derisimde
hazirlanan stok c¢oézeltilerinden uygun seyreltmeler yapilarak 2-10 pg/mL
arasinda standart c¢ozeltileri hazirlandi. Onceden beliflenen Amas'da bu
derisimlere karsilik gelen absorbans degerleri okundu. Calismalar G¢ paralel
olacak sekilde tekrarlandi ve ortalama degerler hesaplandi. Flurbiprofenin
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derigimine karsi ortalama absorbans degerleri grafige gecirildi ve standart
dogru denklemleri elde edildi

3.2.4.4. UV Spektrofotometre ile Miktar Tayini Yontem Validasyonu

Kullanilan spektrofotometrik yontemin gtvenilirligini kanitlamak
amacilyla yéntemin validasyonu pH 45 ve pH 6.8 ortamlarinda
gerceklestirildi.

3.2.4.4.1. Dogruluk ve Geri Elde

Etkin madde miktarinin % 80’ini, % 100°0n0 ve % 120’sini
kapsayan miktarlarda 3 ayri derisimde geri elde galismasi yapildi. 6 pg/mL
derisimde hazirlanan flurbiprofen ¢oézeltileri % 100 kabul edilerek
hesaplanan miktardaki flurbiprofen calisilan in vitro ¢céziinme ortamlarinda
¢6zUuldu ve spektrofotometrede absorbanslari okundu. Galismalar g paralel
olacak sekilde tekrarlandi ve degerlerin ortalamalari hesaplandi. Standart
dogru denkleminde bulunan absorbans dederleri yerine konularak derisimler
saptandi. Xon, SS ve %VK hesaplandi.

3.2.4.4.2. Tekrar Edilebilirlik

Flurbiprofenin standart dogru denklemini olusturmak igin 10
pg/mLlik farkh ¢ozelti stoklarindan (pH 4.5 ve pH 6.8) alinan érneklerden
her birinin spektrofotometrede ard arda 10 kez élctimesi ile absorbanslar
elde edildi. Absorbanslara karsilik gelen Xqi, SS ve %VK degerleri
hesaplandl. %VK’'nin %1’den kiglUk olmasi ydéntemin tekrar edilebilirligini
gbstermektedir.
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3.2.4.4.3. Ozgiinliik ve Secicilik

Spektrofotometrik miktar tayini yénteminin sadece analiz edilen
flurbiprofeni saptayabilmesi amaciyla etkin madde icermeyen ¢ézeltilerin pH
4.5 ve pH 6.8'de, 200-800 nm arasindaki dalga boylarinda spektrumlar
alindr.

3.2.4.4.4. Dogrusallik

Dogrusallik absorbans degerlerine karsilik gelen derisimlere
EKKAR yéntemi wuygulanarak regresyon dogrusunun saptanmasiyla
gosterildi. Flurbiprofenin pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF,
Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF ortamlarinda 10 yg/mL derisimde Uger
adet stok cbézeltisi hazirlandi. Her stok c¢6zeltiden dokuz adet seyreltme
yapilarak dokuz farkli derisimde (2-10 pg/mL) c¢bézeltiler elde edildi. Her
derisim ve bu derisime karsilik gelen absorbans degerleri EKKAR yéntemine
gére degerlendirilip, her ¢ézinme ortami icin standart dogru denklemi

bulundu.

3.2.4.4.5. Stabilite

Etkin maddenin in vitro ¢6zinme ortamlarindaki stabilitelerini
incelemek amaciyla flurbiprofenin stabilitesi pH 4.5 ve pH 6.8’de incelend..
Bu amagla etkin maddenin 10 pyg/mL derigimlerde ¢ézeltileri hazirlanip oda
sicakliginda (25°C) ve 37°C = 0.5°C’de 24 saat sireyle bekletildi ve 0, 5, 15,
30, 45, 60, 120, 240, 480 ve 1440. dak'da ornekler alinarak absorbans
degerleri okundu. Calismalar ¢ paralel olacak sekilde yapildi.
Absorbanslara karsihk gelen derisimler standart dogru denklemleri
kullanilarak hesaplandi. Derisimlerin Xo degerleri hesaplanarak degisiklik

olup olmadigi saptandi.
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3.2.4.5. Cozunurluk

Flurbiprofenin ¢dzintrliginin belirlenmesi amaciyla ¢éziinme
ortamlarinin (pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér
FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF) c¢bzemeyecegi miktardaki flurbiprofen
erlenlere aktarilarak Gzerlerine belirli hacimdeki (50 mL) ¢ézinme ortamlar
ilave edildi. Erlenler 37 + 0.5°C sicaklktaki su banyosuna yerlestirildi
magnetler yardimiyla karismasi saglandi. Belirli araliklarda 6rnekler alindi.
Alinan érnekler membran filtreden (0.45 ym) sGzuldl ve uygun seyreltmeler
yapildiktan sonra spektrofotometrede absorbanslari okundu. Standart dogru
denkleminde yerine konularak elde edilen derisimler X, SS ve %VK ile
degerlendirildi. Student t testi uygulanarak ortalamalar arasinda anlamli fark

olup olmadigi degerlendirildi.

Flurbiprofenin in vitro ¢ézinme ortamlarindaki ¢ézinurlUklerini
degerlendirmek igin D, degerleri hesaplandi. D, degerinin 1’den blyilk veya
kigclk olmasina gbre flurbiprofenin farkh ¢6ézlnme ortamlarindaki

¢6zunarltkleri degerlendirildi.

3.2.4.6. Tabletlerde Yapilan Kalite Denetimleri

Tabletlerde yapilan denetimlerde 100 mg dozda flurbiprofen
iceren Ansaid® 100 mg Film Tablet (Pfizer) ve Maximus® 100 mg Film Tablet
(Drogsan) kullanildi. Tam kontroller her iki tablet ile farmakopeye goére
gerceklestirildi.

3.2.4.6.1. Cap ve Kalinlik

Duyarhihdr 0.01 mm olan mikrometre ile 10 tabletin ¢ap ve

kalinhklar él¢ildi. Degerler Xon, SS ve %VK ile degerlendirildi.
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3.2.4.6.2. Agirlik Tekduizeligi

Rastgele alinan 20 tabletin hepsi birden tartildi ve X, degeri
hesaplandi. Daha sonra tabletler teker teker tartildi. Tablo 15’te verilen
%SS’ye gére 20 tabletten iki tanesinin SS degeri A sltununda goésterilen
degerden buyUk olabilir, fakat 20 tabletten hicbiri B sttununda gdésterilen
degerden fazla sapma gdstermemelidir seklinde degerlendirildi.

3.2.4.6.3. Sertlik

Rastgele alinan 10 tabletin sertligi, sertlik dlgim cihazinda
newton (N) cinsinden belirlendi. Sonuglar X,t, SS ve %VK ile dederlendirildi.

3.2.4.6.4. Ufalanma- Asinma

Ufalanma-aginma deneyinde Roche fribilatéri kullanildi. 20
tablet ile galisildi. Kullanilacak olan tabletlerin toplam agirligi saptanip aletin
doéner silindirine konuldu. Alet, 25 devir/dak hizda 4 dak calistinidi. Bu
sUrenin sonunda tabletler alindi ve yumusak bir firca yardimiyla Gzerindeki
toz temizlenip tekrar tartildi. Tabletlerin agirhk kaybi, toplam agirhigin

%1’inden fazla olmamalidir.

3.2.4.6.5. Dagilma

Dagilma test aletinin alti sepetinin her birine birer tablet
konuldu. 37°C’de pH 6.8 ortamina daldirilarak alet calistirildi. Dagiima
gerceklestikten sonra, sepetler sividan c¢ikartildi. Saptanan dagilma
surelerinin Xont, SS ve %VK degerleri hesaplandi.

3.2.4.6.6. Etkin Madde Miktar Tayini

Tabletlerde miktar tayini yapmak icin 10 tablet toz haline

getirildi. Toz karigimindan bir tabletin ortalama agirligina esit miktarda toz
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tartildi ve pH 6.8 ortami ile gerekli seyreltmeler yapilarak spektrofotometrik
miktar tayini yapildi. Miktar tayini ¢alismalari G¢ farkli stoktan G¢ paralel
olacak sekilde tekrarlandi. Xqr1, SS ve %VK degerleri hesaplandi.

3.2.4.7.in Vitro Céziinme Hizi Deneyleri

Ansaid® 100 mg Film Tablet (Pfizer) ve Maximus® 100 mg Film
Tablet (Drogsan) ile gerceklestirilen ¢ézinme hizi test kosullar Tablo 17°de

verilmistir.

Tablo 17. Ansaid® ve Maximus® tabletler ile gergeklestirilen ¢dziinme hizi
test kosullari

Yontem Palet Yontemi
Coziinme pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, FaSSIF, SIF- FaSSIF,
Ortami Kor FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF
Ortam Hacmi 900 mL
246 nm (pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, Kér FeSSIF ve FaSSIF)
Dalga Boyu 248 nm (SIF-FaSSIF)

250 nm (SIF-FeSSIF ve FeSSIF)

Ortam Sicakhigi | 37°C £ 0.5°C

n=6 (pH 4.5 ve pH 6.8)

Tablet Sayisi n=3 (biyouyumlu ortamlar ve kér ortamlar)

Hiz 50 rpm

Deney Siresi 60 dak

Ornek Alma

Siireleri 5,10, 15, 20, 30, 45 ve 60. dak

Paletler kabin tabanindan 2.5 cm ylksekte olacak sekilde
yerlestirildi. in vitro ¢dziinme ortamlari aletin cam kaplarina dolduruldu.
Tabletler ¢ézinme ortamina atilarak ve yukarida belirtilen kosullarda
deneyler yapildi. Belirli zaman araliklarinda ¢ézinme ortamindan 5 mL

O6rnekler membran filtreden (0.45 ym) stzulerek alindi ve ¢ekilen her érnek
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yerine ayni hacimde taze c¢ozelti ortama ilave edildi. Alinan &rneklerde
spektrofotometrik olarak miktar tayini yapildi. Elde edilen absorbans
degerleri ¢6zinme hizi deneyleri dncesinde hesaplanan gunlik standart
dogru denklemleri yardimiyla derisime c¢evrildi ve ylzde ¢6zlnen
levofloksasin miktarlar saptanarak zamana kargi grafige gegirildi.

3.2.5. Hiicre Kiiltiirii Sistemleri ile ilgili Calismalar
3.2.5.1. Caco-2 Hiicrelerinin Uretilmesi*

Cahsmada Caco-2 insan kolon kanser hicre kultirt kullanildi.
Hlcreler saklama ortamlan olan —196°C’den cikarilarak 37°C’deki su
banyosunda kisa slrede c¢odzdurildi ve 800 rpm'de 5 dak santrifij
isleminden sonra, icinde % 10 fétal sigir serumu (FBS) olan Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) besi ortami ile T25 cm? hiicre kiltiir(
dretme kabina alindi ve 37°C, % 5 COy'li etlive kaldirildi. Logaritmik Greme
fazinda olan, aktif ve ylzeyi % 90-95 oraninda kaplamis hicreler
tripsin/EDTA [Etilendiamin tetraasetik asit] (% 0.05 / % 0.02) coézeltisi ile
yikanarak tripsinize edildi ve 37°C’deki inklUbatérde yaklasik 5-10 dak
bekletildi. Bu sire sonunda makroskobik ve mikroskobik olarak incelenen
hicrelerin kiltdr kabi ylzeyinden ayrildiklari gézlendi. Yizeyden ayrilan
hicreler % 10 serum iceren DMEM besi ortami ile 5 dak 800 rpm’de santrif(j
edildi. Stipernatant kismi atildiktan sonra platedeki hiicreler tekrar, 6nceden
sicakligi 37°C’ye getiriimis % 10 serum ve % 1 antibiyotiki DMEM besi
ortami ile homojenize edildi ve hlcre slspansiyonu U¢ adet T25 kdlttr
kabina béllinerek hiicre pasajlama islemi tamamlanmis olup, bu sekilde (¢

seri pasaj yapildi.

*MTT testleri ve hicrelerin Uretimi SAP Enstitisinde yapilmistir. Yardimlarindan
dolay1 Sayin Uzm.Biyolog Sikran Yilmaz’'a tesekkir ederiz.
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3.2.5.2. Caco-2 Hiicrelerinin Kuyucuklara Aktarilmasi*

Logaritmik Ureme fazinda olan, aktif ve ylzeyi %90-95
oraninda kaplamig hicreler pasajlama igleminde oldugu gibi kiltir kabi
ylzeyinden ayrildi ve serumlu besi ortami ile hiicre stispansiyonu hazirlandi.
Hlcre sayimi i¢in 0.9 mL hicre stspansiyonu Gzerine 0.1 mL tripan mavisi
cOzeltisi ilave edildi ve hemasitometre kullanilarak isik mikroskobunda hiicre
sayimi yaplildi, ayni zamanda hlcre canliigi da kontrol edildi. 96 gd6zli
hicre Uretme kaplar icin istenilen yogunluktaki hicre sayisi hesaplandi ve
bu sayimdaki hiicre %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren DMEM besi ortami ile
homojenize edilerek mL’de 4x10* hiicre/mL olacak sekilde bir hiicre
stispansiyonu hazirlandi. Bu hiicre slspansiyonu 96 g6zli hicre dretme
kaplarina 100 upL/kuyucuk olacak sekilde taksim edildi ve %5 CO'li
inkUbatdérde 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu sire sonunda 96 g6zIU hiicre
tretme kaplarindaki hlicreler inverted doku kulttiri mikroskobunda Gremeleri
ve ortamin sterilitesi kontrol edildi. MTT testi sirasinda Caco-2 hicrelerinin
inverted mikroskoptaki gérunttleri Sekil 11°de verilmigtir. Daha sonra kalttr
ortamindaki DMEM besi ortami aspire edilerek uzaklastirildi ve yerine
6nceden hazirlanmis ve +4°C’de muhafaza edilen besi ortamlari 100
mL/kuyucuk olarak taksim edildi ve yine % 5 CO'li inkibatérde 24 saat
inkiilbasyona birakildi. inkiibasyon siiresi tamamlandikian sonra MTT testi
islemine gegildi.

*MTT testleri ve hicrelerin Uretimi SAP Enstitisinde yapilmistir. Yardimlarindan
dolay1 Sayin Uzm.Biyolog Sikran Yilmaz’'a tesekkir ederiz.
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Sekil 11. MTT testi sirasinda Caco-2 hucrelerinin inverted mikroskoptaki
goruntusu

3.2.5.3. MTT Testi (Sitotoksisite Analizi)

Hlcre kadltard g¢alismalart  yapilmadan o6nce ilaglarin
sitotoksisite testlerinin yapiimasi permeabilite calismalarini
yénlendirmektedir. Sitotoksisite caligmalari, canli hlcrelerdeki NADPH ile
Cell Titer 96®nin reaksiyonu ile kolorimetrik olarak, laktat dehidrogenaz
aktivitesi, notral kirmizisi ile spektrofotometrik analiz, DNA-propidium iyodid
boyama analizi, WST-1 analiz metodu, kaspaz-3 aktivitesi ile, sulforodamin
B ve 3H-timidin analizi, tripan mavisi veya eritrosin B ile boyanarak
hematositometre ile hlcrelerin sayimi, akridin oranj ile hicrelerin
boyanmasindan sonra floresans mikroskobu ile incelenme, MTT ([3-(4,5—
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromar] gibi ybntemlerle
yapilabilmektedir. Bu yéntemler arasinda en cok kullanilan yéntem MTT
testidir. Sitotoksisite, hlcre canlihdi ve yasayan hicrelerin gogalmasinin
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analizi i¢in genis Ol¢ide kullaniimaktadir. Kolorimetrik bir yontemdir ve sari
tetrazolyum tuzu MTT’nin yasayan hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz
enzimi ile mor formazan boyasina rediksiyonuna dayanmaktadir(Sekil 12).

|= Mitokondrial Dehidrogenaz N=N
po ) i :
=N N
N S
Br \h"ligi CHy
CH
MTT . | MTT formazan

Sekil 12. MTT reaksiyonunun kimyasal gésterimi

Galismada MTT, fenol kirmizisi igermeyen RPMI 1640 besi
ortami ile karistirilarak, homojenize edildi ve final konsantrasyonu 5 mg/mL

olan MTT c¢dzeltisi hazirlandi.

MTT testi, sodyum taurokolat ve lesitin igeren biyouyumlu
ortamlarin (FaSSIF ve FeSSIF) ve SIF Powder® ile hazirlanan ortamlarin
(SIF-FaSSIF ve SIF-FeSSIF) Caco-2 hiicrelerinde kullaniimasinin hicreler
Uzerinde toksik etki olusturup olusturmayacagini arastirmak igin uygulandi.
MTT testinde biyouyumlu ortamlarin haricinde, levofloksasin ve
flurbiprofenin bu ortamlardaki 100 yM ve 500 uM derisimdeki ¢ézeltilerinin
sitotoksisitesi de incelendi. Etkin maddeleri icermeyen ortamlar ve etkin
maddeleri iceren ortamlarin timd 0.22 um’lik membran filtreden sizilerek

sterilize edildi.

Daha énceden 24 saat inkiibasyona birakilan 96 gézIU hiicre
kaltorh kaplart inklbasyon sonrasi besi ortamlari bosaltilarak yerlerine

hazirlanan kér ¢ézinme ortamlari, biyouyumlu ortamlar ve etkin maddeleri
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iceren ortamlar 100 yL/kuyucuk olarak taksim edildi. % 5 CO’li inkiibatérde
1 saat ve 24 saatlik inkiibasyonlara birakildi.

inkilbasyon siiresi sonunda 1 saat ve 24 saat bekletilen 96
g6zlG hlcre Gretme test ortamlarn uzaklastirildi ve hlcre Gretme kaplarina
100uL/kuyucuk olacak sekilde DMEM besi ortami ve 13 plL/kuyucuk MTT
¢Ozeltisi konuldu. Kiltdr kaplari aliminyum folyoya sarilarak CO?'li etiivde
37°C’de 3 saat sire ile inkiibe edildi. inkilbasyon sonrasi MTT c¢ozeltisi
aspire edilerek ortamdan uzaklastinldi. 96 g6zIi hicre Gretme kaplarina
izopropil alkol 100 pL/kuyucuk olarak konulup olusan formazonun optik
yogunlugu spektrofotometrede 570 nm’de belirlendi. Test ortamlarinin
hazirlanigindan bu asamaya kadar olan deneyler U¢ kez tekrarlandi.
Derisime karsi ortalama absorbans ve derisime karsi % canlilik degerleri
grafige gecirildi. 1 ve 24 saatlik deneyler sonunda her ortam icin canh kalan
hiicre sayilari kargilastirildi.

MTT Testleri G¢ paralel gergeklestiriimistir ve her grup icin Uger

plate olmak Gzere toplam dokuz platetten 24 kuyucuk kullaniimistir(Sekil 13)
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Sekil 13. MTT Testi icin kullanilan
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in vitro ¢cdziinme ortamlar icin MTT testi deney tasarimi Tablo 18'de

gbsterilmigtir.

Tablo 18. MTT Testi deney tasarimi

Konum Plate 1 (n=24) Plate 2 (n=24) Plate 3 (n=24)
A1-H1 Hucre Kontrol 100 i”n;_fsvsosﬂlgk;asin 1008:1i/_IFI§Sr?3|iErgfen
A2-H2 Kor FaSSIF 500 m ng?casf'llgk;asin 5ooK:1j I(/IFlfllﬁerliEr;fen
A3-H3 FaSSIF 500 pl\iaLSe%El;ksasin 500 pll_—\/lalszﬁjlrii;rofen
A4-H4 SIF-FaSSIF 500 ?Jl__ll\;-ll_::\?osfllgk;asin 5ooS;|g_|Fv-|FFa}§rSt'>lizr;fen
A5-H5 Kor FeSSIF 500 m Eg\?osflltl):k;asin sooKSI[AFSEriliEr;fen
A6-H6 FeSSIF 500 pl\iel_se?/:)ilgksasin 500 pIKAeIS:ﬁJIrii;rofen
A7-H7 S_'_'F'FeSS'F 500 il__Il\;_ESVSoSfIng;asin SOOSLi/_IFFa}Sr?)IiErzfen
A8-H8 100 E(Ii/rl E:\?(;Qf'llgk;asin 100KS|(/IFISIISr?)|iEr;fen Serumiu DMEM
A9-H9 100 pl\ial_se?/:)ilgksasin 100 ulzl\jllszﬁjlriigrofen Serumiu DMEM
A10-H10 100 i”h;-ll_::\?osﬂlcl):k;asin 1OOS:JIK;IFI%§r?)liEr;fen Hiicre Kontrol
AT1-HI 100 E(K/rl Ilfg\?osflltl):k;asin 1OOKSI(/IFFeI§r?)|iEr;fen Hticre Kontrol
A12-H12 100 pl\ieliglnilgksasin 100 pllz\/IeIS:ﬁJIrii;rofen Hucre Kontrol

Hucrelerin % canhlik degerleri hiicre kontrol grubu olan

serumlu DMEM ve serumsuz DMEM absorbanslari %100 kabul edilerek

(Test absorbansi/Hicre kontrol absorbansi)x100 seklinde hesaplandi.
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4. BULGULAR
4.1. in Vitro Cé6ziinme Ortamlarda Yapilan Calismalar
4.1.1. Yuzey Gerilimi

Bolium 3.2.2.1°de anlatildigi sekilde Du Nouy tensiyometresi
kullanilarak gerceklestirilen ylzey gerilimi élcim sonuglari Tablo 19°da

verilmistir.

Tablo 19. in vitro ¢bziinme ortamlarinin ortalama yiizey gerilimi degerleri

Ortalama Yiizey
Ortam Gerilimi SS % VK
(mN/m)
pH 1.2 56.1 0.2 0.309
pH 4.5 58.1 1.3 2.29
pH 6.8 63.3 0.5 0.746
Kér FaSSIF? 48.9 0.2 0.354
FaSSIF® 41.2 0.3 0.610
SIF-FaSSIF 45.2 0.3 0.639
Kér FeSSIF® 44.9 0.3 0.561
FeSSIF® 38.7 1.0 2.62
SIF-FeSSIF 41.2 0.8 1.98

4 Koér FaSSIF-FaSSIF: %95 olasilikla anlamli fark (p<0.05)
® FaSSIF-SIF FaSSIF: %95 olasilikla anlamli fark (p<0.05)
°Kor FeSSIF-FeSSIF: %95 olasilikla anlamli fark (p<0.05)
4 FeSSIF-SIF FeSSIF: %95 olasilikla anlamli fark (p<0.05)

4.1.2. Viskozite

in vitro ortamlarin viskozitesi Brookfield viskozimetresi
kullanilarak Bélim 3.2.2.2.de anlatildigi sekilde &l¢almuastir. Viskozite

sonuclari Tablo 20°’de verilmigtir.
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Tablo 20. in vitro ¢dziinme ortamlarinin viskozite degerleri

Viskozite
Ortam (mPas)
pH 1.2 0.980
pH 4.5 1.14
pH 6.8 1.14
Kor FaSSIF 1.14
FaSSIF 1.72
SIF-FaSSIF 1.14
Kor FeSSIF 1.06
FeSSIF 1.72
SIF-FeSSIF 1.39

4.1.3. Bioyuyumlu Ortamlardaki Misel Buyukltgu

Biyouyumlu ortamlarda Malvern partikil blyUklGga élgim aleti

kullanilarak elde edilen sonugclar Sekil 14 ve Tablo 21°de verilmigtir.

Wodume (%)

0.1 1 10 104 1004 10004

Siza (d.nm)

Sekil 14a. FaSSIF ortamina ait misel boyutlari

91



3{'._...........................................................................

Weurne (%)
[
(=

—
=]
1

0.1 1 10 104 1000 10004
Siza (d.nm)

Sekil 14b. SIF-FaSSIF ortamina ait misel boyutlari
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Sekil 14c. FeSSIF ortamina ait misel boyutlari
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Sekil 14d. SIF-FeSSIF ortamina ait misel boyutlari
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Tablo 21. in vitro ¢6ziinme ortamlarinda olusan misel blyiklikleri

Ortalama Misel
Biyouyumlu Ortam Buyuklagi SS % VK
(nm)
FaSSIF 39.0 0.3 0.646
SIF-FaSSIF 67.2 8.9 13.3
FeSSIF 4.92 0.30 6.01
SIF-FeSSIF 4.55 0.07 1.54

4.2. Levofloksasin
4.2.1. Partikil Bayukltagu

Bélim 3.2.3.1’de anlatildigi sekilde Lazer X Diffraction Particle Sizer
aletinde vyapilan Olgimler sonucu levofloksasinin partikil bUyUuklGgu
17.6 + 0.6 ym olarak bulundu. Partikdl buytkliga dagihimina iliskin grafik
Sekil 15’te verilmisgtir.
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Sekil 15. Levofloksasinin partikal baydklagi ve dagilimi
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4.2.2. UV Spektrumu

Levofloksasinin hazirlanan pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8, Kor
FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF

ortamlarindaki UV spektrumlari Sekil 16'da ve levofloksasinin An.s degerleri

FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér

Tablo 22’de verilmisgtir.

Tablo 22. Levofloksasinin maksimum absorbans verdigi An.s degerleri

Céziinme Ortami Amaks (nM)
pH 1.2 292
pH 4.5 292
pH 6.8 286
Koér FaSSIF (pH 6.5) 288
FaSSIF (pH 6.5) 288
SIF-FaSSIF (pH 6.5) 288
Kér FeSSIF (pH 5.0) 292
FeSSIF (pH 5.0) 294
SIF-FeSSIF (pH 5.0) 294
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Sekil 16a,b. Levofloksasinin pH 1.2 ve pH 4.5 ¢6zinme ortamlarindaki UV

spektrumlari
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Sekil 16¢,d. Levofloksasinin pH 6.8 ve Kér FaSSIF ¢ézliinme ortamlarindaki

UV spektrumlari

B
| 288 nm
f
{1
|
[
.
osof, T ||
& I | N
l i\ [
A R
3 w \
4
|
e
0,000 — —
0351 1 L
190,00 400,00 600,00 800,00

nm.

1 DGR v
~ 288 nm.
fy
[
‘Iﬁ
0E0I00 |- [ - .’
Y -
AV 1
y
A
0.00000 — S
...... i Lt
21373 300,00 vl[ll'll.’ln,l 500,00 800,00
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Sekil 16i. Levofloksasinin SIF-FeSSIF ¢6ztiinme ortamindaki UV spektrumu

4.2.3. in Vitro Céziinme Ortamlarindaki Standart Dogrulara Ait Bulgular

Levofloksasinin standart dogrularinin  hazirlanmasi  bélim
3.2.3.2'de anlatildig sekilde yapilmistir. Sekil 17°de levofloksasinin degisik
c6zinme ortamlarindaki standart dogrulari gdrtlmektedir. Standart

dogrulara ait parametreler ve uyum &lcitleri Tablo 23’te gdsterilmistir.

pH1.2 y = 0,0921x +0,0098 pH4.5
1,000
£ 0800 | s £ 1000
e c
2 0600 / 5 080 *
q Z 0,600
1] - <
0,400
0 2 0,400
9 0200 [e]
- @ 0,200
0,000 T T T T ! < 0,000 - T T T T ]
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 ] 10 12
DERISiM (ug/mL) DERIiSIM (ug/mL)

Sekil 17a,b. Levofloksasinin pH 1.2 ve pH 4.5 ¢6zlnme ortamlarindaki

standart dogrulari
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Sekil 17¢,d. Levofloksasinin pH 6.8 ve Kér FaSSIF ¢dziinme ortamlarindaki

standart dogrulari
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Sekil 17e,f. Levofloksasinin FaSSIF ve SIF-FaSSIF ¢dziinme ortamlarindaki

standart dogrulari
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Sekil 17i. Levofloksasinin SIF-FeSSIF ¢b6zinme ortamindaki standart

dogrusu
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Tablo 23. Levofloksasinin ¢éziinme ortamlarindaki standart dogrularina ait parametreler ve uyum olguttleri

in Vitro Egim £ GA Kesisim £+ GA Determinasyon Sapma Agirhkh Sapma Kare Agirlikh | AKAIKE
Coziinme Katsayisi Kareleri Kareleri Toplami | Sapma Kareleri Bilgi

Ortami (Rz) Toplami (ASKT) Toplami Olciiti
(SKT) (KASKT) (AIC)
pH 1.2 0.0921 £ 0.0011 0.00980 + 0.0065 1.00 0.000492 0.000901 0.00264 -64.6
pH 4.5 0.0845 + 0.0018 0.0135 £ 0.0104 0.999 0.000465 0.00111 0.00399 -65.1
pH 6.8 0.0759 + 0.0008 0.00690 + 0.0045 1.00 0.000778 0.00416 0.0288 -60.4
Koér FaSSIF | 0.0796 £0.0015 | 0.000400 +0.0102 1.00 0.0000320 0.0000560 0.000103 - 89.1
FaSSIF 0.0661 +0.0015 0.0154 + 0.0103 0.999 0.000182 0.000494 0.00153 -73.5
SIF-FaSSIF | 0.0834 +0.0008 0.00410 £ 0.0053 1.00 0.0000931 0.000186 0.000459 -79.5
Koér FeSSIF | 0.0846 £ 0.0010 0.00560 + 0.0062 1.00 0.000107 0.000296 0.00113 -78.3
FeSSIF 0.0744 + 0.0008 0.00420 + 0.0051 1.00 0.000682 0.00191 0.00678 -61.6
SIF-FeSSIF | 0.00960 + 0.0011 0.00600 + 0.0073 1.00 0.000177 0.000282 0.000479 -73.8
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4.2.4. Spektrofotometrik Miktar Tayini Yontem Validasyonu
4.2.4.1. Dogruluk ve Geri Elde

BoIUm 3.2.3.4.1de anlatildigi sekilde yapimistir.
Levofloksasinin her ortam icin geri elde sonuclari Tablo 24’te g6sterilmigtir.

Tablo 24a. pH 1.2 icin levofloksasinin geri eldesi

Derigim Hesaplanan % Geri o
 (ug/mL) | Derigim (ug/mL) | Eide | Xen | SS | %VK
4 3.61 90.3
4 3.67 91.8 | 910 | 00 | 0.845
4 3.64 91.0
5 4.49 89.8
5 4.51 901 | 910 | 00 | 0712
5 4.55 91.0
6 5.50 91.7
6 5.52 920 | 945 | 01 | 166
6 5.67 94.5

Tablo 24b. pH 4.5 igin levofloksasinin geri eldesi

Derigim Hesaplanan % Geri

(ug/mL) | Derisim (ug/mL) | Eide | X | SS | %VK
4 417 104
4 414 104 103 0 0.764
4 4.11 103
3 5.23 104
5 5.19 104 104 0 0.443
S 5.23 104
6 6.25 104
6 6.30 105 104 0 0.660
6 6.34 105
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Tablo 24c. pH 6.8 icin levofloksasinin geri eldesi

Derigim Hesaplanan % Geri

 (ug/mL) | Derisim (ug/mL) | Eide | X | SS | %VK
4 4.06 101
4 4.08 103 101 0 1.12
4 4.04 102
Q) 5.13 102
5 5.09 102 102 0 0.352
3 5.11 101
6 6.14 101
6 6.09 102 102 0 0.354
6 6.10 101

4.2.4.2. Tekrar Edilebilirlik

Levofloksasine ait tekrarlanabilirlik sonuglar kullanilan ¢éziinme
ortamlari icin Tablo 25’te verilmigtir.

Tablo 25a. pH 1.2°de levfloksasinin tekrarlanabilirlik sonuclari

C Hesaplanan

Ornek ?er;ﬁ"t‘; Del!?§im

Mg (Hg/mL)
1 10 10.5
2 10 10.5
3 10 10.6
4 10 10.4
5 10 10.5
6 10 10.6
7 10 10.5
8 10 10.5
9 10 10.4
10 10 10.5
Xort 10.5

SS 0.1

%VK 0.498
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Tablo 25b. pH 4.5'te levofloksasinin tekrarlanabilirlik sonuglari

. Hesaplanan

Ornek ?er;?r:[‘)' Derri)gim

Mg (pg/mL)
1 10 10.8
2 10 10.8
3 10 11.1
4 10 10.9
5 10 10.9
6 10 10.9
7 10 10.9
8 10 11.0
9 10 10.8
10 10 10.8
Xont 10.9
SS 0.1
%VK 0.697

Tablo 25c. pH 6.8’de levofloksasinin tekrarlanabilirlik sonuclari

C .. Hesaplanan

Ornek ?er;?r:[‘)' Derri)gim

Mg (ug/mL)
1 10 11.0
2 10 11.0
3 10 11.0
4 10 10.9
5 10 10.9
6 10 10.9
7 10 10.9
8 10 10.9
9 10 11.0
10 10 11.0
Xort 10.9

SS 0.0

%VK 0.303
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4.2.4.3. Ozgiinliik ve Secicilik

Spektrofotometrik miktar tayini yénteminin sadece levofoksasini

saptayabilmesi igin etkin madde icermeyen Uc¢ farkll pH'daki ¢dzeltinin (pH

1.2, pH 4.5 ve pH 6.8) spektrumlari 200-800 nm dalga boylar arasinda

incelendi. Elde edilen spektrumlar 10 pg/mL etkin madde igeren pH 1.2, pH

4.5 ve pH 6.8 ¢d6zlinme ortamlarindan elde edilen spektrumlarla karsilastirildi.
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0,000 - t
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0,500

— 0,500

ool )

I T S W S S S N H S T P !
200,00 400,00 600,00
nm.

|
400,00 600,00
nm.

Sekil 18a,b. Levofloksasin igin pH 1.2 ve pH 4.5’te 6zgunlik - segicilik
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Sekil 18c. Levofloksasin icin pH 6.8’de 6zgUnlik - segicilik
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4.2.4.4. Dogrusallik

Dogrusallik degerlendirmeleri bélim 3.2.3.4.4’te anlatildig
sekilde farkl  ¢dézinme  ortamlarinda  gergeklestirildi.  Sonuglarin
degerlendiriimesinde derigsime karsi, 6lcilen absorbans degerleri grafiklendi.
Dogrusal regresyonlar yapildi ve standart dodru denklemleri bulundu. Bu
denklemlerin R? degerleri hesaplandi. S6z konusu derisim araliginda bulunan

standart dogru denklemlerin dogrusalliklari incelendi(Sekil 17).

4.2.4.5. Stabilite

Levofloksasinin ¢ farkli pH'daki ¢6zinme ortaminda (pH 1.2,
pH 4.5 ve pH 6.8) stabilitelerinin incelenmesi amaciyla, bélim 3.2.3.3.5’te
anlatildigi sekilde oda sicakliginda (25°C) ve 37°C’de stabilite deneyleri
yapildi. Belirli zaman araliklarinda alinan 6érneklerin absorbans degerleri
spektrofotometrede okundu. Bu degerler standart dogru denklemlerinde
yerine konularak derigimler hesaplandi. Derisim deg@erlerinde anlamli bir
degisiklik gbdzlenip gbzlenmedigi saptandi. Sekil 19'da G¢ farkl ¢bézinme
ortaminda 24 saat sureyle izlenen zamana karsilik ortalama derigim grafikleri

g6rilmektedir.

pH 1.2 (25°C) pH1.2 @37°C)
—15M Z1am
210,00 s . . * =10,
= 5 L
[ [y
w w
= 000 4 . . | = o0m 4 . .
0 500 1000 1500 a 500 1000
ZAMAN (dakika ) ZAMAH {dakika )

15m

Sekil 19a,b. Levofloksasinin pH 1.2’de 25°C ve 37°C’deki stabilitesi
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Sekil 19¢,d. Levofloksasinin pH 4.5'te 25°C ve 37°C’deki stabilitesi
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Sekil 19e,f. Levofloksasinin pH 6.8’de 25°C ve 37°C’deki stabilitesi
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4.2.5. Cozunurluk

Bo6lim 3.2.3.5'te anlatildigi sekilde farkli ¢6ziinme ortamlarinda

yapilan ¢6zinUrlik sonuclari ve hesaplanan Do degerleri Tablo 26’da

verilmigtir. Levofloksasine ait pH-¢ézUndrlik profili de  Sekil
gOsterilmigtir.

Tablo 26. Levofloksasinin ¢ézinurlik ve Dy degerleri

Cozinme Ortami | Coézunirlik (mg/mL) £ SS D, £ SS

pH 1.2 90.5+1.3 0.0221 + 0.0003
pH 4.5 43.9+0.3 0.0456 + 0.0003
pH 6.8 31.5+0.1 0.0635 + 0.0001
Kor FaSSIF? 29.5+0.0 0.0679 + 0.0001
FaSSIF® 37.0+0.3 0.0540 + 0.0004
SIF-FaSSIF 98.4 + 0.1 0.0203 + 0.0000
Kor FeSSIF® 52.5+ 0.1 0.0380 + 0.0001
FeSSIFe 67.8+0.2 0.0295 + 0.0000
SIF-FeSSIF 142 +0 0.0141  0.0000
@ Kér FaSSIF-FaSSIF: %95 olasilikla anlamli fark(p<0.05)

® FaSSIF-SIF FaSSIF: %95 olasilikla anlamli fark(p<0.05)

° Koér FeSSIF-FeSSIF: %95 olasilikla anlamli fark(p<0.05)

4 FeSSIF-SIF FeSSIF: %95 olasilikla anlamli fark(p<0.05)

20°'de
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Sekil 20. Levofloksasinin pH-¢dzunurluk profili

4.2.6. Tabletlerde Yapilan Kalite Denetimleri

4.2.6.1. Cap ve Kalinlik

B6lim 3.2.3.6.1’de anlatildigi sekilde dlcllen tabletlerin boyutlar

Tablo 27°de verilmistir.

Tablo 27. Tavanic® tabletlerin boyutlari

Tablet Uzunluk Genislik Kalinlik
No (cm) (cm) (cm)
1 0.510 0.820 1.62
2 0.510 0.810 1.61
3 0.510 0.810 1.61
4 0.520 0.820 1.62
5 0.510 0.810 1.62
6 0.510 0.810 1.62
7 0.510 0.820 1.61
8 0.520 0.810 1.62
9 0.510 0.810 1.61
10 0.510 0.810 1.62
Xont 0.512 0.813 1.62
SS 0.004 0.005 0.01

%VK 0.824 0.594 0.320
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4.2.6.2. Agirhk Tekduzeligi

Bo6lim 3.2.3.6.2'de anlatildigi sekilde yapilan deneyler sonucu
levofloksasinin ortalama tablet agirliklari Tablo 28'de verilmistir.

Tablo 28. Tavanic® tabletlerin agirliklari

Tablet No Tablet Agirhig
1 618
2 621
3 616
4 624
5 623
6 611
7 625
8 624
9 624
10 616
11 619
12 627
13 625
14 620
15 622
16 616
17 618
18 628
19 624
20 624
Xort 621
Xort £ %5 590 - 652
Xort £ %10 559 — 683
SS 5
%VK 0.704
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4.2.6.3. Sertlik
Bolim 3.2.3.6.3’te anlatildigi sekilde yapilan tablet sertlik
6lcimleri Tablo 29'da verilmigtir.

Tablo 29. Tavanic® tabletlerin sertlii

Tablet No | Sertlik (N)
1 426
2 401
3 408
4 369
5 404
6 436
7 432
8 401
9 405
10 405
Xort 409
SS 19
%VK 4.73

4.2.6.4. Ufalanma-Asinma

Bélim 3.2.3.6.4’te anlatildigi sekilde yapilan ¢alismalar sonucu
levofloksasin tabletlerinin ufalanma-asinma degeri asagidaki esitlikle
hesaplanmistir.

05 Friabilite = (m) 100 Esitlik 14
ertL
Bu esitlikte;
Xortt = Ufalanma-asinma testi uygulanmadan énceki ortalama tablet agirligi
(mg)
Xorz = Ufalanma-asinma testi uygulandiktan sonraki ortalama tablet agirlig
(mg)
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Xort1 = 12441.1 mg
Xoriz = 12440.2 mg
% Friabilite = 9%0.00723

4.2.6.5. Dagilma

Bolim 3.2.3.6.5°te anlatildigi sekilde yapilan deneyler sonucu
Tavanic® Tabletlerin dagiima sireleri Tablo 30’da verilmistir.

Tablo 30. Tavanic® tabletlerin dagilima siireleri

Dagilma Siiresi

Tablet No (dak)
1 8.32

2 8.42

3 8.42

4 8.45

5 8.46

6 8.47

Xort 8.42
SS 0.05
%VK 0.649

4.2.6.6. Etkin Madde Miktar Tayini

Tabletlerde levofloksasin miktar tayini bolim 3.2.3.6.6'da anlatildigi
sekkilde yapilmistir. Elde edilen sonuclar Tablo 31’de verilmektedir.

Tablo 31. Tavanic® tabletlerde yapilan etkin madde miktar tayini sonuclari

Paralel Etkin Madde

Sayisi Miktari (mg) Ortalama Miktar (mg) £ SS

1 500 495 + 1
2 500 493 £ 2
3 500 495 £ 0
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4.2.7. in Vitro Cdziinme Hizi Profilleri

Bolim 3.2.3.7'de anlatildidi gibi yapilan in vitro ¢dézinme hizi
deneyleri sonucunda dokuz farkli ¢6zinme ortaminda (pH 1.2, pH 4.5, pH
6.8, Kor FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF),
Tavanic® 500 mg film tabletle yapilmistir. Tabletlerden ortalama % coziinen
levofloksasin deg@erleri Tablo 32’de gdsterilmistir. Elde edilen ¢cbézinme hizi

profilleri Sekil 21°de, karsilastirmali ¢6zinme hizi profilleri Sekil 21°de
verilmigtir.
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Tablo 32. Levofloksasin tabletlerin zamana kargi ortalama % ¢6ziinen

miktarlar
Zaman (dak)
5 10 15 20 30 45 60
Xort 40.1 74.0 88.8 95.1 97.9 101 102
N
e %VK 9.82 2.85 3.33 1.63 2.24 1.33 1.63
0 Xort 51.9 83.2 92.9 100 103 104 105
<
T
e | VK | 747 | 848 | 892 | 4.39 2.76 1.99 1.81
© Xort 40.6 72.8 90.0 98.9 100 101 102
[{e]
T
o %VK 11.3 1.52 2.42 | 0.769 | 0.850 1.41 1.26
L' Xort | 16.1 | 588 | 70.5 | 74.1 77.6 82.9 84.5
5®
¥ @
w | %VK 35.8 22.3 4.87 418 9.35 5.24 4.88
T8 Xort 17.9 59.4 81.7 85.9 90.8 92.8 98.8
7]
7))
5 %VK | 35.7 | 466 | 533 | 5.50 5.52 2.74 4.37
u.% Xort 41.4 66.0 78.3 84.5 90.1 92.2 94.5
» g
w | %VK 3.79 4.55 6.26 5.03 3.47 2.11 0.547
L| Xort | 17.0 | 59.1 84.0 | 95.9 99.1 102 102
5®
¥ 9
w | %VK 2.18 3.63 3.44 1.73 2.52 0.364 | 0.722
% Xort 14.7 50.1 87.5 95.5 99.7 101 101
7]
E %VK 2.70 | 0.693 1.17 | 0.606 | 0.695 0.559 | 0.382
u.% Xort 26.2 60.2 78.1 85.3 94.6 101 101
B
w | %VK 13.1 11.1 4.36 1.36 1.79 0.213 | 0.527
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Sekil 21. Tavanic® tabletlerin karsilastirmali ¢6zinme hizi profilleri
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4.2.8. Yuzey Grafikleri

Levofloksasinin pH'ya bagimh olarak degisen dederlerinin ve

Tavanic® tabletlerin pHya bagimli olarak gosterdigi  degisikliklerin,

ortamlardaki ¢6ztnurlik degeri ve ¢cdézinme hizi degerleri arasindaki iligkinin
bir arada degerlendirilebilmesi

icin  0¢ boyutlu ylzey grafiklerinden
yararlaniimigtir(Sekil 22).

oounn
pABEsES

gﬁzﬁnﬂﬂﬂk

kN (30 -

Sekil 22. Ortamlarin pH’si, levofloksasinin farkli ortamlardaki ¢6zindarligi ve

Tavanic® tabletlerin 30. dak'daki farkli ortamlardaki ¢oziinen miktarlarini
gbsteren ylzey grafigi

4.2.9. in Vitro Céziinme Hizi Kinetiklerinin Degerlendirilmesi

4.2.9.1. Model Bagimsiz Yontemler

Sodyum taurokolat ve lesitinin ¢dziinme hizina olan etkisinin
degerlendiriimesinde, Tavanic® tabletlerin farkli ¢dziinme ortamlarindaki
(Kér FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF)

c6ztiinme profilleri f> benzerlik faktéri ile karsilastirnimistir. Burada kullanilan
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ortamlar sodyum taurokolat ve lesitin icerip icermeme durumuna goére
degerlendiriimis, ayrica FaSSIF ve SIF-FaSSIFin ve FeSSIF ve
SIF-FeSSIF’in ¢cbézinme profilleri karsilastirilmistir. Tablo 33’te in vitro
¢6zlnme ortamlarinda levofloksasinin gdsterdigi ¢dézinme &zelliklerinin f,

benzerlik faktord ile kargilastiriimasi verilmistir.

Tablo 33. in vitro ¢dziinme ortamlarinda levofloksasinin gésterdigi ¢oziinme

6zelliklerinin f2ile karsilastiriimasi

Test Ortam | Referans Ortam |f, Degeri |Benzerlik Durumu
Kér FaSSIF | FaSSIF 48.7 Benzer degil

Koér FaSSIF | SIF-FaSSIF 43.6 Benzer degil

Kér FeSSIF | FeSSIF 69.9 Benzer

Kér FeSSIF | SIF-FeSSIF 60.5 Benzer

FaSSIF SIF-FaSSIF 51.0 Benzer

FeSSIF SIF-FeSSIF 54.6 Benzer

4.2.9.2. Model Bagimli Yontemler

in vitro ¢bziinme hizi  kinetiklerinin  degerlendirimesinde
DDSolver programi kullaniimistir. Degerlendirmede levofloksasinin ¢ézinme
verilerini en iyi sekilde tanimlayan model belirlenmistir. DDSolver model
uygunlugunun saptanmasinda, Rzadjusted, MSC ve AIC kriterleri kullaniimigtir.
Boélim 2.1.3.1.6.3'de Tablo 6’da verilen kinetik modellere uygunluk
degerlendirilmigtir. Sonuclar Tablo 34’te verilmistir. Uyum parametrelerine

gbre en uygun kinetik model kirmizi ile belirtilmistir.
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Tablo 34a. Tavanic® tabletlerin c¢6ziinme hizi verilerinin DDSolver ile kinetik modellemesi

KINETIK pH1.2 pH 4.5 pH 6.8 Kor FaSSIF FaSSIF

MODEL R%q4 | MSC | AIC [ R4 | MSC | AIC | R%q4 | MSC | AIC | R%; MSC AIC | R%4 | MSC | AIC
Weibull 1 0.988 | 4.08 | 27.3 10928 | 234 |37.6 0972 | 3.31 |33.1 | 0.708 | 0.840 59.1 |1 0.893 | 1.85 | 46.4
Weibull 2 0.977 | 3.71 |29.9|0.950| 274 | 34.8|0.981 | 3.77 | 29.9 | 0.704 | 0.890 58.7 1 0.869 | 1.70 | 47.4
Weibull 3 0.868 | 1.59 |44.7 10843 | 1.57 |43.0 | 0.855 | 1.48 | 459 ]0.738 | 0.950 58.3 | 0.845 | 1.42 | 49.4
Weibull 4 0.900 | 1.88 | 42.7 | 0.891 1.92 [40.5|0.883 | 1.70 | 44.4 | 0.741 0.930 58.4 | 0.834 | 1.37 | 50.0
Peppas-Sahlin1 | 0.798 | 1.17 | 47.7 |1 0857 | 154 |43.2]0.775| 1.05 | 48.9 | 0.669 | 0.700 60.3 | 0.656 | 0.651 | 54.8
Peppas-Sahlin2 | 0872 | 1.70 | 44.0 | 0910 | 2.11 |39.2|0.859 | 1.58 | 45.2 | 0.751 1.05 575 | 0.751 | 1.04 | 521
Logistic 1 0.982 | 3.88 | 28.7 0921 | 219 |38.6 | 0.934 | 2.49 | 38.9 | 0.801 1.31 55.4 10945 | 2.59 | 41.2
Logistic 2 0947 | 253 [ 38.2|0.894 | 235 |375|0918 | 2.07 | 41.8 | 0.848 1.54 53.6 | 0.922 | 2.13 | 44.5
Logistic 3 0.481 | 0.209 | 54.4 | 0.401 | 0.121 | 53.1 | 0.401 | 0.063 | 55.8 | 0.427 | 0.180 64.4 | 0.638 | 0.588 | 55.2
Gomperiz 1 0.961 | 3.33 | 32.6 | 0904 | 1.97 |40.2|0.875] 1.84 | 43.4 | 0.844 1.61 53.0 | 0.960 | 2.99 | 38.4
Gompertz 2 0.964 | 298 | 35.0/0.899 | 246 |36.8|0.928 | 2.24 | 40.6 | 0.885 1.92 50.5 | 0.949 | 257 | 413
Gompertz 3 0.465 | 0.181 | 54.6 | 0.383 | 0.0984 | 53.3 | 0.365 | 0.004 | 56.3 | 0.373 | 0.0800 | 65.2 | 0.536 | 0.357 | 56.8
Gomperiz 4 0.490 | 0.225 | 54.3 | 0.440 | 0.172 | 52.8 | 0.472 | 0.189 | 55.0 | 0.393 | 0.110 65.0 | 0.535 | 0.353 | 56.9
Probit 1 0.988 | 4.11 | 27.1]0.937 | 2.47 |36.7|0.964 | 3.11 | 34.5| 0.792 1.27 55.7 1 0.934 | 240 | 425
Probit 2 0917 | 2.06 | 41.5|/0873 ] 193 |40.4|0.898 | 1.84 | 43.4 | 0.822 1.38 54.9 1 0.894 | 1.84 | 46.5
First order 0.962 | 344 | 3.07 0922 | 261 |357|0918 | 2.46 | 39.1 | 0.581 0.730 60.1 | 0.884 | 1.88 | 46.2
Hopfenberg 0936 | 2.79 | 36.4 0933 | 239 |37.2]|0.990| 4.22 | 26.8| 0.212 | -0.0238 | 66.1 | 0.872 | 1.74 | 47.2

116




Tablo 34b. Tavanic® tabletlerin ¢dziinme hizi verilerinin DDSolver ile kinetik modellemesi

i i SIF-FaSSIF Kor FeSSIF FeSSIF SIF-FeSSIF
KINETIK MODEL R’adj MSC AIC R%adi MSC AIC R’adj MSC AIC R’adj MSC AIC
Weibull 1 0.966 3.06 32.3 0.992 4.49 29.5 0.989 4.10 33.0 | 0.990 4.84 24.8
Weibull 2 0.943 2.55 35.9 0.987 4.29 30.9 0.990 4.46 30.5 | 0.986 4.03 30.4
Weibull 3 0.933 2.35 37.3 0.849 1.44 50.9 0.816 1.23 53.1 | 0.933 2.29 42.6
Weibull 4 0.955 2.82 34.0 0.897 1.93 47.4 0.874 1.73 49.5 | 0.959 3.12 36.8
Peppas-Sahlin 1 0.890 1.83 40.9 0.635 0.558 57.0 0.581 0.418 | 58.7 | 0.787 1.09 51.0
Peppas-Sahlin 2 0.937 2.45 36.6 0.738 0.951 54.3 0.694 | 0.795 | 56.1 | 0.855 1.54 47.8
Logistic 1 0.982 3.78 27.3 0.986 4.10 32.2 0.968 3.08 40.1 | 0.969 3.81 32.0
Logistic 2 0.978 3.55 28.9 0.948 2.51 43.4 0.927 2.16 46.5 | 0.988 4.21 29.1
Logistic 3 0.635 0.598 49.5 0.643 0.605 56.7 0.613 | 0.506 | 58.1 | 0.764 1.03 51.4
Gomperiz 1 0.990 3.93 26.2 0.964 3.05 39.6 0.955 2.75 42.4 | 0.911 2.56 40.7
Gompertz 2 0.981 3.54 29.0 0.968 3.06 39.5 0.928 2.18 46.4 | 0.994 4.79 25.1
Gompertz 3 0.638 0.621 49.4 0.518 0.285 59.0 0.452 | 0.151 60.6 | 0.715 | 0.810 53.0
Gomperiz 4 0.638 0.621 49.4 0.551 0.351 58.5 0.542 | 0.329 | 59.4 | 0.714 | 0.805 53.0
Probit 1 0.973 3.36 30.2 0.992 4.50 29.5 0.980 3.57 36.7 | 0.990 4.64 21.5
Probit 2 0.965 3.12 32.0 0.926 2.16 45.8 0.900 1.86 48.7 | 0.977 3.48 34.3
First order 0.921 2.33 37.4 0.777 1.25 52.2 0.660 | 0.817 | 55.9 | 0.959 2.96 37.9
Hopfenberg 0.717 1.11 46.0 0.938 2.41 441 0.926 2.29 45.6 | 0.969 3.16 36.5
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4.3. Flurbiprofen
4.3.1. Partikil Bayuklagu

Boélim 3.2.4.1’de anlatildigi sekilde yapilan élciimler sonucu
flurbiprofen partiktl bayUkliga 45.1 = 1.9 ym olarak bulundu. Flurbiprofenin
partikil boydklaga dagilimina iligskin grafik Sekil 23’te verilmistir.
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particle size / pm

Sekil 23. Flurbiprofenin partikil blyUkligu ve dagihmi

4.3.2. UV Spektrumu

Bolum 3.2.4.2’de anlatildigi sekilde vyapilan dlcimler
sonucunda flurbiprofenin hazirlanan pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, FaSSIF,
SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF ortamlarindaki UV
spektrumlart  Sekil 24’te ve flurbiprofenin  Anus dederleri Tablo 35’te
verilmistir.
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Sekil 24g,h. Flurbiprofenin FeSSIF ve SIF-FeSSIF ¢éziinme ortamlarindaki

UV spektrumlari
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Tablo 35. Flurbiprofenin maksimum absorbans verdigi Anas degerleri

Coézinme Ortami Amaks (NM)
pH 4.5 246
pH 6.8 246
Kor FaSSIF (pH 6.5) 246
FaSSIF (pH 6.5) 246
SIF-FaSSIF (pH 6.5) 248
Koér FeSSIF (pH 5.0) 246
FeSSIF (pH 5.0) 250
SIF-FeSSIF (pH 5.0) 250

4.3.3. in Vitro Céziinme Ortamlarindaki Standart Dogrulara Ait Bulgular

Flurbiprofenin

standart

dogrusunun

hazirlanmasi  bolim

3.2.4.2’de anlatildigi sekilde yapilmistir. Sekil 25'te flurbiprofenin pH 4.5, pH
6.8, Kor FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF

ortamlarindaki standart dogrulari gérilmektedir. Standart dogrulara ait

parametreler ve uyum &lcltleri Tablo 36’da gdsterilmistir.

i
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Sekil 25a,b. Flurbiprofenin pH 4.5 ve pH 6.8 ¢dzinme ortamlarindaki

standart dogrulari
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Sekil 25¢,d. Flurbiprofenin Kér FaSSIF ve FaSSIF ¢b6ziinme ortamlarindaki

standart dogrulari
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Sekil 25g,h. Flurbiprofenin FeSSIF ve SIF-FeSSIF ¢céziinme ortamlarindaki

standart dogrulari
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Tablo 36. Flurbiprofenin standart dogrusuna ait parametreler ve uyum 6l¢itleri

Agirhikh Kare Agirlikh
in Vitro Determinasyon Sapma_ Sapma Sapma AKA".(E
. . L Kareleri - - Bilgi
Céziinme Egim £ GA Kesisim + GA Katsayisi Kareleri Kareleri a D
2 Toplami Olciti
Ortami (R%) (SKT) Toplami Toplami (AIC)
(ASKT) (KASKT)
pH 4.5 0.0714 £ 0.0004 0.00550 + 0.0028 1.00 0.0624 0.104 0.205 -21.0
pH 6.8 0.0850 + 0.0006 0.00240 + 0.0041 1.00 0.0000467 0.000131 0.000418 -86.0
Kér FaSSIF 0.0833 + 0.0010 0.0170 + 0.0066 0.999 0.000119 0.000277 0.000752 -77.3
FaSSIF 0.0757 £ 0.0019 0.0237 + 0.0121 0.999 0.000402 0.00108 0.00343 -66.4
SIF-FaSSIF 0.0764 + 0.0012 0.013 £ 0.008 0.999 0.000137 0.000235 0.000425 -67.2
Kor FeSSIF 0.0839 £ 0.0003 0.0072 £ 0.0020 1.00 0.0377 0.0937 0.304 -25.5
FeSSIF 0.115 +0.003 0.0444 £ 0.0147 0.999 0.000605 0.000992 0.00174 -55.3
SIF-FeSSIF 0.0692 £ 0.0013 0.0205 £ 0.0082 1.00 0.0000480 0.000154 0.000525 -75.6
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4.3.4. Spektrofotometrik Miktar Tayini Yontem Validasyonu
4.3.4.1. Dogruluk ve Geri Elde

B6lim 3.2.4.3.1°de anlatildigi sekilde yapilmigtir. Flurbiprofenin pH 4.5
ve pH 6.8 icin geri elde sonuclari Tablo 37°de gbsterilmistir.

Tablo 37a. pH 4.5 icin flurbiprofenin geri eldesi

Derisim | Hesaplanan | , .
(ug/mL) | Derigim /"EI%Z" Xt | SS | %VK
(ng/mL)
4.80 4.76 99.1
4.80 4.71 982 | 987 | 00 | 0.452
4.80 4.74 98.8
6.00 5.95 99.1
6.00 6.03 101 | 995 | 0.1 | 0888
6.00 5.93 98.9
7.20 7.09 98.5
7.20 7.4 991 | 988 | 041 | 0.301
7.20 741 98.7

Tablo 37b. pH 6.8 icin flurbiprofenin geri eldesi

Derigim | Hesaplanan | , .
(ug/mL) | Derigim /"E%‘:" Xt | SS | %VK
(ng/mL)
4.80 4.77 99.4
4.80 4.78 100 | 998 | 00 | 0511
4.80 4.82 100
6.00 5.97 99.5
6.00 5.92 98.7 | 993 | 00 | 0.456
6.00 5.97 99.5
7.20 711 98.9
7.20 7.20 99.9 | 993 | 00 | 0578
7.20 7.15 99.3
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4.3.4.2. Tekrar Edilebilirlik

Flurbiprofene ait tekrarlanabilirlik sonuglari pH 4.5 ve pH 6.8 icin
Tablo 38’de verilmisgtir.

Tablo 38a. pH 4.5te flurbiprofenin tekrarlanabilirlik sonuglari

. . Hesaplanan
Ornek ?er;?r:t')' Del!?gim
Hg (pg/mL)
1 10.0 10.0
2 10.0 10.1
3 10.0 10.0
4 10.0 10.1
5 10.0 10.1
6 10.0 10.1
7 10.0 10.0
8 10.0 10.1
9 10.0 10.0
10 10.0 10.1
Xort 10.0
SS 0.0
%VK 0.239

Tablo 38b. pH 6.8’de flurbiprofenin tekrarlanabilirlik sonuglar

S Hesaplanan
Ornek Der;§|rE|| Derigim
1 10.0 10.0
2 10.0 10.0
3 10.0 10.1
4 10.0 10.0
5 10.0 10.0
6 10.0 10.0
7 10.0 10.0
8 10.0 10.0
9 10.0 10.0
10 10.0 10.0
Xort 10.0
SS 0.0
%VK 0.164
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4.3.4.3. Ozgiinliik ve Secicilik

Ozginlik ve segcicilik degerlendirmeleri bélim 3.2.4.3.3'de
belirtildigi  sekilde spektrofotometrik miktar tayini ydnteminin sadece
flurbiprofeni saptayabilmesi icin etkin madde icermeyen c¢ézeltinin (pH 4.5 ve
pH 6.8) spektrumlar 200-800 nm dalga boylari arasinda incelendi (Sekil 26).
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Sekil 26a,b. Flurbiprofen icin pH 4.5 ve pH 6.8'de 6zgUnlik-segicilik

4.3.4.4. Dogrusallik

Bo6lim 3.2.4.3.4’te anlatildigi sekilde gergeklestirildi. Derigime
karsi Olgllen absorbans degerleri grafiklendi. Verilere dogrusal regresyon
yapilarak standart dogru denklemleri bulundu. Bu denklemlerin R? degerleri
hesaplandi. S6z konusu derisim araliginda bulunan standart denklemlerin
dogrusalliklari incelendi(Sekil 25).

4.3.4.5. Stabilite

Flurbiprofenin pH 4.5 ve pH 6.8 ortamlarindaki stabilitesinin
incelenmesi amaciyla, Bélim 3.2.4.3.5’te anlatildigi sekilde oda sicakliginda
(25°C) ve 37°C’de stabilite deneyleri yapildi. Belirli zaman aralklarinda alinan
Orneklerin absorbans degerleri spektrofotometrede okundu. Bu degerler
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standart dogru denkleminde yerine konularak derigimler hesaplandi. Derigim
degerlerinde anlamli bir degisiklik g6zlenip gézlenmedigi saptandi. Sekil 27°'de
pH 4.5 ve pH 6.8 tamponlarinda 24 saat sureyle izlenen zamana karsilik

ortalama derisim grafikleri gértlmektedir.
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Sekil 27a,b. Flurbiprofenin pH 4.5'te 25°C ve 37°C’deki stabilitesi
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Sekil 27¢,d. Flurbiprofenin pH 6.8’de 25°C ve 37°C’deki stabilitesi
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4.3.5. Cozunurlik

Bdlim 3.2.4.4.2°de anlatildigi sekilde yapilan calismalar sonucu
flurbiprofenin ¢ézinlrlik degerleri saptanmis ve Dy degerleri hesaplanmistir.
Sonugclar Tablo 39°da, pH-¢ézUndrlik grafigi Sekil 29’da verilmistir.

Tablo 39. Flurbiprofenin ¢éztnUrlik degerleri

Coziinme Ortami | Cozinurlik (mg/mL) £ SS D, £ SS
pH 4.5 0.0555 + 0.0003 7.21 +0.04
pH 6.8 2.53 £0.05 0.323 £ 0.006
Kor FaSSIF 1.78 £ 0.03 0.224 £ 0.003
FaSSIF 1.25+0.02 0.158 £ 0.003
SIF-FaSSIF 1.70 £ 0.01 0.237 + 0.001
Kor FeSSIF 0.0756 £ 0.0014 5.29 £ 0.09
FeSSIF 0.529 + 0.007 0.756 + 0.011
SIF-FeSSIF 4.20 £0.02 0.0946 + 0.0005
25 *
=
£ S
Eis5
:¥
-
:50,5 1
0 L 4 i
0 2 4 6 8
pH

Sekil 29. Flurbiprofenin pH-¢ézinurlik profili
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4.3.6. Tabletlerde Yapilan Kalite Denetimleri

Tabletlerde yapilan denetimlerde 100 mg dozda flurbiprofen
iceren Ansaid® 100 mg film tablet (Aventis) ve Maximus® 100 mg film tablet
(Drogsan) kullanildi.

4.3.6.1 Cap ve Kalinhk

Bolum 3.2.4.5.1’de anlatildigi sekilde olcilen tabletlerinin
boyutlari Tablo 40°’ta verilmistir.

Tablo 40. Maximus® ve Ansaid® tabletlerinin boyutlari

MAXiMUS® ANSAID®
Tablet | Cap Kalinlik Uzunluk | Genislik Kalinlik
No (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
1 1.20 0.410 1.37 0.840 0.480
2 1.20 0.410 1.38 0.840 0.480
3 1.20 0.410 1.38 0.840 0.480
4 1.20 0.410 1.37 0.840 0.480
5 1.20 0.410 1.38 0.840 0.480
6 1.20 0.410 1.37 0.840 0.480
7 1.20 0.410 1.37 0.840 0.480
8 1.20 0.410 1.38 0.840 0.480
9 1.20 0.410 1.37 0.850 0.480
10 1.20 0.410 1.37 0.840 0.480
Xon 1.20 0.410 1.37 0.841 0.480
SS 0.00 0.000 0.01 0.003 0.000
%VK 0.00 0.000 0.376 0.376 0.000
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4.3.6.2. Agirhk Tekduzeligi

flurbiprofen tabletlerinin agirliklari Tablo 41’de verilmigtir.

Tablo 41. Maximus® ve Ansaid® tabletlerin agirliklari

Bélum 3.2.4.6.2°de anlatildigi sekilde yapilan 6lcimler sonucu

MAXiMUS® ANSAID®
Tablet No i et A;ﬁugu Table? AGITIG)
1 309 423
2 308 418
3 313 416
4 313 419
5 313 418
6 309 425
7 313 418
8 310 420
9 307 416
10 307 420
11 311 421
12 313 420
13 308 420
14 307 420
15 307 420
16 309 417
17 309 421
18 307 415
19 309 418
20 308 418
Xort 310 419
Xon * %5 294-325 398-440
Xort £ %10 279-340 377-461
SS 2 2
%VK 0.730 0.568
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4.3.6.3. Sertlik

Bolim 3.2.4.6.3’te anlatildigi sekilde yapilan sertlik 6lgtimleri

sonucu flurbiprofen tabletlerinin sertlik degerleri Tablo 42’de verilmistir.

Tablo 42. Maximus® ve Ansaid® tabletlerin sertlik degerleri

MAXIMUS® | ANSAID®
Tablet No - :
Sertlik (N) | Sertlik (N)
1 112 108
2 105 119
3 122 127
4 106 114
5 121 129
6 118 124
7 115 109
8 111 124
9 128 133
10 115 120
Xort 115 121
SS 7 8
%VK 6.14 6.84

4.3.6.4. Ufalanma — Asinma

Boélim 3.2.4.6.4’te anlatildigi sekilde yapilan 6lgimler sonucu

flurbiprofen tabletlerinin

hesaplanmigtir.

Maximus® tabletler icin;
Xort1 = 3100.3 mg
Xortz = 3100.3 mg
Yofriabilite: % 0

Ansaid® tabletler igin;
Xort1 = 4193.1 mg
Xorz = 4192.9 mg
Yofriabilite: % 0.0477

ufalanma-asinma

gére
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4.3.6.5. Dagilma

Bdlium 3.2.4.6.5'te anlatildigi sekilde yapilan deneyler sonucu
flurbiprofen tabletlerinin dagiima sireleri Tablo 43’te verilmigtir.

Tablo 43. Maximus® ve Ansaid® tabletlerin dagilma siireleri

MAXiMUS® ANSAID®
Tablet No | Dagilma Siiresi | Dagilma Siiresi
(sn) (sn)
1 49.3 45.6
2 51.8 45.9
3 60.1 46.8
4 60.1 47.0
5 60.3 49.1
6 60.4 52.0
Xort 57.0 47.7
SS 5.0 2.4
%VK 8.86 5.08

4.3.6.6. Etkin Madde Miktar Tayini

Tabletlerdeki bélim 3.2.4.6.6'da
anlatildigi sekilde yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 44’te g6sterilmistir.

flurbiprofen miktar tayini

Tablo 44. Maximus® ve Ansaid® tabletlerinin miktar tayini sonuclari

Paralel Etkin Madde MAXIMUS® ANSAID®
Sayisi Miktar Miktar Tayini Miktar Tayini
(mg) (mg) £ %VK (mg) + %VK

1 100 96.0 + 2.1 98.0 + 0.7

2 100 96.0+1.3 98.0 + 0.4

3 100 97.0+1.4 98.0+1.2

4.3.7. in Vitro Coziinme Hizi Testleri

Bélim 3.2.4.7°de anlatildigi gibi yapilan in vitro ¢dézinme hizi
deneyleri sonucunda pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kor
FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF ortamlarinda, Maximus® ve Ansaid® igin
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zamana kargl ortalama ¢ézinen degerler Tablo 45’te verilmistir. Elde edilen

c6zinme hizi profilleri de $ekil 30’da verilmistir. TGm ortamlar icin Maximus

®

ve Ansaid® tabletlerin zamana karg! ortalama % c¢ozllen degerleri de Tablo

46’da verilmistir. Maximus® tabletlerin kargilastirmali ¢dziinme hizi profilleri

Sekil 29'da ve Ansaid® tabletlerin kargilastirmali ¢éziinme hizi profilleri ise
Sekil 30°da verilmistir.

Tablo 45. Flurbiprofen tabletlerin zamana karsi ortalama % ¢6zinen miktarlari

Preparatlar

Zaman (dak)

5 10 15 20 30 45 60
o | Maximus 100 mg Xort 21.0 | 275 | 31.8 | 34.1 375 | 398 | 415
< | Film Tablet %VK | 1.59 | 0.803 | 0.974 | 0.859 | 1.70 | 0.873 | 1.60
L | Ansaid 100 mg Film | Xort 241 | 31.8 | 348 | 36.7 | 396 | 449 | 47.0
Tablet %VK | 222 | 203 | 0983 | 1.04 | 0.357 | 1.17 | 0.776
o | Maximus 100 mg Xort 50.2 | 81.2 | 87.1 91.1 914 | 915 | 92.1
«© | Film Tablet %VK | 853 | 453 | 255 | 1.78 | 190 | 1.33 | 1.04
L | Ansaid 100 mg Film | Xort 485 | 798 | 86.0 | 90.6 | 909 | 913 | 917
Tablet %VK | 6.04 | 418 | 295 | 1.93 | 0.974 | 0.954 | 0.600
w | Maximus 100 mg Xort 496 | 779 | 84.8 | 872 | 922 | 93.0 | 96.0
5 @ | Film Tablet %VK |1 230 | 128 | 218 | 115 | 0.80 | 093 | 2.09
¥ @ [Ansaid 100 mg Film | Xort 59.7 | 86.2 | 91.6 | 928 | 93.1 945 | 9541
- | Tablet %VK | 152 | 433 | 3.73 | 233 | 1.79 | 0.57 | 0.77
w | Maximus 100 mg Xort 455 | 795 | 89.0 | 962 | 976 | 99.3 101
» | Film Tablet %VK | 540 | 455 | 490 | 438 | 4.91 2.64 | 0.821
® | Ansaid 100 mg Film | _Xort 475 | 839 | 924 | 939 | 95.7 | 97.7 | 97.8
| Tablet %VK | 242 | 7.71 3.92 | 365 | 3.15 | 212 | 247
w | Maximus 100 mg Xort 51.0 | 84.0 | 925 | 975 | 994 100 100
i o | Film Tablet %VK | 11.7 | 558 | 227 | 160 | 1.25 | 2.02 | 1.28
® @ [ Ansaid 100 mg Film | Xort 68.2 | 86.1 93.1 983 | 98.6 | 99.0 | 101.8
- | Tablet %VK | 111 | 3.80 | 0876 | 1.04 | 0912 | 1.55 | 2.05
w | Maximus 100 mg Xort 153 | 30.0 | 36.9 | 44.7 | 48.7 | 55.8 | 61.7
5 @ | Film Tablet %VK | 1.74 | 474 | 4.31 330 | 359 | 245 | 1.28
¥ @ [Ansaid 100 mg Film | Xort 222 | 37.8 | 478 | 533 | 58.3 | 65.0 68.2
| Tablet %VK | 847 | 120 | 253 | 1.06 | 1.77 | 1.12 | 0.902
w | Maximus 100 mg Xort 33.0 | 533 | 65.7 | 723 | 76.1 77.3 | 78.1
» | Film Tablet %VK | 456 | 224 | 293 | 0.455 | 1.93 | 0.878 | 0.316
® | Ansaid 100 mg Film | _Xort 378 | 48.7 | 539 | 56.8 | 58.1 61.4 | 62.4
L | Tablet %VK | 435 | 527 | 5.21 367 | 295 | 3.04 | 3.26
w | Maximus 100 mg Xort 64.6 | 924 | 97.9 100 100 101 101
i o | Film Tablet %VK | 212 | 232 | 1.64 | 0.524 | 0.382 | 0.679 | 0.401
® 9 | Ansaid 100 mg Film | Xort 67.4 | 93.5 102 103 104 104 105
- | Tablet %VK | 6.16 | 343 | 1.42 | 0.293 | 0.127 | 0.367 | 0.636
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Sekil 29. Maximus® tabletlerin in vivo ortamlardaki karsilastirmali ¢éziinme hizi profilleri
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4.3.8. Yiuzey Grafikleri

Flurbiprofenin pH’ya badimh olarak degisen degerlerinin ve
Ansaid®/ Maximus®tabletlerin pH'ya bagimli olarak gdsterdigi degisikliklerin,
ortamlardaki ¢éziundrlik degeri ve ¢dzinme hizi degerleri arasindaki iligkinin
bir arada degerlendirilebilmesi amaciyla ¢ boyutlu ylzey grafiklerinden

yararlanilmigtir (Sekil 31).

goooam
BHEGERE

Sekil 31a,b. Ortamlarin pH’si, levofloksasinin farkli  ortamlardaki
cozunlrligl ve Ansaid® ve Maximus® tabletlerin 30. dak'daki farkli

ortamlarda ¢éziinen miktarlarini gésteren ylzey grafigi

4.3.9 in Vitro Céziinme Hizi Kinetiklerinin Degerlendirilmesi
4.3.9.1. Model Bagimsiz Yontemler

in vitro ¢dziinme hizi kinetiklerinin degerlendiriimesinde model
bagimsiz yéntem olarak kullanilan f, degderlendirmesi dozaj sekillerinin
karsilastiriimasi ve in vitro ¢cézlnme ortamlarinin karsilastiriimasi seklinde

yapimistir.
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in vitro ¢ézlinme ortamlarinda referansa (Ansaid®) karsilik test
tabletinin (Maximus®) c¢oéziinme profillerinin karsilastirimasi amaciyla f,

benzerlik faktorl degerlendirmesi yapiimistir(Tablo 46).

Sodyum taurokolat ve lesitinin ¢éziinme hizina olan etkisinin
degerlendiriimesinde, Ansaid® ve Maximus® tabletlerin farkli ortamlardaki
(Kér FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF)
c6zinme profilleri fo benzerlik faktérl ile karsilastiriimistir. Burada kullanilan
ortamlar sodyum taurokolat ve lesitin icerip icermeme durumuna gére
degerlendirilmig; ayrica FaSSIF, SIF-FaSSIF’in ve FeSSIF ve SIF-FeSSIF’in
c6ztnme profilleri kargilastiriimistir(Tablo 47)

Tablo 46. in vitro ¢éziinme ortamlarinda Maximus® ve Ansaid® tabletlerin

c6zinme profillerinin f, ile kargilastiriimasi

Coziinme Ansaid®/Maximus® | Benzerlik
Ortam f, Degeri Durumu
pH 4.5 69.9 Benzer
pH 6.8 92.1 Benzer
Kor FaSSIF 60.8 Benzer
FaSSIF 75.6 Benzer
SIF-FaSSIF 58.8 Benzer
Kor FeSSIF 53.1 Benzer
FeSSIF 65.8 Benzer
SIF-FeSSIF 74.6 Benzer
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Tablo 47. Farkli in vitro ¢éziinme ortamlarinda Maximus® ve Ansaid®

tabletlerin ¢bztinme profillerinin fz ile karsilastiriimasi

Test Ortami Referans Ortam f, Degeri Benzerlik Durumu

> Kér FaSSIF FaSSIF 62.4 Benzer

E |KorFaSsIF SIF-FaSSIF 57.8 Benzer
= [Kor FeSSIF FeSSIF 31.3 Benzer degil
®% Kér FeSSIF SIF-FeSSIF 13.9 Benzer degil

'% FaSSIF SIF-FaSSIF 741 Benzer
= [FeSSIF SIF-FeSSIF 26.5 Benzer degil

Koér FaSSIF FaSSIF 64.2 Benzer

£ |KorFaSSIF SIF-FaSSIF 63.3 Benzer

§ FaSSIF SIF-FaSSIF 54.0 Benzer
®_-g Koér FeSSIF FeSSIF 36.2 Benzer degil
§ Kér FeSSIF SIF-FeSSIF 16.3 Benzer degil
< FeSSIF SIF-FeSSIF 27.2 Benzer degil

4.3.9.2. Model Bagimh Yontemler

in vitro ¢6zinme hizi kinetiklerinin degerlendiriimesinde
DDSolver programi kullaniimistir. Degerlendirmede flurbiprofenin ¢dziinme
verilerini en iyi sekilde tanimlayan model belirlenmistir. DDSolver model
uygunlugunun saptanmasinda, Rzadjusted, MSC ve AIC kriterleri kullaniimistir.
Boélim 2.1.3.1.6.3'de Tablo 6’da verilen kinetik modellere uygunluk
degerlendirilmigtir.

Sonuglar Maximus® icin Tablo 48de ve Ansaid® icin de
Tablo 48'de gosterilmistir. Uyum parametrelerine gbére en uygun kinetik

model kirmizi ile belirtilmigtir.
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Tablo 48a. Maximus® tabletlerin ¢cdziinme hizi verilerinin DDSolver ile kinetik modellemesi

i i pH 4.5 pH 6.8 Kér FaSSIF FaSSIF SIF-FaSSIF
KINETIK MODEL R%q | MSC | AIC | R%; MSC AIC | R4 [ MSC | AIC | R%y | MSC | AIC | R%4 | MSC | AIC
Weibull 1 0.958 | 2.85 | 20.3 | 0.802 | 1.18 423 10919 | 2.18 | 36.0 | 0940 | 2.37 | 375 |1 0971 | 3.18 | 30.5
Weibull 2 0.945| 261 | 22.0 | 0.734 | 0.95 43.9 10887 | 1.89 | 38.1 | 0.934 | 2.41 37.2 1 0.952 | 2.67 [ 34.0
Weibull 3 0.981 | 3.85 | 13.3 10.697 | 0.76 453 | 0854 | 1.53 | 406 | 0.819 | 1.26 | 453 | 0.797 | 1.15 | 447
Weibull 4 0.966 | 3.28 | 17.3 | 0.791 1.14 426 10887 | 1.79 | 388 | 0.848 | 145 | 439 ]0.851 | 1.46 | 425
Peppas-Sahlin 1 0978 | 3.53 | 155 | 0.795| 1.14 426 | 0874 | 166 | 39.7 | 0817 | 154 | 43.3 |0.814 | 1.30 | 43.7
Peppas-Sahlin2 | 0.979 | 3.63 | 148 | 0.847 | 1.51 40.0 10907 | 2.02 | 372 | 0875| 196 | 404 | 0863 | 1.61 | 415
Logistic 1 0.955| 2.83 | 205 | 0.769 | 1.09 429 | 0939 | 2.74 | 32.1 | 0961 | 2.97 | 33.2 | 0.973| 4.00 | 24.8
Logistic 2 0949 | 271 | 21.3 | 0.745| 0.940 | 441 10917 ] 219 | 36.0 | 0.906 | 192 | 40.7 | 0.872 | 1.63 | 41.3
Logistic 3 0.874 | 1.68 | 28.5 | 0.120 | -0.320 | 52.8 | 0.470 | 0.206 | 49.9 | 0.393 | 0.0530 | 53.7 ] 0.304 | -0.09 [ 53.4
Gompertz 1 0970 | 3.23 | 176 | 0.759 | 1.06 432 | 0.950 | 3.14 | 29.3 | 0.966 | 3.33 | 30.8 ] 0.963 | 3.90 | 255
Gompertz 2 0.901 ] 196 | 26.5 | 0.739 | 0.92 442 10933 | 252 | 33.7 10919 | 2.11 39.3 10884 | 1.77 | 404
Gompertz 3 0.894 | 1.88 | 27.1 1 0.089 | -0.360 | 53.1 | 0.468 | 0.205 | 49.9 ] 0.399 | 0.0600 | 53.7 | 0.278 | -0.12 | 53.6
Gomperiz 4 0.899 | 1.95 | 26.6 | 0.200 | -0.230 | 52.2 | 0.470 | 0.208 | 49.8 ] 0.399 | 0.0600 | 53.7 | 0.339 | -0.04 | 53.0
Probit 1 0.960 | 294 | 19.7 1 0.753 | 1.02 434 | 0925 | 244 | 342 | 0953 | 2.66 | 354 | 0.975| 3.35 | 29.3
Probit 2 0.969 | 3.30 | 17.1 1 0.722 | 0.85 44.7 10901 | 1.94 [ 37.7 | 0.866 | 1.56 | 43.2 | 0.834 | 1.36 | 43.3
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Tablo 48b. Maximus® tabletlerin ¢dziinme hizi verilerinin DDSolver ile kinetik modellemesi

KINETIK MODEL Kor FeSSIF FeSSIF SIF-FeSSIF
R%q4 |MSC| AIC | R%y | MSC | AIC| R%4 | MSC | AIC
Weibull 1 0.958 |2.84 |31.4| 0.865 | 1.60 [40.7| 0.970 | 3.30 |25.9
Weibull 2 0.943 | 254 |335] 0.850 | 1.55 [41.1] 0.973 | 3.48 |24.6
Weibull 3 0.973 [3.22|28.8 | 0.850 | 1.55 [41.1| 0.689 |0.736 |43.8
Weibull 4 0.977 [3.31]28.1 | 0.941 | 2.47 [34.7] 0.789 | 1.14 [41.0

Peppas-Sahlin 1 0.923 1214|363 | 0.855 | 1.56 [41.0] 0.811 | 1.25 [40.2
Peppas-Sahlin 2 0947 1258 |33.2] 0916 | 2.21 [36.4] 0.800 | 1.28 [40.0

Logistic 1 0.967 |13.11129.5]| 0901 | 1.98 [38.1] 0.984 | 3.74 | 22.8
Logistic 2 0.969 |3.08]29.7 ]| 0969 | 3.17 [29.7] 0.741 |0.926 [42.5
| Logistic 3 0.891 | 1.78 | 38.8 | 0.585 |0.445[48.8] 0.151 | -0.28 [50.9
Gomperiz 1 0.985 [ 3.95| 23.7] 0.923 | 2.24 |36.3| 0.979 | 3.50 |24.5
Gompertz 2 0.931 [2.31 (351 ]| 0974 | 3.24 | 29.3] 0.726 |0.883 |42.8
Gompertz 3 0918 [ 212 [ 36.4 | 0.574 |0.426 [48.9] 0.133 | -0.31 |51.1
Gomperiz 4 0918 | 212 36.4 | 0.596 |0.470|48.6] 0.154 | -0.28 |50.9
Probit 1 0972 13.32|28.1] 0893 | 1.89 [38.7] 0.976 | 3.57 [24.0
Probit 2 0.977 |3.37 | 27.7 ] 0.955 | 2.77 |32.5] 0.715 | 0.827 |43.2
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Tablo 49a. Ansaid® tabletlerin ¢dziinme hizi verilerinin kinetik modellemesi

i i H4.5 pH 6.8 Kér FaSSIF FaSSIF SIF-FaSSIF
KINETIK MODEL R%q4 | MSC | AIC | R%; MSC | AIC | R% | MSC | AIC | R%y | MSC | AIC | R%y | MSC | AIC
Weibull 1 0.979 | 3.71 [ 15.4 ] 0.811 1.24 142410827 141 |379]0.882| 236 | 36,5 | 0.965| 2.98 | 25.6
Weibull 2 0.975 | 3.71 [ 15.4 ] 0.751 1.08 |43.9]10.753 | 1.11 40.0] 0.845 | 2.11 38.3 ] 0.969 | 3.14 [ 24.6
Weibull 3 0.960 | 292 | 20.9]0.722 | 0.860 | 45110676 | 0.778 | 42.3]0.725 | 0.899 | 46.7 | 0.863 | 1.57 | 355
Weibull 4 0928 | 2.33 | 25.1]0.808 | 123 |425]0.771 112 [40.0]0.783 | 1.18 | 448 | 0.890 | 1.78 | 34.0
Peppas-Sahlin 1 0.965| 349 [ 179]0.802 | 118 |428]0.754| 0978 |1409]0.752 | 1.09 | 454 ]0.667 | 1.13 | 38.6
Peppas-Sahlin2 | 0.939 | 2.64 [ 22.9 | 0.861 1.61 | 39.8]0.728 | 0.941 | 41.1] 0.821 1.45 | 42.9 1 0.545 | 0.940 | 39.9
Logistic 1 09791 389 [ 142]0.784 | 119 |428]0.758 | 122 |392]0.892| 2.57 | 35.1]0.959 | 2.82 | 26.7
Logistic 2 0911 ] 210 | 26.7]0.770 | 114 |43.1]10699 | 0961 |41.0]0.782 | 119 | 447 10923 | 2.14 | 31.6
Logistic 3 0.927 | 227 | 25.5]0.157 | -0.273 | 53.0 | 0.138 | -0.268 | 49.6 | 0.210 | -0.203 | 54.4 ] 0.450 | 0.157 | 45.4
Gompertz 1 0982 | 392 | 139]0.782 | 119 |428]0777| 136 |383]0.895| 225 | 372 ]0.942 | 2.46 | 29.3
Gompertz 2 0.823 | 1.33 [ 32.1 ] 0.771 1.09 143410722 1.07 |1403]0.798 | 1.26 | 442 | 0937 | 2.32 | 30.3
Gompertz 3 0942 | 254 | 23.6]0.126 | -0.309 | 53.2 ] 0.119 | -0.288 | 49.8 ] 0.180 | -0.24 | 54.7 ] 0.445 | 0.150 | 455
Gomperiz 4 0942 | 254 | 23.6]0.238 | -0.172 | 52.3 1 0.191 | -0.213 | 49.3] 0.262 | -0.139 | 54.0 | 0.445 | 0.150 | 45.5
Probit 1 0.980| 3.94 | 13.8]0.770 | 1.11 43310750 | 1.14 3980877 | 255 | 351 |0.972| 3.26 | 23.7
Probit 2 0.928 | 2.29 | 25.3] 0.744 | 0.963 | 44.3]10.688 | 0.862 | 41.7]0.756 | 1.05 | 45.7 ] 0.890 | 1.80 | 33.9
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Tablo 49b. Ansaid® tabletlerin ¢dziinme hizi verilerinin kinetik modellemesi

KINETIK MODEL Kor FeSSIF FeSSIF SIF-FeSSIF

R%¢ |MSC|AIC| R%y |MSC|AIC| R%y | MSC | AIC
Weibull 1 0.953 |2.67 |32.8| 0.833 | 1.36 [39.4] 0.866 | 1.60 | 37.9
Weibull 2 0.937 |2.40 |34.7| 0.817 | 1.33 [39.7]| 0.900 | 1.95 | 355
Weibull 3 0.977 |3.42|27.6| 0.874 | 1.65 |37.4] 0.725 | 0.887 | 42.9
Weibull 4 0.983 |3.79 |25.0| 0.898 | 1.88 |35.8] 0.820 | 1.33 | 39.8
Peppas-Sahlin1 | 0.916 |[2.06 |37.1]| 0.861 | 1.65 [37.4] 0.834 | 1.37 | 39.5
Peppas-Sahlin2 | 0.947 |2.60 |33.3| 0.888 | 1.80 |36.3] 0.809 1.34 | 39.7
Logistic 1 0.965 |3.0230.4| 0.865 | 1.63 |37.6] 0.874 | 1.74 | 36.9
Logistic 2 0.982 |3.58|26.5] 0.939 | 2.36 [32.4] 0.778 | 1.11 | 41.3
 Logistic 3 0.880 | 1.69 |39.7| 0.488 |0.220|47.4]| 0.169 | -0.255 | 50.9
Gompertz 1 0.983 |3.84 |24.6| 0.884 | 1.78 |36.5] 0.868 | 1.70 | 37.2
Gompertz 2 0.950 |2.56 |33.6| 0.952 | 2.61 |30.7] 0.776 | 1.13 | 41.2
Gompertz 3 0.887 | 1.74 |39.3| 0.480 |0.207|47.5| 0.149 | -0.278 | 51.1
Gompertz 4 0.889 |1.77|39.1| 0.485 |0.215|47.6] 0.208 | -0.212 | 50.6
Probit 1 0.967 |3.07 |30.1| 0.855 | 1.55 [38.1] 0.890 | 1.86 | 36.1
Probit 2 0.987 | 3.96 | 23.8] 0.920 | 2.10 [34.2| 0.754 | 1.01 | 42.0

143



4.4. MTT Testine ait Bulgular

Etkin maddelerin ve biyouyumlu ortamlarin Caco-2 hucreleri
Uzerindeki sitotoksik etkileri bélum 3.2.5.3’te anlatildidi sekilde incelendi.
MTT Testi sonucunda kultir kaplarinda olugsan mor renk Sekil 32'de
verilmistir.
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Sekil 32. MTT Testi sonucunda Caco-2 hiicrelerinde gézlenen renklenme

100 ve 500 pM olarak hazirlanan levofloksasin igeren
biyouyumlu ortamlarda yapilan MTT testleri sonucunda 1. ve 24. saat
sonucunda elde edilen ortalama absorbans degerleri ve %95 olasilikli given
araliklan Sekil 33'te verilmistir:
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@ Kor FeSSIF
B FeSSIF
B SIF FeSSIF
0O Kor FaSSIF
B FaSSIF
O SIF FaSSIF

ABSORBANS

DERISIM (uM)

Sekil 33a. Levofloksasinin Caco-2 hicresindeki 1. saatteki MTT sonuclari

@ Kor FaSSIF
B FaSSIF
® SIF FaSSIF
O Kor FeSSIF
| FeSSIF
O SIF FeSSIF

ABSORBANS

500
DERISIM (uM)

Sekil 33b. Levofloksasinin Caco-2 hiicresindeki 24. saatteki MTT sonuclari

100 ve 500 pM olarak hazirlanan flurbiprofen igceren
biyouyumlu ortamlarda yapilan MTT testleri sonucunda 1. ve 24. saat
sonucunda elde edilen ortalama absorbans degerleri ve %95 olasilikli giiven
araliklar Sekil 34’te verilmistir.
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in vitro ¢6zinme ortamlarinin, bu ortamlardaki levofloksasin ve

flurbiprofenin

verilmigtir:
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Sekil 34a. Flurbiprofenin Caco-2 hlcresindeki 1. saatteki MTT sonuglari
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Sekil 34b. Flurbiprofenin Caco-2 hiicresindeki 24. saatteki MTT sonuclari

% canllik ve absorbans degerlerine ait grafikler Sekil 34’te
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Sekil 35a. Ortamlarin Caco-2 hticresindeki MTT testi sonuclarina gére %

canlilik (hGicre kontrol: serumlu DMEM)
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Levofloksasinin % Canliik Sonuclar
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Sekil 35b. Biyouyumlu ortamlarda levofloksasinin Caco-2 hlicresindeki MTT sonuglarina gére % canlilik
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Flurbiprofenin % Canhliik Sonuglari
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Sekil 35c. Biyouyumlu ortamlarda flurbiprofenin Caco-2 hicresindeki
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5. TARTISMA

Bu calismada, Tirk ilag Piyasasinda bulunan BCS Sinif 1’e
gbre ylksek ¢6zunurlik-yliksek permeabilite gdsteren levofloksasinin ve
Sinif 2ye gbére distk ¢ozinlrlik-yiksek permeabilite gdsteren
flurbiprofenin hizlh saliml tablet sekillerinin achk tokluk durumlarindaki in
vivo performanslarinin in vitro ¢6zinirlik, ve ¢6zinme hizi agisindan
degerlendiriimesi ve kullanilan ortamlarin hlcrelerin canlihdina olan etkisinin

incelenmesi amaglanmistir.

Oncelikle ortamlara, etkin maddelere ve dozaj sekillerine ait
calismalar yapiimistir. in vitro calismalar, pH 1.2, pH 4.5 ve pH 6.8 gibi
klasik mide ve bagirsak ortamlarinda, FaSSIF ve FeSSIF biyouyumlu
ortamlarda ve SIF-Powder® karisimindan hareketle hazirlanan ortamlarda
yapimistir.

5.1. in Vitro Céziinme Ortamlarinda Yapilan Denetimler
5.1.1. Yuzey Gerilimi

Yuzey gerilimi 6lgcimleri Du Nouy tensiyometre kullanilarak
klasik ¢6zlnme ortamlari, kér ortamlar ve biyouyumlu ortamlarda
yapilmigtir(Tablo 19). Klasik ¢6zinme ortamlari olan pH 1.2, pH 4.5 ve pH
6.8 ortamlarinda o&lgllen ortalama ylzey gerilimleri sirasiyla 56.1 = 0.3,
58.1 £ 2.3 ve 63.3 £ 0.7 mN/m (veya dyn/cm) olarak bulunmustur.

Kér FaSSIF (48.9 £ 0.4 mN/m) ve FaSSIF (41.2 £ 0.6 mN/m)
ortamlarinin yltzey gerilimleri kargilastirildiginda, FaSSIF ortaminin yizey
gerilimi daha disUk bulunmustur. Burada ortama ilave edilen sodyum
taurokolat ve lesitinin ylzey gerilimini distrmesi % 95 olasilikla istatistiksel
olarak anlaml bulunmustur(p<0.05).
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SIF-FaSSIF (45.2 £ 0.6 mN/m) ortamindaki ylizey geriliminin,
FaSSIF (41.2 £ 0.6 mN/m) degerlerinden daha ylUksek oldugu gérulmustar.
Bu fark istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0.05).

Tokluk durumu ortamlarinin yizey gerilimi karsilastirildiginda
FeSSIF (38.7 £ 2.6 mN/m), Kér FeSSIF (44.9 + 0.6 mN/m) ortamina gbre
daha disuk ve anlamli farkli bulunmustur (p<0.05).

SIF-FeSSIF (41.2 £ 0.6 mN/m) ve FeSSIF (38.7 £ 2.6 mN/m)
ortamlarinda ylUzey gerilimi degerleri arasinda da anlamh farklihk
gO6ralmUstlr(p<0.05).

Kullanilan biyouyumlu ortamlar (FaSSIF, SIF-FaSSIF, FeSSIF
ve SIF-FeSSIF) sodyum taurokolat ve lesitin icermektedir. Sodyum
taurokolat ve lesitin ylzey etkin madde &zelligi gbsterdiginden, bu
maddelerin aclk ve tokluk ¢céziinme ortamlarinin ytzey gerilimini distrdigu
gdzlenmigtir. Bu sonuglardan hareketle biyouyumlu ortamlarda yapilan
cbzlndrlik ve ¢b6zinme hizi calismalarinda da artis gdzlenmesi

beklenmistir.

5.1.2. Viskozite

Biyouyumlu ortamlarda yer alan sodyum taurokolat ve
lesitinin ortam viskozitesini artinp artirmadigini incelemek amaciyla tim in
vitro ¢dézlinme ortamlarinda (pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, FaSSIF,
SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF) Brookfield viskozimetresi
kullanilarak viskozite degerleri lgtlmustr.

En disik viskozite 0.980 mPas degeri ile pH 1.2 ortaminda
gozlenmistir. pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF ve SIF-FaSSIF degerleri
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1.14 mPas olarak saptanmistir. Kér FeSSIF ve SIF-FeSSIF icin bu degerler
sirasiyla 1.06 ve 1.39 mPas’tir(Tablo 20). En yUksek viskozite degeri ise
FaSSIF ve FeSSIF ortaminda 1.72 mPas olarak elde edilmistir. FaSSIF ve
FeSSIF ortamlarinin SIF Powder®la hazirlanan ortamlarina gére daha
yUksek viskozite degerleri gdstermesi, SIF Powder®la hazirlanan ortamlarin
liyofilize bir karisim olmasina baglanabilir.

5.1.3. Biyouyumlu Ortamlardaki Misel Buyukltgu

Biyouyumlu ortamlarda bulunan safra bilesenlerinin ilaglarin
¢6zUnarlik ve ¢6ziinme hizlarinda artisa neden olmasi miseller ¢éztnurlige
dayanmaktadir. Céziinme ortamina sodyum taurokolat ve lesitin ilavesiyle
miseller ¢cézelti olusmaktadir. CozUnurl0gh disik olan etkin maddelerin
misellerin igerisine hapsolmasiyla ¢6zundrliklerinde belirgin  artislar
gorilmektedir®.

Calismada misel bOyukligu Olgimleri Malvern Zeta Sizer
aletiyle yapiimistir. Yapilan élcimlerde, aclik durumu ortamlarinin miseller
boyutu, tokluk durumu ortamlariyla karsilastiriidiginda belirgin farkliliklar
gortlmektedir(Tablo 21). FaSSIF’in misel boyutu 39.0 £ 0.6 nm iken,
SIF-FaSSIF’in misel boyutu 67.2 = 13.3 nm olarak bulunmustur. FeSSIF ve
SIF-FeSSIF’in misel boyutlan ise 4.92 = 0.30 ve 4.55 £ 0.07 nm olarak

bulunmustur.

Yapilan literatlir degerlendirmelerinde, FaSSIF ve FeSSIF

ortamlarina iliskin misel bayUklagu ile ilgili verilere rastlanmamistir.

SIF Powder® analiz sertifikasinda yer alan spesifikasyonlarda
ise misel blyUklagu icin FaSSIF igin 30 — 70 nm, FeSSIF igin ise 2 — 10 nm
olarak belirtilmistir. SIF-FaSSIF ve SIF-FeSSIF’e ait sonuclarin bu
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araliklarda yer aldigi gérilmektedir. Ayrica FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinin

misel boyutu da ayni misel blayUklagu araliklarina girmektedir.

5.2. Partikiil Buyuikligi Degerlendirmeleri

Etkin maddelerin partikil buydklikleri Laser X-Diffraction
Particle Sizer aletiyle yapilmistir.  Levofloksasinin partikil blyGklugu
dagilimi eterde, flurbiprofeninki distile su ortamlarinda gercgeklestirilmistir.
Levofloksasinin ortalama partikil buydkliga degeri 17.6 = 0.6 pm
bulunmustur. Flurbiprofenin ortalama partiktl blyUdkligu ise 45.1 £ 1.9 ym
olarak bulunmustur. PartikGl bayikligane karsihk kimulatif partikdl
bayuklaga dagihm grafikleri degerlendirildiginde etkin maddelerin partikdl
blydklUklerinin  homojen dagilim gdsterdigi goértimektedir(Sekil 15 ve
Sekil 23).

5.3. UV Spektrofotometrik Miktar Tayini Validasyonu

Levofloksasinin pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF,
FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF ortamlarinda her
biri 9 noktali olan kalibrasyonlar Uger seride gerceklestirilmistir. Flurbiprofen
icin ise pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF,
FeSSIF ve SIF-FeSSIF ortamlarinda ayni sekilde dokuz noktal ve ¢ seri
kalibrasyon yapilarak standart dogru denklemleri elde edilmistir. Gunlik
kalibrasyonlar da dokuz noktali olarak yapilmis ve ¢dztnurlik, etkin madde

miktar tayini ve ¢6ztnme hizi verilerinin analizlerinde kullaniimigtir.

Spektrofotometrik yonteme ait analitik yéntem validasyonlari
levofloksasin igin pH 1.2, pH 4.5 ve pH 6.8'de, flurbiprofen igin ise pH 4.5 ve
pH 6.8'de yapilmigtir. Kullanilan analitik yéntemin dogrusalligi, kesinligi,
tekrar edilebilirligi istatistiksel olarak degerlendirilmigtir.
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Yontemin dogrusalligi levofloksasin igin 1.25-10 pg/mL ve
flurbiprofen igin 2-10 pg/mL konsantrasyon aralidinda gdsterilmis ve cizilen
regresyon dogrusuna ait R? degerleri 0.999 veya 1.00 olarak bulunmustur.
Artan derigim ile absorbanslar arasinda dogrusal bir iligkinin oldugu
gosterilmistir. Standart dogrulara ait uyum olcitleri de (SKT, ASKT, KASKT
ve AIC) degerlendirilmis ve sonugclarin olduk¢a disik oldugu géraimustar.

Yéntemin dogrulugunda farkh derigimlerde yapilan analiz
sonuclari % geri elde ve %VK ile degerlendirilmigtir. Hem levofloksasin hem
de flurbiprofen icin geri elde degerleri %90-110 araliginda bulunmus ve tim
% VK degerleri %2’den distk bulunmustur.

Yoéntemin kesinliginin tayini igin tekrar edilebilirlik ve kesinlik
parametreleri tayin edilmis ve sonuclar Xor, SS ve % VK’larin hesaplanarak
degerlendirilmistir. %VK degerleri %2’nin altinda bulunmustur.

Levofloksasine ait spektrofotometrik miktar tayini yénteminin
sadece bu etkin maddeye 6zglin ve secici oldugu gérulmustir. Ayni durum
flurbiprofen igin de gecerlidir.

Levofloksasinin ve flurbiprofenin oda sicakhginda (25°C) ve
37°C’de 24 saat olarak gerceklestirilen stabilite testleri sonucunda her iki

etkin maddenin de belirtilen kosullarda dayanikli oldugu gézlenmisgtir.

5.4. in Vitro Cdziinme Ortamlarindaki Céziiniirlilk Degerlendirmeleri

Levofloksasin ve flurbiprofenin farkli ¢bzinme
ortamlarindaki ¢6zinarlik degerleri sirasiyla bélim 3.2.2.4.2 ve bdlim
3.2.3.4.2de anlatildigi sekilde gerceklestiriimistir. Her iki etkin maddenin
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degisik in vitro ¢ézinme ortamlarindaki ¢ézintrltkleri de pH’ya gére belirgin
degisiklikler gbstermektedir.

Cozunarlok  sonuglarini - degerlendirebilmek amaciyla Dg
degerleri g6z 6nlne alinmistir. Doy, doz konsantrasyonunun (ilacin dozu / doz
alinirken tiketilen sivi hacmi) ilacin ¢dzindrliigiine olan oranidir. ilag
ahnirken kullanilan sivi hacmi sabit olup, 250 mL olarak kabul edilmektedir.
Bu nedenle D, degerini belirleyen esas faktor ilacin tedavide kullanilan
dozunun, ¢6zunurlige olan oranidir. Dy dederinin 1’den kiglk olmasi ilacin
ylksek ¢c6zunirlik gdsterdiginin kanitidir.

Do kriterinin hesaplanmasinda, levofloksasin iceren Tavanic®
tabletlerinin dozu 500 mg; flurbiprofen iceren Ansaid®, ve Maximus®

tabletlerin dozu ise 100 mg’'dir.

Cozindrlok calismalan iki sekilde yorumlanmistir: 1) pH'nin
etkisi 2) Sodyum taurokolat ve lesitin konsantrasyonunun etkisi

Cozinarloge pH etkisinin - degerlendirmesinde, FDA’nin
“Dissolution Testing of Immediate Release Solid Oral Dosage Forms” adli
kilavuzunda kullaniimasi énerilen pH 1.2, pH 4.5 ve pH 6.8 klasik in vitro
c¢6ziinme ortamlari ve biyouyumlu ortamlarin hazirlanmasinda kullanilan,
sodyum taurokolat ve lesitin icermeyen Kér FaSSIF (pH 6.5) ve Kér FeSSIF
(pH 5.0) ortamlari kullaniimigtir.

Levofloksasin ¢6ztnurligu klasik in vitro ¢ézinme ortamlarda
degerlendirildiginde en  yidksek ¢6zinlUrldk pH 1.2 ortaminda
(90.5 £ 0.0 mg/mL) g6zlenmistir. pH 4.5 ve pH 6.8 ortamlarinda ise sirasiyla
43.9 £ 0.3 mg/mL ve 31.5 £ 0.1 mg/mL olarak elde edilmistir. Kér FeSSIF
(52.5 £ 0.1 mg/mL) ortaminin ¢6zunarlGga, pH 4.5 (43.9 £ 0.3 mg/mL)
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ortaminin ¢6zUnurligine yakindir. Kér FaSSIF ortaminin ¢6zinGrliga de
(29.5 £ 0.0 mg/mL) pH 6.8 (31.5 £ 0.1 mg/mL) ortaminin ¢ézUnUrligiine
yakindir.

Levofloksasinin pH-¢ézunarlik profiline bakildiginda (Sekil 20)
pH'da gb6zlenen ufak degisikliklerle c¢oézinurlik degeri degisse bile
levofloksasin tim ortamlarda ylUksek ¢6zunUrlik gdstermektedir. Klasik in
vitro ¢6zlnme ortamlarindaki Dy degerleri hesaplandiginda tim ortamlarda
bu degerin 1’den kigUk olmasi da levofloksasinin ylksek ¢6zUnurlik
gbsterdiginin kanitidir(Tablo 26).

Cozunarlige sodyum taurokolat ve lesitin konsantrasyonlarinin
etkisinin degerlendiriimesinde fizyolojik ortami daha iyi yansittigr distndlen
biyouyumlu  ortamlar  dikkate alinarak  ¢6ézanarlik  calismalari
gerceklestirilmigstir.

Aclik durumundaki bagirsak fizyolojisini taklit etmek amaciyla
Dressman’in® 6nerdigi sekilde laboratuvarda hazirlanan 3 mM sodyum
taurokolat ve 0.75 mM lesitin iceren FaSSIF ortami ve liyofilize toz halinde
bulunan SIF Powder® kullanilarak hazirlanan SIF-FaSSIF ortaminda
¢6zUnlrlik c¢alismalart  yapilmistir.  Ayrica, FaSSIF ve SIF-FaSSIF
ortamlarindaki sodyum taurokolat ve lesitin etkilerinin dederlendiriimesi igin
her iki ortamin kérl olan pH 6.5 fosfat tamponu (Kér FaSSIF) de ¢ézinUrlik
degerlendirmelerinde kullaniimistir. FaSSIF (37.0 £ 0.3 mg/mL) ve Koér
FaSSIF (29.5 = 0.0 mg/mL) ortamlarindan elde edilen ¢6zunurliklerde;
FaSSIF ortaminda levofloksasin ¢6zinirliginde artis gézlenmistir. Buna
karsihlk FaSSIF ile SIF-FaSSIF’deki ¢odzanurlikler karsilastirildiginda
SIF-FaSSIF'te (98.4 + 0.1 mg/mL) yaklasik U¢ kat artis gériimuUstir. Bu
artiglar istatistiksel olarak anlamh bulunmustur(p<0.05)(Tablo 26). Bu
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¢6zunarlik degerleri Dy agisindan degerlendirildiginde yiksek ¢ézundrlik

kriterini sagladigi gérulmastr.

Tokluk durumunu taklit eden biyouyumlu ortamlar igin
Dressman’in® onerdigi sekilde hazirlanan 15 mM sodyum taurokolat ve
3.75 mM lesitin iceren FeSSIF, SIF Powder® ile hazirlanan SIF-FeSSIF ve
her iki ortamin da kér ¢cézeltisi olan pH 5.0 ortami (Kér FeSSIF) ¢ézlntrlik
degerlendirmelerinde kullaniimistir(Tablo 26). Levofloksasinin ¢6zunarlik
degerleri Kér FeSSIF ortaminda 52.5 £ 0.1 mg/mL iken; FeSSIF ortaminda
67.8 £ 0.2 mg/mL ¢6zinUrlik degeri bulunmustur. SIF-FeSSIF (142 + 0)
ortaminda yapilan ¢6zinUrlik calismasinda, FeSSIF ortamina gére yaklasik
2 kat artis gézlenmistir. Bu artis da istatistiksel olarak anlamh bulunmustur
(p<0.05). Bu ¢bézunarlik degerleri Dy agisindan degerlendirildiginde yiksek
¢6zUnarlik kriterini sagladigr géralmastar.

Flurbiprofen zayif asit 6zellikte bir maddedir ve pKa degeri
4.22'dir. pK, degerine yakin olan pHlarda ¢6zUn0rlGgu digsiktdr.
pH-¢cbézundrlik  profili  incelendiginde ortamin  pH degeri arttikca
¢6zanarligunin de arttigr gézlenmigtir (Sekil 29). pH 1.2 in vitro ¢6zlnme
ortaminda pratikte c¢ézinmediginden, ¢6zinlrlik calismasi bu ortamda

gerceklestirilememigtir.

Flurbiprofenin ¢6zinirligine pH etkisinin degerlendirmesinde,
pH 4.5 ve pH 6.8 klasik in vitro ¢dziinme ortamlari ve Kér FaSSIF (pH 6.5)
ve Kér FeSSIF (pH 5.0) ortamlar kullaniimigtir.

pH 4.5 ortamindaki ¢6zUntrlGgd 0.0555 = 0.0003 mg/mL iken
pH 6.8'de bu deger yaklasik 46 katina (2.53 = 0.05 mg/mL) ulasmistir.
Kér FaSSIF (1.78 = 0.27 mg/mL) ortaminin ¢dzinurligh Koér FeSSIF

157



ortaminin ¢ézunarliga (0.0756 + 0.0014 mg/mL) olarak bulunmustur.
FaSSIF ile SIF-FaSSIF ortamindaki ve FeSSIF ile SIF-FeSSIF ortamindaki
¢6zUnlrlik degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
Co6zunlrlik sonuglari géstermistir ki pH arttikga flurbiprofenin ¢ézinurlGgu
artmaktadir. Bu nedenle en yiksek ¢6zinurlik degeri pH 6.8 ortaminda

g6ralmagtar.

Do degerleri incelendiginde flurbiprofen pH 4.5 ve pH 5.0
(Kér FeSSIF) ortamlarinda distk ¢ozinlrlik (Do > 1) gdsterirken, diger tim
ortamlarda yiksek ¢dzunurllk (Do < 1) gdstermistir(Tablo 39).

Cozunarlige sodyum taurokolat ve lesitin konsantrasyonlarinin
etkisinin degerlendiriimesinde flurbiprofenin biyouyumlu ortamlar kullanilarak

¢c6zUnUrlik calismalari gergeklestirilmistir.

Flurbiprofenin  aclik  durumunda  vyapilan  ¢6zUnarlik
calismalarina bakildiginda Kér FaSSIF ¢6zinme ortamindaki ¢ézinurliga
1.78 = 0.03 mg/mL iken, FaSSIF ortami kullanildiginda 1.25 £ 0.22 mg/mL
ve SIF-FaSSIF ortami kullanildiginda 1.70 = 0.10 mg/mL bulunmustur. Bu
durumda, 3 mM sodyum taurokolat ve 0.75 mM lesitin ilavesinin

flurbiprofenin ¢ézunlrlik degerinin artisinda yeterli olmadigr gérulmustar.

FaSSIF ve SIF-FaSSIF ortamlarindaki ¢ézinUrlik degerleri,
pH 6.8 ortamindaki ¢6zanarligd ile karsilastirildiginda, daha disik
bulunmustur. Bunun nedeni, flurbiprofenin zayif asit 6zelligine bagh olarak
yiksek pH’larda daha iyi ¢dzinmesidir; zira FaSSIF ve SIF-FaSSIF
ortamlarinin pH degeri 6.5%tir.

Tokluk durumunu taklit eden biyouyumlu ortamlar icin FeSSIF,
SIF-FeSSIF  ve Koér FeSSIF (pH 5.0) ortamlan  ¢dzandrlik
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degerlendirmelerinde kullaniimistir. Flurbiprofenin ¢dézinUrlik degerleri Kér
FeSSIF ortaminda 0.0756 * 0.0014 mg/mL iken; FeSSIF ortaminda
0.529 £ 0.007 mg/mL olarak bulunmustur. FeSSIF ortaminda Kér FeSSIF’e
gore yaklasik olarak 7 kat artis g6zlenmistir. SIF-FeSSIF (4.20 £ 0.02)
ortaminda yapilan ¢6zin0rlik calismasinda, FeSSIF ortamina gére yaklasik
8 kat artis gbzlenmistir. SIF-FeSSIF, Koér FeSSIF ortami ile
karsilastirildiginda ise yaklasik 56 kat artis gériimusttr(Tablo 39). Sonucta
c6zlnme ortamina 15 mM sodyum taurokolat ve 3.75 mM lesitin ilavesinin
flurbiprofenin ¢ézunarliginde belirgin artislara neden oldugu gértlmustar.

Flurbiprofenin tokluk durumu ¢6ztnUrlik degerleri Dy agisindan
degerlendirildiginde yUksek ¢dzunlrlik kriterini  sagladigi  gériimustdr
(Tablo 39).

Sonu¢ olarak levofloksasin ve flurbiprofenin ¢dzUndrlik
degerleri karsilastirildiginda, liyofilize toz seklindeki SIF Powder®la
hazirlanan ortamlarin, laboratuvarda hazirlanan biyouyumlu ortamlara gére

daha yUksek ve tutarli sonug verdigi géralmustar.

5.5. Tabletlerde Yapilan in Vitro Kalite Denetimlerinin Degerlendirilmesi

Tum kalite denetimleri Levofloksasin iceren Tavanic® tabletler
ve flurbiprofen iceren Ansaid® ve Maximus® tabletlerinde gerceklestirilmigtir.
Yapilan tim kalite denetimleri farmakope sartlarinda gerceklestirilip,
sonuglar Xor, SS ve %VK degerleri ile gésterilmistir.

Tablerde yapilan cap-kalinlik ve agirhk tekdizeligi testlerinde
hesaplanan SS ve %VK degerleri %2’nin altindadir.
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Tabletlerde yapilan etkin madde miktar tayini testlerinde
hesaplanan ortalama miktarlar %95-105 aralidindadir. Hesaplanan SS ve
%VK degerleri %2’nin altindadir.

Sertlik degerleri Tavanic® tabletler icin ortalama 409 + 5 N,
Ansaid® ve Maximus® tabletler icin ise sirasiyla ortalama 121 + 7 N ve
115 £ 6 N olarak él¢ilmastar.

Tdm tabletler icin ufalanma-asinma testi sonuglari % 1’den
kiicik bulunmustur. Tavanic® tabletlerdeki % friabilite % 0.00723'tr.
Maximus® tabletlerde ufalanma-asinma sonucunda agirhk kaybi
gozlenmemis olup Ansaid® tabletlerde %friabilite degeri % 0.0477 olarak
bulunmustur. Bu degerler % 1’den dislUk oldugundan tabletlerin ufalanma

asinma degerleri uygun bulunmustur.

Dagilma testi sonucunda Tavanic® tabletler ortalama
842 + 0.65 dakda dagilirken; Maximus® tabletler ortalama
57.0 + 8.9 sn'de; Ansaid® tabletler ise 47.7 + 5.1 sn’de dagilmistir. Tim

tabletler 30 dak igerisinde dagildigindan farmakope sonuglarina uygundur.

5.6. Tabletlerin C6ziinme Hizi Tayini

G6zinme hizi testi ile ilacin mide-bagirsak kanalindaki
davraniginin, in vitro kosullarda tahmini amaclanmaktadir. Bir etkin
maddenin yidksek coézinlurlik ve ylksek permeabilite 6zelliklerine sahip
olmasi, o ilacin BY agisindan sorun yaratmayacaginin géstergesidir. Bu
durumda BE caligmalar icin test ve referans maddelerin ¢ézinme hizi
profilleri pH 1.0-7.5 arasinda karsilastirilarak in vivo BE calismalarindan
muaf tutulmalar 2000 yilinda FDA ve 2002 yilinda EMA kilavuzlarinda yerini
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almistir. Etkin maddeyi iceren kati oral dozaj formunun FDA kilavuzunda pH
1.0-7.5 ortamlarinda, EMA’nin 2010 kilavuzunda pH araligi olarak 1.0-6.8
belirtiimekte olup, genellikle pH 1.2, pH 4.5 ve pH 6.8’de ilk 30 dak igerisinde
% 85’inden fazlasi ¢ézinlyorsa ilacin hizli ¢ézindiugu kabul edilir. Eger 15
dak igerisinde % 85ten fazla ¢b6zinme gergeklestiyse ilacin ¢ok hizh
¢6zundagu belirtilmigtir.

500 mg levofloksasin iceren hizli salimli Tavanic® tabletlerin
c6zinme hizi deneyleri Bélim 3.2.3.6’da anlatildigi sekilde dokuz farkli pH
ortaminda (pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Koér
FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF) yapilmistir. Deneyler 60 dak silresince
gergeklestirilmistir. Kér FaSSIF (pH 6.5) disindaki tim ortamlarda 30.dak’da
Tavanic® tabletlerden % c¢oziinen levofloksasin degeri % 85'ten fazladir. Bu
durum levofloksasinin  hizli  ¢ézindlaginin bir gbstergesidir. Bitln
ortamlarda (Kér FaSSIF harig) 60 dak icinde yaklasik %100 ¢6ziinme
gb6zlenmigstir. Buna karsilik Kér FaSSIF ortaminda 30. dak'da %78 ¢6ziinme
gerceklesmistir. Levofloksasinin ¢6zUn0rliglu ve ¢b6zinme hizi pHdan
yliksek oranda etkilenmektedir. Ortho-Mc Neil-Janssen(ABD) firmasinin
verileri levofloksasinin en dusik ¢6zinUrlik goésterdigi pH 6.7 iken en
yUksek ¢ozUunlrligl pH 6.9'da gdsterdigini  belitmektedir®. Yapilan
calismalarda da pH 1.2 — pH 6.8 araligindaki ¢ézundrlik degerlerinin
dalgalanma goésterdigi ve ¢dzunurlik/cézinme hizinin pH’ya duyarli oldugu
saptanmistir.

Levofloksasinin iki farkl pKa degeri bulunmaktadir. Bu degerler
pKai: 6.05, pKgo: 8.22°dir ve pK, degerlerine yakin pH degerlerinde
levofloksasinin  non-iyonize halde bulunmasi nedeniyle ¢6zUnurlik
degerlerinde degiskenlik gbzlenmesi s6z konusudur. Bolim 5.2.2°de
degerlendirilen ¢dzlndrlik calismasi sonuglarinda da levofloksasin igin pH
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degeri 6.5 olan Koér FaSSIF (29.5 mg/mL) ortaminda diger ¢dziinme
ortamlarina gbére daha distk ¢6zindrlik degeri elde edilmigtir.
Levofloksasinin ¢6zinarliginin distk oldugu pHda ¢6zinme hizinin da
dislUk olmasi beklenen bir sonugtur. Ayni pH’ya sahip olan (pH 6.5) FaSSIF
(37 mg/mL) ve SIF-FaSSIF(98.4 mg/mL) ortamlarinda ¢dzindrlik yaninda,
c¢6zinme hizinin arttigi gérilmastir. FaSSIF ve SIF-FaSSIF ortamlar
kullanildiginda, levofloksasinin 30. dak’da % ¢ikan miktari % 90’a ulagmistir.
Bu sonuc levofloksasin tabletler igin sodyum taurokolat ve lesitinin, céziinme
hizinda artisa neden oldugunun ispatidir.

100 mg flurbiprofen iceren Maximus® ve Ansaid® tabletlerde
yapilan ¢ézinme hizi deneyleri sekiz farkli pH ortaminda (pH 4.5, pH 6.8,
Koér FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF)
yapilmistir. Flurbiprofen zayif asit 6zellikte bir maddedir ve pKa degeri
4.22’dir. Flurbiprofenin iyonizasyonu, ¢éziinmesinde énemli bir parametredir.
pKa degerine yakin olan pH’larda ¢ézinarligi dusuktir. Ortamin pH degeri
arttikca flurbiprofenin  iyonize formu artacagindan, ¢ézinmesi de
artmaktadir. Buna bagli olarak 60. dak’daki % ¢6zinen degerleri de disuk
bulunmustur. pH 4.5 ortaminda % ¢dzlinen flurbiprofen miktar 60. dak’da
Maximus® tablet icin % 42; Ansaid® tablet icin de % 47 iken Koér FeSSIF (pH
5.0) ortaminda sirasiyla % 62 ve % 68’dir. Bu durumda, flurbiprofenin pK,
degerinden uzaklastikca artan pH’larda ¢dézinme hizinda artis olmasina

ragmen dozaj seklinden tam salim gbézlenmemisgtir.

pH'si 5.0 olan SIF-FeSSIF ortaminda ylksek derigsimlerde
bulunan sodyum taurokolat ve lesitine bagli olarak ¢b6zinme hizla
gerceklesmistir. Bu ortamlarda Maximus® tabletlerde 60. dak'da % 101,
Ansaid® tabletlerde ise % 105 olarak tamamen c¢éziinme gdzlenmistir.
FeSSIF ortaminda Maximus®icin % 78; Ansaid® icin % 62 olan % ¢dziinme,
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Koér FeSSIF ortamina gére artis gbstermis olsa da, bu artis SIF-FeSSIF
kadar yUksek degildir. FeSSIF ortami laboratuvar kosularinda sodyum
taurokolat ve lesitin ¢dzeltilerinin ayri ayri hazirlanip evaporatérde miseller
cOzelti haline getiriimesiyle hazirlanmaktadir. Buna karsilik SIF-FeSSIF,
sodyum taurokolat ve lesitinin liyofilize toz karigimi olan SIF Powder®dan
hareketle kolaylikla hazirlanmaktadir. FeSSIF ve SIF-FeSSIF sonuclarinin
degiskenlik gbstermesi ve SIF Powder®in liyofilize bir toz karigim olmasi

nedeniyle hazirlama sartlarinin farklihlgindan kaynaklanmaktadir.

Flurbiprofenin pH-¢6zUnurlik profilinde (Sekil 29) gérildigu
gibi pH’nin artigina bagh olarak flurbiprofen ¢ézintrliga artmaktadir. Buna
bagl olarak pH 4.5 ve pH 6.8'de yapilan ¢b6zinme hizi caligmalarinda
pH'nin artigi ile 60. dak'da ¢dzlinen degerlerde yaklasik iki kat artis
gbzlenmistir. Maximus® icin pH 4.5'ta % 42 iken, pH 6.8'de % 92 ¢dziinme
gozlenmistir. Ansaid®icin bu degerler sirasiyla % 47 ve % 92'dir.

pH’sI 6.5 olan FaSSIF ve SIF-FaSSIF ortamlarinda ise, tim
tabletlerde 30. dak'da % 85ten fazla ¢ézinme gbzlenmistir. FaSSIF
ortaminda Maximus® % 98, Ansaid® icin % 96 ¢6ziinme gdzlenirken
SIF-FaSSIF ortaminda her iki tablet de % 99 ¢ézUnmastar.

5.7.pH-Cozunirlik-Céziinme Hizi Yiuzey Grafiklerinin Degerlendirilmesi

pH, c¢bézundrlok ve c¢b6zinme hizi verilerinin bir arada
incelenmesine olanak saglayan yuzey grafiklerinde; pH skalasinda, klasik
ortamlar olan pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8 ve pH 5.0(Kér FeSSIF) ve
pH 6.5(Kér FaSSIF) degerleri kullaniimistir. Etkin  maddelerin  bu
ortamlardaki ¢dzunurlikleri ve tabletlerin 30. dak’daki % ¢6zinen degerleri
yUzey grafiklerinde gosterilmistir(Sekil 22 ve Sekil 31).
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Levofloksasinin ylzey grafigi Sekil 22'de goérGldigu gibi
dalgalanmalar gdstermektedir. Levofloksasinin  pH 1.2‘deki ylUksek
cbzundrlik degeri pH 4.5’te azalmakta, pH 5.0’da biraz artis gOstererek
pH 6.5'te en disUk dederine ulasmakta, pH 6.8'de de yeniden artmaktadir.
G6zunme hizi degerleri gbz 6nlne alindiinda ise levofloksasin pH 1.2,
pH 4.5, pH 5.0 ve pH 6.8’de hizli ¢6zinme gbsterirken, pH 6.5’te nispeten
yavas ¢cdzinmektedir. Bu B6lim.5.2.2.’de ac¢iklandigi sekilde levofloksasinin

pH’ya bagimli ¢dézunadrlik 6zelliginden kaynaklanmaktadir.

Sekil 31°’de goruldigu gibi, flurbiprofen igin pH'nin artmasiyla
¢cbzundrlik ve ¢bézinme hizi degerleri birbiriyle paralel olarak artmaktadir.
Bu nedenle en yiksek ¢ézindrlik ve c¢bézinme hizi degerleri pH 6.8'de
gorilmistir. Maximus® ve Ansaid® tabletlerinden % ¢oziinen flurbiprofene
gobre cizilen ytzey grafikleri benzerlik gbstermektedir.

5.8. in Vitro Céziinme Hizi Kinetiklerinin Degerlendirilmesi
5.8.1. Model Bagimsiz Yontemler

Tavanic® tabletlerin in vitro ¢dziinme hizi profilleri Sekil 21°de
verilmistir. Tavanic® tabletlerin in vitro ¢6zinme ortamlarindaki ¢6ziinme
profilleri test ve referans ortam seklinde fo benzerlik faktérd ile
degerlendirilmigtir(Tablo 33).

Test ortam olarak Kér FaSSIF ile referans olarak secilen
FaSSIF ve SIF-FaSSIF ortamlarindaki ¢ézinme hizi profilleri benzer
bulunmamistir(f.=43.6 ve f=48.7). Bu durum, FaSSIF ve SIF-FaSSIF

ortamlarinin  iceriginde bulunan sodyum taurokolat ve lesitinin

164



levofloksasinin ¢6zUnarligind, dolayisiyla ¢bézinme hizint Kér FaSSIF
ortamina gére artirmasiyla agiklanabilir.

Test ortam olarak Kér FeSSIF ile referans olarak secilen
FeSSIF ve SIF-FeSSIF ortamlarindaki ¢ézinme hizi  profilleri
benzerdir(fo.=69.9 ve f,=60.5). Her (¢ ortamda da pH'ya baglh olarak
Tavanic® tabletlerden levofloksasinin salimi tamamen benzer sekilde

gerceklestiginden ¢dézinme hizi profilleri benzerdir.

Test ortam olarak FaSSIF ve referans ortam olarak
SIF-FaSSIF kullanildiginda profiller benzerdir (f>=51.0). Bu durum FaSSIF
ve SIF-FaSSIF ortamlarinin Tavanic®in ¢dziinme hizini artirmasi agisindan

benzerligini géstermektedir.

Test ortam olarak FeSSIF ile referans olarak secilen
SIF-FeSSIF ortamlarindaki ¢dézinme hizi profilleri benzerdir(f,.=54.6). Bu
durum da pH’ya bagl olarak Tavanic® tabletlerden levofloksasinin salim
tamamen gerceklesmektedir.

Test Grlin olarak Maximus® ve referans (iriin olarak Ansaid®
kullanildiginda in vitro ¢éziinme profilleri fo benzerlik faktériyle birbirleriyle
karsilastirildiginda tim ortamlardaki ¢6zinme hizi profilleri benzerdir
(Tablo 46).

Buna karsilik bu tabletlerin kullanildidi ¢6zinme ortamlarinin
kiyaslanmasinda da test ortam olarak Kér FaSSIF ile referans olarak segilen
FaSSIF ve SIF-FaSSIF ortamlarindaki ¢bézinme hizi profilleri de benzerdir
(fo=64.2 ve f,=63.3). Sekil 30’da gosterildigi gibi tabletlerden flurbiprofenin
tam ve benzer sekilde salindigi gérilmektedir. Bu nedenle ¢bézinme hizi
profilleri benzer bulunmustur.
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Test ortam olarak Kér FeSSIF ile referans olarak secilen
FeSSIF ve SIF-FeSSIF ortamlarindaki ¢6ziinme hizi profilleri benzer degildir
(f=36.2 ve f,=16.3). 15 mM sodyum taurokolat ve 3.75 mM lesitin,
tabletlerden flurbiprofenin salinmasini belirgin olarak artirmistir(Sekil 30), bu

nedenle profiller benzer bulunmamistir.

Test ortam olarak FeSSIF ve referans ortam olarak
SIF-FeSSIF ortamlarindaki ¢ézinme hizi profilleri de benzer degildir
(fo=27.2). SIF-FeSSIF ortami flurbiprofenin tabletlerden tamamen
salinmasini saglarken; FeSSIF ortaminda tabletlerden salim ancak % 80
civarindadir. Her iki ortam da Kér FeSSIF’e (yaklasik % 65) gore belirgin bir
artis go6sterse de SIF-FeSSIF ortamindaki ¢6zinme hizi artigi daha

belirgindir.

Sonuc olarak, her iki etkin madde icin de SIF Powder®
kullanilarak hazirlanan aglik ve tokluk ortamlarindaki ¢bzinme hizi artiglar
daha yUksektir.

5.8.2. Model Bagimli Yontemler

Tabletlerin ¢bzinme hizi verilerinde kinetik modelleme
yapilmasi dustinilmis ve bu amagla DDSolver programi kullaniimistir. Bu
programda yer alan kinetik modeller zamana karsi % c¢bzlnen verilere
uygulanmigtir. Model uyumunun degerlendiriimesinde programin 6nerdigi
sekilde R%gustes, MSC ve AIC dlgiitleri kullanilmistir. Burada R%gjusted Ve
MSC o6lcgitleri yiksek olan; AIC élgiti kicik olan modeller en uygun model
olarak belirlenmistir. Tavanic® igin Tablo 34’de, Maximus® icin Tablo 48 ve
Ansaid® icin Tablo 49°'da verilmis olan ¢dziinme hizi model degerlendirme
tablosundaki en uygun kinetik modeller Tablo 50°de 6zetlenmisgtir.
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Tablo 50. Tavanic®, Maximus® ve Ansaid® tabletler icin en uygun ¢dziinme

hizi kinetikleri
Model
Etkin Madde | Cézinme Ortami | Kinetik Model |Parametre

pH 1.2 Probit 1 a, B
pH 4.5 Weibull 2 a, B
pH 6.8 Hopfenberg Kig, N

% Kér FaSSIF Gompertz 2 a, B, Frmax

§ Levofloksasin | FaSSIF Gompertz 1 a, B

= SIF-FaSSIF Gompertz 1 a, B
Kér FeSSIF Probit 1 a, B
FeSSIF Weibull 2 a, B
SIF-FeSSIF Weibull 1 a, B, Ti
pH 4.5 Weibull 3 a, B, Frax
pH 6.8 Peppas-Sahlin 2 ki, ke

@ Koér FaSSIF Gompertz 1 a, B

E Flurbiprofen FaSSIF Gompertz 1 a, B

X SIF-FaSSIF Logistic 1 a, B

= Koér FeSSIF Gompertz 1 a, B
FeSSIF Gompertz 2 a, B, Frmax
SIF-FeSSIF Logistic 1 a, B
pH 4.5 Gompertz 1 a, B
pH 6.8 Peppas-Sahlin 2 ki, ke

® Kér FaSSIF Weibull 1 a, B, Ti

§ Flurbiprofen FaSSIF Logistic 1 a, B

c SIF-FaSSIF Probit 1 a, B

< Kor FeSSIF Probit 2 o, B, Froer
FeSSIF Gompertz 2 a, B, Frmax
SIF-FeSSIF Weibull 2 a, B

G6zinme hizi kinetik modellerine ait tim parametreler
Tablo 6’da acgiklanmistir. Tablo 50’de ise en iyi uyumu veren modelin
parametrelerinden a, ¢dziinme ve zamanla ilgili bir parametredir. B ise sekil

parametresi olup B=1 ise eksponansiyel egriyi; B>1 ise sigmoid egriyi ve
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B<1 ise parabolik egriyi tanimlamaktadir. Frax sonsuzda ¢éziinen maksimum
ilag kesridir. T; parametresi ise ¢bzlinme prosesindeki gecikme suresini ifade
etmektedir. kys, Hopfenberg modelinde erozyon hiz sabiti ve ilacin
matristeki baglangi¢ konsantrasyonuna ve baglangi¢ yarigapina bagl olarak
ifade edilen kombine hiz sabitidir. n parametresi yizey 6zelliklerini ifade
eden sekil katsayisidir; n=1 ise diz ylzey, n=2 ise silindir, n=3 ise kire
seklini ifade eder. ki, “t ile iliskili ilag difizyonunu gdsteren hiz sabiti, k; ise t

ile iligkili polimere bagimli ilag salimini gésteren hiz sabitidir.

Genel olarak c¢6ztinme hizi kinetiklerinde sifirinci, birinci
derece kinetikler ile sigmoidal ¢6zinme profili gbsteren sistemlerden
bahsedilir. C6zinme profillerinin sigmoidal bir yapiya sahip olmasi farkli ve
karmasik ¢d6zinme modelleriyle acgiklanabilir. Levofloksasin ve flurbiprofen
iceren tabletlerin farkh ¢éziinme ortamlarindaki kinetik modelleri ve model
parametreleri sifirinci ve birinci derece kinetigine gbére degil, Ussel bir
ifadeye bagli olarak eksponansiyel olarak degismektedir. Probit 1, Weibull 2,
Gompertz 1 ve Logistic 1 modellerinde ayni parametreler (a ve B) farkh
ussel denklemlerle tanimlanmaktadir. Probit 2, Weibull 3 ve Gombertz 2
modellerinde bu iki parametreye ilave olarak Fpnax parametresini de
icermektedir. Weibull 1 modeli ise a ve B parametrelerinin yaninda T;
parametresini de iceren modeldir. Bu modellerin hepsi temel denklem olarak
ussel ifadelerdir ve bu modeller FDA’nin “Dissolution Testing of Immediate
Release Solid Oral Dosage Forms” kilavuzunda da ¢6zinme hizi
kinetiklerinin ~ deg@erlendiriimesi  i¢cin  kullanilan ~ modeller  olarak

belirtiimektedir.

Hem levofloksasin, hem de flurbiprofen tabletlerde pH 6.8
ortaminda farkh bir kinetik davranig gdzlenmigtir. Tavanic® tabletler

pH 6.8'de tablet ylizeyinden erozyonun etkin oldugu Hopfenberg modeline
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uyum gb6stermektedir. Buradaki ¢dézinme hizina etkili olan parametreler
tabletin ylzey ve sekil 6zelliklerine baglidir. Bu kinetige uyumun sebebi film
kaplama materyalinin pH 6.8 ortamindaki davranisindan kaynaklandigi

disUntlmektedir.

Flurbiprofen iceren Maximus® ve Ansaid® tabletlerinin her ikisi
de pH 6.8 ortaminda Peppas-Sahlin 2 kinetik modeline uyum
gbstermektedir. Burada etkin maddenin tabletten saliminda zamanin
karekdékine bagl olarak diflzyon ve kaplama materyalindeki polimerin
fiziksel 6zelliginin ilag saliminda etkili oldugu dtsdndlmektedir.

FDA’nin “Dissolution Testing of Immediate Release Solid Oral
Dosage Forms” adh kilavuzunda da model bagimli ¢ézinme hizi
kinetiklerinin degerlendiriimesinde hizli salimli kati oral dozaj sekillerinde
Logistic, Probit ve Weibull gibi modellerin kullaniminin uygun olacagi

belirtiimektedir’.

5.9 BCS Degerlendirmeleri

Calismalarimizda BCS Sinif 1 icin levofloksasin ve Sinif 2 igin
flurbiprofen model etkin maddeler olarak secilmistir. Levofloksasin ve
flurbiprofen igeren tabletlerin aclik ve tokluk durumlarini taklit eden
biyouyumlu ortamlarda ¢dézinme hizi ile ilgili degerlendirmeler
bulunmamaktadir. Levofloksasinin bu ortamlardaki in vitro davranisinin
ylksek ¢ozundrlik ve hizli cézinme 6zelligi gdsterecedi beklenmistir. Dislk
cbzundrlik goésteren flurbiprofenin de biyouyumlu ortamlar kullanilarak in

vitro ¢6zUnUrlik ve ¢6zlnme hizi artisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

BCS kapsaminda saglik otoritelerince kabul géren ¢6zinUrlik
kriterine goére ilacin piyasadaki en yiksek dozu, 37°C'de, pH 1.0-7.5
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araliginda, 250 mL veya daha az miktardaki ortamda ¢6zlnebiliyorsa ilag

yUksek ¢dzunurlik gésterir.

Levofloksasin igin bitin fizyolojik pH araliklarini kapsayan
degerlerde yUksek ¢6zUnurlik g6zlenmigtir. Cozinarlik
degerlendiriimesinde esas alinan parametrelerden biri Dy degeridir.
Levofloksasin igin hesaplanan Dy degerleri dokuz farkli pH igin (pH 1.2,
pH 4.5, pH 6.8, Kér FaSSIF, FaSSIF, FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve
SIF-FaSSIF) 1’den kiiclk oldugundan ¢ézindrligi yiksektir.

BCS’e gore ilacin mide-bagirsak kanalinda dayanikli olmasi
kosulu ile élcilen emilim oraninin %90°’dan blyuk olmasi durumunda ilag
ylksek permeabilite gbsterir. Permeabilitenin saptanmasi amaciyla ¢ok sik
kullanilan ydntemlerden biri de in vitro hlcre kudltdrd modellerinin
kullaniimasidir. Volpe ve ark'™ tarafindan in vitro Caco 2 hiicreleri ile
gerceklestirdikleri calismada ylksek permeabilite gbsterdigini
kanitlamislardir (Papp: 28.36x10° + 1.93x10° cm/sn). Ayni zamanda 500 mg
ve 750 mg levofloksasin igeren tabletlerin mutlak BY’1 yaklasik % 99 olup,
emilim hiz ve orani da yUksektir.

Yaptigimiz in vitro ¢cdzlinme hizi calismalarinda Tavanic®

tabletlerin kilavuzlarda belirtilen pH 1.0-7.5 araligini kapsayan ortamlardaki
¢6zinme hizinin, biyouyumlu ortamlar da dahil olmak Czere, tm ortamlarda
(30 dak % 85’ten fazla) etkin madde ¢ikisi gézlenmigstir. Bu da biyomuafiyet

acisindan hizli ¢é6ztinme kriterine uymaktadir.

Sonug olarak levofloksasin hem klasik ¢6zinme ortamlarinda,
hem de biyouyumlu ortamlarda yiksek c¢6zinurlik gdstermektedir. Ayni
sekilde Tavanic® tabletler de hem klasik ¢oziinme ortamlarinda hem de
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biyouyumlu ortamlarda 30 dak % 85’ten fazla ¢6ziinme gdstermektedir. Bu
nedenle ylUksek ¢6zunlrlik ve yuksek ¢dézinme hizi ézelliklerinden dolayi
biyouyumlu ortamlarin levofloksasin igin kullanimi alternatif bir yol olarak
Onerilmemektedir. Biyomuafiyet degerlendirmelerinde klasik in vitro
ortamlardaki yiksek ¢bézinirlik ve hizli ¢6zinme kriteri yiksek permeabilite
kriteriyle birlikte yeterlidir.

Flurbiprofen icin butin fizyolojk pH 1.0-7.5 araliginda
yapillmasi onerilen ¢6zinirlik calismasi pH 4.5, pH 6.8, Kor FaSSIF,
FaSSIF, FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FaSSIF ortamlarinda
gergeklestirilmistir. Do degerleri pH 4.5 ve Kér FeSSIF (pH 5.0) harig, 1’den
kOgUktdr. Bu iki ortam disindaki tim ortamlarda flurbiprofen yiksek

¢c6zUnUrlik gbstermektedir.

Yazdanian ve ark® in vitro Caco-2 hiicre kiiltiirii kullanarak
flurbiprofenin permeabilitesinin ylksek permeabilite kriterine uydugunu
gbstermislerdir(Pag: 20.1x10° +2.7x10°cm/sn).

Yaptigimiz in vitro ¢dziinme hizi ¢alismalarinda Maximus® ve
Ansaid tabletlerdeki sonuglar flurbiprofenin pH'ya bagimh c¢cézinurliguyle
iliskilidir. pH 4.5 ve pH 5.0 (Kér FaSSIF) ortaminda ¢ézinme hizi disik
olmakla birlikte, pH artisina bagl olarak ¢6zinme hizi artmaktadir. Bu
ortamlarin haricindeki tim ortamlarda hizli ¢ézinme kriteri saglanmaktadir.
pH 5.0’daki distk ¢bzinme, ortama ilave edilen sodyum taurokolat ve
lesitine bagll olarak artis gdstermis olmakla birlikte, bu artis SIF-FeSSIF
ortami kullanildiginda, FeSSIF ortamina gére daha belirgin olmaktadir.

SIF-FeSSIF ortaminda hizli ¢6ziinme kriterini saglamistir.
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Flurbiprofen, pH 6.8, Koér FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF,
SIF-FeSSIF ortamlarinda ¢ézundrlik ve ¢b6zinme hizi 6zelliklerine bagli
olarak BCS Sinif 1 gibi davranmaktadir.

Flurbiprofen gibi az ¢6zinen ilaglar igin ¢6zinUrlik ve
¢bzinme hizinda etkili olan tek faktérin pH olmadigi gbértlmds olup,
biyouyumlu ortamlar kullanildiginda daha iyi ¢dzUnirlik/¢ézinme hizi
sonuglar elde edilmistir. Flurbiprofen zayif asidik 6zellikte bir etkin madde
oldugundan, emilim bdlgesi ince bagirsaktir. Emilim bélgesindeki
¢6zanarligu ve ¢dzlnme hizinda bagirsak sivisinin pH'si ve igerigi g6z
6ndne alindiginda biyouyumlu ortamlar kullanildiginda daha iyi sonuglar
ahinmistir. Bu nedenle BCS Sinif 2’'deki zayif asidik ilaglar icin emilim
bbélgesindekince bagirsaklardaki, yani ¢6zunurligi ve ¢dzinmesi dikkate
alinmalidir. Bagirsaklardaki ¢6zintrligl ve ¢ézinme hizini tayin edebilmek
icin klasik ¢ézinme ortamlarina nazaran in vivoya daha cok benzerlik

gbsteren biyouyumlu ortamlarin kullaniimasi gereklidir.

5.10. BDDCS Degerlendirilmesi

BDDCS permeabilite yerine ilacin metabolizma 6zelligini temel
almaktadir. Bu sistemde, maj6r eliminasyon yolagi metabolizma ise, ilacin
yUuksek permeabilite gésterdigi, majér eliminasyon yolu bdbrekler veya safra
yoluyla degismeden atihmi s6z konusuysa, distk permeabilite gosterdigi
belirtiimektedir. ilaglar % 70 veya daha fazla metabolize olursa, yiiksek
metabolizma 6zelligini tasimaktadir. Biyomuafiyet icin ylksek oranda

metabolizma, yilksek ¢dzinirliik ve hizli ¢dziinme sartlari dnerilmektedir”®.

Levofloksasinin uygulanan dozunun % 62-102’si idrarla
degismeden atilmaktadir. Levofloksasin karacigerde biyotransformasyonu
sonucunda olusan levofloksasin-N-oksit ve  demetil-lev-ofloksasin
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metabolitleri ise uygulanan dozun yaklasik % 5’i kadardir ve bu metabolitler
de idrarla atilir®®. BCS degerlendirmesine gére Sinif 1'de yer alan
levofloksasin, BDDCS degerlendirmesine gére yiksek ¢dzunirlik ve disik
metabolizma 0&zelliklerinden dolayr Sinif 3’e kaymaktadir. Bu durumda

BDDCS icin levofloksasin biyomuafiyet kriterine uygunluk géstermeyecektir.

BDDCS siniflamasinda g6z énine alinmasi gereken diger bir
parametre ise taslyicilarin etkisidir. ilaclarin p-gp substrati ve/veya inhibitéri
olarak etki etmesi, siniflandirma sistemlerindeki yerlerinin belirlenmesinde
énemlidir’”®. Bu agidan degerlendirildiginde, levofloksasinin p-gp substrati
6zelliginde oldugu belirtiimigtir. P-gp  substratt olmasina ragmen
permeabilitesinin ylksek olmasi, ¢dzlinen ilag miktar ile ilskilidir. Yani
yUksek levofloksasin miktari p-gp’nin doygunluga ulasmasini saglayarak
p-gp’nin effluks etkisini azaltmakta, bdylece levofloksasin gecisi artmaktadir.

Wu ve Benet’”®, BDDCS'de yiyecek etkisinin de &nemli
oldugunu belirtmektedir. Sinif 1 bilesiklerin tamamen emilmesi nedeniyle
ilag-yiyecek etkilesiminin olmadigr dastnilmektedir. Buna kargilik asiri
yiyecekler mide bosalmasini geciktireceginden tnax dederinde artisa neden
olabilirler. Levofloksasin iceren tabletlerin yemeklerden 1 saat énce veya 2
saat sonra alinmasi O6nerilmektedir. 500 mg dozda alinan levofloksasin
tabletlerin yiyeceklerle alindiinda, tmax'in 1 saat uzadigi ve Cmax'ta %14’10k
bir azalmaya neden oldugu belirtiimektedir. Bu nedenle levofloksasinin
yiyecek etkisinden dolayi tabletlerinin yemeklerle bir arada alinmamasi

geremektedir®.

BCS’e goére Sinif 2'de bulunan flurbiprofen, karacigerde
hidroksilasyon ve metilasyon yoluyla (¢ ana metabolitine dénlserek idrarla
atilmaktadir. Ana metabolitlerinin yaninda acilglukuronid ve aminoasit esteri
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metabolitleri de bulunmaktadir''®. Flurbiprofenin idrarla degismeden atilan
miktari uygulanan dozun yaklasik %20-25'idir'*2.  %40-47’si 4-hidroksi,
%20-25'’i 3’-hidroksi-4’-metoksi ve yaklasik %5’i 3’,4’-dihidroksi metabolitleri
seklinde idrardan atilmaktadir’™®. Bu durumda flurbiprofen BDDCS
siniflandirmasinda digtk ¢6zinUrlik ve ylksek metabolizasyon kriterlerini

saglayarak Sinif 2’de yer almaktadir.

Flurbiprofenin tasiyicilar, 6zellikle de p-gp substrati ya da

inhibitdéri olmasina iliskin hentiz bir bulgu bulunmamaktadir.

Flurbiprofen iceren tabletlerin yiyeceklerle alindiginda Cpax

128

degerinde ve emiliminde anlamli artis gdzlenmistir<°. Bu nedenle tok

karnina kullanimi flurbiprofenin BY’sini artirmaktadir.

Cahsmalarimizda sodyum taurokolat ve lesitin miktari ytksek
olan tokluk durumu in vitro ortamlarda flurbiprofenin ¢ézintrliginde anlamh
artiglar goértlmustar. Ayrica tokluk kosullarini taklit eden biyouyumlu
ortamlarda flurbiprofenin ¢6ziinme hizinin da belirgin derecede arttigi

bulunmustur.

Sonuc olarak disik ¢dzindrlik gdsteren Sinif 2 bilesiklerin
asiri  yagh  yiyeceklerle  kullanimi  bagirsak limenindeki ilacin
¢6zUndrligunin, dolayisiyla ilacin ¢6zinme hizinin artirilmasinda alternatif

bir yol olabilir.

5.11. Sitotoksisite Degerlendirmeleri

Biyouyumlu bagirsak ortamlarinin  Caco-2 canliigi ve
hicrelerde herhangi bir toksik etki olusturmamasi agisindan; safra tuzu,

fosfolipit miktari ve c¢esidinin dikkatle secilmesi gerekmektedir. Hicrelerin
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canhligini sirdarebilmesi agisindan en uygun biyouyumlu ortamin segilmesi

tzerinde yapilimis calismalar oldukga sinirlidir.

Ingels ve ark® Caco-2 hiicreleri izerinde yaptiklari calismada
hicre kdltrlerinde sikhkla kullanilan HBSS-benzeri tamponlar yerine
biyouyumlu ortamlarin kullanimini denemiglerdir. FaSSIF kullanildiginda
hicrelerde herhangi bir toksik etki gdzlenmezken (yaklasik % 100 canlilik);
FeSSIF kullanildiginda canlilik orani %5.4 + 0.3 olarak bulunmustur. Sonug
olarak FeSSIF kullaniminin hicreler Gizerinde toksik etki yarattigi sonucuna
variimistir. Bu durum FeSSIF ortamindaki ylksek sodyum taurokolat ve

lesitin miktar ile iligkilendirilmistir.

Patel ve ark.’nin'*® yaptigi benzer bir calismada da FaSSIF ve
FeSSIF’in hiicrelerden gegisi icin kullanildiginda % canlilik oraninin % 60-70
oldugu belirtmistir. Bu calismanin sonucu olarak FaSSIF ve FeSSIF gibi
biyouyumlu ortamlarin  hicre kiltiri  deneylerinde  kullanilabilecegi

belirtilmistir.

Bu iki c¢alismanin birbirini desteklemedigi gd6rilmektedir.
Burada her iki calismada da ortamlarin, hicre canhhgr Gzerindeki
sitotoksisitelerinde biyouyumlu ortamlarin kér c¢ozeltileri ile herhangi bir
degerlendirme yapilmamistir. Ayrica gb6zlenen sitotoksisitenin farkli pH
degerlerinden de kaynaklanabilecegi hakkinda bir yorum da

bulunmamaktadir.

Galismalarimizda kullandigimiz  mide-bagirsak ortamlarinin
(K6r FaSSIF, FaSSIF, SIF-FaSSIF, Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF)
Caco-2 hdcrelerindeki  sitotoksisitesi MTT testi ile degerlendirilmistir
(Sekil 35).
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Bo6lim 3.2.5.3’te anlatildigi gibi gergeklestirilen calismalarda
hicrelerdeki canlilik yizdeleri farkh zaman ve farkli etkin madde derigimi

acisindan degerlendirilmigtir.

Sitotoksisite  calismalarini  degerlendirirken  hicrelerde
g6zlenen canlilk ylzdelerine gbére sitotoksisite dereceleri siniflandiriimistir.
Buna gére; %90'dan fazla canlilik varsa sitotoksik degil, %60-90 canlilk
hafif sitotoksik, %30-59 canlilik orta derecede sitotoksik ve %30’dan daha az

canlilik siddetli sitotoksik olarak belirlenmistir'®°.

Model madde olarak kullandigimiz BCS Sinif 1’de yer alan
levofloksasin ve BCS Sinif 2'de yer alan flurbiprofenin permeabilitelerinin
yiksek oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ilk degerlendirmeler 1. saatte
yapilmistir. 24. saat ise MTT deg@erlendirmelerinde rutin kullanilan bir

stredir.

Kér FaSSIF, FaSSIF ve SIF-FaSSIF ortamlarindaki hlcrelerin
canlilik ylOzdeleri 1. saatte sirasiyla % 88.4 * 7.2, % 93.7 = 6.7 ve
% 91.3 £ 2.7 ve 24. saat sonunda ise % 73.2 £ 1.5, % 785 = 1.6 ve
% 77.5 £ 8.0 olarak bulunmustur. Sitotoksisite degerlendirmesine gbre bu
degerler “hafif sitotoksik” sinifina girmektedir. Elde edilen degerler,
FaSSIF/SIF-FaSSIF icerisinde bulunan 3 mM sodyum taurokolat ve
0.75 mM lesitinin hicrelerin canliigi agisindan koér ¢dzeltilere gére anlamli
bir fark olusturmadigini gdéstermistir. Buna karsilik 24. saat sonunda
gbézlenen % canlilik, 1. saatte elde edilen % canlilik degerinden yaklasik

% 15 oraninda disik bulunmustur.

Kor FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF ortamlarindaki
% canhlik degerleri ise 1. saatte sirasiyla % 86.1 £ 2.4, % 84.3 + 4.2 ve
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% 82.4 + 4.8 olarak bulunmustur. 24. saat sonunda ise % 70.8 = 8.2,
% 732 = 3.0, % 69.1 = 4.4 olarak saptanmistir. Sitotoksisite
degerlendirmesine gbére bu degerler “hafif sitotoksik” sinifina girmektedir.
Bu durumda FeSSIF/SIF-FeSSIF ortamlarindaki 15 mM sodyum taurokolat
ve 3.75 mM lesitinin de hicrelerin canliigi Gzerinde koér ortamla
karsilastirildiginda ilave bir etki yaratmadigi gérilmektedir. 24. saat sonunda
gbdzlenen % canlilik oraninda 1. saatte elde edilen degerlere gére yaklagik

% 10-15’lik bir azalma gbézlenmistir.

Kullanilan serumlu DMEM ve serumsuz DMEM ortamlarinin
pH’sI 7.4’t0r. Buna kargilik Kér FaSSIF, FaSSIF ve SIF-FeSSIF ortamlarinin
pH’'s1 6.5 ve Kér FeSSIF, FeSSIF ve SIF-FeSSIF ortamlarinin pH’si 5.0°d1r.
Bu durum g6z 6nline alindiginda yukarida bahsedilen %10-15’lik hlcre
canlihklarindaki azalmanin pH degerlerinden etkilendigi digtnulebilir.

Etkin maddelerin konsantrasyonlarinin % canlihda olan etkisini
degerlendirebilmek amaciyla secilen konsantrasyonlar (100 ve 500 pM)
énceden yapilmis olan gecis calismalarina gdre belirlenmistir'®®'®’. Bu
konsantrasyonlardaki etkin madde coézeltileri biyouyumlu ortamlar

kullanilarak hazirlanmistir.

Sitotoksisite sonugclarina goére levofloksasin icin 100 uM ve
500 uM konsantrasyonlarda birbirine benzer sonuclar elde edilmis ve
% canhlik 1. saatin sonunda % 78-98 arasinda (ortalama % 86.8 £ 6.0);
24. saat sonunda ise  %71-89 arasinda (ortalama %77.9 = 7.0)
bulunmustur(Sekil 33).

Flurbiprofen icin de 100 ve 500 pM konsantrasyonlarda
hazirlanan  biyouyumlu  ortam  c¢dzeltileriyle  yapilan  sitotoksisite
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calismalarinda da birbirilerine benzer sonuclar elde edilmistir. Ylzde canlilk
degerleri 1. saat sonunda % 80-94 arasinda (ortalama % 86.3 * 6.3) olup,
24. saat sonunda ise %72-87 arasinda (ortalama % 79.6 * 6.0)
bulunmustur(Sekil 34).

Tek basina biyouyumlu ortamlarla ve biyouyumlu ortamlardaki
etkin madde cozeltileriyle yapilan sitotoksisite deneylerinde canhlik ylzdesi
%70-90 arasinda bulundugundan, kullanilan biyouyumlu ortamlar hafif

sitotoksik olarak degerlendirilmigtir.

Sonug olarak biyouyumlu ortamlarin Caco-2 hiicre kiiltirlerinde
kullaniminin ~ permeabilite  ¢alismalari  agisindan  uygun  olacagi
goriilmektedir. Ayrica, SIF Powder®la hazirlanan biyouyumlu ortamlarin
sitotoksisite degerlendirmesi ilk kez yapilmis olup, bu ortamlarin da Caco-2
hiicre modellerinde givenle kullanilabilecegi saptanmigtir.
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6. SONUC

Bu calismada in vivo bagirsak kosullarini aclik ve tokluk
durumlarinda en iyi taklit eden biyouyumlu ortamlarin, BCS Sinif 2’de (dusik
¢c6zUnUrlUk/ylksek permeabilite) yer alan flurbiprofenin ¢éztnurlik/cézinme
hizi Gzerinde sagladigi artisi incelemek ve bu artisi BCS Sinif 1 (ylksek
c6zundrlik/yiksek permeabilite) ilaclardan levofloksasin ile birlikte
degerlendirmek amaclanmistir. Ayni zamanda, biyouyumlu ortamlarin
Caco-2 hicreleriyle yapilan gecis calismalarinda klasik HBSS ortamlari
yerine kullanimini incelemek amaciyla MTT testi yapilarak, biyouyumlu
ortamlarin hiicre canhhgi Gzerine olan etkisi (sitotoksisite) degerlendirilmigtir.

Levofloksasinin biyouyumlu ortamlardaki ¢6zUnUrlik
degerlerinde artis gortlse de, klasik ¢6ziinme ortamlarinda da ¢6zunurlik
degerlerinin oldukca ylksek olmasi ve ¢6zinme hizi calismalarinda
kullanilan Tavanic® tabletlerin hem klasik, hem de biyouyumlu ortamlarda
%100’ yakin ¢bzlinme gdstermesi, biyouyumlu ortamlarin BCS Sinif 1
ilaglar icin kullanilmasinin anlamli olmadigini géstermistir.

Flurbiprofen zayif asit 6zellikte oldugundan, ¢c6zinGrliGgindn
hem pH degerinden, hem de sodyum taurokolat ve lesitin
konsantrasyonlarindan etkilendigi goértlmastir. pK, degderinden disuk
pH’larda sodyum taurokolat ve lesitin etkisinin; ylUksek pH’larda da pH
etkisinin daha belirgin oldugu saptanmistir. Ayrica, flubiprofen ylksek
permeabiliteye sahip oldugundan, emilim bdlgesindeki, yani ince
bagirsaklardaki ¢cézindrligi ve ¢ézinmesi dikkate alindiginda, in vivo BE
calismalarindan vazgecme kriterlerinin uygulanabilecegi agciktir. Burada,
biyouyumlu in vitro bagirsak ortamlarinin kullanimi, BCS Sinif 2 zayif asidik
ilaglarin ¢6zinlrlik ve ¢bézinme hizinda belirgin artiglara neden olmasi

acisindan oldukca énemlidir.
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Biyouyumlu ortamlarda yapilan ¢dézinme hizi deneylerinde
¢6zlnme kinetigi agisindan bir farklilik olup olmadigini gézlemlemek igin
tim c¢bézinme hizi verilerine DDSolver programiyla kinetik modelleme
yaptmistir. Tim verilerin genel olarak FDA'nin “Dissolution Testing of
Immediate Release Solid Oral Dosage Forms” kilavuzunda hemen salan
preparatlar igin énerilen Ggten fazla parametre icermeyen Ussel denklemlere

uygunluk gésterdigi gértlmagtir.

Caco-2 hicrelerinde uygulanan MTT testi sonuglarina gére
biyouyumlu ortamlarin kullaniminda hicrelerdeki canhlik degerleri % 60-90
arasinda “hafif sitotoksik” etki géraimuastir. Bu sonug¢ biyouyumlu ortamlarin
hiicre kiltlrd deneylerinde glvenle uygulanabilecegini géstermektedir.

Sonug olarak, yeni ilag formilasyonlarinin gelistiriimesinde ve
dozaj seklinin in vitro/in vivo performans degerlendirmelerinde biyouyumlu
ortamlarda yapilan biyofarmasétik degerlendirmeler dogru bir yaklagim olup;
az ¢odzinen zayif asidik BCS Sinif 2 ilaglar igin BE c¢alismalarindan
vazgecme saglayabilir ve bu tarz ilagclar BCS Sinif 1 ilag olarak
degerlendirilebilir.
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7. OZET

Aclik ve Tokluk Durumlarini Taklit Eden C6ziinme Ortamlarinda
Yapilan Céziinme Hizina Yonelik Caligmalar

GUndimuzde modern ilagla ilgili yasal duzenlemeler ilacin
permeabilitesi ve ¢cbziinme hizi gibi in vitro biyofarmasétik degerlendirmelere
dénem vermektedir. ilaglar, bu farmasétik degerlendirmeler gbz 6niine
alinarak saglik otoritelerinin de kabul ettigi Biyofarmasétik Siniflandirma
Sistemine (BCS) goére siniflandiriimiglardir.

Biyouyumlu ortamlar degisik oranda safra tuzlari ve lesitin
karigimlarini igerir ve in vitro ¢ézinme ¢6zinme hizi metotlarini kullanarak
ilacin in vivo performansinin tahminde kullanilir. Bu ortamlar, in vivo
fizyolojik kosullara kullaniimakta olan mide barsak ortamlarindan daha fazla

benzerlik gbsteren ¢6zinme ortamlaridir.

Bu calismada, BCS’e gére Sinif 1 (ylksek ¢dzundrlik-yUksek
permeabilite) levofloksasinin ve Simif 2 (dUstk ¢6zinUrlik-yUksek
permeabilite) flurbiprofenin  achk tokluk durumlarindaki in  vivo

performanslarinin in vitro ¢calismalarla incelenmesi amaclanmigtir.

Galismada, klasik mide ve bagirsak ortamlarinda (pH 1.2,
pH 4.5 ve pH 6.8) ve ac¢lk durumu yapay bagirsak ortami (FaSSIF) — tokluk
durumu yapay bagirsak ortamini (FeSSIF) taklit eden biyouyumlu ¢6ziinme
ortamlarinda ve SIF Powder® karisimi ile hazirlanan biyouyumlu ortamlarda
¢6zUnUrlik ve ¢6zinme hizi deneyleri yapiimistir. Gézinme hizi profilleri ve

¢6ztinme hizi verileri DDSolver kinetik programiyla degerlendirilmistir.
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Kullanilan  biyouyumlu ¢6zinme ortamlarinin  hdcrelerin
canliigina olan etkisinin saptanmasi amaciyla Caco-2 hicre kultirinde

yapilan MTT testi ile sitotoksisite degerlendirmeleri yapilmigtir.

Yapilan ¢alismalarda levofloksasinin gibi BCS Sinif 1 ilaglar

icin biyouyumlu ortamlarin kullaniimasinin anlamh olmadigr géralmastar.

Flurbiprofenin ¢dzintrliginin hem pH degerinden, hem de
sodyum taurokolat ve lesitin konsantrasyonlarindan etkilendigi belirlendi.
Biyouyumlu ortamlarin flurbiprofen gibi BCS Sinif 2 zayif asidik ilaglarin
¢bzUnarlik ve ¢bzinme hizi ¢alismalarinda kullaniminin uygun oldugu
goraldd. BCS Sinif 2 ilaglarin  emilim bélgesindeki ¢dzanarligu ve
¢bzlnmesi dikkate alindidinda, in vivo BE c¢alismalarindan vazge¢me
kriterleri uygulanabilir. Sonug¢ olarak, zayif asidik BCS Sinif 2 ilaglar BCS
Sinif 1 ilag olarak degerlendirilebilir.
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8. SUMMARY

The Performance of In Vitro Dissolution Studies in Dissolution Media
Mimicking Fast and Fed States

Nowadays, legal regulations of modern drugs consider in vitro
biopharmaceutic evaluations such as drug permeability and dissolution rate.
The drugs are classified considering these biopharmaceutical evaluations
according to Biopharmaceutics Classification System (BCS) which is
accepted the health authories.

Biorelevant dissolution media, which include different amounts
and compositions of bile salts and lecithin, is used to predict the in vivo
performace of drugs using the in vitro dissolution tests. These media mimic
the in vivo physiological conditions more than current used dissolution

media.

In this work, it was purposed to investigate fasted and fed state
in vivo performances of levofloxacin in the BCS Class 1 (high solubility —
high permeability) and flurbiprofen in the BCS Class 2 (low solubility — high
permeability) drugs by using the in vitro tests.

The solubility and the dissolution rate experiments were
conducted in the conventional gastric and intestinal dissolution media
(pH 1.2, pH 4.5, and pH 6.8), and the fasted state simulated intestinal fluid
(FaSSIF), and fed state simulated intestinal fluid (FeSSIF), and the
biorelevant media which was prepared with SIF Powder® mixture.
Dissolution rate profiles and and dissolution rate data were analyzed using
DDSolver kinetic program.
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Biorelevant dissolution media used the effect to the cell viability
of Caco-2 cell cultures to determine the cytotoxicity was evaluated by MTT
test.

It was found that, using biorelevant media was not significant
for BCS Class 1 drugs such as levofloxacin.

It was determined that, flurbiprofen solubility was affected by
pH value and also concentrations of sodium taurocholate and lecithin. It was
seen that, the biorelevant media were convenient for solubility and
dissolution studies in BCS Class 2 weak acidic drugs such as flurbiprofen.
The BCS Class 2 drugs’ solubility and dissolution in the absorption site are
considered that the waiver criteria for in vivo bioequivalence can be applied.
Finally, the weakly acidic BCS Class 2 drugs can be considered as a
member of BCS Class 1 drug.
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