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OZET

Bu tez galismasinda, pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) tedavisinde kullanilan BCS Sinif 2 ilag
olan bosentanin ¢6zunlrlik ve buna bagh biyoyararlanim sorununun uygun formilasyon
yaklagimlari ile iyilestiriimesi hedeflenmisti. Bu amagla, bosentanin kati kendiliginden
nanoemdlsifiye ila¢g tasiyici sistem (S-SNEDDS) tableti gelistiriimis ve in vitro-in vivo
degerlendirmeler gergeklestiriimistir. S-SNEDDS tablet elde etmek igin o6ncelikle optimum
kendiliginden nanoemiilsifiye sistem (SNEDDS) formilasyonu gelistirilmistir. Bunun igin uygun yag,
slirfaktan ve koslrfaktanlar deneysel tasarim (DoE) ile Design Expert® 10 programi kullanilarak
belirlenmistir. Hazirlanan optimum SNEDDS formilasyonun in vitro karakterizasyonlari (damlacik
buyukligu, polidispersite indeksi, tirbidite, % transmittans, viskozite ve stabilite) ve morfolojik
incelemeleri yapilmistir. Sivi  SNEDDS formilasyonu genis spesifik yilizey alani, yilksek
gozeneklilik, yliksek yag adsorbsiyon kapasiteli adsorban tasiyici olan Neusilin® US2 kullanilarak
katt forma donUstlrdimastir. Elde edilen farkli oranlardaki toz kitleleri Uzerinde toz
karakterizasyon galismalari (kime ve sikistiriimis dansite, yigin agisi, Carr indeksi, Hausner orani),
kati hal karakterizasyon g¢alismalari (SEM, DSC, FT-IR, X-RPD ve BET) ve stabilite ¢calismalari
yapilmistir. En uygun akis 6zelligi gOsteren toz kiitlesi belirlenerek dogrudan basim teknigi ile tablet
haline getirilmistir. Elde edilen tabletlerin karakterizasyonu (sertlik, ¢ap-kalinlik, agirlik sapmasi,
ufalanma-asinma, dagiima suresi, igerik tekduizeligi) ve stabilitesi incelenmisti. SNEDDS ve
S-SNEDDS tablet formulasyonu i¢in in vitro ¢dzinme hizi, in vitro lipoliz, ex vivo permeabilite, in
vivo farmakokinetik, aclik ve tokluk biyoyararlanim calismalari yapilmistir. PAH olusturulan
sicanlarda farmakodinamik calismalar yurGtllerek ekokardiyografi ve histoloji degerlendirmeleri
yapilmigtir. Farmakodinamik goriintileme c¢alismalarinda In Vivo Imaging System (IVIS®)
kullanilarak biyodadihm calismalari gerceklestiriimistir. SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formilasyonlar igin in vitro ¢déziinme hizi, in vitro lipoliz ve ex vivo permeabilite ¢alismalarindan
elde edilen sonuglar referans (riine (Tracleer®) gore daha yiiksek bulunmustur. SNEDDS ve S-
SNEDDS tablet formilasyonlari tokluk durumunda AUC ve Cmax'l sirasiyla 1,84 ve 5,15; 2,37 ve
4,73 kat artirmistir (p<0,05). Referans urtin, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet igin in vitro ¢éziinme
hizi ve in vivo plazma konsantrasyonu arasinda MathLab® 9.10 programi kullanilarak IVIVR
kurulmustur. Sonugta, geligtirilen formulasyonlar igin ylksek korelasyon elde edilmigtir.
Ekokardiyografi ¢calismalarinda klinik etkinlik agisindan anlaml bir sonu¢ bulunamamigtir. Histoloji
calismalari ile SNEDDS ve S-SNEDDS tabletin akciger, karaciger ve bdbrekte histopatolojik
parametreler Gzerindeki tedavi edici etkisinin benzer oldugu ve bu formulasyonlarin daha dusuk
dozlarinin referans urinden daha etkili oldugu belirlenmigtir. Biyodagihm c¢alismalarinda
biyodagilim ve ex vivo organ tutulumunun gelistirilen formllasyonlarda arttigi goérilmis ve bu
sonug bosentanin biyoyararlanim artigini desteklemisgtir.

Bilim Kodu : 1020

Anahtar Kelimeler : Bosentan, kati kendiliginden nano emdilsifiye sistem, ¢géztiinme hizi,
lipoliz, biyoyararlanim, IVIVR, ekokardiyografi, histoloji, biyodagihm
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ABSTRACT

This thesis was aimed to improve the solubility and bioavailability problem of bosentan, one of the
BCS Class 2 drugs used in the treatment of pulmonary arterial hypertension (PAH), using the
appropriate formulation approaches. For this purpose, a bosentan solid self-nanoemulsifying drug
delivery system (S-SNEDDS) tablet was developed and in vitro-in vivo evaluations were carried
out. To obtain S-SNEDDS tablets, firstly, an optimum self-nanoemulsifying system (SNEDDS)
formulation was developed. For this, suitable oils, surfactants, and cosurfactants were determined
using the Design Expert® 10 program with experimental design (DoE). The in vitro
characterizations (droplet size, polydispersity index, turbidity, % transmittance, viscosity, and
stability) and morphological analyzes of the prepared optimum SNEDDS formulation were
performed. Liquid SNEDDS formulation was converted into a solid form using Neusilin® US2, an
adsorbent carrier with large specific surface area, high porosity, high oil adsorption capacity.
Powder characterization studies (density, angle of repose, Carr index, Hausner ratio), solid-state
characterization studies (SEM, DSC, FT-IR, X-RPD, and BET), and stability studies were carried
out on the powder masses of different ratios obtained. The powder mass with the most suitable
flow characteristics was used to prepare the tablets by direct compression technique. The
characterization of the tablets (hardness, diameter-thickness, weight deviation, friability,
disintegration time, content uniformity) and stability was examined. In vitro dissolution, in vitro
lipolysis, ex vivo permeability, in vivo pharmacokinetic, fasted and fed bioavailability studies were
performed for SNEDDS, and S-SNEDDS tablet formulation. Pharmacodynamic studies were
performed in PAH-induced rats. Echocardiography and histology evaluations were performed by
conducting pharmacodynamic studies in PAH-induced rats. Biodistribution studies were carried out
using in vivo imaging system (IVIS®) in pharmacodynamic imaging studies. Results from in vitro
dissolution rate, in vitro lipolysis, and ex vivo permeability studies, were found to be higher for
SNEDDS and S-SNEDDS tablet formulations compared to the reference product (Tracleer®).
SNEDDS and S-SNEDDS tablet formulations have increased AUC and Cmax in the fed state,
respectively, 1,84, 5,15, 2,37, and 4,73 times (p<0,05). IVIVR was established using the MathLab®
9.10 program between in vitro dissolution rate and in vivo plasma concentration for the reference
product, SNEDDS, and S-SNEDDS tablet. As a result, a high correlation was obtained for the
developed formulations. No significant results were found in terms of clinical efficacy in the
echocardiography studies. In histology studies, it was determined that the therapeutic effect of
SNEDDS and S-SNEDDS tablets on histopathological parameters in the lung, liver, and kidney
was similar and lower doses of these formulations were more effective than the reference product.
In biodistribution studies, it was observed that biodistribution and ex vivo organ fluorescent
emissions increased in the developed formulations, and this result supported the enhancement of
bioavailability of bosentan.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmig simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalari ile asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

AUCo-w Sifirdan sonsuza kadar plazma-zaman egrisi altinda
kalan alan

% Yuzde

% VK Yuzde varyasyon katsayisi

Cmax Plazmadaki maksimum konsantrasyon

°C Santigrat derece

dk Dakika

Kd Uzaklasma hiz sabiti

mAU Mili-absorbans birimi

mL Mililitre

mg Miligram

pL Mikrolitre

Mm Mikrometre

ng Nanogram

nm Nanometre

Amaks Maksimum dalga boyu

Xort Orneklerin ortalamasi

R? Regresyon katsayisi, korelasyon katsayisi

tmax Cmax'a ulagsmak icin gegen sire

t12 Biyolojik yari dmur

V4 Dagilma hacmi



Kisaltmalar Aciklamalar

4-BBBA 4-bromobenzeneboronik asit
Abs Absorbans

ALT Alanin aminotransferaz

AST Aspartat aminotransferaz
BBD Box-Behnken Design

(Box-Behnken tasarim)
BCS Biopharmaceutics Classification System
(Biyofarmasaétik Siniflandirma Sistemi)
BET Brunauer, Emmett ve Teller

(G6zenekli yapilar igin kullanilan bir élgum teknigi)

BOS Bosentan monohidrat

BSS Bagil standart sapma

Cl Klirens

DSC Differential Scanning Calorimetry

(Diferansiyel taramali kalorimetri)
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(Enzime bagli immune sorbent deneyi)
FaSSIF Fasted State Simulated Intestinal Fluid
(Aclik durumunu taklit eden ince bagirsak sivisi)
FaSSIF-V2 Fasted State Simulated Intestinal Fluid-Version 2
(Aclik durumunu taklit eden ince bagirsak sivisinin
ikinci versiyonu)
FDA Food and Drug Administration
Amerikan Gida ve ilac Dairesi
FeSSIF Fed State Simulated Intestinal Fluid
(Tokluk durumunu taklit eden ince bagirsak sivisi)
FeSSIF-V2 Fed State Simulated Intestinal Fluid-Version 2
(Tokluk durumunu taklit eden ince bagirsak sivisinin
ikinci versiyonu)
FT-IR Fourier Transform Infrared Spektrofotometre
(Fourier dontsumli kizildtesi spektrofotometre)

GIiK Gastrointestinal kanal



Kisaltmalar

Gis
HLB

ICH

IHC

IL-6

IVIVC

IVIVR

Kaspaz-3
LFCS

LOD

LOQ

NTU

PAH
PAACT

xli

Aciklamalar

Gastrointestinal sistem
Hydrophilic—Lipophilic Balance
(Hidrofilik-lipofilik denge)

The International Council for Harmonisation
(Uluslararasi uyum konseyi)
Immunohistochemical
(immiinohistokimyasal)

Interleukin 6

(Interldkin 6)

In Vitro-In Vivo Correlation

(in vitro-in vivo korelasyon)

In Vitro-In Vivo Relationship

(In vitro-in vivo iligki)

Sistein-aspartik asit proteaz 3

The Lipid Formulation Classification System
(Lipit formulasyon siniflandirma sistemi)
Limit of Detection

(En kuiguk saptayabilme siniri)

Limit of Quantification

(En kiguk konsantrasyon degeri)
Nephelometric Turbidity Unit
(Nefelometrik turbidite degeri)
Pulmoner arteriyel hipertansiyon
Pulmonary Artery Acceleration Time
(Pulmoner arter akselerasyon zamani)
Polidispersite indeksi

Polietilen glikol

P-glycoprotein

(P-glikoprotein)

Region of Interest

(lliskili alan)



Kisaltmalar

PCHIP

SEDDS

SEM

SMEDDS

SNEDDS

SH

SS

TAPSE

TEM

TNF-a

TROP2

uv
X-RDP

xlii

Aciklamalar

Piecewise Cubic Hermite Interpolating Polynomials
(Parcali kibik hermite interpolasyon polinomlarr)
Self-emulsifying Drug Delivery Systems
(Kendiliginden emdlsifiye ilag tasiyici sistemler)
Scanning Electron Microscope

(Taramali elektron mikroskobu)
Self-microemulsifying Drug Delivery Systems
(Kendiliginden mikroemuilsifiye ilag  tasiyici
sistemler)

Self-nanoemulsifying Drug Delivery Systems
(Kendiliginden nanoemlilsifiye ilag tasiyici sistemler)
Standart hata

Standart sapma

Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion
(Triktspit kapak anuler plane sistolik ekskursiyonu)
Transmission Electron Microscope

(Transmisyon elektron mikroskobu)

Tumour Necrosis Factor-alfa

(TUGmor nekroz faktoru-alfa)

Human Trophoblast Cell Surface Antigen 2

(insan trofoblast hiicre yiizeyi antijeni 2)
Ultraviyole

X-Ray Powder Diffraction

(X-1s1n1 toz Kirinimi)



1. GIRIS

Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) dinlenme veya egzersiz esnasinda
pulmoner arteriyel basincin artigi ile karakterize olup vaskuler rezistansta artiga,
sag kalp yetersizligine yol agmaktadir. Hastaligin kesin prevalansi tanisinin zor
olmasi nedeniyle tam olarak bilinmemekle birlikte yapilan ¢calismalar sonucu dinya
capinda yaklagik olarak 25 milyon insanin PAH’dan etkilendigi dusunulmektedir.
Hastaligin tedavisindeki yeni gelismelere ragmen ciddi ve hayati tehdit edici bir

durum olmaya devam etmektedir.

Bosentan monohidrat (BOS) esansiyel hipertansiyonlu hastalarda kan basincini
sempatik sistem veya renin-anjiyotensin sistemi Uzerinde etkisi olmaksizin
dUsuren spesifik tedavi grubunda yer almaktadir. BOS ¢ozunirlik ve permeabilite
Ozelliklerine gobre Biyofarmasotik Siniflandirma  Sistemi  (Biopharmaceutics
Classification System-BCS) Sinif 2 (dusuk ¢ozunarluk/yiksek permeabilite) olarak
degerlendiriimektedir. Sahip oldugu bu dusuk ¢ézinurlik nedeniyle emilimi ve

biyoyararlanimi dusuktar.

PAH tedavisi zor bir tedavi slreci olup spesifik tedavide kullanilan BOS’un suda
¢ozunurligunuan ve biyoyararlaniminin disuk, dozunun yuksek olmasi ve pahal
bir ilag olmasi yeni formulasyon yaklasimlarini gerekli kilmistir. Lipit temelli
formUlasyonlarin  kullanilmasi, suda az ¢6zunen bilesiklerin  sinirh  ve
ongorulemeyen oral biyoyararlaniminin Ustesinden gelmek igin ticari olarak da
uygulanabilir en 6nemli yaklagimlardan biridir. Gunimuzde etkin maddeleri gesitli
dozaj formlarinda lipit tasiyicilar ile kullanan farkli yaklasimlar arasindan,
kendiliginden nanoemdlsifiye ila¢ tasiyici sistemlerin (Self-nanoemulsifying Drug
Delivery System-SNEDDS) biyoyararlanimi artirmada en basarili yaklagimlardan
biri oldugu kanitlanmistir. Bu formulasyon sistemlerinin temel basarisi suda
¢bzinmeyen ilaglarin emdilsiyonlar ve/veya miseller sistemler (kolloidal ¢ozeltiler)
olusturulmasiyla ¢Ozunurltgunun ve absorpsiyonunun artirlmasina
dayanmaktadir. Bu sistemler su icermeyen emdulsiyonlar olup, sulu faz ile temas
ettiginde kendiliginden yag/su emulsiyonu meydana getiren, dogal/sentetik

yaglarin, kati/sivi stirfaktanlarin veya alternatif olarak bir veya daha fazla hidrofilik



¢6zlcu ve ilacin susuz izotropik karigimlaridir. Bilesimlerinde yer alan surfaktan ve
kosurfaktanlarin P-glikoprotein (P-gp) inhibisyonu etkisiyle, uzun zincirli yag
asitlerinin de lenfatik sisteme gegcis etkisiyle etkin maddenin absorpsiyonunu ve
biyoyararlanimini  artirabilecegi belirtiimektedir. SNEDDS'in bu avantajlarina
ragmen formulasyonlari ve ambalajlanmalari sirasinda pek ¢ok zorlukla
karsilagiimaktadir. Ayrica SNEDDS formulasyonlarinda bulunan ytksek miktarda
surfaktan (%30-60) nedeniyle gastrointestinal sistemde (GiS) iritasyon gériiimesi,
sivi SNEDDS formulasyonlarin yumusak jelatin kapsuller igine endustriyel dolumu
icin pahali ekipmanlara ihtiyag duyulmasi, kapsullenebilen sistemlerin
kapsullerden sizmasi, formulasyon bilesenlerinin kapsul kabuguna goé¢ etme riski
ve zayif tasinabilirlik sorunlari gibi stabilite sorunlari da bulunmaktadir. Var olan
dezavantajlarin Ustesinden gelebilmek igin sivi SNEDDS formulasyonlarinin kati
bir dozaj formuna doénusturilmesi hedeflenen bir yaklagimdir. Sivi SNEDDS'in
katilagtiriimasi ile hem SNEDDS'in hem de konvansiyonel kati dozaj formun
avantajlarini birlestirerek dezavantajlarin Ustesinden gelinmesi amacglanmaktadir.
S-SNEDDS daha dusuk uretim maliyetleri, birey igi ve bireyler arasi degiskenlikte
azalma, tekrarlanabilirlik, daha iyi tasinabilirlik, yiksek stabilite ve gelismis hasta

uyuncu gibi dnemli avantajlara sahip sistemlerdir.

“Kati Kendiliginden Emiilsifiye ilag Tasiyici Sistemlerin Gelistirimesi ve in Vitro-in
Vivo Degerlendirmeler” isimli tez ¢alismasi icin model madde olarak secilen BCS
Sinif 2 ilag olan bosentan ¢dzunurlik ve biyoyararlanim sorunu gostermektedir.
Uygun formulasyon stratejileriyle biyoyararlaniminin artirilmasi tedavi etkinligi, doz
miktarinin/sayisinin ve yan etkilerinin azaltilmasi acisindan gerekmektedir. Bu
nedenle bosentanin ¢ézunUrllk, in vitro ¢dzlinme hizi, biyoyararlanimini, klinik
etkinligini artirmak, yan etki profilini azaltmak igin lipit kaynakl kati dozaj seklinin
tasarlanmasinin piyasadaki dozaj sekline gore daha avantajli olacagi dusunulmus,
biyodagiim c¢alismasi ile gelistirilien formilasyonun in vivo gergek zamanl
goruntilenmesi  hedeflenmistir.  Literatirde bosentanin S-SNEDDS tablet
formUlasyonuna yodnelik farmakokinetik ve farmakodinamik degerlendirmeler

bulunmadigindan yapilan galismalar 6zgun ve yenilikgidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon ve Giincel Tedavi Yaklagimlari

PAH nefes darlidi, yorgunluk, gégus agrisi ve senkop ile karakterize bir hastalik
olup, kuguk arterlerin ve arteriyollerin daralmasi sonucu pulmoner vaskuler
direncin artmasina neden olan ilerleyici, tedavi edilmezse sag ventrikul yetmezligi
ve 0Olumle sonuglanan yasami tehdit edici bir hastaliktir (Gabbay, Fraser ve
McNeil, 2007; Humbert, Sitbon ve Simonneau, 2004). PAH idiyopatik (primer)
veya HIV enfeksiyonu, konjenital kalp hastaligi veya bag dokusu hastaligi ile
sekonder olarak gorulebilmektedir (Alan ve Nalbantgil, 2010; Farber ve Loscalzo,
2004). PAHda tani sag kalp kateterizasyonu ile elde edilen basin¢ dlglimlerine
dayanmaktadir (You ve digerleri, 2018). istirahatte normal ortalama pulmoner arter
basinci 5-12 mmHg arasindayken PAHta ortalama pulmoner arteriyel basinci
istirahat halinde 25 mmHg, egzersiz sirasinda 30 mmHg Uzerinde olmasi seklinde
tanimlanabilmektedir (Cohen, Chahine, Hui ve Mukherji, 2004).

1998 yilinda DSO tarafindan pulmoner hipertansiyondaki patolojik farkliliklari ve
tedavi surecini daha iyi yonetebilmek icin bir siniflandirma (Evian Siniflamasi)
olusturulmustur (Oztirk ve Sahin, 2009; Simonneau ve digerleri, 2004) (Cizelge
2.1). Bu siniflandirma vyillar icinde elde edilen yeni bilgiler dogrultusunda
guncellenmistir (Fukuda ve digerleri, 2019; Yaghi, Novikov ve Trandafirescu,
2020).



Cizelge 2.1. DSO pulmoner hipertansiyon siniflandirmasi (Oztlirk ve Sahin, 2009;
Simonneau ve digerleri, 2004)

1. Pulmoner arteriyel hipertansiyon
Birincil pulmoner hipertansiyon
. Sporadik
e Ailevi
Kolajen vaskuler hastaliga bagl pulmoner hipertansiyon, konjenital sistemik pulmoner santlar,
portal hipertansiyon, insan immin yetmezlik viral enfeksiyonu, ilaglar/toksinler (6rnegin
anoreksjenler), yenidoganin persistan pulmoner hipertansiyonu ve digerleri
2. Pulmoner venoz hipertansiyon
Sol tarafli atriyal veya ventrikiler kalp hastaligi
Sol tarafli kalp kapak hastaligi
Pulmoner venlerin ekstrinsik kompresyonu
e  Fibrozan mediastinit
e Adenopati/ timér
Pulmoner ven-tikayici hastalik
Diger
3. Solunum sistemi bozukluklari ve/veya hipoksemi ile iligkili pulmoner hipertansiyon
Kronik obstruktif akciger hastalig
interstisyel akciger hastalig
Uykuda solunum bozuklugu
Alveolar hipoventilasyon bozukluklari
Yiksek rakima uzun sureli maruz kalma
Yenidogan akciger hastaligi
Alveolar kapiller displazi
Diger
4. Kronik trombotik ve/veya embolik hastaliga bagh pulmoner hipertansiyon
Proksimal pulmoner arterlerin tromboembolik ttkanmasi
Distal pulmoner arterlerin tikanmasi
o Pulmoner emboli
e  Yerinde tromboz
o Orak hiicre hastaligi
5. Pulmoner damar sistemini dogrudan etkileyen bozukluklara bagl pulmoner hipertansiyon
inflamatuar
. Sistozomiyaz
e  Sarkoidoz
. Pulmoner kapiler hemanjiyomatoz

. Diger




PAH icin hastaligin progresyonunu takipte ve tedavi yanitini degerlendirmede
fonksiyonel siniflandirmasi yapilmalidir. Bunun igin ise New York Kalp Birligi (New
York Heart Association-NYHA) ve DSO fonksiyonel alt siniflandiriimasi
kullaniimaktadir (Cizelge 2.2) (Galie ve digerleri, 2004; Hoeper, 2005).

Cizelge 2.2. NYHA ve DSQO’ye gére PAH fonksiyonel siniflandirmasi (Galie ve
digerleri, 2004; Hoeper, 2005)

New York Kalp Birligi Fonksiyonel Siniflamasi

Sinif I: Olagan fiziksel aktivitede semptom olmamasi
Sinif II: Olagan aktiviteyle semptomlarin bulunusu ve aktivitenin hafif kisitlanmasi
Sinif lll; Olagandan daha az aktiviteyle semptomlarin bulunusu ve belirgin aktivite sinirlamasi

Sinif 1V: Aktivite olmadan, istirahatte de semptomlarin bulunusu

DSO Fonksiyonel Siniflamasi

Sinif |; Fiziksel aktivitesinde herhangi bir kisittama olmayan pulmoner hipertansiyonlu
hastalardir. Normal glinliik aktivitede nefes darligi, goégis agrisi, yorgunluk, senkop olmaz.

Sinif II: Fiziksel aktivitelerinde minimal sinirlama olugsan PH’lu hastalarda normal gunlik
aktivitede nefes darligi, gégis agrisi, senkop olur.

Sinif 1ll: Fiziksel aktivitesinde belirgin sinirlama olan pulmoner hipertansiyonlu hastalar.
istirahatte rahattirlar, normal siradan aktivitelerinden daha azinda bile nefes darhg, gégdus
agrisi, yorgunluk, senkop benzeri etkiler olusur.

Sinif IV: Semptomsuz hicbir fiziksel aktiviteyi yapamazlar. Sag kalp yetmezligi semptomlari,
bulgulari vardir. istirahatte nefes darli§i, yorgunluk olabilir. Kigik bir aktiviteyle bile

rahatsizliklar artar.

PAH nadir bir hastalik olup insidansi milyonda bir olarak bilinmektedir (Gaine ve
Rubin, 1998). Kadinlarda goérilme sikli§i erkeklere goére daha fazladir (Prakash ve
Perry, 2002). PAH'In patagonezi tam olarak bilinememekle birlikte PAH ve PAH'In
tedavisi konusundaki spesifik bilgiler agisindan en anlaml mekanizmalarin
endotelin, nitrik oksit ve prostasiklin yolagr ile iligkili olanlar oldugu
dusundlmektedir (Sekil 2.1) (Humbert ve digerleri, 2004). Bununla birlikte PAH'da
pulmoner vaskuler yanitlara neden olabilecek ve her biri PAH'In gelisiminde bir rol
oynuyor olabilecek tromboksan Az (TxA2), serotonin (5-HT), vazoaktif intestinal

peptid (VIP), vaskiler endotelyal bliyime faktori (VEGF), bir dizi baska vazoaktif



maddenin sentezlendidi ve saliverildigi de gbézlemlenmistir. Tum bu etkenler PAH

icin etkili bir tedavinin geligtirilebilmesi i¢in potansiyel 6nem tasimaktadir.
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Sekil 2.1. PAH ile iligkili oldugu dusuntlen fizyolojik yolaklar (Humbert ve digerleri,
2004)

PAHIn primer (idiopatik) veya sekonder olup olmamasina bakilmaksizin ortak

tedavi hedefleri ortaya konulmustur. Bunlar:

e Vazodilatasyonun saglanmasi

e Hucresel proliferasyonun baskilanmasi

e Pulmoner arter duvarindaki apopitozisin uyariimasi

e  Pulmoner vaskuler direncin azaltilarak kardiyak debinin arttiriimasi

e Patogenez Uzerine olan bu etkilere bagli olarakta klinik semptomlarin
azaltilmasi



e Yagam Kkalitesinin arttirilmasi ve hastaligin progresyonunun olabildigince

yavaslatiimasidir (Archer ve Michelakis, 2009).

PAH tedavisi temel olarak:

e Onleyici tedaviler (pulmoner arter basincini arttirici ve kardiyak debiyi
azalticl zorlu egzersiz, yuksek rakimda uzun sure bulunma, ugak seyahati,
kalp hastaliklari, hipoksi maruziyeti ve sigara igme gibi etkenlerin ortadan
kaldirilmasi)

e Nonspesifik tedaviler (diuretikler, tuz kisitlamasi, dijitalizasyon ve oksijen
destegi)

e Spesifik tedaviler (Kalsiyum kanal antagonistleri, prostanoidler, endotelin
reseptor antagonistleri, fosfodiesteraz inhibitdrleri, tirozin kinaz inhibitorleri
(PDGF, VEGF uzerinden), rho-kinaz inhibisyonu, statinler vb. gibi)

e Alternatif tedaviler (gen tedavileri ve hlicresel tedaviler) olmak Uzere doért
grupta siniflandirilabilir (Boutet ve digerleri, 2008; Olsson ve Hoeper, 2009;
Rhodes, Davidson, Gibbs, Wharton ve Wilkins, 2009).

2.2. Bosentanin Pulmoner Arteriyel Hipertansiyondaki Kullanimi

Pulmoner hipertansiyonun kendisinin neden oldugu morbidite ve mortalite kadar
onemli olan bir diger unsur da bu hastaliga ikincil gelisen sag ventrikul
hipertrofisiyle birlikte giden sagd kalp yetmezligidir (Palmer, 2009). Yapilan klinik
arastirma sonuglarina gore PAH’lI hastalarin prognozunu belirleyen en onemli
faktor sag ventrikul yetmezIigidir (Bogaard ve digerleri, 2009). Pulmoner arteriyel
hipertansiyon ayrica pek ¢ok hastaliga bagh (skleroderma, sistemik Iupus
eritematozis, Sjogren’s sendromu, polimyozit, Hashimoto troiditi, HIV ve Human
Herpes Virus-8 gibi) sekonder olarak gelisebilmektedir (Adanali, 2011).

PAH'In dinyada kesin prevalansi bilinmemektedir. idiyopatik PAH Avrupa'da bir
milyon Kisi basina yaklagik 6 kigiyi etkileyen nadir bir durumdur, ancak genel
pulmoner hipertansiyon prevalansi %0,3-%6 arasinda degismektedir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde yilda yaklagik 200 000 hastaneye yatista birincil veya ikincil



tani olarak pulmoner hipertansiyon bulunur. Avustralya’da pulmoner hipertansiyon
prevalansi yaklasik %0,33'tUr. Japonya ve Fransa ise sirasiyla nufusun 100
000'de yaklasik 10 ve 100 000'de 15'lik bir pulmoner hipertansiyon prevalansi
bildirmigtir (Mocumbi, Thienemann ve Sliwa, 2015).

BOS (Ro 47-0203; Tracleer®, Actelion Pharmaceuticals, Allschwil, isvigre) spesifik
tedavide PAH kullanimi igin ilk geligtirilen ve ilk onaylanan peptit olmayan
endotelin reseptor (ETa ve ETs) antagonistidir (McLaughlin ve digerleri, 2005).
Endotelin reseptorlerini bloke ederek sol ventrikil performansini iyilestiren,
kardiyak vaskularizasyonu azaltan ve sagkalimi iyilestiren bir vazodilatér ve

ndérohormonal bloker gérevi gorur (loselevich, Nogid ve Rozenfeld, 2001).

Oral BOS pulmoner hipertansiyonun tedavisi icin Amerikan ilag ve Gida Dairesi
(Food and Drug Administration-FDA) tarafindan 20 Kasim 2001'de ve Avrupa ilac
Ajansi (European Medicines Agency-EMA) tarafindan merkezi prosedirle 15
Mayis 2002'de onaylanmistir. Turkiye'de Saglik Bakanligi tarafindan onaylanan
ticari preparati 01 Nisan 2011 tarihinde pulmoner hipertansiyon endikasyonuna ek
olarak dijital Ulseri olan sistemik skleroz hastalarinda yeni dijital Glser sayisinin
azaltiimasi endikasyonu icin de onaylanmistir. Cizelge 2.3'te Turk ilag pazarinda

bulunan dozaj formlari gosterilmistir (RxMediaPharma, 2021).

Cizelge 2.3. Endotelin reseptor antagonistleri ve piyasada bulunan dozaj formlari

Etkin madde  Ticari isim Dozaj formu Doz Firma
Tracleer® Film tablet 62,5-125mg  Johnson & Johnson
56 Film tablet
Diamond® Film tablet 62,5-125mg  Abdi ibrahim
Bosentan 56 Film tablet
monohidrat
Tractan® Film tablet 62,5-125 mg  Pharmactive
ractan 56 Film tablet

® Film tablet 62,5-125mg  Sanofi
Zepahex 56 Film tablet




2.3. Bosentana Ait Genel Bilgiler
2.3.1. Bosentanin fizikokimyasal 6zellikleri

BOS (Ro 47-0203) 1994 yilinda Hoffman-La-Roche (Basel, isvicre) tarafindan
geligtiriimigtir (Ono ve Matsumori, 2002). BOS kati formda, sarimsi-beyaz renkte
bir tozdur. Kati halde ¢ok stabildir, higroskopik degildir, polimorfizm gdstermez ve
Isiktan etkilenmez. Erime noktasi 115°C’dir (Jadhav ve Pore, 2017).

BOS kiral merkez igcermeyen substutiye bir primidin tarevidir (FDA, 2003). Molekdl
agirhgr 569,64 ve molekul formuld C27H20N506S-H20'dur (Cohen ve digerleri,
2004). Kimyasal adi 4-tert-butil-N-[6-(2-hidroksietoksi)-5-(2-metoksi-fenoksi)-[2,2]-
bipirimidin-4-yl]-benzensilfonamid monohidrattir ve kimyasal yapisi Sekil 2.2’de

verilmistir (Kaur ve digerleri, 2013).

O
O
Z N
0 N/l\,/

Sekil 2.2. BOS’un kimyasal yapisi

BOS ¢ozunurlik ve permeabilite oOzelliklerine gore, Amidon ve arkadaslari
tarafindan 1995 yilinda olusturulan BCS’e goére BCS Sinif 2 olarak
degerlendiriimektedir (Amidon, Lennernas, Shah ve Crison, 1995; Tiwari, Shikare
ve Sontakke, 2014). pKa’si 5,5'tir ve zayif asidik 6zellik gésterir Roux, Breu, Ertel
ve Clozel, 1999). Zayif asidik 6zelliginden dolayl Tsume ve arkadaslar tarafindan

yapilan BCS alt siniflandirmasina gére BCS Sinif 2a’dir (Tsume ve digerleri,
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2014). Sahip oldugu bu dusik ¢oézunlrlik nedeniyle emilimi ve biyoyararlanimi

dusuktar.

Suda (1,0 mg/100 mL) ve dusuk pH'll sulu ¢ozeltilerde az ¢dzunur (pH 1,1 ve
4,0'da 0,1 mg/100 mLve pH 5,0'te 0,2 mg/100 mL). Yuksek pH'larda ¢dzunurlugu
artar (pH 7,5'ta 43 mg/100 mL) (FDA, 2003). BOS aseton ve diklorometan iginde
serbestge ¢ozunur, etanol ve etil asetat igcinde ¢dzunur, metanol ve izopropanol

iginde biraz ¢dzunlr ve hekzan iginde ¢ok az ¢ozunmektedir (EMA, 2005).

Bosentanin oktanol/tampon iginde partisyon katsayisi (log P) ise pH 4'te log P=
3,1, pH 7,4'te log D= 1,3 ile lipofilik bir etkin maddedir (EMA, 2005).

2.3.2. Bosentanin farmakolojik ozellikleri

Endotel hiicreleri tarafindan salinan 21 aminoasitlik peptit olan endotelin 1 (ET-1)
bilinen en gulclu vazokonstriktor ajan olup, pulmoner damarlarin diz kas
hicrelerinde vazokonstriktor ve mitojen etkiler yaratir (Yanagisawa ve digerleri,
1988). Endotelin reseptorleri G protein reseptor ailesinden olup endotelin A (ETa)
ve endotelin B (ETg) olmak Uzere iki izoformu mevcuttur. ETa reseptorleri diz kas
hicreleri ve kalp hicrelerinde, ETs ise daha ¢cok damar endotelinde, az bir kismi
ise dUz kas hucrelerinde bulunur. DUz kas hucrelerinde ETa ve ETs reseptorlerinin
etkinlesmesi vazokonstriksiyon, hicre proliferasyonu ve hipertrofiye neden
olurken, endotel hucrelerindeki ETs reseptorlerinin  uyarilmasi nitrik oksit,
prostasiklin  gibi vazodilatorlerin salimini  saglayarak vazodilatasyona ve
hiperproliferasyonun baskilanmasina yol acarak, ET-1'in zararli etkilerini
dengeleyebilir (D'Orleans-Juste ve digerleri, 2002; Tokgoz, Can ve Kaymaz,
2010).

BOS’un etki mekanizmasi Sekil 2.3’te goruldugu gibi hem tip A hem de tip B
endotelin reseptdrleri Uzerinde spesifik ve kompetitif antagonizma ile gergeklesir
(RxMediaPharma, 2021). BOS esansiyel hipertansiyonlu hastalarda kan basincini
sempatik sistem veya renin-anjiyotensin sisteminde refleks bir uyari olmaksizin
dusurur. Pulmoner hipertansiyonda, sistemik vaskuler rezistansi, pulmoner

vaskuler rezistansi ve ortalama pulmoner arteriyel basinci kalp debisinde hafif bir
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artma ile dusurdr. Kalp debisinde yaptigi artma olasilikla vaskiler rezistanstaki

dusmeye baghdir.

Lk ET-1 Klirensi
Biiyiime Faktérleri Endotel Hiicreleri \“\E'Tj_’
Trombin _ ;.
Sitokinler ] ) ET-1

Prepro-ET —»8:1?_‘; ¥ \_jc‘a

Masitentan
Bosentan

Anjiyotensin Il
Kayma Gerilmesi
Hipoksi

%
3

| —

Diiz Kas Hiicreleri Y
Vazokonstriksiyon
Hiicre proliferasyonu
inflamasyon

: Endotelin Dondistiiriicii Enzim ET, : Endotelin-1 Reseptér A

£T-1 : Endotelin-1 ET, : Endotelin-1 Reseptor B
ca*t : Kalsiyum

Sekil 2.3. BOS’un etki mekanizmasi (RxMediaPharma, 2021)

Klinik aragtirmalar bircok PAH calismasinda plasebo ile karsilastirildiginda BOS
kullaniminin  etkilerinin  egzersiz  kapasitesi, DSO fonksiyonel sinifi,
kardiyopulmoner hemodinami, yasam kalitesi ve klinik kotilesmeye kadar gegen
surenin uzamasi ile iligkili oldugunu gostermistir. Ayrica uzun vadeli galismalar
gecmis kontrollerle karsilastirildiginda BOS kullanimi ile sagkalimin arttigini
goOstermigtir (Gabbay ve digerleri, 2007; Tokgoz ve digerleri, 2010). Pilot,
BREATHE-1, BREATHE-2, BREATHE-5 ve EARLY isimli bes randomize klinik
calismada farkli nedenlere bagh (idiyopatik, bag dokusu hastaligi ve Eisenmenger
sendromu) PAH hastalarinda BOS’un etkinligi degerlendiriimis ve egzersiz
kapasitesi, iglevsel sinif, hemodinamik durum, ekokardiyografi degiskenleri ve

klinik bozulmaya dek gecgen sure gibi farkh acgilardan dizelmeler sagladigi
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gorulmustir (Channick ve digerleri, 2001; Humbert ve digerleri, 2004; McLaughlin
ve digerleri, 2005; Rubin ve digerleri, 2002; Sitbon ve digerleri, 2005).

BOS ile ilgili ilk ¢ift-kor, plasebo-kontrolli ve ¢ok merkezli pilot ¢alismada (Study
351) BOS’un egzersiz kapasitesi, kardiyopulmoner hemodinami Uzerindeki etkisi,
guvenilirligi ve toleritesi arastiriimistir. Fonksiyonel Sinif lll veya IV olan idiyopatik
PAH (IiPAH) ve skloroderma iligkili PAH’lI hastalarda 12. haftada alti dakika
yurime mesafesinde plasebo grubuna kiyasla BOS grubunda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmistir (Channick ve digerleri, 2001).

Bir bagka klinik calisma olan BREATHE-3 galismasinda, 4-17 yas arasi 18 PAH
hastasinda BOS tek basina veya epoprostenol ile kullanildiginda 12 haftadan
sonra anlamli hemodinamik duzelmeler saglamigtir (Barst ve digerleri, 2003). Ayni
arastiricilar tarafindan yayimlanan baska bir calismada BOS tedavi dozunun
cocuklarda erigkinlere gore daha dusuk tutulmasinin etkin ve guvenilir oldugu
gosterilmigtir. Rosenzweig ve arkadaslarinin g¢ocuklarda yaptiklar retrospektif
calismada ise uzun sureli BOS tedavisinin tek basina veya epoprostenol ya da
treprostinil ile uygulanmasinin etkin ve guvenilir oldugunu bildirmiglerdir (Beghetti
ve digerleri, 2009).

Diger bir BOS ile ilgili olan BREATHE-4 calismasinda ise HIV pozitif fonksiyonel
sinifi Sinif Il ve IV olan 16 PAH hastasinda BOS ile 16. haftada alti dakika yirime
mesafesi, yasam Kkalitesi skoru, islevsel sinifta ve ekokardiyografik belirteclerde

duzelmeler gozlenmistir (Sitbon ve digerleri, 2004).

Tdm bu bilgiler dogrultunda BOS NYHA'nin fonksiyonel siniflandirmasina gore
Sinif I, Il veya IV olan pulmoner hipertansiyonlu hastalarin egzersiz kapasitesinin
artirllmasi ve klinik semptomlarinin dizeltilmesi igin endike bulunmustur (Heresi ve
Minai, 2008; Oldfield ve Lyseng-Williamson, 2006; RxMediaPharma, 2021).

Pulmoner arteriyel hipertansiyonda oral olarak gunde iki kez 62,5 mg'lik baslangi¢
dozu verildikten sonra doz 4 hafta sonra gunde iki kez 125 mg'lik bir idame dozuna
arttinlir. DUgUk vucut agirhigi olan hastalarda (40 kg'in altinda) baglangi¢ ve idame

dozu gunde 62,5 mg'dir. 1 yas ve Uzerindeki PAH'lI gocuklarda 6nerilen baglangig
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ve idame dozu, guinde iki kez viacut agirhigi kilogrami basina 2 mg'dir (EMA, 2015).
Hamilelikte teratojenik etkisinden dolayr X kategorisinde yer almaktadir (FDA,
2003).

BOS icin advers reaksiyonlara ait veriler ortalama tedavi slresi 45 hafta olan
cesitli terapotik endikasyonlarda yurutulen 20 plasebo kontrolli ¢alismada, 100 mg
ila 2000 mg arasinda degisen gunlik dozlarda tedavi goren toplam 2486 hasta,
plasebo ile tedavi edilmis 1838 hasta ve pazarlama sonrasi verilerden elde
edilmistir (EMA, 2012). Yan etkiler ilaci kullanan hastalarin en az %1l'inde ve
plasebodan en az %0,5 daha fazla siklikta meydana gelen olaylar olarak
tanimlanmistir. En sik goérilen yan etkiler basagrisi (%11,5), 6édem/sivi tutulmasi
(%13,2), anormal karaciger fonksiyon testi (%10,9) ve anemi/hemoglobin
azalmasidir (%9,9). Karaciger aminotransferazlarindaki doza bagli yukselmeler
hemoglobin konsantrasyonundaki dusugsler ile iligkilendiriimistir. Bu nedenle
karaciger aminotransferaz seviyeleri BOS ile tedaviye baslamadan once, tedavi
sonrasinda ve tedavi suresince aylik araliklarla dl¢gtiimelidir. EK olarak herhangi bir
doz artisindan 2 hafta sonra karaciger aminotransferaz seviyeleri ol¢uimelidir
(FDA, 2003). Cok sik ve sik gorulen diger yan etkiler ise Cizelge 2.4’te verilmistir
(EMA, 2012).

Cizelge 2.4. Referans urlun ile tedavide ¢ok sik ve sik gorllen yan etkiler (EMA,

2012)
Etkilenen organ/sistem Yan etki
Kan ve lenfatik sistem bozukluklari Kansizlik, hemoglobinde diisus
immiin sistem bozukluklari Asir duyarlilik reaksiyonlari
Sinir sistemi bozukluklari Bas agrisi, senkop
Kardiyak bozukluklar Carpinti
Vaskduler bozukluklar Al basmasi, hipotansiyon
Solunum, gdégus ve mediastinal bozukluklar Rinit
Gastrointestinal bozukluklar Reflu, ishal
Deri ve derialti doku hastaliklari Eritem

Genel bozukluklar ve uygulama yeri reaksiyonlari Bitkinlik, dem
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2.3.3. Bosentanin farmakokinetik ozellikleri

BOS vyuksek degiskenlik gosteren bir ilag olmakla birlikte ve farmakokinetiginin
cinsiyet, vicut agirhgi, irk veya yastan etkilenip etkilenmedigi bilinmemektedir
(FDA, 2003; Moreno, Ochoa, Roman, Cabaleiro ve Abad-Santos, 2016; Volz,
Krause, Haefeli, Dingemanse ve Lehr, 2017). C6zunurligunin disik olmasindan
dolayl bireyler arasi degiskenlik yUksektir (~%30) (Dingemanse ve van
Giersbergen, 2004).

BOS Klinik calismalar icin oral ve intravendz (iv) olarak verilmistir. ilac pazarinda
oral film kaph tabletleri yer almaktadir (RxMediaPharma, 2021). Oral yoldan
saglikli gonullulere verilmesini takiben doruk plazma konsantrasyonlarina 3-5
saatte ulasir. Mutlak biyoyararlanimi yaklagsik %50'dir. Terminal yari d6mra yaklasik
5 saattir (Beghetti ve digerleri, 2009). Dagilim hacmi kuguktir (18 litre); basta
albimin olmak Uzere plazma proteinlerine yuksek oranda (>%98) baglanir;
eritrositler i¢ine penetre olmaz (FDA, 2003). Gida aliminin BOS’un emilim orani ve
miktari Uzerinde etkisi (gida alimi ile Cmaks %22 ve AUC %10 artmigtir) bulunmakla
birlikte bu etki klinikte anlamh goértilmemistir (Dingemanse, Bodin, Weidekamm,

Kutz ve van Giersbergen, 2002).

BOS doza ve zamana bagh farmakokinetik gosterir. Zamanla klirens artarken
artan dozlarla klirens azalir. Oral uygulamadan sonra AUC yaklasik 500 mg'a
kadar doz orantili olarak artmaktadir (EMA, 2005). Artan dozlarda gézlenen daha
uzun eliminasyon yari dmra egilimi, muhtemelen sinirli emilimle iligkilidir (flip-flop
farmakokinetigi) (Dingemanse ve van Giersbergen, 2004). IV veriliste ise iki

kompartmanl nonlineer farmakokinetik goraltr (Sato ve digerleri, 2018).

iV ve oral uygulamadan sonra pulmoner arteriyel hipertansiyonu olan yetigkin
hastalarda saglikli yetigkin deneklere gére BOS’a ait farmakokinetik sonuglar
yaklasik 2 kat daha fazladir (Cizelge 2.5) (EMA, 2005). Ayrica farmakokinetik
parametrelerin  farkh  verilis yolu, doz ve populasyonlardaki etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in saglikli yetiskin denekler ve pediyatrik hastalarda ¢oklu klinik

calismalar gerceklestirilmistir (Cizelge 2.6) (Zisowsky ve digerleri, 2017).
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Cizelge 2.5. Oral uygulamadan sonra saglikli gonulli ve PAH’lI hastalarda farkl
dozlara ait farmakokinetik parametreler (EMA, 2005)

Popiilasyon Doz AUC (ng.h/mL) Cmax (ng/mL)
Saglikh génilli 62,5 mg giinde 2 kez 2857 544
PAH’l hasta 62,5 mg ginde 2 kez 6232 1187
Saglikli gonilli 125 mg glinde 2 kez 4804 1083
PAH’ll hasta 125 mg ginde 2 kez 8912 2286

Cizelge 2.6. BOS icin saglkh yetiskin gontllilerde ve pediyatrik hastalarda
yapilan farmakokinetik klinik galisma érnekleri

Calisma Verilig yolu ve dozu Caligilan popiilasyon ve  Referans

kodu denek sayisi

B-162287 IV, tek doz 64 saglikh denek (Weber ve digerleri,
1996)

AC-052-106  Oral, tek doz 16 saglkli denek (Dingemanse ve
digerleri, 2002)

B-159037 Oral, artan ¢oklu dozlarda 24 saglikh denek (Weber ve digerleri,
1999)

FUTURE-1 Oral, gunde iki kez 2 mg/kg 11 pediyatrik PAH hastasi  (Beghetti ve digerleri,
2009)

FUTURE-3 Oral, giinde iki kez veya Ug¢ 64 pediyatrik PAH hastasi  (Berger ve digerleri,

kez 2 mg/kg 2017)

BOS organik anyon tasiyan polipeptitler (OATP1B1 ve OATP1B3) yoluyla
hepatositlere alindiktan sonra sitokrom P450 (CYP) izozimleri CYP3A4, CYP2C9
ve CYP2C19 tarafindan metabolize edilir (Volz ve digerleri, 2017). Metabolizasyon
sonrasi U¢ metaboliti (Ro 48-5033, Ro 47-8634 ve Ro 64-1056) olusmaktadir
(Oldfield ve Lyseng-Williamson, 2006). Bu metabolitlerden Ro 48-5033 BOS’un
etkisinin  %10-%20'sine katkida bulunmaktadir (Sekil 2.4) (Dingemanse ve
digerleri, 2002). Karacigerdeki metabolizmasini takiben safradan atilir. Verilen

dozun %3'ten dusuk bir bolimu idrardan geri kazanilir.
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Sekil 2.4. BOS metabolizmasi (Dingemanse ve digerleri, 2002)

BOS CYP2C9 ve CYP3A4'Un bir indUkleyicisi olmasi nedeni ile muhtemel ilag
etkilesimi agisindan 6nem tasimaktadir. Cizelge 2.7°de BOS ile etkilesim gdsteren
bazi ilaglar verilmigtir (FDA, 2003).



Cizelge 2.7. BOS-ilag etkilesimleri (FDA, 2003)
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Birlikte verilen ilag

BOS lizerine etkisi Birlikte verilen ilag

tizerine etkisi

Oneriler

CYP3A4 substratlari
Siklosporin

Glibenklamid

Simvastatin

CYP3A4 inhibitorleri
Ketokonazol

CYP2C9 ve CYP3A4
substratlan
Varfarin

CYP2C9 ve CYP3A4
indukleyicileri
Rifampisin

CYP2C9 ve CYP3A4
inhibitorleri
Flukonazol

Antiretroviral Ajanlar
Lopinavir+ritonavir

Digerleri
Digoksin
Epoprostenol
Sildenafil

Takrolimus/Sirolimus

TAUC12 1Cmax ve AUC12
JAUCT

|AUCT LAUCT B-hidroksiasit
ve simvastatin

Degisiklik yok

1Cmax Ve AUCT
| AUC. ve t12
R-varfarin ve S-
varfarin

1AUCT

BOS plazma

konsantrasyonlarinda

artis

1Chmin | AUC

lCmax, Cminve AUC24

AUCT ve Cmax'ta

degisiklik yok.

1Cmax Ve AUCT 1Cmax ve AUC- veya
AUCT

Plazma

konsantrasyonunu

arttirabilir.

Kontraendikedir.

Aminotransferazlari arttirdid igin

kullanilamamal (AB);
kontraendike (ABD).
Kolesterol seviyelerinin

izlenmesi ve doz ayarlamasi
disindlmelidir.

BOS i¢in dozaj ayarlamasina
gerek yoktur. BOS'In etkisinde
artis goézlemlenebilir.
Kombinasyon énerilmez.

Varfarin icin doz ayarlanmasina
gerek yoktur. Varfarin ve benzeri
antikoagilanlar ve bosentanin
tedavide birlikte  kullanildig
durumlarda kan pihtilasmasi igin
uluslararasi standardize oran
(International Normalized Ratio
— INR) izlemi 6nerilmektedir

Tavsiye edilememektedir (AB);

ilk 4 hafta karaciger
fonksiyonlarinin izlenmesi
ardindan normal g6zlem

Onerilmektedir (ABD).

Kombinasyonu 6nerilmez.

BOS'In tolere edilebilirligi ve HIV
tedavisinin  izlenmesi  Gnerilir
(AB); BOS igin doz ayarlanmasi
onerilir (ABD).

Klinik acidan iligki olasi degildir

Dikkat edilmesi 6nerilir (AB); doz
ayarlamasi gerekli degildir
(ABD).

Birlikte verilmesi tavsiye edilmez
(AB); BOS ve takrolimus birlikte
alindiginda  dikkat  edilmesi
Onerilir (ABD).




18

Cizelge 2.7. (devam) BOS-ilag etkilesimleri

Etinilestradiol/ | AUC- Bosentan hormonal

noretisteron kontraseptiflerin etkinliginde
azalmaya neden oldugundan
hormonal kontraseptifler tek
baslarina guvenilir
kontrasepsiyon yontemleri
olarak kabul edilmez.

Nevirapin Belirgin hepatotoksisitesi nedeni

ile bosentanin karaciger
toksisitesini arttiracagindan

birlikte kombinasyonu 6nerilmez.

|: azalma, 1: artma, AUCt: doz araliginda egri altinda kalan alan, AUC-: sonsuza kadar egri altinda kalan
alan, AUC12: 12. saate kadar egri altinda kalan alan, AUC24: 24. saate kadar egri altinda kalan alan, Cmax:
maksimum plazma konstrasyonu, Cmin: minimum plazma konsantrasyonu, AB: Avrupa Ulkeleri, ABD: Amerika

Bu etkilesimlerin yaninda verileri eksik olmakla birlikte karbamazepin, fenobarbital,
fenitoin ve sari kantaron da CYP3A4 indukleyicisi oldugundan BOS’un etkisini
azaltmasi beklenir (Dhillon ve Keating, 2009; EMA, 2012).

BOS’un farmakokinetigi hem iv hem de oral uygulamayi takiben cgesitli hayvan
turlerinde de karakterize edilmis ve hayvan turleri arasinda farkllik gdsterdigi
belirlenmistir. BOS siganlara, farelere ve kopeklere oral yoldan uygulandiginda iyi
biyoyararlanim (%50-%70) gdéstermigtir. Sican ve farede goérulen etki disilerde
erkeklere gore daha yuksek bulunmustur. BOS metabolizmasi (insan dahil) tim
turlerde benzerdir. BOS metabolitlerinin tamamina yakini safra yoluyla atilir ve ¢ok
az degismemis ila¢g saptanir. Bobrekten atilmi ise ihmal edilebilir dizeydedir
(EMA, 2005).

2.4.Suda  Goéziinirligii Disiikk Olan laglarin  Coéziiniirlik  ve

Biyoyararlanimlarini Arttirma Stratejileri

Yeni gelistirilen aday ilag molekdllerin sadece %8’ ylksek ¢cozindrlik ve ylksek
permeabilite gdsterirken, yaklasik %401 suda ¢dzunUrligunidn zayif olmasi
nedeniyle formulasyon zorlugu gostermekte ve ila¢ gelistirme c¢alismalarinda
basarisiz olmaktadir (Kansara, Panola ve Mishra, 2015). Oral bir formilasyon
verildigi zaman sistemik dolasima ulasmasi i¢in dnce mide ve/veya bagdirsak
sivilarinda ¢ézlinmesi sonra gastrointestinal kanal (GIK) membranlarindan

emilmesi gerekir. Etkin maddelerin zayif suda ¢ézinurligu ise sinirh ilag emilimi



19

ve ilaclarin duguk biyoyararlanim gostermesi ile sonuglanmaktadir. Bu oral yoldan
bir etkin madde verildiginde karsilasilabilecek potansiyel problemler arasinda en
onemli sorundur. Bir ilacin terapdtik etkinligi biyoyararlanimina ve nihayetinde ilag

molekullerinin ¢gdozunarligune baglhidir.

BCS bir ilag etkin maddesinin sudaki ¢ézunurligune ve badirsak gecirgenligine
dayanarak siniflandirilmasi igin bilimsel bir temel sunar (Vranikova ve Gajdziok,
2013). Bir ilag adayinin makul bir membran gecirgenligi varsa genellikle emilim
oranini sinirlayan basamak ilacin ¢ézinme agsamasidir. Bu BCS Sinif 2 olan suda
dusuk ¢ozunurlik, yuksek membran permeabilitesi gosteren ilaglarin
karakteristigidir. Membran gecirgenligi zayif ve suda ¢ozunurligu dusik hidrofobik
ilaclar ise BCS Sinif 4 ilaglar olarak kategorize edilir (Pouton, 2006). BCS Sinif 2
ve Sinif 4 ilaglarda hiz sinirlayici adim dozaj formundan ilacin salimi ve mide
sivilarindaki ¢ézuandrliktir (Kumar ve Singh, 2016). Dolayisiyla etkin maddelerin
oral biyoyararlanimini gelistirmeye odaklanan farmasoétik ¢alismalar suda ¢ézunur
olmayan ilaglarin ¢ozinurligunun ve ¢dzinme hizinin arttirimasini veya bir dozaj
formu kullanilarak ¢o6zinme problemini dnlemeye odaklanir (Fricker ve digerleri,
2010; Patel, Kamble, Katedeshmukh, Zarikar ve Kulkarni, 2013).

Yukarida bahsedilen ¢ézunurluk ve biyoyararlanim ile ilgili problemlerin Gstesinden
gelmek icin kullanilan formulasyon yaklasimlari asagidaki gibi siralanabilir
(Chatterjee, Almurisi, Dukhan, Mandal ve Sengupta, 2016; Feeney ve digerleri,
2016; Pathak ve Raghuvanshi, 2015):

e Mikronizasyon veya nanonizasyon yoluyla partikil boyutunun kigcultiimesi
e Onilag yaklagimi

e Tuzolusumu

e Permeasyon arttiricilarin kullanimi

e pH ayarlamasi

e Kati dispersiyonlar

e Siklodekstrin kompleksleri

o Kati ¢Ozeltilerin veya amorf katilarin olusumu

e Kristal davraniglarinin modifikasyonu
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e Sirfaktan-kosurfaktan kullanimi

2.5. Bosentanin Goziiniirliikk ve Céziinmesinin Arttinlmasi ile ilgili Calismalar

BOS Bolim 2.3'te belirtilen lipofilik yapiya sahip olmasi, disuk ¢ézinUrlik
gOstermesi ve ¢ok sik gorilen doza bagl karaciger fonksiyon testlerindeki anormal
degisiklikler gibi yan etkiler nedeni ile tedavide bazi sinirlamalara sahiptir. Bu
sinirlamalarin yani sira zayif asidik 6zellik ve pH’ya bagl ¢ézinurlik gbstermesi
¢ozUnme, oral emilim ve bunlarin da sonucunda bireylerarasi degiskenlik Uzerine

onemli dlgude etki etmektedir (Sato, 2016).

Literatlre bakildiginda BOS’un bu problemlerine yonelik sinirli sayida kapsamli
formuUlasyon calismasi olmadidi gorilmektedir. Gergeklestirilen calismalarin gcogu
BOS'un tedavide kullanimina yonelik tedavi etkinliginin arastirildigr klinik

calismalardir.

BOS’un ¢dézunurligu/cézinme hizinin arttirimasi ve bdylelikle biyorarlaniminin
arttinlmasi amaci ile osmotik kontrolli tablet (Hussain, Krishna ve Anjum, 2015),
kati dispersiyon (Harish, Murthy ve Chandrasekhar, 2017), sentetik/dogal
polimerler kullanilarak hazirlanan uzatiimis salimli matriks tabletler (Kumar,
Sreekanth ve Satyavati, 2014a, 2014b), mukoadezif mikrokire (Vani ve
Maravajala, 2016), transdermal yama (Mannam ve Yallamalli, 2015), inhale
kontrollu salim polimerik kolloidi (Hanna, Basalious ve ELGazayerly, 2017),
kendiliginden mikroemulsifiye sistem (Vadlamudi, Yalavarthi, Basaveswara Rao,
Rasheed ve Tesejwari, 2017) ve kendiliginden nanoemdilsifiye sistem (Panigrahi,
Jena, Jena, Patra ve Rao, 2018) gibi farkli verilis yollari icin gelistiriimis olan
formllasyon yaklagimlari bulunmaktadir. BOS’un oral formulasyonlarinin

gelistiriimesine ait diger 6rnek ¢alismalar ise Cizelge 2.8'de verilmistir.
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Cizelge 2.8. BOS ile yapilan oral formulasyon gelistirme c¢alismalarina ait literattr
ornekleri

Geligtirilen formiilasyon

Sonuglar

Referans

Kendiliginden

nanoemiilsifiye ilag

tasiyici sistem

Tavsanlarda etkin madde ile karsilastirildiginda
AUC’de 2,5 kat, Cmax'da 3 kat art|§. tmax
agisindan etkin madde 6 saat iken SNEDDS 3

(Panigrahi  ve
digerleri, 2018)

(SNEDDS) saat bulunmustur.
Graft kopolimer tagiyici  Soluplus: Bosentan (5:1) fiziksel karigimi (Kendre ve
(nanokompozit) BOS'’un ¢ozindrligini 5,08 kat, Soluplus: Chaudhari,
Bosentan (5:1) nanokompoziti 6,83 kat 2018)
artirmistir.
Nanokompozit formda biyoyararlanim 1,41 kat
artirmistir.
Nanosiispansiyon Geligtirilen nanosistem bosentanin (Ghasemian,

¢6zUunurligind 7 kat artirmistir. Motaghian  ve

Vatanara, 2016
Kati dispersiyon Gelucire 50/13 ve Poloksamer 188 ile hazirlanan (Panda, Das ve
kati dispersiyonlar bosentanin ¢ézinurliguna Panigrahi, 2016)
sirasiyla 8 ve 10 kat artirmistir.
inkliizyon kompleksi Elde edilen iki farkli kompleks saf BOS’un
¢6zUnurliGgunu sirasiyla 999 ve 7167 kat
arttirmistir.

(Jadhav ve
Pore, 2017)

Gelucire44/14, Poloxomer407 ve BOS
(1:1,5:0,75) ile hazirlanan kati dispersiyonu
bosentanin ¢ézUndrligunu 14 kat, céziinme
hizini ticari tablete gére %30 oraninda
artirmistir.

Kati dispersiyon (Saudagar ve

Patil, 2016)

2.6. Lipit Temelli ilag Tasiyici Sistemler

Lipit temelli ila¢ tasiyici sistemler (Lipid-based Drug Delivery Systems-LBDDS),
suda az ¢ozunen bilesiklerin ¢ozunurlugunu, emilimini, degisken gida etkisini en
aza indirmek ve biyoyararlanimini artirmak icin iyi bilinen ve yaygin kullanilan bir
formUlasyon stratejisi olarak onem kazanmigtir (Elgart, Cherniakov, Aldouby,
Domb ve Hoffman, 2013; Rehman ve digerleri, 2017). Lipit temelli ila¢ tasiyici
sistemler suda ¢ozunurligu dusuk ve lipofilik ilaglarin oral yoldan etkili bir sekilde
verilmesini amaglamaktadir. (Gabbay ve digerleri, 2007). Oral uygulama icgin lipit
temelli formulasyonlar basit yad c¢ozeltilerinden, surfaktan, kosurfaktan veya

yardimci ¢ozuclye ve yag karisimlarina kadar c¢ok cesitlilik gosterir ve lipit
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formUlasyonu terimi bazi ortak 6zellikleri paylasan ¢ok sayida formilasyondan biri

anlamina gelmektedir.

Oral lipit temelli formilasyonlar farmasétik pazara 1980’lerde basit lipit ¢ozeltileri
formunda girmis ve zamanla bu sistemler, BCS Sinif 2 ilaglar icin iyilestiriimis
terapotik potansiyel saglayan mikro ve nano boyutta formulasyonlarin
geligtiriimesini saglamistir (Tan, Rao ve Prestidge, 2013). GUnumuzde farmasotik
nanotasiyici olarak tasarlanan gesitli multifonksiyonel nanotasiyicilar arasinda lipit
temelli nanotaslyicilar, in vivo uygulama igin en az toksisiteye sahiptir. Lipit temelli
ilag tasiyici sistemlere yuklenen ilaglarin biyoyararlanim arttirma stratejileri ve
avantajlari ise su sekilde siralanabilir (Cerpnjak, Zvonar, Gasperlin ve Vrecer,
2013; Dahan ve Hoffman, 2008):

e COzunarlagan arttirilmasi

e Gastrik bosalma zamanin artmasi ile midede uzun sureli tutulma

e Bagirsakta lenfatik tasinimin uyariimasi ve intestinal permeabiliteyi
arttirmasi

e Metabolizma ve effluks etkisinin azaltiimasi gibi fiziksel ve biyokimyasal
bariyerdeki  dedisiklikler ile lipofilik ilaclarin  ¢6zUnUrlGginlt  ve

absorpsiyonunu arttirmasi seklindedir.

Lipitler ve lipofilik yardimci maddeler oral verilis sonrasinda ilacin emilimini ve
dagiimini 3 temel mekanizma ile etkiler. Bu mekanizmalar intestinal ortamin
karakterizasyonun ve bilesiminin degismesi, lenfatik ilag gecisinin etkisi ve
enterosit kaynakli gecis sistemi ile iliskilidir (Gursoy ve Cevik, 2011; Porter,
Trevaskis ve Charman, 2007). Oral verilen formulasyonlarin ¢ogu portal ven ile
sistemik dolagsima gecmektedir. Ancak ekzojen olarak verilen lipit temelli sistemler
enterositlerde bulunan CYP450 metabolizmasini azaltarak, Peyer plaklari ile ilk
gegcis etkisini elimine ederek ve bagirsak duvarindan paraselller ve transeltler yol
ile emilimi arttirarak lenfatik sistem ile sistemik dolagima katilabilir (Patel, Lalani,
Bardoliwala, Ghosh ve Misra, 2018). Sekil 2.5'te oral lipit formiilasyonlarin GiS’te
transportunun sematik gosterimi verilmektedir (Patel ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.5. Oral lipit formiilasyonlarin GiS'te transportu (Patel ve digerleri, 2018)

2.6.1. Lipit formulasyon siniflandirma sistemi

Lipit sistemleri trigliseritler, mono ve digliseritler, lipofilik surfaktanlar, hidrofilik
surfaktanlar, yardimci g¢ozlculer ve ¢ok cesitli fizikokimyasal ozelliklere sahip
yardimci  maddeleri  igermektedir. Benzer bilesen parcalarina  sahip
formulasyonlarin siniflandirilmasini saglamak amaciyla Pouton tarafindan 2000
yilinda Lipit Formilasyon Siniflandirma Sistemi (Lipid Formulation Classification
System-LFCS) olusturulmus, 2006 yilinda bu siniflandirma sistemi gtiincellenmistir
(Chatterjee ve digerleri, 2016). LFCS bilesimlerine, seyreltme ve sindirimin ilag
¢cokmesini onleme yetenekleri Uzerindeki olasi etkisine bagl olarak dort gruba
ayrilmaktadir  (Cizelge 2.9) (Cerpnjak ve digerleri, 2013; Katteboina,
Chandrasekhar ve Balaji, 2009; Pouton, 2000).
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Cizelge 2.9. LFCS igin Tip I, Il, [lA, 1lIB ve IV lipit formulasyonlarinin tipik
Ozellikleri (Pouton, 2000)

Formiilasyon igerigi (% ala)

Kompozisyon Tip | Tip Il Tip A Tip 1lIB Tip IV
Karakterizasyon
Trigliserid 100 40-80 40-80 <20 -
veya karigik
gliseridler
Siirfaktanlar - 20-60 20-40 20-50 Suda
(HLB<12) (HLB>11) (HLB>11) ¢bzinmeyen;
0-20
Suda
¢ozlinebilir;
30-80
Hidrofilik - - 0-40 20-50 0-50
yardimci
coziiciler
Dispersiyonun  Kaba 100-250 100-250 50-100 <50
damlacik
buyuklugii
(hm)
Suile Sinirli Cozici Cozici Onemili faz Dispersiyon
seyrelmenin kapasitesi kapasitesinde degisiklikleri ve halinde ¢6zlcl
onemi etkilemez bir miktar potansiyel kapasitesi kaybi
kayip ¢odzlci
kapasitesinde
kayip
Sindirimin Onemli  Onemli degil Onemli degil Gerekli degil Gerekli  degil,
onemi bir ama ancak inhibe ama sindirilemeyebilir
gereklilik gergeklesmesi edilebilir. gerceklesmesi
muhtemel muhtemel

HLB: Hydrophilic-Lipophilic Balance

LFCS'nin temel amaci in vivo ¢alismalarin daha kolay yorumlanmasini saglamak

ve spesifik ilaglar icin en uygun formuilasyonlarin olusturulmasini yani
fizikokimyasal 6zelliklerine referansla tanimlanmasini kolaylastirmaktir (Pouton ve

Porter, 2008).

Tip | formulasyonlar - Dagilmayan sistemler

Tip | sistemler sadece mono-, di- ve/veya tri-gliseritler iceren ylzey aktif madde
icermeyen basit yad c¢ozeltilerinden olusur. Uygulamayi takiben silomikron ve

miseller gibi daha amfifilik sindirim Grinlerinin kolloidal sulu faza ilag transferinin
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gerceklesmesi icin GIK'da pankreatik lipaz/ko-lipaz ile sindirimi gerektirir (Kovvasu,
Kunamaneni, Joshi ve Betageri, 2019). Tip | lipit formulasyonlari gerekli ilag
dozunun yuklenebilmesi igin yagda ilag ¢dzunurligunun yeterli oldugu potent
ilaglar veya yuksek oranda lipofilik bilesikler igin nispeten basit bir formulasyon

segenegini temsil eder (Porter, Pouton, Cuine ve Charman, 2008).

Tip Il kendiliginden emiilsifiye ilac tasiyici sistem formilasyonlari - Suda cozunur

olmayan bilesen sistemleri

Kendiliginden emdlsifiye ilag tasiyici sistemler (Self-emulsifying Drug Delivery
Systems-SEDDS) olarak tanimlanan Tip Il formilasyonlari sulu ortama ilave
edildiginde su iginde kaba yag emdulsiyonlari olusturmak igin kendiliginden
emulsifiye olan orta zincirli trigliseritler gibi lipitlerin ve digliseril monooleat gibi
suda ¢ozunmeyen lipofilik surfaktanlarin (Hidrofilik-Lipofilik denge (Hydrophilic—
Lipophilic Balance-HLB) <12) izotropik karisimlaridir (Kovvasu ve digerleri, 2019;
Mullertz, Ogbonna, Ren ve Rades, 2010). Kendiliginden emulsifikasyon genel
olarak %25'in (a/a) Uzerindeki surfaktan iceriklerinde elde edilir. Bununla birlikte
daha yuksek surfaktan iceriklerinde (bilesenlere bagli olarak %50-60'tan (a/a)
daha buyuk) emdulsifikasyonun ilerlemesi yag/su ara yuzeyinde viskoz sivi kristal
jellerin olusumu ile bozulabilir (Porter ve digerleri, 2008). Suda ¢dzunUr olmayan
ilaclar SEDDS iginde ¢dzulebilir ve uygun tek Unite dozaj formlari Gretmek igin sert

veya yumusak jelatin kapsuller icinde kapsullenebilir.

Tip 1l SEDDS formiulasyonlar - Suda cozunur bilesen sistemleri

Genellikle  kendiliginden mikroemlilsifiye ilag verme sistemleri (Self-
microemulsifying Drug Delivery Systems-SMEDDS) olarak anilan Tip Ill lipit temelli
formulasyonlar etanol, propilen glikol ve polietilen glikol gibi yardimci ¢ozuculerin
yani sira ek hidrofilik surfaktanlari (HLB>12) icerirler (Mullertz ve digerleri, 2010).
Tip 1l formUlasyonlar igin A ve B alt tipleri mevcuttur, burada ayirt edici faktor
suda c¢ozanldr kisimlarin ve yardimci ¢ozlculerin toplam formulasyonun ne
kadarini meydana getirdigidir (Khan, Rades ve Boyd, 2016). Tip Il formulasyonlar
cesitli hidrofobik/lipofilik ilaglarin emilimini artirmak ve formualasyon zorluklarinin

ustesinden gelmek igin umut vaat eden sistemlerdir.
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Tip IV formilasyonlar - Dispersiyon sistemler (Yagdsiz misel sistemleri)

Tip IV formulasyonlar dogal lipitler icermez ve hidrofilik formulasyonlari temsil
eden, sadece surfaktanlarin ve yardimci ¢ozuculerin kombinasyonlarini igerirler
(Feeney ve digerleri, 2016). Basit gliserit lipitleri iceren formulasyonlara kiyasla
yaygin olarak artan ila¢g yuklemesi (sUrfaktanlar ve yardimci ¢ozucllerde daha
yuksek ilag ¢dzunurligu nedeniyle) sunar. Sulu ortam ile temas ettiginde kuglk
damlacik boyutlu dispersiyonlar Gretirler. Bunun da hizli ilag salimina ve artan ilag
emilimine yol actigi ileri siralmastur (Porter ve digerleri, 2008). Bununla birlikte
kullanilan yuksek konsantrasyondaki surfaktanlarin kronik kullanimda mide

rahatsizligina yol agabilece@i unutulmamaldir.

LFCS g6z 6nune alindiginda en populer ve ticari olarak uygulanabilir formulasyon
yaklagsimlarindan biri, 0Ozellikle suda ¢o6zunir olmayan ilaglarin  oral
biyoyararlanimini artirmak icin buyldk ilgi géren kendiliginden emulsifiye ilag
tasiyici sistemleridir (Kelan ve Khutle, 2015). 1990'dan sonra lipit ve surfaktan
bazli kendiliginden emulsifiye formulasyonlarin ticarilestiriimesi ve patentlenmesi
bu sistemlerin dnemini daha ¢ok ortaya ¢ikarmistir (Tan ve digerleri, 2013). Bugln
piyasada pazarlanan Urdnlerin  ¢ogu LFCS'ye goére Tip Il SEDDS

formulasyonlaridir.

2.7. Kendiliginden Emiilsifiye ilag Tasiyici Sistemler

Kendiliginden emdlsifiye ilag tasiyici sistemler veya kendiliginden emulsifiye yag
formulasyonlari dogal veya sentetik yaglarin, kati veya sivi sirfaktanlarin veya
alternatif olarak bir veya daha fazla hidrofilik ¢ézlicl ve yardimci ¢ézicu/surfaktan
izotropik karigimlari olarak tanimlanirlar (Katteboina ve digerleri, 2009). Uretimleri
kolaydir ve odlgek buyutme kolaylikla uygulanabilir. Lipofilik 6zellikli BCS Sinif 2
ilaglarin ¢ézinmesi ve emilimini iyilestirmek igin siklikla kullanilan ilag tasiyici
sistemlerdir (Kohli, Chopra, Dhar, Arora ve Khar, 2010).

SEDDS formiilasyonlar GIS limenine salindiginda buradaki sivilarda seyrelerek
sistemin dusuk serbest enerjisine bagli olarak hizla kendiliginden emdulsifiye bir y/s

emdlsiyonu olusturur. Bdylece lipofilik ilag GiK igindeki ¢ozeltide kalir ve hidrofobik
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ilaglarin emilimindeki hiz sinirlayici adim olan ¢éziinme asamasini atlar (Karwal,
Garg, Rath ve Markandeywar, 2016). Damlacik blayukligine bagli olarak 150 ila
200 nm arasinda degisen damlacik buyuklugune sahip SMEDDS veya 100 nm'den
kuguk damlacik buyukligune sahip kendiliginden nanoemdlsifiye ilag tasiyici
sistemler (Self-nanoemulsifying Drug Delivery Systems-SNEDDS) olarak

siniflandirilabilir.

Kendiliginden emulsifiye olan sistemlerde kullanilan yag, surfaktan ve kosurfaktan
gibi maddeler ¢ozunme hizi, ¢ozunurlik ve permeabilitede kayda deger bir artis
gostermekle birlikte P-gp effluksini, karacigerden ilk gecis etkisini ve GIK'daki
kosullara bagh olan birey ici ve bireyler arasi degiskenligi onemli Oolgude

azaltmaktadir (Singh ve digerleri, 2014).

2.7.1. Kendiliginden emiilsifiye ilag tasiyici sistemlerin avantajlan ve

dezavantajlari

Kendiliginden emdlsifiye ila¢ tasiyici sistemlerin avantajlari su sekilde 6zetlenebilir
(Karwal ve digerleri, 2016; Sri ve Muzib, 2015):

e Agizdan alinan birgok ilag icin uygulanabilir olmasi

e Yuksek ilag yukleme kapasitesine sahip olmasi

e llaclarin yag ve su arasinda partisyonu icin diger yagh formiilasyonlara
kiyasla daha genis bir ara yuzey alanina sahip olmasi

e llacin GiS’ten ortamindan korunmasi

e Termodinamik olarak kararli sistemler olmasi

e Sivi ve katl dozaj formu olarak kullanilabilmesi

e  Uretim ve dlgek bliytitme kolaylig

e Sterilize edilebilir olmasi

e GiK'te spesifik absorpsiyon bélgesine ilaclarin secici olarak hedeflenmesi

e Hepatik ilk gegis etkisinin asiimasi

e P-gp effluksunun, birey ici-bireyler arasi degiskenligin ve gida etkisinin

azalmasi
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e  Cozunme hizi sinirli emilim gosteren lipofilik ilag bilesikleri igin bu sistemler
emilim oraninda ve derecesinde, oral biyoyararlanimda bir iyilesme
saglayabilir ve daha tutarli kan zaman profilleri ile sonuglanabilir, doz

sikligini azaltabilir ve bu durum maliyetin dusmesini saglayabilir.

Kendiliginden emdllsifiye olan sistemlerin pek ¢ok avantaji olmakla birlikte
dezavantajlari da su sekilde siralanabilir (Shukla, Koli, Ranch ve Parikh, 2010;
Shukla, Modi ve Shah, 2016):

e Formiilasyonlardaki biiyiik miktarda siirfaktan GiK'te iritasyon yapmasi

e Ambalajlanmalari ve tasinmalar sirasinda yaglh sistemden sizmanin
gorulebilme olasilig:

e Dusuk stabilite gostermesi

e Sivi SEDDS formulasyonlarin dolum yapilacagi yumusak jelatin kapsdul

teknolojisinin pahali bir teknoloji olmasidir.

Kendiliginden emdlsifiye sistem kavrami, ilk olarak zayif suda ¢6zinUr pestisitlerin
ve kimyasallarin ¢ozinduartlmesi icin lipidik ve hidrofilik yardimci maddelerin
karisimlarinin kullanildi§i 1960'larin baslarinda ortaya ¢ikmistir (Hartley, 1967).
Farmasotik alandaki calismalar ise 1985'te Pouton’un ilk kez lipofilik ilaglarda
karsilastigi ¢esitli zorluklari agsmak icin SEDDS gelistirmesi ile baslamistir (Pouton,
1985). 1990'lardan bu yana SEDDS'nin biyoyararlanimi gelistirme potansiyeli
cesitli arastirmacilar tarafindan kullanilmistir, bu da bazi laboratuvar arastirma
calismalarinin endustriye aktariimasiyla sonuclanmistir. Siklosporin A igceren
Sandimmune (Sandoz), 1983 yilinda FDA tarafindan organ nakil reddi igin
onaylanan (ABD patenti 4388307) ilk kendiliginden emulsiyon formulasyonudur. O
zamandan beri, gesitli etkin maddelerin kendiliginden emdulsiyon formulasyonlari
Uzerinde uluslararasi patentler verilmistir (Talegaonkar ve digerleri, 2008; Yilmaz
Usta ve Teksin, 2021). ilag pazarinda bulanan ticari SEDDS formiilasyonlarina ait
arin 6rnekleri, nihai dozaj formu, yardimci madde yapisi, patent ve pazarlama

durumlariyla birlikte Cizelge 2.10’da gdsterilmektedir (Singh ve digerleri, 2014).
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Cizelge 2.10. Oral lipit temelli kendiliginden emdlsifiye formulasyonlarin ticari
arunleri, patentleri ve patent durumlari

Ticari tiriin Etkin Pazarlanan Yardimci Patent Patent
(Firma) / madde formu madde(ler) numarasi durumu
FDA onay tarihi (doz/dozlari)
Accutane® Isotretinoin Yumusak jelatin Balmumu, - Suresi
(Roche) kapsiil Hidrojene soya dolmus
7 Ocak 1982 (10, 20, 40 mg) yagi
Sandimmune® Siklosporin Yumusak jelatin Etanol, Polihidroksi uS4388307 Sdresi
(Sandoz) kapsdil hint yagi, dolmus
14 Kasim 1983 (25, 50, 100 mg) LabrafilM-2125CS
Solufen® ibuprofen Sert jelatin Soya fosfolipitlerini US4105776 Siresi
(Sanofi-Aventis) kapstuller iceren yagli ¢cozelti dolmus
11 Adustos 1989
Neoral® Siklosporin Yumusak jelatin Misir yagi, US5342625 Korumali
(Novartis) kapsdil Cremophor RH 40,
31 Mart 1995 (25, 100 mg) PG, DL-tokoferol
Depakin® Valproik asit ~ Yumusak jelatin Misir yagi, orta - Siresi
(Abbott) kapsdil zincirli trigliseritleri, dolmus
29 Haziran 1983 (250, 500 mg) Polisorbat 80
Vesanoid® Tretinoin Yumusak jelatin Balmumu, BHA, - -
(Roche) kapsul EDTA, Hidrojene
22 Kasim 1995 (20 mg) soya yagl
Norvir® Ritonavir Oral ¢ozelti Kaprilik/kaprik orta US8268349 Siresi
(Abbott, Abbvie) (80 mg/mL) zincirli trigliseridler, dolmus
1 Mart 1996 Olioksil 35 hint
yagi, Polisorbat 80,
PG
Rokaltrol® Kalsitriol Yumusak jelatin Orta zincirli - -
(Roche) kapsul trigliseridler, BHT
20 Kasim 1998 (0,25,0,5 ug)
Ageneraz® Amprenavir Yumusak jelatin TPGS, PG, PEG US5585397 Korumali
(GlaxoSmithKline) kapsdil 400
15 Nisan 1999 (50 mg)
Rapamun® Sirolimus Oral ¢ozelti Phosal 50 PG, US5100899 Siresi
(Wyeth) (0.5, 1,2 mg) Fosfotidilkolin dolmus
15 Eylil 1999
Targretin® Beksaroten Yumusak jelatin Makragol, US5780676 Korumali
Beksaroten® kapstiller Polisorbat,
(Ligand) (75 mg) Povidon, BHT

29 Aralik 1999
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Cizelge 2.10. (devam) Oral lipit temelli kendiliginden emdlsifiye formulasyonlarin
ticari arunleri, patentleri ve patent durumlari

Gengraf® Siklosporin A Sert jelatin PEG, Cremophor - -
(Abbott) kapsdil EL, Polisorbat
12 Mayis 2000 (25, 100 mq) 80, Sorbitan
monooleat
Zipsor® Diklofenak Yumusak Trigliserid iceren - Korumal
(Xanodyne sodyum jelatin kapsil  sivi kendiliginden
Pharma) (25 mg) emdilsifiye sistem
16 Haziran 2000
Kaletra® Lopinavir Oral gozelti Cremophor US5541206 Korumali
(Abbott) Ritonavir (20 mg/mL, 80 RH40, PEG
15 Eylal 2000 mg/mL)
Fortovaz®, Sakunavir Yumusak Orta zincirli US5196438 Korumali
Inviraz® jelatin kapsdl trigliseridler, DL-
(Hoffmann- (200 mg) a-tokoferol
LaRoche)
24 Aralik 2003
Aptivus® Tipranavir Yumusak Cremophor EL, US5852195 Korumal
(Boehringer jelatin kapsdl kaprilik/kaprik
Ingelheim) (250 mq) asitin
5 Ekim 2007 mono/digliseritleri
Panimun Siklosporin Yumusak Cremophor US5945398 Korumali
Bioral® jelatin kapsdll RH40, hidrojene
(Panacea (50, 100 mg) hint yagi
Biotec)
Lipirex® Fenofibrat Sert jelatin Soya fasulyesi EP0330532 -
(Genus) kapsdl yagi, hidrojene
- (10 mg) hint yagi
L-OROS Guaiphenesin Osmotik Yagh sivi US4609675 Korumali
SOFTCAP™ pompa kendiliginden
(Alza) (200 mg) emdlsifiye sistem
Konvuleks® Valproik asit Yumusak Orta zincirli - Korumali
(Pfizer, Byk jelatin kapsdl trigliseritler
Madaus) (150, 300, 500 iceren hidroksi
- mg) metil seliloz
ftalat

PG: Propilen glikol, BHA: Biitillenmis hidroksianisol, EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit, BHT: Butillenmis
hidroksitoluen, TPGS: D-alfa-tokoferil polietilen glikol 1000 siiksinat, PEG: Polietilen glikol

Kendiliginden emiuilsifiye ilag tasiyici sistemlerle yapilan c¢alisma &rnekleri ile
¢Ozunurlik ve biyoyararlanim artigi ise Cizelge 2.11’de verilmistir.
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Cizelge 2.11. Kendiliginden emililsifiye ilag tasiyici sistemlerle yapilan ¢alisma
ornekleri

Etkin madde  Bilegenler Cozuniirluk/Biyoyararlanim Referans

Exendin-4 Etil oleat Diyabetik siganlarda, Exendin-4 (Celik-Tekeli, Celebi,
Cremophor® cOzeltisine gore Exendin-4 yikli Tekeli ve Aktas, 2021)
EL/Labrasol® SNEDDS AUC-3'i 0,8 kat, Cmax1 1,3
Propilen glikol kat artirmistir.

Silostazol Capryol®90 Pazarlanan tablete kiyasla (Mahmoud, Shukr ve
Cremophor® EL biyoyararlanimda 3,94 kat artmistir. Bendas, 2014)
Transcutol®

Karvedilol Capmul® MCM Cmax (%134) ve AUC (%85,2)'deki (Singh, Singh,
Nikkol® HCO artiglar, biyoyararlanimin artmasini  Bandyopadhyay, Kapil

saglamistir. ve Garg, 2013)

Sefpodoksim Tween® 80 Biyoyararlanimdaki artis (AUC'de 5,36 (Bajaj, Rao, Khole ve
Tokoferil PEG kat artis) ilacin artan ¢ozinarligu ve Munjapara, 2013)
suksinat gecirgenligi ile saglanmigtir.
Capmul® MCM

Sefiksim Targin yagi Cmax ve AUC'yi 2 kat artirmistir. (Saifullah ve digerleri,
Tween® 80 2021)
PEG® 400

Atazanavir Maisine® Coézunmenin artmasiyla AUC 2,57 kat (Singh ve Pai, 2014)
Transcutol® P artmistir.
Span® 20

(R)-a-lipoik asit

Valsartan

irbesartan

Rosuvastatin
kalsiyum

lloperidon

Orta zincirli trigliserit
Tween® 80
PEG® 400

Capmul® MCM
Tween® 20
Cremophor® EL

Cremophor® EL
Carbitol®
Capryol®90

Targin yagi
Labrasol®
Capmul® MCM C8

Labrafac® WL 1349
Lauroglycol® 90
PEG®600

Cmax ve AUCo-'yi sirasiyla 4 ve 7 kat
arttirmigtir.

SMEDDS-T20 %262

SMEDDS-T80 %470
SMEDDS-Cremophor® EL %458 bagil
biyoyararlanimi artirmistir.

Artan ¢6zliinme ile saf etkin maddeye
kiyasla oral biyoyararlanimda 7,50 kat
artis gordlmustur.

2,45 kat biyoyararlanimda
g6zlemlenmigtir.

artis

Bagil  biyoyararlanimi kat

artirmigtir.

3,80

(Banik, Halder, Sato ve
Onoue, 2021)

(Goo ve digerleri, 2020)

(Patel, Patel, Raval ve
Sheth, 2011)

(Balakumar, Raghavan,

Selvan, Prasad ve
Abdu, 2013)
(Suram, Narala ve

Veerabrahma, 2020)
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2.7.2. Kendiliginden emiilsifiye ila¢ tasiyici sistemlerin formiilasyonunu

etkileyen faktorler

Formulasyonu etkileyen faktorler géz 6nunune alindiginda basaril bir formulasyon
gelistirilebilmesi i¢in var olan ¢ok sayidaki yardimci maddeden uygun bilegenlerin
seciminin Onemi ortaya c¢lkmaktadir. Formulasyona girecek olan yardimci
maddelerin stabilite, biyoyararlanim ve Uretilebilirlik gibi sture¢ acisindan kritik ve
klinik olarak énemli ilag Grintinun performans sonuglarini etkileyecedi géz éninde
bulundurulmalhdir. Ayni zamanda bu yardimci maddelerin karigtinlabilirlik, ¢cozutcu
kapasitesi, kendiliginden disperse olabilme, sindirilebilirligi, iritanligi, toksisitesi,
safligi, kimyasal stabilitesi, erime noktasi ve maliyeti gibi faktérler de formulasyon
icin secilmesinde Onem tasimaktadir. Bu faktorlerden bazilarn asagida
sunulmaktadir (Shukla ve digerleri, 2016; Sri ve Muzib, 2015):

e Yag/surfaktan ¢iftinin 6zellikleri

e Surfaktan konsantrasyonu, yag/surfaktan orani, surfaktan/kosurfaktan orani

e Kendiliginden emdlsifikasyonun meydana geldigi sicaklik

e llacin dozu 6nemlidir. Cok yiiksek dozda uygulanan ilaglar SEDDS igin
uygun degildir.

e llacin yag fazindaki ¢ézUnirligu ve log P degeri, log P degerinin 2 <log P>
4 olmasi

e Emdulsiyonun polaritesi, damlacik boyutu ve yuku olarak siralanabilir.

2.7.3. Kendiliginden  emiilsifiye ilag tasiyici sistemlerin  olugum

mekanizmalari

Kendiliginden emulsifikasyonun mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte
yapilan c¢alismalar incelendiginde emdilsiyon olusumu igin c¢esitli yaklagimlarin

oldugu gorulmektedir.

Reiss'e gore, sistemde dispersiyonu destekleyen entropi, dispersiyonun ylzey
alanini artirmak icin gereken enerjiden daha blyuk oldugunda kendiliginden

emdlsifikasyon meydana gelir (Reiss, 1975). Kendiliginden emdilsifiye sistemlerde,



33

ara yuzey gerilimi, ara yuzey enerjisinin benzer hale gelmesi, dagilim entropisini
azaltmasi ve olusumun serbest enerjisinin sifir veya negatif bir deger olmasi igin
yeterince duguk olmasi ile saglanir. Geleneksel bir emulsiyon olusumunun serbest
enerjisi, iki faz arasinda yeni bir ylizey olusturmak i¢in gereken enerjinin dogrudan
bir fonksiyonudur ve asagidaki esitlikle agiklanabilir (Es. 2.1) (Karwal ve digerleri,
2016).

AG=3INTr’c (Es. 2.1)

Burada G; serbest enerijiyi, N; yarigcap r olan damlaciklarin sayisini ve o; ara yuzey

enerjisini géstermektedir.

Rieger'e gore ise kendiliginden emulsifiye sistemlerin olusum mekanizmasi U¢

teori ile agiklanmaktadir (Rieger, 1986):

e Ara yuzey gerilimini azaltmak ve termodinamik stabilizasyonu saglamak
e Ara yuzey filmi olusturmak ve koalesansa karsi mekanik bir bariyer
saglamak

e Elektriksel gifte tabaka olusturmak ve elektriksel bir bariyer saglamak

Yani su ile seyrelme sonrasi ortaya g¢ikan emdulsiyon, surfaktanlar tarafindan
emulsiyon damlaciklarini ¢evreleyen tek bir tabaka olusturmak suretiyle stabilize
edilir, bu da ara ylzey enerjisinin azalmasina neden olur ve koalesansa karsi bir

bariyer saglar (Sri ve Muzib, 2015).

2.7.4. Kendiliginden emiilsifiye ila¢ tasiyici sistemlerde kullanilan bilesenler
Yaglar

Yaglar lipofilik ilacin gerekli dozunu ¢bzebilen veya kendiliginden emdlsifikasyonu
kolaylastirabilen temel bilegendir. Biyoyararlanim igin genellikle ilag ¢ozunurlGgunu

artirmak ve lenfatik taginim Gzerinde etkisinin olmasi gibi iki buylk olumlu etkisi

vardir.
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Kendiliginden emudlsifiye formulasyonlarin tasarimi igin farkli doygunluk
derecelerine sahip uzun zincirli trigliserit ve orta zincirli trigliserit yaglar kullanilir
(Bagadi, 2015). SEDDS'lerin formulasyonunda cesitli bitkisel yag turleri ve bitkisel
yag turevleri de kullanilabilir. Ancak yenilebilir yaglar buyuk miktarlarda lipofilik
ilaclari cézme yeteneklerinin zayif olmasi nedeniyle SEDDS'nin gelistiriimesi icin

cogunlukla tercih edilmezler (Shukla ve digerleri, 2016).

Ticari olarak temin edilebilen yag bilesenleri arasinda yag asitleri (oleik asit,
kaprilik asit), dogal bitkisel yaglar (soya fasulyesi yagi, aygicek yagi, hint yagi,
zeytinyag), yar sentetik mono-di-tri gliseritler (Miglyol® 810, Labrafac®, Captex®
300, Capmul® MCM, Imwitor® 742, Maisine®, Peceol®), polioksietilen glikoller
(PEG) tlrevleri veya makrogolgliseritler (Labrasol®, Labrafil®, Gelucire®), propilen
glikol yag asidi esterleri (Capryol® 90, Capmul® PG-8) bulunur (Mohsin, Shahba ve
Alanazi, 2012; Pouton, 2007).

Surfaktanlar

Surfaktanlar ylzey gerilimini azaltma ve yad ile sulu faz arasinda tek tabaka
olusturma yeteneklerinden 6tirit SEDDS formulasyonuna ilave edilen ikinci grup
bilesenlerdir. Suarfaktanlarin  ozellikleri  bir ilacin termodinamik aktivitesini,
¢6zUnUrligund, difizyonunu, pargalanmasini ve ¢dzlinme hizini degistirebilecek
sekildedir ve bu parametrelerin her biri ilag emiliminin oranini ve derecesini etkiler
(Bagadi, 2015). Ayni zamanda formulasyona ilave edilen bu surfaktanlar
SEDDS’in daha kararli hale gelmesini ve ilacin emilmesi i¢in ¢ozunur formda daha

uzun sire GiK'te kalmasini saglar.

Surfaktan molekulleri, molekuller igindeki hidrofilik grubun dogasina gére anyonik,
katyonik, amfifilik ve iyonik olmayan (noniyonik) olarak siniflandirilirken, HLB
degerlerine gore de lipofilik (HLB<10) veya hidrofilik (HLB>10) olarak kategorize
edilebilirler (Akkus Aslan, 2013). Noniyonik surfaktanlar anyonik ve katyonik
olanlara kiyasla daha duguk toksisitesinin yani sira, daha genis bir iyonik kuvvet
ve pH araliginda emdulsiyonlarin stabilizasyonunu da saglarlar (Cerpnjak ve
digerleri, 2013).
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Sik kullanilan ve oOnerilen surfaktanlar HLB degeri yiksek olan noniyonik
surfaktanlardir. Genellikle surfaktan konsantrasyonu, kararli SEDDS olusturmak
igin %30-60 a/a arasinda degismektedir ve damlacik boyutu kullanilan surfaktan
konsantrasyonu arttikga kugulmektedir (Patel ve digerleri, 2013). Ancak yuksek
miktarlarda surfaktan varligi GiK'te tahrise neden olacagindan sirfaktan
konsantrasyonunun dogru bir sekilde belirlenmesi ¢ok onemlidir. Ayni zamanda
bazi noniyonik surfaktanlarin yaygin olarak bilinen effluks tasiyicilarindan biri olan
P-gp’yi inhibe ettigi bilinmektedir. Effluks tasiyicisinin suarfaktanlar tarafindan
inhibisyonu, bilesigin bagirsak lumenine geri alinma sansini en aza indirerek
biyoyararlanimi arttirmaya katkida bulunan bir faktér olarak kabul edilir. Cesitli
tipte kullanilan sirfaktanlara Cremophor® RH 40 (HLB: 14-16), Cremophor® EL
(HLB: 12-14), Tween® 80 (HLB: 15), Tween® 60 (HLB: 14,9), Tween® 20 (HLB:
16,7) ornek olarak verilebilir (Bagadi, 2015).

Kosturfaktanlar

Kosurfaktanlar esas olarak ilag yukleme kapasitesinin arttirlmasina yardimci olur
ve formilasyona eklendiginde surfaktan konsantrasyonunun azalmasini saglar.
Kosurfaktanlar surfaktanlarin akigkanligini arttrir, dispersiyon islemini kolaylastirir
ve lokal tahris olasiigini azaltirlar. Boylece formulasyon homojenligini ve
stabilitesini arttinlmasina yardimci olur. Yaygin olarak kullanilan kosurfaktanlar
HLB degeri 10-14 arasinda olan etanol, propilen glikol, polietilen glikol,

Transcutol® P, lauroglikoldur.

2.7.5. Kendiliginden emiilsifiye ilag tagiyici sistemlerin hazirlanmasi

Faz divagramlari

Kendiliginden emdlsifiye ilag tasiyici sistemlerin geligtiriimesinde Uggen faz
diyagramlari esas olarak emulsiyon alanlarini (kompozisyon araliklarini)
haritalamak i¢in kullaniimaktadir. Faz diyagramlari fazlarin sayisini ve tiplerini, her
fazin agirlikga %'sini ve her bir fazin bilesimini belirli bir sicaklikta ve sistemin

bilesiminde belirlemek igin yararl aracglardir. Bu diyagramlar ¢ boyutludur, ancak
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¢izim ve yorum kolayhgi igin iki boyutta goésterilmistir (Sekil 2.6) (Lawrence ve

Rees, 2000; Sanghai, Aggarwal ve HariKumar, 2013).

Lamellar
soosocee
Yizey Etkin Madde
A 7 ostssats
/\\ //’

Y/S emulsiyon 2 \ ////

1D 4 Ters Miseller Faz
4
e
¢ N 5P
- -~
i = ¥
\\\\
2D o
N

Su Yag

Sekil 2.6. Ucggen faz diyagraminin iki boyutlu gosterimi (Lawrence ve Rees, 2000;
Sanghai ve digerleri, 2013)

Surfaktan-kosurfaktan karisimi yag fazi ile farkl oranlarda titre edilip Uggen faz
diyagramlarn olusturularak yag fazini en fazla alan bdlge belirlenir. Yag fazini en
fazla alan bdlgeden hareketle Km (surfaktan: kosurfaktan) orani segcilir (Beg ve
digerleri, 2013; Weerapol, Limmatvapirat, Kumpugdee-Vollrath ve Sriamornsak,
2015). Km oranina gore belirlenen surfaktan: kosurfaktan ve yag fazi su ile titre
edilir. Olusturulan Uggen faz diyagramlarindan hareketle emdlsiyon olusturma
alanlari belirlenir. Ucgen faz diyagraminin agirlik merkezi veya alan icinden
rastgele secilen formulasyonlarin damlacik buyUkligl, damlacik buyUklGgu
dagilimi, transmittans ve viskozite gibi 0Ozellikleri incelenerek en uygun

formUlasyonun elde edilmesi saglanir.

Deney tasarimi

Deney tasarimi farmasaétik Griin gelisimi, etkin maddeler, yardimci maddeler ve
uretim iglemi degiskenlerinin birbiriyle komplike bir etkilesim icinde oldugu bir
gelisim surecidir. Bu surecte istenen kalitenin ve Urln 6zelliklerinin saglanmasinda
tum degiskenlerin optimum dizeyde olmasi igin deney tasarimi ve optimizasyon

calismalari yapilir. Bu amagla farmasoétik gelistirme sirecinde uzun yillardir deney
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tasarimlarindan faydalaniimaktadir. Deney tasarimi gin gectikce pahalilasan
arastirma ve gelistirme giderlerini en dusuk seviyede tutmak igin “en az” deney
yapma prensibine dayanmaktadir (Bulut ve Ozer, 1991; Ozensoy, 1982).
Farmasotik deney tasarimi islemlerinde ise genel olarak iki parametre dnemlidir

(Abu-lzza, Garcia-Contreras ve Lu, 1996):

e Bagimsiz degigkenler ve formullasyon cevaplari arasindaki iligkinin
tanimlanmasi ve tayin edilmesi
e Bu formulasyon degiskenlerinin en iyi cevabi olusturabilecek seviyelerinin

belirlenebilmesi

Deney tasarimi (Design of Experiment-DoE) kritik iglem parametrelerinin
belirlenmesi ve tasarim alaninin olusturuimasi asamalarindan olusur. DoE
istastiksel olarak birgok avantajinin yani sira optimum cevabin belirlenmesine de
yardimci olur. Bir seferde bir degisken yerine, bir seferde birka¢ degiskeni
degistirmek etkin sonuglar alinmasini saglar. Degiskenler arasindaki etkilesimler
degisim vyapilana kadar goérilemeyecek olan sorunlara neden olabilir. DoE
sayesinde bir¢ok faktor es zamanl olarak degistirilirken, her bir faktor birbirinden
bagimsiz olarak degerlendirilir. DoE herhangi bir deney yapmadan 6nce ayrintih
bir deney plani olusturmak icin etkin bir islemdir. lyi secilen tasarimlar belirli bir
miktarda deneysel galisma igin elde edilebilecek bilgi miktarini en Ust dizeye
cikarir (Aksu, 2013). Sik kullanilan deney tasarimlari asagidaki sekilde

siniflandiriimistir.

e Tam faktoriyel tasarim
e Kismi faktoriyel tasarim
e Plackett-Burman tasarimi

e Yanit ylzey tasarimi

Tez ¢alismasinda kullanilan tasarim asagida ayrintili olarak agiklanmistir.
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Yanit ylizey tasarimlari

Yanit yuzey tasarimlari bagimsiz degiskenlerle cevaplar arasindaki baglantiyi hizli
bir gsekilde elde edilmesini saglayan istatistiksel ve matematiksel temellere
dayanan degisik alanlarda kullanilan bir yaklasimdir (Bezerra, Santelli, Oliveira,
Villar ve Escaleira, 2008). Yanit ylzey tasarimlarinda bagimsiz degiskenlere kargsi
yanit degiskenlerini daha kesin ve dogru tahmin edebilmek icin etkilesim karesel
ya da kubik modeller kurularak gerceklestirilir. Yanit yluzey tasarimlari U¢ grupta

incelenmektedir (Zolgharnein, Shahmoradi ve Ghasemi, 2013):

e Box-Behnken tasarim
e Doehlert tasarim

e Merkezi birlesik tasarim

Box-Behnken tasarim

Box-Behnken tasarimi (Box-Behnken Design-BBD) bir veya daha fazla olan
bagimli faktorler ile cevap degiskenleri olan bagimsiz faktérler arasindaki bir dizi
kantitatif deneysel parametre arasindaki iligkiyi incelemek igin onerilmektedir ve
pek ¢ok calismada basari ile kullaniimigtir (D. W. Lee ve digerleri, 2014; Poudel ve
digerleri, 2012; Shaji ve Lodha, 2008; Taha, Samy, Kassem ve Khan, 2005; Yang,
Gursoy, Lambert ve Benita, 2004).

Genel olarak tasarimin olusturulabilmesi icin G¢ seviyeli U¢ bagimsiz faktor
gerektirir. Her deneysel nokta, orta degeri bulunan duglk ve ylksek olmak Gzere 2
uc faktor seviyesine sahiptir ve tim tasarim noktalari glivenli boélge igerisinde

kalmaktadir.

BBD'In merkezi kompozit tasarim (Central Composite Design-CCD), Doehlert
tasarim ve Uc¢ seviyeli tam faktoriyel tasarim gibi diger tasarimlardan daha verimli
ve gucli oldugu dustnulmektedir. Ayrica CCD ve Ug¢ seviyeli tam faktoriyel
tasarimdan daha az deneysel galisma gerektirir ve daha ekonomiktir (Marasini ve
digerleri, 2012).
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Deney tasarimi sonucu elde edilen cevaplar Design Expert® 10 programina
yuklenerek tasarimi ifade eden en uygun model belirlenir. A, B ve C bagimsiz
degiskenler olmak Uzere lineer modelde bagimsiz degiskenler tek bagina cevabi
etkilerken (A, B ve C), 2FI (ikili etkilesim-Two-Factor Interaction) modelinde
bagimsiz dediskenlerle beraber iki farkli bagimsiz degiskenin etkilesimleri de
cevabi etkileyebilmektedir (A, B, C, AB, BC, AC). Kubik ve kuadratik modellerde
bagimsiz degiskenlerin kendileriyle olan etkilesimlerinin de (A2, B? ve C?) cevap
uzerine etkisi incelenmektedir. Uygun modelin “lack of fit tests” bolumundeki
Prob>F degerinin istatistiksel olarak anlamsiz (p>0,05) olmasi gerekmektedir.
Bagimsiz degigkenlerden hangilerinin cevaplari istatistiksel olarak etkilediginin
belirlenmesi icin varyans analizi (Analysis of Variance-ANOVA) program
tarafindan yapilir. Prob>F kismindaki p<0,05 olan bagimsiz degiskenler cevaplari
istatistiksel olarak anlamli derecede etkilemektedir. Bagimsiz degiskenlerden F
degeri buyuk olan cevabi istatistiksel agidan en c¢ok etkilemektedir. Program
bagimsiz degdiskenlere ve cevaplara gore 3 boyutlu (three-dimensional-3D) yanit
yuzey grafikleri gizebilmektedir. Bu grafikler iki bagimsiz degiskenin etkilesimleriyle

birlikte cevaplarin degisimini gostermektedir.

2.7.6. Kendiliginden emiilsifiye ilag tasiyici sistemlerde yapilan Kkalite

denetimleri

Damlacik buyuklugu ve damlacik buyuklugu dagilimi

Damlacik buyukligu ve damlacik buyuklugl dagihmi ilacin ¢dézinme hizini ve
absorpsiyonunu etkilemektedir. Damlacik buyuklugu kuculdikge yuzey alani
artarak ilacin emiliminde artis saglar (Gershanik ve Benita, 2000). Damlacik
bayukligunun ve damlacik buyUkligu dagiliminin olgilmesinde foton korelasyon
spektroskopisi ve dinamik 1sik sagilimi teknigine gore calisan (partikillerin Brown
hareketine bagli olarak 1sik sagilimindaki dalgalanmalari analiz eder) cihazlar
kullaniimaktadir (Sharma ve digerleri, 2010).



40

Kendiliginden emulsifikasyon etkinligini degerlendirme calismalari

Formulasyonlarin in vitro performasinin degerlendiriimesi disperse olabilme ve
kendiliginden emdlsifikasyon zamaninin belirlenmesi ile gerceklestirilir. Su ile
seyrelme sonucu seffaf ve homojen bir sistem ve emdulsiyon olusumu igin gerekli

olan sure degerlendirilir.

Seyreltmeye dayaniklilik

Formilasyonlarin in vivoda davranisini tahmin etmek igin GiS’teki farkli kosullar
taklit eden, farkli oranlarda ve farkli ortamlarda seyreltiimesi sonucunda emulsiyon
damlaciklarinin birlesmesi, cokmesi veya faz ayrilmasi gibi fiziksel degisikliklerin

degerlendiriimesi amaciyla yapilan ¢alismalardir.

% Transmittans

Formulasyonun damlacik boyutu hakkinda bilgi vermektedir. %100'e yakin elde
edilen bir trsansmittans degeri acik ve seffaf bir emulsiyon olusumuna isaret eder
(Khedekar ve Mittal, 2013).

Reolojik 6zellikler

Emdlsiyonlarin vizkozitesi stabilitesi ve formulasyonun kapsul disinda verilmesi
durumunda akiskanligi agisindan 6nemlidir. Emdulsiyonlarin gerilim altinda

viskozitesi artabilir veya azalabilir.

Morfolojik calismalar

Hazirlanan formulasyonlarin seyreltimesiyle olusturulan emiuilsiyonlarin yapi ve
morfolojisini  arastirmak icin gergeklestirilen c¢alismalardir. Formulasyonlarin
morfolojik agidan gdruntlilenmesinde genel olarak Cryo-transmisyon elektron
mikroskobu (Cryo-TEM) (Lee, Morrison, Frethem, Zasadzinski ve McCormick,
2014; Li, Tan, Prestidge, Nielsen ve Mullertz, 2014; Tran, Siqueira, Amenitsch,

Rades ve Mullertz, 2017) veya transmisyon elektron mikroskobu (Transmission



41

Electron Microscope-TEM) (Parmar, Patel ve Sheth, 2015; Patel, Dhingani,
Garala, Raval ve Sheth, 2014; Senapati, Sahoo ve Sahu, 2016) kullaniimaktadir.

Etkin madde yukleme calismalari

Hazirlanan SNEDDS formilasyonlara etkin maddelerin yUklenmesi sistemin
bulanik hale geldigi noktaya kadar farkli miktarlarin denenmesi ile
gerceklestiriimektedir. Sistemin berrak oldugu son noktada bilesenler homojen bir
karisim elde edilene kadar karistirilir. Daha sonra nihai formuilasyon 37°C'de bir
manyetik karistirici yardimi ile kanistirillir ve kullanilana kadar 25°C'de muhafaza

edilir.

Stabilite calismalari

Termodinamik stabilite galismalari (1sitma-sodutma, santrifijleme ve dondurma-
¢ozme calismalari) ve uzun sureli ve hizlandiriimig stabilite c¢alismalar (4°C,
2512°C/%60+5 bagl nem ve 40+2°C/%75+5 bagdll nem ortamlarinda)
yapilmaktadir (Shafig-un-Nabi ve digerleri, 2007).

in vitro coziinme hizi calismalari

SNEDDS formulasyonlarinda yapilan salim/¢ézinme hizi ¢alismalarinda genellikle
palet (Kazi, Al-Qarni ve Alanazi, 2017; Snela ve digerleri, 2019; Wang ve digerleri,
2010) ya da sepet yontemi (Syukri, Martien, Lukitaningsih ve Nugroho, 2018;
Yadav, Rastogi ve Verma, 2020) kullaniimaktadir. Ayrica formulasyonu ¢déztinme
ortamina koyabilmek icin diyaliz membran (Leichner, Menzel, Laffleur ve Bernkop-
Schnurch, 2017; Menzel ve digerleri, 2018) ya da kapsul de kullanilabilmektedir
(Cetkovic, Cvijic ve Vasiljevic, 2018; Karim ve digerleri, 2015; Rajesh ve digerleri,
2018).

in vitro lipoliz calismalari

in vitro ¢dziinme hizi calismalari her ne kadar ilacin performans ve kalitesinin bir

gostergesi olsa da lipit temelli sistemlerin degerlendiriimesinde yeterli degildir.
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SNEDDS’ler oral olarak alindiklarinda in vivo kosullarda igerdikleri yag yapisindaki
yardimci maddeler nedeniyle gastrointestinal sivilarla karistiktan sonra
lipaz/kolipaz enzimleri tarafindan sindirime ugrayabilmektedir (Sekil 2.7) (Porter ve
digerleri, 2007). Sindirim lipit temelli formulasyonlardaki sindirilebilir bilesenlerin
ilagc absorpsiyonuna etkisini ve gastrointestinal limenin ¢ézunlrlik kapasitesindeki
degisiklikleri anlamak icin dnemli bir fizyolojik slrectir. Bu slrecgte olusan kolloidal
sistemler sindirim boyunca degismektedir. Sindirim sonucu olusan lipolitik
urunlerin, safra tuzlari ve fosfolipitler ile etkilesime girerek etkin maddenin
cOkmesini onleyen emdulsiyon damlalarina, veziklllere ve son olarak misellere
donusuimunun incelenmesi gereklidir. Bu asamada in vitro ¢ozunme testleri
lipitlerin sindirimi ve emilen kisim olan misel karisimlari ve bunlarin ¢gdézinmeleri
hakkinda bir bilgi vermez. Bu nedenle lipit temelli formulasyonlarin in vitro
degerlendiriimesi ve in vivo performansinin tahmini igin in vitro lipoliz modelleri

geligtiriimigtir (Larsen, Sassene ve Mullertz, 2011).

Karaciger

Mide

— Dagilmamis yag

Gastrik lipaz

Safra kesesi
Yag damlaciklari

Pankreas i
Endojen

-~ . _BS/PL miseller

e, Ana safra kanall

. \ -
. Ince bagirsak "= )
/(/ D%\
Pankreatik kolipaz A@

oo . ince bagirsak
Pa\nkreatlk I|paz;ﬁ e

Karigik misel

Mlde

Lipid ve ilag emilimi .~

Sekil 2.7. Lipitlerin GiK’teki sindirim siireci (Porter ve digerleri, 2007)
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2.8. Kati Kendiliginden Emiilsifiye ilag Tasiyici Sistemler

Kati kendiliginden emdlsifiye ila¢ tasiyici sistem (Solid Self-emulsifying Drug
Delivery System-S-SEDDS) kavrami sivi SEDDS ile iligkili sivi ilag-ilag
etkilesimleri, ilag-yardimci madde etkilegsimleri, sivi sistem ve kapsul kabugu
arasindaki reaksiyonlar, dusuk sicaklikta ¢okme, yuksek maliyet, tat, Uretim,
siirfaktanin  GIK mukozasi (izerindeki tahris edici etkisi, kullanim ve diisiik
formUlasyon stabilitesi gibi dezavantajlarin Ustesinden gelmek igin geligtiriimesi
amagclanan yeni teknolojik yaklagsimlardir (Rehman ve digerleri, 2017; Shukla ve
digerleri, 2016; Singh ve digerleri, 2014).

S-SEDDS’ler sivi SEDDS’leri farkl kati dozaj formlarina déonustirmek icin lipidik
ve katilastirici yardimci maddelerin karsilikh etkilesimini igerir (Feeney ve digerleri,
2016). Sivi SEDDS'nin katilastirilmasi ile hem sivi SEDDS'in hem de geleneksel
kati dozaj formlarinin avantajlari birlestirilerek var olan sinirlamalar asilimistir.
S-SEDDS geligsmis ¢ozunurluk ve biyoyararlanim, Uretim sureci Uzerinde kontrol,
daha dusik dretim maliyetleri, gastrik gecisin bagimsizhgi, doz boélunmesinde
esneklik, bireyici ve bireylerarasi degiskenlikte azalma, tekrarlanabilirlik, daha iyi
tasinabilirlik, yuksek stabilite, saglamlik, dlgeklenebilirlik, guvenirlik ve artan hasta
uyuncu gibi onemli avantajlara sahiptir (Kazi, 2017; Rehman ve digerleri, 2017).
Ayrica S-SEDDS formulasyonlari uygulama hacminde olasi azalmaya, hassas
dozlamaya, ila¢ yukleme kapasitesi ve biyoyararlanimdan kayip yasanmadan elde
edilmeye olanak tanir. Mevcut olan cesitli katilastirma teknikleri ilag yukleme
kapasitesi ve kati formulasyonun sividan kati hale donusturuldikten sonra geri
kazanilmasi bakimindan birbirinden farkli olma egilimindedir. Dolayisiyla
karakteristik bir katilastirma tekniginin secimi sivi formilasyonun dogasina, ilacin
Ozelliklerine ve bunlarin seri boyutuna bagl olacaktir (Singh ve digerleri, 2014).
Kati kendiliginden emdulsifiye ilag tasiyici sistemlerle yapilan ¢alisma ornekleri ve

biyoyararlanim degerlendirmeleri Cizelge 2.12’de verilmistir:
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Cizelge 2.12. Kati kendiliginden emdlsifiye ilag tasiyici sistemlerle yapilan ¢alisma
ornekleri

Etkin madde Kullanilan sistem Cozuniirlik/Biyoyararlanim
Lopinavir Campul® MCM C8 Aerosil® 200 Biyoyararlanim Artisi
(Antiviral) Cremophor® RH 40  Aerosil® 300 Sispansiyon/S-SNEDDS 2,97 kat
Propilen glikol Neusilin® US2 Piyasa riini/S-SNEDDS 1,54 kat
(Patel, Shelat ve Maltodekstrin Bagil Biyorarlanim (%)
Lalwani, 2016) Spray-dried LPV siispansiyonu -
laktoz S-SNEDDS 297
Ticari Griin 193
Nelfinavir Maisine® 35-1 Neusilin® US2 Biyoyararlanim Artisi
(Antiviral) Labrasol® Aerosil® 200 Siispansiyon/S-SNEDDS 2,45 kat
Cremophor® RH 40 Suspansiyon/SNEDDS 1,99 kat
(Patel, Shelat ve
Lalwani, 2014)
Tizanidin Capmul® G Neusilin® US2 Biyoyararlanim Artisi
hidrokloriir Tween® 20 Piyasa preparati/S-SMEDDS 4,61 kat
(Kas gevsetici) Propilen glikol
(Pramanik ve
Thakkar, 2020)
Avanafil Labrafil® Biyoyararlanim Artisi
(Erektil disfonksiyon)  Tween® 80 Aeroperl® 300 Spedra® tablet / S-SNEDDS 3,2 kat
Transkutol® HP Bagil Biyorarlanim (%)
(Soliman, lbrahim ve Spedra® tablet 130
Ghorab, 2016) S-SNEDDS 533
Darunavir Campul® MCM C8 Neusilin® US2 Bagil Biyorarlanim (%)
(Antiviral) Transcutol® P Darunavir dispersiyonu -
Tween® 80 L-SNEDDS 203
(Inugala ve digerleri, Labrafil® Aeroperl® 300 S-SNEDDS 285
2015) Transcutol®
Tween® 80
Sinna_rizin o Labrafil® Aeroperl®300 Badil Biyorarlanim (%)
(Antihistaminik) Transcutol® Aerosil® 200 Stugeron® tablet/S-SNEDDS 190
Tween® 80 Hidrofilik
(Aboutaleb, nanosilika
Kharshoum ve Neusilin® US2
Ismail, 2016)
Ondansetron Campul® MCM Sylysia® 350 Bagil Biyorarlanim (%)
(Antiemetik) Labrasol® Sylysia® 550 Ondansetron siispansiyonu -
Tween® 20 Sylysia® 730 Zofran ODT 99,4
(Beg ve digerleri, Neusilin® US2 L-SNEDDS 580
2013) SSNEGs 534
Aripiprazol Bagil Biyorarlanim (%)
(Antipsikotik) Labrafil® M 1944 CS  Maltodekstirin Siispansiyon/ S-SMEDDS 226
Cremophor® EL Laktoz Piyasa preparati/S-SMEDDS 113
(Mahajan, Singh, PEG® 400 Mannitol

Sharma, Singh ve
Bedi, 2021)

B-siklodekstrin
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2.8.1. SEDDS'i S-SEDDS'e donustiirmek i¢in kullanilan katilagtirma teknikleri

Sivi SEDDS’lerin katt SEDDS’lere donusturulmesi igin:

e  Sivi ve yari katt SEDDS formulasyonlarin kapstllere dolumu
e  Puaskurterek kurutma
o Puaskurterek dondurma
e Liyofilizasyon
e  Superkritik akiskan yatak metodu
e Eriyik granilasyonu
e Kati taglyicilara adsorbsiyon
e  Eriyik ekstrizyon/siferonizasyon
e  Kuru emulsiyon
e Kati lipit nanopartikil ve nanoyapil lipit tagiyicilar
e Kendiliginden emdlsifiye dozaj formlari
e Kendiliginden emdlsifiye kapsuller
e Kendiliginden emdlsifiye uzatilmis ve kontrollu salim tabletler
e Kendiliginden emdlsifiye supozituvarlar
e Kendiliginden emdlsifiye uzatilmis ve kontrollu salim pelletler
e Kendiliginden emdlsifiye nanopartiktller
e Kendiliginden emdlsifiye boncuklar
e Kendiliginden emdlsifiye kati dispersiyonlar
e Kendiliginden emdlsifiye uzatilmis salimli mikrokureler

e Kendiliginden emdlsifiye implantlar

olmak uzere pek c¢ok ydntem gelistiriimistir (Karwal ve digerleri, 2016; Patel ve
digerleri, 2013). Bu yontemlerle elde edilen dozaj sekillerine ait 6érnekler Cizelge
2.13’te verilmigtir.
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Cizelge 2.13. Farkh katilastirma teknikleri ile elde edilen c¢esiti S-SEDDS
formulasyonlarina ait 6rnekler
SEDDS tipi Etkin madde Kullanilan Katilastirici Referans
yag/siirfaktan/kosiirfaktan yardimci madde(ler)
Tozlar Lerkanidipin Capmul® MCM8, Tween® Neusilin® (Kallakunta,
80, PEG® 400 Bandari, Jukanti ve
Veerareddy, 2012)
Ubikinon Cremophor® EL, Capmul® MCC (Nazzal, Zaghloul
ve Khan, 2002c)
MCM
Grandiller Ondansetron  Capmul® MCM, Labrasol®, Aerosil® 200, (Beg, Swain, Singh,
Tween 20 Sylysia® 350, Patra Ch ve Rao,
Neusilin® US2 (Zgii?t)ve
Ezetimib Capryol® 90, Lauroglycol®
FCFC)Z,yCremophor® Igli/ Aerosil® 200 Nagarsenker, 2008)
Transcutol® P
Pelletler Karvedilol Kaprilik trigliseritler, Plurol®,  Aerosil® 200, MCC (Silva ve digerleri,
(Eriyik Transcutol® HP pH 101, 2018)
ekstriizyon) HPMCAS/HPC, Talk
Pelletler Nitrendipin Miglyol® 812, Cremophor® Silikon dioksit, laktoz, (Wang ve digerleri,
(Yas RH 40, Tween® 80, krospovidon, MCC 2010)
granulasyon) Transcutol® P
Isradipin Poloksamer 407, (Trana ve digerleri,
Oleik asit, Brij® 98, Triasetin  HPMC 2013)
Pelletler Puerarin Akasya zamki, (Yu, Zhai, Cui ve
(Ekstrizyon/ Tween® 800 gliserin, etil Mannitol Liu, 2006)
sferizasyon) Progesteron oleat MCC (Abdalla, Klein ve
Madder, 2008)
Pelletler Siklosporin A Orta zincirli trigliseritler, PVP® K30 (Lei ve digerleri,
(Akigkan yatak Solutol® HS 15 2011)
kaplama) Labrafil® M1944 CS,
Cremophor EL, Transcutol
P
Kontrolli salim Koenzim Q 10 Capmul® MCM-CS8, Avicel® PH-112, (Nazzal ve Khan,
tabletler Cremophor EL Maltodekstrin, 2006)
Karvedilol Kollidon VA64
Orta zincirli trigliseritler, HPMC, MCC, Ac-Di- (Mahmoud, Bendas
HCO-40, Transcutol® HP Sol®, Aeroperl®, ve Mohamed, 2009)
Magnezyum stearat
Midede tutulan  Takrolimus Cremophor® RH40, Polietilenoksit, (Wang, Gan ve
SEDDS Monokaprilin gliserat Kitozan, Zhang, 2011)
olivinilpirolidon
Halofantrin Fistik yagi, Maisine® 35-1, HPMC, sitrik asit, Na (Khoo,
Span® 20, oleik asit bikarbonat Humberstone,
! Porter, Edwards ve
Charman, 1998)
Puskurterek Kurkumin D, L-Sulforafan, Soluplus® veya (Kamal ve digerleri,
kurutulmus Cremophor® EL, kaprik Neusilin® US2 2020)
SEDDS gliseritler
Otektik SEDDS  Ubikinon Capmul® MCM, HPMC (Nazzal, Smalyukh,

Cremophor®, Limon yagi

Lavrentovich ve
Khan, 2002b)
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Cizelge 2.13. (devam) Farkli katilastirma teknikleri ile elde edilen gesitli S-SEDDS
formulasyonlarina ait 6rnekler

Osmotik Karvedilol Gelucire® 44/14, Lutrol® Silikon dioksit, (Wei ve digerleri,
SEDDS F68, Transcutol® P Mannitol, Sitrik asit, 2007)
Sodyum bikarbonat

Siklosporin A Labrafil® M 1944CS, Stikroz, Laktoz, (Zhang ve digerleri,
Cremophor® EL, Polietilen oksit, 2013)
Transcutol® P prejelatinize nisasta
Osmotik Furosemid Miglyol® 812, Labrasol®, Kolloidal silika, (Zvonar, Berginc,
SEDDS Plurol® oleik kalsiyum klor(r Kristl ve Gasperlin,
2010)
Loratidin Captex® 200, Capmul® Polisitiren (Patil ve Paradkar,
MCM, Cremoph0r® EL 2006)

Bu tekniklerden kati tagiyicilar Uzerine adsorpsiyon katillagtirma icin kullanilan en
umut verici tekniktir. Sivi kendiliginden emdilsifiye formulasyonlari kati tasiyicilara
adsorbe edildiginde serbest akisli bir toz elde edilir. Adsorpsiyon islemi kolaydir ve
sadece bir havanda karigtirma ile tasiyicilara sivi bir formulasyon ilave edilmesini
icerir. Elde edilen toz daha sonra dogrudan kapsullere doldurulabilir veya alternatif
olarak tabletlere sikigtirlmadan once uygun eksipiyanlarla karistirilabilir.
Adsorpsiyon tekniginin en 6nemli avantaji icerik tek duzeligidir (Kelan ve Khutle,
2015). Uygun bir tasiyici Uzerine, SEDDS yuksek seviyelerde (~%70
agirlik/agirhk) adsorbe edilebilir (Katteboina ve digerleri, 2009).

2.8.2. SEDDS'i S-SEDDS'e donustiirmek i¢in kullanilan tasiyici materyaller

S-SEDDS tekniginde tasiyici maddeler ilacin sivi halden kuru toz formunun elde
edilmesinde ana rol oynar. Her tagiyicinin kendine 6zgu oOzellikleri vardir, ancak
her biri sivilar igin yeterli adsorplama kapasitesine sahip gozenekli bir yapida
olmalidir. Taslyicinin spesifik ylzey alaninin sistemlerin formilasyonunda 6nemli
bir faktor oldugu goézlenmistir (Cizelge 2.14) (Vranikova ve Gajdziok, 2013).
Tasilyict  secimi  sivi  baglama kapasitesine, tozlarin akigskanligina ve
sikigtirilabilirligine baghdir. Kimyasal yapilarina bagli olarak da tasiyicilar dort
kategoriye ayrilabilir (Cizelge 2.14) (Agarwal, Siddiqui, Ali ve Nazzal, 2009;
Hentzschel, Sakmann ve Leopold, 2011; Kahr ve Madsen, 1995; Van Speybroeck
ve digerleri, 2010).
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Cizelge 2.14. Spesifik ylzey alanlarina ve kimyasal yapilarina goére tasiyici
materyallerin siniflandiriimasi (Van Speybroeck ve digerleri, 2010;
Vranikova ve Gajdziok, 2013)

Taslyici grubu Taslyici Spesifik ylizey alani (m?/g)
Seliloz ve seliiloz Mikrokristalin sellloz ~1,18
turevleri Hidroksipropil metilselliloz
Sekerler Laktoz ~0,35
Sorbitol ~0,37
Silikatlar Magnezyum aluminometasilikat 110-300
Kaolin ~24

Yapilandirilmigs mezoporus silikatlar 1500’e kadar

Digerleri Anhidrus dibazik kalsiyum fosfat 30
Polimetakrilat -
Nisasta ~ 0,60
Magnezyum karbonat ~10

SEDDS’lerin adsorbsiyonu igcin uygun bir tasiyici seciminde silika, silikatlar,
magnezyum trisilikat, magnezyum hidroksit, talk, krospovidon, c¢apraz bagl
sodyum karboksi metil sellloz ve ¢apraz bagh metil metakrilat gibi mikro gézenekli
inorganik maddeler, ylksek ylzey alanh kolloidal inorganik adsorban maddeler,

capraz bagli polimerler veya nanopartikul adsorbanlar kullanilabilir.

Magnezyum aliiminometasilikatlar (Neusilin®, Pharmsorb®, Veegum®) cok cesitli
uygulamalar icin c¢esitli grup ve pH segenedi bulunan bir siniftir (FujiChemical,
2021). Bu tez calismasi kapsaminda adsorban olarak Neusilin® US2 segilmistir.
Neusilin® US2 magnezyum aliiminometasilikatin  (Al203-MgO-1.7SiO2-xH20)
sentetik ve amorf geklidir Genig bir spesifik yuzey alan, yuksek gozeneklilik ve
yuksek yag adsorbsiyon kapasitesine sahiptir (Cizelge 2.15) (FujiChemical, 2021).
Neusilin® US2 antibiyotikler, lipofilik etkin maddeler, az ¢6zinlr etkin maddeler,
bitkisel karisimlar ve vitaminleri iceren formulasyonlar icin dinya capinda kabul
goérmastur. Farmasotik uygulamalarda tabletler, tozlar, graniller ve kapsdullerin
kalitesini artirmak igin tasiyici ve dolgu maddesi ayrica kati dispersiyonlar ve
kendiliginden emlilsifiye ilag sistemleri icin tasiyici olarak yaygin sekilde
kullaniimaktadir.
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Cizelge 2.15. Neusilin® US2'nin karakteristik 6zellikleri (FujiChemical, 2021)

Gorunus Beyaz grandil
Beyazlik derecesi (%) >95
Kurutmada kayip (%) <7
Dansite  Kiime dansitesi (g/mL) 0,13-0,18
Sikistirilmis dansite (g/mL) 0,16-0,22
Gergek 6zgiil agirhk 2,2
Spesifik ylizey alani (m?/g) 300
Ortalama parg¢acik boyutu (um) 106
Yigin agisi (°) 30
Yag adsorbsiyon kapasitesi (mL/g) 2,7-3,4
Su adsorbsiyon kapasitesi (mL/g) 2,4-3,1

Neusilin® US2’nin avantajlari su sekilde siralanabilir:

e Adsorpsiyon kapasiteleri lipofilik yaglarin veya etkin maddelerin formule
edilebilmesi

e Neme hassas etkin maddelerin stabilitesinin artiriimasi

e Tozlarin sikigtirilabilirliginin ve akicihginin artiriimasi

e Dulsuk sikistirma kuvvetlerinde bile tabletlerin sertliginin artirilmasi

seklindedir.

2.8.3. Kati kendiliginden emiilsifiye ila¢ tasiyici sistemlerde yapilan kalite

denetimleri

Mikromeritik

Toz akisi (akis Ozelligi) bir tabletin veya kapsdullerin tekrarlanabilir bir sekilde
doldurulmasinin yani sira homojen bir doz elde etmek igin kati dozaj formlarinin
formllasyonunda ve endustriyel Uretiminde 6nemlidir. Elde edilen S-SEDDS
formUlasyonlarinda bu amagla ilgili farmakopelerde yer alan ve toz 6zelliklerinin
karakterizasyonunda ana parametreler olan kiime dansitesi, sikistiriimis dansite,
yigin acisi, Carr basilabilirlik indeksi ve Hausner orani gibi kritik parametreler

belirlenmelidir.
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Kati hal karakterizasyonu

S-SEDDS elde edilmesiyle sistemin igerdigi etkin maddenin katilagtirma ve
formUlasyonda kullanilan diger yardimci maddeler ile etkilesimlerinin incelenmesi

ve deg@erlendiriimesi amaci ile gergeklestirilen karakterizasyon ¢aligmalardir.

Diferansiyel tarama kalorimetrisi (Differential Scanning Calorimetry-DSC), ilacin
termal davraniglarini (erime noktasi, camsi gecis sicakligi), formulasyonda
kullanilan yardimci maddelerin yapisinin, ilag ve yardimci maddeler arasindaki
olasi etkilesimleri ve hazirlanan sistemin yapisinin degerlendirilmesi igin
gerceklestirilir. Numuneler kullanilan etkin maddeye go6re tarama sicakhgi
araliginda sabit bir 1sitma hizinda degerlendirilir. Sonraki ¢alismalarin basarisini

saglamak igin herhangi bir uyumsuzlugun varliginin belirlenmesi gok 6nemlidir.

Etkin maddenin S-SEDDS iginde kristal yapisini kontrol etmek igin X-i1sini toz
kinnimi (X-Ray Powder Diffraction-X-RPD) c¢alismalari, etkin maddeye ait
karakteristik molekuler baglarin durumunun belirlenmesi igin fourier dontsumlu
kizilotesi spektrofotometre (Fourier Transform Infrared-FT-IR) analizi hem etkin
maddenin hem de S-SEDDS’in morfolojilerinin incelenmesi i¢in taramali elektron
mikroskopisi  (Scanning electron microscope-SEM)  éneriimektedir. ilacin
karakteristik piklerinin veya kristallerinin kaybolmasi genellikle ilacin amorf forma
donusturidlduguni vel/veya sivi formulasyonda ¢ozunduraldigunu velveya basarili
bir sekilde S-SEDDS’e yuklendigini gosterir. Kullanilan adsorbanin porozitesinin
belirlenmesi, gbzenek hacminin incelenmesi ve adsorblama kapasitesi hakkinda
bilgi edinilmesi igin Brunauer, Emmett ve Teller (BET) teknidi kullanilarak analizler
gerceklestirilir. Elde edilen sonuglar sistemlerin adsorbana basarnli bir sekilde

yuklenmesi hakkinda da bilgi saglamaktadir.

Etkin madde yukleme kapasitesi kullanilan adsorbana, yukleme yontemine ve
yuklenecek formulasyon igerigine gore degiskenlik gostermektedir. TUm bunlarin
degerlendiriimesi i¢in yUklenen etkin maddenin sistem igindeki miktari uygun

analiz yontemi ile analiz edilmelidir.
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Tam bunlarin yaninda yine gelistirilien S-SEDDS tablet formulasyonlarinda in vitro
¢6zinme hizi galismalari, in vitro lipoliz c¢alismalari, ex vivo permeabilite

calismalari ve uzun ve kisa sureli stabilite galismalari da gergeklestiriimektedir.

2.9. in Vitro - in Vivo lligki (IVIVR) Kurulmasi

in vitro-in vivo korelasyon (IVIVC) terimi biyolojik bir ézellik veya dozaj formu
tarafindan Uretilen biyolojik bir Ozellikten turetilen parametre ile ayni dozaj
formunun fizikokimyasal bir 6zelligi veya karakteristigi arasinda matematiksel
iliskinin  kurulmasi olarak tanimlarken ilk olarak farmasétik literatlirde
biyoyararlanim ve in vitro ¢6zinme hizi kavramlarinin farkindaliginin bir sonucu

olarak ortaya ¢cikmistir (Scheubel, 2010).

En yaygin olarak kullanilan biyolojik 6zellikler dozaj formunun uygulanmasindan
sonra elde edilen Cmax veya AUC gibi bir veya daha fazla farmakokinetik
parametredir. En yaygin olarak kullanilan fizikokimyasal Ozellik ise bir dozaj
formunun in vitro ¢ézinme davranisidir (6rnegin; belirli bir kogulda salinan ilacin
yuzdesi). Biyolojik ve fizikokimyasal bu iki 6zellik arasindaki iliski daha sonra nicel

olarak iligkilendirilerek kurulmaktadir.

IVIVC ve IVIVR in vitro ve in vivo veriler arasinda baglanti kurmanin farkh iki
yoludur. Formulasyonu etkinlik ve performans o6zellikleriyle iliskilendirmede bir
¢ozinme testinin degerli olmasi igin IVIVC veya IVIVR'nin olusturulabilmesi ¢ok

onemlidir (Rojas Gomez ve Restrepo Valencia, 2015).

lliski ve korelasyon terimleri birbirine ¢ok yakin olmakla birlikte ayni anlami
tasimazlar ve biyofarmasétik bir bakis acisindan, iki terim genellikle su sekilde

tanimlanir:

IVIVC: Bir dozaj formunun (genellikle ¢ézinme veya salinma) in vitro ozelligi ve
ilgili bir in vivo yanit (genellikle "absorpsiyon" egrisi veya plazma zaman-
konsantrasyon egrisinden turetilen parametreler) ile ilgili "kantitatif* dogrusal bir

matematiksel modeli
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IVIVR: Kalitatif egilimleri gdsteren in vitro ve in vivo veriler arasinda "niteliksel" bir

siralamayi ifade eder.

Uygulamada korelasyon genellikle dogrusal bir iligkiyi ifade etmektedir (Kachigan,
1991). "korelasyon" yerine dogrusal olmayan iliskilere izin verecek daha genel bir
terim olan IVIVR’nin kullaniimasi (6zellikle IR Grdnler igin) IVIVC tipi analizinin

gelistiriimesine yardimci olabilir (Polli, 2000).

IVIVR'nin amaci bir Grinun genel absorpsiyon kinetigine ¢ozinmenin nispi
katkisini 6grenmektir ve IVIVR degerlendirmesi formulasyon 6zelliklerinin ve etkin
maddenin biyofarmasotik 6zelliklerinin, ¢éziinmenin genel absorpsiyon kinetiklerini
kontrol etme derecesini etkiledigini gostermistir (Mendyk, Tuszynski, Polak ve
Jachowicz, 2013; Polli, 2000). Bu nedenle g¢alismamizda IVIVR degerlendirmesi
MathLab® 9.10 ile gergeklestirilmistir.



3. GEREC VE YONTEM
3.1.Gereg
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

4-bromobenzeneboronik asit Sigma-Aldrich, Fransa

Antibody diluent
Antisedan®

(Son kullanma tarihi: 03/22
Seri numarasi: 1903567)

Agua mont
Aycicek yagi
Aycicek yagi
Asetonitril
Bosentan monohidrat
Capmul® MCM C8
Captex® 355
Capryol® 90
Cremophor® RH 40
Corek otu yagi
Dimetilsulfoksit
Domitor®

(Son kullanma tarihi: 12/23
Seri numarasi: 1903567)

Fosforik asit

Fosfat tamponu (PBS 10X)
Fosfotungustik asit
Formaldehit (%10)
Hidrojen peroksit blok
Hidroklorik asit (HCI)
Imwitor® 948

Imwitor® 988

Isoflurane — USP

Thermo Scientific, ABD

Orion Pharma, Finlandiya

Thermo Scientific, ABD
Bizim yag, Turkiye
Yudum, Turkiye

Merck, Almanya

Abdi ibrahim, Tirkiye
Abitec, ABD

Abitec, ABD
Gattefossé, Fransa
Sigma, ABD

Zade Vital, Turkiye
Merck, Almanya

Orion Pharma, Finlandiya

Sigma-Aldrich, Fransa
Biooptica, ABD

Sigma, ABD

Tekkim, Turkiye
Thermo Scientific, ABD
Merck, Almanya
Olechemicals, Almanya
Olechemicals, Almanya
Piramal, ABD
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Kalsiyum klorur

Keta-Control®

(Son kullanma tarihi: 12/23

Seri numarasi: 210034)
Keten tohumu yagi
Ksilen

Labrafac®

Labrafil® M 1944 CS
Labrasol®

Maisine®

Mayer hematoksilen

Sigma, ABD
Doga ilag, Turkiye

Zade Vital, Turkiye
Tekkim, Turkiye

Gattefossé, Fransa
Gattefossé, Fransa
Gattefossé, Fransa
Gattefossé, Fransa

Atomsci, Turkiye

Metanol Sigma-Aldrich, Fransa
Misir yagi Zade Vital, Turkiye
Miglyol® 812 Sigma, ABD

Miglyol® 818 Sigma, ABD

Miglyol® 840 Sigma, ABD
Monokrotalin Cayman Chemical, ABD
Oleik asit Sigma-Aldrich, Fransa
Pankreatin Sigma-Aldrich, ABD
Pamuk yagi Zade Vital, Turkiye
Peceol® Gattefossé, Fransa
PEG® 400 Sigma-Aldrich, Fransa
Potasyum dihidrojen fosfat Merck, Almanya
Referans (riin (Tracleer®) Actelion, isvigre

(Son kullanma tarihi 10/20
Parti numarasi IW067A0401)

SIF powder Biorelevant, ABD
Sitrat tampon ¢ozeltisi
Sodyum hidroksit (NaOH)
Sodyum lauril sulfat (SLS)
Sodyum klortr (NaCl)
Susam yagi Zade Vital, Turkiye

Thermo Scientific, Turkiye
Merck, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Teksol Tekkim, Turkiye
Trietilamin Merck, Almanya


https://tisserandbenelux.eu/aromatherapie/gattefosse
https://tisserandbenelux.eu/aromatherapie/gattefosse
https://tisserandbenelux.eu/aromatherapie/gattefosse
https://tisserandbenelux.eu/aromatherapie/gattefosse
https://tisserandbenelux.eu/aromatherapie/gattefosse

Transkutol® P
Tween® 20

Uzim cekirdegi yagi
Xylazinbio®

(Son kullanma tarihi: 05/22
Seri numarasi: 815527A)

Zeytinyagi

3.1.2. Kullanilan antikor ve kitler

AEC kromojen kit
Anti-Caspase-3 antibody
Anti-1L-6 antibody
Anit-eNOS antibody
Anti-TNF-a antibody
Anti-TROP2 antibody
DAB plus kit

Rat Alb (Serum albimin) ELISA kit
UltraVision polyvalent (Rabbit-mouse)

HPR kit

3.1.3. Kullanilan floresans boyalar

VivoTag® 680XL
XenoLight™ DIR

3.1.4. Kullanilan arag¢ ve geregler

12S-RS prob

24x50 lamel

-80°C derin dondurucu
0,45 um naylon filtre
Aliminyum pan

Bidistile su cihazi

Gattefossé, Fransa
Merck, Fransa

Zade Vital, Turkiye
Bioveta, Cek Cumhuriyeti

Zade Vital, Turkiye

Thermo Scientific, ABD
Bios, ABD

Bios, ABD

Abcam, ABD

Bios, ABD

Abcam, ABD

Thermo Scientific, ABD
Fine test, Turkiye
Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD

PerkinElmer, ABD
PerkinElmer, ABD

GE Healthcare, Cin
Isotherm, Cin
Thermo Scientific
Sartorius, Almanya
Shimadzu, Japonya
Barnstead D11901
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Yuzey karakterizasyon cihazi (BET)
C6zinme hizi cihazi

Dagilma testi cihazi
Diferansiyel tarama kalorimetresi
Distile su cihazi
Ekokardiyografi cihazi

Enjektor

Eppendorf tip

Franz diflzyon hucresi
Friabilitor

FT-IR spektrometre

HPLC

VIS®

insiilin enjektori

iklimlendirme dolabi
iklimlendirme dolabi

Kumpas

Kubik toz karigtirici

LC-MS/MS

Masson trikrom boyama seti
Membran filtre

Manyetik karistirici
Mikrosantrifij

Mikroskop

Otomatik pipet seti

Plastik numune kabi

Pappen

Partiktl buyuklugu élgme cihazi
Partiktl buyuklugu ve zeta potansiyel
Olcum aleti

pH metre

Polilizinli lam

Preparat saklama kutusu

Quantachrome Autorb 6B, ABD
Agilent 708-DS, ABD

Pharma Test-DIST 3, Almanya
Shimadzu DSC-60, Japonya
Niive NS112, ingiltere

GE Vingmend Ultrasound AS, Norveg
Ayset, Turkiye

Isolab, Almanya

Calikan cam, Turkiye

Roche, ABD

Perkin Elmer, ABD

Agilent 1220 LC, Almanya

Caliper LifeSciences, PerkinElmer, ABD

Beybi, Cin

Sanyo, ABD

Nuve, Tarkiye

Vernier Caliper, Rusya
Pharmag, Almanya
Shimadzu, Japonya
Biooptica, Turkiye
Sartorius, Almanya
Thermo Scientific, Almanya
Isolab, Turkiye

Olympus CH40, Almanya
Eppendorf, Almanya

LP, Turkiye

Sigma-Aldrich, Japonya
Sympatec HELOS 0728, Almanya

Malvern Zetasizer Nano, ingiltere

Ohaus, ABD
Isotherm, Cin

Isolab, Turkiye



Rodajli lam

Rotasyonel viskozimetre

Santrifj tupleri

Santrifdj

Sert jelatin kapsul (00el)

Su banyosu

Tablet makinesi

Tablet sertlik 6lgim cihazi

Taramali elektron mikroskopu (SEM)
Transmisyon elektron mikroskopu
(TEM)

Tek kullanimlik kivet

Terazi

Termostatl 1sitici

Titrando 902

Tarbidimetre

Ultrasonik banyo

UV spektrofotometre

Vorteks

X isini difraktometre

3.1.5. Kullanilan yazilimlar

DDSolver®

Design Expert® 10

IBM® SPSS® Statistics 24
ImageJ 1.530

Living Image® 4.0
WinNonlin™ 8.3
MathLab® 9.10

Isotherm, Cin

Brookfield DV llI+ Rheometer, ABD
Isolab, Almanya

Allegra X-30R, Almanya
Capsugel®, Belgika

Nuve, Turkiye

Erwaka AR 401-Korsch, Almanya
CGS-HDT 1V-3, Almanya

FEI Quanta 400 FEG, ABD

FEI Tecnai G2 Spirit, ABD

Isolab, Almanya

Phoenix Instrument, Almanya

Nive NB 20, Turkiye

Metrohm, isvigre

Velp Turbidimeter, italya

Isolab Laborgerate GmbH, Almanya
Agilent Cary 60 UV-Vis, Almanya
Firlabo, Fransa

Rigaku Ultima IV, Almanya
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3.2.Yontem

Bu tez calismasi in vitro ve in vivo olmak (zere iki ana bélimden olusmaktadir. in
vitro c¢alismalar BOS’un fizikokimyasal Ozelliklerinin belirlenmesi, ¢6zunurlik
calismalari, SNEDDS ve S-SNEDDS formulasyonlarin hazirlanmasi, bu
formuUlasyonlarin karakterizasyonu, in vitro ¢ézinme hizi ¢alismalari, in vitro lipoliz
calismalari ve ex vivo permeabilite calismalarini icermektedir. in vivo calismalar
ise geligtirlen SNEDDS ve S-SNEDDS formulasyonun referans arun ile yapilan
karsilastirmali farmakokinetik ve biyoyararlanim, in vitro-in vivo iligski kurulmasi,
farmakodinamik  ekokardiyografi, histoloji ve  biyodagihim calismalarini

kapsamaktadir.

Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’de in vitro ve in vivo olmak Uzere yapilan galismalara ait

yontem akis semasi verilmigtir.
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in Vitro Caligmalar

. 4

Bosentanin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
Cozunlrlik ve partisyon katsayisinin belirlenmesi, partiktl baytklagu, FT-IR, DSC, X-RPD
analizi

\ 4

Analitik yontemin gelistirilmesi ve validasyonu
%21 SLS, metanol, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2, FeSSIF-V2 ve sigan plazmasi igin

\ 4

SNEDDS formiilasyonun hazirlanmasi ve deney tasarimi ile formiilasyon
optimizasyonu
Formiilasyonda kullanilacak yag asidi, strfaktan, kosurfaktanin ve liggen faz diyagramlari ile
emdulsiyon olusum oranlarinin belirlenmesi, bu oranlardan hareketle DoE ile optimizasyon
galismasi

\ 4

SNEDDS karakterizasyon galigmalari
Kendiliginden emiilsifikasyon etkinliginin degerlendiriimesi, %transmittans, damlacik buyUkligi
ve PDI, pH ve sivi hacminin etkisi, tiirbidite, viskozite, morfolojik ¢alismalar, termodinamik ve
uzun donem stabilite (4°C, 25°C/%60 BN ve 40°C/%75 BN igin 1, 3 ve 6 ay) galismalari ve
etkin madde yikleme galismalari

A 4

S-SNEDDS tablet formiilasyonun gelistiriimesi ve karakterizasyon galigmalari
Optimum SNEDDS formulasyonunun Neusilin® US2’ye adsorbe ettirilmesi, optimum
adsrobsiyon oranin belirlenmesi, uygun formulasyonda mikromeritik 6zelliklerin incelenmesi,
DSC, FT-IR, X-RPD, SEM, BET, tablet karakterizasyon ¢alismalari, stabilite (4°C, 25°C/%60
BN ve 40°C/%75 BN igin 1, 3, 6 ve 12 ay) calismalari

4

Uygun formiilasyonlarda in vitro ¢éziinme hizi galigmalarinin yapilmasi
FDA'in 6énerdigi ortam olan %1 SLS iceren distile su ortaminda, aclik ve tokluk durumlarini taklit
eden FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2, FeSSIF-V2 ortamlarinda

\ 4

Uygun formiilasyonlarda in vitro lipoliz gcalismasi
Aclik ve tokluk durumlarini taklit eden FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2, FeSSIF-V2 ortamlarinda

¥

Uygun formulasyonlarda ex vivo permeabilite galigmasi
Keci bagirsagi ile FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2, FeSSIF-V2 ortamlarinda

Sekil 3.1. in vitro calismalara ait ydntem akis semasi
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in Vivo Galismalar

¥

Biyoyararlanim ve farmakokinetik caligmalar
Siganlarda AUC, Cmax, tmax, Ka, t112, V4, Cl gibi farmakokinetik parametrelerin belirlenmesi ve
aclik ve tokluk biyoyararlanim degerlendirmesi

A 4

in vitro - in vivo iliski (IVIVR) kurulmasi
in vitro ¢éziinme hizi verileri ve in vivo plazma konsantrasyonu verileri arasinda iligkinin
MathLab® 9.10 ile degerlendiriimesi

\ 4

Ekokardiyografik caligmalar
Ekokardiyografik 6l¢ciim sistemi ile sag ventrikil duvar kalnhgi, sad ventrikil diyastol sonu ¢api
ve hastaligin dliizeyini tahmin etmek igin trisklspit yetmezlik élglimleri yapilmasi

4

Histolojik calismalar
intimal kalinlagma, medial kalinlasma, pleksiform lezyon gelisimi, apoptoz (Kaspaz-3),
inflamasyonu (IL-6), hepatosit dejenerasyonu (TROP2), inflamasyon ve hasar (IL-6, TNF-a)
primer antikorlar ile immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi, hepatosit-iligkili
transkripsiyon faktort olan albimin seviyesinin ELISA ile belirlenmesi

4

Biyodagilim (in vivo gériintiileme - 1VIS®) galigmalari
Vivotag® 680XL ve XenoLight™DIR boyalari ile hazirlanan ve floresan olarak isaretlenen
formulasyonlarin ADME agisindan degerlendiriimesi

Sekil 3.2. in vivo calismalara ait ydntem akis semasi

3.2.1. Bosentanin fizikokimyasal ozellikleri Gizerine yapilan ¢aligmalar

BOS'un fizikokimyasal 6zelliklerini belirlemek amaciyla ¢ézinlrlik ve partisyon
katsayisi degerlerinin bulunmasi, partikul buyuaklugu analizi, FT-IR analizi, DSC ve

X-RPD analizi gergeklestirilmigtir.
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%1 SLS iceren distile su ortamindaki cozinurlik calismasi

BOS’'un FDA’nin 6nerdigi ¢cozinme hizi ortami olan %1 SLS igeren distile suda
¢6zunurlugunun belirlenebilmesi igin  ornekler UGg¢ paralel olacak sekilde
25+0,5°C’de ve 37%0,5°C’de 24 saat boyunca manyetik karistirici Uzerinde
kanstirnlmistir.  Asinn - doymus  ¢Ozelti  hazirlayabilmek igin  ortamlara
¢ozlnebileceginden fazla etkin madde eklenmistir. Cam flakonlara konulan
orneklere 10 mL ¢dziinme ortami eklenmis ve agzi kapatilmistir. Orneklerden 1 ve
24. saat sonunda 5 mL alinarak 0,45 pm filtreden suzilmus, UV
spektrofotometrede maksimum dalga boyunda absorbansindan hareketle
konsantrasyonu analiz edilmistir. Doygunluk ¢oézundrliginden hareketle ¢éziinme

hizi ¢calismasi igin bagil sink kosul hesaplanmigtir (Es. 3.1).
Bagil sink kosul = Cs/Cp (Es. 3.1)
Cs: Doygunluk ¢ozunurligu (mg/mL)

Cp: COzUunme ortamindaki ila¢ konsantrasyonu (ilacin dozu/¢dzinme ortami

hacmi) (mg/mL)

Partisyon katsayisinin belirlenmesi

BOS’un partisyon katsayisinin belirlenmesi amaciyla 20 mL su ve 20 mL oktanol
birbiri ile 25°C’de 24 saat doyurulmus, 24 saatin sonunda etkin maddenin fazlasi
(~30-35 mg) eklenerek 25°C ve 37°C’de manyetik karistircida 24 saat
kanstiriimistir. Slre sonunda ayirma hunisine alinarak 6 saat bekletiimis ve
fazlarin  ayrimi  saglanmigtir.  Ayrilan  su  fazlarinin  derisimleri UV
spektrofotometrede maksimum dalga boyunda absorbansindan hareketle
konstrasyonu analiz edilerek logP degeri hesaplanmistir. Partisyon katsayisi
hesaplanmasi ¢alismalari iki sicaklik i¢in U¢ paralel olacak sekilde yuratulmustur.
Elde edilen derisimlerden hareketle partisyon katsayisini hesaplamak igin Es. 3.2

kullaniimisgtir.
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Iog P= Iog [Coktanol/CDistile Su] (E§ 32)

P: Partisyon katsayisi
C: Konsantrasyon (mg/mL)

Partiktl bayuklugd analizi

BOS’un partikal bayuklugu tayini icin etkin madde ¢dzinmedigi distile su ortami
icinde disperse edilmis Sympatec HELOS 0728 aleti kullanilarak partikdl
blyukligli ve dagilimi belirlenmistir.  Olgiimler (ic paralel olacak sekilde

yaratalmastar.

FT-IR analizi

BOS’un Perkin Elmer Spectrum 400 FT-IR spektrofotometresi ile toz halinde 650-

4000 cm dalga sayisI araliginda spektrumu cgekilmis ve degerlendirilmistir.

Erime derecesi tayini

BOS'un DSC analizi Shimadzu DSC-60 diferansiyel taramali kalorimetre
kullanilarak yapilmistir. Aliminyum pan igine vyerlegtirilen 6rnegin 10°C/dk’hk

artislarla 20-300°C araliginda analizi gergeklestirilmistir.

X-RPD analizi

BOS’un X-RPD analizi Rigaku Ultima IV cihazi kullanilarak 40 kV/30 mA X-ray
parametreli, 2-60 derece tarama araliginda tarama hizi 0,02 derece/dk olacak
sekilde gergeklestiriimigtir.

3.2.2. Bosentanin in vitro miktar tayini
BOS’un miktar tayini UV spektrofotometre ve UV dedektorll yuksek basingli sivi

kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography—HPLC) yoéntemleri ile
gerceklestirilmigstir.
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Bosentanin UV spektrofotometrede dalga boyunun belirlenmesi

BOS’un ¢6zinurligunun belirlenmesi igin (¢6zinme hizi testinde de FDA’nin
onerdigi ortam olan) %1 SLS igeren distile su, partisyon katsayisi deneyi igin
distile su ve yag ¢ozunurlik deneyleri i¢in kullanilacak olan metanol igin sirasiyla
10 ug/mL ve 20 ug/mL konsantrasyonlarinda c¢oézeltileri hazirlanmis ve 200-800
nm dalga boyu arahginda Agilent Cary 60 UV-Vis ile UV spektrumu, 1x1 cm’lik
kuvartz kuvetler icerisinde taranarak BOS’a ait maksimum dalga boyu (Amaks)

degerleri saptanmistir.

Kalibrasyon dogrularinin cizilmesi

BOS’un ¢ozunarluk, ¢ézunme hizi deneylerinde, miktar tayininde, partisyon
katsayisinin hesaplanmasinda ve farkh yadlardaki ¢ézunurlik tayinlerinde
kullaniimak Uzere %1 SLS igeren distile suda, in vitro ¢ézinme hizi ortamlarinda
(%1 SLS iceren distile su, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2), distile
suda (5 mg etkin madde igin 10 mL metanol kosolvan olarak kullanilarak) ve
metanolde standart dogrulari ve standart dogru denklemleri bulunmustur. BOS’un
¢bzunurluk deneyi %1 SLS igeren distile su i¢in 50 pg/mL, in vitro ¢ézinme hizi
ortamlari i¢in 40 pug/mL, distile su ortami ve metanol i¢in 100 ug/mL derisimde stok
¢ozeltisi hazirlanmistir. Uygun seyreltmeler yapilarak ¢ézunarlik deneyi %1 SLS
iceren distile su igin (UV) 4-18 pug/mL, %1 SLS igeren distile su ¢éziinme hizi
ortami icin (HPLC) 0,0195 pg/mL-10 ug/mL, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve
FeSSIF-V2 ortamlari igin 0,5 pg/mL-20 ug/mL, distile su igin (UV) 10-40 pg/mL ve
metanol i¢in (UV) 10-35 pg/mL arasinda ¢Ozeltileri hazirlanmigtir. Her bir ortam
icin 3 ayn seri ¢Ozeltisi hazirlanmis, édnceden belirlenen Amaks'ta bu derisimlere
karsilik gelen absorbans degerleri okunmustur. HPLC ¢alismalarinda BOS
derisimine karsi ortalama pik alani, UV spektrofotometre c¢alismalarinda ise

derisime karsi ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir.

Miktar tayini icin kalibrasyon dogrularinin bulunmasinda en kuguk kareler yontemi
uygulanmis, standart dogru denklemi elde edilmistir. Korelasyon katsayisi (R?),

kesisim ve regresyon dogrusunun egimi hesaplanmistir. Miktar tayini yontemleri
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icin sonuglar ortalama, standart sapma (SS) ve % varyasyon katsayisi (% VK)

olarak verilmigtir.

Bosentanin UV spektrofotometre ile in vitro miktar tayini yontem validasyonu

Dogrusallik

Bir analitik yontemde calisilan aralikta dogrusal bir iligkinin olup olmadigi
degerlendirilmelidir (ICH, 1994). ICH Q2B’de dogrusalligin gosterilmesi i¢in en az
bes nokta Onerilmektedir. Bu amagla BOS’un 100 pg/mL konsantrasyonda stok
¢cozeltisi hazirlanmistir. Bu stok c¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile farkl

konsantrasyonlar degerlendirilmigtir.

Dogruluk ve geri elde

Analitik yontemin dogrulugu analiz ile elde edilen degerlerin gercek degerlere olan
yakinhgidir. Dogruluk, deneyde bilinen miktar ilave edilmis 6rnekle % geri
kazanilan veya belirlenen guven araliginda ortalama deger ve gercek deger
arasindaki fark olarak degerlendirilebilmektedir. BOS’un in vitro miktar tayini igin
kullanilan yontemin dogrulugunun test edilmesinde 3 farkh konsantrasyonda
toplam 6 farkh seri ¢ozelti hazirlanarak analiz edilmis ve % geri elde degerleri
hesaplanmistir (Es. 3.3) (ICH Q2B, 1996).

% Geri Elde = (Olgulebilen Konsantrasyon/Eklenen Konsantrasyon) x 100  (Es. 3.3)
Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi dnceden belirlenen sartlar altinda ayni numuneden
alinan birden fazla 6rnek igin elde edilen bir dizi 6lgim sonuglarinin yakinhg ile

degerlendiriimektedir. Kesinlik U¢ duzeyde incelenmektedir: Tekrar edilebilirlik, ara
kesinlik, tekrar elde edilebilirlik.
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Tekrar edilebilirlik

Tekrar edilebilirlik kisa bir zaman araliginda ayni sartlar altindaki kesinligi ifade
etmektedir. Bu ayni zamanda oOrnek i¢i kesinlik olarak da bilinmektedir. Tekrar
edilebilirlik icin belirlenen aralikta en az 9 dlgim (6rnegin; 3 konsantrasyon/3
tekrar) veya test konsantrasyonun %100’Unde en az alti dlgim Onerilmektedir
(ICH, 1994). BOS’un miktar tayini yontem validasyonu icin 3 farkh

konsantrasyonda 3 tekrarli dlgum yapilmistir.

Ara kesinlik

Bu parametre ile rastgele secilen degigkenlerin analitik yontemin kesinligi
uzerindeki etkileri saptanmalidir. Bu degiskenlere farkli gunler, farkli analistler ve
farkli ekipmanlar 6rnek olarak verilebilir. Bu amacla 3 farkli konsantrasyonda BOS

iceren ¢Ozeltiler 3 farkli gun iginde hazirlanarak olgtlmustur.

Tekrar elde edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik laboratuvarlar arasi denemenin degerlendiriimesi ve bir
yontemin standardizasyonu durumunda 6nem tasir ve deneyler arasi kesinligin
saptanmasinda kullaniimaktadir. Bu amagla 3 farkli konsantrasyonda 6 c¢ozelti

hazirlanarak analiz edilmigtir.

Ozgiinliik ve segicilik

Yontemin 6zgunlidu numune iginde bulunabilecek maddeler (bozunma Urlnleri ve
safsizliklar gibi) varliginda, analiti dogru sekilde 6lgme yeteneginin dlgtsudur
(Thompson, Ellison ve Wood, 2002; van Zoonen, Hoogerbrugge, Gort, van de
Wiel ve van 't Klooster, 1999). Yontemin etkin maddeye olan o6zgunluguna
gOstermek amaciyla ayni dalga boyu araliginda BOS etkin maddesini igceren ve
icermeyen oOrneklerin UV spektrumu alinarak BOS ile ayni dalga boyunda

maksimum absorbans verip vermedigi incelenmigtir.
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Duyarlilik ve saptama siniri

Bir analitik yontemin tayin aralidi numune igcindeki analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir dogruluk ve tekrarlanabilirlikte tayin edilebilecegi en dusuk
konsantrasyonudur. Saptayabilme siniri (LOD) ve kantitatif olarak tayin
edilebilecegi en klgclk konsantrasyon degeri (LOQ) ile ifade edilir. Duyarlilik ve

saptama siniri Es. 3.4 ve Es. 3.5 hesaplanmistir (EMA, 1995):

Duyarlilik sinirt (LOD) =(3,3x0)/S (Es. 3.4)
Saptama sinir (LOQ) =(10x0)/S (Es. 3.5)

o: kalibrasyon dogrusunun standart hatasi

S: kalibrasyon dogrusunun egimi

Stabilite

BOS’un calisma slresi boyunca ¢ozelti icindeki stabilitesi goéstermek amaciyla
25°C metanol ortaminda 15 ug/mL konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlandiktan

hemen sonra 1, 2 ve 24. saat sonundaki miktarlari tayin edilmigtir.

Bosentanin HPLC ile in vitro miktar tayini yontem validasyonu

BOS’un miktar tayini gcalismalarinin diger bir kismi ise UV dedektorli HPLC cihazi
ile gergeklestiriimistir. HPLC yodntemleri FDA’'nin 6nerdigi %1 SLS igeren distile su,
FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlarindaki in vitro ¢ézinme hizi

¢alismalari igin kullanilimistir.

BOS’'un miktarinin tayin edildigi in vitro deneylerin gergeklestiriimesinde
monograftaki analiz yéntemi temel alinmis (USP, 2012) ve Agilent 1220 Infinity LC
HPLC kullaniimigtir. HPLC’de mobil faz oranlari, akis hizi, dalga boyu gibi
parametreler degistirilerek en uygun calisma sartlari belirlenmigtir. FDA’nin
onerdigi ortam, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlarinda HPLC
yontemi ile yapilan miktar tayini validasyonu icin kullanilan cihaz ve yontem

kosullar Cizelge 3.1’de verilmistir.



Cizelge 3.1. Farkh ortamlar igin kullanilan HPLC ydntem kosullari

%1 SLS iceren distile su

FaSSIF

FeSSIF

FaSSIF-V2

FeSSIF-V2

Cihaz

Kolon

Mobil faz
Kolon sicakligi

Akis hizi (mL/dk)

Enjeksiyon hacmi
(MWL)
Dalga boyu (nm)

Stok hazirlanmasi

Stok numuneler
(ng/mL)

Allkkonma zamani
(dk)

Agilent 1220 Infinity LC

XSelect® HSS C 18
5 um, 4,6x250 mm

Asetonitril: Tampon
(55:45 h/h)

25°C
15

100

220

1 mg BOS %1 SLS igeren
distile su ile 50 mL’ye
tamamlanmistir (20pg/mL).

10; 8; 5; 4; 2,5; 1,25;
0,625; 0,3125; 0,1563;
0,0781; 0,0391; 0,0195

5,5

Agilent 1220 Infinity LC

XSelect® HSS C 18
5 um, 4,6x250 mm

Asetonitril: Tampon
(55:45 h/h)

25°C
15

100

220

2 mg BOS, 2 mL
metanolde ¢ozulip
FaSSIF ile 50 mL’ye
tamamlanmistir
(40pg/mL).

Agilent 1220 Infinity LC

XSelect® HSS C 18
5 um, 4,6x250 mm

Asetonitril: Tampon
(55:45 h/h)

25°C
1,5

100

220

2mg BOS, 2 mL
metanolde ¢ézulip
FeSSIF ile 50 mL’ye

tamamlanmistir

(40pg/mL).

Agilent 1220 Infinity LC

XSelect® HSS C 18
5 um, 4,6x250 mm

Asetonitril: Tampon
(55:45 h/h)

25°C
15

100

220

2 mg BOS, 2 mL
metanolde ¢ézulip
FaSSIF-V2 ile 50 mL’'ye
tamamlanmistir
(40pg/mL).

20; 18; 16; 14, 12; 10;
8:5;4;2;1,0,5

51

Agilent 1220 Infinity LC

XSelect® HSS C 18
5 um, 4,6x250 mm

Asetonitril: Tampon
(55:45 h/h)

25°C
15

100

220

2 mg BOS, 2 mL
metanolde ¢ézulip
FeSSIF-V2 ile 50 mL’ye
tamamlanmigstir
(40pg/mL).

L9
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Dogrusallik

Yontemin dogrusalligi hazirlanan numunedeki etkin madde miktarinin belli bir
deger araligi igerisindeki derigimi ile elde edilen yanitin dogru orantili oldugunun
ifadesidir. Dogrusalligin kurulmasi i¢in en az 5 konsantrasyon kullaniimahdir (ICH
Q2, 2005). Dogrusallik parametresini gostermek icin %1 SLS, FaSSIF, FeSSIF,
FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 igerisinde BOS’un stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu stok
¢cOzeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak 12 farkli derisim hazirlanmis ve
HPLC'ye enjekte edilmigti. Ug ayri stok g¢ozeltiden elde edilen farkli

konsantrasyonlar analiz edilmistir.

Dogruluk ve geri elde

Bir analiz yonteminin dogrulugu, bu yontem kullanilarak Olgulen degerin gergek
degere yakinhigidir. Miktar tayini yonteminin dogrulugu, konsantrasyonu bilinen
orneklerin analiz edilmesiyle elde edilen geri elde etme yuzdesine baghdir. Bu
deger %95 olasilikla daha onceden kabul edilen olgutler arasinda kalmalidir.
BOS’un %1 SLS igeren distile su, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2
ortamlarinda hazirlanan %80, %100 ve %120’lik c¢dzeltilerinde kalibrasyon

denklemi kullanilarak geri elde miktarlari hesaplanmigtir.

Kesinlik

Kesinlik bir yontemin birbirini izleyen olgumleri arasindaki yakinligin derecesini
ifade etmektedir. Analitik yontemin kesinligini tayin etmek amaciyla deney igi ve

deneyler arasi kesinlik galismalari yapilmistir

Tekrar edilebilirlik

BOS’un deney ici kesinligi, %1 SLS iceren distile su ortami igin stok ¢dzeltiden
0,625 pg/mL derigsimde, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlari igin
stok ¢ozeltilerden 10 pg/mL derisimde hazirlanan ¢ozeltilerinin arka arkaya 10 kez

HPLC'’ye enjekte edilmesiyle degerlendirilmigtir.
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Tekrar elde edilebilirlik

BOS’'un deneyler arasi kesinliginin belilenmesinde %1 SLS igeren distile su
ortami igin stok ¢ozeltiden 0,625, 5, 10 yg/mL derigsimlerde, FaSSIF ve FaSSIF-V2
ortamlari igin stok ¢ozeltiden 5, 10, 16 pg/mL derisimlerde, FeSSIF ve FeSSIF-V2
ortamlari igin stok c¢ozeltiden 6, 10, 16 ug/mL derisimlerde c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu érnekler birbirini takip eden 3 gun icinde HPLC’ye 3 kez enjekte

edilmesiyle degerlendirilmigtir.

Ozgiinliik ve secicilik

Ozgiinliik ve segicilik analiz edilecek maddeleri matristeki diger maddelerin
varliginda dogru olarak ayirt edebilmesidir ve kullanilan analiz yonteminin sadece
analiz edilmek istenilen maddeyi saptamasi gerekmektedir. Formulasyon
icerisindeki yardimci maddelerin ayni dalga boyunda absorbans gosterip
goOstermediginin kontroll yapilmistir. Bu amagla etkin madde icermeyen SNEDD
sistem ¢oOzeltilerinin ortamlari ve etkin madde iceren ¢ozeltilerinin ortamlari 220 nm

dalga boyunda HPLC’ye enjekte edilmistir.

Duyarliklik ve saptama siniri

Duyarliik bir analitik yontemin saptayabilecegi en kuguk konsantrasyon degeri
olup LOD ve kantitatif olarak tayin edilebilecedi LOQ ile ifade edilir. Duyarhlik ve
saptama siniri Es. 3.4 ve Es. 3.5 ile hesaplanir.

Stabilite

BOS’'un %1 SLS iceren distile su, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2
ortamlari igindeki 10 pg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltileri stabilite ¢calismalarinda
kullanilimigtir. Cozeltilerin 4°C, 25°C ve 37°C sicakliklarda hazirlanir hazirlanmaz
ve 24. saatteki stabiliteleri incelenmistir. Numuneler hazirlanir hazirlanmaz ve 24.

saatte HPLC ile analiz edilmistir.
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3.2.3. Bosentanin in vivo miktar tayini

Farmakokinetik calismalarin degerlendirilebilmesi i¢in siganlardan elde edilen
plazma oOrneklerinden BOS’un in vivo miktar tayini, analizi ve validasyonlari
LC-MS/MS yéntemi ile Ege Universitesi ilagc Gelistirme ve Farmakokinetik
Arastirma Uygulama Merkezi (ARGEFAR)'da yapilmistir.

LC-MS/MS yontemiyle analizler Shimadzu UFLC sistemi & Shimadzu MS/MS
8060 cihazi ile yapimigtir. LC-MS/MS sistemi maddelerin kutlesine (kutle
spektrum: mass spectrum-MS) gére ayirim yapan bir sistemdir. Maddeler MS
kisminda kutle/ydk oranlarina gére molekullerine ayrilirken sivi kromatografi (LC)
yardimiyla hizli, hassas ve segici sekilde analiz gerceklestirir. Boylelikle her iki
sistemin ayirt edici Ozellikleri birlestirilerek Sivi kromatografi/Tandem Kitle

Spektrometrisi (LC-MS/MS) sistemini olusturur.

LC-MS/MS sistemi calisma kosullari

Calismanin bu asamasinda miktar tayini analizinin optimum parametrelerini
bulmak icin cesitli ¢galismalar yaparak en yuksek intensiteyi (hassasiyeti) elde
edilecek metot geligtirilmistir. LC kisminda kullanilacak uygun mobil fazi
bulabilmek icin formik asitin iyonlastirmayi arttirici etkisinden faydalaniimistir. En
uygun intensite %0,1’lik formik asitli su ve asetonitril ile hazirlanan mobil faz ile
elde edilmistir. LC-MS/MS ile yapilan analizlerde kullanilan sistem 06zellikleri
Cizelge 3.2’de belirtilmigtir.

Cizelge 3.2. LC-MS/MS sistem ozellikleri

Donanim Shimadzu UFLC

Dedektor MS/MS 8060

Kolon Zorbax® Eclipse XDB-C18, 150 x 4,6 mm 5p
Mobil Faz A %0, 1’lik formik asitli su

Mobil Faz B Asetonitril

Kolon firini sicakhigi  40°C
Mobil faz akig hizi 1 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 2L
Polarite Pozitif
Analiz siiresi 6 dk
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LC-MS/MS sisteminin LC kisminda kullanilan akisa ait mobil fazin gradienti

Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. LC-MS/MS sisteminin HPLC kisminda kullanilan akig gradienti

Zaman (dk) Mobil faz A (%) Mobil faz B (%) Hiz (mL/dk)

0,01 10 90
1,50 10 90
1,70 90 10 1,000
4,00 90 10
4,10 10 90
6,00 10 90

LC-MS/MS sistemindeki cihaz sartlari Cizelge 3.4'te verilmistir. Analizlerde

etadolak i¢ standart (Internal standart-1S) olarak kullaniimistir.

Cizelge 3.4. LC-MS/MS sistemi cihaz gartlari

Bosentan Etadolak
m/z (kitle/yiik) 552,000 288,300
MS/MS 508,200 270,200
Zaman (msaniye) 50 50
CE (volts) -25 -15
Isitma gazi akisi 10 L/dk
Kurutucu gaz akisi 10 L/dk
Arayiiz sicakhgi 300°C
DL sicakhgi 250°C
Polarite Pozitif
Tarama tipi MRM (MRM)

LC-MS/MS sistemiyle analizde plazma ekstraksiyon yéntemi

BOS'un LC-MS/MS sistemiyle analiz edilebilmesi igin plazma &rneklerinden

ekstraksiyonu agagidaki gibi gergeklestirilmistir:

e Sigan plazmasindan 200 pL alinarak Uzerine 1 pg/mL derisimindeki i¢
standardindan (etadolak) 4 uL eklenir.
e Uzerine 40 pL %0,1’lik formik asitli su ilave edilir ve 30 saniye karigtirilir.

e Uzerine 1,2 mL etil asetat: asetonitril (3/1; h/h) ilave edilir.
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Bes dakika karistirihir.

Santrifijleme islemi +4°C’de 4500 rpm’de 10 dakika boyunca
gerceklestirilir.

Ust faz 40°C’ de azot gazi altinda kuruluga kadar ugurulur.

Mobil fazdan 200 pL (%0,1’lik formik asitli su/asetonitril; 50/50, h/h)
eklenerek 15 dakika ultrasonik bonyada ¢ozunduruldr.

Santrifijleme iglemi +4°C'de 15300 rpm’ de 10 dakika boyunca
gergeklestirilir.

HPLC viyaline alinir ve enjeksiyon yapllir.

LC-MS/MS sisteminin miktar tayini yéntem validasyonu

BOS’un LC-MS/MS sisteminde miktar tayini yéntem validasyonunda incelenen

validasyon parametreleri asagidaki gibidir:

Stok ¢ozelti kararlligi

GuUn i¢i dogruluk ve kesinlik

Gunler arasi dogruluk ve kesinlik

Segicilik ve secgimlilik

Carry-over (tasinma)

Matriks etkisi

Dilisyon dogrulugu

En disuk miktar saptama alt siniri (LLOQ)
Kisa sureli oda sicakhgi kararhligi

Donma erime kararlihgr (DEK)

3.2.4. SNEDDS formiilasyonu gelistirme ¢aligsmalari

Formulasyon gelistirme calismalari optimum formulasyonun geligtiriimesi amaciyla

gerceklestirilen c¢alismalarin timidnld kapsayan calismalardir. Kati kendiliginden

nanoemulsifiye olan sistemlerin gelistiriimesinde ilk asama kendiliginden

nanoemuilsifiye olan sivi sistemin olusturulmasidir. SNEDDS olarak adlandirilan

bu sistemler yapisinda su bulundurmayan yag, surfaktan ve kosurfaktan igeren
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izotropik karisimlar olarak bilinmektedir ve bu sistemler su ile bir araya geldiginde
kendiliginden y/s tipinde nanoemilsiyon olusturmaktadir. Bu amagla oncelikli
olarak BOS’un farkli yag gruplarindaki ¢ozunurlugu igin deneyler gerceklestiriimis

daha sonra formulasyon ¢aligmalarina gegilmigtir.

Farkli yaglardaki cozunurlik calismalari

BOS’un orta zincirli trigliseritler (Miglyol® 812, Miglyol® 818, Miglyol® 840, Captex®
355, Labrafac®), orta zincirli mono ve digliseritler (Capmul® MCM C8, Imwitor®
948, Imwitor® 988), uzun zincirli yag asitleri (Misir yagdi, aygicek yagi, ¢orek otu
yagl, susam yagl, zeytinyagi, uzum c¢ekirdedi yagi, oleik asit, keten tohumu yagi,
pamuk yagi), uzun zincirli mono ve digliserit karisimlari (Maisine®, Peceol®) ve
propilen glikol esteri (Caproyl® 90) gruplarindaki ¢ézindrliginin belirlenmesi igin
etkin maddenin fazlasi 5 mL yad iceren viyale ilave edilmis ve 30 saniye
kanstinimistir. Daha sonra 25°C’de 72 saat boyunca manyetik karistiricida
kanstiriimigtir. Stre sonunda 3000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifuj edilerek
berrak kismi alinmistir. Alinan berrak kismin metanol ile stok ¢ozeltisi hazirlanmis
ve uygun konsantrasyonlarda seyreltilerek metanol igin belirlenen Amaks degerinde
UV spektrofotometrede analiz edilmistir. Cozunurlik degeri yuksek ¢ikan yaglar

igin ¢dzunurluk galismasi Ug paralel olacak sekilde tekrarlanmistir.

Hidrofilik-lipofilik balans (HLB) degeri

HLB dederi surfaktan 6zellikli maddelerin suda ¢dzinen molekuler ucun (bas)
molekul agirhginin, yagda ¢ézunen molekuler kismin (kuyruk) molekul agirhgina
oranidir. Surfaktan Ozellikli maddelerin 1-20 arasinda olan HLB degerleri 9'un

uzerinde hidrofilik, 9'un altinda ise lipofilik 6zellik gésterir.

HLB degerinin hesaplanmasi

Emdulsiyonun o6zelliklerini ve tipini dnceden belirlemek i¢in ampirik bir hesaplama
yontemi olarak geligtirilmistir. Yag-surfaktan-kosUrfaktan karisimi  kullanarak
emdulsiyonun olugmasi icin istenilen HLB degeri Es. 3.6 ile hesaplanabilir (Im-

Emsap, Paeratakul ve Siepmann, 2002).
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HLBkansim = Yagnis X % Yag + Surfaktanys x % Surfaktan +Kosurfaktanuie X % Kosurfaktan
(Es. 3.6)

Ucgen faz diyagramlarinin olusturulmasi

Uggen faz diyagramlarinin  olusturulmasi etkin  maddenin  ¢ozinarlik
calismalarindan elde edilen veriler ve HLB degerleri dogrultusunda

gergeklestirimistir.

Surfaktan ve kosurfaktan orani 9:1’den 1:9’a olacak sekilde taranarak tek tur
karisimlar elde edilmigtir. Elde edilen bu homojen karisimlar daha sonra yine 9:1—
1:9 oranlarinda yag ile karigtirlarak homojen bir sistem olusturulmustur.
Olusturulan bu sistemler daha sonra su ile titre edilerek nanoemdulsiyon alanini
iceren ucgen faz diyagramlarinin sinirlari belirlenmistir. Olusturulacak olan
SNEDD sistemlerde yag oraninin %20’den az, geriye kalan kismin ise surfaktan
ve kosurfaktan icermesi gerektigi belirtiimistir (Pouton, 2006). Dis fazi su olan
kendiliginden emulsifiye sistemlerin olusturulmasinda arzu edilen HLB degeri ise
8-18 arasinda olmalidir, bu nedenle bilesenler belirlenirken HLB degerleri g6z

onunde bulundurulmahdir (Subramanian ve Siddalingam, 2017b).

Uggen faz diyagramlari Microsoft Visual Basic kullanilarak gelistirilen bir yazihm
programi kullanilarak olusturulmustur. Bu yazilim programi ile nanoemulsiyon
icerisindeki su, yad ve surfaktan: kosurfaktan yluzde degerleri girilir ve otomatik
olarak ucgen faz diyagramlari agirik merkezleri ile elde edilir (Akartas ve
Karasulu, 2020).

Uzun zincirli mono ve digliserit karisimlari kullanilarak vyapilan formulasyon

calismalari

Formullasyon gelistirme calismalari igin etkin maddenin yaglardaki ¢ézunarlaga,
surfaktan ve kosurfaktanin HLB degerleri dikkate alinarak bilesenler segilmis ve
Cizelge 3.5'te verilmistir.
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Cizelge 3.5. Formulasyonda kullanilan bilesenler ve HLB degerleri

Yag YEM YYEM
Maisine® (1) Cremophor® RH 40 (15) Labrasol® (14)
Peceol® (1) Cremophor® RH 40 (15) Labrasol® (14)

Yag, surfaktan ve kosurfaktanin karisabilirligini saptamak amaciyla, cesitli
oranlarda (9:1-1:9) surfaktan:kosurfaktan karistirilmis, farkl oranlarda (9:1-1:9)
surfaktan: kosurfaktan ve yag karigsimi ile olusturulan kaba emudlsiyonlar su ile
karistirilarak, emdulsiyonlarin su alma kapasitesi incelenmistir. Bu iki asama Km

oraninin (surfaktan:kosurfaktan orani) belirlenmesine yardimci olmustur.

Deney tasarimi ile optimum formilasyonlarin bulunmasi

Calismanin bu asamasinda deney tasarim modeli olusturmak (DoE) ve
formllasyon optimizasyonu saglamak hedeflenmistir. Uzun zincirli mono ve
digliserit karigsimlari olan Maisine® ve Peceol® SNEDDS formiilasyonlari igin Giggen
faz diyagramlari olusturulduktan sonra, 6nce nanoemulsiyon alanin agirlik merkezi
daha sonra agirlik merkezi etrafinda rastgele noktalar secilerek ve bu noktalara
karsiik gelen su, yag ve surfaktan:kosuUrfaktan ylzdeleri kullanilarak

nanoemulsiyonlar hazirlanmigtir.

Hazirlanan formulasyonlar damlacik buyukligu ve dagilimi, turbidite, viskozite
olarak degerlendirilerek, hedef formulasyona en yakin formulasyonun belirlenmesi
gerceklestirmistir. Ucgen faz diyagrami nanoemdlsiyon olusturma alanindaki her
noktayi rastgele secimler ve Olgumlerle denememiz zor olacagl ve uzun zaman

alacagi icin deney tasarim modeli kullaniimigtir.

SNEDDS formulasyonu icin yag, strfaktan ve kosurfaktan calismanin bagimsiz
degiskenleridir. Uggen faz diyagramindaki nanoemdilsiyon bdlgesinden vyag,
surfaktan ve kosurfaktana karsilik gelen alt-Ust degerler (program girdi olarak
verilen alt-Ust de@erlerden orta degeri kendisi belirlemektedir) dikkate alinip 3

merkezli Box-Behnken deney tasarimi (BBD) kullanilarak istatiksel deney tasarim
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modeli olusturulmustur (Cizelge 3.6). Hedeflenen formulasyonun belirlenmesinde

bagimli degisken olarak damlacik boyutu ve polidispersite indeksi (PDI) secilmistir.

Cizelge 3.6. 3 merkezli BBD parametreleri

Bagimsiz degisken Formiilasyonlarda kullanilacak Yanitlar
faktor seviyeleri

Yag (Maisine®) miktari (g) Alt Deger Ust Deder
Surfaktan (Cremophor® RH 40) (g) 0,90 2,00
Kostrfaktan (Labrasol®) (g) 4,95 7,20
0,55 0,80 Damlacik boyutu
PDi
Yag (Peceol®) miktari (g) Alt Deger Ust Deger
Surfaktan (Cremophor® RH 40) (g) 0,90 2,00
Kostirfaktan (Labrasol®) (g) 4,50 7,20
0,50 0,80

BBD ile 3 faktorll (alt, orta, Ust deder), 3 degisken (yagd-surfaktan-kosurfaktan), 3
merkez noktasi tekrarli model kullaniimistir ve 15 formiilasyon Design Expert® 10

yazilimi kullanilarak olusturulmustur (Cizelge 3.7 ve 3.8).

Design Expert® tarafindan énerilen formiilasyonlarin degerlendiriimesi

Programin onerdigi 15 formulasyon hazirlanmig formuilasyonlara 250 mL su
eklenerek nanoemdlsiyonlar olusturulmustur. Hazirlanan nanoemdulsiyonlarin
damlacik boyutu ve PDi'leri Malvern Zetasizer Nano ZS ile 25+0,5°C sicaklikta
Olculmustur. Bu amagla tek kullanimlik kuvetler kullaniimig ve ¢alisma ug paralel

olarak gercgeklestirilmigtir. Formulasyonlar kullanilan yaga gore isimlendirilmigtir.



Cizelge 3.7. Maisine® SNEDDS formiilasyonu igin BBD parametreleri

Std  Formiilasyon Bagimsiz degiskenler

Maisine® (X;) Cremophor® RH 40 (X,) Labrasol® (Xs)

14 1 1,45 6,075 0,675
9 2 1,45 4,95 0,55
1 3 0,9 4,95 0,675
2 4 2 4,95 0,675
3 5 0,9 7,2 0,675
8 6 2 6,075 0,8

12 7 1,45 7,2 0,8

5 8 0,9 6,075 0,55
10 9 1,45 7,2 0,55
4 10 2 7,2 0,675
7 11 0,9 6,075 0,8

13 12 1,45 6,075 0,675
11 13 1,45 4,95 0,8

6 14 2 6,075 0,55
15 15 1,45 6,075 0,675

Std: Standart design

Cizelge 3.8. Peceol® SNEDDS formilasyonu igin BBD parametreleri

Std  Formiilasyon Bagimsiz degiskenler
Peceol® (X;) Cremophor® RH 40 (X,) Labrasol® (Xa)

1 1 0,9 4,5 0,65
13 2 1,45 5,85 0,65
3 3 0,9 7,2 0,65
12 4 1,45 7,2 0,8
4 5 2 7,2 0,65
9 6 1,45 4,5 0,5
11 7 1,45 4,5 0,8
5 8 0,9 5,85 0,5
6 9 2 5,85 0,5
8 10 2 5,85 0,8
10 11 1,45 7,2 0,5
7 12 0,9 5,85 0,8
15 13 1,45 5,85 0,65
2 14 2 4,5 0,65
14 15 1,45 5,85 0,65

Std: Standart design
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Etkin madde yukleme calismalari

BBD ile elde edilen ve bilesenlerin oranlari belirlenmis optimum Maisine® ve
Peceol® SNEDDS formdlasyonlarindan hareketle BOS yiikli Maisine® ve Peceol®
SNEDDS formulasyonlari hazirlanmigtir. Farkli  miktarlarda etkin madde
denenerek bos formulasyonlar ile karistirimis, homojen karisimlar elde edilene
kadar karistirimaya devam edilmistir. Daha sonra 24 saat boyunca 37°C'de bir su
banyosunda tamamen ¢6zinmesi saglanmis, elde edilen BOS yukli SNEDDS

formulasyonlari kullanilana kadar oda sicakliginda saklanmistir.

Gelistirilen etkin madde icermeyen ve bosentan yukli SNEDDS formiulasyonlarda

vapilan karakterizasyon calismalari

Design Expert® 10 ile elde edilen sonuglar dogrultusunda optimum Maisine® ve

Peceol® SNEDDS formilasyonlari igin asagidaki kontroller yapilmistir.

Kendiliginden emdilsifikasyon etkinliginin degerlendiriimesi

Kendiliginden emililsifikasyon etkinliginin degerlendiriimesi icin disperse olabilme

ve kendiliginden emulsifiye olma zamani ¢alismalari gergeklestirilmistir.

Disperse olabilme calismalari

Her bir formulasyondan 1 mL alinarak 37+0,5°C 500 mL suya ilave edilerek 50
rom’de karismasi saglandiktan sonra formulasyonlarin in vitro performansi
asagidaki derecelendirme sistemi kullanilarak gorsel olarak degerlendirilmistir
(Resim 3.1) (Beg ve digerleri, 2013; Shukla ve digerleri, 2016).

Seviye A: Seffaf veya mavimsi bir gérinime sahip, hizli bir sekilde (1 dakika
icinde) nanoemdlsiyon olusturur.

Seviye B: Hizlica olusan, biraz daha az seffaf emdulsiyon, mavimsi beyaz bir
gorunume sahip olabilir.

Seviye C: 2 dakika iginde olugan homojen sutsu gérunumundeki emulsiyonlardir.
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Seviye D: Emdlsiyon yavas yavas (2 dakikadan uzun) olusur ve hafif yagh

gorunime sahip donuk, grimsi beyaz olabilir.

Seviye E: Yuzeyde buyuk yag damlaciklari ile zayif veya minimal emulsifikasyon

gOsteren formulasyonlardir.

—— —p— .

Resim 3.1. Dipserse olabilme c¢alismalarinda kullanilan siniflandirma sistemi
gorseli

Kendiliginden emiilsifiye olma zamani

Formulasyonlarin  kendi kendine emudlsifikasyon zamanini belirlemek igin,
(seyreltme ile seffaf homojen bir sistem ve emdilsiyon olusumu igin gerekli olan
stre) 1 mL SNEDDS, 37+0,5°C'de 250 mL su i¢inde 50 rpm’de karisim slresinin
ve emulsiyonun sonu¢ gorunumune bakilarak degerlendirilir (Basalious, Shawky
ve Badr-Eldin, 2010; Kallakunta ve digerleri, 2012).

% Transmittans

Formulasyonu olusturan sistemin % transmittansi kor olarak distile su kullanilarak
UV spektrofotometrede 638 nm dalga boyunda olculur (A. Patel ve digerleri,
2014). Calisma hem formilasyonlar seyreltimeden hem de 250 mL distile su ile

seyreltildikten sonra % transmittans olgumu gergeklestiriimigtir.
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Damlacik biiytikligii ve PDI

Formulasyonlara 250 mL su eklenmesiyle olusturulan nanoemulsiyonlarin
damlacik biyukltgu ve PDI élglimleri Malvern Zetasizer Nano ZS ile 25+0,5°C'de
gercgeklestiriimistir. Bu amacla tek kullanimlik kuvetler kullanilmis ve galisma U¢
paralel gerceklestiriimigtir. Zeta potansiyel dederi formilasyonda kullanilan yag,
yuzey etkin madde, yardimci yuzey etkin madde yukine bagli olarak
degisebilmektedir. Ancak SNEDDS’ler in vitro ortamda igeriklerinde su
bulundurmadiklarindan ve in vivo ortamda nanoemulsifikasyon ¢ok kisa bir sure
icerisinde gerceklesip formulasyon emildiginden zeta potansiyeli o6lcimu

yapiimamistir.

Damlacik bliytikliigii ve PDI'me pH ve sivi hacminin etkisi

Formulasyonlarin seyreltimesinde kullanilan sulu ortamlarin pH degisiminin ve
hacminin damlacik boyutu ve PDI (zerine olan etkisi incelenmigtir. Etkin madde
icermeyen ve BOS yuklu formulasyonlar enzim igermeyen pH 1,2, pH 6,8 ve su
ortamlarinda 1:100, 1:250, 1:500 oranlarinda seyreltiimis, farkli pH’larin ve farkli
hacimlerin damlacik biyiikligii ve PDI (zerine etkisi incelenmistir (Patel ve

digerleri, 2016; Prajapat, Patel, Bariya, Patel ve Butani, 2017).

Turbidite

Tarbidite  Olgumleri  sistemin  bulanikligini  belileyen  ve  SNEDDS
karakterizasyonunda kullanilan bir diger parametredir (Nazzal ve digerleri, 2002a).
Bulaniklik olgciminde dagilan 1sigin miktari (gelen 1s1gin kiguk parcaciklara
garpmasi sonucunda) olgulir ve Rayleigh teorisine gore hesaplanir (Pouton,
1985). Bulanikhik o6lglimleri Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlari igin
25+0,5°C sicaklikta gerceklestiriimistir (Velp Tubidimeter). Olgiimler 0-200 NTU

araliginda yapilmistir. Calismalar Gg paralel olacak sekilde gergeklestirilmistir.
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Viskozite

SNEDDS'in viskozitesi reolojik yetenekleri agisindan ¢ok ©nemlidir. Dusuk
viskoziteye sahip SNEDDS'in y/s tipi nanoemulsiyon sistemi olusturma egiliminde
oldugu distnilmektedir. Maisine® ve Peceol® SNEDDS formulasyonlarin viskozite
Olcimleri icin Brookfield rotasyonel koni viskozimetresi kullaniimigtir. Bu ¢alisma
icin her bir dlgim % dénme momenti (% torque) degeri 2-100 arasinda, 0,5 mL
ornek kullanilarak 70 rom’de 15 dakika sonunda viskozite cp (centipoise) olacak

sekilde gerceklestirilmigtir (Beg ve digerleri, 2012).

Termodinamik stabilite ¢alismalari

Termodinamik stabilite ¢alismalarinin gergeklestiriimesi igin iklim dolaplarindan

yararlaniimistir. Calisma li¢ asamada gercgeklestirilmigtir:

Isitma-sodutma

Formulasyonlar her bir dongu 48 saatten az olmamak kaydi ile 3 dongu boyunca
4°C ila 45°C arasindaki sicakliga maruz birakilmistir. Bu déngi sonucunda faz
ayrismasi olup olmadigi kontrol edilmig, stabil olan formulasyonlarla santrifQj

calismasina devam edilmistir.

Santrifiij
Isitma-sogutma dongusinden basari ile gecen formulasyonlar 3500 rpm’de 30
dakika santriflj edilmistir. Bu déngl sonucunda faz ayrismasi olup olmadigi

kontrol edilmis, stabil olan formulasyonlarla satriflij calismasina devam edilmigtir.

Dondurma-cézme (Freeze thaw)

Santrifij calismasindan basari ile gecen formulasyonlar her bir dongl 48 saatten
az olmamak kaydi ile 3 dongl boyunca -21°C ila 25°C arasindaki sicakliga maruz
birakilimistir. Bu déngu sonucunda faz ayrismasi olup olmadigi kontrol edilmis,

stabil olan formilasyonlarla diger karakterizasyon ¢aligmalarina devam edilmigtir
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(Ali ve Hussein, 2017). Ayrica etkin madde igermeyen ve BOS yikli Maisine® ve
Peceol® SNEDDS formilasyonlarin damlacik bulydklikleri dongl oncesi ve
sonrasinda 250 mL su ile seyreltildikten sonra damlacik buyukligi ve PDi

agisindan da incelenmistir.

Morfolojik ¢alismalar

Nanoemulsiyonlarin olusumunun izlenmesi igin TEM’den yararlaniimistir. Optimize
edilmis Maisine® ve Peceol® SNEDDS formiilasyonlari, distile su ile 1:250
oraninda seyreltiimis, manyetik karistirici ile karistirlmis ve 1 damla numune %1
a/h fosfotungustik asit ile grid Uzerine damlatiip 5 dakika oda sicakhdinda
bekletildikten sonra incelenmigtir (Parmar ve digerleri, 2015). TEM goruntuleri 120
kV FEI, Tecnai, G2 Spirit Biotwin ile elde edilmistir. Ayrica TEM gdruntileri
uzerinde ImageJ 1.530 programi kullanilarak damlacik boyutlari hesaplanmistir
(ImageJd, 2022). ImageJ bir gorintl analiz programi olup, TEM gorintistne ait
skala programa tanitilmis ve kullaniimistir. Boylelikle Malvern Zeta Sizer ile

Olctlen damlacik boyutlari dogrulanmistir.

Uzun dbénem stabilite calismalari

BOS yikli Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlarinin kimyasal ve fiziksel
stabilitesi 4°C, 251£2°C/%6015 bagil nem (BN) ve 40+2°C/%75+5 BN olmak Uzere
farkli saklama kosullari altinda degerlendirilmistir. Formulasyonlar 0, 1, 3 ve 6.
ayda fiziksel gorinim, damlacik boyutu ve PDIi agcisindan incelenerek
degerlendiriimis ve galismalar Ug paralel olacak sekilde gerceklestirilmigtir.

3.2.5. S-SNEDDS tablet formulasyonu gelistirme ¢aligmalari

Tablet basimi icin toz kitlesinin hazirlanmasi

Optimum formulasyon olarak segilen BOS yUkli SNEDDS formulasyonu adsorban
olarak segilen Neusilin® US2 ile katilastirilarak (S-SNEDDS) toz formuna
getirilmistir. Bu amagla farkl galismalarda kullanilan Neusilin® US2 oranlari temel
alinarak BOS yUkli SNEDDS: Neusilin® US2'nin 1:1, 1,25:1, 1,5:1 olmak Uzere (g
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farkli orani denenmistir (Gumaste ve digerleri, 2013; Krupa, Szlek, Jany ve
Jachowicz, 2015). Oranlar BOS yukli SNEDDS formulasyonunun havanda

Neusilin® US2 ile homojen olarak karistiriimasiyla hazirlanmistir.

S-SNEDDS icin toz o6zelliklerinin incelenmesi

Toz 6zelliklerinin incelenmesi ve degerlendiriimesi ise Avrupa Farmakopesi 8.0

B6lim 2.9.34 ve 2.9.36’ya gore gergeklestirilmistir.

Kiime dansitesi

Tozun kime dansitesi miktari tam olarak bilinen tozun 1 mL’ye kadar okunabilen
100 mlL'lik bir dereceli silindire dokulmesiyle belirlenmis ve Es. 3.7’a goére

hesaplanmistir:

Da= D/Va (Es. 3.7)
Da: Kime dansitesi (g/mL)
D: Tozun agirhgi (g)

Va: Tozun gorunur hacmi (mL)

Sikigtiriimis dansite

Miktari tam olarak bilinen toz 1 mL'ye kadar okunabilen 100 mL'lik bir dereceli
silindire dokulerek baglangic hacmi olgulmustur. MezUr dikey olarak 2 cm
yukseklikten 2-3 sn araliklarla serbestge birakilarak 10, 250, 500 ve 1250 defa
vurarak her vurus sonrasinda hacim tekrar oOl¢lilmugstir. Vurug 500 ve 1250
arasindaki hacim farki 2 mL veya daha az ise hesaplama 1250. vurustaki hacime
gore yapilir. Eger fark 2 mL’den fazlaysa islem tekrarlanir. Sikistiriimis dansite Es.

3.8’e gore hesaplanmistir:

Dc = P/Nc (E§ 3.8)
Dc: Sikistirlmis dansite (g/mL)
P: Tozun agirhgi (g)

Vc: Sikismadan sonraki hacim (mL)
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Yigin agisi

Yirmi gram toz tartilarak 4 cm yukseklige yerlestiriimis ve akis deligi kapatiimig
huniye koyulmus, kronometreye bakilarak akma deligi agiimis ve toz diuz zemin
Uzerindeki kagida akitilmigtir. Olusan yiginin taban c¢api ve tozun yuksekliginden
Es. 3.9a goére yigin acisi hesaplanmis ve yidin agisina goére akis Ozellikleri

Cizelge 3.9’a gore degerlendirilmigtir.

tan a = h/r (Es. 3.9)
a: Yigin acgisi (°)

h: Yikseklik (cm)

r: Yigin yarigapi (cm)

Cizelge 3.9. Yigin agisina gore akis ozellikleri

Akis Ozellikleri Yigin agisi (°)
Mukemmel 25-30

lyi 31-35
Uygun 36-40
Orta 41-45

Az 46-55
Cok az 56-65
Cok kbt >66

Basilabilirlik (Carr) indeksi

Carr indeksi ya da basilabilirlik indeksi hazirlanan tozun tabletlenebilirligini
goOsteren bir parametredir. Kime ve sikistirimis dansiteden hareketle Es. 3.10'a

gore hesaplanirken degerlendirme Cizelge 3.10’a gore yapilmigtir.

Cl = ((Dc-Da) /Dc) x 100 (Es. 3.10)
ClI: Carr indeksi (%)
Dc: Sikistinlmis dansite (g/mL)

Da: Kime dansitesi (g/mL)
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Cizelge 3.10. Basilabilirlik (Carr) indeksine gore akis ézellikleri

Akig Ozellikleri Carr indeksi (%)
Mikemmel 1-10

iyi 11-15
Uygun 16-20

Orta 21-25

Az 26-31

Cok az 32-37

Cok koti >38
Hausner orani

Hausner orani da tozun akig Ozelliklerinin bir karakteristigi olup kime ve
sikigtirlimis dansiteden hareketle Es. 3.11’e gbre hesaplanmis ve degerlendirme

Cizelge 3.11’e gore yapilmigtir.

HR = Dc/Da (E§ 3.1 1)
Dc: Sikistirllmis dansite (g/mL)

Da: Kime dansitesi (g/mL)

Cizelge 3.11. Hausner oranina gore akis ozellikleri

Akis Ozellikleri Hausner orani
Mikemmel 1-1,11

Iyi 1,12-1,18
Uygun 1,19-1,25
Orta 1,26-1,34
Az 1,35-1,45
Cok az 1,46-1,59
Cok koti >1,60

Uzun dbénem stabilite ¢alismalari

S-SNEDDS igin hazirlanan toz kitlesinin stabilitesi ise 4°C, 25+2°C/%60+5 BN ve
40+2°C/%75+5 BN olmak Uzere farkli saklama kosullari altinda 1, 3, 6 ve 12. ay
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icin gorsel olarak degerlendirilmis, toz kutleleri baslangi¢ ve 12. ay sonunda toz

ozellikleri agisindan incelenmistir.

S-SNEDDS tozun kati hal karakterizasyonu

SEM gériintiileme

Etkin madde, Neusilin® US2, etkin madde igermeyen SNEDDS formilasyonun
Neusilin® US2'ye adsorbe ettirilerek hazirlanmis S-SNEDDS’in 1:1, 1,25:1, 1,5:1
oranlari ve BOS yikli SNEDDS formulasyonun Neusilin® US2'ye adsorbe
ettirilerek hazirlanmis S-SNEDDS’in 1:1, 1,25:1, 1,5:1 oranlarinin morfolojik olarak
goruntilenmesi yuksek vakum altinda FEI Quanta 400 FEG ile gergeklestiriimistir.
Elektriksel iletkenligi saglamak igin Au-Pd ile kaplama yapilmistir. Formulasyon

yuklemesi sonrasi morfolojik olarak yapisi incelenerek degerlendirilmigtir.

DSC analizi

Tablet basiminda kullanilan yardimci maddelerin, Neusilin® US2'nin, etkin madde
icermeyen SNEDDS formulasyon ve BOS yukli SNEDDS formulasyonun, etkin
madde ve birbirileri ile olan gec¢imlilik durumlarinin arastirilmasi icin DSC analizi
gerceklestiriimistir. Aliminyum panlar icine vyerlestirilen o6rnekler 10°C/dk’lk

artiglarla 20-300°C araliginda analiz edilmistir.

FT-IR analizi

Tablet basiminda kullanilan yardimci maddelerin, Neusilin® US2’'nin ve SNEDD
sistemi olusturan bilesenlerin, etkin madde ile 1:1 oraninda olan gegimlilik
durumlarinin arastiriimasi igin toz halinde FT-IR spektrofotometresi ile 650-4000

cm ! dalga sayisi araliginda spektrumu cekilmistir.

X-RPD analizi

Etkin madde, Neusilin® US2, etkin madde igermeyen SNEDDS formiilasyonun
Neusilin® US2'ye adsorbe ettirilerek hazirlanmigs S-SNEDDS'in 1:1, 1,25:1, 1,5:1
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oranlari ve BOS yikli SNEDDS formulasyonun Neusilin® US2'ye adsorbe
ettirilerek hazirlanmis S-SNEDDS'in 1:1, 1,25:1, 1,5:1 oranlari X-1sin1 toz kirinimi
analizi Rigaku Ultima IV cihazi kullanilarak 40 kV / 30 mA X-ray parametreli, 2-60
derece tarama araliginda tarama hizi 0,02 derece/dk olacak sekilde

gergeklestiriimistir.

BET analizi

Neusilin® US2, etkin madde igermeyen SNEDDS: Neusilin® US2 (1:1, 1,25:1,
1,5:1) ve BOS yukli SNEDDS: Neusilin® US2 (1:1, 1,25:1, 1,5:1) igin Brunauer,
Emmett ve Teller (BET) teknigi Quantachrome Autorb 6B cihazi kullanilarak
300°C’de 24 saat boyunca azotun kesit alani 16,2°A2/molekul olarak alinarak
gerceklestiriimis ¢ok noktali ylzey alani, mezogdzenek boyut dagilimi, toplam

gbzenek hacmi analiz edilmigtir.

S-SNEDDS tablet basimi

Tablet hazirlamak igin, toz akig Ozellikleri ve kati hal karakterizasyon
¢alismalarindan sonra uygun oran belirlenmis, uygun oranda elde edilen toz
kutlesi yardimci madde olarak ana kitlenin %5'i dagitici Ac-Di-Sol®, %1’i lubrikan
magnezyum stearat olacak sekilde belirlenmistir. Tozlar Pharmag UAM 400 kubik
karistiricida karistirlmis ve karigim sabit bir sikistirma kuvveti altinda 22x11
mm'lik zimba kullanilarak Erwaka AR 401-Korsch tek zimbali tablet makinesinde

dogrudan basim yontemi ile elde edilmistir.

S-SNEDDS toz ile gelistirilien tablet formilasyonlarinda ve referans tablette

vapilan kalite denetimleri

Sertlik

S-SNEDDS ve referans tabletlerden 10 tane alinmis, tablet sertlik olcim aleti
(CGS HighSpeed Hardness Tester HDT, 1V-3, Almanya) ile dlgtimistir. Olgtimler

Newton (N) cinsinden belirlenerek, sonuglar ortalama, SS ve % VK ile
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degerlendirilmigtir. Farmasatik tabletler amacina gére 7-20 kg.kuvvet (68,6-196 N)

degerinde olabilirler.

Cap-kalinlik

10 adet S-SNEDDS ve referans tabletlerin ¢ap ve kalinligi kumpas kullanilarak

Olcllmus, sonuglar ortalama, SS ve % VK olarak degerlendirilmigtir.

Agirlik sapmasi

Rastgele olarak secilen 20 adet S-SNEDDS ve referans tabletler alinarak teker
teker tartilmis ve ortalama agirlik hesaplanmigtir. Tartilan bu tablet agirliklarindan
en fazla iki tablet ortalama tablet agirliginin %7,5’'inden fazla sapma gdsterebilir

ancak higbir tablet ortalamanin %15’inden fazla sapma géstermemelidir.

Ufalanma-asinma

Tozlarindan temizlenen 20 adet S-SNEDDS ve referans tabletler tam olarak
tartilarak friabilitéore (Pharma Test PTF E, Almanya) konulmustur. Friabilitor 25
devir/dakika hizda 4 dakika ¢alistinimistir. Sonra digar1 alinan tabletler tozlarindan
kurtariimis ve tekrar tartilmistir. ilk tartim ile son tartim arasinda tabletlerde

meydana gelen agirlik kaybi toplam agirigin %1’inden fazla olmamalidir.

Dagilma sdiresi

Deney USP 26’ya gore yapay mide ortaminda 37+2°C’de dagilma testi cihazinin
sepetine her birine kontroll yapilacak olan adet S-SNEDDS ve referans tabletler
bir adet olacak sekilde 6 adet tablet konularak gergeklestiriimistir (Pharma Test,
DIST 3, Almanya). Tabletlerin tam dagilmasi i¢in gecen sure belirlenerek ortalama

ve SS hesaplanmistir.
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Icerik tek dizeligi

10’ar adet S-SNEDDS ve referans tabletler toz haline getirilmis, bu toz kutlesinden
bir tablet agirhgina esdeger miktar tartilarak alinmis ve %1 SLS ile 100 mL’de
¢cozllerek seyreltilip bilinen konsantrasyonda HPLC’ye enjekte edilmistir. Her bir
tablet icerisinde bulunan etkin madde miktarinin etikette yazan miktarin %85'inden

az %115'inden fazla olmamasi gerekmektedir.

Uzun dénem stabilite ¢aligmalari

S-SNEDDS tablet formilasyonun stabilitesi 4°C, 25+2°C/%60+5 BN ve
40+2°C/%75+5 BN olmak Uzere farkh saklama kosullari altinda, O, 1, 3, 6 ve 12.
ayda fiziksel olarak butunlik, renk ve sekil ve etkin madde igerigi agisindan FDA
tarafindan in vitro ¢ézinme hizi ortami olarak énerilen %1 SLS igeren distile su
ortaminda HPLC ile analiz edilmis, konsantrasyona karsilik gelen pik alanlari
bulunmustur. Daha 6nce elde edilen denklemde pik alanlari yerine konularak etkin

madde iceredi bulunmus ve % olarak degerlendirilmistir.

S-SNEDDS tablet rekonstitiisyon calismasi

Sivi SNEDDS'in toz haline getirilip tablet formuna donusturtldukten sonra
katilagtirma igleminin, tekrar sulu faz ile temas ettiginde olusan
nanoemulsiyonlarin damlacik boyutlari Uzerine olan etkisini incelemek amaciyla
rekonstitisyon calismasi yapiimistir. S-SNEDDS tabletler 250 mL distile suda
¢ozllmus ve 25°C’de manyetik karistirici ile 1 saat karistinlmistir. Elde edilen
icerik 0,45 mm Sartorius filtresinden stuzulmuastur. S-SNEDDS tablet formulasyonu
ile olusturulan nanoemilsiyonun damlacik boyutu ve PDI &lgiimleri, 25+£0,5°C'de
Malvern Zetasizer (Nano ZS, Malvern Instruments, UK) ile gergeklestiriimistir.

Olguimler U¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama + SS olarak verilmistir.

3.2.6. in vitro ¢éziinme hizi calismalari

in vitro ¢dziinme hizi calismalari iki asamada gergeklestiriimis olup, éncelikle elde

edilen optimum Maisine® ve Peceol® SNEDDS formulasyonundan hangisinin kat
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forma donustlrileceginin karar veriimesi agisindan BOS vyikli Maisine® ve
Peceol® SNEDDS formulasyonlar ve referans tablet FDA ¢bziinme hizi veri
tabaninda BOS igin Onerilen in vitro ¢ézunme hizi yontemi (Cizelge 3.12) olan %1
SLS iceren distile su ortaminin yani sira gastrointestinal ortami taklit eden
biyouyumlu FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlarinda da ¢éziinme
hizi calismalari yapilarak ¢ézlinme hizi profilleri elde edilmistir. FaSSIF ve FeSSIF
ortamlarinin yani sira bu ortamlarin V2'lerinin kullanilmasinin amaci, igerik
bilesenleri ve bilesen miktarlari agisindan farkhlik gostermesidir. V2 bilesimlerinde
maleik asit bulunmakta ve lesitini daha az miktarlarda icermektedir. Bu ortamlar
kullanilarak ¢ézinme hizi ve ¢ézinme profilleri arasinda bir farklilik olup olmadigi

incelenmistir (Klumpp, Leigh ve Dressman, 2020; Yilmaz Usta ve Teksin, 2017).

Cozunme hizi profili degerlendiriimesi sonrasinda uygun SNEDDS igin katl forma
donustirme islemine devam edilmistir. Elde edilen S-SNEDDS tabletler, BOS
yukli SNEDDS ve referans Urln tekrar in vitro ¢dzinme hizi galismalarn ile
degerlendiriimigtir. Bu amacla oncelikle kalibrasyon ve validasyon c¢alismalari

tamamlanmistir.

Cizelge 3.12. FDA ¢6zunme hizi veri tabaninda BOS igin 6nerilen in vitro ¢dzunme
hizi yéntemi (FDA, 2010)

ilag Dozaj Cihaz Hiz Coziinme Hacim Ornekleme Giincelleme
formu (rpm) ortami (mL) zamani (dk) tarihi
Bosentan Tablet Il (Palet) 50 %1 SLS 900 15,30,45 ve 09/02/2010
iceren su 60

in vitro coziinme hizi ortamlarinin hazirlanmasi

Referans Urin ve gelistirilecek formulasyonlar icin FDA’'nin énerdigi ortam ve aglik-
tokluk durumunu taklit etmek i¢in biyouyumlu FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve
FeSSIF-V2 ortamlari hazirlanmistir (Cizelge 3.13). Ortamlar igin gereken
miktarlarda maddeler tartilmis ve manyetik karistiricida karigtirlmis, hazirlanan

cozeltilerin pH degerlerinin uygunlugu pH-metre ile kontrol edilmigtir.
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FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlar SIF toz Ureticisi Biorelevant
firmasinin hazirlama adimlari uygulanmistir (Biorelevant, 2022). FaSSIF ve
FeSSIF ¢ozeltiler hazirlandiktan iki saat, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlar ise bir
saat oda sicakhginda bekletiimis ve daha sonra kullanilmigtir. Hazirlanan ¢ozeltiler
48 saat icinde tuketilmistir. Hazirlanan FaSSIF ve FaSSIF-V2 bulanik bir

gorunime sahipken, FeSSIF ve FeSSIF-V2 ¢dzeltilerinin gériintsl berraktir.

Cizelge 3.13. %1 SLS igeren distile su, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-
V2 ¢ozunme hizi ortamlarinin icerikleri

%1 SLS igeren FDA ortami

NaOH...................... 0,420 g FaSSIF ¢ozeltisi
NaH2P04.2H20......... 4,470g SIFtozu.......coveennnnt. 2,240 g
NaCl.......ccoveiinnnn, 6,186 g FaSSIF tampon....... ym 1000 mL
Distile su............. ym 1000 mL

NaOH ................... 4,040 ¢ FeSSIF ¢ozeltisi

Glasiyel asetik asit..... 8,650 g SIFtozu.....c.covveienn. 11.2g
NaCl.......coooeveiiinnne 11,874 g FeSSIF tampon......... ym 1000 mL
Distile su.............. ym 1000 mL

NaOH...................... 1,392 ¢ FaSSIF-V2 ¢ozeltisi
CaHaOu4ueniiii 2,220¢g FaSSIF-V2 tozu............... 1,790 g
NaCl.......ocovviinnn, 40109 FaSSIF-V2 tampon..... ym 1000 mL
Distile su............. ym 1000 mL

NaOH..................... 3,270 ¢ FeSSIF-V2 g¢ozeltisi
CaHaOu4. v, 6,390 g FeSSIF-V2 tozu............... 9,760 g
NaCl.......ocovviinnn, 7,330 g FeSSIF-V2 tampon...... ym 1000 mL
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Referans Urin - uzun zincirli mono ve digliserit karisim formilasyonlarinin ve

referans Urin - SNEDDS - S-SNEDDS tablet formilasyonunun in vitro cozinme

hizi calismalari

Referans iriin, Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlar ile gergeklestirilen in

vitro ¢bzinme hizi deney kosullari Cizelge 3.14’te verilmigtir.

Cizelge 3.14. In vitro ¢éztinme hizi test kosullar

Yoéntem USP Cihaz Il (Palet yontemi)

Coziinme ortami %1 SLS igeren distile su, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2
Ortam hacmi 900 mL

Dalga boyu 220 nm

Analiz yontemi HPLC

Hiz 50 rpm

Sicaklik 37°C+0,5°C

Numune alma araliklari 15, 30, 45, 60 ve 90. dk
Tablet-kapsiil sayisi 3

Gelistirilen uzun zincirli mono ve digliserit karisim yag asidi iceren formulasyonlar
(BOS yuklu Maisine® ve Peceol® SNEDDS) 00el sert jelatin kapstllere (Capsugel®,
Belgika) 1 g olacak sekilde konularak ¢oézinme hizi ortamlarinda calisiimigtir.
Co6ziunme hizi deneyinde Agilent 708-DS ¢6zinme hizi aleti kullaniimigtir. Paletler
ornek kabin tabanindan 2,5 cm yuksekte olacak sekilde yerlestirilerek, in vitro
¢6zinme ortamlari (900 mL) cam kaplara doldurulmustur. Cézinme hizi
ortamindan 15, 30, 45, 60 ve 90. dakika zaman araliklarinda 5 mL 6rnek alinmis,
0,45 ym membran filtreden suzilmds ve alinan her Ornek igin yerine 5 mL

¢6zunme hizi ortaminda kullanilan galisma ortamindan ilave edilmistir.

Alinan ornekler Bolum 3.2.2°de anlatilan yontemler ile analiz edilmistir ve zamana
karsi % kumdulatif ¢ézinen BOS miktarlari grafige gegirilmistir. % kumdulatif
¢bzinen ortalama BOS miktarlari ve her zaman noktasi i¢in % SS degerleri

hesaplanmistir.
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Cozunme hizi profilleri referans tablete gére gelistirilen S-SNEDDS tablet igin
excel uzantili DDSolver® programi ile hem model bagimsiz yontem f testi
(benzerlik testi) (Es. 3.12) hem de model bagimh olan yontemler ile

karsilastirilarak kapsamli olarak degerlendirilmistir.

fo = 50.log{[1 + (/) Seean (R~ T2 100} (Es. 3.12)

R:: Referansin ¢6zlnen yuzdesi
Tt: Testin ¢bzunen yuzdesi

n : Kag noktada ¢ozinme 6rnegi alindiginin sayisi
3.2.7. in vitro lipoliz calismalari

Lipit temelli formudlasyonlarin sindiriminin degerlendiriimesi lipoliz ¢alismasi
kapsaminda incelenmistir. Lipoliz deneyleri Titrando 902-Metrohm titrasyon
cihazinda, ortalama ince bagirsak gecis suresi dusunulerek 90 dakika boyunca
37+0,5°C’de gergeklestiriimigtir. Calisma ortami olarak biyouyumlu ortamlar tercih
edilmistir (Ortamlarin hazirlanigi Bolum 3.2.6’da anlatilmistir). Bunun sebebi klasik
coziinme ortamlarinda safra tuzu, fosfolipit ve lipaz enzimi bulunmazken, GiS aclk
ve tokluk durumunda konsantrasyonlari degismek Uzere pankreas ve safra
kesesinden safra tuzu ve fosfolipit salgilanmaktadir. Safra tuzu ve fosfolipitler lipit
sistem icerisinde bulunan orta ve uzun zincirli digliserit, trigliserit, surfaktan ve
kosurfaktanlar ile ilacin ¢dzunUrlik ve biyoyararlanimini arttiran misel karisimlar

olusturmaktadir.

Ortam pH'si cihaz tarafindan 0,1 M NaOH ile pH 6,5e getiriimigtir. pH
ayarlamasini takiben 30 mg BOS igeren 1 g SNEDDS/S-SNEDDS formulasyonu
veya referans tablet ve enzim aktivitesi 1000 USP olan 4 mL pankreatin lipaz ilave
edilerek lipoliz baslatiimistir. Deneyde ortam pH'sini 6,5'te tutmak igin harcanan
NaOH miktari kaydedilmistir. Ornekler 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75 ve 90.
dakikalarda 2 mL olacak sekilde alinmigtir. Alinan her bir 6rnege enzim aktivitesini
durdurmak i¢in 1 M 4-bromobenzeneboronik asit (4-BBBA) eklenmigtir. Bu ¢ozelti
0,4 g 4-BBBA'nin 4 mL metanolde g¢oziinmesi ile hazirlanmistir. Ornekler 15000

rom’de 30 dakika santrifUjlenmigtir. Santriflj sonrasi fazlardaki BOS miktarini
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belirlemek igin toplam sulu faz hacmi siringa ile belirlenmistir. Ust fazdan 100 pL
alinarak 2,8 mL asetonitril ile seyreltiimigtir. Seyreltme sonrasi ¢oézelti 15000
rom’de 15 dakika tekrar santrifij edilmigtir. Deney parametreleri daha 6nce yapilan
calismalar Gzerinden optimize edilmigtir (Bektas, 2019; Aktas, Tekeli ve Celebi,
2020). BOS igeriginin belirlenmesi icin Ustteki sulu faz HPLC ile analiz edilmigtir.

Calisma Ug paralel olarak yurGtalmastar.

pH-stat lipoliz modeli formulasyonun sindirimi ile agiga ¢ikan yag asitlerinin NaOH
cOzeltisi ile titre edilmesi sonucu ortam pH’sinin sabit tutulmasina dayanmaktadir.
Ayrica lipoliz g¢alismasi boyunca Dbelirli zamanlarda alinan o6rneklerin
santrifijlenmesi ile elde edilen fazlardaki ilag miktari ise formulasyonun

sindirimden nasil etkilendigi hakkinda bilgi vermektedir.

BOS yukli SNEDDS, S-SNEDDS tablet formulasyonlarinin ve referans tabletin
FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlarinda yapilan lipoliz
c¢alismasinda sulu ve pellet faz olmak Uzere iki farkli faz gdzlenmistir. Sulu faz ilaci
¢6zinmuUs halde tutmayi saglayan karisik misel ve vezikllleri igerirken, pellet faz
coken ilag molekillerini ve yag asitlerinin kalsiyum tuzlarini icermektedir (Larsen
ve digerleri, 2011). Lipoliz ¢alismasi sulu faz ilag miktarinin emilim igin uygun
oldugu hipotezine dayandigindan dolayl sulu faz ilag miktarinin belirlenmesi
onemlidir. Sulu faz ilag miktarinin yuksek olmasi formulasyonun dusuk
¢ozunurluklu ilaci aglik veya tokluk ortamlarinda ¢ozunmus durumda tutabilecegini

gOstermektedir.

3.2.8. Ex vivo permeabilite galigmasi

SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin ve referans Urln igin ex vivo
gegirgenlik calismasi Franz diflGzyon hucresi kullanilarak gerceklestiriimistir.
Diflizyon kesit alani 1 cm? ve alici hlcre kapasitesi 2,5 mL'dir. Permeabilite
caligmalari icin kegi bagirsagi, permeasyon ortami olarak ise FaSSIF, FeSSIF,
FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 kullaniimigtir. Kegi bagirsagi verici ve alici bélme
arasinda yerlestirilerek sabitlenmistir. SNEDDS dogrudan, S-SNEDDS tablet ve
referans Urdn uygun ortam kullanilarak disperse edilip 1 mL olacak sekilde verici

bdlmesine yerlestiriimistir. Calisma 37°C'de 24 saat boyunca gergeklestiriimis ve
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calisma sirasinda sivilarin homojen kalmasini saglamak icin ortam surekli
karistiriimistir. Belirlenen zaman noktalari olan 15, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 360,
480, 600 ve 1440. dakikalarda 2,5 mL numune alinip 0,45 pm'lik bir filtreden
suzulmas ve 220 nm'de HPLC kullanilarak analiz edilmistir. Permeabilite profili
zamana kargi bagirsak ylzey alanina nifuz etmis olan ilag miktarinin gizilmesiyle
olusturulmustur. Aki (J) degerleri egrilerin kararli durum kismindan, gecirgenlik
katsayisi (P) verici bolmedeki aki/konsantrasyon oranindan elde edilmigtir. J ve P

degerleri Es. 3.13 ve Es. 3.14 kullanilarak hesaplanmigtir.

J= dQ/Adt (ug/cm? dk) (Es. 3.13)

Q: Bagirsaktan gegcen madde miktari (ug)
A: Yiizey alani (cm?)

T: Maruz kalma suresi (dk)

P= J/Co (cm/dK) (Es. 3.14)
Co: Donér bolmesindeki ilk ilag konsantrasyonu (ug/cm?)
J: Aki degeri (ug/cm? dk)

3.2.9. in vivo ¢aligmalar

in vitro calismalardan elde edilen bulgular dogrultusunda en uygun olan sivi
SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formilasyon ile in vivo c¢alismalara devam

edilmistir.

in vivo calismalar iki asamadan olusmaktadir. ilk asamasi olan farmakokinetik ve
biyoyararlanim, farmakodinamik ve histoloji caligmalari Gazi Universitesi
Rektorligu Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhdr’'ndan alinan 21.08.2017
tarinli, 66332047-604.01.02- E.118760 sayili yerel etik kurul onayi ile Gazi
Universitesi Eczacilik Fakiltesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi'nde
(GUEDAM) yapilmistir.

in vivo calismalarin ikinci asamasi olan biyodagilim c¢alismalari ise Ege

Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu Bagkanligi'ndan alinan 23.08.2017
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tarihli, 2017-088 sayili yerel etik kurul onayi ile Ege Universitesi ila¢ Gelistirme ve
Farmakokinetik Arastirma Uygulama Merkezi (ARGEFAR) da gergeklestiriimigtir.

Farmakokinetik ve biyoyararlanim calismalari

Calismada kullanilan deney hayvanlari

In vivo farmakokinetik ve biyoyararlanim galismalar igin literatir arastirmalari
sonucunda yaklasik 250-300 g agirhginda erkek Wistar sigan kullaniimasi uygun
bulunmustur (Coste ve digerleri, 2017; Maarman, Lecour, Butrous, Thienemann ve
Sliwa, 2013). Calisma igin toplam 48 sigan kullaniimis, calisma gruplarn temel
olarak iki gruba ve her iki grup kendi arasinda 3 gruba (n=6) ayrimistir.

Farmakokinetik ¢calismalarda kullanilan siganlar Resim 3.2'de gorulmektedir:

Resim 3.2. Farmakokinetik ¢alismalarda kullanilan sigan gruplari
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Biyoyararlanim ¢alisma tasarimi

Farmakokinetik ve bioyararlanim ¢alismalari aglik ve tokluk olarak 2 grup seklinde
yuratilmustar (Cizelge 3.15). Deney tasariminda aglk ve tokluk gruplarinin
olusturulmasinin nedeni BOS’un aglik/tokluk durumunda lipit temelli sistemin
emilime  olan  etkinliginin  ve  biyoyararlaniminin  degerlendirilmesinin
istenmesindendir. Gruplardan elde edilen sonuglar uygun istatistiksel analizler

yardimiyla degerlendirilmistir.

Cizelge 3.15. Farmakokinetik ve biyoyararlanim ¢alisma tasarimi

Achlik grubu Ad libitum beslenen grup (Tokluk grubu)
Denek Denek
Grup no sayisi Uygulama Grup no sayisi Uygulama
1 6 Kontrol grubu 1 6 Kontrol grubu
2 6 BOS yiiklii SNEDDS 2 6 BOS yiiklii SNEDDS
3 6 BOS yukli S-SNEDDS 3 6 BOS yikli S-SNEDDS
tablet tablet
4 6 Referans tablet 4 6 Referans tablet

Aclik grubundaki sigcanlar metabolik kafeslerde ayri ayri tutulurken ad libitum
beslenen sicanlar ise standart laboratuvar kafeslerinde tutulmustur. Siganlar
18-22°C  sicaklikta ve 12 saatlik aydinlik/karanlik  fotoperiyodunda
bulundurulmustur. Aglik grubu igin siganlar formualasyonlar uygulanmadan 12 saat
oncesinden ag¢ birakilmis, uygulamadan 6 saat sonra yem verilmistir. Suya
erisimleri serbest olmustur. Tokluk grubu Uzerinde ila¢g uygulamasi sabah erken
saatlerde gerceklestiriimig, bu sekilde gece beslenen siganlarin hepsinin benzer
tokluk duzeyine sahip olmasi ve grup i¢i varyasyonun en aza indirgenmesi
planlanmistir. Kontrol grubundaki hayvanlara ise hi¢bir uygulama yapiimamis
deney sonunda sakrifiye edilerek kan plazmalari analizlerde kor olarak

kullaniimigtir.

Siganlara uygulanmig formilasyonlarda yalniz BOS aktif bilesik olup
formilasyonun geri kalani farmakolojik olarak aktif degildir. Siganlar icin BOS’un
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uygulanan ginlik maksimum dozu 300 mg/kg sican agirli§i seklindedir (EMA,
2005). Hayvanlar deneye baslamadan 6nce tartiimis ve formulasyonlar 50 mg/kg
dozda BOS icerecek sekilde agirliklarina bagl olarak doz ayarlamasi yapilarak
SNEDDS dogrudan, S-SNEDDS tablet formulasyonlar ve referans drin suspande
edilerek oral gavaj ile siganlara uygulanmistir (Resim 3.3). Uygulanan doz
literatlirdeki calismalardan hareketle belirlenmigtir (Clozel ve digerleri, 2006;
Visnagri, Kandhare, Ghosh ve Bodhankar, 2013).

Resim 3.3. Siganlara oral gavaj uygulamasi

Uygulamanin ardindan 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 5, 6, 10 ve 24. saatlerde kan alim
islemleri icin siganlar, hareketlerinin kisittanmasini saglayan plastik engelleyiciye
(restrainer) konulmustur. Kuyruklar sicak su ile bir bez yardimiyla silinerek kuyruk
venlerinin belirli hale gelmesi saglanmis ve ardindan heparin igeren insulin
enjektorleri ile 250 pL kuyruk veninden kan alim iglemleri gergeklestiriimistir
(Resim 3.4). Alinan kanlar pihtilasmanin engellenmesi amaciyla heparinli ependorf
tiplere aktariimis ve 7000 rpm’de 5 dakika boyunca oda sicakhiginda santrifijj

edildikten sonra siipernatant kismi ayrilarak analize kadar -80°C’de saklanmistir.
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Resim 3.4. Sigcanlarda kuyruk veninden kan alinmasi iglemi

Plazma oOrneklerinde BOS miktarinin belirlenebilmesi icin LC-MS/MS yontemi
kullaniimistir.  Analizler Ege Universitesi ARGEFAR biinyesinde TUBITAK
217S602 numarali proje kapsaminda hizmet alimi olarak gergeklestirilmistir. LC-
MS/MS ydntemiyle analiz edilen konsantrasyonlardan hareketle plazma-zaman
profilleri gizilmis, verilerden hareketle WinNonlin™ 8.3 yazilimi aracilidi ile Cmaks
(plazmadaki maksimum konsantrasyon), tmaks (Cmaks'a ulagmak icin gecen sure),
AUCo-24 (sifirdan 24. saate kadar plazma zaman egrisi altinda kalan alan), AUCo-»
(sifirdan sonsuza kadar plazma zaman egrisi altinda kalan alan), kd¢ (uzaklasma
hiz sabiti), tiz (biyolojik yari émir), Va (dagihm hacmi) ve Cl (klirens) gibi
farmakokinetik parametreler nonkompartimantal analiz (Non-compartmental

analysis - NCA) ile hesaplanmis ve biyoyararlanim degerlendirmesi yapilmistir.

In vitro — in vivo iligki (IVIVR) kurulmasi

in vitro-in vivo iliski kurulmasi amaciyla MathLab® 9.10 ile pargal kiibik hermite
interpolasyon polinomlari (Piecewise Cubic Hermite Interpolating
Polynomials-PCHIP) yontemi kullaniimistir. Bu yontemle bilinmeyen herhangi bir
ara zaman noktasinda bilinmeyen ara degerler (eksik noktalar) bulunmustur ve 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 55 ve 60. dakikaya interpolasyon uygulanarak veri
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seti olusturulmustur. BOS yuklid SNEDDS, S-SNEDDS tablet formulasyonlari ve
referans tablet i¢in belirlenen zaman noktalarinda acglik grubu sigcanlarina ait
plazma konsantrasyonu ile FaSSIF, FaSSIF-V2, FDA tarafindan onerilen ortam
(%1 SLS igeren distile su ortami) arasindaki iligki ve tokluk grubu siganlarina ait
plazma konsantrasyonu ile FeSSIF, FeSSIF-V2, FDA tarafindan onerilen ortam

(%1 SLS igeren distile su ortami) arasindaki iliski degerlendirilmistir.

IVIVR  degerlendiriimesinin  gercgeklestirilebilmesi  icin  bazi  gereklilikler
bulunmaktadir. in vitro ¢gdéziinme hizi galismasinda zamana karsl % ¢dzinen ilag
grafigi ¢ézunme hizi galigmasinin son zaman noktasinda genellikle %100’e
ulasmalidir (Karakucuk, Teksin, Eroglu ve Celebi, 2019). Ancak in vitro ¢ézlinme
verilerinin son noktasinda en az %80 c¢b6zinme gosteren formilasyonlarda
karsilastirma amaciyla kullanilabilmektedir (Zhou ve Qiu, 2010). Ayrica uygun
¢ozinme hizi yontemi pH, iyonik siddet, enzim, safra tuzlar ve fosfolipit
konsantrasyonu agisindan in vivo kosullari taklit etmelidir (Cardot, Beyssac ve
Alric, 2007). Son zaman noktasinda %100’e ¢b6zinme saglayan ortam bosentan
icin FDA tarafindan dénerilen %1 SLS iceren distile su ortamidir. Ancak in vivo
ortami igerik acgisindan daha iyi taklit eden biyouyumlu ortamlarda da
formUlasyonlar in vitro ¢dzinme hizi galismasinin son zaman noktasinda %80’lere

ulastigindan IVIVR agisindan degerlendirilmigtir.

Farmakodinamik ve histolojik calismalar

Arastirma igin 250-300 g 30 adet erkek Wistar sigan kullaniimistir. Kontrol grubuna
(n=3) serum fizyolojik ¢ozeltisi verilirken, hayvanlarda (n=27) PAH modeli tek doz
intraperitonel (ip) (60 mg/kg) monokrotalinin (MCT) uygulamasinin ardindan

formulasyonlarla tedaviye 4 hafta sonra baglanmistir (Cizelge 3.16).
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Cizelge 3.16. Farmakodinamik ekokardiyografi ¢galisma tasarimi

Grup no  Denek sayisi  Uygulama

Kontrol grubu
BOS yikli SNEDDS
BOS yikli S-SNEDDS tablet

Referans tablet

A W N P
© © ©O© w

Kontrol  grubunun  biri  (n=3) histolojik  ¢alismalarin  gerektigi  gibi
degderlendirilebilmesi igin hi¢bir uygulamaya maruz birakilmamistir. Tedavi gruplari
ise MCT ile PAH olusturulmus hayvanlarin (n=27) rastgele 3 gruba bdélinmesiyle
elde edilmigtir. Birinci tedavi grubuna (n=9) BOS yukli SNEDDS, ikinci tedavi
grubuna (n=9) BOS yukli S-SNEDDS tablet, uglincu tedavi grubuna (n=9) ise
referans tabletin 4 hafta sireyle verilmesi planlanmistir. Tedavi suresinin sonunda

farmakodinamik ve histolojik degerlendirmeler yapiimistir.

MCT c¢ézeltisinin hazirlanmasi

MCT c¢ozeltisi Hayashi ve arkadaslar tarafindan tarif edildigi gibi hazirlanmistir.
200 mg 1,2 mL 1 N HCl iginde ¢6zUlmus, distile su ile yaklasik 5 mL'ye seyreltilmis
ve 0,5 N NaOH ile pH 7,4’e ayarlanmig ve distile su ile 10 mL'ye tamamlanmigtir
(Hayashi, Hussa ve Lalich, 1967).

Ekokardiyografik ¢alisma

Ekokardiyografik c¢alisma baslangi¢, tek doz MCT uygulamasinin ardindan
hastalik modeli olusturulduktan sonra ve optimum formulasyonlar ile tedavi
sonunda olmak uUzere U¢ kez gergeklestiriimistir. Sicanlar anesteziye 0,5 mg/kg
medetomidin hidroklorid (Domitor®) ile alinmig, gdgusleri tiras edildikten sonra sirt
ustl pozisyonda olacak sekilde yatirihp, vicut sicakhgi bir lamba yardimiyla 36,5-
37,5°C’de tutulmus, GE Vivid S5 ve kardiyak sektér prop 12S-RS (4-12 MHz)
ekokardiyografik 6lgim sistemi ile sag ventrikil duvar kalinhdi, sag ventrikal

diyastol sonu c¢api ve hastaligin dizeyini tahmin etmek igin trisklspit yetmezlik
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Olcimleri yapilmistir (Resim 3.5) (Karpuz ve digerleri, 2017). Hayvanlari

anesteziden gikarmak igin Antisedan® (0,5 mg/kg) kullanilmistir.

Resim 3.5. Ekokardiyografik dlguim islemi

Ekokardiyografik dlgumler sonrasi agagida ayrintili olarak bahsedilen parametreler
ile degerlendirme gergeklestiriimistir (Meinel, Koestenberger, Sallmon, Hansmann
ve Pieles, 2021).

TrikUspit yetmezlik akimi: Artan pulmoner arter basinci ve dolayisiyla artan sag

ventrikdl basincinin yansimasidir.

Sag ventrikll (Right Ventricle-RV) sonu diastolik ¢ap: Sag ventrikilin diastol sonu

capidir.
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TrikUspit kapak anuler plane sistolik ekskursiyonu (Tricuspid Annular Plane
Systolic Excursion-TAPSE): Sag ventrikllin sistolik iglevini degerlendirmede

kullanilan bir parametredir.

Pulmoner yetmezlik akimi: Artan pulmoner arter basinci dolayisiyla pulmoner

kapaktan sag ventriklle dogru olan akimdir.

Pulmoner arter akselerasyon zamani (Pulmonary Artery Acceleration Time-
PAACT): Pulmoner akimin baslangicindan tepe noktaya ulastigi ana kadar gegen

suredir.

Sag ventrikdl 6n duvar sistolik kalinh@i: Artmis pulmoner arter direnci ve pulmoner

arter basincina bagli olarak artan sag ventrikul yukinun gostergesidir.

Sag ventrikil 6n duvar diastolik kalinhdi: Artmis pulmoner arter direnci ve

pulmoner arter basincina bagl olarak artan sag ventrikul yukunun gostergesidir.

Aorta anulus ve pulmoner arter anulus ¢ap: Kalpten ¢ikan bu iki buyuk damarin

caplaridir ve ventrikuller onundeki yukuan artiginin dnemli bir gostergesidir.

Histolojik ¢alismalar

Calisma kapsaminda tek doz ip 60 mg/kg MCT ile indiklenmis PAH’li sicanlarda
SNEDDS, S-SNEDDS tablet formulasyonlari ve referans tablet ile uygulanacak
tedavi sonrasinda kalp, akciger, karaciger ve bobrek dokularinda olusabilecek
olasi histopatolojik degisimlerin immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi ile
incelenmesi amaglanmis ve histolojik galisma tasarimi Cizelge 3.17°de verilmigtir.
Ayrica hepatositlerde olugan hasari ve uygulanan tedavilerin olasi iyilestirici etkileri
kan plazmasindan elde edilen ve hepatosit iligkili transkripsiyon faktori olan
alblimin seviyesi ile enzime bagh immune sorbent deneyi (Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay-ELISA) kullanilarak degerlendirilmigtir.



Cizelge 3.17. Histolojik galisma tasarimi

0T

Grup
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Denek Uygulama 2 4 6 7 8 11 13 14 15 17 20

sayisl doz doz doz doz doz doz doz doz doz doz doz
6 Hicbir madahale yapilmayan grup + + + + + + + + + + +
6 Tedavi uygulanmayan grup - - - - - - - - - - -
9 SNEDDS formilasyonu uygulanan grup + + + + + - + + - - +
9 S-SNEDDS tablet formilasyonu uygulanan grup + + - - + + - + - + +
9 Referans tablet uygulanan grup + + - - - - - + + - -
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Deney bitiminde siganlar yiksek doz anestezi altinda sakrifiye edilmistir.
Siganlarin kan 6rnekleri ile birlikte olusturulan hastalik modeli ile iligkili oldugu
dusunulen kalp, akciger, karaciger ve bobrek gibi dokulari alinmistir
(Aghamohammadzadeh ve digerleri, 2016; Huetsch, Jiang, Larrain ve Shimoda,
2016).

Dokular kuru agirliklarinin tartiimasinin ardindan 11k mikroskobu incelemesi igin
ilk olarak %10’luk nétral formaldehit solisyonunda en az 72 saat tespit edilmis ve
rutin takip islemlerinin ardindan parafin bloklar elde edilmistir (Kalem ve digerleri,
2018). Hazirlanan parafin bloklardan 4-5 ym kalinhdginda kesitler alinmistir. Alinan
doku ornekleri histolojik olarak degerlendirimek Uzere Hematoksilen & Eozin
(H&E) ile boyanmistir. Akcigere ve bdbrege ait kesitlerde ait kesitlerde Kaspaz-3
ve IL-6; karacigere ait kesitlerde ise TROP2 ve TNF-a primer antilorlari ile ayri ayri

immunohistokimyasal (Immunohistochemical-IHC) boyama yapilmistir.

H&E boyama

Akciger, karaciger ve bobregde ait kesitler 37°C’deki etlivde bir gece tutulduktan
sonra deparafinizasyonu kolaylastirmak amaciyla etiv isis1 57°C’ye ¢ikarilarak 1
saat daha bekletilmistir. Camlar deparafinizasyonu tamamlamak igin 2 kez 15’er
dakika ksilolde birakildiktan sonra azalan alkol serilerinden (sirasiyla %100, %96,
%80, %70 ve %60’lik) 10’ar dakika gegirilerek sudan, 10 dakika akar suda
yikanarak alkolden kurtariimigtir. Hematoksilen solusyonu icinde 10 dakika
bekletilen kesitler tekrar 10 dakika akar suda yikanmig ve daha sonra %70 alkol +
3 damla glasiyel asetik asit karisimina batiriip 2-3 kez dip yapilan kesitler tekrar
10 dakika akar suda yikanmistir. Eozin solisyonu icinde 5-10 dakika bekletilen ve
sonrasinda 10 dakika akar suda yikanan kesitler artan alkol serilerinden (sirasiyla
%60, %70, %80, %96 ve %100’lUk) ve 2 kez 15’er dakika ksilolden gectikten sonra
entellan ile kapatiimistir. Kesitlerin Olympus CHA40 bilgisayar destekli géruntileme

sistemi ile fotograflari ¢gekilmis ve degerlendirilmistir.

Akciger, karaciger ve bdbrek  hasarinin siddetinin histopatolojik
degerlendiriimesinde semi-kantitatif bir yontem kullaniimistir. Buna gore patoloji

kriterleri akciger icin intimal kalinlagsma, fibrozis ve distal arterlerin dilatasyonu;
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karaciger icin sinlzoidal dilatasyon, fibrozis, vaskuller konjesyon, hicresel
vakuolizasyon; bdbrek icin vaskuller konjesyon, glomerular dejenerasyon, tubuler
dilatasyon ve notrofil infiltrasyonu olarak belirlenmigtir. Her bir denege ait kesitten
rastgele alti alan secilmis ve her alan Cizelge 3.18'de belirtilen dlgek kullanilarak

O'dan 5'e kadar puanlanmigtir (Leemans ve digerleri, 2005)

Cizelge 3.18. Karaciger ve bdbrek dokularinin H&E boyamasinda kullanilan
histopatolojik degerlendirme olgegi

Olgek Degerlendirme

0 %0, normal
+1 %0-10, zayif hasar
+2 %11-25, orta siddetli hasar
+3 %26-49, yogun hasar
+4 %50-75, yuksek siddetli hasar
+5 %75, agir hasar

IHC boyama

Dokulara ait kesitler 37°C’deki etuvde bir gece tutulduktan sonra
deparafinizasyonu kolaylastirmak amaciyla etiv isisi 57°C’ye cikarilarak 1 saat
daha bekletilmis, camlar deparafinizasyonu tamamlamak icin 3 kez 15’er dakika
ksilolde birakildiktan sonra sirasiyla %100’lUk, %96’lik, %80’lik, %70’lik ve %60’k
alkol serilerinden 10’ar dakika gecirilerek sudan, 2 kez 10’ar dakika distile sudan
gegirilerek alkolden kurtariimistir. Doku igerisinde formaldehitin kapattigi reseptor
bdlgelerinin aciga cikarilmasini saglamak amaciyla mikrodalga firinda 2 kez 5’er
dakika sitrat tamponuna etkin birakilmistir. Oda isisinda sogutulduktan sonra
Pappen ile kesit Uzerindeki dokularin etrafi ¢izilmis, dokular 3x3 dakika fosfat
tamponu (PBS) ile yikanmalarinin ardindan, %3’'lik H202 solusyonu ile 15 dakika
inkibe edilmis, 3x3 dakika PBS ile tekrar yikanan dokular 5 dakika stresince Ultra
V Block solusyonu ile blocking asamasina etkin birakilmigtir. Ardindan yikama
islemi yapilmadan akciger ve bdbrege ait kesitler Kaspaz-3 ve IL-6; karacigere ait
kesitler ise TROP2 ve TNF-a primer antilorlarina etkin birakilmistir. ilgili sire

sonunda PBS ile yikanan dokular, uygun biyotinli sekonder antikor ve Streptavidin
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solUisyonlarina 10’ar dakika slresince etkin birakilmistir. Dokular PBS ile
yikanmalarinin ardindan DAB ile c¢ekirdek boyamasi yapilarak entellan ile
kapatilmig ve Olympus CH40 bilgisayar destekli goruntileme sistemi ile

fotograflari ¢ekilmis ve degerlendirilmistir.

IHC boyamalar sonrasinda, karaciger ve bdbrek dokusuna ait kesitlerin primer
antikor ekspresyonlarinin degerlendiriimesi ve immunreaktivite yogunlugunu
belirlemek i¢in H-Score yontemi kullaniimistir. Buna gore; tim gruplarda her bir
hayvana ait akciger ve bobrek dokusundan alinarak Kaspaz-3 ve IL-6 primer
antikorlari ve karaciger dokusundan alinarak TROP2 ve TNF-a primer antikorlari
ile immunohistokimyasal olarak boyanan kesitlerden bir merkez ve bes perifer
olmak Uzere rastgele alti bolge secilmis ve bu bdlgelerde immuino-reaktivite
yogunlugunu deg@erlendirmek icin Cizelge 3.19°da verilen semi-kantitatif puanlama

sistemi kullaniimistir (Maziéres ve digerleri, 2013).

Cizelge 3.19. Karaciger ve  bdbrek  dokularinin IHC  boyama igin
degerlendiriimesinde kullanilan H-Score yontemi

Olcek Degerlendirme

0 %0, boyama yok

+1 < 30%, zayif boyanma

+2 %30-%60, orta siddetli boyanma
+3 > %60, yogun boyanma

Tam degerlendirmeler bagimsiz iki arastirmaci tarafindan gerceklestiriimistir.

Bivodagilim calismalari

SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formilasyonlarin biyodagilim ve viicutta kalis

stirelerinin in vivo olarak incelenmesi

Biyodagilim calismalari dogrultusunda VivoTag® 680XL ve XenoLight™ DIR
boyalari ile hazirlanan ve floresan olarak isaretlenen SNEDDS, S-SNEDDS tablet
formilasyon ve kontrol boya ¢ozeltileri 8 haftalik Balb/c farelere (XenoLight™ DIR
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icin: kontrol boya grubu 2 mg/mL, SNEDDS grubu 0,3 mg/mL, S-SNEDDS tablet
grubu 1 mg/mL; VivoTag® 680XL icin: kontrol boya grubu 3 mg/mL, SNEDDS
grubu 0,45 mg/mL, S-SNEDDS tablet grubu 1,5 mg/mL) oral gavaj ile verilmig
(Resim 3.6) ve floresan boyanin dagilimi kontrol gruplari ile karsilagtirmali olarak
In Vivo Imaging System® (IVIS®) cihazinda goriintileme yapilarak incelenmistir
(Resim 3.7) (Panthani ve digerleri, 2013). Cihazin hassasiyet sinirlarindaki dalga
boyunda alinan goéruntiler, dakika dakika karsilastirilarak kontrol boya grubu ve
formualasyonlarin absorpsiyon, dagilim, metobolizma ve eliminasyonuna (ADME)

dair bir gorsel profil olusturulmasi amaglanmistir.

“TITR

Resim 3.6. Balb/c farelere gavaj uygulamasi
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Resim 3.7. IVIS® cihazina ait gorseller

BOS’un biyolojik yart émri 5 saat oldugundan farelere 5 saat boyunca yedi
goruntileme yapilmistir. Her bir boyanin kontrol ve formilasyon gruplari igin
biyodagilim ve ex vivo goéruntileme galismalar Sekil 3.3'te sematize edildigi gibi
gerceklestiriimistir. Uygulama sonrasi farelere cihaza entegre anestezi sistemi
araciligiyla (Resim 3.8) gorunti almadan hemen 6nce %5’lik izofluran ile anestezi
uygulanmistir, izofluranin ¢ok kisa yari 6murli olmasi nedeni ile tim galisma

boyunca gorinti sureleri harig fareler haraketli ve canli olarak bekletilmistir. Deney
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tasarimi sonuglarin anlamli olarak kabul edilebilmesi agisindan her bir gruptaki

hayvan sayisi en az olacak (n=3) sekilde planlanmigtir (Cizelge 3.20).

XenoLight™ DIR / VivoTag® 680XL
ile isaretlenmis kontrol boya
gruplari

*-_—-"' *-_—-"'

IVIS® gériintiileme zaman noktalari

15. dakika
30. dakika
saat
saat
saat
saat
saat

agrwnE

XenoLight™ DIR / VivoTag® 680XL
ile isaretlenmis formulasyon
gruplari

IVIS® gériintiileme zaman noktalari

15. dakika
30. dakika
. Saat
. Saat
. Saat
. Saat
. Saat

abhwnN Pk

Her grup igin 5. saat sonunda ylksek doz anestezi ile hayvanlarin sakrifiye edilmesi
ve organlarin ex vivo goruntulenmesi

Sekil 3.3. in vivo ve ex vivo gdriintileme (biyodagilim) calismalarina ait akis
semasi
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Resim 3.8. IVIS® cihazina entegre anestezi sistemi ve islem anindan bir goriint

Cizelge 3.20. in vivo ve ex vivo gérintiileme (biyodagihm) galisma tasarimi

Grup no Fare sayisi Uygulama
1 3 Kontrol Grubu (VivoTag® 680XL igin)
2 3 BOS yiiklii SNEDDS + VivoTag® 680XL
3 3 BOS yiikli S-SNEDDS tablet+ VivoTag® 680XL
4 3 Kontrol Grubu (XenoLight™ DIR igin)
5 3 BOS yiikli SNEDDS + XenoLight™ DIR
6 3 BOS yiikli S-SNEDDS tablet + XenoLight™ DIR

Ex vivo galismalar

ADME calismalari tamamlandiktan sonra hayvanlar yuksek doz anestezi ile
sakrifiye edilmis (8 mg/kg Ksilazin + 100 mg/kg Ketamin ve boyanin dokulardaki
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tutulumunu belirlemek amaciyla organlar ¢ikartilmistir. Tek tek tablaya belirlenen
sira (mide, kalp, karaciger, akciger, bobrekler ve kolon) ile yerlestiriimis ve isik
absorplama degerleri hesaplanmak suretiyle alan degerleri belirlenmistir. Daha iyi
goruntl alabilmek icin, midede yogun absorbsiyon oldugu durumlarda, diger
organlarin daha iyi gorUntilenmesini saglamak amaci ile mide ortamdan

uzaklagtirilarak yeniden goruntu alinmigtir.

In vivo goruntileme calismalarinda iki boya kullaniimistir. Calisma igin secilen ilk
boya kiglik molekillere glgli sekilde baglanan (BOS’a baglanma) VivoTag®
680XL, ikinci boya ise lipitlere selektif olarak baglanan ve nanooemiilsiyonun lipit
yapisini boyama amaci ile kullanilan XenoLight™ DIR’dIr.

XenoLight™ DIR g¢ézeltilerinin hazirlanmasi

Stok boya coOzeltisinin hazirlanmasi

Stok boya ¢ozeltisi 25 mg XenoLight™ DIR’In 2,5 mL etanolde ¢ozindurilmesiyle

hazirlanmisgtir.

Kontrol boya cbzeltisinin hazirlanmasi

Bir fare icin 30 yL XenoLight™ DIR stok ¢ozelti ve 120 yL fosfat tamponu (pH 7,0)

kullanilarak kontrol boya ¢ozeltisi hazirlanmistir.

XenoLight™ DIR ile isaretlenmis SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formiilasyonlarin

cozeltilerinin hazirlanmasi, IVIS® ve ex vivo gériintiileme calismalari

Bir fare icin 30 uyL XenoLight™ DIR stok g¢ozelti ve 120 uL formdilasyonlar
kullanilarak isaretli formulasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilere
150 pL fosfat tamponu (pH 7,0) ilave edilerek karigtiriimigtir. Gerekli seyreltmeler
islem sirasinda gergeklestirilmistir.

Floresan olarak isaretlenen formulasyonlar ve serbest boya igeren kontrol

cozeltileri her grupta 3’er adet olmak Uzere Balb/c farelere her bir fareye 150 L
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olacak sekilde oral gavaj yolu ile verilmig, dagiimi IVIS® cihazinda 710/780 nm
ekzitasyon/emisyon dalga boyunda incelenmistir. Cdzeltilerin verilmesinden sonra
15 dakika, 30 dakika, 1, 2, 3, 4 ve 5. saatlerde goéruntuleme yapimigtir.
Goruntileme esnasinda formulasyonlarin absorpladigi 1siIk saat baz alinarak
kontrol grubu ile eszamanh gbézlenmis ve floresan boyanin dokularda gosterdigi

yogunlagsma Olgulmustur.

Gergek zamanli (Real-time) goruntileme c¢alismalarinda 5. saatin ardindan
hayvanlar yuksek doz anestezi ile sakrifiye edilmis boyanin dokulardaki
tutulumunu belirlemek amaciyla organlar ¢ikartilmistir. Tek tek tablaya belirlenen
sira (mide, kalp, karaciger, akciger, bobrekler ve kolon) ile yerlestiriimis ve isik

absorplama degerleri hesaplanmak suretiyle alan deg@erleri belirlenmistir.

VivoTag® 680XL ¢dzeltilerinin hazirlanmasi

Stok boya cbzeltisinin hazirlanmasi

Stok boya c¢ozeltisi 5 mg VivoTag® 680XL'In 500 pL dimetilsilfoksitte

cozundurulmesiyle hazirlanmigtir.

50 mM NaHCOs; tampon cézeltisinin hazirlanmasi

2,52 g NaHCO3 100 mL suda ¢ozundurulerek hazirlanmigtir.

Kontrol boya cOzeltisinin hazirlanmasi

Bir fare igin 45 uL VivoTag® 680XL stok ¢bzelti, 25 yL NaHCO3 (50 mM) tamponu

ve 80 L distile su kullanilarak kontrol boya ¢dzeltisi hazirlanmigtir.

VivoTag® 680XL ile isaretlenmis SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formiilasyonlarin

cozeltilerinin hazirlanmasi, IVIS® ve ex vivo gériintlileme calismalari

Bir fare igin 45 yL VivoTag® 680XL stok gozelti, 25 yL NaHCOs (50 mM) tamponu
ve 80 uL formulasyonlar kullanilarak isaretli formulasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir.
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Hazirlanan ¢dzeltilere 150 L fosfat tamponu (pH 7,0) ilave edilerek karigtiriimigstir.

Gerekli seyreltmeler islem sirasinda gergeklestiriimistir.

Floresan olarak isaretlenen formulasyonlar ve serbest boya igeren kontrol
cozeltileri her grupta 3’er adet olmak Uzere Balb/c farelere her bir fareye 150 L
olacak sekilde oral gavaj yolu ile verilmis; dagiimi IVIS® cihazinda 640/700 nm
ekzitasyon/emisyon dalga boyunda incelenmistir. Cdzeltilerin verilmesinden sonra
15 dakika, 30 dakika, 1, 2, 3, 4 ve 5. saatlerde goruntileme yapiimigtir.
Goruntuleme esnasinda formulasyonlarin absorpladigi 1sik saat baz alinarak
kontrol grubu ile eszamanh gbézlenmis ve floresan boyanin dokularda gosterdigi

yogunlagsma Olgulmustur.

Gergek zamanli (Real-time) goéruntileme c¢alismalarinda 5. saatin ardindan
hayvanlar yiksek doz anestezi ile sakrifiye edilmis boyanin dokulardaki
tutulumunu belirlemek amaciyla organlar ¢ikartilmistir. Tek tek tablaya belirlenen
sira (mide, kalp, karaciger, akciger, bobrekler ve kolon) ile yerlestiriimis ve isik

absorplama degerleri hesaplanmak suretiyle alan degerleri belirlenmistir.

3.2.10. istatistiksel degerlendirmeler

Tez cgalismasindan elde edilen bulgularin istatistiksel degerlendirmesinde IBM®
SPSSP® Statistics 24 programindan yararlaniimistir. Verilerin ortalama ve standart
sapmalari hesaplanmigtir. Tum degerlendirmeler i¢in p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlaml kabul edilmistir.

in vitro, in vivo aclik/tokluk farmakokinetik ve biyoyararlanim, gercek zamanli ve ex
vivo biyodagilim galigsmalarinda gruplar arasi karsilastirmalar icin ANOVA testi,
anlamli ¢ikan gruplar arasinda farkin degerlendiriimesi icin ise Games-Howell testi

kullaniimigtir.

Ekokardiyografi calismalari igin normal dagilm varhidini saptamak amaciyla
Shapiro-Wilk testi ve histogramlar kullaniimig, normal dadilan sayisal degiskenler
ortalama t standart sapma, normal dagilmayan surekli dediskenler ortanca (min-
max) degerleri ile gosterilmistir. Olgu sayilari (n), yizde (%) ile ifade edilmis,
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normal dagilmayan bagimli degiskenlerin karsilastiriimasi i¢in Wilcoxon testi

kullanilmistir.

Histoloji calismalar icin H&E ve IHC boyamalarin degerlendiriimesinde gruplar
aras! karsilastirma icin Kruskal-Wallis testi, anlamli ¢ikan gruplar arasinda farkin
degerlendiriimesi icin Post-hoc Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney U testleri
yapiimistir.  ELISA  sonuglarinin  degerlendiriimesinde ise gruplar arasi

karsilastirma icin Tukey testi kullaniimistir.
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4. BULGULAR

4.1.Bosentanin Fizikimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan Calismalar

4.1.1. %1 SLS igeren distile su ortamindaki ¢oziinurluk ¢alismasi

BOS’un ¢6zUndrlGginin  belirlenmesi  Bolim 3.2.1'de  anlatildi§i  sekilde
gerceklestiriimistir. Bulunan absorbanslar standart dogru denkleminde yerine
konularak elde edilen derisimlere ait sonuglar Cizelge 4.1’de verilmistir. %1 SLS
iceren distile su ortamina ait bagil sink kosul degerleri cozinme hizi ¢alismalarinin
yapildigi sicaklk olan 37°C’e igcin 24. saate goére degerlendirilmistir ve in vitro

¢o6ztnme hizi sonuglari ile Bolum 4.5’te verilecektir.

Cizelge 4.1. BOS’un %1 SLS igeren distile su ortaminda ¢6zundrlik sonuglari

Olgiim zamani Cozinirliik (mg/mL)
25+0,5°C 37+0,5°C
1. saat 1,11 £ 0,01 1,26 + 0,02
24, saat 1,21 £ 0,02 1,48 + 0,08
Xort £ SS, n=3

4.1.2. Partisyon katsayisinin belirlenmesi

25°C ve 37°C’de partisyon katsayilar su fazina gegen BOS konsantrasyonunun
UV spektrofotometrede 271 nm dalga boyunda analiz edilmis ve Bolim 3.2.1°’de
belirtilen Es. 3.2 ile hesaplanmigtir. Partisyon katsayisi ¢alismalar iki sicaklik i¢in

Uc paralel olacak sekilde gercgeklestiriimis ve sonugclar Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Partisyon katsayisi sonuglari

Partisyon katsayisi (logP)

25%0,5°C 3,33+ 0,08
37%0,5°C 3,44 £ 0,06

Xort £ SS, n=3
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4.1.3. Partikil buyukligu analizi
BOS’un partikil  buydklugd analizi Bolum  3.2.1'de anlatildigi  gibi

gerceklestiriimistir. BOS’un ortalama partikal buyaklaga 12,07 + 0,06 ym olarak
bulunmustur. Partikal buydklaga ve dagilimina iligkin grafik Sekil 4.1°de verilmigtir.
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Sekil 4.1. BOS’un partikdl buyuklugu analiz grafigi

4.1.4. FT-IR analizi

BOS’un Bolim 3.2.1°de belirtilen sekilde gerceklestirilen FT-IR spektrumu Sekil
4.2’de verilmigtir. BOS’a ait karakteristik -OH tekli bagi 3625 cm, N-H baglari
3317 cmt, aromatik halkadaki -CH baglari 2900-3100 cm™ araliginda, aromatik
halkadaki C=C bagi 1558 cm, S=O bagi 1340 cm-%, ikincil -C-O bagi 1169 cm

ve birincil -C-O bagi 1071 cm* bantlarinda gézlenmistir.
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4.1.5. Erime derecesi tayini

BOS’un Bolum 3.2.1de belirtilen sekilde yapilan DSC analizine ait DSC
termogrami Sekil 4.3’te verilmis ve termogramda iki tepeli bir pik elde edilmistir. ilk

pik BOS’un yapisindaki suya aittir ve BOS’un erime derecesi 115°C olarak tespit

edilmigtir.

DSC
mW

0.00

Bosentan.tad DSC

Hidrat yapisi

-1.00
-2.00 Peak 106.37C
Onset 96.72C
Endset 109.22C
Heat -10.16mJ — 115°C’ Bosentan
-5.08J/g
_300 Peak 115.26C
Onset 110.87C
Endset 121.78C
Heat -31.88mJ
-15.94J/g
-4.00
File Name: Bosentan.tad
Detector: DSC-60
Acquisition Date 02/01/01
Acquisition Time 00:09:16(-0800)
Sample Name: Bosentan
Sample Weight:  2.000[mg]
-500 Annotation:
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 4.3. BOS’'un DSC termogrami

4.1.6. X-RPD analizi

BOS’'un Bolim 3.2.1°de belirtilen sekilde yapilan X-RPD analizine ait X-RPD
diyagrami Sekil 4.4’te verilmistir. BOS’un 26'da 9,28°, 15,52°, 16,72° ve 18,63°

ana agllarinda belirgin ve guglu kirinim pikleri ile kristal yapisi dogrulanmistir.
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Sekil 4.4. BOS’un X-RPD diyagrami

4.9. Bosentanin in Vitro Miktar Tayini

BOS’un in vitro miktar tayini Bolum 3.2.2'de anlatildigi sekilde gergeklestiriimistir.

4.2.1. Bosentanin UV spektrofotometrede dalga boyunun belirlenmesi

BOS’un Bolum 3.2.2°de belirtilen ortamlarda %1 SLS igeren distile su ortami igin
10 pg/mL, disitile su ve metanol igin 20 uyg/mL konsantrasyonlardaki ¢dzeltilerinin
UV spektrumlari Sekil 4.5 - 4.7°de verilmektedir. 200-800 nm arasinda yapilan
tarama sonucunda BOS’a ait maksimum dalga boyu (Amaks) %1 SLS igeren distile
su ortami i¢in 220 nm, distile su ortami igin 271 nm ve metanol i¢in 267 nm olarak
bulunmus ve in vitro miktar tayini yontemlerinde bu dalga boylari kullanilarak

analizler gercgeklestirilmigtir.
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Sekil 4.5. BOS’'un %1 SLS igeren distle su ortaminda 10 pg/mL
konsantrasyondaki ¢ozeltisinin UV spektrumu
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Sekil 4.6. BOS’un distile su ortaminda 20 ug/mL konsantrasyondaki ¢ozeltisinin
UV spektrumu
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Sekil 4.7. BOS’'un metanol ortaminda 20 pg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltisinin UV
spektrumu

4.2.2. Bosentana iligkin kalibrasyon dogrulari

Bolum 3.2.2°’de aciklandigi gibi BOS’a ait galismalarda kullanilan ortamlar igin

kalibrasyon dogrulari ve denklemleri Sekil 4.8 - 4.15'te verilmistir.
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Sekil 4.8. %1 SLS iceren distile su ortaminda ¢o6zinUrllik calismalari igin
kalibrasyon dogrusu ve denklemi (UV spektrofotometre, Amaks=220 nm,

N=6, Xort + SS)
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Sekil 4.9. %1 SLS igeren distile su ortaminda in vitro ¢ézinme hizi galismalari igin
kalibrasyon dogrusu ve denklemi (HPLC, Amaks=220 nm, n=3, Xort £ SH)
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Sekil 4.10. Distile su ortaminda partisyon katsayisi ¢alismalari icin kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (UV spektrofotometre, Amaks=271 nm, n=3,
Xort £ SS)
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Sekil 4.11. Metanol ortaminda yag ¢ozunurluk ¢alismalari igin kalibrasyon dogrusu
ve denklemi (UV spektrofotometre, Amaks=267 nm, n=6, Xort + SS)
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Sekil 4.12. FaSSIF ortaminda in vitro ¢dézlinme hizi ¢alismalar icin kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (HPLC, Amaks=220 nm, n=3, Xort £ SH)
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Sekil 4.13. FeSSIF ortaminda in vitro ¢ézinme hizi galigmalari igin kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (HPLC, Amaks=220 nm, n=3, Xort + SH)
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Sekil 4.14. FaSSIF-V2 ortaminda in vitro ¢béziinme hizi ¢galismalari i¢in kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (HPLC, Amaks=220 nm, n=3, Xort £ SH)
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Sekil 4.15. FeSSIF-V2 ortaminda in vitro ¢éziinme hizi ¢aligmalari igin kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (HPLC, Amaks=220 nm, n=3, Xort + SH)
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4.2.3. Bosentanin UV spektrofotometre ile in vitro miktar tayini yontem

validasyonu

Dogrusallik

Bolum 3.2.2'de belirtildigi gibi BOS’'un 100 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan
metanol stok ¢ozeltisinden sirasiyla 10, 15, 20, 25, 35 pg/mL konsantrasyonlarda
hazirlanan g¢ozeltileri ile kalibrasyon denklemi elde edilmistir. Agiklayicilik katsayisi
(R?20,999) degeri hesaplanarak denklemin belirtilen aralikta dogrusal oldugu

gosterilmistir (Sekil 4.16).

1

0,8
n 7
& 06
2
o
3 04
2 0

0,2

y = 0,0252x + 0,0495
0 R2=0,9992
0 10 20 30 40

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.16. BOS’'un metanol ortaminda yag ¢ozunurlik ¢calismalari igin kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (n=6, Xort £ SS)

Dogruluk ve geri elde

Bolim 3.2.2’de belirtildigi gibi metanol i¢in 10 pug/mL, 15 pg/mL ve 20 ug/mL
konsantrasyonlarinda BOS icerecek sekilde hazirlanan orneklerden hareketle %

geri kazanim miktarlari hesaplanmistir (Cizelge 4.3).



Cizelge 4.3. BOS’un metanol ortaminda dogruluk ve geri elde sonuglari
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Eklenen konsantrasyon

Tayin edilen konsantrasyon

% Geri kazanilan

(ng/mL) (ng/mL)
10 15 20 9,63 14,20 20,27 96,28 94,64 101,37
10 15 20 9,76 14,28 19,69 97,61 95,21 98,47
10 15 20 9,77 14,42 20,64 97,72 96,12 103,22
10 15 20 9,42 14,48 20,63 94,15 96,51 103,15
10 15 20 9,38 14,22 20,08 93,73 94,79 100,40
10 15 20 9,86 14,78 20,00 98,59 98,51 99,99
Xort 9,64 14,4 20,2 96,4 96,0 101
SS 0,20 0,2 0,4 2,0 1,5 2
% VK 2,07 1,45 1,85 2,07 1,51 1,85
Kesinlik

Bolum 3.2.2°'de belirtildigi gibi tekrar edilebilirlik, ara kesinlik, tekrar elde edilebilirlik

olmak Uzere U¢ duzeyde gosterilmistir. Bu amacgla metanol igin 10 ug/mL, 15

Mg/mL ve 20 pg/mL konsantrasyonlarinda BOS icerecek sekilde hazirlanan

orneklerin analiz sonuglari asagida degerlendirilmigtir.

Tekrar edilebilirlik

Bolim 3.2.2°de anlatildigi Uzere analitik yontemin tekrarlanabilirlik sonugclari

Cizelge 4.4’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. BOS’'un metanol ortaminda tekrar edilebilirlik sonuclar

Analiz no

N

Xort
SS
% VK

Konsantrasyon (ug/mL)

10 15 20
9,63 14,20 20,27
9,38 14,22 20,08
9,77 14,42 20,64
9,59 14,3 20,3
0,20 0,1 03
2,09 0,860 1,41
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Ara Kesinlik

Bolim  3.2.2°de  belirtildigi  gibi  analitk yontemin ara  kesinliginin
degerlendiriimesinde gunler arasi farkhligi degerlendirmek amaciyla metanol icin

10 pg/mL, 15 pg/mL ve 20 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan BOS ¢ozeltileri 3

farkli ginde analiz edilmistir.

Cizelge 4.5. BOS’'un metanol ortaminda ara kesinlik sonugclari

Gin Konsantrasyon (ug/mL)
10 15 20
1 10,01 14,73 20,53
2 9,80 14,52 20,60
3 9,76 14,59 20,48
Xort 9,86 14,6 20,5
SS 0,13 0,1 0,1
% VK 1,35 0,720 0,290

Tekrar elde edilebilirlik

Bolim 3.2.2°de belirtildigi gibi analitik yontemin tekrar elde edilebilirlik sonuglari

Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. BOS’'un metanol ortaminda tekrar elde edilebilirlik sonuglar

Eklenen konsantrasyon Tayin edilen konsantrasyon % Geri kazanilan
(ng/mL) (pg/mL)

10 15 20 9,63 14,20 20,27 96,28 94,64 101,35

10 15 20 9,76 14,28 19,69 97,61 95,21 98,45

10 15 20 9,77 14,42 20,64 97,72 96,12 103,20

10 15 20 9,42 14,48 20,63 94,15 96,51 103,15

10 15 20 9,38 14,22 20,08 93,73 94,79 100,40

10 15 20 9,86 14,78 20,00 98,59 98,51 100,00
Xort 9,64 14,4 20,2 96,4 96,0 101
SS 0,20 0,2 0,4 2,0 1,5 2

% VK 2,07 1,45 1,85 2,07 151 1,85
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Ozqlinliik ve secicilik

Bolum 3.2.2’de anlatilan BOS'un maksimum absorbans verdigi dalga boyunda
calisma suresince kullanilacak ortam igeriginin ayni kosullar altinda ayni dalga
boyunda maksimum absorbans verip vermediginin belirlenmesine yoénelik elde

edilen UV spektrumlari Sekil 4.17 ve 4.18'de verilmistir.
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Sekil 4.17. BOS igcermeyen metanol ortamina ait 6zgunlik ve segicilik UV
spektrumu
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Sekil 4.18. 20 ug/mL konsantrasyondaki BOS’un metanol ortamindaki 6zgunlik
ve segicilik UV spektrumu
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Duvarlik ve saptama siniri

BOS’un metanoldeki UV spektrofotometrik miktar tayin yonteminin LOD ve LOQ’su
Bolim 3.2.2°de anlatildigi gibi hesaplanmistir. Analitik yontemin LOD’si 1,46
pug/mL, LOQ’su 4,41 pg/mL olarak bulunmustur.

Stabilite

Bolim 3.2.2'de aciklandigi gibi BOS'un in vitro ¢ozinmesinin ve in vitro
¢ozunurlGgunuan belirlenmesi c¢alismalari suresince stabil oldugunu gostermek
Uzere metanol icin 15 pg/mL konsantrasyonlarda c¢ozeltisi hazirlandiktan hemen
sonra, 1, 2 ve 24. saat sonunda analiz edilmis ve sonuglar Cizelge 4.7'de

verilmigtir.

Cizelge 4.7. BOS’un metanol ortaminda stabilite sonuglari

Olgiim Eklenen konsantrasyon Tayin edilen
zamani (ug/mL) konsantrasyon (ug/mL)
0. saat 15 14,03
1. saat 15 14,08
2. saat 15 13,85
24. saat 15 15,07
Xort 14,3
SS 0,6
% VK 3,86

4.2.4. Bosentanin HPLC ile in vitro miktar tayini yontem validasyonu

Bosentanin %1 SLS iceren distile su ortamindaki validasyonu

BOS’un %1 SLS iceren distile su ortamindaki miktar tayinine ait validasyon

calismalari Bolum 3.2.2'de anlatildigi gibi gergeklestirilmigtir.
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Dogrusallik

BOS’un %1 SLS distile su ortami igin 0,0195 ug/mL-10 pg/mL konsantrasyon
araiginda 12 farkh  numune hazirlanarak  dogrusallk  parametresi

degerlendirilmigtir. Sekil 4.19’da kalibrasyon dogrusu gdsterilmistir.
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Sekil 4.19. BOS’un %1 SLS igeren distile su ortamindaki kalibrasyon dogrusu
(n=3, Xort £ SH)

Dogruluk ve geri elde

BOS’un %1 SLS igeren distile su ortaminda hazirlanan %80, %100 ve %120 BOS

iceren c¢ozeltilerinde geri elde miktarlari hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.8'de
verilmigtir.

Cizelge 4.8. BOS’'un %1 SLS igeren distile su ortaminda dogruluk ve geri elde
sonuglari

Cozeltideki BOS Cozeltideki BOS Hesaplanan BOS derisimi % Geri elde % VK

yiizdesi (ug/mL)  derigimi (ug/mL) (ng/mL) (Xor®SS)
%80 2 1,95+ 0,04 97,7 1,79
%100 2,5 2,52+ 0,03 100 1,26

%120 3 3,04 £ 0,03 101 1,02
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Kesinlik

Tekrar edilebilirlik

BOS’un %1 SLS iceren distile su ortamindaki stok ¢ozeltisinden hareketle 0,625
pMg/mL derisimde hazirlanan ¢ozelti arka arkaya 10 kez HPLC'’ye enjekte edilmistir.

Elde edilen sonuglar Cizelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. BOS’un %1 SLS igeren distile su ortaminda tekrar edilebilirlik

sonuglari
Ornek no Cozeltideki BOS derisimi Hesaplanan BOS derigimi
(pg/mL) (ng/mL)

1 0,625 0,615

2 0,625 0,599

3 0,625 0,617

4 0,625 0,607

5 0,625 0,622

6 0,625 0,621

7 0,625 0,594

8 0,625 0,606

9 0,625 0,591
10 0,625 0,603
Xort 0,608
SS 0,011
% VK 1,80

Tekrar elde edilebilirlik

BOS’un %1 SLS iceren distile su ortaminda farkli konsantrasyonlarindaki
¢Ozeltileri birbirini takip eden 3 gln igerisinde 3’er kez HPLC’ye enjekte edilmigtir.

Sonuglar Cizelge 4.10’da gosterilmigtir.



Cizelge 4.10. BOS’un %1 SLS iceren distile su ortaminda tekrar elde
sonuglari
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edilebilirlik

Cozeltideki BOS Hesaplanan BOS derigimi (ug/mL)

derigimi (ug/mL) Xort SS % VK
1. giin 2. gin 3. gun
0,625 0,640 0,670 0,650 0,660 0,010 1,85
5 5,02 5,13 5,05 5,07 0,06 1,16
10 10,11 9,82 9,83 9,92 0,17 1,68
Ozgiinliik ve secicilik
Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz edilmek istenilen maddeyi

saptayabildiginin, formulasyon igerisindeki yardimci maddelerin ayni dalga

boyunda absorbans gosterip gostermediginin kontrolt yapilmistir. Etkin madde

icermeyen SNEDDS formulasyonlarin %1 SLS igeren distile su ortamina, etkin

madde icermeyen %1 SLS igeren distile su ortamina, etkin madde iceren %1 SLS

iceren distile su ortamina ait 6zgunlik ve segicilik kromotogramlari Sekil 4.20 -

4.23’te gosterilmigtir.

Sekil 4.20. BOS igermeyen Maisine® SNEDDS formulasyonun %1 SLS igeren

distile su ortamindaki kromatogrami



....

Sekil 4.21. BOS igermeyen Peceol® SNEDDS formilasyonun %1 SLS igeren
distile su ortamindaki kromatogrami
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Sekil 4.22. BOS igermeyen %1 SLS igeren distile su ortaminin kromatogrami

Norm.
400 — f

350% ||
300—5 ||
250—5 | |
200—5 ‘ ‘
150—5
100—5 | |
sn—f I

0] B e o

L e N s e s e L e e e e e ) e e e e e LI QU s S S Sy B S
1 2 3 4 5 5] T 8

Sekil 4.23. 10 uyg/mL BOS’un %1 SLS igeren distile su ortamindaki kromatogrami
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Duyarlilik ve saptama siniri

Geligtirilen analitik yontemin LOD ve LOQ'su Bolim 3.2.2°de anlatildigi gibi
hesaplanmis, analitik yontemin LOD’si 0,08 ug/mL, LOQ’su 0,24 pg/mL olarak

bulunmustur.

Stabilite galismalari

BOS’un %1 SLS igeren distile su igindeki 10 ug/mL konsantrasyondaki ¢ozeltileri
stabilite calismalarinda kullaniimistir. Cozeltilerin 4°C, 25°C ve 37°C sicakliklarda
0. ve 24. saatteki stabiliteleri incelenmistir. BOS’un %1 SLS iceren distile su
icindeki ¢ozeltilerine ait farkh sicakliklardaki stabilite sonuglar Cizelge 4.11°de yer

almaktadir.

Cizelge 4.11. BOS’un %1 SLS igeren distile su ortami icin stabilite sonuglar

Zaman Konsantrasyon Geri elde Xort % Geri elde SS % VK
(Saat) (pg/mL) (pg/mL)
4°C 0 10 9,83 98,3 0,1 1,03
24 10 9,66 96,6 0,2 1,60
0 10 9,83 98,3 0,1 1,03
25°C 24 10 9,26 92,6 0,1 0,92
0 10 9,83 98,3 0,1 1,03
37°C 24 10 9,73 97,3 0,2 1,59

Bosentanin FaSSIF ortamindaki validasyonu

BOS’'un FaSSIF ortamindaki miktar tayinine ait validasyon g¢aligsmalari B6lUim
3.2.2'de anlatildigi gibi gergeklestirilmistir.

Dogrusallik

BOS’un FaSSIF ortaminda 0,5 pg/mL-20 ug/mL konsantrasyon araliginda 12 farkli

numune hazirlanarak dogrusallik parametresi degerlendiriimistir. Sekil 4.24’te

kalibrasyon dogrusu gosterilmistir.
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Sekil 4.24. BOS’'un FaSSIF ortamindaki kalibrasyon dogrusu (n=3, Xort £ SH)

Dogruluk ve geri elde

BOS'un FaSSIF ortaminda hazirlanan %80, %100 ve %120 BOS igeren

cozeltilerinde geri elde miktarlari hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.12'de
verilmigtir.

Cizelge 4.12. BOS’un FaSSIF ortaminda dogruluk ve geri elde sonuglari

Cozeltideki BOS Cozeltideki BOS Hesaplanan BOS derigimi % Geri elde % VK

ylizdesi (ug/mL) derigimi (ug/mL) (ng/mL) (Xor£SS)
%80 2 2,06 + 0,01 103 0,530
%100 25 2,42 + 0,02 96,7 0,730
%120 3 2,86 + 0,07 95,3 2,46
Kesinlik

Tekrar edilebilirlik

BOS’'un FaSSIF ortamindaki stok ¢o6zeltisinden hareketle 10 pug/mL derisimde
hazirlanan c¢ozeltisi arka arkaya 10 kez HPLC’ye enjekte edilmistir. Elde edilen
sonugclar Cizelge 4.13’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.13. BOS’un FaSSIF ortaminda tekrar edilebilirlik sonuglari

Ornek no Cozeltideki BOS derisimi (ug/mL) Hesaplanan BOS derigimi (ug/mL)

1 10 10,64
2 10 10,66
3 10 10,65
4 10 10,64
5 10 10,72
6 10 10,70
7 10 10,65
8 10 10,75
9 10 10,64
10 10 10,64
xort 1017
SS 0,1
% VK 0,370

Tekrar elde edilebilirlik

BOS’un FaSSIF ortaminda farkli konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri birbirini takip
eden 3 gun icerisinde 3’er kez HPLC’ye enjekte edilmistir. Sonuglar Cizelge
4.14’te gosterilmistir.

Cizelge 4.14. BOS’un FaSSIF ortaminda tekrar elde edilebilirlik sonuclari

Cozeltideki BOS Hesaplanan BOS derigimi (ug/mL)

derisimi (ug/mL) Xort SS % VK
1. giin 2. giin 3. giin

5 4,82 4,72 4,63 4,72 0,10 2,02

10 9,81 9,67 9,84 9,78 0,08 0,770

16 16,06 15,75 16,16 16,0 0,2 1,35

Ozgiinliik ve segicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz edilmek istenilen maddeyi
saptayabildiginin, formulasyon igerisindeki yardimci maddelerin ayni dalga
boyunda absorbans gosterip gostermediginin kontroli yapilmistir. Etkin madde

icermeyen SNEDDS formulasyonlarin FaSSIF ortamina, etkin madde icermeyen
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FaSSIF ortamina, etkin madde iceren FaSSIF ortamina ait 6zgunlik ve secicilik

kromotogramlari Sekil 4.25 - 4.28'de gdsterilmistir.

ANy

Sekil 4.25. BOS igcermeyen Maisine® SNEDDS formilasyonun FaSSIF
ortamindaki kromatogrami

250 o

T T T T
1 2 3 4

Sekil 4.26. BOS icermeyen Peceol® SNEDDS formiilasyonun FaSSIF ortamindaki
kromatogrami
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Sekil 4.27. BOS icermeyen FaSSIF kromatogrami
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Sekil 4.28. 20 uyg/mL BOS’un FaSSIF ortamindaki kromatogrami

Duyarlilik ve saptama siniri

Geligtirilen analitik yontemin LOD ve LOQ'su Bolum 3.2.2’de anlatildigi gibi
hesaplanmis, analitik yontemin LOD’si 0,37 uyg/mL, LOQ’su 1,11 pg/mL olarak

bulunmustur.
Stabilite ¢alismalari

BOS'un FaSSIF icindeki 10 pg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltileri stabilite
c¢alismalarinda kullaniimistir. Cozeltilerin 4°C, 25°C ve 37°C sicakliklarda 0. ve 24.
saatteki stabiliteleri incelenmigtir. BOS’'un FaSSIF icindeki ¢ozeltilerine ait farkl

sicakliklardaki stabilite sonuglari Cizelge 4.15’te yer almaktadir.
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Cizelge 4.15. BOS’un FaSSIF ortami igin stabilite sonuglari

Zaman Konsantrasyon Geri elde Xort % Geri elde SS % VK

(Saat) (ng/mL) (ng/mL)
4°C 0 10 9,53 95,3 0,3 2,70
24 10 9,28 92,8 0,1 0,97
25°C 0 10 9,53 95,3 0,3 2,70
24 10 9,31 93,1 0,1 0,67
37°C 0 10 9,53 95,3 0,3 2,70
24 10 9,38 93,8 0,0 0,35

Bosentanin FeSSIF ortamindaki validasyonu

BOS’un FeSSIF ortamindaki miktar tayinine ait validasyon calismalari Bolum

3.2.2°de anlatildigi gibi gerceklestiriimigtir.
Dogrusallik
BOS’un FeSSIF ortaminda 0,5 pg/mL-20 pg/mL konsantrasyon araliginda 12 farkli

numune hazirlanarak dogrusallik parametresi degerlendiriimigtir. Sekil 4.29'da

kalibrasyon dogrusu gosterilmistir.
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Sekil 4.29. BOS’'un FeSSIF ortamindaki kalibrasyon dogrusu (n=3, Xort £ SH)
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Dogruluk ve geri elde

BOS’un FeSSIF ortaminda hazirlanan %80, %100 ve %120 BOS igeren
cozeltilerinde geri elde miktarlari hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.16'da

verilmigtir.

Cizelge 4.16. BOS’un FeSSIF ortaminda dogruluk ve geri elde sonuglari

Cozeltideki BOS  Cozeltideki BOS  Hesaplanan BOS derisimi % Geri elde % VK

yuzdesi (ug/mL)  derisimi (ug/mL) (ug/mL) (Xori*SS)
%80 2 1,95 £ 0,01 97,6 0,50
%100 2,5 2,58 + 0,03 103 1,33
%120 3 2,91 +0,03 97,0 0,85
Kesinlik

Tekrar edilebilirlik

BOS’un FeSSIF ortamindaki stok ¢ozeltisinden hareketle 10 ug/mL derisimde
hazirlanan c¢oézeltisi arka arkaya 10 kez HPLC’ye enjekte edilmistir. Cizelge

4.17°de tekrar edilebilirlik sonuglari gosterilmistir.

Cizelge 4.17. BOS’un FeSSIF ortaminda tekrar edilebilirlik sonuglari

Ornek no Cozeltideki BOS derisimi (ug/mL) Hesaplanan BOS derigimi (ug/mL)

1 10 9,71
2 10 9,62
3 10 9,63
4 10 9,67
5 10 9,64
6 10 9,68
7 10 9,67
8 10 9,70
9 10 9,74
10 10 9,67

Xort 9,67

SS 0,04

% VK 0,38
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Tekrar elde edilebilirlik

BOS’un FeSSIF ortaminda farkli konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri birbirini takip
eden 3 gun igerisinde 3’er kez HPLC’ye enjekte edilmistir. Cizelge 4.18’de tekrar

elde edilebilirlik sonuglari gosterilmigtir.

Cizelge 4.18. BOS’un FeSSIF ortaminda tekrar elde edilebilirlik sonuglari

Cozeltideki BOS Hesaplanan BOS derigimi (ug/mL)

derigimi (ug/mL) Xort SS % VK
1. giin 2. gin 3. gun

6 5,91 5,98 5,80 5,90 0,09 1,55

10 9,73 9,87 9,87 9,82 0,08 0,820

16 15,70 15,73 15,94 15,8 0,1 0,830

Ozgiinliik ve segicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz edilmek istenilen maddeyi
saptayabildiginin, formulasyon igerisindeki yardimci maddelerin ayni dalga
boyunda absorbans gosterip gdstermediginin kontroll yapiimistir. Etkin madde
icermeyen SNEDDS formdilasyonlarin FeSSIF ortamina, etkin madde igermeyen
FeSSIF ortamina, etkin madde iceren FeSSIF ortamina ait 6zgunlik ve secicilik

kromotogramlari Sekil 4.30 - 4.33’te gosterilmistir.

N, s
1200 3
1000 (\
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&
{

Sekil 4.30. BOS igermeyen Maisine® SNEDDS formilasyonun FeSSIF
ortamindaki kromatogrami
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Sekil 4.31. BOS igermeyen Peceol® SNEDDS formiilasyonun FeSSIF ortamindaki
kromatogrami
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Sekil 4.33. 20 uyg/mL BOS’un FeSSIF ortamindaki kromatogrami
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Duyarlilik ve saptama siniri
Geligtirilen analitik yontemin LOD ve LOQ'su Bolim 3.2.2°de anlatildigi gibi

hesaplanmis, analitik yontemin LOD’si 0,40 yg/mL, LOQ’su 1,22 pg/mL olarak

bulunmustur.

Stabilite ¢alismalari

BOS’un FeSSIF igindeki 10 pg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltileri stabilite
calismalarinda kullaniimistir. Cozeltilerin 4°C, 25°C ve 37°C sicakliklarda 0. ve 24.
saatteki stabiliteleri incelenmistir. BOS’'un FeSSIF icindeki ¢ozeltilerine ait farkl

sicakliklardaki stabilite sonuclar Cizelge 4.19°da yer almaktadir.

Cizelge 4.19. BOS’un FeSSIF ortami igin stabilite sonuglari

Zaman Konsantrasyon Geri elde ort % Geri elde SS % VK

(Saat) (ng/mL) (ng/mL)
4°C 0 10 9,69 96,9 0,3 2,89
24 10 9,65 96,5 0,2 2,16
25°C 0 10 9,69 96,9 0,3 2,89
24 10 9,52 95,2 0,1 0,62
37°C 0 10 9,69 96,9 0,3 2,89
24 10 9,59 95,9 0,2 2,48

Bosentanin FaSSIF-V2 ortamindaki validasyonu

BOS’un FaSSIF-V2 ortamindaki miktar tayinine ait validasyon galismalari Bolum

3.2.2°de anlatildigi gibi gerceklestiriimigtir.
Dogrusallik
BOS’un FaSSIF-V2 ortaminda 0,5 pg/mL-20 pg/mL konsantrasyon aralidinda 12

farkli numune hazirlanarak dogrusallik parametresi degerlendirilmistir. Sekil

4.34’te kalibrasyon dogrusu gosterilmigtir.
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Sekil 4.34. BOS’'un FaSSIF-V2 ortamindaki kalibrasyon dogrusu (n=3, Xort £ SH)

Dogruluk ve geri elde

BOS’'un FaSSIF-V2 ortaminda hazirlanan %80, %100 ve %120 BOS igeren
cozeltilerinde geri elde miktarlari hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.20’de

verilmigtir.

Cizelge 4.20. BOS’un FaSSIF-V2 ortaminda dogruluk ve geri elde sonuglari

Cozeltideki BOS Cozeltideki BOS Hesaplanan BOS derigimi % Gerielde % VK

yuzdesi (ug/mL) derisimi (ug/mL) (ng/mL) (XorixSS)
%80 2 2,01 £ 0,08 101 4,09
%100 2,5 2,46 £ 0,10 98,2 4,09
%120 3 2,77 £ 0,08 92,4 3,00
Kesinlik

Tekrar edilebilirlik

BOS’un FaSSIF-V2 ortamindaki stok ¢ozeltisinden hareketle 10 ug/mL derisimde
hazirlanan ¢ozelti arka arkaya 10 kez HPLC'ye enjekte edilmistir. Tekrar

edilebilirlik sonuclari Cizelge 4.21’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.21. BOS’un FaSSIF-V2 ortaminda tekrar edilebilirlik sonuglari

Ornek no Cozeltideki BOS derisimi (ug/mL) Hesaplanan BOS derigimi (ug/mL)

1 10 9,29
2 10 9,84
3 10 9,43
4 10 9,78
5 10 9,73
6 10 9,97
7 10 9,50
8 10 9,57
9 10 10,06
10 10 9,95
xOrt 9,71
SS 0,25
% VK 2,62

Tekrar elde edilebilirlik

BOS’'un FaSSIF-V2 ortaminda farkli konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri birbirini
takip eden 3 gln icerisinde 3’er kez HPLC’ye enjekte edilmis ve tekrar elde

edilebilirlik sonuclari Cizelge 4.22’de gdsterilmistir.

Cizelge 4.22. BOS’un FaSSIF-V2 ortaminda tekrar elde edilebilirlik sonuglari

Cozeltideki BOS Hesaplanan BOS derigimi (pg/mL)

derisimi (ug/mL) Xort SS % VK
1. giun 2.gun 3. glin

5 5,15 5,13 4,67 4,98 0,27 5,40

10 10,10 9,99 9,72 9,93 0,20 1,97

16 15,32 15,51 14,01 14,9 0,8 5,47

Ozguinliik ve segicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz edilmek istenilen maddeyi
saptayabildiginin, formulasyon igerisindeki yardimci maddelerin ayni dalga
boyunda absorbans goOsterip gostermediginin kontrolu yapilmistir. Etkin madde
icermeyen SNEDDS formuilasyonlarin FaSSIF-V2 ortamina, etkin madde
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icermeyen FaSSIF-V2 ortamina, etkin madde iceren FaSSIF-V2 ortamina ait

6zgunlik ve segicilik kromotogramlar Sekil 4.35 - 4.38’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.35. BOS igermeyen Maisine®
ortamindaki kromatogrami
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Sekil 4.36. BOS igcermeyen
ortamindaki kromatogrami
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Sekil 4.37. BOS icermeyen FaSSIF-V2 kromatogrami
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Sekil 4.38. 20 uyg/mL BOS’un FaSSIF-V2 ortamindaki kromatogrami

Duyarlilik ve saptama siniri

Geligtirilen analitik yontemin LOD ve LOQ'su Bolum 3.2.2’de anlatildigi gibi

hesaplanmis, analitik yontemin LOD’si 0,32 ug/mL, LOQ’su 0,97 pg/mL olarak
bulunmustur.

Stabilite ¢alismalari

BOS'un FaSSIF-V2 igindeki 10 pg/mL konsantrasyondaki cozeltileri stabilite
calismalarinda kullaniimistir. Cozeltilerin 4°C, 25°C ve 37°C sicakliklarda 0. ve 24.
saatteki stabiliteleri incelenmistir. BOS’un FaSSIF-V2 igindeki ¢dzeltilerine ait farkli

sicakliklardaki stabilite sonuglari Cizelge 4.23’te yer almaktadir.
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Cizelge 4.23. BOS’un FaSSIF-V2 ortami icin stabilite sonuglari

Zaman Konsantrasyon Geri elde Xort % Geri elde SS % VK

(Saat) (ng/mL) (png/mL)
4°C 0 10 10,28 103 0 3,08
24 10 8,72 87,2 0,1 1,40
25°C 0 10 10,28 103 0 3,08
24 10 8,91 89,1 0,6 6,13
37°C 0 10 10,28 103 0 3,08
24 10 9,51 95,1 0,1 0,590

Bosentanin FeSSIF-V2 ortamindaki validasyonu

BOS’un FeSSIF-V2 ortamindaki miktar tayinine ait validasyon calismalari Bolim

3.2.2’de anlatildigi gibi gerceklestiriimistir.
Dogrusallik
BOS’un FeSSIF-V2 ortaminda 0,5 ug/mL-20 yg/mL konsantrasyon araliginda 12

farklh numune hazirlanarak dogrusallik parametresi degerlendirilmistir. Sekil

4.39’da kalibrasyon dogrusu gosterilmistir.
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Sekil 4.39. BOS’'un FeSSIF-V2 ortamindaki kalibrasyon dogrusu (n=3, Xort + SH)
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Dogruluk ve geri elde

BOS’un FeSSIF-V2 ortaminda hazirlanan %80, %100 ve %120 BOS iceren
cozeltilerinde geri elde miktarlani hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.24'te

verilmigtir.

Cizelge 4.24. BOS’un FeSSIF-V2 ortaminda dogruluk ve geri elde sonuglari

Cozeltideki BOS Cozeltideki BOS Hesaplanan BOS derigsimi % Geri elde % VK

yuzdesi (ug/mL) derigimi (ug/mL) (ng/mL) (Xori2SS)
%80 2 1,94 + 0,01 97,0 1,46
%100 25 2,45+ 0,03 97,9 0,27
%120 3 3,04 £ 0,03 101 0,21
Kesinlik

Tekrar edilebilirlik

BOS’un FeSSIF-V2 ortamindaki stok ¢ozeltisinden hareketle 10 ug/mL derisimde
hazirlanan ¢ozelti arka arkaya 10 kez HPLC’ye enjekte edilmistir. Cizelge 4.25'te

tekrar edilebilirlik sonuglari gosterilmistir.

Cizelge 4.25. BOS’un FeSSIF-V2 ortaminda tekrar edilebilirlik sonuglari

Ornek no Gézeltideki BOS derigimi (ug/mL) Hesaplanan BOS derigimi (ug/mL)

1 10 11,07
2 10 11,05
3 10 11,03
4 10 11,02
5 10 11,09
6 10 11,05
7 10 10,97
8 10 11,01
9 10 11,04
10 10 11,07
Xort 11,0
SS 0,0

% VK 0,320
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Tekrar elde edilebilirlik

BOS'un FeSSIF-V2 ortaminda farkli konsantrasyonlarindaki ¢oOzeltileri birbirini
takip eden 3 gun icerisinde 3’er kez HPLC’ye enjekte edilmigtir. Tekrar elde
edilebilirlik sonuclari Cizelge 4.26’da gdsterilmistir.

Cizelge 4.26. BOS’un FeSSIF-V2 ortaminda tekrar elde edilebilirlik sonuglari

Cozeltideki BOS Hesaplanan BOS derisimi (ug/mL)

derisimi (ug/mL) Xort SS % VK
1. giin 2. gin 3. giin
6 5,96 6,14 5,51 5,87 0,33 5,54
10 10,55 10,51 9,34 10,13 0,69 6,77
16 16,04 15,87 16,07 16,0 0,1 0,670

Ozgunliik ve segicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz edilmek istenilen maddeyi
saptayabildiginin, formulasyon igerisindeki yardimci maddelerin ayni dalga
boyunda absorbans gosterip gdstermediginin kontrolt yapilmistir. Etkin madde
icermeyen SNEDDS formulasyonlarin FeSSIF-V2 ortamina, etkin madde
icermeyen FeSSIF-V2 ortamina, etkin madde iceren FeSSIF-V2 ortamina ait

0zgunlik ve secicilik kromotogramlar Sekil 4.40 - 4.43'te gosterilmistir.
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Sekil 4.40. BOS igermeyen Maisine® SNEDDS formilasyonun FeSSIF-V2
ortamindaki kromatogrami
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Sekil 4.41. BOS icermeyen Peceol® SNEDDS
ortamindaki kromatogrami
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Sekil 4.43. 20 uyg/mL BOS’un FeSSIF-V2 ortamindaki

kromatogrami



155

Duyarlilik ve saptama siniri

Geligtirilen analitik ydéntemin LOD ve LOQ'su Bolum 3.2.2’de anlatildigi gibi
hesaplanmis, analitik yontemin LOD’si 0,48 pg/mL, LOQ’su 1,44 pg/mL olarak

bulunmustur.

Stabilite ¢alismalari

BOS’un FeSSIF-V2 icindeki 10 pg/mL konsantrasyondaki c¢ozeltileri stabilite
calismalarinda kullaniimistir. Cozeltilerin 4°C, 25°C ve 37°C sicakliklarda 0. ve 24.
saatteki stabiliteleri incelenmistir. BOS’un FeSSIF-V2 igindeki ¢dzeltilerine ait farkli

sicakliklardaki stabilite sonuglari Cizelge 4.27°de yer almaktadir.

Cizelge 4.27. BOS’un FeSSIF-V2 ortami icin stabilite sonuglari

Zaman Konsantrasyon Geri elde Xort % Geri elde SS % VK
(Saat) (ng/mL) (ng/mL)
4°C 0 10 9,26 92,6 0,4 3,80
24 10 10,32 103 0 1,46
25°C 0 10 9,26 92,6 04 3,8
24 10 10,74 107 0 0,850
37°C 0 10 9,26 92,6 0,4 3,80
24 10 10,46 105 0 2,11

4.3. Bosentanin in Vivo Miktar Tayini

BOS’in sican plazma 6rneklerindeki miktarini analiz etmek icin LC-MS/MS cihazi
ile analitik miktar tayini yontemi gelistirilmistir. Cizelge 4.28'de ve Sekil 4.44'te
BOS’a ait analiz verileri ile LC-MS/MS kromotogrami, Sekil 4.45’te i¢ standart olan
etadolaka ait LC-MS/MS kromotogrami verilmigtir.
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Cizelge 4.28. BOS’a ait LC-MS/MS analiz verileri

Hedef iyon Bosentan
Analit tutulma zamani (dk) 1,66
Analit pik alani 31717,184
IS pik alani 810,551

MS/MS Chromatogram
(x1.000.000)

9.74 [0.738.157 1,659
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Sekil 4.44. BOS (100 ng/mL) ait LC-MS/MS kromatogrami
MS/MS Chromatogram
(x100.000)
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Sekil 4.45. i¢ standart etadolaka (20 ng/mL) ait LC-MS/MS kromatogrami

Kalibrasyon egrisi noktalarinin derisimleri 0,12 ng/mL, 0,24 ng/mL, 0,5 ng/mL, 1
ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL ve 100 ng/mL’dir. Kalibrasyon egrisi ve
derigsimler cihazin yazihmi ile otamatik olarak c¢izdirilip hesaplatiimigtir.
Hesaplanan R? degeri kalibrasyon dogrusunun yontemi analiz etmek igin uygun

oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.29 ve Sekil 4.46).
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Cizelge 4.29. LC-MS/MS analizi igin BOS kalibrasyonu konsantrasyon araligi

Konsantrasyon Sayi Ortalama hesaplanan % Kesinlik
(ng/mL) konsantrasyon (ng/mL)
0,12 1 0,12 97,5
0,24 1 0,26 108,3
0,5 1 0,49 97,8
1 1 0,89 89,1
5 1 4,37 87,4
10 1 11,5 1145
50 1 52,7 105,4
100 1 99,7 99,7
aof /
35 /
3.0 /
25
20 ®)
1.5
1.0
0.5 y=7,84896 x + 0,0101739
R?= 0,989
0.
0.0 1,0 2.0 3.0 40 5.0 6.0

Sekil 4.46. LC-MS/MS analizi igin BOS kalibrasyon egrisi

4.3.1. Bosentanin LC-MS/MS miktar tayini yéontem validasyonu

Stok cozelti kararlih@i

LC-MS/MS miktar tayini yontemine ait stok ¢ozelti kararhli§i sonuglar Cizelge

4.30°da verilmigtir.



Cizelge 4.30. BOS’un stok ¢ozelti kararlihdr sonuglari

84T

Dusuk derigim (0,4 ng/mL)

Yiiksek derigim (80 ng/mL)

Prl L o Gergek degerden % L o Gergek degerden %
Derigim Xort SS % BSS sapma Sapma Derigim Xort SS % BSS sapma Sapma
1 04 80,88
(])" S:{; 2 0,37 0,38 0,02 5,84 -4,67 91,42 89,7 8,1 9,03 12,13
' 3 037 7.65 96,82
1 04 76.07 -11,19
i- S::t 2 040 041 001 258 2,63 82,63 79,7 2,8 3,56 -0,42
' 3 e 79,39
Dustik Derisim (0,4 ng/mL) Yiiksek Derigim (80 ng/mL)
Prl S 0 S 9
Derigim  Xon  SS % BSs  Cereek degerden ®  Derisim  Xox  SS %Bss eereekdegerden - 9%
sapma Sapma sapma Sapma
1 041 80,88
>9un 5 037 038 002 584 4,67 91,42 897 81 9,03 12,13
' 3 037 g5y 2082 11,99
1 039 ’ 82,16 e
4.glin 2 0,47 0,41 0,05 10,89 3,50 78,04 78,9 2,9 3,64 -1,32
3 0,39 76,63
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Gun ici dogruluk ve kesinlik sonuclari

GuUn i¢i dogruluk ve kesinlik sonuglari Cizelge 4.31°de verilmigtir.



Cizelge 4.31. BOS’un gun i¢i dogruluk ve kesinlik sonuglari

09T

Nl. enjeksiyon

N2. enjeksiyon
N3. enjeksiyon
N4. enjeksiyon

N5. enjeksiyon

Xort
SS

% BSS

% Sapma giin igi

LLOQ derigim Dusiik derigim Orta derisim Yuksek derigim
(0,12 ng/mL) (0,4 ng/mL) (10 ng/mL) (80 ng/mL)
Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri
derisim kazanim derisim kazanim derigim kazanim derisim kazanim
0,2 97,50 0,39 97,50 11,33 113,31 83,96 104,95
0,10 85,00 0,42 104,75 10,47 104,67 87,37 109,21
0,11 90,00 0,40 100,50 10,79 107,88 77,49 96,86
0,10 83,33 0,42 104,25 12,12 121,22 88,16 110,20
0,10 79,17 0,40 100,00 10,72 107,23 83,35 104,19
0,10 87,0 0,41 101 111 111 84,1 105
0,01 7,0 0,01 3 0,7 7 4,2 5
8,09 8,09 3,01 3,01 5,94 5,94 5,03 5,03
-13,0 -13,0 1,40 1,40 10,9 10,9 5,08 5,08
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Gunler arasi dogruluk ve kesinlik sonuclari

GuUn arasi dogruluk ve kesinlik sonuclari Cizelge 4.32'de gosterilmistir.



Cizelge 4.32. BOS’un gunler arasi dogruluk ve kesinlik bulgulari

29T

1. gun

Nl. enjeksiyon
N2. enjeksiyon

N3. enjeksiyon

><c)rt
SS

% BSS
%Sapma giin igi
tekrarlanabilirlik

2. giin

Nl. enjeksiyon
N2. enjeksiyon

NS. enjeksiyon

Xort
SS
% BSS
%Sapma giin igi
tekrarlanabilirlik

LLOQ derigim Dislik derigim Orta derigim Yiiksek derisim
(0,12 ng/mL) (0,4 ng/mL) (10 ng/mL) (80 ng/mL)
Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri
derigim kazanim derigim kazanim derigim kazanim derigim kazanim
0,11 95,00 0,44 110,00 10,90 109,01 83,37 104,21
0,11 90,83 0,40 100,75 11,04 110,41 83,20 104,00
0,10 81,67 0,39 97,75 11,61 116,11 84,29 105,37
0,11 89,2 0,41 103 11,2 112 83,6 105
0,01 6,8 0,03 6 0,4 4 0,6 1
7,65 7,65 6,21 6,21 3,36 3,36 0,70 0,70
-10,8 -10,8 2,83 2,83 11,8 11,8 4,53 4,53
LLOQ derisim Dusiik derigim Orta derisim Yiiksek derisim
(0,12 ng/mL) (0,4 ng/mL) (10 ng/mL) (80 ng/mL)
Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri
derisim kazanim derisim kazanim derisim kazanim derisim kazanim
0,10 79,17 0,34 84,00 9,81 98,12 72,87 91,08
0,09 74,17 0,36 89,25 9,76 97,63 68,69 85,86
0,11 88,33 0,36 89,00 9,45 94,49 70,29 87,87
0,10 80,6 0,35 87,4 9,68 96,8 70,6 88,3
0,01 7,2 0,01 3,0 0,20 2,0 21 2,6
8,92 8,92 3,39 3,39 2,04 2,04 2,99 2,99
-19,4 -19,4 -12,6 -12,6 -3,25 -3,25 -11,7 -11,7




Cizelge 4.32. (devam) BOS’un gunler arasi dogruluk ve kesinlik bulgulari

LLOQ derisim Dusiik derigim Orta derisim Yiiksek derisim
(0,12 ng/mL) (0,4 ng/mL) (10 ng/mL) (80 ng/mL)
3. glin
Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri
derisim kazanim derigim kazanim derigim kazanim derigim kazanim
N1. enjeksiyon 0,12 103,33 0,40 100,00 11,08 110,78 83,53 104,41
N2. enjeksiyon 0,12 103,33 0,40 100,50 10,84 108,35 83,81 104,76
N3, enjeksiyon 0,12 98,33 0,41 101,50 10,78 107,76 87,99 109,99
Xort 0,12 102 0,40 101 10,90 109 85,1 106
SS 0,00 3 0,00 1 0,16 2 2,5 3
% BSS 2,84 2,84 0,76 0,76 1,47 1,47 2,94 2,94
6Sapma gin ici 1,67 1,67 0,67 0,67 8,96 8,96 6,39 6,39
tekrarlanabilirlik
LLOQ derigim Diisiik derigim Orta derigim Yiiksek derigim
(0,12 ng/mL) (0,4 ng/mL) (20 ng/mL) (80 ng/mL)
Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri
derigim kazanim derigim kazanim derigim kazanim derigim kazanim
1. giin Xort 0,11 89,17 0,41 102,83 11,18 111,84 83,62 104,53
2. giin Xort 0,10 80,57 0,35 87,42 9,68 96,75 70,62 88,27
3. giin Xort 0,12 101,67 0,40 100,67 10,90 108,96 85,11 106,39
Xort 0,11 90,5 0,39 97,0 10,6 106 79,8 99,7
SS 0,01 10,6 0,03 8,4 0,8 8 8,0 10,0
% BSS giinler arasi 11,7 11,7 8,61 8,61 7,57 7,57 9,99 9,99
tekrarlanabilirlik
%Sapma gunler arasi -9,54 -9,54 -3,03 -3,03 5,85 5,85 -0,273 -0,273

tekrarlanabilirlik

Giin i¢i tekrarlanabilirlik % Sapma: [(Derisim ortalama - Gergek deger) / Gercek deger ] * 100

€91
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Yontem secimligi

Kan plazma calismalari miktar tayininde kullanilan kér numune sonuglari Cizelge

4.33’te verilmistir. Analitik standart olarak BOS ve i¢ standart olarak etadolak

kullaniimigtir. Analitik ve i¢ standart icermeyen ortam, analitik standart iceremeyen

ic standart iceren ortam ve her iki standarti iceren ortamlara ait 6zgunlik ve

secicilik kromotogramlari Sekil 4.47 - 4.49'da gdsterilmistir.

Cizelge 4.33. BOS’un yontem sec¢imligine ait sonuglar

Analitik standart I¢ standart
RT Alan Alan % RT Alan Alan %
LOQ 1,654 50,108 - 1,822 7,379 -
Kor-1 - 0,001 0,000 - 0,001 0,000
Kor-2 ----- 0,001 0,000 - 0,001 0,000
Kor-3 ----- 0,001 0,000 - 0,001 0,000
Kor-4 ----- 0,001 0,000 - 0,001 0,000
Kor-5  ----- 0,001 0,000 - 0,001 0,000
Koér-6 ----- 0,001 0,000 - 0,001 0,000
MS/MS Chromatogram
(x100.0Q0)
©7 " JNormalized)
3.00—2
1_00—2
: T T T T T T T T T | T T T T T T T T T

o

(xlOO.OqOEJG

MS/MS Chromatogram

(Normalized)

Sekil 4.47. BOS ve i¢ standart (etadolak) icermeyen ortam kromatogrami



MS/MS Chromatogram

165

(xl.UOD.P%@
: (Normalized)
T T T | T T T T I T | T T T T | | T T T T
0 1 2 3 4 5 6
min
MS/MS Chromatogram
(x100.000)
1256.522 1.819
2.00 |’|
. |||
1.00+
T Eta%ﬂak
0.00] MY :
1 T T T | T T T T | T | T T T T I | T T T T
0 1 2 3 4 3 6
min

Sekil 4.48. BOS igermeyen, etadolak (20 ng/mL) iceren ortam kromatogrami

100.000
(=100-00035—

3.003

1.0

0.00

T T

MS/MS Chromatogram

406.065

[=]

(x100.000)

MS/MS Chromatogram

2.00-]

1,004

Sekil 4.49. BOS (5 ng/mL) ve etadolak (20 ng/mL) iceren ortam kromatogrami
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Carry-over (tasinma) sonuclari

Miktar tayini yontemine ait carry-over etkisine ait sonuglar Cizelge 4.34’te
verilmigtir. Calismada analitik standart olarak BOS, i¢ standart olarak etadolak

kullanilmistir.

Cizelge 4.34. BOS'’un carry-over (taginma) etkisi sonuglari

Analitik standart ic standart
RT Alan Alan % RT Alan Alan %
PELLOQ 1,66 47072,00 - 1,82 8302,00 -
PK7 1,66 38336894,00 - 1,82 958430,00 -
PK 1,66 4133,00 8,78 - 0,00 0,00

Matriks etkisi sonuclari

Dusuk derigsim (16 ng/mL) ve yuksek derisime (400 ng/mL) ait matriks etkisi
bulgular Cizelge 4.35te verilmistir.

Cizelge 4.35. BOS’un matriks etkisi sonuclari

Diisiik derisim (16 ng/mL) Yiiksek derisim (400 ng/mL)

Alan Alan

Anl std ig std % Pik Alan Anl std i std % Pik Alan
KE 130571,00 847378,00 - 25778243,00 935490,00 -
MF1 133630,00 879437,00 98,61 28899830,00 857292,00 122,34
MF2  156148,00 833101,00 121,64 28735818,00 798275,00 130,63
MF3 161299,00 852611,00 122,78 29363246,00 785818,00 135,60
MF 4  163000,00 787448,00 134,34 27951463,00 752652,00 134,77
MF5 160544,00 821529,00 126,82 28925433,00 731706,00 143,46
MF6  165868,00 818366,00 131,54 29599261,00 765558,00 140,31
Kort 123 Xort 135
SS 13 SS 8
% BSS 10,4 % BSS 5,55

MF: Matriks faktor, Anl. std: Bosentan, ig std: Etadolak
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Dilisyon dogrulugu

Miktar tayini yontemine ait dilisyon dogrulugu sonuglari Cizelge 4.36’da verilmigtir.

Cizelge 4.36. BOS’un dilisyon dogrulugu sonuglari

Hesaplanan derigim (ng/mL)

Diliisyon - 1 468,50
Diliisyon - 2 476,24
Diliisyon - 3 518,00
Diliisyon - 4 528,58
Diliisyon - 5 504,87

Xort 499

SS 26
% BSS 5,22
% Sapma -0,15

Seyreltilen derigim: 500 ng/mL

En disuk miktar saptama alt siniri (LLOQ)

BOS ve i¢ standart olan etadolak i¢in en disuk miktar saptama alt siniri (LLOQ)
sonuglari Cizelge 4.37°de verilmigtir. BOS’a ait LLOQ degerinin ortalamasi 0,015

ng/mL olarak bulunmustur.



Cizelge 4.37. BOS ve i¢ standart etadolak i¢in LLOQ sonuglari

89T

LOQ-1
LOQ-2
LOQ-3
LOQ-4
LOQ-5
LOQ-6
LOQ-7

Analitik standart

Derisim S Height N Height SIN k LOQ
0,12 - - 40,47 5,00 0,02
0,12 - - 59,20 5,00 0,01
0,12 - - 40,52 5,00 0,02
0,12 - - 65,76 5,00 0,01
0,12 - - 37,95 5,00 0,02
0,12 - - 37,19 5,00 0,02
0,12 - - 24,83 5,00 0,02

LOQ Xort 0,02

LOQ-1
LOQ-2
LOQ-3
LOQ-4
LOQ-5
LOQ-6
LOQ-7

l¢ standart

Derisim S Height N Height SIN k LOQ
0,20 - - 2,45 5,00 0,41
0,20 - - 3,08 5,00 0,33
0,20 - - 2,64 5,00 0,38
0,20 - - 2,65 5,00 0,38
0,20 - - 2,98 5,00 0,34
0,20 - - 3,18 5,00 0,31
0,20 - - 2,49 5,00 0,40
LOQ Xort 0,36
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Kisa sireli oda sicakligi (KSOS) kararliligi

Dusuk (0,4 ng/mL) ve yuksek (80 ng/mL) derisimdeki kisa sureli oda sicakhgi

kararhligina ait sonuglar Cizelge 4.38’de verilmistir.



0.7

Cizelge 4.38. BOS’un kisa sureli oda sicakligi (KSOS) kararlihdi sonuglari

Dusuk derigsim (0.4 ng/mL) Yiiksek derigsim (80 ng/mL)
- Gergek degerden % . Gergek degerden %
Prl Derisim  Xort SS % BSS sapma Sapma Derigim Xort SS % BSS sapma Sapma
1 0,34 68,73
0.saat 2 0,34 0,35 0,01 2,32 -12,83 - 71,38 694 18 2,56 -13,29 -
3 0,36 68,00
1 0,39 77,41
24.saat 2 0,39 0,40 0,02 4,66 -0,33 14,34 81,42 79,4 2,8 3,57 -0,73 14,48

3 042 -

% Sapma: [(24. saat derigsim ortalama — 0. saat derigim ortalama) / 0. saat derigim ortalama] * 100
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Donma erime kararhhdi (DEK)

Donma erime kararlihdi (DEK) bulgularina ait sonuglar Cizelge 4.39’da verilmistir.



Cizelge 4.39. BOS’un donma erime kararlligi (DEK) sonuglari

[AA)

Disiik Derisim (0,4 ng/mL)

Yiksek Derisim (80 ng/mL)

. Gergek Gergek
Dongu Prl Derigim Xort SD % BSS degerden % Sapma Derisim Xt SD % BSS degerden % Sapma
sapma sapma
Karsilagtirllacak 1 0,44 76,39
degerler 2 040 0,44 0,04 8,10 8,92 84,42 806 4,0 5,00 0,75
(22/12/2020) 3 047 81,00
-8,49 -0,57
3. dénai 0,39 81,62
. dongi
0,40 0,01 2,09 -0,33 80,1 6,3 7,80 0,18
(25/12/2020) 0,40 73,29
0,41 85,52
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4.4. SNEDDS Formilasyonu Geligtirme Caligsmalari

4.4.1. Farkh yaglardaki ¢ozunurluk ¢aligmalari

BOS’un farkli yad gruplarindaki ¢6zinlirlGglinin belirlenmesi Bolim 3.2.4te
anlatildigi sekilde gercgeklestirilmigtir. Bulunan absorbanslar standart dogru
denkleminde yerine konularak elde edilen derigimler degerlendirilmis ve sonuglar
gruplara gore ayri ayri Sekil 450 - 4.53te, butun gruplarin birlikte
degerlendiriimesi Sekil 4.54’te, sonuglari en ylksek g¢ikan gruplara ait yaglarin
¢ozunurlukleri Sekil 4.55’te ve Cizelge 4.40’ta ortalama + SS olarak gosterilmigtir.
En iyi ¢ikan orta zincirli mono ve digliseritler (Capmul® MCM C8, Imwitor® 948,
Imwitor® 988), uzun zincirli mono ve digliserit karigimlari (Maisine®, Peceol®),
propilen glikol esteri (Caproyl® 90) ve ¢orek otu yagi ile formilasyon galismalarina

gecilmigtir.

Orta zincirli trigliseritler

Coziiniirliik (mg/mL)
w

1I
0 H B

Miglyol® 818 Miglyol® 812 Miglyol® 840 Labrafac® Captex® 355

Sekil 4.50. BOS’un orta zincirli trigliseritlerdeki ¢6zUnurlGgu
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25
Orta zincirli mono ve digliseritler
20

15

10

Coziinurlik (mg/mL)

al

Imwitor® 988 Imwitor® 948 Capmul® MCM C8

Sekil 4.51. BOS’un orta zincirli mono ve digliseritlerdeki ¢ozunarlGgu

10
Uzun zincirli yag asitleri

—~ 8
—
S
=
o
E 6
=
=]
5
2 4
3
N
:0
(O]

| . l .

0 I

Misir yagi Aycicek Corek otu Susam Zeytinyagi Uzim Oleik asit  Keten Pamuk
yagi yagi yagi cekirdegi tohumu yagi
yag yagi

Sekil 4.52. BOS’un uzun zincirli yag asitlerindeki ¢oziunurlugu
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25

20

15

10

Coziinurlik (mg/mL)

(&)

Uzun zincirli mono ve digliserit karigimlari
ve Propilen glikol esterleri

Maisine® Peceol® Capryol® 90

Sekil 4.53. BOS’un uzun zincirli mono ve digliserit karisimlari ve propilen glikol

esterindeki ¢ozunurlugu

25
20
-
£
(o))
E 15
K
:2
310
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Sekil 4.54. BOS’un denenen tim yag gruplarindaki ¢dzunurlGgu
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25

19,75
20 19,42

15

10
| I
0

Corek otu Imwitor® Imwitor® Capryol® Maisine® Capmul® Peceol®
yagi 988 948 90 MCM C8

Coziiniurlik (mg/mL)

Sekil 4.55. BOS’un en yuksek ¢oézunurlik gosterdigi yaglar (n=3)

Cizelge 4.40.BOS’un yuksek ¢ozunurlik gosterdigi yaglardaki ¢ozinuarlik degerleri

Cozunurluk (mg/mL)

Uzun zincirli yag asidi Corek otu yagi 5,83+ 0,66
Orta zincirli mono ve digliseritler Imwitor® 988 12,86 + 2,17
Imwitor® 948 13,96 + 1,00
Capmul® MCM C8 13,67 + 0,29
Propilen glikol esteri Capryol® 90 13,90 + 0,89
Uzun zincirli mono ve digliseritler Maisine® 19,75 + 0,69
Peceol® 19,42 + 2,12
Xorti SS, n=3

4.4.2. Uzun zincirli mono ve digliserit karigimlan kullanilarak yapilan

formiilasyon galismalari ve liggen faz diyagramlarinin olusturulmasi

Uzun zincirli mono ve digliserit karigimlari kullanilarak yapilan formulasyon
calismalari ve Ulggen faz diyagramlarinin olusturulmasi Bélim 3.2.4’te anlatildigi
sekilde gergeklestiriimigtir.

Faz diyagramlarinin olusturulmasi i¢in etkin maddenin ¢ozunurligu yuksek oldugu

yaglar Maisine® ve Peceol®, sirfaktan ve koslrfaktan bileseni olarak ise
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Cremophor® RH 40 ve Labrasol® segilmistir. Gelistilen SNEDDS
formulasyonlarda kullanilacak yag (Maisine® ve Peceol®), surfaktan (Cremophor®
RH 40) ve kosurfaktan (Labrasol®)in karigabilirligini saptamak amaciyla, gesitli
oranlarda surfaktan: kosurfaktan karistirilarak yagdlar ile titre edilmigtir. Farkl
oranlarda Cremophor® RH 40: Labrasol® ve yag karisimi ile olusturulan kaba
emulsiyonlarin en fazla yagi aldigi surfaktan: kostrfaktan orani bulunmustur. Her
iki uzun zincirli yag formualasyonu i¢in Km orani 9:1 olarak belirlenmistir. Belirlenen
oranlarda yag ve surfaktan: kosurfaktan karisimi su ile titre edilmistir (Cizelge 4.41
ve 4.42). Titrasyon sonucunda elde edilen verilerle Uggen faz diyagramlari Bolum
3.2.4'te bahsedilen program ile olusturulmustur (Sekil 4.56 ve 4.57). Kaba

emulsiyon ve nanoemulsiyon bolgeleri belirlenmisgtir.

Cizelge 4.41. Maisine® SNEDDS formiilasyonu igin yag-siirfaktan-kostrfaktan ve
su oranlarini gésteren Ug¢gen faz diyagramina ait veriler (Km: 9:1)

% Yag (Maisine®) % Surfaktan: kosiirfaktan % Su
7,34 66,08 26,58

14,75 59,00 26,25

21,83 50,95 27,22

36,36 54,55 9,09

47,71 47,71 4,58

57,92 38,61 3,47

67,83 29,07 3,10

77,07 19,27 3,66

87,89 9,77 2,34
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Cizelge 4.42. Peceol® SNEDDS formulasyonu igin yag-surfaktan-kosurfaktan ve
su oranlarini gosteren Uggen faz diyagramina ait veriler (Km: 9:1)

% Yag (Peceol®) % Sirfaktan:kosirfaktan % Su
6,96 62,67 30,36
14,04 56,18 29,78
20,98 48,95 30,07
37,24 55,87 6,89
46,64 46,64 6,72
56,93 37,95 5,12
67,96 29,13 2,91
77,22 19,31 3,47
87,21 9,69 3,10

C RH 40:LAB:MAISINE 9:1

/\/\/\/\ /\/\/\' /o

Wity %0 80 0 20 c@HafL

Sekil 4.56. Maisine® SNEDDS formiilasyonu igin liggen faz diyagrami
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C RH 4D:LABLF'ECEDL 9:1

/\/\/\/\ /\/\/\ '/\m

wilg 0 @ 020 AGy 40

Sekil 4.57. Peceol® SNEDDS formiilasyonu igin tiggen faz diyagrami

4.4.3. Deney tasarimi ile optimum formiilasyonlarin bulunmasi

BBD ile 15 formulasyon hazirlanmis formilasyonlara 250 mL su eklenerek
nanoemulsiyonlar olusturulmustur. Deney tasariminda cevap olan ortalama
damlacik blyukligu ve PDfileri sonuglari Maisine® ve Peceol® SNEDDS

formulasyonlari i¢in elde edilmigtir.

Maisine® SNEDDS formiilasyonu icin BBD verileri

Deney tasariminda cevap olan ortalama damlacik biyikligi ve PDi'leri sonuglari
Cizelge 4.43'te, programin verdigi BBD’ye ait model ve yanitlari Cizelge 4.44’te,
damlacik buyuklGgi ve PDI igin programin tanimladi§i modellere ait parametreler
ise Cizelge 4.45’te verilmistir. Formulasyondaki badimsiz degiskenlerden
hangilerinin cevaplari istatistiksel olarak etkiledigi ANOVA testi sonucunda
belirlenmistir. BBD’ye ait damlacik buyUkliga cevabi igin ANOVA sonuglari
Cizelge 4.46’da PDIi cevabi icin ANOVA sonuglari ise Cizelge 4.47°de verilmistir.
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Cizelge 4.43. Maisine® SNEDDS formulasyonu

cevaplari

icin BBD parametreleri

ve

Formiilasyon

© o0 ~NO O WN -

15

Bagimsiz degiskenler

Bagimh degiskenler

X1 X2 X3 Damlacik boyutu (nm) (Y1) PDI (Y2)

0 0 0 27,8+2,0 0,378 + 0,037
0 -1 -1 30,1+1,5 0,400 + 0,023
-1 -1 0 22,0+£1,0 0,209 + 0,040
1 -1 0 38,8+1,8 0,600 + 0,097
-1 1 0 16,1+0,8 0,153 + 0,026
1 0 1 345+1,8 0,599 * 0,068
0 1 1 21,9+0,9 0,274 £ 0,017
-1 0 -1 19,3+1,3 0,196 + 0,018
0 1 -1 21,5+£1,2 0,254 £ 0,052
1 1 0 31,3+1,1 0,528 + 0,061
-1 0 1 18,4+1,6 0,185 £ 0,034
0 0 0 27,4+ 2,0 0,429 + 0,053
0 -1 1 32,0+£0,9 0,480 + 0,076
1 0 -1 34,7+£29 0,562 £ 0,073
0 0 0 27,724 0,420 £ 0,043

-1: Her bir faktor icin en az degeri, 0: Her bir faktor igin orta degeri, 1: Her bir faktér icin en fazla degeri ifade

etmektedir.

Cizelge 4.44. Maisine® SNEDDS formiilasyonu icin BBD model ve yanitlari

Faktor  Isim Birim  Min Ort  Maks SS

A Maisine® 0,90 1,45 2,00 0,42

B Cremophor® RH 40 4,95 6,075 7,20 0,85

C Labrasol® 0,55 0,675 0,80 0,09

Yanitlar isim Birim Min Ort Maks SS Model
Y1 Damlacik buyuklagu nm 16,10 26,91 38,76 6,75 Lineer
Y2 PDi 0,153 0,378 0,600 0,157 Lineer

SS: Standart sapma

Cizelge 4.45. Maisine® SNEDDS formiilasyonu i¢in BBD damlacik biyikligi ve
PDI igin modellere ait parametreler

Model

Lineer
2FI
Kuadratik
Kiibik

Damlacik biiyukliigii (nm)
Ayarlanmig R?

Beklenen R?

Ayarlanmig R?

Beklenen R?
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Cizelge 4.46. Maisine® SNEDDS formilasyonu igin BBD damlacik buyUkIGgu
cevabl icin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik  Ortalama  F degeri Prob>F
toplami derecesi kareler

Model 629,45 3 209,82 251,66 <0,0001*

A-Maisine® 501,49 1 501,49 601,50 <0,0001*

B-Cremophor® RH 40 127,76 1 127,76 153,24 <0,0001*

C-Labrasol® 0,20 1 0,20 0,24 0,6337

Residual (Kalinti) 9,17 11 0,83

Lack of fit (Uyum eksikligi) 9,12 10 0,91 17,81 0,1825

Pure error (Hata) 0,051 1 0,051

Total (Genel toplam) 638,63 14

R? 0,9856

*“Prob>F” degerleri 0,05’ten klgik olanlar anlaml deger olarak kabul edilmistir.

Damlacik buyUkligu cevabi incelendiginde Lineer model Design Expert® 10
programi tarafindan uygun model olarak secilmistir. Cizelge 4.45'te goruldugu gibi
diger modellere ait R? degerleri de bliylk olmakla birlikte programin tasarim igin
onerdigi model secilmistir. Modelde A ve B terimlerinin anlamli etkili oldugu

bulunmustur.

Y1 =26,91+7,92*A-4,00*B

Y1: Damlacik bayUklagu (nm)
A: Maisine®

B: Cremophor® RH 40

Tasarim sonucunda programin onerdigi model denkleminde damlacik buyuklugu
cevabi icin istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip bagimsiz degiskenlere ait ylzey

ve kontur grafikleri Sekil 4.58 ve 4.59’da gosterilmigtir.
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual M DS
MDS g

® Design Points

38,76
16,1
X1 = A: MAISINE

X2 =B: CRH40

Actual Factor
C: LABRASOL = 0,675

B: CRH 40

A: MAISINE

Sekil 4.58. Maisine®, Cremophor® RH 40 ve Labrasol® miktarinin damlacik
bayuklugu Uzerine etkisini gosteren yuzey grafigi

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

MDS

® Design points above predicted value
® Design points below predicted value

38,76

16,1 )
X1 = A: MAISINE .
X2 =B: CRH40

Actual Factor
C: LABRASOL = 0,675

MDS

1,56

B: CRH40 A: MAISINE

Sekil 4.59. Maisine®, Cremophor® RH 40 ve Labrasol® miktarinin damlacik
blyuklugu Uzerine etkisini gosteren kontur grafigi
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Cizelge 4.47. Maisine® SNEDDS formiilasyonu icin BBD PDi cevabi icin ANOVA

sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F Prob>F
toplami derecesi kareler degeri

Model 0,33 3 0,11 75,83 <0,0001*
A-Maisine® 0,30 1 0,30 206,23  <0,0001*
B-Cremophor® RH 40 0,029 1 0,029 19,88 0,0010
C-Labrasol® 1,984E-003 1 1,984E-003 1,37 0,2666
Residual (Kalinti) 0,016 11 1,449E-003
Lack of fit (Uyum eksikligi) 0,016 10 1,590E-003 39,25 0,1236
Pure error (Hata) 4,050E-005 1 4,050E-005
Total (Genel toplam) 0,35 14
R? 0,9539

*“Prob>F” degerleri 0,05’ten kii¢ik olanlar anlamli deger olarak kabul edilmistir.

PDIi cevabi incelendiginde Lineer model Design Expert® 10 programi tarafindan

uygun model olarak secilmistir. Cizelge 4.45'te goruldugu gibi diger modellere ait

R? degerleri de biylk olmakla birlikte programin tasarim igin 6nerdigi model

secilmigtir. Modelde A ve B terimlerinin anlamli etkili oldugu bulunmustur.

Y2 =0,38+0,19*A-0,060*B

Y,: PDi
A: Maisine®

B: Cremophor® RH 40

Tasarim sonucunda programin 6nerdigi model denkleminde PDIi cevabi igin

istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip bagimsiz degiskenlere ait ylzey ve kontur

grafikleri Sekil 4.60 ve 4.61’de gdosterilmigtir.
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Design-Expert® Software P DI
Factor Coding: Actual -
PDI ’
@ Design Points

0,6

0,153
X1 = A: MAISINE
X2=B:CRH40

Actual Factor

6,3
C: LABRASOL = 0,675

B: CRH 40

5,85

54

0,9 1,12 1,34 1,56 1,78
A: MAISINE

Sekil 4.60. Maisine®, Cremophor® RH 40 ve Labrasol® miktarinin PDI (izerine
etkisini gosteren ylzey grafigi

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

PDI

® Design points above predicted value

@ Design points below predicted value
0,6

0,153 07

X1 = A: MAISINE
X2 =B: CRH40

Actual Factor 05
C: LABRASOL = 0,675

PDI
o
w

1,56

5,85 134
B: CRH 40 A: MAISINE

4,95 0,9

Sekil 4.61. Maisine®, Cremophor® RH 40 ve Labrasol® miktarinin PDIi (izerine
etkisini gésteren kontur grafigi
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Damlacik blyiikligi ve PDi deney verileri ile matematiksel model sonucunda elde
edilen tahmini veriler arasindaki iligskinin korelasyon grafigi Sekil 4.62 ve 4.63'te

verilmigtir.

Design-Expert® Software

MDS Predicted vs. Actual

Color points by value of 40 —
MDS:

38,76
16,1 35 —
30 —|

25 —

Predicted

20 —

15 —| u

10 —

10 15 20 25 30 35 40
Actual

Sekil 4.62. Maisine® SNEDDS formilasyonun damlacik buy(kligline ait deneysel
veriler ile model sonucu olusan tahmini verilerin korelasyon grafigi
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Design-Expert® Software

PDI Predicted vs. Actual

Color points by value of 0,7 —
PDI:

0,6
0,153 0,6 —

0,5 —

Predicted
|

0,3 —

0,2 —

0,1 —

Actual

Sekil 4.63. Maisine® SNEDDS formiilasyonun PDi’ye ait deneysel veriler ile model
sonucu olugan tahmini verilerin korelasyon grafigi

Geligtirilecek SNEDDS formulasyonun hedeflenen karakterizasyon 6zelliklerinden
damlacik boyutu <100 nm ve PDi'nin ise <0,2 olmasi amaclanmaktadir. Sekil
4.64’te deney tasarimi ile model sonucu belirlenen yag, surfakan ve kosurfaktan
miktarlari ve formudlasyonun karakterizasyon ozellikleri ve Cizelge 4.48te
formilasyonun deney sartlarinda 2 yonli %95 glven araliginda karakterizasyon

ozellikleri verilmigtir.
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0,9

A'MAISINE = 0,9

0,8
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7.2

0,55

C:LABRASOL = 0,8

0,153

PDI = 0,140256

0,8

0,6

4,95

16,1

B.CRH 40 =7,2

MDS = 15,156

Desirability = 1,000

7,2

38,76

Sekil 4.64. Maisine® SNEDDS hedef formiilasyonun bilesimi ve karakterizasyon

ozellikleri

Cizelge 4.48. Maisine® SNEDDS hedef formilasyonunun 2 yonli %95 glven

araliginda karakterizasyon ozellikleri

Yanitlar Ortalama n %95 Pllow %95 Pl high
Damlacik biiyiikligi 15,16 1 12,74 17,57
(nm)

PDI 0,140 0,038 1 0,040 0,240

SS: Standart sapma

Sekil 4.64’te secilen formulasyon matematik model sonucu 2 yonlu %95 guven

arali§i analizi sonucunda damlacik boyutu 15,16 nm ve PDI’i 0,140 olan sonug

verirken, damlacik boyutu degeri deneysel ortamda 12,74 nm < DB < 17,57 nm

arasinda, PDI sonucu da 0,040 < PDI < 0,240 arasinda olmalidir.

Hedeflenen karakterizasyon olgutlerine gore bilesimi Sekil 4.64’te belirtilen ve

secilen hedef formilasyonun deneysel ¢alismalar sonucunda damlacik boyutu ve

PDi sonuglari Cizelge 4.49'da verilmistir. Aday hedef formiilasyon bilesimi Cizelge

4.48'de %95 guiven araligiyla verilen aralikta gikmistir ve 0,9: 7,2: 0,8 - Maisine®:

Cremophor® RH 40: Labrasol® sistemi optimum formiilasyon olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.49. Deneysel calismalar sonucunda Maisine® SNEDDS formiilasyonu
icin elde edilen karakterizasyon ozellikleri

Damlacik biiyiikligii (nm) PDi
16,27 + 0,49 0,140 £ 0,044
Xort £ SS, n=3

Peceol® SNEDDS formiilasyonu icin BBD verilerinin dederlendiriimesi

Deney tasariminda cevap olan ortalama damlacik biiyiikliigi ve PDP’lerin sonuglari
Cizelge 4.50’de, programin verdigi BBD tasarimi model ve yanitlari Cizelge
4.51'de, damlacik blyikligi ve PDI igin programin tanimladiyi modellere ait
parametreler ise Cizelge 4.52'de verilmistir. Formilasyondaki bagimsiz
degiskenlerden hangilerinin cevaplari istatistiksel olarak etkiledigi ANOVA testi
sonucunda belirlenmistir. BBD damlacik buyuklugu cevabi igin ANOVA sonuglari

Cizelge 4.53'te, PDI cevabi igin ANOVA sonuglari ise Cizelge 4.54’te verilmistir.

Cizelge 4.50. Peceol® SNEDDS formiilasyonu igin BBD parametreleri ve cevaplari

Bagimh degiskenler

Formiilasyon Bagimsiz degiskenler ]
Damlacik boyutu (nm) (Y1) PDI (Y2)

X1 X2 X3

1 -1 -1 0 39,8+2,7 0,711 £ 0,085
2 0 0 0 84,2+ 3,7 1,000 + 0,000
3 -1 1 0 159+6,0 0,121 £ 0,029
4 0 1 1 49,9+4,38 0,818 + 0,050
5 1 1 0 81,3+6,9 0,993 + 0,014
6 0 -1 -1 117,3+ 12,4 0,919 + 0,102
7 0 -1 1 142,1 + 39,0 0,914 + 0,065
8 -1 0 -1 23,2+ 0,5 0,187 + 0,026
9 1 0 -1 133,8 + 46,2 0,771 + 0,098
10 1 0 1 171,0+ 21,4 0,834 + 0,135
11 0 1 -1 38,8+0,6 0,638 + 0,017
12 -1 0 1 240+1,8 0,201 + 0,058
13 0 0 0 85,7+1,6 0,973 £ 0,024
14 1 -1 0 215,0+ 21,0 0,884 + 0,147
15 0 0 0 86,9 £ 26,4 0,870 + 0,101

-1: Her bir faktér icin en az degeri, 0: Her bir faktor icin orta dederi, 1: Her bir faktor icin en fazla degeri ifade

etmektedir, Xort £ SS, n=3
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Faktor isim Birim Min Ort Maks SS

A Peceol® 9 09 145 20 042

B Cremophor® RH 40 g 4,5 5,85 7,2 1,02

c Labrasol® g 0,5 0,65 0,8 0,11

Yanitlar isim Birim Min Ort Maks SS Model
Y1 Damlacik bUyuklugu nm 15,91 87,26 215,00 58,95 2FI

Y2 PDI - 0,121 0,722 1,000 0,303 Kuadratik

SS: Standart sapma

Cizelge 4.52. Pec_:eol® SNEDDS formilasyonu i¢in BBD damlacik buyudkligu ve
PDI igin modellere ait parametreler

Model Damlacik biiyiikliigii PDI

Ayarlanmis R> Beklenen R?>  Ayarlanmis R? Beklenen R?
Lineer 0,9092 0,8475 0,4582 0,2132
2FI1 0,9973 0,9928 0,4334 -0,1991
Kuadratik 0,9964 0,9806 0,9659 0,9059
Kiibik 0,9995 - 0,9488 -

Cizelge 4.53. Peceol® SNEDDS formilasyonu igin BBD damlacik blyukligu
cevabl icin ANOVA sonuglari

Kaynak

Model

A-Peceol®
B-Cremophor® RH 40
C-Labrasol®

AB

AC

BC

Residual (Kalinti)

Lack of Fit (Uyum Eksikligi)

Pure Error (Hata)
Total (Genel Toplam)
RZ

Kareler Serbestlik Ortalama F Prob>F
toplami derecesi kareler Degeri
48578,07 6 8096,34 864,37  <0,0001*
31030,39 1 31030,39 3312,81 <0,0001*
13471,79 1 13471,79 1438,25 <0,0001*
680,99 1 680,99 72,70  <0,0001*
3017,30 1 3017,30 322,13  <0,0001*
330,88 1 330,88 35,32 0,0003
46,72 1 46,72 4,99 0,0560
74,93 8 9,37
71,19 6 11,87 6,34 0,1424
3,74 2 1,87
48653,00 14
0,9985

*“Prob>F” degerleri 0,05'ten kiiglik olanlar anlamli deger olarak kabul edilmistir.
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Damlacik buylkligu cevabi incelendiginde 2 FI model Design Expert® 10 programi
tarafindan uygun model olarak secilmistir. Cizelge 4.52’de gorildigu gibi R? degeri
programin tasarim icin 6nerdigi model icin en buyuk bulunmustur. Modelde A, B,

C, AB ve AC terimlerinin anlamli etkili oldugu bulunmustur.

Y1=87,26+62,28*A-41,04*B+9,23*C-27,46*AB+9,10*AC

Y1: Damlacik bayuklagu (nm)

A: Peceol®

B: Cremophor® RH 40

C: Labrasol®

AB: Peceol® miktari-Cremophor® RH 40 miktari etkilegimi
AC: Peceol® miktari-Labrasol® miktari etkilesimi

Tasarim sonucunda programin onerdigi model denkleminde damlacik buyuklugu
cevabi igin istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip bagimsiz degiskenlere ait yuzey
ve kontur grafikleri A, B ve AB igin Sekil 4.65 ve 4.66’da ve A, C ve AC icin Sekil
4.67 ve 4.68’de gosterilmigtir.
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Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual M DS
MDS '

® Design Points
215

15,91
X1 =A: PECEOL
X2=B: CRH40

Actual Factor
C: LABRASOL = 0,65

B: C RH 40

A: PECEOL

Sekil 4.65. Peceol®, Cremophor® RH 40 miktarinin ve Peceol® - Cremophor® RH

40 miktarlari etkilesiminin damlacik buyuklugu Uzerine etkisini gosteren
yuzey grafigi

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

MDS

@ Design points above predicted value

@ Design points below predicted value
215

15,91 250

X1 = A: PECEOL
X2 = B: C RH 40 200

Actual Factor
C: LABRASOL = 0,65

MDS

A: PECEOL

Sekil 4.66. Peceol®, Cremophor® RH 40 miktarinin ve Peceol® - Cremophor® RH

40 miktarlari etkilesiminin damlacik buyukltgu Uzerine etkisini gésteren
kontur grafigi
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Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual M DS

MDS

® Design Points
215

15,91
X1=A: PECEOL
X2 = C: LABRASOL

Actual Factor
B: C RH 40 = 5,85

C: LABRASOL

A: PECEOL

Sekil 4.67. Peceol®, Labrasol® miktarinin ve Peceol® - Labrasol® miktarlari

etkilesiminin damlacik buyuklugu Uzerine etkisini gosteren yuzey
grafigi

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

MDS

® Design points above predicted value

@ Design points below predicted value
215

15,91 250

X1 = A: PECEOL
X2 = C: LABRASOL 200

Actual Factor
B: CRH40=5,85

MDS

0,8

0,68
0,62 1,34

C: LABRASOL A: PECEOL

05 09

Sekil 4.68. Peceol®, Labrasol® miktarinin ve Peceol® - Labrasol® miktarlari

etkilesiminin damlacik buyUkligl Uzerine etkisini gosteren kontur
grafigi
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Cizelge 4.54. Peceol® SNEDDS formiilasyonu icin BBD PDIi cevabi icin ANOVA

sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama Fdegeri Prob>F
toplami derecesi kareler

Model 1,27 9 0,14 45,12 <0,0003*
A-Peceol® 0,64 1 0,64 204,17  <0,0001*
B-Cremophor® RH 40 0,092 1 0,092 29,37 0,0029
C-Labrasol® 7,938E-003 1 7,938E-003 2,53 0,1723
AB 0,12 1 0,12 38,99 0,0015
AC 6,002E-004 1 6,002E-004 0,19 0,6798
BC 8,556E-003 1 8,556E-003 2,73 0,1593
A? 0,33 1 0,33 104,11 0,0002
B2 2,650E-003 1 2,650E-003 0,85 0,3999
C? 0,086 1 0,086 27,31 0,0034
Residual (Kalinti) 0,016 5 3,133E-003
Lack of Fit (Uyum Eksikligi) 6,251E-003 3 2,084E-003 0,44 0,7479
Pure Error (Hata) 9,413E-003 2 4,706E-003
Total (Genel Toplam) 1,29 14
R? 0,9878

*“Prob>F” degerleri 0,05’ten kii¢ik olanlar anlamli deger olarak kabul edilmistir.

PDI cevabi incelendiginde Kuadratik model Design Expert® 10 programi tarafindan
uygun model olarak secilmistir. Cizelge 4.52'de gorildigu gibi R? degeri
programin tasarim igin énerdigi model i¢in en buyuk bulunmustur. Modelde A, B ve

AB terimlerinin anlamli etkili oldugu bulunmustur.

Y2 =0,95+0,28*A-0,11*B+0,17*A*B

Y2: PDI

A: Peceol®

B: Cremophor® RH 40

AB: Peceol® miktari-Cremophor® RH 40 miktari etkilesimi

Tasarim sonucunda programin 6nerdigi model denkleminde PDi cevabi igin
istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip bagimsiz degiskenlere ait ylzey ve kontur
grafikleri A, B ve AB igin Sekil 4.69 ve 4.70'te gosterilmistir.
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Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual P D |
PDI

® Design Points
1

0,121
X1=A: PECEOL
X2=B:CRH40

Actual Factor
C: LABRASOL = 0,65

B: CRH 40

A: PECEOL

Sekil 4.69. Peceol®, Cremophor® RH 40 miktarinin ve Peceol® - Cremophor® RH
40 miktarlar etkilesiminin PDI Gzerine etkisini gosteren ylzey grafigi

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

PDI

® Design points above predicted value

@® Design points below predicted value
1

0,121 12
X1 = A: PECEOL 1
X2 =B: CRH40
Actual Factor 08
C: LABRASOL = 0,65
0,6
=) 0,4
o
0,2

1,56

B: CRH 40 A: PECEOL

Sekil 4.70. Peceol®, Cremophor® RH 40 miktarinin ve Peceol® - Cremophor® RH
40 miktarlari etkilesiminin PDI Gzerine etkisini gosteren kontur grafigi
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Damlacik blyiikligi ve PDi deney verileri ile matematiksel model sonucunda elde
edilen tahmini veriler arasindaki iliskinin korelasyon grafigi Sekil 4.71 ve 4.72’de

gOrulmektedir.

Design-E: t® Soff .
M e Sefvere Predicted vs. Actual

Color points by value of 250 —
MDS:

215
15,91
200 —

150 —|

Predicted

100 —

50 —

0 50 100 150 200 250

Actual

Sekil 4.71. Peceol® SNEDDS formilasyonunda damlacik biyikligine ait
deneysel veriler ile model sonucu olusan tahmini verilerin korelasyon

grafigi
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Py T Exper Software Predicted vs. Actual

Color points by value of 1,2
PDI:
1

0,121 1—

0,8 —

0,6 —

Predicted

0,4 —|

0,2 —

Actual

Sekil 4.72. Peceol® SNEDDS formilasyonunda PDi’'ne ait deneysel veriler ile
model sonucu olusan tahmini verilerin korelasyon grafigi

Geligtirilecek SNEDDS formulasyonun hedeflenen karakterizasyon ozelliklerinin
damlacik boyutu <100 nm ve PDi’'nin <0,2 olmasi amaclanmaktadir. Sekil 4.73'te
deney tasarimi ile model sonucu belirlenen yag, surfaktan ve kosurfaktan
miktarlari ve formuilasyonun karakterizasyon ozellikleri ve Cizelge 4.55'te
formUlasyonun deney sartlarinda 2 yonli %95 guven araliginda karakterizasyon

Ozellikleri verilmistir.
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Sekil 4.73. Peceol® SNEDDS hedef formilasyonun bilesimi ve karakterizasyon
Ozellikleri

Cizelge 4.55. Peceol® SNEDDS hedef formilasyonun 2 yonli %95 glven
araliginda karakterizasyon ozellikleri

Yanitlar Ortalama  Medyan SS n_ %95 Pllow %95 Pl high
Damlacik biiyiikligu 8,127 8,127 3,06 1 -2,32 18,57
(nm)

PDI 0,026 0,026 0,056 1 -0,200 0,250

SS: Standart sapma

Sekil 4.73’te segilen formulasyon matematik model sonucu 2 yonli %95 guven
arali§i analizi sonucunda damlacik boyutu 8,13 nm ve PDIi’si 0,026 olan sonug
verirken, damlacik boyutu degeri deneysel ortamda 2,32 nm < DB < 18,57 nm

arasinda, PDI sonucu da 0,200 < PDI < 0,250 arasinda olmalidir.

Hedeflenen karakterizasyon olgutlerine gore bilesimi Sekil 4.73’te belirtilen ve
segilen hedef formulasyonun deneysel galismalar sonucunda damlacik boyutu ve
PDi sonuglari Cizelge 4.56’da verilmistir. Aday hedef formiilasyon bilesimi Cizelge
4.55'te %95 gliven araligiyla verilen aralikta ¢gikmistir ve 0,9: 7,2: 0,8 - Peceol®:

Cremophor® RH 40: Labrasol® sistemi optimum formiilasyon olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.56. Deneysel calismalar sonucunda Peceol® SNEDDS formiilasyonu
icin elde edilen karakterizasyon ozellikleri

Damlacik biiyiikliigii (nm) PDi
14,44 £ 0,21 0,149 = 0,008
Xort £ SS, n=3

4.4.4. Etkin madde ylikleme ¢aligmalari

Etkin  madde yukleme calismalari Bolim 3.2.4’te anlatildigi sekilde
gergeklestiriimistir. BBD ile elde edilen ve bilesenlerin oranlari belirlenmis optimum
Maisine® SNEDDS formilasyonun 1 g'na 30 mg, Peceol® SNEDDS
formulasyonun 1 g’'ina 28 mg BOS yuklenmistir.

4.45. Geligtirilen SNEDDS formilasyonlarda yapilan karakterizasyon

calismalari

Gelistirilen SNEDDS formulasyonlarda yapilan karakterizasyon galismalari Bélim

3.2.4’te anlatildigi sekilde gerceklestirilmigtir.

Kendiliginden emulsifikasyon etkinliginin degerlendirilmesi

Disperse olabilme ¢alismalari

iki formiilasyonda bir dakika icinde disperse olarak seffaf gériinimde sistemler
olusmustur. Deney sonunda belirlenen slire ve goértinumleri neticesinde her iki
formUlasyon derecelendirme sisteminde A’da yer almistir ve sonuglar Cizelge
4.57°de verilmistir. Elde edilen sonu¢ dogrultusunda her iki formilasyonunda Gl
sivi ile seyreldiginde kendiliginden nanoemulsiyon olusturdugundan emin

olunmustur.
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Cizelge 4.57. Maisine® ve Peceol® SNEDDS formulasyonlarina ait disperse
olabilme sonuglari

Goriinim Derece

Etkin madde igermeyen M-SNEDDS formiilasyon Seffaf A
P-SNEDDS formiilasyon Seffaf A
BOS yiikli M-SNEDDS formiilasyon Seffaf A
P-SNEDDS formiilasyon Seffaf A

M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS

Kendiliginden emdilsifiye olma zamani

Formulasyonlar bir dakikanin altinda kendiliginden emililsifiye olarak seffaf bir
sistem olugsmustur. Kendiliginden emiuilsifiye olabildigi zaman, olusan sisteme ait

gorundm ve sonuglar Cizelge 4.58°de verilmigtir.

Cizelge 4.58. Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlarina ait kendiliginden
emulsifiye olma zamani sonuglari

Siire (sn)  Goriliniim

Etkin madde icermeyen M-SNEDDS formiilasyon 58 £3 Seffaf
P-SNEDDS formiilasyon 60+0 Seffaf
BOS yiikli M-SNEDDS formiilasyon 47 + 4 Seffaf
P-SNEDDS formiilasyon 54 + 6 Seffaf

M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, Xort £ SS, n=3

% Transmittans

Her bir formllasyonu ve formulasyonu olusturan bilesenlere ait % transmittans

degerleri Cizelge 4.59'da verilmistir.
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Cizelge 4.59. Maisine® ve Peceol® SNEDDS formiilasyonlar ve bilesenlerine ait
% transmittans sonuglari

% Transmittans

Labrasol® 95+ 0
Maisine® 980
Peceol® 100+1
Cremophor® RH 40 100+ 0
Bos Maisine® SNEDDS formiilasyon 990
Bos Peceol® SNEDDS formiilasyon 100+ 0
BOS yiiklii Maisine® SNEDDS formiilasyon 990

1:250 distile su 100+ 0
BOS yiiklii Peceol® SNEDDS formiilasyon 100+ 0

1:250 distile su 100+ 0
Xot + SS, n=3

Damlacik biiyiikliigii ve PDI

Etkin madde yiiklenecek bos sistem igin Design Expert® 10 ile elde edilen kabul
edilebilir optimum Maisine® ve Peceol® SNEDDS formulasyonlarina ait sonuglar ile
bu formilasyonlara etkin madde yliklendikten sonraki damlacik biyiklGgu ve PDI
sonugclari Cizelge 4.60’ta, damlacik buyukliga ve damlacik bayuklugu dagilimlari
Sekil 4.74 - 4.77°de verilmigtir.

Cizelge 4.60. Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlara ait damlacik
buyukligu ve PDI sonuglari

Damlacik ]
biyikligi (nm) PDI

Etkin madde icermeyen = M-SNEDDS formiilasyon 16,27 + 0,49 0,140 £ 0,044
P-SNEDDS formiilasyon 14,44 + 0,21 0,149 + 0,008

BOS yiiklii M-SNEDDS formiilasyon 17,11 £ 1,17 0,180 + 0,063
P-SNEDDS formiilasyon 16,76 + 1,78 0,200 £ 0,025

M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, Xort + SS, n=3
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Sekil 4.74. Etkin  madde igermeyen  Maisine® SNEDDS formilasyon
nanoemulsiyonlarinin  damlacik buayukligu ve damlacik buyuklugu
dagihmlar
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Sekil 4.75. BOS yikli Maisine® SNEDDS formiilasyon nanoemiilsiyonlarinin
damlacik buyuklugu ve damlacik bayukluga dagihmlari
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Sekil 4.76. Etkin  madde  igcermeyen  Peceol’® SNEDDS formulasyon
nanoemulsiyonlarinin damlacik buayuklugu ve damlacik buyuklugu
dagihmlar
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Sekil 4.77. BOS vyikli Peceol® SNEDDS formilasyon nanoemiilsiyonlarinin
damlacik buyuklugu ve damlacik bayukluga dagihmlari

Damlacik biiyiikliigii ve PDi’yve pH ve sivi hacminin etkisi

Damlacik buyikligi ve PDI (izerine pH ve sivi hacminin etkisi igin her iki

formulasyondan elde edilen sonuglar Cizelge 4.61 ve 4.62°de verilmigtir.
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Cizelge 4.61. Maisine® SNEDDS formiilasyonun damlacik biiyikligi ve PDi’sine
pH ve sivi hacmi etkisinin sonugclari

Seyreltme orani Damlacik buyiiklagii (nm) PDI

Distile su 1:100 17,50 + 1,66 0,163 £ 0,050
S 1:250 16,27 + 0,49 0,140 + 0,044
QE>,* 1:500 18,44 + 1,27 0,212 + 0,019
& pH 1,2 1:100 16,92 + 0,70 0,124 + 0,032
9 1:250 17,48 £ 0,33 0,144 + 0,034
§ 1:500 17,56 + 1,18 0,161 + 0,045
-E pH 6,8 1:100 16,70 £ 0,49 0,109 £ 0,026
w 1:250 17,26 + 0,92 0,143 £ 0,054
1:500 24,98 + 1,58 0,210 £ 0,017
Distile su 1:100 19,46 + 7,79 0,082 £ 0,021
1:250 17,11+ 1,17 0,180 + 0,063
1:500 19,10 + 2,85 0,206 £ 0,024

3
= pH 1,2 1:100 23,08 £ 12,79 0,150 £+ 0,061
;' 1:250 16,26 + 0,69 0,163 £ 0,052
8 1:500 21,76 £ 2,18 0,210 £ 0,043
pH 6,8 1:100 15,92+ 0,72 0,131 £ 0,047
1:250 17,57 £ 2,42 0,187 + 0,060
1:500 21,16 + 3,59 0,206 + 0,038

Xort £ SS, n=3
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Cizelge 4.62. Peceol® SNEDDS formiilasyonun damlacik biiylkligi ve PDi’'sine

pH ve sivi hacminin etkisinin sonuglari

Seyreltme orani Damlacik biiyiikliigii PDI

Distile su 1:100 15,75+ 0,35 0,082 £ 0,021
s 1:250 14,44 + 0,21 0,149 £ 0,008
E 1:500 24,57 + 0,47 0,220 + 0,018
S pH 1,2 1:100 16,31 + 1,02 0,131 + 0,080
g 1:250 17,97 + 2,45 0,153 £ 0,064
g 1:500 17,57 + 2,00 0,161 + 0,065
£ pH 6,8 1:100 16,50 + 0,52 0,131 + 0,047
i 1:250 17,62 + 0,35 0,233 + 0,014
1:500 19,39 + 0,88 0,231 + 0,022
Distile su 1:100 15,38 + 1,18 0,160 + 0,046
1:250 16,76 + 1,78 0,200 + 0,025
1:500 25,17 + 10,91 0,178 + 0,051

H=]
3 pH 1,2 1:100 18,03 + 1,40 0,205 + 0,026
@ 1:250 27,00 + 15,39 0,201 + 0,057
@ 1:500 34,49 + 20,88 0,225 + 0,035
pH 6,8 1:100 16,04 + 0,78 0,128 + 0,045
1:250 16,96 + 1,28 0,165 + 0,032
1:500 21,05+ 1,21 0,230 + 0,017

Xort £ SS, n=3
Turbidite

Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlarina ait tirbidite sonuglari Cizelge

4.63'te verilmistir.
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Cizelge 4.63. Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlarina ait tirbidite

sonuglari
Tiirbidite (NTU)
Etkin madde igermeyen M-SNEDDS formiilasyon 5,8+0,1
P-SNEDDS formiilasyon 5,6 +0,1
M-SNEDDS formiilasyon 12,3+0,2
BOS yiiklii 1:250 9,9+0,1
P-SNEDDS formiilasyon 12,4+ 0,2

1:250 10,9+0,3

M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, Xort + SS, n=3

Viskozite

Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlarina ait viskozite sonuglari Cizelge

4.64‘te verilmigtir.

Cizelge 4.64. Maisine® ve Peceol® SNEDDS formiilasyonlarina ait viskozite

sonuglari
Viskozite (cp)
Etkin madde icermeyen M-SNEDDS formiilasyon 684
P-SNEDDS formiilasyon 652
BOS yiikli M-SNEDDS formiilasyon 571
P-SNEDDS formiilasyon 474

M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, n=3

Termodinamik stabilite calismalari

Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlari termodinamik stabilite galismalar
ile damlacik buyukligi ve PDI agisindan degerlendirilmistir (Cizelge 4.65 - 4.67).
Termodinamik stabilite calismalart sonucunda herhangi bir fiziksel degisiklik

g6zlenmemigtir (Resim 4.1 - 4.4).
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Resim 4.1. Termodinamik stabilite ¢alismalari sonrasi etkin madde icermeyen
Maisine® SNEDDS formiilasyonuna ait gorsel

Resim 4.2. Termodinamik stabilite ¢aligmalari sonrasi etkin madde igcermeyen
Peceol® SNEDDS formiilasyonuna ait gorsel
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Resim 4.3. Termodinamik stabilite c¢alismalari sonrasi BOS yUkli Maisine®
SNEDDS formulasyonuna ait gorsel

Resim 4.4. Termodinamik stabilite galismalari sonrasi BOS yUkli Peceol®
SNEDDS formulasyonuna ait gorsel

Isitma — sogutma

Maisine® ve Peceol® SNEDDS formulasyonlari igin isitma-sogutma doéngiisiinden

elde edilen sonuglar Cizelge 4.65’te verilmistir.
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Cizelge 4.65. Maisine® ve Peceol® SNEDDS formulasyonlarina ait isitma-sogutma
dongusu sonrasi damlacik buyuklugu ve PDI sonuglari

Damlacik biyukliagii (nm) PDI
@ . M-SNEDDS Baslangig 16,27 + 0,49 0,140 + 0,044
C‘é % formillasyon  |sitma-sogutma sonrasi 18,18 + 2,42 0,172 £ 0,045
£
C
z @
ﬁ 2 b SNEDDS :Batglanglc{ t 14,44 £ 0,21 0,149 + 0,008
formiilasyon sitma-sodutma sonrasi 16,15 £ 0,90 0,158 + 0,066
= M-SNEDDS Baslangic 17,11 £ 1,17 0,180 + 0,063
= formilasyon |5;tma-sogutma sonrasi 20,35 £ 3,31 0,168 £ 0,040
>
»
o
@ P_SNEDDS Baslangic 16,76 + 1,78 0,200 + 0,025
16,67 £ 1,92 0,175 + 0,080

formiilasyon

Isitma-sogutma sonrasi

M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, Xort + SS, n=3

Santriftij

Maisine® ve Peceol® SNEDDS formiilasyonlari igin santriflij calismalarindan elde

edilen sonugclar Cizelge 4.66’da verilmistir.

Cizelge 4.66. Maisine® ve Peceol® SNEDDS formUlasyonlarina ait santrifiij sonrasi

damlacik biiyiikligi ve PDI sonuglari

Damlacik biiyiikliigii (nm) PDI

@ . M-SNEDDS Baslangig 16,27 + 0,49 0,140 + 0,044
3 % formiilasyon  Santrifiij sonrasi 17,36 + 1,19 0,222 + 0,031
E

£
C
= & Baslangig¢ 14,44 + 0,21 0,149 + 0,008

~ P-SNEDD e
B forfnmasyin Santrifilj sonrasi 16,62 + 0,05 0,262 + 0,001
= M-SNEDDS Baslangig 17,11 £ 1,17 0,180 £ 0,063
= formiilasyon Santrifiij sonrasi 17,35+ 2,16 0,170 £ 0,066
g
o P_SNEDDS Baslangig 16,76 £ 1,78 0,200 + 0,025

15,36 + 0,67 0,136 + 0,027

formiilasyon

Santrifiij sonrasi

M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, Xort + SS, n=3
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Dondurma-¢ézme (Freeze thaw)

SNEDDS

dongusunden elde edilen sonuglar Cizelge 4.67°de verilmigtir.

Maisine® ve Peceol® formilasyonlari igin  dondurma-gdzme

Cizelge 4.67. Maisine® ve Peceol® SNEDDS formdlasyonlarina ait dondurma-
¢6zme sonrasi damlacik bayukligu ve PDI sonugclari

Damlacik biiyiikliigii (nm) PDi

g . M-SNEDDS  Baslangig 16,27 + 0,49 0,140 + 0,044
}'g l>’. formilasyon  Dondurma-¢ézme sonrasi 17,83 + 2,81 0,178 + 0,083
£
c =
< @
=2 b_SNEDDS gaslsnglg ) 14,44 £+ 0,21 0,149 £ 0,008
formiilasyon ondurma-gézme sonrasi 16,95 + 1,03 0,252 £ 0,047
~  M-SNEDDS Baglangic 17,11 £ 1,17 0,180 % 0,063
f_é formilasyon  pondurma-gézme sonrasi 20,13 £ 3,23 0,198 + 0,023
n
o
m P_SNEDDS Baslangig 16,76 £ 1,78 0,200 + 0,025
16,58 + 1,79 0,229 + 0,038

formiilasyon

Dondurma-g6zme sonrasi

M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, Xort £ SS, n=3

Morfolojik calismalar

Maisine® ve Peceol® SNEDDS formulasyonlarina ait morfolojik TEM galisma
Resim 4.5 - 4.8'de

nanoemulsiyonlarin olustugu ve etkin madde yuklemesi ile yapisal butunlUklerinin

sonuglari verilmistir.  Gergeklestirilen calisma ile
bozulmadigr goézlenmistir. TEM goéruntuleri Uzerinde ImageJ 1.530 programi ile
degerlendirilen damlacik boyutlarinin Malvern Zeta Sizer ile elde edilen damlacik

boyutlarina ait sonuglar ile benzer oldugu bulunmustur.
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Resim 4.5. Etkin madde igermeyen Maisine® SNEDDS formilasyonu igin TEM
goruntusu
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Resim 4.6. Etkin madde icermeyen Peceol® SNEDDS formilasyonu igin TEM
goruntusu
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Resim 4.8. BOS yukli Peceol® SNEDDS formilasyonu igin TEM gérintisi

Uzun donem stabilite calismalari

Etkin madde igcermeyen ve BOS yikli Maisine® ve Peceol® SNEDDS
formdalasyonlar 6 ay boyunca 4°C, 25+2°C/%60+5 BN ve 40+2°C/%75+5 BN
fiziksel ve kimyasal olarak stabil bulunmus ve sonuglar Cizelge 4.68'de
gosterilmistir. Stabilite galismalari sirasinda BOS yikli Maisine® ve Peceol®
SNEDDS formulasyonlarin fiziksel goérinistunde bulaniklik veya c¢okme gibi

herhangi bir degisim gozlenmemisgtir.
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BOS yiiklii Maisine® ve Peceol® SNEDDS formiilasyonlar damlacik boyutu ve PDi
acisindan incelendiginde uzun suireli (25+2°C/%60+5 BN) ve hizlandiriimig
stabilite kosullarinda (4°C ve 40+2°C/%75) bir degdisiklik gostermemis ve 6 ay igin
stabil bulunmustur (40+2°C/%75+5 BN).

Cizelge 4.68. BOS yukli Maisine® ve Peceol® SNEDDS formiilasyonlarina ait uzun
donem stabilite sonuglari

Zaman Damlacik biiyiikliigi (nm) PDI
(Ay) M-SNEDDS P-SNEDDS M-SNEDDS P-SNEDDS
Etkin madde igermeyen

0 16,27 £ 0,49 14,44 £ 0,21 0,140 £ 0,044 0,149 + 0,008

o 1 20,86 + 1,50 17,13+ 1,70 0,208 + 0,006 0,178 £ 0,078
¥ 3 16,46 £ 1,30 16,12 £ 1,26 0,138 + 0,052 0,183 + 0,050
6 22,81 +2,82 17,84 + 3,46 0,198 + 0,015 0,135 + 0,061

1) % 0 16,27 £ 0,49 14,44 + 0,21 0,140 £ 0,044 0,149 £ 0,008
ﬁ ;‘_’, 1 18,76 £ 3,09 17,74 £ 3,38 0,160 + 0,081 0,201 + 0,080
~ § 3 17,11 £ 0,96 20,51 +1,92 0,175 = 0,040 0,230 £ 0,016
° 6 21,05+ 254 15,71 £ 0,34 0,199 + 0,014 0,108 + 0,029

) % 0 16,27 £ 0,49 14,44 + 0,21 0,140 £ 0,044 0,149 + 0,008
3_;1 f 1 16,68 = 0,67 16,85+ 0,73 0,185 + 0,027 0,193 + 0,016
s E 3 19,39+ 1,70 16,58 + 2,22 0,193 + 0,028 0,191 + 0,044
° 6 17,32 £ 2,59 19,66 £ 5,30 0,121 + 0,069 0,165 + 0,029

BOS yiikli

0 17,11+ 1,17 14,44 £ 0,21 0,180 £ 0,063 0,149 £ 0,008

g 1 19,09 £ 2,61 23,22 + 6,93 0,207 £ 0,046 0,186 £ 0,043

3 15,35 £ 0,49 17,20 £ 2,76 0,136 £ 0,038 0,202 + 0,044

6 17,60 + 0,50 16,97 + 1,18 0,178 £ 0,029 0,176 £ 0,063

o% 0 17,11 £ 1,17 14,44 £ 0,21 0,180 + 0,063 0,149 £ 0,008
3_;1 ' 1 16,47 £ 1,19 24,30 £ 2,29 0,159 £ 0,050 0,190 £ 0,072
~ § 3 16,80 £ 0,28 15,40 £ 0,17 0,183 £ 0,002 0,154 £ 0,043
° 6 18,58 £ 1,15 18,29 + 1,86 0,156 £ 0,047 0,208 £ 0,058
OE 0 17,11 £ 1,17 14,44 £ 0,21 0,180 £ 0,063 0,149 £ 0,008
“:‘_ll i 1 19,84 £ 3,01 18,04 + 3,32 0,207 £ 0,035 0,201 £ 0,031
s E 3 16,44 £ 1,70 15,21 £ 0,57 0,176 £ 0,023 0,128 £ 0,039
° 6 20,21 + 3,32 16,03 + 1,13 0,166 £ 0,077 0,141 £ 0,065

Xort £ SS, n=3
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4.5. In Vitro Céziinme Hizi Caligsmalari - |

in vitro ¢dzlinme hizi galismalar iki asamada gergeklestirilmistir. Oncelikle sivi
sistemlerden hangisinin kati forma donusturtleceginin karar verilmesi agisindan
referans tablet, BOS yikli Maisine® SNEDDS ve BOS yikli Peceol® SNEDDS
formUlasyonlari degerlendirilmigtir. Calismalar ¢ézinme hiz ortami olarak FDA
tarafindan 6nerilen %1 SLS igeren distile su ve biyouyumlu ortamlar olan FaSSIF,
FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2’de Bolum 3.2.6'da belirtildigi sekilde
gergeklestirilmistir. In vitro ¢déziinme hizi test sonuglari sirasiyla Cizelge 4.69 -

4.73te, ¢ozlinme hizi profilleri ise Sekil 4.78 - 4.82'de verilmigtir.

%1 SLS igeren distile su ortamina ait bagil sink kosul degerleri referans tablet i¢in
10,3, Maisine® SNEDDS formiilasyon igin 44,4 ve Peceol® SNEDDS formiilasyon

icin 47,6 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.69. %1 SLS iceren distile su ortami icin referans tablet ve SNEDDS
formuUlasyonlarin in vitro ¢6ziinme hizi sonuglari

% Kiumilatif 15 (dk) 30 (dk) 45 (dk) 60 (dk) 90 (dk)
¢oziinen BOS

Referans-T 90,2+2,6 96,9+54 100,26 + 2,3 101+£2 102+1
P-SNEDDS 90,2+ 13,4 101 +£3 102+1,4 103 +1 103+1
M-SNEDDS 80,2 + 20,0 1030 104 +1 104 +1 104 = 1

Referans -T: Tracleer®tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, X + SS, n=3

Cizelge 4.70. FaSSIF ortami icin referans tablet ve SNEDDS formulasyonlarin in
vitro ¢ozunme hizi sonuglari

% Kiimiilatif 15 (dk) 30 (dk) 45 (dk) 60 (dk) 90 (dk)
¢oziinen BOS

Referans-T 219+£0,3 27,3+0,8 30,1+0,3 31,8+0,1 324+29
P-SNEDDS 68,8 + 1,24 88,5 + 3,01 954+14 954 +1,1 96,4+ 1,6
M-SNEDDS 825+4,6 94,7+1,0 97,4+0,3 97,1+0,7 97,2+1,2

Referans -T: Tracleer® tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, Xq1 + SS, n=3
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Cizelge 4.71. FeSSIF ortami icin referans tablet ve SNEDDS formulasyonlarin in
vitro ¢ézunme hizi sonuglari

% Kiimiilatif 15 (dk) 30 (dk) 45 (dk) 60 (dk) 90 (dk)
¢oziinen BOS

Referans-T 8,72+ 0,93 10,1+0,1 10,7+ 0,9 10,7+ 0,5 11,0+0,1
P-SNEDDS 80,7+ 3,5 85,6+0,4 86,2+1,1 86,5+0,7 86,8+ 0,4
M-SNEDDS 70,6 £ 6,1 84,6 +1,3 86,7+1,4 87,3+2,1 87,8+1,0

Referans -T: Tracleer® tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, Xq1 + SS, n=3

Cizelge 4.72. FaSSIF-V2 ortami icin referans tablet ve SNEDDS formulasyonlarin
in vitro ¢ézunme hizi sonuglari

% Kiumiilatif 15 (dk) 30 (dk) 45 (dk) 60 (dk) 90 (dk)
¢oziinen BOS

Referans-T 149+ 0,35 17,9+0,5 19,7+ 0,8 20,5+0,2 22,3+0,8
P-SNEDDS 57,7 + 3,54 76,6 £ 1,6 81,6+0,4 82,2+0,3 85,3+0,6
M-SNEDDS 815+11.3 89,0+24 93,1+0,5 94,1+0,4 94,1+0,8

Referans -T: Tracleer®tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, X = SS, n=3

Cizelge 4.73. FeSSIF-V2 ortami icin referans tablet ve SNEDDS formulasyonlarin
in vitro ¢ézinme hizi sonuglari

% Kumiilatif 15 (dk) 30 (dk) 45 (dk) 60 (dk) 90 (dk)
¢o6ziinen BOS

Referans-T 16,7+ 0,2 18,6 + 0,5 19,3+1,7 19,3+0,3 20,1+2,6
P-SNEDDS 68,1+5,9 835+29 91,2+0,6 87,2+0,3 87,7+0,3
M-SNEDDS 91,5+ 10,2 93,6 +3,3 98,7+2,9 995+1,9 99,117

Referans -T: Tracleer®tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, X = SS, n=3



% Kimulatif ¢oziinen

215

%21 SLS igeren distile su

100 N —— ™

80

60 J

40

20

0
0 20 40 60 80 100
Zaman (dakika)

—s— Referans tablet —a—Peceol® SNEDDS Mais ine® SNEDD S

Sekil 4.78. %1 SLS igeren distile su ortami icin referans tablet ve SNEDDS

% Kumiulatif ¢6ziinen

formulasyonlarin in vitro ¢éztinme hizi profilleri

FaSSIF
100 i
- —
-
80 il
60
40
— §
20
0
0 20 40 60 80 100
Zaman (dakika)
—s— Referans tablet —a—Peceol® SNEDDS Mais ine® SNEDD S

Sekil 4.79. FaSSIF ortami igin referans tablet ve SNEDDS formulasyonlarin in

vitro ¢bézunme hizi profilleri
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FeSSIF
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Sekil 4.80. FeSSIF ortami igin referans tablet ve SNEDDS formulasyonlarin in
vitro ¢dzlinme hizi profilleri
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—a— Referans tablet —s—Peceol® SNEDDS Mais ine® SNEDD 5§

Sekil 4.81. FaSSIF-V2 ortami igin referans tablet ve SNEDDS formdilasyonlarin in
vitro ¢bzunme hizi profilleri
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FeSSIF-Vv2
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Sekil 4.82. FeSSIF-V2 ortami igin referans tablet ve SNEDDS formulasyonlarin in
vitro ¢bézunme hizi profilleri

BOS %1 SLS igeren distile su ortaminda BOS yikli Maisine® ve Peceol®
SNEDDS formulasyonlardan ve referans tabletten 15 dakika icinde ve %80'den

fazla, 45 dakika icinde ise etkin maddenin tamamini salmistir.

Biyouyumlu ortamlari taklit eden FaSSIF ortaminda referans tablet 90 dakika
sonunda etkin maddenin yaklasik %32’sini salarken, BOS yiikli Peceol® SNEDDS
formilasyonu 15 dakika iginde yaklasik %69'unu, BOS yUkli Maisine® SNEDDS
formialasyonu yaklasik %83’UnU salmistir. 90 dakika sonunda ise BOS yukli
Peceol® ve Maisine® SNEDDS formiilasyonlari sirasiyla igerigindeki etkin
maddenin %96 ve %97’sini salmistir. FeSSIF ortaminda ise referans tablet 90
dakika sonunda etkin maddenin yaklasik %11’ini salarken, BOS yikli Peceol®
SNEDDS formilasyonu %87’sini, BOS yUkli Maisine® SNEDDS formilasyonu

%88'’ini salmigtir.

Biyouyumlu ortamlarin gelistirilen ikinci versiyonlari olan FaSSIF-V2 ortaminda
referans tablet 90 dakika sonunda etkin maddenin yaklasik %22’sini salarken,
BOS yiklii Peceol® SNEDDS formulasyonu 15 dakika iginde yaklasik %58’sini,
BOS yukli Maisine® SNEDDS formiilasyonu yaklagik %82’sini salmistir. 90 dakika

sonunda ise BOS yikli Peceol® ve Maisine® SNEDDS formiilasyonlari sirasiyla
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icerigindeki etkin maddenin %85 ve %94’Unu salmistir. FeSSIF-V2 ortaminda ise
referans tablet 90 dakika sonunda etkin maddenin yaklasik %Z20’sini salarken,
BOS vyikli Peceol® SNEDDS formilasyonu %88'sini, BOS yikli Maisine®
SNEDDS formulasyonu %99’unu salmistir.

Referans tablet ile kargilastirlan SNEDDS formulasyonlarin farkli ortamlardaki in
vitro ¢6zinme hizi galismalarindan 90 dakika sonunda elde edilen % kiumdulatif
¢ozinen BOS miktari icin istatistiksel anlamhliklari Cizelge 4.74te verilmigtir.
Biyouyumlu ortamlar FaSSIF ve FeSSIF ile ikinci versiyonlari olan FaSSIF-V2 ve
FeSSIF-V2 ortamlari igin referans ve SNEDDS formulasyonlarin 90 dakika
sonunda elde edilen % kimdulatif ¢ézinen etkin madde miktar istatistiksel agidan

anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Cizelge 4.74. Referans tablet ile karsilagtirlan SNEDDS formulasyonlarin %
kimulatif cozinen BOS miktari igin istatistiksel degerlendirmesi

%1 SLS iceren FaSSIF FeSSIF FaSSIF-V2  FeSSIF-V2

distile su
Referans-T
M-SNEDDS p>0,05 p<0,05*  p<0,05* p<0,05* p<0,05*
Referans-T
P-SNEDDS p>0,05 p<0,05*  p<0,05* p<0,05* p<0,05*

Referans -T: Tracleer® tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, * istatistiksel olarak
anlamhidir

Geligtirilen SNEDDS formulasyonlardan BOS’un artan ¢éztinme hizi kendiliginden
olusan nanoemulsiyon sonucunda damlacik boyutunun kuguk olmasi ve ylzey
alaninin geniglemesi sonucunda gerceklesmektedir. Gelistirilen formulasyonlarla
etkin maddenin artan ¢ozunurligu ve ¢dzinme hizi nedeniyle in vivo ortamda
referans tablete gére daha ylksek emilim ve oral biyoyararlanim saglayabileceqdi

dusunulmektedir.

Elde edilen tum karakterizasyon verilerinden hareketle gelistirilen ki
formilasyondan BOS yikli Maisine® SNEDDS formilasyonu bundan sonraki

caligmalar igin secilmistir.
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4.6. S-SNEDDS Formiilasyon Geligtirme Caligmalar
4.6.1. S-SNEDDS i¢in toz 6zelliklerinin incelenmesi

Toz o6zelliklerinin incelenmesi ¢alismalari Bolum 3.2.5’te anlatildigi gibi yapilmis
BOS vyiikli Maisine® SNEDDS formiilasyonun Neusilin® US2 ile kati forma
getiriimesi igin 1:1, 1,25:1, 1,5:1 (siraslyla her biri sivi BOS yikli Maisine®
SNEDDS: Neusilin® US2) olmak uzere 3 farkli oran denenmistir. Baglangi¢ ve 12.

ay sonundaki toz 6zelliklerine ait sonuglar asagida verilmistir.

Kime dansitesi

1:1, 1,25:1, 1,5:1 BOS yikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 oranlari icin

baslangi¢ ve 12. ay sonundaki kiime dansitesi sonuglari Cizelge 4.75’te verilmistir.

Cizelge 4.75. BOS yiikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 oranlari icin kiime
dansitesi sonuglari

11 1,25:1 1,5:1

Kiime dansitesi Baslangi¢ 0,33 0,36 0,36
(g/mL)

12. ay 0,32 0,34 0,37

Sikistirilmis dansite

1:1, 1,25:1, 1,5:1 BOS yikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 oranlari icin
baslangi¢c ve 12. ay sonundaki sikistirimis dansite sonuglari Cizelge 4.76'da

verilmistir.
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Cizelge 4.76. BOS yiUkli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 oranlar igin
sikistirilmis dansite sonuclari

1:1 1,25:1 1,5:1
Sikistirllmis dansite Baslangig 0,39 0,44 0,47
(9/mL)
12. ay 0,40 0,41 0,43
Yigin agisi

1:1, 1,25:1, 1,5:1 BOS yukli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 oranlari igin
baslangic ve 12. ay sonundaki yigin agisi sonuglari Cizelge 4.77°de verilmis ve

sonuglar Cizelge 3.9’a gore degerlendirilmistir.

Cizelge 4.77. BOS yukli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 oranlari icin yIgin agisi

sonuglari
11 1,25:1 1,5:1
Yigin agisi (°) Baslangi¢ 20,5 22,6 23,9
12. ay 13,1 14,4 12,5

Carr indeksi

1:1, 1,25:1, 1,5:1 BOS yikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 oranlari icin
baslangi¢ ve 12. ay sonundaki Carr indeksi sonuglari Cizelge 4.78'de verilmis ve

sonuglar Cizelge 3.10’a gore degerlendirilmistir.

Cizelge 4.78. BOS yiikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 oranlari icin Carr
indeksi sonuclari

1:1 1,25:1 15:1

Carr indeksi (%) Baslangi¢ 15 18 23

12. ay 20 18 14




221

Hausner orani

1:1, 1,25:1, 1,5:1 BOS yiukli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 oranlari icin
baslangi¢ ve 12. ay sonundaki Hausner orani sonugclari Cizelge 4.79'da verilmis ve

sonuglar Cizelge 3.11'e gore degerlendirilmistir.

Cizelge 4.79. BOS yikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 oranlari igin Hausner
orani sonuglari

1:1 1,25:1 1,5:1
Hausner orani Baslangi¢ 1,18 1,22 1,31
12. ay 1,24 1,22 1,16

Uzun donem stabilite calismalari

S-SNEDDS toz kutlelerinin stabilitesi 4°C, 25+2°C/%60+5 BN ve 40+2°C/%75%5
BN olmak Uzere farkli saklama kosullar altinda 1, 3, 6 ve 12. ay igin
degerlendiriimigtir. Calismada 12. ay sonunda toz Ozellikleri agisindan da
incelenen 3 oran tekrar degerlendiriimigtir ve sonuglar baslangi¢ icin elde edilen
veriler ile Cizelge 4.75 - 4.79'da verilmistir. 1:1, 1,25:1 ve 1,5:1 oranlarina ait

gorseller sirasiyla Resim 4.9 - 4.11°de verilmigtir.

Resim 4.9. 1:1 oraninda hazirlanan toz kitlelerine ait 12. ay 4°C, 25+2°C/%60+5
BN ve 40+2°C/%75+5 BN stabilite 6rnekleri



Resim 4.10. 1,25:1 oraninda hazirlanan toz kuitlelerine ait 12. ay 4°C,
25+2°C/%6015 BN ve 40+£2°C/%75+5 BN stabilite 6rnekleri

Resim 4.11. 1,5:1 oraninda hazirlanan toz kitlelerine ait 12. ay 4°C,
25+2°C/%6015 BN ve 401£2°C/%75+5 BN stabilite 6rnekleri

4.6.2. S-SNEDDS tozun kati hal karakterizasyonu

SEM gorintileme

BOS, Neusilin® US2, tablet formilasyonu igin kullanilacak olan toz kdtlelerinin
SEM goruntilemesi Bolum 3.2.5’te anlatildigi sekilde gergeklestiriimis ve
goruntileme sonuglari Resim 4.12 - 4.19°da verilmigtir.
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spot| WD e— 10 [N V(1)
PM | ETD [30.00 kV/| 1 40 |11.2 mm METU CENTRAL LAB

3122019 | det HV mag | spot| WD —_—20pm ———
2:46:37 PM |[ETD [30.00 kV 5000 x| 4.0 [11.1 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.12. BOS’a ait 1000 X ve 5000 X ol¢ekli SEM goruntuleri
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40 ym
METU CENTRAL LAB

Resim 4.13. Neusilin® US2’ye ait 100 X ve 2500 X dlgekli SEM goruntileri
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Svos p e
3M12/2019 | det | HV mag | spot| WD 100 pm
2:57:54 PM |ETD |30.00kV 1000 x| 4.0 [11.2 mm METU CENTRAL LAB

P skt ‘ I
9 | det HV mag |spot| WD —100 ym ———
M| ETD|30.00 kV|1 000 x| 4.0 [11.0 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.14. Etkin madde igcermeyen Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1:1
oranina ait 1000 X odlgekli SEM goruntuleri



5
N o
)

\ 6 TR

J

3122019 | det | HV |mag|spot| WD T p—
3:06:21 PM | ETD|30.00 kV|100 x| 3.0 | 11.2 mm METU CENTRAL LAB

p. N, s
3/ \' mag |spot| WD e—10 | V111]
3:07:05 PM |ETD 30.00 kV /1 000x 4.0 |11.2 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.15. Etkin madde icermeyen Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1,25:1
oranina ait 100 X ve 1000 X ol¢ekli SEM goruntuleri
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W -
3/12/2019 | det HV ‘mag spotl

3:09:10 PM|ETD|30.00 kV[100x 4.0 |11.2 mm METU CENTRAL LAB

~ -/ e
3/12/2019 | det HV ‘ mag |spot| WD — 100 ym ———
3:13:00 PM|ETD |30.00 kV|1 000 x| 4.0 |10.3 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.16. Etkin madde igermeyen Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1,5:1
oranina ait 100 X ve 1000 X 6lgekli SEM goéruntileri



3(12/2019 | det | HV | mag|spot| WD 1 mm
3:14:42 PM | ETD|30.00 kV 100 x| 4.0 |11.2 mm METU CENTRAL LAB

3/12/2019 | de mag |spot| WD 40 pm
3:18:30 PM |ETD 30.00 KV |2 500 x| 4.0 |11.1 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.17. BOS yiikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1:1 oranina ait 100 X
ve 2500 X olgekli SEM gorintileri
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HV r%ag spot| WD —1mm
3:19:18 PM ETD 30.00 kV|100 x| 4.0 [11.1 mm METU CENTRAL LAB

3/12/2019 | det HV mag spot| WD e— 0 11
3:22:23 PM | ETD|[30.00 kV|2000x 4.0 |[11.0 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.18. BOS yuikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1,25:1 oranina ait 100
X ve 2000 X olgekli SEM goéruntileri



N s e e v
i 3/12/2019 det HV mag  spot| WD  — N 11111
3:24:14 PM ETD|30.00 kV /100 x| 4.0 [11.1 mm METU CENTRAL LAB

¥ £
3M2/2019 | det HV mag spot| WD —1 N V11
3:27:22 PM ETD[30.00 kV|2500x 4.0 [11.2 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.19. BOS yUkli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1,5:1 oranina ait 100 X
ve 2500 X olcekli SEM goruntuleri
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DSC analizi

Tablet formilasyonunda kullanilacak olan yardimci maddelerin, etkin madde
icermeyen ve BOS yukli S-SNEDDS formulasyonlarinin DSC termogramlari Sekil
4.83 - 4.86’da verilmistir.

DsC Thermal Analysis Result
miy
Bosentan == Fiziksel kangim
4.00r Ac-Di-50l Mg Stearat
\/\, Neusilin® US2

2.00 J

0.00r
-2.00

4.00¢

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.83. BOS ve S-SNEDDS hazirlanmasinda kullanilan yardimci maddelere
ait DSC termogrami

DsC Thermal Analysis Result

v

4.00- Bosentan —— Fiziksel karigim

Bosentan+Ac-Di-Sol Bosentan+Mg Stearat

Bosentan+Neusilin® Us2

2.00-

0.00-

-2.00-

-4.00-

' L L
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.84. BOS ve S-SNEDDS hazirlanmasinda kullanilan yardimci maddelerin
karisimlari ve fiziksel karisima ait DSC termogrami
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Thermal Analysis Result

DSC
v
= Bosantan =——— Fiziksal kangim
2 ook — S-ENEDDS-Blank 1:1 — S-SNEDDS-Blank 1,25:1 E£-EMEDDE-Blank 1,5:1
\{\ e iy

0.00- [L—\_ \
2.00-
-4.00F

1E|Ei.EIEI ZEIE;.IIIEI 3EIEi.EII]

Temp [C]

Sekil 4.85. BOS, fiziksel karisim ve etkin madde icermeyen S-SNEDDS
formualasyonlarina ait DSC termogrami

DsC Thermal Analysis Result

m
4.008

Bosentan Fiziksel kangim
BOS-S-SNEDDS 1,25:1 —BOS-5-SNEDDS 1.5:1

— BOS-3-SMEDDSE 1:1
v/ N
Z.00-

0.00-

-2.00-

-4.00

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.86. BOS, fiziksel karisim ve BOS yukli S-SNEDDS formulasyonlarina ait
DSC termogrami

FT-IR analizi

Neusilin® US2, Maisine® SNEDDS ve tablet formilasyonunda kullanilacak olan
yardimci maddelerin etkin madde ile olan etkilesimleri FT-IR analizi ile incelenmig

spektrumlar Sekil 4.87 - 4.94’te verilmistir.
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101
100
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sl hlacilin
= [gzentan(BOS)
2 —— Bosentan_Meusilin

000 3600 3000 2600 2000 1500 1000 850
cm-1

Sekil 4.87. BOS, Neusilin® US2, BOS-Neusilin® US2 FT-IR spektrumu

%T

>
1] = Epsentan(B05)
v Enzentan_Maicine

Maisine

4000 3500 3000 2500 1 2000 1500 1000 620
em-

Sekil 4.88. BOS, Maisine®, BOS-Maisine® FT-IR spektrumu



15| g = L ahbrascl
o Bosentan(BOS)

}' Bosentan_Labrasol
35,

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm-1

Sekil 4.89. BOS, Labrasol®, BOS-Labrasol® FT-IR spektrumu

5 e
60
56
50
45
| & Cremophor.RHAD
L - Bosentan(BOS)
- Bosentan_Cremophor

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650
cm-1

Sekil 4.90. BOS, Cremophor® RH 40, BOS-Cremophor® RH 40 FT-IR spektrumu

B50
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%T

= #——Mg.stearat
b Bosentan{BOS)
R Bosentan_Mg.stearat

7.
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 850
em-1

Sekil 4.91. BOS, Magnezyum stearat, BOS-Magnezyum stearat FT-IR spektrumu

YT

— e -Di-Sal

>
o >

4
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650
cm-1

Bosentan[BOS)
Bosentan_fc-Di-5ol

Sekil 4.92. BOS, Ac-Di-Sol®, BOS-Ac-Di-Sol® FT-IR spektrumu
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101;
100

951
907
85
804

75
701

%T

657
601

551

»—Bosentan(BOS)

50{ »——Blank S-SNEDDS 1-1
»——Blank S-SNEDDS 1.25-1

457

bV 4 Blank S-SNEDDS 1.5-1

41 v - - - - - -
4000 3500 3000 2500 ’ 2000 1500 1000 650
cm-

Sekil 4.93. BOS, etkin madde icermeyen S-SNEDDS (1:1, 1,25:1, 1,5:1)
formalasyon FT-IR spektrumu

1015
100

951
901
851
801
751
701
651

%T

601

551

»—Bosentan(BOS)

501 % ——80S loaded S-SNEDDS 1-1
45{ »=——BO0S loaded S-SNEDDS 1.25-1
| # BOS loaded S-SNEDDS 1.5-1

4000 3500 3000 2500 1 2000 1500 1000 650
cm-

Sekil 4.94. BOS, BOS yukla S-SNEDDS (1:1, 1,25:1, 1,5:1) formllasyon FT-IR
spektrumu

X-RPD analizi

Etkin maddenin fizikokimyasal 0ozelliklerin belilenmesine yonelik yapilan
¢alismalarda BOS’un X-RPD diyagrami Bolim 4.1.4’te verilmistir. Adsorban olarak
kullanilan Neusilin® US2, etkin madde icermeyen ve BOS yiukli S-SNEDDS
formulasyonlarinin X-RPD sonuglarina ait diyagramlar ise Sekil 4.95 - 4.102’de

verilmigtir.
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Sekil 4.95. Neusilin® US2’ye ait X-RPD diyagrami
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ekil 4.96. Etkin madde icermeyen Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1:1
S ¢ y

formualasyonuna ait X-RPD diyagrami
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Sekil 4.97. Etkin madde icermeyen Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1,25:1
formualasyonuna ait X-RPD diyagrami
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Sekil 4.98. Etkin madde igermeyen Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1,5:1
oranina ait X-RPD diyagrami
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Sekil 4.99. BOS yiikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1:1 oranina ait X-RPD
diyagrami
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Sekil 4.100. BOS yukli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1,25:1 oranina ait
X-RPD diyagrami
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Sekil 4.101. BOS vyikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 1,5:1 oranina ait
X-RPD diyagrami
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Sekil 4.102. BOS, Neusilin® US2, etkin madde igermeyen ve BOS yukli Maisine®
SNEDDS: Neusilin® US2 (1:1, 1,25:1, 1,5:1) formilasyonlarina ait
X-RPD diyagrami
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BET analizi

Neusilin® US2, etkin madde igermeyen S-SNEDDS (1:1, 1,25:1, 1,5:1), BOS yuKkli
S-SNEDDS (1:1, 1,25:1, 1,5:1) formulasyonlari icin BET analizi yapilmis sonuglar
asagidaki Cizelge 4.80’de verildigi gibi bulunmustur. Neusilin® US2’'nin por capi
yaklasik yaklasik 12,27 nm (1,227E+02 A) bulunmustur.

Cizelge 4.80. Neusilin® US2, etkin madde icermeyen ve BOS ylkli S-SNEDDS
formUlasyonlarina ait BET sonuglari

Por capi Yiizey alani Yizey alani  Mikro gozenek

(BHJ), A (SgeT), m?/g (Seri), m?/g hacmi, cc/g
Neusilin® US2 1,227E+02 3,422E+02 3,903E+02 1,710E-01
B-S-SNEDDS 1:1 1,460E+01 1,957E+02 2,877E+02 9,639E-02
B-S-SNEDDS 1,25:1 1,467E+01 1,902E+02 2,800E+02 9,423E-02
B-S-SNEDDS 1,5:1 1,455E+01 1,453E+02 2,145E+02 7,162E-02
BOS-S-SNEDDS 1:1 1,468E+01 1,825E+02 2,601E+02 9,020E-02
BOS-S-SNEDDS 1,25:1 1,442E+01 1,649E+02 2,450E+02 8,234E-02
BOS-S-SNEDDS 1,5:1 1,447E+01 1,560E+02 2,281E+02 7,721E-02

B-S-SNEDDS: BOS igermeyen S-SNEDDS, BOS-S-SNEDDS: BOS yikli S-SNEDDS

4.6.3. S-SNEDDS tablet basimi

Mikromeritik Ozellikler ve kati hal karakterizasyon c¢aligsmalari sonucunda BOS
yUkli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2'nin 1,25:1 orani segilmistir. Her tablet 30
mg BOS, yardimci madde olarak ana kutlenin %5'i Ac-Di-Sol® (dagitici), %7i
magnezyum stearat (lubrikan) olacak sekilde belirlenmis ve karigtiriimistir. Karigim
sabit bir sikistirma kuvveti altinda 22x11 mm'lik zimba kullanilarak tek zimbali
tablet makinesinde dogrudan basim ydntemi ile basiimis ve kompakt tabletler

Uretilmistir.
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4.6.4. S-SNEDDS ile gelistirilen tablet formiilasyonunda yapilan kontroller

Sertlik

Sertlik calismalar Bolum 3.2.5°te anlatildigi gibi gergeklestiriimis, 10 tablette

yapilan tablet sertlik dlgimine ait sonuglar Cizelge 4.81’de verilmistir.

Cizelge 4.81. S-SNEDDS tablete ait sertlik sonuglari

Tablet numarasi Sertlik (N)
1 140,3
2 150,7
3 142,6
4 141,3
5 148,8
6 147,8
7 161,3
8 164,5
9 165,6
10 155,3
Xort 152
SS 10
% VK 6,30
Cap-kalinhk

Cap-kalinhk galismalari Bolum 3.2.5’te anlatildigi gibi gergeklestiriimig, 10 tabletin

¢ap ve kalinlik 6lgcim sonuglari Cizelge 4.82’de verilmistir.
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Cizelge 4.82. S-SNEDDS tablete ait ¢gap-kalinlik sonuglari

Tablet numarasi Cap (mm) Kalinlik (mm)

1 11,12 8,90

2 11,12 8,90
3 11,11 8,95
4 11,09 8,95
5 11,13 8,88
6 11,09 8,92
7 11,11 8,92
8 11,11 8,94
9 11,12 8,89
10 11,10 8,85
Xort 11,11 8,91
SS 0,01 0,03
% VK 0,12 0,360

Adirlik sapmasi

Agirhk sapmasi c¢alismalari Bolum 3.2.5°te anlatildigi gibi gergeklestiriimis,
rastgele olarak segilen 20 tabletin ortalama ve tek agirliklari Cizelge 4.83’te
verilmigtir. Tabletlerden en fazla iki tablet ortalama tablet agiriginin %7,5’'inden ve
hicbir tablet ortalamanin %15’inden fazla sapma gdstermemis, sonuglar limitler

icerisinde bulunmustur.
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Cizelge 4.83. S-SNEDDS tablete ait agirlik sapmasi sonuglari

Tablet Tablet agirhgi (9) Tablet Tablet agirhgi (9)

numarasi numarasi

1 1,92 11 1,93

2 2,04 12 1,93

3 1,93 13 1,92

4 1,91 14 1,93

5 1,92 15 1,93

6 1,92 16 1,93

7 1,93 17 1,93

8 1,92 18 1,92

9 1,93 19 1,93
10 1,93 20 1,92
Xor 1,93
ss 0,03
% VK 1,38

Ufalanma-asinma

Ufalanma-asinma c¢alismalari Bolim 3.2.5°te anlatildigi gibi gergeklestirilmis
yapilan calisma sonucunda ufalanan, asinan, catlayan veya kirilan herhangi bir

tablet olmamisgtir.

ik tartim: 38,50171 g

Son tartim: 38,50135 g
Agirlik kaybi: 0,00036 g
% agirlik kaybi: %0,00093

Dagilma suresi

Dagilma suresi c¢alismalari Bolum 3.2.5te anlatildigi gibi gergeklestiriimis,

tabletlerin tam dagilmasi icin gegen sure 23,7 £ 0,5 dakika olarak belirlenmigtir.
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icerik tek diizeligi

icerik tek diizeligi calismalari Blim 3.2.5'te anlatildigi gibi gerceklestiriimis, BOS
yukli S-SNEDDS tablette yer alan BOS miktari 30 mg olup deney sonucunda
hesaplanan etkin madde igerigi 30,8 mg'dir ve %102,6’ya karsilik gelmektedir.

Uzun donem stabilite calismalari

S-SNEDDS tablet formilasyonun stabilitesi 4°C, 251+2°C/%60+5 BN ve
4012°C/%75+5 BN olmak tzere farkh saklama kosullari altinda 0, 1, 3, 6 ve 12.
ayda fiziksel ve etkin madde icerigi acisindan degerlendiriimigtir. Fiziksel
degerlendirmeye ait gorseller Resim 4.20 - 4.23’te verilirken tabletlere ait etkin

madde icerikleri Cizelge 4.84’te verilmigtir.

Resim 4.20. Stabilite 1. ay 4°C, 25+2°C/%60+5 BN ve 40+2°C/%75+5 BN sartlar
icin S-SNEDDS tabletlerin gorseli
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Resim 4.21. Stabilite 3.ay 4°C, 25+2°C/%60+5 BN ve 40+2°C/%75+5 BN sartlar
icin S-SNEDDS tabletlerin gorseli

Resim 4.22. Stabilite 6. ay 4°C, 25+2°C/%60+5 BN ve 40+2°C/%75+5 BN sartlari
icin S-SNEDDS tabletlerin gorseli
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Resim 4.23. Stabilite 12. ay 4°C, 25+2°C/%60+5 BN ve 40+2°C/%7515 BN sartlari
icin S-SNEDDS tabletlerin gorseli

Cizelge 4.84. S-SNEDDS tabletlerin uzun dénem stabilitesine ait % BOS igerigi
analiz sonuglari

4°C 25+2°C/%60+5 BN 40+2°C/%75+5 BN
1. ay* %103 %99,7 %91,9
3. ay* %102 %98,8 %90,9
6. ay* %100 %97,1 %90,9
12. ay* %102 %98,8 %81,4

*n=3

Rekonstitusyon calismasi

BOS yukli S-SNEDDS tabletlerin (baglangic ve 12 ayhk 25+2°C/%60+5 RH
stabilitesi igin) su ile temasiyla olusan kendiliginden nanoemdlsiyonlarin damlacik
boyutu ve PDI degerleri sirasiyla 18,36 + 024 nm ve 16,32 + 0,05 nm, 0,466 *
0,050 ve 0,372 £ 0,025 olarak bulunmustur.
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4.7. Referans Tablette Yapilan Kontroller

4.7.1. Sertlik

Sertlik gcalismalar Bolum 3.2.5°te anlatildi§i gibi gercgeklestiriimis. 10 tablette

yapilan tablet sertlik dlgimune ait sonuglar Cizelge 4.85’te verilmistir.

Cizelge 4.85. Referans tablete ait sertlik sonuglari

Tablet numarasi Sertlik (N)

31,6
31,7
33,8
32,5
33,0
31,8
33,1
31,5
32,5
32,5

O© 00N O~ WDNPF

=
(@]

Xort 32,4

SS 0,8
% VK 2,30

4.7.2. Gap-kalinhk

Cap-kalinhk galismalari Bolum 3.2.5’te anlatildigi gibi gergeklestiriimig, 10 tabletin

¢ap ve kalinlk 6lgim sonuglari Cizelge 4.86’da verilmistir.
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Cizelge 4.86. Referans tablete ait gap-kalinlik sonuglari

Tablet numarasi Cap (mm) Kalinlik (mm)

1 5,16 4,15

2 5,16 4,13

3 5,17 4,14

4 5,14 4,12

5 5,16 4,13

6 5,17 4,15

7 5,17 4,10

8 5,16 4,12

9 5,17 4,11
10 5,17 4,14
Xort 5,16 4,13
SS 0,01 0,02
% VK 0,180 0,400

4.7.3. Agirlik sapmasi

Agirhk sapmasi c¢alismalari Bolum 3.2.5°te anlatildigi gibi gergeklestiriimis,
rastgele olarak secilen 20 tabletin ortalama ve tek agirliklari Cizelge 4.87’de
verilmigtir. Tabletlerden en fazla iki tablet ortalama tablet agirliginin %7,5’inden ve
hicbir tablet ortalamanin %15’inden fazla sapma gdstermemis, sonuglar limitler

icerisinde bulunmustur.
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Cizelge 4.87. Referans tablete ait agirlik sapmasi sonuglari

Tablet Tablet agirhg (mg) Tablet Tablet agirhg (mg)
numarasi numarasi
1 171,8 11 174,0
2 171,0 12 174,0
3 171,0 13 171,0
4 170,0 14 170,0
5 171,0 15 169,2
6 171,4 16 170,6
7 171,4 17 172,9
8 168,1 18 172,0
9 171,8 19 173,9
10 170,6 20 1715
Xort 172
SS 2
% VK 1,02

4.7.4. Ufalanma-asinma

Ufalanma-asinma c¢alismalari Bolim 3.2.5°te anlatildigi gibi gergeklestirilmis
yapilan calisma sonucunda ufalanan, asinan, catlayan veya kirilan herhangi bir

tablet olmamisgtir.

ik tartim: 3,42746 ¢

Son tartim: 3,42603 g
Agirlik kaybi: 0,00143 g
% agirlik kaybi: %0,04172

4.7.5. Dagilma siresi

Dagilma suresi c¢alismalari Bolim 3.2.5te anlatildigi gibi gercgeklestiriimis

tabletlerin tam dagilmasi icin gegen sure 72,5 + 2,26 sn olarak belirlenmigtir.
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4.7.6. igerik tek diizeligi

icerik tek diizeligi calismalari Bélim 3.2.5'te anlatildigi gibi gerceklestirilmis
referans tablette belirtilen bosentan monohidrat igerigi 129,082 mg'dir. Igerik tek

diuzeligi calismasi ile analiz sonucunda BOS igerigi %92,6°dir (120 mg).

4.8. in Vitro Céziinme Hizi Calismalari — ||

in vitro ¢éziinme hizi galismalarinin ikinci asamasinda ilk asamada kati forma
donlstlrilip tablet haline getirilmesine karar verilen BOS vyUkli Maisine®
SNEDDS, S-SNEDDS tablet ve referans tablet tarafindan ¢6zinme hizi ortami
olarak onerilen %1 SLS igeren distile suda ve biyouyumlu ortamlar olan FaSSIF,
FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlarinda Bolim 3.2.6’da belirtildigi sekilde
gerceklestirilmistir. in vitro ¢éziinme hizi sonuclari sirasiyla Cizelge 4.88 - 4.92'de,

¢6zinme hizi profilleri ise $ekil 4.103 - 4.107’de verilmistir.

Cizelge 4.88. %1 SLS igeren distile su ortami igin referans tablet, SNEDDS ve S-
SNEDDS tablet formulasyonlarin in vitro ¢ézinme hizi sonuglari

% Kimiulatif

coziinen BOS 15 (dk) 30 (dk) 45 (dk) 60 (dk) 90 (dk)
Referans-T 90,2 + 2,6 96,9 £ 5,4 100 £ 2 101+ 2 102 + 1
M-SNEDDS 80,2 + 19,9 103 £ 0 104 £ 1 104 £ 1 104 1
S-SNEDDS-T 58,8 + 4,8 747+50  81,8+46  853+47  883:32

Referans -T: Tracleer® tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, Xq1 + SS, n=3

Cizelge 4.89. FaSSIF ortami icin referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formuUlasyonlarin in vitro ¢ézinme hizi sonuglari

% Kimulatif

coziinen BOS 15 (dk) 30 (dk) 45 (dK) 60 (dk) 90 (dk)

Referans-T 21,9+0,3 27,3+0,8 30,1+0,3 31,8+0,1 32,4+2,9
M-SNEDDS 82,5+ 4,6 94,7+ 1,0 97,4+0,3 97,1+0,7 97,2+ 1,2
S-SNEDDS-T 44,9+0,9 59,8 + 0,5 67,1+ 4,1 72,4 £ 3,1 80,0 + 4,1

Referans -T: Tracleer®tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, X = SS, n=3
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Cizelge 4.90. FeSSIF ortami icin referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formuUlasyonlarin in vitro ¢ézinme hizi sonuglari

% Kimiulatif

¢bziinen BOS 15 (dk) 30 (dk) 45 (dk) 60 (dk) 90 (dk)

Referans-T 8,72+0,93  10,1%0,1 10,7+ 0,9 10,7+ 0,5 11,0 £ 0,1
M-SNEDDS 708+61  846%1,3 86,7+ 1,4 87,321 87,8+ 1,0
S-SNEDDS-T  51,3+129  614+74 70,1+ 8,0 74,0%55 82,4+23

Referans -T: Tracleer®tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, X = SS, n=3

Cizelge 4.91. FaSSIF-V2 ortami igin referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS
tablet formulasyonlarin in vitro ¢ézinme hizi sonuglari

% Kiumiilatif

¢o6ziinen BOS 15 (dk) 30 (dk) 45 (dk) 60 (dk) 90 (dk)

Referans-T 149+04 179+0,5 19,7+ 0,8 20,5+0,2 22,3+0,8
M-SNEDDS 815+ 11,3 89,024 93,1+0,5 94,1+0,4 94,1+0,8
S-SNEDDS-T 559+ 11,3 69,8 + 9,9 728+1,9 80,3+9,2 824+7,8

Referans -T: Tracleer®tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, X + SS, n=3

Cizelge 4.92. FeSSIF-V2 ortami icin referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS
tablet formulasyonlarin in vitro ¢ézinme hizi sonuglari

% Kimiulatif

¢oziinen BOS 15 (dk) 30 (dk) 45 (dk) 60 (dk) 90 (dk)

Referans-T 16,7+ 0,2 18,6 + 0,5 19,3+1,7 19,3+0,3 20,1+2,6
M-SNEDDS 91,5+ 10,2 93,6 £ 3,3 98,7+2,9 99,5+ 1,9 99,1+1,9
S-SNEDDS-T 68,1+5,9 83,5+2,9 91,2+0,6 87,2+0,3 87,7+0,3

Referans -T: Tracleer®tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, X + SS, n=3
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%1 SLS igeren distile su
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Sekil 4.103. %1 SLS iceren distile su ortami icgin referans tablet, SNEDDS ve

% Kiimulatif ¢6ziinen

S-SNEDDS tablet formualasyonlarin in vitro ¢ézinme hizi profilleri
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Sekil 4.104. FaSSIF ortami icin referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet

formulasyonlarin in vitro ¢ézlinme hizi profilleri



254

100 FeSSIF
c _
o
[
Hem)
N
:0
On
b=
whd
i
e
1S
=)
X
X
0 20 40 60 80 100
Zaman (dakika)
—@—Referans tablet Maisine® SNEDDS —e—5-SNEDDS tablet

Sekil 4.105. FeSSIF ortami icin referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formulasyonlarin in vitro ¢ézinme hizi profilleri
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Sekil 4.106. FaSSIF-V2 ortami icgin referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formulasyonlarin in vitro ¢bztnme hizi profilleri
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FeSSIF-V2
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Sekil 4.107. FeSSIF-V2 ortami icin referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formulasyonlarin in vitro ¢ézinme hizi profilleri

BOS %1 SLS igeren distile su ortaminda referans tabletten ve Maisine® SNEDDS
formulasyondan 15 dakika icinde ve %80'den fazla, S-SNEDDS tabletten %58; 90
dakika sonunda ise referans tabletten ve Maisine® SNEDDS formilasyondan
BOS’un tamami, S-SNEDDS tabletten %88’i salinmistir.

FaSSIF ortaminda referans tablet 90 dakika sonunda BOS’un yaklasik %32’sini
salarken, Maisine® SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formilasyonu sirasiyla
icerigindeki etkin maddenin %97 ve %80’ini salmistir. FaSSIF-V2 ortaminda ise
referans tablet 90 dakika sonunda etkin maddenin yaklasik %22’si salinirken,
Maisine® SNEDDS formuilasyonu yaklasik %94'Unl, S-SNEDDS tablet %82’ini
salmistir. S-SNEDDS tabletten referans tablete gore % kumdulatif ¢ozinen BOS
miktari FaSSIF igin 2,5 kat, FaSSIF-V2 i¢in 3,7 kat fazla ¢6zinme gostermigtir.

FeSSIF ortaminda referans tablet 90 dakika sonunda BOS’un yaklasik %11’ini
salarken, Maisine® SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formilasyonu sirasiyla
icerigindeki etkin maddenin %88 ve %82’sini salmistir. FeSSIF-V2 ortaminda ise
referans tablet 90 dakika sonunda etkin maddenin yaklasik %20’si salinirken,
Maisine® SNEDDS formilasyonu yaklagsik %99'unu, S-SNEDDS tablet %88’ini
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salmistir. S-SNEDDS tabletten referans tablete goére % kimdulatif ¢ézlinen BOS
miktari FeSSIF icgin 7,5 kat, FeSSIF-V2 igin 4,4 kat fazla ¢ézlinme gostermistir.

Referans tablet ile karsilastirilan SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin
farkli ortamlardaki in vitro ¢6ziinme hizi ¢alismalarindan 90 dakika sonunda elde
edilen % kimdalatif ¢ézinen BOS miktar igin istatistiksel anlamhliklar Cizelge
4.93’te verilmistir. Biyouyumlu ortamlar FaSSIF ve FeSSIF ile ikinci versiyonlari
olan FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlar igin ticari urin ve SNEDDS ve S-
SNEDDS tablet formulasyonlarin 90 dakika sonunda elde edilen % kumdalatif

¢6zlnen etkin madde miktari istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Cizelge 4.93. Referans tablet ile kargilastirlan SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formilasyonlarin % kumdulatif ¢ézinen BOS miktari igin istatistiksel
degerlendirmesi

%1 SLS iceren  FaSSIF FeSSIF FaSSIF-V2  FeSSIF-V2

distile su
Referans-T
M-SNEDDS p>0,05 p<0,05*  p<0,05* p<0,05* p<0,05*
Referans-T
S-SNEDDS-T p<0,05* p<0,05*  p<0,05*  p<0,05* p<0,05*

Referans -T: Tracleer® tablet, P-SNEDDS: Peceol® SNEDDS, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, * istatistiksel olarak
anlamlidir

Referans, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formuilasyonlarin ¢6zinme hiz
profillerinin  model bagimsiz f2 benzerlik faktdéri sonuglarn Cizelge 4.94’te

verilmistir.

Cizelge 4.94. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin
kullanilan ortamlara goére ¢6zinme hizi profillerinin f2 benzerlik
faktort sonuclari

f2
%1 SLS FaSSIF FeSSIF FaSSIF-V2 FeSSIF-V2

Referans tablet-Maisine® SNEDDS 63 11 9 9 7
Referans tablet-S-SNEDDS tablet 31 24 14 15 13

Maisine® SNEDDS- S-SNEDDS tablet 35 28 41 38 37
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Referans tablet ve S-SNEDDS tabletlerin ¢éziinme hizi profillerinin DDSolver® ile
model bagimh yontemler kullanilarak degerlendiriimesine ait sonuglar Cizelge
4.95'te verilmistir. Hangi modele uydugu duzeltiimis determinasyon katsayisi
(R?adj), Akaike bilgi olgutu (AIC) ve model segim kriteri (MSC) ile belirlenmisgtir.



258

Cizelge 4.95. Referans tablet ve S-SNEDDS tablet formulasyonunun kullanilan
ortamlara gore ¢ozinme hizi profillerinin model bagiml yontem

sonuglari
Referans tablet S-SNEDDS tablet
%1 SLS igeren Model Gompertz 2 Probit 2
distile su parametereleri o= 1,20 a=-1,77
B=1,69 B=1,80
Fmax= 107 Fmax= 92,4
R2adj 0,999 0,999
AIC 7,41 -3,63
MSC 6,03 7,83
FaSSIF Model Peppas-Sahlin 2 Probit 1
parametereleri ki=7,14 a=-1,58
ko=-0,39 B=1,23
R2adj 0,999 0,999
AIC -15,51 1,97
MSC 7,82 6,84
FeSSIF Model Gompertz 2 Korsmeyer-Peppas
parametereleri a= 3,65 Kkp= 25,0
B=2,22 n= 0,27
Fmax= 11,6
RZaqj 0,999 0,999
AIC -13,5 8,15
MSC 5,13 5,74
FaSSIF-Vv2 Model Weibull 1 Gompertz 1
parametereleri a=9,59 a= 3,14
B=0,20 B=1,44
Ti= 6,00
RZaqj 0,999 0,998
AIC -9,68 16,9
MSC 6,02 4,24
FeSSIF-V2 Model Probit 2 Logistic 2
parametereleri a=-0,310 a=-3,15
= 0,995 B= 3,14
Fmax= 21,1 Fmax= 92,7
R2aqj 0,999 0,999
AIC -9,99 -9,17
MSC 5,67 8,77

a: ¢Ozlinme ve zaman faktori; B: sekil faktorl
k1: ilag salinimina t ®%'e bagl ilag difizyonunun bagil katkisini gosteren sabit

k2: t'ye bagl polimerin ila¢ salimina bagil katkisini gdsteren sabit
Fmax: sonsuza kadar salinan ilacin maksimum fraksiyonu
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Ozellikle aglik ve tokluk ortamlarinda elde edilen sonuglar gelistirilen S-SNEDDS
tablet acisindan referans tablete kiyasla umut vericidir. Bundan sonraki
asamalarda gerceklestirilecek olan in vivo c¢alismalarla da in vitro verilerin

desteklenmesi hedeflenmektedir.

4.9. in Vitro Lipoliz Calismalari

Referans tablet, BOS yukli SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlar igin
FaSSIF ve FaSSIF-V2 ortamlarinda yaratulen lipoliz galigsmalarina ait % sulu faz
BOS miktari profilleri Sekil 4.108 ve 4.109'da, FeSSIF ve FeSSIF-V2 ortamlarinda
yurutilen lipoliz c¢alismalarinda sulu faz BOS miktan profilleri Sekil 4.110 ve
4.111'de, 90 dakika sonunda % sulu faz BOS miktarlari Sekil 4.112’de

gOsterilmisgtir.

- # - SNEDDS - FaSSIF lipoliz
100 — W - S-SNEDDS - FaSSIF lipoliz

E - & - Referans tablet - FaSSIF lipoliz
)
-j:; 80

Q i
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S

N 40

3

=)
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a 0

o

S —k —h— y 3 —A

0
0 20 40 60 80 100

Zaman (dakika)

Sekil 4.108. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin
FaSSIF lipoliz ortamina ait profilleri
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—+— SNEDDS - Fa55IF-V2 lipoliz
100 —B— S_SNEDD S tablet - FaSSIF-V2 lipoliz

E —a— Referans tablet - FaSSIF-V2 lipoliz
)
X
= 80
7 =
Q
m 60
~
©
N 40
©
S
=
S
a 20
X
(=)

0 —k & A —h— —A

0 20 40 60 80 100

Zaman (dakika)

Sekil 4.109. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin
FaSSIF-V2 lipoliz ortamina ait profilleri
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Sekil 4.110. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin
FeSSIF lipoliz ortamina ait profilleri
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—+— SNEDDS - FeS5IF-\V2 lipoliz
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Sekil 4.111. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formilasyonlarin
FeSSIF-V2 lipoliz ortamina ait profilleri
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% Sulu fazdaki BOS miktarlan

SNEDDS S-SNEDDS Referans
tablet tablet
FaSSIF m FeSSIF m FaSSIF-V2 m FeSSIF-V2

Sekil 4.112. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin 90
dakika lipolizi sonunda % sulu faz BOS miktarlari

FaSSIF ve FaSSIF-V2 lipoliz ortamlarinda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet 90
dakika boyunca formulasyonlardaki BOS miktarinin %66’dan fazlasini ¢6zinmus
halde tutmustur (Sekil 4.108, 4.109 ve 4.112). 90 dakika sonunda FaSSIF
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ortaminda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonu igin sulu faz BOS miktari
sirasiyla %73,6 ve %73,0’tur. Calisma sonunda (90. dakika) FaSSIF-V2 ortaminda
SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonu icin sulu faz BOS miktari ise
sirasiyla %73,7 ve %66,5'tur. Tablet formlulasyonu dagiima ve adsorban olarak
kullanilan Neusilin® US2’dan SNEDDS’in desorpsiyon siireci nedeniyle yaklasik 30
dakika boyunca SNEDDS formulasyonuna kiyasla sulu fazda daha az BOS
bulunmustur. Ancak iki ortam ve iki formulasyon arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamisgtir (p>0,05). Referans tabletin lipolizi sirasinda ise BOS’un
bayuk miktari ¢okmusg, BOS'In %7,1’i FaSSIF lipoliz ortaminda, %6,0’si FaSSIF-
V2 lipoliz ortaminda ¢6zinUr halde bulunmustur (Sekil 4.108, 4.109 ve 4.112).

FeSSIF ortaminda 90 dakika sonunda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formulasyonu igin sulu faz BOS miktari sirasiyla %44,0 ve %34,1’dir (Sekil 4.110).
FeSSIF-V2 ortaminda 90 dakika sonunda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formulasyonu igin sulu faz BOS miktari ise sirasiyla %64,3 ve %54,5’tur (Sekil
4.111). Aclik lipoliz ortamlariyla karsilastirildiginda tokluk lipoliz ortamlarindaki %
sulu faz BOS miktari daha azdir (p<0,05). FeSSIF-V2 lipoliz ortami ile
karsilastirildiginda 90 dakika sonunda FeSSIF lipoliz ortaminda % sulu faz BOS
miktari SNEDDS ve S-SNEDDS i¢in daha azdir (Sekil 4.112).

Referans tabletin lipolizi sirasinda ise ilacin buyuk bir miktari ¢okmus, BOS’un
%6,8’i FeSSIF lipoliz ortaminda, %10,4’G FeSSIF-V2 lipoliz ortaminda ¢dzinur
halde bulunmustur. Referans tablet icin acghk ve tokluk ortamlari arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamigtir (p>0,05).

Referans tablet ile karsilastirlan SNEDDS ve S-SNEDDS formiulasyonlarin
biyouyumlu ortamlardaki in vitro lipoliz ¢galismalarindan 90 dakika sonunda elde
edilen % sulu faz BOS miktar igin istatistiksel anlamliliklari Cizelge 4.96'da

verilmistir.
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Cizelge 4.96. Referans tablet ile karsilastirlan SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formulasyonlarin biyouyumlu ortamlarda % sulu faz BOS miktari igin
istatistiksel degerlendirmesi

FaSSIF FeSSIF FaSSIF-v2 FeSSIF-V2
Referans-T
M-SNEDDS p<0,05* p<0,05* p<0,05* p<0,05*
Referans-T
S-SNEDDS-T p<0,05* p<0,05* p<0,05* p<0,05*

Referans-T: Tracleer® tablet, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, S-SNEDDS-T: S-SNEDDS tablet, * istatistiksel olarak
anlamhidir

4.10. Ex Vivo Permeabilite Calismalari

Permeabilite galismalarinda in vivo kosullari daha iyi simule etmek ve in vitro
¢6zinme ve in vivo calismalar ile iligkilendirmek icin ortam olarak FaSSIF,
FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 kullaniimigtir. BOS icin FDA tarafindan
Onerilen ¢ézunme ortami olan %1 SLS igeren distile su ortami yUksek miktarda
yuzey aktif madde icerdiginden ve in vivo kosullari yansitmadigindan ex vivo

permeabilite calismasina dahil edilmemistir.

Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin ex vivo
permeabilite ¢alismasina ait % difize olan BOS miktari-zaman profilleri Sekil
4.113 ve 4.114'te verilmistir. Aki ve permeabilite katsayisi Bolum 3.2.8’de yer alan

egitliklere gore hesaplanmis ve Cizelge 4.97'de gosterilmistir.
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Sekil 4.113. Referans tablet ve SNEDDS formulasyonuna ait % difize olan BOS-
zaman profili
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Sekil 4.114. Referans tablet ve S-SNEDDS tablet formuilasyonuna ait % diflize
olan BOS-zaman profili
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Cizelge 4.97. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarinin
aki ve permeabilite katsayisi sonuglari

SNEDDS S-SNEDDS Referans tablet

tablet

< Aki(ug cm? mint) 54,4+20,2 44,8+28,0 8,85+1,83

Permeabilite katsayisi (x 102cm min) 0,181+0,067 0,597+0,374 0,118+0,024
L Ak (ug em? min?) 208+26,6 3,2+2,89 2,69+0,317

Permeabilite katsayisi (x 102cm min™) 0 692+0,089  0,042+0,038 0,036+0,004
~ Aki(ug cm2min?) 4174262 24,2419,2 6,36+0,816
<>.( Permeabilite katsayisi (x 102cm min™) 1 390+0,874 0,322+0,255 0,085+0,011
~ Aki(ug cm2min) 229+85.0 6,06+3,48 3,36+0,802
E Permeabilite katsayisi (x 102cm min™) 0 763+0,283  0,081+0,046 0,045+0,011
A: FaSSIF, E: FeSSIF, A-V2: FaSSIF-V2, E-V2: FeSSIF-V2, Xqt £ SS, n=3

Referans tablet ile karsilastirilan SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin
farkli ortamlardaki permeabilite ¢alismalarindan elde edilen permeabilite katsayisi

icin istatistiksel anlamliliklari Cizelge 4.98’de verilmigtir.

Cizelge 4.98. Referans tablet ile kargilastirlan SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formuUlasyonlarin permeabilite katsayisi igin istatistiksel
degerlendirmesi

FaSSIF FeSSIF FaSSIF-v2 FeSSIF-Vv2
Referans-T
M-SNEDDS p>0,05 p<0,05* p<0,05* p<0,05*
Referans-T
S-SNEDDS-T p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

Referans-T: Tracleer® tablet, M-SNEDDS: Maisine® SNEDDS, S-SNEDDS-T: S-SNEDDS tablet, * istatistiksel olarak
anlamlidir

in vitro ¢éziinme hizi, in vitro lipoliz ve ex vivo permeabilite calismalari sonucunda
referans tablet ile karsilagtinlan SNEDDS ve S-SNEDDS tablet

formilasyonlarindan elde edilen artiglar ve bu artislarin istatistiksel anlamhliklari
Cizelge 4.99 ve 4.100’de verilmigtir.
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Cizelge 4.99. Referans tablete kiyasla SNEDDS formuilasyonu igin in vitro
¢6zinme, in vitro lipoliz ve ex vivo permeabilite artiglari

in vitro lipoliz
(%) Sulu faz BOS

in vitro ¢éziinme hizi Ex vivo permeabilite
(%) Kiimulatif ¢éziinen Permeabilite katsayisi

FaSSIF 3,0-kat* 1,53-kat 10,4-kat*
FeSSIF 8,0-kat* 19,2-kat * 6,5-kat*
FaSSIF-V2 4,2-kat* 16,4-kat* 12,4-kat*
FeSSIF-V2 4,9-kat* 17,0-kat* 6,2-kat*

* p<0,05, istatistiksel olarak anlamhdir

Cizelge 4.100. Referans tablete kiyasla S-SNEDDS tablet formulasyonu igin in
vitro ¢dzlinme, in vitro lipoliz ve ex vivo permeabilite artiglari

in vitro lipoliz
(%) Sulu faz BOS

in vitro ¢éziinme hizi Ex vivo permeabilite
(%) Kiimiilatif ¢oziinen Permeabilite katsayisi

FaSSIF 2,47-kat* 5,06-kat 10,3-kat*
FeSSIF 7,49-kat* 1,17-kat 5,05-kat*
FaSSIF-V2 3,70-kat* 3,79-kat 11,2-kat*
FeSSIF-V2 4,39-kat* 1,80-kat 5,22-kat*

* p<0,05, istatistiksel olarak anlamhdir

4.11. in Vivo Galigmalar

4.11.1. Farmakokinetik ve biyoyararlanim galigmalari

Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlar igin acglik ve tokluk
sican gruplarindan elde edilen plazma konsantrasyonu-zaman grafikleri Sekil
4.115 - 4.128'de, verilerden hareketle WinNonlin™ 8.3 programi kullanilarak NCA
ile hesaplanan farmakokinetik parametreler ise Cizelge 4.101 ve 4.102'de

verilmistir.
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Sekil 4.115. Referans tablet aglik grubu siganlarina ait plazma konsantrasyonu-

zaman profili (n=6)
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Sekil 4.116. Referans tablet aghk grubu sigcanlarina ait ortalama plazma
konsantrasyonu- zaman profili (n=6, Xort £ SH)
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Sekil 4.117. SNEDDS formualasyonu aglk grubu siganlarina ait plazma
konsantrasyonu-zaman profili (n=6)
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Sekil 4.118. SNEDDS formulasyonu aclik grubu siganlarina ait ortalama plazma
konsantrasyonu-zaman profili (n=6, Xort £ SH)
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Sekil 4.119. S-SNEDDS tablet formulasyonu aglik grubu siganlarina ait plazma
konsantrasyonu-zaman profili (n=6)
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Sekil 4.120. S-SNEDDS tablet formulasyonu aclik grubu si¢anlarina ait ortalama
plazma konsantrasyonu-zaman profili (n=6, Xort £ SH)
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Sekil 4.121. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarina ait

Plazma BOS konsantrasyonu (ng/mL)

aghk sigan grubu ortalama plazma konsantrasyonu-zaman profili
(n=6, Xort £ SH)
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Sekil 4.122. Referans tablet tokluk grubu siganlarina ait plazma konsantrasyonu-

zaman profili (n=6)
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Sekil 4.123. Referans tablet tokluk grubu siganlarina ait ortalama plazma
konsantrasyonu-zaman profili (n=6, Xort £ SH)

SNEDDS - Tokluk

10000

8000

6000

4000

2000

Plazma BOS konsantrasyonu (ng/mL)

0 5 10 15 20 25
Zaman (saat)

Sekil 4.124. SNEDDS formulasyonu tokluk grubu siganlarina ait plazma
konsantrasyonu-zaman profili (n=6)
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Sekil 4.125. SNEDDS formulasyonu tokluk grubu siganlarina ait ortalama plazma
konsantrasyonu-zaman profili (n=6, Xort £ SH)
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Sekil 4.126. S-SNEDDS tablet formulasyonu tokluk grubu si¢anlarina ait plazma
konsantrasyonu-zaman profili (n=6)



273

6000 S-SNEDDS tablet ortalama

5000

4000

3000

2000

1000

Plazma BOS konsantrasyonu (ng/mL)

0 5 10 15 20 25
Zaman (saat)

Sekil 4.127. S-SNEDDS tablet formulasyonu tokluk grubu siganlarina ait ortalama
plazma konsantrasyonu-zaman profili (n=6, Xort £ SH)
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Sekil 4.128. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarina ait
tokluk sigan grubu ortalama plazma konsantrasyonu-zaman profili
(n=6, Xort £ SH)
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Cizelge 4.101. Aglik grubuna ait farmakokinetik parametreleri

Ke t1/2 tmaks Cmaks AUCo-t AUCO.oo MRT Vd C| = (L/saat)
(U/saat) (saat) (saat) (ng/mL) (saat.ng/mL) (saat.ng/mL) (saat) (L) -

Referans tablet 041+0,20 226+1,50 4,67+137 2178+1429 8689 + 4489 9263 + 4170 4,43 +0,66 8,27 +9,91 1,94 £1,12

SNEDDS 025+018 376+164 175+126 3649+805  18426+7879  18768+8111 451+060 681+650 119077

S-SNEDDS tablet 0,39+0,17 221+1,20 0,46+0,10 5766 +2057 11081 £ 2252 1131312271 2,13+0,52 4,34 + 3,21 1,30+ 0,25

SNEDDS S-SNEDDS tablet

Crax AUCo.-24 Crnax AUCo-24

1,67-kat 2,12-kat* 2,65-kat* 1,28-kat

% BBY 212 128

Ort + SS, Ke: eliminasyon hiz sabiti, ti2: yari d&mur; tmax: Cmax'a ulasma suresi; Cmaks: plazmadaki maksimum ila¢ konsantrasyonu; AUC: egrinin altindaki alan, MRT: vicuttaki
ortalama kalig suresi, Va: dagilim hacmi, Cl: klirens, % BBY: AUC'ye gore hesaplanan bagil biyoyararlanim ytizdesi, *: p<0,05, istatistiksel olarak anlamhidir




Cizelge 4.102. Tokluk grubuna ait farmakokinetik parametreler

Referans tablet

SNEDDS

S-SNEDDS tablet

% BBY

Ke tl/2 tmaks Cmaks AUCo.t AUCo.uo MRT Vd C|_F
(1/saat) (saat) (saat) (ng/mL) (saat.ng/mL) (saat.ng/mL) (saat) L) (L/saat)
0,20 £ 0,08 4,03+ 1,98 4,33 £ 1,37 1102 £ 355 7855 + 2797 8223 + 2595 6,22 £ 0,99 14,27 + 8,54 2,34 £0,49
0,21 £ 0,11 3,88+1,75 1,04 £ 1,48 5682 + 1761 14458 + 5374 15172 + 5136 3,82+1,20 8,11 +£6,92 1,31 £ 0,50
0,32+0,13 2,44 £ 0,72 1,00 £ 0,55 5215+ 2609 18632 + 5588 19028 + 5384 3,84 £ 1,41 3,32+1,90 0,91 £ 0,41

SNEDDS S-SNEDDS tablet
Crmax AUCo-24 Crmax AUCo-24
5,15-kat* 1,84-kat* 4,73-kat* 2,37-kat*
184 237

Ort + SS, Ke: eliminasyon hiz sabiti, ti2: yari &mur; tmax: Cmax'a ulasma suresi; Cmaks: plazmadaki maksimum ilag konsantrasyonu; AUC: egrinin altindaki alan, MRT: vicuttaki
ortalama kalis suresi, Va: dagilim hacmi, Cl: klirens, % BBY: AUC'ye gore hesaplanan bagil biyoyararlanim yiizdesi, *: p<0,05, istatistiksel olarak anlamlidir

G/¢
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Yapilan farmakokinetik calismalarda SNEDDS formulasyonu referans tablet ile
karsilastirlldiginda aclik durumu i¢in Cmaks ve AUC degerleri sirasiyla 3649 + 805
ng/mL ve 18426 + 7879 saat.ng/mL, tokluk durumu igin ise sirasiyla 5682 + 1761
ng/mL ve 14458 + 5374 saat.ng/mL’dir. SNEDDS formulasyonu referans tablet ile
karsilastirildiginda aglik durumunda Cmax ve AUC'yi 1,67 ve 2,12 kat, tokluk
durumunda Cmax ve AUC’yi 5,15 ve 1,84 kat artmistir (Cizelge 4.101 ve 4.102).

S-SNEDDS tablet formulasyonu referans tablet ile kargilastirildiginda aglik durumu
icin Cmaks ve AUC degerleri sirasiyla 5766 + 2057 ng/mL ve 11081 + 2252
saat.ng/mL, tokluk durumu igin ise sirasiyla 5215 + 2609 ng/mL ve 18632 + 5588
saat.ng/mL’dir. S-SNEDDS tablet formilasyonu referans tablet ile
karsilastirildiginda aglik durumunda Cmax ve AUC 2,65 ve 1,28 kat, tokluk
durumunda Cmax ve AUC'yi 4,73 ve 2,37 kat artmigtir (Cizelge 4.101 ve 4.102).
Tokluk durumunda hem SNEDDS hem de S-SNEDDS igin Cmaks ve AUC’deki artis

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

in vitro - in vivo iliski (IVIVR) kurulmasi

PCHIP yontemi kullanilarak BOS yukli SNEDDS, S-SNEDDS tablet
formuUlasyonlari ve referans tablet icin %1 SLS igeren distile su, FaSSIF, FeSSIF,
FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlarinda c¢alismalar MathLab® 9.10 ile
gerceklestiriimistir.

Referans tablet icin in vivo acglik plazma konsantrasyonu ile %1 SLS igeren distile
su, FaSSIF ve FaSSIF-V2 ortamlari arasindaki korelasyon katsayisi (R?) sirasiyla
0,773, 0,918 ve 0,896 olarak hesaplanirken (Sekil 4.129), in vivo tokluk plazma
konsantrasyonu ile %1 SLS iceren distile su, FeSSIF ve FeSSIF-V2 ortamlari
arasindaki korelasyon katsayisi (R?) sirasiyla 0,442, 0,548 ve 0,463 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.130).
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Referans tablet icin in vitro ¢o6zinme hizi (FaSSIF (A), FaSSIF-V2
(®), %1 SLS iceren distile su ortami (H)) ile in vivo aglk plazma
konsantrasyonu arasindaki iligki
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Referans tablet icin in vitro ¢6zinme hizi (FeSSIF (A), FeSSIF-V2
(O), %1 SLS igeren distile su ortami (H)) ile in vivo tokluk plazma
konsantrasyonu arasindaki iligki
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BOS yukli SNEDDS formulasyonu igin in vivo aglik plazma konsantrasyonu ile %1
SLS iceren distile su, FaSSIF ve FaSSIF V2 ortamlari arasindaki korelasyon
katsayisi (R?) sirasiyla 0,936, 0,869 ve 0,820 olarak hesaplanirken (Sekil 4.131),
in vivo tokluk plazma konsantrasyonu ile %1 SLS igeren distile su, FeSSIF ve
FeSSIF-V2 ortamlari arasindaki korelasyon katsayisi (R?) sirasiyla 0,990, 0,965 ve
0,807 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.132).
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Sekil 4.131. SNEDDS formulasyonu igin in vitro ¢dzinme hizi (FaSSIF (A),
FaSSIF-V2 (®), %1 SLS iceren distile su ortami (H)) ile in vivo aclik
plazma konsantrasyonu arasindaki iligki
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Sekil 4.132. SNEDDS formulasyonu igin in vitro ¢ézinme hizi (FeSSIF (4),
FeSSIF-V2 (O), %1 SLS igeren distile su ortami (H)) ile in vivo tokluk
plazma konsantrasyonu arasindaki iligki

BOS yukli S-SNEDDS tablet formulasyonu igin in vivo aghk plazma
konsantrasyonu ile %1 SLS igeren distile su, FaSSIF ve FaSSIF-V2 ortamlari
arasindaki korelasyon katsayisi (R?) sirasiyla 0,957, 0,974 ve 0,950 olarak
hesaplanirken (Sekil 4.133), in vivo tokluk plazma konsantrasyonu ile %1 SLS
iceren distile su, FeSSIF ve FeSSIF-V2 ortamlari arasindaki korelasyon katsayisi
(R?) sirasiyla 0,914, 0,940 ve 0,906 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.134).
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Sekil 4.133. S-SNEDDS tablet formuilasyonu igin in vitro ¢éziunme hizi (FaSSIF
(A), FaSSIF-V2 (®), %1 SLS igeren distile su ortami (H)) ile in vivo
aclik plazma konsantrasyonu arasindaki iligki
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Sekil 4.134. S-SNEDDS tablet formulasyonu icin in vitro ¢ézinme hizi (FeSSIF
(A), FeSSIF-V2 (O), %1 SLS igeren distile su ortami (H)) ile in vivo
tokluk plazma konsantrasyonu arasindaki iligki
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4.11.2. Farmakodinamik ve histolojik ¢alismalar

Ekokardiyografik calismalar

Ekokardiyografik calismalar Bolum 3.2.9’da anlatildigi gibi gergeklestirilmistir.
Yapilan ekokardiyografik inceleme sonrasinda trikUspit yetmezlik akimi, sag
ventrikil sonu diastolik ¢ap, TAPSE, pulmoner yetmezlik akimi, PAACT, sad
ventrikil on duvar arter anllis c¢apa ait parametrelerin baslangi¢c (saglkl
hayvanlarin), tek doz MCT uygulamasi sonrasi 28. gun i¢in ve 14. gun tedavi igin
sonugclari Cizelge 4.103 - 4.105'te verilmigtir. 28. glin hastaligin olustuguna dair
makroskopik olarak gozlemlenebilen akcigerde cilek gorUnimu, 6len hayvanlarin

nekropsisi ile de dogrulanmistir (Resim 4.24) (Liu ve digerleri, 2020).

Resim 4.24. PAH olusumu sonrasi akcigerde cilek gériinimune ait gorsel

Bu parametrelerin bagslangi¢ (saglikli hayvanlarin) ve tek doz MCT uygulamasi
sonrasl 28. gun igin sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi Cizelge 4.106'da,
tedavi baslangi¢-referans tablet tedavi grubu 14. gun tedavi sonuglarinin
istatistiksel degerlendirmesi Cizelge 4.107°de, tedavi baslangic-SNEDDS
formulasyon tedavi grubu 14. gun tedavi sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi
Cizelge 4.108'de, tedavi baslangig-S-SNEDDS tablet formulasyon tedavi grubu ile
14. gln tedavi sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi ise Cizelge 4.109’da ve
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referans tablet - SNEDDS - S-SNEDDS tablet gruplarinin 14. gin tedavi

sonugclarinin istatistiksel degerlendirmesi ise Cizelge 4.110’da verilmistir.



Cizelge 4.103. Baslangica (saglikli hayvanlara) ait ekokardiyografik parametre sonuclari

Denek TY RVenddia RVenddiaA RVendsisA TAPSE PAAcT RV 6d sis RV éd dia AO PA TE TA
no (m/sn) (mm) (cm? (cm? (cm) (msn) (mm) (mm) (mm) (mm) (m/sn) (m/sn)
T1 1,02 4,09 0,38 0,23 0,30 26,00 1,51 0,96 2,55 2,58 0,91 0,62
T2 1,05 3,67 0,35 0,23 0,28 27,00 1,45 0,86 2,63 2,66 0,82 0,56
T3 0,78 2,95 0,23 0,10 0,30 30,00 1,36 0,85 2,46 2,35 0,81 0,52
T4 0,71 4,14 0,38 0,20 0,28 21,00 1,34 0,79 2,22 2,70 1,00 0,73
T5 0,80 3,53 0,30 0,15 0,30 27,00 1,26 0,82 2,71 2,67 0,93 0,67
T6 0,62 3,76 0,38 0,20 0,30 20,00 1,37 0,92 2,16 2,16 1,04 0,76
S1 1,04 3,69 0,33 0,20 0,30 27,00 1,50 0,79 2,33 2,70 0,73 0,58
S2 0,83 3,68 0,30 0,15 0,30 25,00 1,49 0,79 2,36 2,50 0,88 0,68
S3 0,75 3,84 0,38 0,23 0,30 23,00 1,45 0,79 2,98 3,28 0,88 0,58
S4 0,89 3,33 0,30 0,13 0,30 25,00 1,32 0,68 3,05 3,17 0,80 0,64
S5 0,88 3,50 0,30 0,18 0,33 27,00 1,28 0,85 3,08 3,18 0,89 0,62
S6 0,89 3,61 0,33 0,20 0,25 26,75 1,36 0,79 2,80 2,80 0,83 0,55
S7 0,87 3,25 0,23 0,10 0,25 22,00 1,25 0,80 2,54 2,71 0,85 0,59
S8 1,08 3,84 0,35 0,18 0,30 26,75 1,39 0,72 3,21 3,14 0,82 0,59
S9 0,56 4,21 0,35 0,20 0,28 38,00 1,44 0,87 2,50 2,38 0,85 0,67
S-S1 0,58 3,40 0,40 0,20 0,30 23,00 1,41 0,74 3,05 3,02 0,84 0,62
S-S2 0,51 4,06 0,33 0,20 0,30 22,00 1,32 0,84 3,13 2,63 0,86 0,59
S-S3 0,70 3,13 0,30 0,20 0,30 27,00 1,42 0,73 2,73 2,71 0,86 0,55
S-S4 1,26 3,45 0,30 0,20 0,25 26,00 1,25 0,76 2,84 2,77 0,85 0,60
S-S5 0,88 3,40 0,33 0,20 0,30 26,75 1,41 0,78 3,15 2,94 0,91 0,60
S-S6 0,86 3,48 0,30 0,18 0,30 22,00 1,47 0,78 3,14 3,45 0,83 0,60
S-S7 0,56 3,46 0,33 0,20 0,25 24,00 1,44 0,76 2,86 2,75 0,95 0,71
S-S8 0,37 4,02 0,38 0,30 0,20 33,50 1,13 0,71 2,51 2,50 0,82 0,54

TY: Trikuspit yetmezIigi, RV end dia: Sag ventrikiil sonu diastolik gap, RV end dia A: Sag ventrikiil sonu diastolik alan, RV end sis A: Sag ventrikil sonu sistolik alan, TAPSE: Trikiispit kapak anuler
plane sistolik ekskursiyonu, PAAcT: Pulmoner arter akselerasyon zamani, RV 6d sis: RV 6n duvar sistolik kalinhgi, RV 6d dia: RV 6n duvar diastolik kalinligi, AO: Aorta aniiliis ¢ap, PA: Pulmoner
arter anlilis gap, TE: Trikispit E, TA: TrikUspit

€8¢
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Cizelge 4.104. Tek doz MCT uygulamasi sonrasi 28. gun ekokardiyografik parametre sonuglari

Denek TY RVenddia RVenddiaA RVendsisA TAPSE PAAcT RV 6d sis RV 6d dia AO PA TE TA
no (m/sn) (mm) (cm? (cm? (cm) (msn) (mm) (mm) (mm) (mm) (m/sn) (m/sn)
T1 2,97 5,73 0,45 0,25 0,10 30,50 2,92 1,58 1,84 2,71 0,72 0,32
T2 2,41 4,52 0,28 0,10 0,28 40,50 2,87 1,72 2,74 2,68 0,63 0,34
T3 2,38 5,30 0,45 0,18 0,20 30,50 2,31 1,10 2,54 3,07 0,77 0,43
T4 0,56 2,48 0,20 0,10 0,25 18,00 1,48 1,12 2,93 2,91 0,64 0,38
T5 0,52 3,53 0,23 0,10 0,28 23,00 1,67 1,02 2,87 2,89 0,78 0,44
T6 0,61 4,05 0,35 0,15 0,20 18,00 1,77 0,88 2,83 2,84 0,65 0,45
S1 2,13 4,82 0,30 0,13 0,20 15,00 2,24 1,06 2,75 2,90 0,76 0,41
S2 2,68 3,36 0,20 0,10 0,18 24,00 1,81 1,04 2,30 2,26 0,59 0,47
sS3 2,10 5,06 0,40 0,20 0,23 18,00 2,05 1,35 3,17 3,14 0,76 0,41
sS4 2,58 3,35 0,28 0,10 0,20 15,00 1,67 0,92 2,81 3,21 0,77 0,59
S5 2,09 4,07 0,28 0,10 0,20 15,75 2,15 1,10 3,05 3,26 0,68 0,53
S6 3,44 4,30 0,35 0,15 0,20 15,00 2,12 1,15 2,87 3,26 0,73 0,49
s7 3,21 5,00 0,45 0,30 0,10 16,50 2,23 1,48 2,70 2,93 0,46 0,36
S8 3,71 7,64 0,65 0,43 0,10 17,25 2,35 1,42 3,20 3,99 0,68 0,40
sS9 1,69 4,19 0,28 0,13 0,30 28,75 1,33 0,62 2,57 2,82 0,53 0,33
S-S1 2,49 5,38 0,48 0,30 0,13 14,00 2,27 1,52 2,90 3,28 0,72 0,39
S-S2 3,43 7,03 0,60 0,40 0,20 12,00 2,14 1,30 3,14 3,18 0,60 0,29
5-S3 3,48 5,78 0,43 0,28 0,20 12,00 2,23 1,20 2,14 2,37 0,57 0,43
S-S4 1,76 3,54 0,23 0,13 0,20 16,25 1,99 1,26 2,59 2,96 0,58 0,46
S-S5 2,27 4,41 0,33 0,20 0,20 17,25 1,58 0,79 3,65 3,68 1,20 0,44
S-S6 2,64 4,53 0,38 0,23 0,20 12,00 2,46 1,43 3,03 3,10 0,76 0,51
S-S7 3,25 4,42 0,30 0,15 0,13 0,00 2,06 1,24 0,00 0,00 0,68 0,42
S-S8 1,78 3,97 0,33 0,15 0,30 14,00 1,37 0,93 2,61 2,75 0,66 0,44

TY: Trikuspit yetmezIigi, RV end dia: Sag ventrikiil sonu diastolik gap, RV end dia A: Sag ventrikiil sonu diastolik alan, RV end sis A: Sag ventrikil sonu sistolik alan, TAPSE: Trikiispit kapak anuler
plane sistolik ekskursiyonu, PAAcT: Pulmoner arter akselerasyon zamani, RV 6d sis: RV 6n duvar sistolik kalinhgi, RV 6d dia: RV 6n duvar diastolik kalinligi, AO: Aorta aniiliis ¢ap, PA: Pulmoner
arter anilus cap, TE: Triklspit E, TA: Trikispit A



Cizelge 4.105. 14. gun tedavi ekokardiyografik parametre sonuglari

Denek TY RVenddia RVenddiaA RVendsisA TAPSE PAAcT RV 6d sis RV 6d dia AO PA TE TA

no (m/sn) (mm) (cm? (cm? (cm) (msn) (mm) (mm) (mm) (mm) (m/sn) (m/sn)
T3 3,39 3,78 0,35 0,20 0,20 0,00 14,75 2,19 1,17 2,75 3,06 0,63
T4 1,89 3,50 0,28 0,15 0,20 1,53 17,25 1,90 0,96 2,90 2,86 0,84
T5 2,14 4,08 0,30 0,10 0,28 0,00 11,00 2,02 1,23 2,66 3,25 1,14
S1 1,70 5,14 0,38 0,23 0,20 0,00 11,00 2,17 1,02 2,81 2,76 0,88
S6 5,19 5,33 0,45 0,28 0,28 0,00 14,00 2,50 1,18 2,50 2,97 0,58
S9 1,33 4,80 0,53 0,40 0,23 1,13 23,00 1,37 0,92 3,63 3,50 0,79
S-S2 4,15 7,10 0,50 0,33 0,10 2,60 12,00 1,64 0,99 2,58 3,11 0,66
S-S3 4,04 5,38 0,50 0,33 0,20 2,20 13,00 2,20 1,19 2,45 2,71 1,05
S-S5 2,18 4,19 0,30 0,15 0,20 - 11,00 1,99 1,14 3,12 3,36 0,59

T: Tracleer® tablet, S: SNEDDS, S-S: S-SNEDDS tablet, TY: Trikiispit yetmezligi, RV end dia: Sag ventrikiil sonu diastolik gap, RV end dia A: Sag ventrikiil sonu diastolik alan, RV end sis A: Sag
ventrikll sonu sistolik alan, TAPSE: Trikispit kapak anuler plane sistolik ekskursiyonu, PAAcT: Pulmoner arter akselerasyon zamani, RV 6d sis: RV 6n duvar sistolik kalinligi, RV 6d dia: RV 6n duvar
diastolik kalinligi, AO: Aorta aniilis ¢ap, PA: Pulmoner arter anulus ¢ap, TE: Trikuspit E, TA: Trikuspit A
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Cizelge 4.106. Baglangi¢ (saglikli hayvanlarin) ve tek doz MCT uygulamasi sonrasi 28. gun icin ekokardiyografik parametre
sonuglarinin istatistiksel degerlendiriimesi

Parametre Sayi Ort Min Maks SS p
TrikUspit yetmezligi - baslangi¢ (m/sn) 23 0,80 0,37 1,26 0,21

Triktispit yetmezligi - hastalik (m/sn) 23 235 0,52 3,71 0,92 0,000
RV end diastolik ¢cap - baslangi¢ (mm) 23 3,63 2,95 4,21 0,33

RV end diastolik cap - hastalik (mm) 23 4,63 2,48 7,64 1,18 0,001
TAPSE - baglangig (cm) 23 0,28 0,20 0,33 0,03

TAPSE - hastalik (cm) 23 0,20 0,10 0,30 0,06 0,000
Pulmoner yetmezlik - baslangi¢ (m/sn) 23 0,00 0,00 0,00 0,00

Pulmoner yetmezlik - hastalik (m/sn) 23 1,22 0,00 3,47 1,18 0,001
Pulmoner arter akselerasyon zamani - baslangi¢ (msn) 23 25,90 20,00 38,00 4,02

Pulmoner arter akselerasyon zamani - hastalik (msn) 23 18,40 0,00 40,50 8,24 0,001
RV 6n duvar sistolik kalinligi - baslangi¢c (mm) 23 1,37 1,13 1,51 0,10

RV 6n duvar sistolik kalinligi - hastalik (mm) 23 2,05 1,32 2,92 0,42 0,000
RV 6n duvar diastolik kalinhgi - baglangi¢ (mm) 23 0,80 0,68 0,96 0,07

RV 6n duvar diastolik kalinligi - hastalik (mm) 23 1,18 0,62 1,72 0,27 0,000
Aorta anulus ¢ap - baglangig (mm) 23 2,74 2,16 3,21 0,32

Aorta aniiliis cap - hastalik (mm) 23 2,66 0,00 3,65 0,69 0,659
Pulmoner arter anulis ¢ap — baslangi¢ (mm) 23 2,77 2,16 3,45 0,32 0.033

Pulmoner arter anulis ¢ap - hastalik (mm) 23 2,87 0,00 3,99 0,73




Cizelge 4.107. Referans tablet grubunda tedavinin 14. giin ekokardiyografik parametre sonuglarinin tedavi 6ncesine gore istatistiksel
degerlendiriimesi

Parametre Sayi Ort Min Maks SS p
TrikUspit yetmezlIigi - baslangi¢ (m/sn) 3 0,56 0,52 2,38 1,06

Trikispit yetmezligi - hastalik (m/sn) 3 2,13 1,89 3,39 0,81 0,109
RV end diastolik ¢ap - baslangi¢ (mm) 3 3,53 2,48 5,30 1,43

RV end diastolik cap - hastalik (mm) 3 3,77 3,49 4,08 0,30 1,000
TAPSE - baslangic¢ (cm) 3 0,25 0,20 0,28 0,04

TAPSE - hastalik (cm) 3 0,20 0,20 0,27 0,04 0,180
Pulmoner yetmezlik - baglangi¢ (m/sn) 3 0,00 0,00 0,00 0,00

Pulmoner yetmezlik - hastalik (m/sn) 3 0,00 0,00 1,52 0,88 0,317
Pulmoner arter akselerasyon zamani - baglangi¢ (msn) 3 23,00 18,00 30,50 6,29

Pulmoner arter akselerasyon zamani - hastalik (msn) 3 14,75 11,00 17,25 3,15 0,109
RV 6n duvar sistolik kalinligi - baglangi¢ (mm) 3 1,67 1,48 2,31 0,43

RV 6n duvar sistolik kalinligi - hastalik (mm) 3 2,01 1,89 2,18 0,15 0,285
RV 6n duvar diastolik kalinligi - baslangi¢ (mm) 3 1,10 1,02 1,12 0,05

RV 6n duvar diastolik kalinhdi - hastalik (mm) 3 1,17 0,96 1,22 0,14 0,593
Aorta anllus ¢ap - baslangi¢c (mm) 3 2,87 2,54 2,93 0,21

Aorta anulis ¢ap - hastalik (mm) 3 2,75 2,65 2,90 0,13 0,593
Pulmoner arter anilis ¢ap — baslangi¢ (mm) 3 2,91 2,89 3,07 0,10 1.000
Pulmoner arter anllls ¢ap - hastalik (mm) 3 3,05 2,86 3,25 0,20 ’
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Cizelge 4.108. SNEDDS grubunda tedavinin 14. gun ekokardiyografik parametre sonuglarinin tedavi 6ncesine gore istatistiksel
degerlendiriimesi

Parametre Sayi Ort Min Maks SS p
TrikUspit yetmezligi - baslangi¢ (m/sn) 3 2,13 1,68 3,44 0,92

Trikiispit yetmezIigi - hastalik (m/sn) 3 1,70 1,32 5,19 2,13 1,000
RV end diastolik ¢cap - baslangi¢ (mm) 3 4,30 4,19 4,82 0,34

RV end diastolik cap - hastalik (mm) 3 5,13 4,79 5,33 0,27 0,109
TAPSE - baglangig¢ (cm) 3 0,20 0,20 0,30 0,06

TAPSE - hastalik (cm) 3 0,22 0,20 0,27 0,04 0,655
Pulmoner yetmezlik - baslangi¢ (m/sn) 3 1,70 1,31 3,47 1,15

Pulmoner yetmezlik - hastalik (m/sn) 3 0,00 0,00 1,13 0,65 0,109
Pulmoner arter akselerasyon zamani - baslangi¢ (msn) 3 15,00 15,00 28,75 7,94

Pulmoner arter akselerasyon zamani - hastalik (msn) 3 14,00 11,00 23,00 6,25 0,109
RV 6n duvar sistolik kalinh@i - baglangi¢ (mm) 3 2,12 1,32 2,24 0,50

RV 6n duvar sistolik kalinligi - hastalik (mm) 3 2,17 1,36 2,50 0,59 0,593
RV 6n duvar diastolik kalinhgi - baglangi¢ (mm) 3 1,06 0,62 1,15 0,28

RV 6n duvar diastolik kalinligi - hastalik (mm) 3 1,01 0,92 1,17 0,13 0,593
Aorta anulus ¢ap - baglangig (mm) 3 2,75 2,56 2,87 0,16

Aorta anillils gap - hastalik (mm) 3 2,80 2,49 3,63 0,59 0,593
Pulmoner arter anulis ¢ap — baslangi¢ (mm) 3 2,90 2,81 3,26 0,24 1.000
Pulmoner arter anulis ¢ap - hastalik (mm) 3 2,97 2,75 3,49 0,38 ’




Cizelge 4.109. S-SNEDDS tablet grubunda tedavinin 14.gun ekokardiyografik parametre sonuglarinin tedavi 6ncesine goére
istatistiksel degerlendiriimesi

Parametre Sayi Ort Min Maks SS p
TrikUspit yetmezlIigi - baslangi¢ (m/sn) 3 3,43 2,27 3,48 0,69

Trikispit yetmezligi - hastalik (m/sn) 3 4,04 2,17 4,15 1,11 0,285
RV end diastolik ¢ap - baslangi¢ (mm) 3 5,78 4,41 7,03 1,31

RV end diastolik cap - hastalik (mm) 3 5,38 4,18 7,10 1,47 0,285
TAPSE - baslangic¢ (cm) 3 0,20 0,20 0,20 0,00

TAPSE - hastalik (cm) 3 0,20 0,10 0,20 0,06 0,317
Pulmoner yetmezlik - baslangi¢ (m/sn) 3 2,08 0,00 3,18 1,61

Pulmoner yetmezlik - hastalik (m/sn) 3 2,19 0,00 2,59 1,39 0,655
Pulmoner arter akselerasyon zamani - baglangi¢c (msn) 3 12,00 12,00 17,25 3,03

Pulmoner arter akselerasyon zamani - hastalik (msn) 3 12,00 11,00 13,00 1,00 0,655
RV 6n duvar sistolik kalinligi - baglangi¢ (mm) 3 2,14 1,58 2,23 0,36

RV 6n duvar sistolik kalinligi - hastalik (mm) 3 1,08 1,64 2,19 0,28 0,593
RV 6n duvar diastolik kalinligi - baslangi¢ (mm) 3 1,20 0,79 1,30 0,27

RV 6n duvar diastolik kalinligi - hastalik (mm) 3 1,13 0,98 1,18 0,10 1,000
Aorta anllus ¢ap - baslangi¢c (mm) 3 3,14 2,14 3,65 0,76

Aorta anulis ¢ap - hastalik (mm) 3 2,57 2,45 3,12 0,36 0,285
Pulmoner arter anilis ¢ap — baslangi¢ (mm) 3 3,18 2,37 3,68 0,66 1.000
Pulmoner arter anllls ¢ap - hastalik (mm) 3 3,10 2,71 3,35 0,32 ’

68¢
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Cizelge 4.110. Referans tablet - SNEDDS - S-SNEDDS tablet tedavi gruplarinin 14. gun tedavi icin ekokardiyografik parametre
sonuglarinin istatistiksel degerlendiriimesi

Parametre Sayi Ort Min Maks SS p

TrikUspit yetmezligi (m/sn) 9 2,89 1,32 5,19 1,34 0,430
RV end diastolik cap (mm) 9 4,81 3,49 7,10 1,10 0,061
TAPSE (cm) 9 0,21 0,10 0,27 0,05 0,207
Pulmoner yetmezlik (m/sn) 9 0,83 0,00 2,59 1,06 0,363
Pulmoner arter akselerasyon zamani (msn) 9 14,11 11,00 23,00 3,94 0,576
RV 6n duvar sistolik kalinhgr (mm) 9 1,99 1,36 2,50 0,34 0,957
RV 6n duvar diastolik kalinhidi (mm) 9 1,08 0,92 1,22 0,11 0,646
Aorta anlis ¢ap (mm) 9 2,82 2,45 3,63 0,37 0,733
Pulmoner arter anllts ¢ap (mm) 9 3,06 2,71 3,49 0,27 1,000
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Histolojik calismalar

H&E boyama sonuglari

Akcigere ait sonuclar

Kontrol grubuna (G1) ait érneklerden elde edilen kesitlerde akciger parankimasini
olusturan brong, bronsiyol, alveolar yapilar ve pulmoner damarlar izlenmistir. Daha
bayuk buyutmelerde, duvarini gevreleyen hiyalin kikirdak pargalar ile karakterize
olan intrapulmoner brons, iyi korunmus yalanci ¢ok kath sili silindirik epiteli ile
normal gorinimde bulunmustur. Alveolar kanallara acilan respiratuvar
bronsiyollerin duvarlarini olusturan kiubik epitel hucrelerinde ve duz kas
hicrelerinde de herhangi bir yapisal bozukluga ve ayrica pulmoner arteri
cevreleyen bag dokusu elemalarinda herhangi bir patolojiye rastlanmamistir
(Resim 4.25).

Resim 4.25. Kontrol grubu (G1) akciger dokusuna ait histopatolojik géruntuler
(A: intrapulmoner brong (ib), hiyalin kikirdak (kirmizi yildiz), diiz kas (kirmizi ok),
solunum epiteli (mavi ok), pulmoner arter (pa), damar endotel hiicreleri (siyah ok),
alveoller (a), B: Respiratuvar bronsiyol (rb), alveolar kanallar (ak), alveoller (a), (A,
B: H&E, x5))

Hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen gruba (G2) ait érneklerden elde
edilen kesitlerin doku genelinde alveolar yapilarda siddetli dejenerasyon ile
parankimada yogun fibrozis ve konjesyon izlenmigtir. Pulmoner arter duvari
dikkatle incelendiginde damar lUmenini dogseyen endotel hucrelerinde

dejenerasyon ve artmis duvar kalinligi dikkat gekmistir. Pulmoner arteri cevreleyen
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bag dokusunda yogdun lenfatik hiicre infiltrasyonu ve yag hucreleri miktarinda artis
izlenmigtir. Bununla birlikte akcigeri en distan c¢evreleyen bag doku (visseral
plevra) da ve plevral mezotel hicrelerinde c¢ekirdek pargalanmalari ve hicre
membran sinirlarinda duzensizlesme gibi dejenerasyonlar dikkat cekici

bulunmustur (Resim 4.26).

Resim 4.26. Hastallk modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen grup (G2) akciger

dokusuna ait histopatolojik goruntuler

(A: Pulmoner arter (pa), damar endotel hiicreleri (siyah ok), yag hicreleri (siyah ok
basi), fibrozis (yesil ok basi), lenfatik hicre infiltrasyonu (sari yildiz), B: Plevral
mezotel (yesil ok), (A, B: H&E, x10))

Hastalik modeli sonrasi farkli dozlarda SNEDDS formulasyon uygulanan gruba

(G3) ait 6rnekler incelendiginde:

SNEDDS formulasyonu ile 2 doz tedavi uygulanan siganlarin akciger kesitlerinde
alveolar yapilarda siddetli dejenerasyon ve parankimada yogdun konjesyon
izlenmigtir. Terminal brongiyol duvarindaki mukozal katlantilar yakindan
incelendiginde sili prizmatik epitelde duzensizlikler goralmustir. Pulmoner arter
duvarinda ise lumenini dogseyen endotel hucrelerinde dejenerasyon dikkat gekmis,
ayrica pulmoner arteri gevreleyen bag dokusunda lenfatik hicre infiltrasyonun

arttig1 goérulmustir (Resim 4.27).
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Resim 4.27. 2 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) akciger dokusuna
ait histopatolojik géruntu
(Terminal bronsiyol (tb), diz kas (kirmizi ok), pulmoner arter (pa), bag doku (siyah
yildiz), lenfatik hucre infiltrasyonu (sari yildiz), konjesyon (sari ok basi), (H&E, x10))

SNEDDS formulasyonu ile 4 doz tedavi uygulanan sigcanlarin akciger kesitlerinde 2
doz tedavi alan gruba benzer sekilde parankimada yogun fibrozis ve konjesyon
izlenmigtir. Bununla birlikte doku genelinde yogun lenfatik hdcre infiltrasyonu
dikkat ¢ekici bulunmus, pulmoner arter duvari dikkatle incelendiginde ise artmig

duvar kalinhgi gérilmustar (Resim 4.28).

Resim 4.28. 4 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) akciger dokusuna
ait histopatolojik gérintu
(A: Pulmoner arter (pa), fibrozis (yesil ok basi), lenfatik hiicre infiltrasyonu (sari
yildiz), terminal bronsiyol (tb), B: Pulmoner arter (pa), (artmis duvar kalinligi (sari
0k), (A, B: H&E, x5))
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SNEDDS formulasyonu ile 8 doz tedavi uygulanan siganlarin akciger kesitlerinde
terminal bronsiyol yapisinin korundugu, ancak mukozal katlantilari orten sili
prizmatik epitelde dejenerasyon ve yer yer dokulmeler oldugu gorulmustur.
Pulmoner arter duvarinda artmis dilatasyon ve yogun endotel hasari tespit edilmis,
bununla birlikte pulmoner arteri cevreleyen bag dokusunda lenfatik hicre
infiltrasyonun arttigi goérilmastir. Ancak doku geneline yayilmis olan lenfatik hicre

infiltrasyonun 2 ve 4 doz tedavi alan siganlara kiyasla nispeten daha az oldugu

tespit edilmigtir (Resim 4.29).

Resim 4.29. 8 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) akciger dokusuna
ait histopatolojik géruntu
(Pulmoner arter (pa), terminal bronsiyol (tb), mukozal katlantilar (mavi ok), diiz kas
(kirmizi ok), alveolar kese (ak), alveol (a), lenfatik hucre infiltrasyonu (sari yildiz),
konjesyon (sari ok bast), (A, B: H&E, x5))

SNEDDS formulasyonu ile 14 doz tedavi uygulanan siganlarin akciger kesitlerinde
akciger dokusunda histopatolojik parametrelerde dizelme saptanmigtir. Bu grupta
perivaskiler alanda ve doku genelinde izlenen fibrozis ve lenfatik hicre
infiltrasyonun 2 ve 4 doz tedavi alan siganlara kiyasla daha ilimh oldugu
gOrulmustir. Bununla birlikte terminal bronsiyol yapisinin korundugu, ancak
mukozal katlantilari orten sili prizmatik epitelde dejenerasyon oldugu izlenmisgtir
(Resim 4.30).
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Resim 4.30. 14 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) akciger

dokusuna ait histopatolojik goruntu

(Pulmoner arter (pa), damar endotel hiicreleri (siyah ok), artmis duvar kalinhg (sari
ok), terminal bronsiyol (tb), mukozal katlantilar (mavi ok), diiz kas (kirmizi ok), bag
doku (siyah ok), (H&E, x5))

SNEDDS formullasyonu ile 20 doz tedavi uygulanan akciger Kkesitlerinde
histopatolojik parametrelerdeki dizelme 14 doz tedavi alan siganlar ile benzer
sekilde bulunmustur. Respiratuvar brongiyollerin duvarlarini olusturan kubik epitel
hucrelerindeki ve alveolar yapilardaki duzensizliklerin, daha dugsuk dozlarda tedavi
alan gruplara kiyasla daha ilimh olarak goértlmustir. Bununla birlikte doku
genelindeki fibrozis, konjesyon ve lenfatik hicre infiltrasyonun da diger gruplar ile

karsilastinldiginda daha hafif oldugu belirlenmistir (Resim 4.31).
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Resim 4.31. 20 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) akciger

dokusuna ait histopatolojik gérinti

(Pulmoner arter (pa), damar endotel hicreleri (siyah ok), terminal bronsiyol (tb),
mukozal katlantilar (mavi ok), diiz kas (kirmizi ok), alveolar kese (ak), alveol (a),
(H&E, x5))

Hastalik modeli sonrasi farkli dozlarda S-SNEDDS tablet formilasyonu uygulanan

gruba (G4) ait 6rnekler incelendiginde:

S-SNEDDS tablet formulasyonu ile 2 doz tedavi uygulanan siganlarin akciger
kesitlerinde alveolar yapilarda izlenen siddetli dejenerasyon ve parankimada
yogun konjesyon ayni dozda SNEDDS formulasyon uygulanan siganlara benzer
sekilde bulunmustur. Terminal bronsiyol duvarindaki mukozal katlantilari déseyen
epitelde duzensizlikler goriulmustir. Pulmoner arter duvarinda ise IUmenini
ddseyen endotel hicrelerinde dejenerasyon dikkat gekmis, ayrica pulmoner arteri
cevreleyen bag dokusunda lenfatik hicre infiltrasyonun arttigi gértlmustuar (Resim
4.32).
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Resim 4.32. 2 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) akciger
dokusuna ait histopatolojik gorunti
(Pulmoner arter (pa), artmis duvar kalinligi (sari ok), terminal bronsiyol (tb),
mukozal katlantilar (mavi ok), diuz kas (kirmizi ok), alveol (a), lenfatik hicre
infiltrasyonu (sari yildiz), konjesyon (sari ok basi), (H&E, x5))

S-SNEDDS tablet formullasyonu ile 4 doz tedavi uygulanan siganlarin akciger
kesitlerinde parankimada yogun fibrozis ve konjesyon goériimus, bununla birlikte
doku genelinde yodun olarak izlenen lenfatik hicre infiltrasyonu 2 doz tedavi alan
grupla benzer sekilde bulunmus, pulmoner arter duvarinda kalinlasma izlenmistir
(Resim 4.33).
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Resim 4.33. 4 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) akciger

dokusuna ait histopatolojik gorunti

(Pulmoner arter (pa), damar endotel hiicreleri (siyah ok), artmis duvar kalinligi (sari
ok), terminal bronsiyol (tb), mukozal katlantilar (mavi ok), diz kas (kirmizi ok),
alveol (a), lenfatik hiicre infiltrasyonu (sari yildiz), konjesyon (sari ok basi), (H&E,
x5))

S-SNEDDS tablet formilasyonu ile 8 doz tedavi uygulanan siganlarin akciger
kesitlerinde pulmoner arter duvarinda artmis dilatasyon ve yodun endotel hasari
izlenmig, pulmoner arteri ¢evreleyen bag dokusunda lenfatik hicre infiltrasyonu
gOrulmustir. S6z konusu veriler ayni dozda SNEDDS formilasyon uygulanan grup
ile benzerlik gosterirken, 2 ve 4 doz tedavi alan siganlara kiyasla nispeten daha

thmh oldugu tespit edilmistir (Resim 4.34).
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Resim 4.34. 8 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) akciger
dokusuna ait histopatolojik gorunti
(Pulmoner arter (pa), damar endotel hicreleri (siyah ok), terminal bronsiyol (tb),
mukozal katlantilar (mavi ok), diiz kas (kirmizi ok), bag doku (siyah yildiz), lenfatik
hicre infiltrasyonu (sari yildiz), konjesyon (sari ok basi), alveol (a), (H&E, x5))

S-SNEDDS tablet formilasyonu ile 13 doz tedavi uygulanan siganlarin akciger
dokusunda saptanan histopatolojik parametrelerdeki duzelme ayni dozda
SNEDDS formulasyon uygulanan sicanlar ile paralel bulunmustur. Doku genelinde
izlenen fibrozis ve lenfatik hicre infiltrasyonun 2 ve 4 doz tedavi alan siganlara
kiyasla daha 1hmli oldugu goérulmus, bununla birlikte perivaskuler alanda yag
hdcrelerinin varligi izlenmigtir (Resim 4.35).



Resim 4.35. 13 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) akciger

dokusuna ait histopatolojik goruntu

(Pulmoner arter (pa), damar endotel hicreleri (siyah ok), bag doku (siyah yildiz),
lenfatik hicre infiltrasyonu (sari yildiz), konjesyon (sari ok basi), alveol (a), (H&E,
x10))

S-SNEDDS tablet formulasyonu ile 20 doz tedavi uygulanan siganlarin akciger
kesitlerinde terminal bronsiyollerin duvarlarini olusturan kubik epiteldeki ve
alveolar yapilardaki dejenerasyonlarin, daha dusuk dozlarda tedavi alan gruplara
kiyasla olduk¢a dizelmis oldugu goérulmustir. Doku genelinde izlenen fibrozis,
konjesyon ve lenfatik hdcre infiltrasyonu gibi bulgularin da ayni dozda SNEDDS
formulasyon alan grup ile tutarli sekilde, diger gruplar ile kargilastinildiginda

azalmis oldugu belirlenmigtir (Resim 4.36).



301

Resim 4.36. 20 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) akciger

dokusuna ait histopatolojik géruntiler

(A: Pulmoner arter (pa), terminal bronsiyol (tb), mukozal katlantilar (mavi ok), diiz
kas (kirmizi ok), lenfatik hicre infiltrasyonu (sari yildiz), konjesyon (sari ok basi),
fibrozis (yesil ok basi), alveolar kese (ak), alveol (a), B: Respiratuvar bronsiyol (rb),
(A, B: H&E, x10))

Hastalik modeli sonrasi farkli dozlarda referans tablet uygulanan gruba (G5) ait

ornekler incelendiginde:

Referans tablet ile 2 doz tedavi uygulanan siganlarin akciger kesitlerinde ayni
dozda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlari uygulanan gruplardaki
verilere benzer sekilde, alveolar yapilarda ve terminal brongiyol duvarindaki
mukozal katlantilarda siddetli dejenerasyon izlenmistir. Pulmoner arter duvarinda
kalinlasma ve cevresindeki bag dokusunda lenfatik hicre infiltrasyonun arttigi

gorulmustir (Resim 4.37).



Resim 4.37. 2 doz referans tablet uygulanan grup (G5) akciger dokusuna ait
histopatolojik goruntu
(Pulmoner arter (pa), terminal bronsiyol (tb), mukozal katlantilar (mavi ok), diz kas
(kirmizi ok), lenfatik hucre infiltrasyonu (sari yildiz), konjesyon (sari ok basi), fibrozis
(yesil ok basi), alveolar kese (ak), alveol (a), (H&E, x5))

Referans tablet ile 4 doz tedavi uygulanan siganlarin akciger kesitlerinde
parankimada izlenen yogun konjesyon ve doku genelindeki yogun lenfatik hlcre
infiltrasyonun 2 doz tedavi alan gruba ve ayni dozda SNEDDS ve S-SNEDDS
tablet formulasyonlari uygulanan gruplara benzer oldugu gorilmuastir (Resim
4.38).
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Resim 4.38. 4 doz referans tablet uygulanan grup (G5) akciger dokusuna ait
histopatolojik goruntu
(Pulmoner arter (pa), terminal bronsiyol (tb), mukozal katlantilar (mavi ok), diiz kas
(kirmizi ok), lenfatik hucre infiltrasyonu (sari yildiz), konjesyon (sari ok basi), fibrozis
(yesil ok basi), alveolar kese (ak), alveol (a), (H&E, x5))

Referans tablet ile 14 (Resim 4.39) ve 15 (Resim 4.40) doz tedavi uygulanan
sicanlarin akciger kesitlerinde doku genelinde izlenen fibrozis, konjesyon ve
lenfatik hucre infiltrasyonu gibi patolojik bulgular daha disik (8 doz) SNEDDS ve
S-SNEDDS tablet formilasyonlari uygulanan sicanlara benzer sekilde

bulunmustur.



Resim 4.39. 14 doz referans tablet uygulanan grup (G5) akciger dokusuna ait
histopatolojik goruntu
(Pulmoner arter (pa), terminal bronsiyol (tb), mukozal katlantilar (mavi ok), diiz kas
(kirmizi ok), lenfatik hucre infiltrasyonu (sari yildiz), konjesyon (sari ok basi), fibrozis
(yesil ok basi), alveolar kese (ak), alveol (a), (H&E, x5))

< ok

Resim 4.40. 15 doz referans tablet uygulanan grup (G5) akciger dokusuna ait
histopatolojik gortntu
(Pulmoner arter (pa), terminal brongiyol (tb), mukozal katlantilar (mavi ok), diz kas
(kirmiz1 ok), lenfatik hiicre infiltrasyonu (sari yildiz), konjesyon (sari ok basi), fibrozis
(yesil ok basi), alveolar kese (ak), alveol (a), (H&E, x5))
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Karacigere ait sonuclar

Kontrol grubuna (G1) ait 6rneklerden elde edilen kesitlerde:

Karaciger parankimasini olusturan karaciger hicre kordonlari (Remark kordonlari)
belirgin ¢ekirdekli hepatositleri ve iyi korunmus sitoplazmalari ile normal
gorunimde gozlenmistir. Klasik karaciger lobulunin merkezinde yer alan santral
ven (SV)den lobulin periferine dogru uzanan bu hicre kordonlari arasinda
yerlesik bulunan sintzoidler ve bu vyapilarin duvarlarini olusturan endotel
hucrelerinde de herhangi bir yapisal bozukluga rastlanmamistir. Karaciger
lobullerini olusturan yapilara daha yakindan bakildiginda klasik karaciger
lobulinun kdselerinde bulunan portal alan ve onunla iligkili yapilardan; portal ven
(PV), hepatik arter (HA) ve safra kanali (SK) normal gorinumde gozlenmigtir.

Ayrica portal alanda yerlesik bulunan bag dokusu elemanlarinda herhangi bir

patolojiye rastlanmamistir (Resim 4.41).

Resim 4.41. Kontrol grubu (G1) karaciger dokusuna ait histopatolojik goruntu
(A: Portal alana ait bagd doku (siyah yildiz), portal ven (PV), hepatik arter (HA), safra
kanali (SK), B: Santral ven (SV), karaciger hicre kordonlari (kirmizi gizgiler),
perisiniizoidal aralik (siyah ok) (A: H&E, x5) (B: H&E, x20))
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Hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen gruplara (G2) ait érneklerden elde

edilen kesitlerde:

Karaciger hicre kordonlarinda duzensizlesme belirlenmistir. Hepatositler dikkatle
incelendiginde hicre iginde vakuolizasyon ve membran tomurcuklanmalari
gorilmistir. Ozellikle karacigeri en distan cevreleyen bag dokusu kilifin (Glisson
kapsulli) hemen altinda yerlesik olan hepatositlerde cekirdek parcalanmalari ve
hicre membran sinirlarinda dizensizlesme gibi dejenerasyonlar dikkat cekici

bulunmustur (Resim 4.42). Bununla birlikte karaciger parankiminde bag dokusu

miktarinin yogun sekilde arttigi izlenmistir (Resim 4.43).

Resim 4.42. Hastallk modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen grubun (G2)
karaciger dokusuna ait histopatolojik goruntu-1
(A: Santral ven (SV), genislemis perisinlizoidal aralik (siyah ok), B: Glisson kapsuli
(yesil ok), dejeneratif hepatositler (mavi ok) (A: H&E, x20) (B: H&E, x10))
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Resim 4.43. Hastallk modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen grubun (G2)

karaciger dokusuna ait histopatolojik géruntt-2
(Portal alana ait bag doku (siyah yildiz), portal ven (PV), hepatik arter (HA), safra
kanali (SK), fibrozis (kirmizi yildiz) (H&E, x10))

Hastalik modeli sonrasi farkh dozlarda SNEDDS formulasyonu uygulanan gruba

(G3) ait drnekler incelendiginde:

SNEDDS formulasyonu ile 2 doz tedavi uygulanan siganlarin karaciger
kesitlerinde Remark kordonlari arasinda yerlesik bulunan sintzoidlerde genisleme
ve yogun vaskuler konjesyon gorulmis, ayrica karaciger parankiminde yogun

fibrozis izlenmistir (Resim 4.44).



Resim 4.44, 2 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) karaciger

dokusuna ait histopatolojik gorintu
(A: Santral ven (SV), fibrozis (kirmizi yildiz), B: Genislemis perisinizoidal aralik
(siyah ok) (A, B: H&E, x10))

SNEDDS formulasyonu ile 4 doz tedavi uygulanan siganlarin Kkaraciger
kesitlerinde portal alanda artmis bag dokusu dejenerasyonu ve bu alanda yer alan
portal ven ile hepatik arter duvarinda artmis dilatasyon ve yogun endotel hasari
tespit edilmigtir (Resim 4.45).
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Resim 4.45. 4 doz SNEDDS formilasyonu uygulanan grup (G3) karaciger

dokusuna ait histopatolojik gorintu
(Portal alana ait dejeneratif bag doku (siyah yildiz), portal ven (PV) hepatik arter
(HA), safra kanali (SK), fibrozis (kirmizi yildiz) (H&E, x5))

SNEDDS formulasyonu ile 8 doz tedavi uygulanan siganlarin Kkaraciger
kesitlerinde klasik karaciger lobll yapisinin korundugu ancak santral vene yakin
konumlu sintzoidal yapilarda genisleme ve ¢ok sayida Kupffer hicresinin varligi
dikkat ¢gekmistir. Bununla birlikte hlcresel vakuolizasyonun 2 ve 4 doz tedavi alan
si¢anlara kiyasla nispeten daha az oldugu tespit edilmistir (Resim 4.46).
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Resim 4.46. 8 doz SNEDDS formilasyonu uygulanan grup (G3) karaciger

dokusuna ait histopatolojik goruntu
(A: Santral ven (SV), genislemis perisinizoidal aralik (siyah ok), Kupffer hicresi
(yesil ok basi), B: Hicre icinde vakuolizasyon (sari ok) (A: H&E, x20) (B: H&E, x40))

SNEDDS formilasyonu ile 14 doz tedavi uygulanan siganlarin karaciger
kesitlerinde karaciger dokusunda histopatolojik parametrelerde dizelme
saptanmigtir. Bu grupta perivaskuler alanda izlenen fibrozis ve hucre igi
vakuolizasyonun 2 ve 4 doz tedavi alan siganlara kiyasla daha ilimli oldugu

gorulmastir (Resim 4.47).
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Resim 4.47. 14 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) karaciger

dokusuna ait histopatolojik gorinti
(Hucre iginde vakuolizasyon (sari ok), fibrozis (kirmizi yildiz) (H&E, x20))

SNEDDS formilasyonu ile 20 doz tedavi uygulanan siganlarin karaciger
kesitlerinde histopatolojik parametrelerdeki dizelme 14 doz tedavi alan siganlar ile
benzer sekilde bulunmus, sinuzoidal araliklardaki genigleme, karaciger hucre
kordonlarinda dizensizlesme ve hlcre igi vakuolizasyonun azalmis oldugu
gorulmustlr. Buna ek olarak bu grupta portal alandaki inflamatuar hicre
infiltrasyonu da diger gruplar ile karsilastirildiginda daha hafif olarak izlenmistir
(Resim 4.48).



Resim 4.48. 20 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) karaciger

dokusuna ait histopatolojik gorinti
(A: Santral ven (SV), karaciger hicre kordonlari (kirmizi gizgiler), perisinuzoidal
aralik (siyah ok), hiicre iginde vakuolizasyon (sari ok), B: inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (mavi yildiz) (A, B: H&E, x20))

Hastalik modeli sonrasi farkli dozlarda S-SNEDDS tablet preparati uygulanan

gruba (G4) ait 6rnekler incelendiginde:

S-SNEDDS tablet formulasyonu ile 2 doz tedavi uygulanan sicanlarin karaciger
kesitlerinde ayni dozda SNEDDS formulasyon uygulanan si¢anlara benzer sekilde

karaciger parankiminde yogun fibrozis izlenmistir (Resim 4.49).
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Resim 4.49. 2 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) karaciger

dokusuna ait histopatolojik gorintu
(A: Santral ven (SV), fibrozis (kirmizi yildiz) (A: H&E, x10))

S-SNEDDS tablet formilasyonu ile 4 doz tedavi uygulanan siganlarin karaciger
kesitlerinde portal ven duvarinda duzensizlik, sinizoidal araliklarda genisleme ve
doku genelinde yogun hucre igi vakuolisayon izlenmis, bununla birlikte periportal
alanda orta dereceli fibrotik alanlar dikkat ¢ekici bulunmustur (Resim 4.50).



Resim 4.50. 4 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) karaciger
dokusuna ait histopatolojik gorinti

(A: Portal ven (PV), hepatik arter (HA), safra kanali (SK), fibrozis (kirmizi yildiz), B:
Hicre icinde vakuolizasyon (sari ok) (A: H&E, x20) (B: H&E, x40))

S-SNEDDS tablet formilasyonu ile 8 doz tedavi uygulanan siganlarin karaciger
kesitlerinde karaciger hucre kordonlarinda duzensizlesme ve sintzoidal araliklarda
genisleme gorulmus, hdcre igi vakuolisayon 2 ve 4 doz tedavi alan siganlara
kiyasla nispeten daha az oldugu tespit edilmistir. Ayrica portal ven ile hepatik arter
duvarinda dilatasyon ve yodun endotel hasari tespit edilmistir. S6z konusu
verilerin ayni dozda SNEDDS uygulanan si¢anlara kiyasla daha siddetli oldugu
gOrulmustir (Resim 4.51).



315

Resim 4.51. 8 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) karaciger
dokusuna ait histopatolojik gorinti

(Portal ven (PV), hepatik arter (HA), safra kanali (SK), portal alana ait bag doku
(siyah yildiz) (A: H&E, x20))

S-SNEDDS tablet formulasyonu ile 13 doz tedavi uygulanan sigcanlarin karaciger
kesitlerinde karaciger hucre kordonlarinda duzensizlesme, hicre igi vakuolizasyon
ve sinuzoidal genigleme gibi histopatolojik parametrelerin 2, 4 ve 8 doz tedavi alan
siganlara kiyasla oldukca dizelmis oldugu tespit edilmistir. S6z konusu bulgularin
ayni dozda sivi SNEDDS formulasyon uygulanan siganlara benzer sekilde oldugu,
ancak daha yuksek dozda referans tablet tedavisi alan deneklere kiyasla daha

ithmh oldugu dikkat ¢ekici bulunmustur (Resim 4.52).



Resim 4.52. 13 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4)

karaciger dokusuna ait histopatolojik géruntu

(A: Santral ven (SV), perisiniizoidal aralik (siyah ok), inflamatuar hiicre infiltrasyonu
(mavi yildiz), B: Santral ven (SV), karaciger hicre kordonlari (kirmizi gizgiler),
Kuppfer hicresi (yesil ok basi) (A: H&E, x20) (B: H&E, x40))

S-SNEDDS tablet formulasyonu ile 20 doz tedavi uygulanan si¢anlarin karaciger
kesitlerinde elde edilen verilerin 13 doz tedavi alan siganlarla benzer egilimde
oldugu gorulmus, buna ek olarak bu grupta portal alandaki inflamatuar hicre
infiltrasyonu da ayni dozda SNEDDS formulasyon uygulanan siganlara benzer

sekilde bulunmustur (Resim 4.53).
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Resim 4.53. 20 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4)

karaciger dokusuna ait histopatolojik géruntu
(Santral ven (SV), inflamatuar hiicre infiltrasyonu (mavi yildiz) (A: H&E, x20))

Hastalik modeli sonrasi farkl dozlarda referans tablet uygulanan gruba (G5) ait

ornekler incelendiginde:

Referans tablet ile 2 doz tedavi uygulanan siganlarin karaciger kesitlerinde G2 ile
benzer sekilde subkapsuller bodlgede yerlesik hepatositlerde c¢ekirdek
parcalanmalari ve hucre membran sinirlarinda duzensizlesme ile karaciger

parankiminde yogdun fibrozis gibi dejenerasyonlar gorulmustir (Resim 4.54).
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Resim 4.54. 2 doz referans tablet uygulanan grup (G5) karaciger dokusuna ait
histopatolojik goérinti
(A: Santral ven (SV), fibrozis (kirmizi yildiz), B: Genislemis perisiniizoidal aralik
(siyah ok), Glisson kapstuili (yesil ok), dejeneratif hepatositler (mavi ok) (A, B: H&E,
x10))

Referans tablet ile 4 doz tedavi uygulanan siganlarin karaciger kesitlerinde
periportal alanda izlenen fibrotik alanlar ayni dozda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formualasyon uygulanan siganlara kiyasla daha siddetli dlgtide bulunmustur (Resim
4.55).
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Resim 4.55. 4 doz referans tablet uygulanan grup (G5) karaciger dokusuna ait
histopatolojik goérinti
(Santral ven (SV), fibrozis (kirmizi yildiz) (H&E, 10))

Referans tablet ile 14 doz tedavi uygulanan siganlarin karaciger kesitlerinde
karaciger hicre kordonlarinda dulzensizlesme ve hicre igi vakuolizasyon
histopatolojik parametrelerin 2 ve 4 doz tedavi alan siganlara kiyasla oldukca
dizelmis oldugu tespit edilmistir. Ancak periportal alandaki inflamatuar hicre

infiltrasyonu ayni dozda SNEDDS formulasyon uygulanan siganlara kiyasla daha

siddetli izlenmigtir (Resim 4.56).



Resim 4.56. 14 doz referans tablet uygulanan grup (G5) karaciger dokusuna ait
histopatolojik gortntu
(Portal ven (PV), hepatik arter (HA), safra kanal (SK), portal alana ait bag doku
(siyah yildiz), inflamatuar hicre infiltrasyonu (mavi yildiz) (H&E, x10))

Referans tablet ile 15 doz tedavi uygulanan siganlarin karaciger kesitlerinde elde
edilen verilerin 14 doz tedavi alan siganlara benzer oldugu gorulmuagtir (Resim
4.57).
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Resim 4.57. 15 doz referans tablet uygulanan grup (G5) karaciger dokusuna ait
histopatolojik gortntu
(A: Santral ven (SV), inflamatuar hicre infiltrasyonu (mavi yildiz), B: Santral ven
(SV), geniglemis perisintizoidal aralik (siyah ok) (A: H&E, x10) (B: H&E, x10))

Bébrege ait sonuclar

Kontrol grubuna (G1) ait 6érneklerden elde edilen kesitlerde:

Renal korpuskuller ve kivrintih tubuller ile karakterize olan korteks normal
gorundste bulunmustur. Daha blUyuk buyUtmelerde renal korpuskuli olusturan
glomeruluslar ve Bowman kapsulleri ile proksimal ve distal tibul yapilarinin normal
gorunumde oldugu izlenmigtir. Renal korpuskulin damar kutbunda bulunan ve
afferent arteriol duvarindaki modifiye kas hucrelerini, Lacis hicrelerini ve makula
densay! igceren jukstaglomeruler aparatta herhangi bir yapisal bozukluga
rastlanmamigtir (Resim 4.58). Medullada bulunan nefronlarin duz tabdler

segmentleri ve toplayici kanallar da normal gérinuste bulunmustur (Resim 4.59).



322

Resim 4.58. Kontrol grubu (G1) bobrek dokusuna ait histopatolojik goértnti-1

(Normal glomeriil (gl), normal Bowman aralidi (#) normal proksimal tiibil (p),
normal distal tibdl (d), (H&E, x5))

Resim 4.59. Kontrol grubu (G1) bobrek dokusuna ait histopatolojik gorinti-2

(Normal gériinimde olan papillar kanallar (pk), normal gériinimde olan toplayici
kanallar (tk) (H&E, x10))
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Hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen gruplara (G2) ait érneklerden elde

edilen kesitlerde:

Bobrek dokusunda siddetli hasar tespit edilmigtir. Glomerulus kapiller endotelinde
vakuolizasyon ve Bowman boslugunda genislemeler ve bazi glomeruler yapilarin
atrofik oldugu izlenmistir. TUbuller yapilarda ise yaygin atrofi, belirgin Iiminal
genislemeler ve deskuamasyon dikkati ¢ekmistir (Resim 4.60). Bununla birlikte
kortikamedullar bdlgede bag dokusu miktarinin yogun sekilde arttigi ve kanama
odaklarinin oldugu goérulmustir. Henlenin ince pargasini doseyen tek katli yassi

epitelde bazi alanlarda ciddi hasar olustugu ve duvar butinligu bozulmus olan

dejenere toplayici kanallar saptanmistir (Resim 4.61).

Resim 4.60. Hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen grup (G2) karaciger
dokusuna ait histopatolojik gérunti-1

(Buzusmus glomeril (gl*), genislemis Bowman araligi (#*), atrofik proksimal tibdil
(pt*), atrofik distal tubul (dt*), vakuolizasyon (siyah ok) (H&E, x20))



Resim 4.61. Hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen grubun (G2) bobrek

dokusuna ait histopatolojik goruntu-2
(Dejenere toplayici kanallar (tk*), fibrozis (kirmizi yildiz), konjesyon (sari ok) (H&E,
X5))

Hastalik modeli sonrasi farkli dozlarda SNEDDS formulasyon uygulanan gruba

(G3) ait ornekler incelendiginde:

SNEDDS formulasyonu ile 2 doz tedavi uygulanan siganlarin bébrek kesitlerinde
glomerulus kapiller endotelinde vakuolizasyon, Bowman boslugunda geniglemeler
ve atrofik tubuler yapilarin varhgi tespit edilmistir. Bununla birlikte kortikal boélgede
siddetli konjesyon varhigi dikkat ¢ekici bulunmustur (Resim 4.62).
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Resim 4.62. 2 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) bobrek dokusuna
ait histopatolojik goruntu
(Buztismis glomerdl (gl*), genislemis Bowman arahdi (#*), atrofik proksimal tibul
(pt*), atrofik distal tubdl (dt*), vakuolizasyon (siyah ok), konjesyon (sari ok) (H&E,
x10))

SNEDDS formulasyonu ile 4 doz tedavi uygulanan siganlarin bobrek kesitlerinde
tubuller yapilarda yaygin atrofi ve belirgin liminal genislemeler izlenirken, hastalik
olusturulan ancak tedavi uygulanmayan siganlara benzer sekilde kortikomedullar
bdlgede bag dokusu miktarinin yogun sekilde arttigi ve kanama odaklarinin oldugu
gOrulmastir (Resim 4.63).
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Resim 4.63. 4 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) bobrek dokusuna
ait histopatolojik géruntu
(Dejenere toplayici kanallar (tk*), fibrozis (kirmizi yildiz), konjesyon (sari ok) (H&E,
X5))

SNEDDS formulasyonu ile 8 doz tedavi uygulanan siganlarin bobrek kesitlerinde
medullar bolgede, tubdller yapilardaki l[Gminal genislemeler belirgin bulunmustur.
Ancak renal korpuskuller ve kivrintili tubullerde gorulen dejenerasyonun 2 ve 4
doz tedavi alan sigcanlara kiyasla daha ilimli oldugu goériimugstir (Resim 4.64).
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Resim 4.64. 8 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) bdbrek dokusuna
ait histopatolojik gértntu
(A: Dejeneratif toplama tubdilleri, B: Dejeneratif glomerul (gl*), dejeneratif proksimal
tubdl (pt*), dejeneratif distal tbdl (dt*) (A, B: H&E, x20))
SNEDDS formdulasyonu ile 14 doz tedavi uygulanan sicanlarin bébrek kesitlerinde
histopatolojik parametrelerde diuzelme saptanmistir. Renal korpuskulde gorilen
dejenerasyonlarin ve tubdller yapilardaki I[iminal genislemelerin 2, 4 ve 8 doz

tedavi alan siganlara kiyasla oldukga hafif oldugu gorilmustir (Resim 4.65).



Resim 4.65. 14 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) bdbrek

dokusuna ait histopatolojik gorinti
(A: Dejeneratif glomerul (gl*), dejeneratif proksimal tubul (pt*), dejeneratif distal
tubdl (dt*). B: Toplama kanallar (tk) (A, B: H&E, x20))

SNEDDS formulasyonu ile 20 doz tedavi uygulanan siganlarin sicanlarin bébrek
kesitlerinde histopatolojik parametrelerdeki dizelme 14 doz tedavi alan siganlar ile
benzer sekilde bulunmustur (Resim 4.66).
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Resim 4.66. 20 doz SNEDDS formulasyonu uygulanan grup (G3) bdbrek

dokusuna ait histopatolojik gorinti
(Dejeneratif glomertl (gl*), dejeneratif proksimal tlibll (pt*), dejeneratif distal tubul
(dt*) (A: H&E, x20))

Hastalik modeli sonrasi farkli dozlarda S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan

gruba (G4) ait 6rnekler incelendiginde:

S-SNEDDS tablet formulasyonu ile 2 doz tedavi uygulanan sicanlarin bobrek
kesitlerinde kortekste yaygin dejeneratif glomertllere rastlanmistir. Bu dejeneratif
renal korpuskullerin Bowman bosluklari kontrole kiyasla daha genislemis olarak
gorulmis ve Glomerulus kapiller endotelinde vakuolizasyon izlenmigtir. Bununla
birlikte kortikomedullar bolgede bag dokusu miktarinin yogun sekilde artmasi ve

kanama odaklarinin olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur (Resim 4.67).



Resim 4.67. 2 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) bdbrek

dokusuna ait histopatolojik gorintu
(Dejeneratif glomertl (gl*), dejenere toplayici kanallar (tk*), fibrozis (kirmizi yildiz),
konjesyon (sari1 ok) (H&E, x10))

S-SNEDDS tablet formulasyonu ile 4 doz tedavi uygulanan siganlarin bdbrek
kesitlerinde glomerdller yapilardaki buzilme ve kortikomedullar boélgede gorilen
fibrozis gibi dejeneratif bulgular 2 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan
ve ayni dozda SNEDDS formulayon uygulanan siganlar ile benzerlik gostermistir.
Bunun yani sira toplayici tubdllerin hlcre sitoplazmalarinda goérilen degisen

siddette vakuoller dikkat ¢ekici bulunmustur (Resim 4.68).
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Resim 4.68. 4 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) bdbrek

dokusuna ait histopatolojik gorintu
(A: Sitoplazmik vakuoller (yesil ok), B: Dejeneratif glomeril (gl*), fibrozis (kirmizi
yildiz) (A: H&E, x5) (B: H&E, x20))

S-SNEDDS tablet formulasyonu ile 8 doz tedavi uygulanan siganlarin bobrek
kesitlerinde her ne kadar klasik nefron yapisinin korundugu goértlse de hem
kortikal hem de medullar yapilarda dejeneratif degisikliklere rastlanmistir. Renal
korpuskullerin Bowman bosluklarinda genisleme ve glomerular yumakta buzulme
izlenmig, ayrica medullanin duz tubulleri arasinda az sayida alanda tubdler

dejenerasyon gorulmustur (Resim 4.69).



Resim 4.69. 8 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) bdbrek
dokusuna ait histopatolojik gorinti

(Dejeneratif glomertl (gl*), dejeneratif proksimal tibul (pt*), dejeneratif distal tubul
(dt*) (A: H&E, x20))

S-SNEDDS tablet formulasyonu ile 13 doz tedavi uygulanan siganlarin bobrek
kesitlerinde glomerular dejenerasyonlarin 2, 4 ve 8 doz tedavi alan siganlara
kiyasla oldukga dizelmis oldugu tespit edilmistir. Ancak toplayici tibdllerin hicre
sitoplazmalarinda goérulen degisen siddette vakuoller oldukga belirgin bulunmustur.
So6z konusu bulgularin ayni dozda SNEDDS formulasyon uygulanan deneklere
benzer sekilde oldugu, ancak daha ylksek dozda referans tablet tedavisi alan

deneklere kiyasla daha ilimh oldugu dikkat ¢ekici bulunmustur (Resim 4.70).
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Resim 4.70. 13 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) bobrek
dokusuna ait histopatolojik gorinti
(A: sitoplazmik vakuoller (yesil ok), B: Dejeneratif glomerl (gl*) (A, B: H&E, x20))

S-SNEDDS tablet formulasyonu ile 20 doz tedavi uygulanan siganlarin bobrek
kesitlerinde proksimal ve distal tubullerde goérllen atrezi, glomerular yumakta
buzulme ve tubuler vakuolisazyon gibi bulgularin 14 doz tedavi alan siganlara
benzer sekilde olduk¢ca duizelmis oldugu, boébrek parankimasinda fibrozis ve

konjesyon gibi patolojik bulgularin ise ortadan kalktigi gdzlenmistir (Resim 4.71).
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Resim 4.71. 20 doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan grup (G4) bobrek
dokusuna ait histopatolojik gorinti

(Dejeneratif glomeril (gl*), dejeneratif proksimal tlibillB(pt*), dejeneratif distal tibdil
(dt*) (A: H&E, x20))

Hastalik modeli sonrasi farkli dozlarda referans tablet uygulanan gruba (G5) ait

ornekler incelendiginde:

Referans tablet formulasyonu ile 2 doz tedavi uygulanan siganlarin bdbrek
kesitlerinde glomerulus kapiller endotelinde vakuolizasyon, proksimal ve distal
tubul dejenerasyonlari ile parankimada izlenen fibrotik alanlar ayni dozda
SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulayonu uygulanan siganlarla benzer dlgtde
bulunmustur (Resim 4.72).
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Resim 4.72. 2 doz referans tablet uygulanan grup (G5) bdbrek dokusuna ait
histopatolojik goérinti
(Blztgmus glomerdl (gl*), genislemis Bowman arahdi (#*), atrofik proksimal tibul

(pt*), atrofik distal tubul (dt*), vakuolizasyon (siyah ok), fibrozis (kirmizi yildiz)
(H&E, x10))

Referans tablet formulasyonu ile 4 doz tedavi uygulanan siganlarin bdbrek
kesitlerinde tubdller yapilarda yaygin atrofi ve peritlibiler alanlarda konjesyon
saptanmigtir. S6z konusu verilerin ayni dozda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formulasyonu ile tedavi edilen sicanlara kiyasla daha belirgin oldugu dikkat
cekmistir (Resim 4.73).



Resim 4.73. 4 doz referans tablet uygulanan grup (G5) bdbrek dokusuna ait
histopatolojik gortntu
(Dejeneratif glomertl (gl*), atrofik proksimal tibdl (pt*), atrofik distal tubdl (dt¥),
vakuolizasyon (siyah ok), (tk*), konjesyon (sari ok) (H&E, x20))

Referans tablet formllasyonu ile 14 doz tedavi uygulanan siganlarin bdbrek
kesitlerinde tubdller yapilarda yaygin atrofi ve glomerular yumakta bizilme
izlenmigtir. S6z konusu dejenerasyonlar daha diusik (8 doz) SNEDDS ve S-
SNEDDS tablet formilasyon tedavisi alan siganlarla benzer 6lgide bulunmustur
(Resim 4.74).
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Resim 4.74. 14 doz referans tablet tablet uygulanan grup (G5) bobrek dokusuna
ait histopatolojik gértntu
(Dejeneratif glomerul (gl*), atrofik proksimal tubll (pt*), atrofik distal tibdl (dt*),
vakuolizasyon (siyah ok), (tk*) (H&E, x20))

Referans tablet formilasyonu ile 15 doz tedavi uygulanan sicanlarin karaciger
kesitlerinde elde edilen verilerin 14 doz referans tablet formilasyonu ile tedavi

uygulanan siganlarla benzer oldugu goérulmastar.

Histoloji calismalarini 6zetlemek gerekirse MCT ile induklenmis PAH'In akciger,
karaciger ve bdbrek dokusunun histolojik yapisi ve morfolojisi Uzerinde olumsuz
etkilere sebep oldugu izlenmigtir. Hastallk modeli olusturulan deneklere farkli
dozlarda referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlar ile
uygulanan tedavi protokollerin bu histopatolojik dedisimlere olan etkisi

karsilastirmali olarak incelenmigtir.
Grup icinde farkli dozlar karsilastirildiginda:
SNEDDS
e 2 ve 4 doz uygulamalarinin tedavi edici etkisi gorulmemistir.

e 6 doz uygulamasinin tedavi edici etkisi 2 ve 4 doza kiyasla daha etkilidir

ancak bu etki anlamli élgide bulunmamistir.
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e 6 ve 8 doz uygulamasinin tedavi edici etkisi benzer sekilde bulunmustur.

e 14 doz uygulamasinin tedavi edici etkisi 8 doza kiyasla anlaml
bulunmustur.

e 20 doz uygulamasinin tedavi edici etkisi 14 doza kiyasla anlamli

bulunmustur.

S-SNEDDS tablet

e 2 ve 4 doz uygulamalarinin tedavi edici etkisi gorulmemistir.

e 8 doz uygulamasinin tedavi edici etkisi 2 ve 4 doza kiyasla daha etkili,
ancak bu etki anlamli élgtide bulunmamisgtir.

e 13 doz uygulamasinin tedavi edici etkisi 8 doza kiyasla anlaml
bulunmustur.

e 17 doz uygulamasinin tedavi edici etkisi 13 doza benzer sekilde
bulunmustur.

e 20 doz uygulamasinin tedavi edici etkisi 17 doza kiyasla anlamh

bulunmustur.

Referans tablet

e 1,2 ve 4 doz uygulamalarinin tedavi edici etkisi gorulmemistir.

e 14 doz uygulamasinin tedavi edici etkisi 4 doza kiyasla anlaml
bulunmustur.

e 15 doz uygulamasinin tedavi edici etkisi 14 doza benzer sekilde

bulunmustur.

Gruplar karsilastirildiginda:

Ayni dozlarda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formalasyonu uygulanan gruplar
arasinda anlamh bir fark goérilmemigtir. Her iki grupta da 2, 4 ve 6 doz
uygulamalarinin tedavi edici etkisinin olmadigi, iyilestirici etkinin ilk olarak 13-14.
dozlarda ortaya c¢iktigi belirlenmigstir. Benzer sekilde 2 ve 4 doz referans tablet
uygulamasinin da tedavi edici etkisinin olmadigi izlenmigtir. Ancak 14 ve 15 doz
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referans tablet uygulamalarinin tedavi edici etkisinin daha disuk dozda SNEDDS
ve S-SNEDDS tablet formilasyonlari uygulanan gruplara kiyasla daha iliml
Olctde oldugu tespit edilmisgtir.

IHC boyama sonuclari

Akciger Kaspaz-3 primer antikoruna ait sonuclar

Kontrol grubuna (G1) ait érneklerden elde edilen kesitlerde pulmoner artere ait
endotel hicrelerinde ve perivaskuler alanda Kaspaz-3 tutulumunun oldukga zayif

oldugu gorulmastur (Resim 4.75).

Hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen gruplara (G2) ait érneklerden elde
edilen kesitlerde dejeneratif endotel hicreleri sitoplazmasinda ve perivaskiler
alanda bulunan inflamatuvar hicrelerde oldukga kuvvetli Kaspaz-3 tutulumu

izlenmigtir (Resim 4.75).

Gl G2

Resim 4.75. Kaspaz-3 primer antikoru ile boyanmis akciger dokularina ait
histopatolojik goruntuler-1
(A: Higbir midahale yapilmayan grup (Ax10), B: Hastalik modeli olusturulan ancak
tedavi uygulanmayan grup (Bx20))
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Hastallk modeli sonrasi farkli dozlarda SNEDDS, S-SNEDDS tablet

formuUlasyonlar ve referans tablet uygulanan gruplara ait érnekler incelendiginde:

Iki doz tedavi uygulanan tim akciger kesitlerinde, Kaspaz-3 tutulumunun G2'ye
benzer sekilde dejeneratif endotel hucreleri sitoplazmasinda ve perivaskiler

alanda bulunan inflamatuvar hicrelerde oldukc¢a kuvvetli oldugu gértulmustdar.

Dort doz tedavi uygulanan tum akciger kesitlerinde, hasarli pulmoner arter

duvarindaki Kaspaz-3 tutulumunun 2 doza benzer oldugu gorulmustar.

Sekiz doz tedavi uygulanan tim akciger kesitlerinde, vaskuler endotelyal hilicre
sitoplazmasinda ve inflamatuvar hucrelerdeki Kaspaz-3 ifadelenmesinin orta
dereceli oldugu gorulmus, Kaspaz-3 ekspresyon seviyesinin tedavi dozu artigiyla

ters orantili olarak azaldigi dikkat cekmistir.

On dort doz tedavi uygulanan G3 ve G4 akciger kesitlerinde, vaskuler endotelyal
hicre sitoplazmasinda ve inflamatuvar hiucrelerdeki tutulumun ise belirgin sekilde
azaldigi goérulmus, ancak ayni dozda referans tablet uygulanan G5’e ait kesitlerde

ise tutulumun G3 ve G4’e kiyasla daha kuvvetli oldugu izlenmistir.

Yirmi doz tedavi uygulanan tum akciger kesitlerinde, histopatolojik parametrelerde
dizelme oldugu tespit edilen akciger dokusunda ve endotel hucrelerindeki

Kaspaz-3 ifadelenmesinin nedeyse kayboldugu izlenmistir (Resim 4.76).
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Resim 4.76. Kaspaz-3 primer antikoru ile boyanmis akciger dokularina ait
histopatolojik goruntuler-2
(A: 2 doz SNEDDS uygulanan grup (Ax20), B: S-SNEDDS tablet uygulanan grup
(Bx20), C: 2 doz referans tablet uygulanan grup (Cx5), D: 4 doz SNEDDS preparati
uygulanan grup (Dx20), E: 4 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Ex50), F: 4 doz
refrans tablet uygulanan grup (Fx50), G: 8 doz SNEDDS uygulanan grup (Gx5), H:
8 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Hx20), J: 14 doz SNEDDS uygulanan
grup (JIx50), K: 14 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Kx20), L; 14 doz referans
tablet uygulanan grup (Lx20), M: 20 doz SNEDDS uygulanan grup (MX20), N: 20
doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup(Nx20))
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Akciger IL-6 primer antikoruna ait sonuclar

Kontrol grubuna (G1) ait 6rneklerden elde edilen kesitlerde:

Akciger parankimasini olusturan brons, brongiyol, alveolar yapilar ve pulmoner

damarlarda IL-6 tutulumunun neredeyse hi¢ olmadigi izlenmistir (Resim 4.77).

Hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen gruplara (G2) ait 6rneklerden elde
edilen kesitlerde:

Doku genelinde siddetli dejenerasyon gorilen alveolar yapilarda, damar limenini
doseyen dejeneratif endotel hucrelerinde ve pulmoner arteri cevreleyen
perivaskuler alanda bulunan huicrelerde oldukga kuvvetli IL-6 tutulumu izlenmistir
(Resim 4.77).

Resim 4.77. IL-6 primer antikoru ile boyanmis akciger dokularina ait histopatolojik
gérintiler-1
(A: Hicbir midahale yapilmayan grup (Ax50), B: Hastalilk modeli olusturulan ancak
tedavi uygulanmayan grup (Bx20))

Hastalik modeli sonrasi farkli dozlarda SNEDDS, S-SNEDDS tablet ve referans
tablet uygulanan gruplara ait 6rnekler incelendiginde:

iki doz tedavi uygulanan tiim akciger kesitlerinde 1L-6 tutulumunun G2’ye benzer

sekilde dejeneratif alveolar yapilarda, endotel hicreleri sitoplazmasinda ve
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perivaskuler alanda bulunan inflamatuvar hulcrelerde oldukga kuvvetli oldugu

gorulmustar.

Dort doz tedavi uygulanan tum akciger kesitlerinde hasarli pulmoner arter
duvarindaki IL-6 tutulumunun 2 doza benzer oldugu goériimus, bununla birlikte
terminal bronsiyolde mukozal katlantilari doseyen hicrelerde de IL-6 ekspresyonu

oldukg¢a kuvvetli bulunmustur.

Sekiz doz tedavi uygulanan tum akciger kesitlerinde tedavi dozu artigiyla ters
orantil olarak azaldigi gorulen IL-6 ekspresyon seviyesin tum doku genelinde orta

dereceli oldugu gorilmustar.

On dort doz tedavi uygulanan G3 ve G4’e ait akciger kesitlerinde dejeneratif
alveolar yapilarda, vaskuler endotelyal hiicre sitoplazmasinda ve alveolar makrofaj
hucrelerdeki tutulumun belirgin sekilde azaldigi gorulmus, ancak ayni dozda
referans tablet uygulanan G5’e ait kesitlerde ise tutulumun G3 ve G4’e kiyasla

daha kuvvetli oldugu izlenmigtir.

Yirmi doz tedavi uygulanan tim akciger kesitlerinde histopatolojik parametrelerde
dizelme oldugu tespit edilen akciger dokusunda ve endotel hicrelerindeki IL-6

ifadelenmesinin nedeyse kayboldugu izlenmistir (Resim 4.78).
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Resim 4.78. IL-6 primer antikoru ile boyanmis akciger dokularina ait histopatolojik
gérintiler-2
(A: 2 doz SNEDDS uygulanan grup (Ax20), B: S-SNEDDS tablet uygulanan grup
(Bx50), C: 2 doz referans tablet uygulanan grup (Cx50), D: 4 doz SNEDDS
uygulanan grup (Dx20), E: 4 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Ex20), F: 4 doz
referans tablet uygulanan grup (Fx20), G: 8 doz SNEDDS uygulanan grup (Gx10),
H; 8 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Hx20), J: 14 doz SNEDDS uygulanan
grup (Jx10), K: 14 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Kx10), L: 14 doz referans
tablet uygulanan grup (Lx20), M: 20 doz SNEDDS uygulanan grup (MX20), N: 20
doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Nx10))
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Karaciger TNF-a primer antikoruna ait sonuclar

Kontrol grubuna (G1) ait 6rneklerden elde edilen kesitlerde:

Santral venden lobulin periferine dogru uzanan htcre kordonlari, bu yapilarin
arasinda yerlesik bulunan sindzoidler ve bu yapilarin duvarlarini olusturan endotel
hicreleri olmak Uzere tim doku genelinde TNF-a tutulumunun oldukgca zayif

oldugu gorulmastur (Resim 4.79).

Hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen gruplara (G2) ait érneklerden elde

edilen kesitlerde:

Duzensiz karaciger hiacre kordonlarini olusturan dejeneratif hepatositlerin
sitoplazmasinda ve karaciger parankiminde oldukg¢a kuvvetli TNF-a tutulumu

izlenmistir (Resim 4.79).

Resim 4.79. TNF-a primer antikoru ile boyanmis karaciger dokularina ait
histopatolojik goruntuler-1
(A: higbir mudahale yapilmayan grup (Ax20), B: hastalik modeli olusturulan ancak
tedavi uygulanmayan grup (Bx20))

Hastalik modeli sonrasi farkli dozlarda SNEDDS, S-SNEDDS tablet formulasyonu
ve referans tablet uygulanan gruplara ait drnekler incelendiginde:
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iki doz tedavi uygulanan siganlarin tim karaciger kesitlerinde TNF-a tutulumunun
G2’ye benzer sekilde dejeneratif hepatositlerin sitoplazmasinda ve santral venin
hasarli endotelinde kuvvetli oldugu goérulmastir. Ancak TNF-a ekspresyon

seviyesinin tedavi dozu artigiyla ters orantil olarak azaldigi dikkat gekmigtir.

Doért doz tedavi uygulanan siganlarin tum karaciger kesitlerinde dejeneratif
hepatositlerin sitoplazmasinda ve hasarli damar duvarindaki TNF-a tutulumunun 2

doza kiyasla hafif azalmis oldugu gorulmustar.

Sekiz doz tedavi uygulanan siganlarin tim karaciger kesitlerinde hicre

sitoplazmasindaki TNF-a ifadelenmesinin orta dereceli oldugu gérilmustar.

On dort doz tedavi uygulanan sicanlarin G3 ve G4 karaciger kesitlerinde santral
vene yakin konumlu hepatositlerin sitoplazmasinda orta dereceli bir tutulum
izlenirken, daha uzak konumlu hepatositlerin sitoplazmasindaki tutulumun ise
belirgin sekilde azaldigi gorulmugtur. Ancak ayni dozda referans tablet uygulanan
G5’e ait kesitlerde ise portal alan gevresindeki tutulumun G3 ve G4’e kiyasla daha

kuvvetli bulunmustur.

Yirmi doz tedavi uygulanan siganlarin tUm karaciger kesitlerinde histopatolojik
parametrelerde dizelme oldugu tespit edilen karaciger hucre kordonlarinda ve
endotel hucrelerindeki TNF-a ifadelenmesinin neredeyse kayboldugu izlenmistir
(Resim 4.80).
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Resim 4.80. TNF-a primer antikoru ile boyanmis karaciger dokularina ait
histopatolojik géruntiler-2
(A: 2 doz SNEDDS uygulanan grup (Ax20), B: S-SNEDDS tablet uygulanan grup
(Bx20), C: 2 doz referans tablet uygulanan grup (Cx20), D: 4 doz SNEDDS
uygulanan grup (Dx20), E: 4 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Ex20), F: 4
doz referans tablet uygulanan grup (Fx40), G: 8 doz SNEDDS uygulanan grup
(Gx20), H: 8 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Hx20), J: 14 doz SNEDDS
uygulanan grup (Jx20), K: 14 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Kx20), L: 14
doz referans tablet uygulanan grup (Lx20), M: 20 doz SNEDDS uygulanan grup
(Mx40), N: 20 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Nx20))
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Karaciger TROPZ2 primer antikoruna ait sonuclar

Kontrol grubuna (G1) ait 6rneklerden elde edilen kesitlerde:

Portal alanda yerlesik bulunan portal ven (PV), hepatik arter (HA) ve safra kanal
(SK) ile hepatosit hlcre kordonlarinda TROP2 tutulumunun neredeyse hig

olmadigi gorulmustir (Resim 4.81).

Hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen gruplara (G2) ait 6rneklerden elde

edilen kesitlerde:

Duzensiz karaciger hiacre kordonlarini olusturan dejeneratif hepatositlerin
nukleuslari ve hasarli endotel hicrelerindeki TROP2 ekspresyonu oldukga kuvvetli

bulunmustur (Resim 4.81).
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Resim 4.81. TROP2 primer antikoru ile boyanmis karaciger dokularina ait
histopatolojik gortntuler-1
(A: higbir mudahale yapilmayan grup (Ax20), B: hastalik modeli olusturulan ancak
tedavi uygulanmayan grup (Bx20))

Hastalik modeli sonrasi farkli dozlarda SNEDDS, S-SNEDDS tablet formulasyonu
ve referans tablet uygulanan gruplara ait drnekler incelendiginde:
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iki doz tedavi uygulanan tiim karaciger kesitlerinde TROP2’nin niklear
ifadelenmesi tipki G2'de oldugu gibi dejeneratif hepatositlerde ve santral venin

hasarli endotelinde oldukga kuvvetli bulunmustur.

Dort doz tedavi uygulanan tim karaciger kesitlerinde dejeneratif hepatositlerin
nukleuslarindaki ve hasarli damar duvarindaki TROP2 tutulumunun 2 doza kiyasla

hafif azalmis oldugu gérilmustar.

Sekiz doz tedavi uygulanan G3 ve G4’e ait karaciger kesitlerinde hepatositlerdeki

nidklear TROP2 tutulumunun orta dereceli oldugu izlenmistir.

On dort doz tedavi uygulanan G3 ve G4’e ait karaciger kesitlerinde santral venden
lobulin periferine dogru uzanan hicre kordonlarinda TROPZ2’nin nuklear
ifadelenmesinin belirgin sekilde azaldigi gortlmustir. Ayni dozda referans tablet
preparati uygulanan G5’e ait kesitlerde ise santral vene yakin konumlu
hepatositlerdeki tutulumun G3 ve G4’e kiyasla daha kuvvetli oldugu dikkat

cekmigtir.

Yirmi doz tedavi uygulanan tum karaciger kesitlerinde karaciger hucre
kordonlarinda ve endotel hucrelerindeki TROP2 ifadelenmesinin kayboldugu

izlenmistir (Resim 4.82).
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Resim 4.82. TROP2 primer antikoru ile boyanmis karaciger dokularina ait
histopatolojik gortntuler-2
(A: 2 doz SNEDDS uygulanan grup (Ax20), B: S-SNEDDS tablet uygulanan grup
(Bx20), C: 2 doz referans tablet uygulanan grup (Cx20), D: 4 doz SNEDDS
uygulanan grup (Dx20), E: 4 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Ex20), F: 4 doz
referans tablet uygulanan grup (Fx20), G: 8 doz SNEDDS uygulanan grup (Gx20),
H: 8 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Hx20), J: 14 doz SNEDDS uygulanan
grup (Ix20), K: 14 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Kx20), L: 14 doz referans
tablet uygulanan grup (Lx20), M: 20 doz SNEDDS uygulanan grup (Mx20), N: 20
doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Nx20))
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Bobrek Kaspaz-3 primer antikoruna ait sonuclar

Kontrol grubuna (G1) ait 6rneklerden elde edilen kesitlerde:

Kortekste yerlesik bulunan glomeruluslar ve Bowman kapsulleri ile proksimal ve
distal tubdl vyapilarinda Kaspaz-3 tutulumunun neredeyse hi¢ olmadigi
gorulmastir. Bununla birlikte medullada bulunan nefronlarin diz tabdler
segmentleri ve toplayici kanallarda da Kaspaz-3 ekspresyonu oldukga zayif
bulunmusgtur (Resim 4.83).

Hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen gruplara (G2) ait érneklerden elde

edilen kesitlerde:

Bobrek dokusunda siddetli hasar tespit edilen glomerulus kapiller endotelinde orta
derecede, atrofik tubller yapilarda ve duvar butinliglu bozulmus olan dejenere

toplayici kanallarda kuvvetli Kaspaz-3 ifadelenmesi izlenmigtir (Resim 4.83).
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Resim 4.83. Kaspaz-3 primer antikoru ile boyanmis bdbrek dokularina ait
histopatolojik goruntuler-1
(A: higcbir midahale yapilmayan grup (Ax20), B: hastalik modeli olusturulan ancak
tedavi uygulanmayan grup (Bx20))

Hastalik modeli sonrasi farkli dozlarda SNEDDS, S-SNEDDS tablet formulasyonu
ve referans tablet uygulanan gruplara ait drnekler incelendiginde:
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iki doz tedavi uygulanan tiim bdbrek kesitlerinde dejeneratif proksimal ve distal

tubullerde Kaspaz-3 tutulumunun kuvvetli oldugu gorulmustuar.

Dort doz tedavi uygulanan tum bobrek kesitlerinde G3 ve G4’te tutulumun benzer
sekilde oldugu ve 2 doz tedavi uygulanan gruba kisasla hafif azaldigi goéralmustar.
Ancak Gb5’te izlenen Kaspaz-3 tutulumu G3 ve G4’e kiyasla daha kuvvetli

bulunmustur.

Sekiz doz tedavi uygulanan G3 ve G4’e ait bobrek kesitlerinde tubuler yapilarin
hicre sitoplazmasinda Kaspaz-3 ifadelenmesinin belirgin sekilde azaldigi
gorulmustir. Bununla birlikte Kaspaz-3 ekspresyon seviyesinin tedavi dozu

artisiyla ters orantili olarak azaldigi dikkat ¢ekmisgtir.

On dort doz tedavi uygulanan G3 ve G4’e ait bdbrek kesitlerinde histopatolojik
parametrelerde dizelme saptanan tim vyapilardaki Kaspaz-3 ifadelenmesinin
onemli dlgide azaldigi goérulmuastlr. Ancak ayni dozda referans tablet uygulanan

G5’te ise tutulum daha yuksek olarak tespit edilmistir.

Yirmi doz tedavi uygulanan tim bobrek kesitlerinde histopatolojik parametrelerde
dizelme saptanan yapilarda oldugu gibi Kaspaz-3 ekspresyon seviyesinin

neredeyse tamamen ortadan kalktigi dikkat cekmigstir (Resim 4.84).



Resim 4.84. Kaspaz-3 primer antikoru ile boyanmisg bdbrek dokularina ait
histopatolojik gortntuler-2
(A: 2 doz SNEDDS uygulanan grup (Ax20), B: S-SNEDDS tablet uygulanan grup
(Bx20), C: 2 doz referans tablet uygulanan grup (Cx20), D: 4 doz SNEDDS
uygulanan grup (Dx20), E: 4 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Ex20), F: 4
doz referans tablet uygulanan grup (Fx20), G: 8 doz SNEDDS uygulanan grup
(Gx20), H: 8 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Hx20), J: 14 doz SNEDDS
uygulanan grup (Jx20), K:14 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Kx20), L: 14
doz referans tablet uygulanan grup (Lx20), M: 20 doz SNEDDS uygulanan grup
(MX20), N: 20 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Nx20))



354

Boébrek IL-6 primer antikoruna ait sonuclar

Kontrol grubuna (G1) ait 6rneklerden elde edilen kesitlerde:
Normal yapi sergileyen glomeruluslar ve Bowman kapsdlleri ile proksimal ve distal
tubul yapilarinda IL-6 tutulumunun neredeyse hi¢ olmadigi gordlmustir (Resim

4.85).

Hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen gruplara (G2) ait 6rneklerden elde

edilen kesitlerde:

Kortekste siddetli hasar tespit edilen distal ve proksimal tlbullerde ve duvar

dejeneratif toplama kanallarda kuvvetli IL-6 ifadelenmesi izlenmigstir (Resim 4.85).
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Resim 4.85. IL-6 primer antikoru ile boyanmis bobrek dokularina ait histopatolojik
goruntuler-1
(A: higcbir midahale yapilmayan grup (Ax20), B: hastalik modeli olusturulan ancak
tedavi uygulanmayan grup (Bx20))

Hastallk modeli sonrasi farkli dozlarda SNEDDS, S-SNEDDS tablet

formulasyonlar ve referans tablet uygulanan gruplara ait érnekler incelendiginde:

iki doz tedavi uygulanan tiim bdbrek kesitlerinde tiim dejeneratif tiibiiler yapilarda

kuvvetli IL-6 tutulumunun oldugu gorulmustar.
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Dort doz tedavi uygulanan tim bdbrek kesitlerinde IL-6 ekspresyon seviyesinin
kuvvetli oldugu ancak 2 doz tedavi uygulanan gruba kisasla hafif azaldigi

gorulmustar.

Sekiz doz tedavi uygulanan G3 ve G4’e ait bdbrek kesitlerinde tlbuler yapilarinda

IL-6 ifadelenmesinin belirgin sekilde azaldigi tespit edilmigtir.

On dort doz tedavi uygulanan tum bobrek kesitlerinde histopatolojik
parametrelerde duzelme saptanan tum yapilardaki IL-6 ifadelenmesinin 6nemli

Olcude azaldigi belirlenmistir.

Yirmi doz tedavi uygulanan tum bobrek kesitlerinde histopatolojik parametrelerde
dizelme saptanan tubuler yapilarda IL-6 ekspresyon seviyesinin son derece

zayifladidi belirlenmistir (Resim 4.86).



Resim 4.86. IL-6 primer antikoru ile boyanmis bobrek dokularina ait histopatolojik
goruntiler-2
(A: 2 doz SNEDDS uygulanan grup (Ax20), B: S-SNEDDS tablet uygulanan grup
(Bx20), C: 2 doz referans uygulanan grup (Cx20), D: 4 doz SNEDDS uygulanan
grup (Dx20), E: 4 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Ex20), F: 4 doz referans
uygulanan grup (Fx20), G: 8 doz SNEDDS uygulanan grup (Gx20), H: 8 doz S-
SNEDDS tablet uygulanan grup (Hx20), J: 14 doz SNEDDS uygulanan grup (Jx20),
K:14 doz S-SNEDDS tablet uygulanan grup (Kx10), L: 14 doz referans uygulanan
grup (Lx10), M: 20 doz SNEDDS uygulanan grup (MX20), N: 20 doz S-SNEDDS
tablet uygulanan grup (Nx20))
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Akciger, karaciger ve bobrege ait kesitlerde dejenerasyon (Cizelge 4.111 - 4.114),
akcigere ait kesitlerde ise Kaspaz-3 ve IL-6 primer antikorlarinin (Cizelge 4.115 ve
4.116), karacigere ait kesitlerde TROP2 ve TNFa primer antikorlarinin (Cizelge
4.117 ve 4.118), bobrege ait kesitlerde ise Kaspaz-3 ve IL-6 primer antikorlarinin
(Cizelge 4.119 ve 4.120) immunreaktivite seviyeleri tim deney gruplarinda H-
Score yontemi kullanilarak degerlendiriimis ve 14 glnlik tedavi sonuglarina ait
veriler istatistiksel olarak karsilastiriimis ve istatistiksel sonuglara ait tanimlayici

veriler Cizelge 4.121 ve 4.122’de ozetlenmigtir.

ELISA sonuglari

Hastalik modeli sonrasi SNEDDS, S-SNEDDS tablet formulasyonlar ve referans
tablet ile farkli dozlarda tedavi uygulanan tiim gruplarda serum albimin seviyesinin
kontrole kiyasla azalmis oldugu belirlenmistir. SNEDDS formulasyon ile 5 ve 8 doz
uygulanan siganlarda ekspresyon seviyesi anlamli 6lgiide azaldigi, ancak 14 ve 20
doz SNEDDS formulasyon uygulanan deneklerde ise ekspresyon seviyesinin
tekrar arttigi izlenmistir. S-SNEDDS tablet formulasyon ile 13 ve 20 doz uygulanan
sicanlardaki ekspresyon seviyesi, ayni dozlarda SNEDDS formilasyon uygulanan
sicanlarla benzer sekilde bulunmustur. Bununla birlikte, 15 doz referans tablet
uygulanan siganlarda izlenen serum albumin seviyesi ayni dozda SNEDDS ve S-
SNEDDS tablet formilasyon uygulanan siganlara kiyasla daha dusik olarak
bulunmustur (Sekil 4.135).
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Sekil 4. 135. ELISA yontemi ile serum albimin duzeylerine ait sonuglar
(Istatistiksel degerlendirme 14 giinliik tedavi igin gergeklestirilmistir, ns: p>0,05, * p<0,05)

Albiimin (ng/mL)




Cizelge 4.111. Kontrol gruplarinin akciger, karaciger ve bobrek kesitlerine ait dejenerasyonun H-Score ydontemi sonuglari

Akcigerde dejenerasyon

Karacigerde dejenerasyon

Bobrekte dejenerasyon

+ KG 1. 2. 3. 4, 5. 6. + KG 1. 2. 3. 4, 5. 6. + KG 1. 2. 3. 4, 5. 6.
bélge bodlge bdlge bdlge bdlge  bdlge bolge bodlge bdlge bdlge bolge  bolge boélge bodlge bdlge bdlge bodlge boige
1. 0 0 0 1 0 0 1. 0 0 0o 0 0 0 1, 1 0 O0 0 0 0
hayvan hayvan hayvan
hagyn © 0 0O 0O 0 0O L& 0 0O O O 0 O ,& 0 0 0 0 0 O
haj\./an 0 0 0 0 0 0 haj\./an 0 0 0 0 0 0 ha):/a\./an 0 0 0 0 0 0
haj\}an B B 1 B 0 0 ha;f\./an 1 0 0 0 0 0 ha;/l\./an 0 0 0 0 0 0
o a;’\'/ o 0 0 0 0 0 o af\'/ w0 0 0 0 1 o a}?\'/ s 0 0 0 0o o0 o0
hayygan © 0O 0O 0 0 0 L& 0 0 ©0 O 0 0 & 0 0 0 0 0 1
-KG 1. 2. 3. 4, 5. 6. -KG 1. 2. 3. 4, 5. 6. -KG 1. 2. 3. 4, 5. 6.
bodlge bodlge bodlge bodlge bodlge boélge bolge boélge boélge bolge bolge boélge boélge bodlge bolge bolge bodlge bolge
1. 5 5 5 5 5 5 1. 5 5 5 5 5 5 1, 5 5 5 5 5 5
hayvan hayvan hayvan
hayz{/an 5 5 5 5 5 5 hayz\'/an 5 5 5 5 5 5 hayz\'/an 5 5 &5 5 5 5
o af\'/ w5 5 4 5 5 5 . af\'/ w4 5 5 5 5 5 aj’\'/ o 5 5 5 5 5 5
ha;/l\./an 4 5 5 5 5 5 ha;l\./an 5 5 5 5 5 5 ha;/l\./an ° 5 5 > > 5
hagyan 5 5 5 5 5 5 o, 5 5 5 5 5 4 & 5 5 5 5 5 5
haf(/an 5 5 5 5 5 5 haf\'/an 5 5 5 5 5 5 haf\'/an 4 4 5 5 5 5

+ KG: Pozitif kontrol grubu, - KG: Negatif kontrol grubu

6G€
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Cizelge 4.112.Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyon gruplarinin akciger kesitlerine ait dejenerasyonun
H-Score yontemi sonuglari

Akcigerde dejenerasyon

Referans 1. bdlge btﬁée bé?iée béﬁée bt'iée bégée SNEDDS béillée btﬁée bcige b<34|§e bésslge beﬁge S-SNEDDS ballge bt;ge bfj?ige btﬁge be;ge begge
tablet tablet
h a;\./ an 5 5 4 5 5 5 h ayl\./ an 5 5 5 5 5 5 h ayl\./an 5 5 5 5 5 5
h a;\./ an 5 5 5 5 5 5 h aj\./ an 5 5 5 5 5 5 h a;\./an 4 5 4 5 5 5
ha;\./an 5 5 5 5 4 5 haj\./an 4 > 4 4 3 4 h a;\./an 3 3 3 4 4 3
ha;r\./an 3 2 3 3 3 4 ha;f\./an 4 3 3 3 3 3 ha;f\./an 4 4 4 3 3 3
ha;)\./an 4 2 3 3 4 2 ha)?\./an 3 3 2 3 3 2 haj\./an 2 2 2 2 2 3
haf\./an 2 4 4 3 3 s ha;/a\./an 1 2 2 2 1 1 haf\./an 1 2 2 2 1 2




Cizelge 4.113. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyon gruplarinin karaciger kesitlerine ait dejenerasyonun
H-Score yontemi sonuglari

Karacigerde dejenerasyon

Referans bt‘)llée btﬁée btiée b;é;e btﬁée b'c?lée SNEDDS béiée béﬁée b'ci;e bij4l'ge b65lée biﬁge S-SNEDDS béllée btizlée bé?i:qe bi:ﬁ.ge btﬁée b('?liqe
tablet tablet
h a;\./ an 5 5 5 5 5 4 h a;\./ an 5 5 5 5 5 5 h a;\./ an 5 5 5 5 5 4
haj\./an > 5 5 > > > haj\./an 4 > 4 S 5 5 h aj\./ an 4 5 5 5 5 5
h a;\./ an 5 5 5 5 4 5 a;\./an 4 4 4 3 4 4 h a;\./ an 4 4 3 4 4 4
h a;\./ an 3 4 3 4 4 2 h a;\./ an 3 4 3 3 3 3 h a;\./ an 3 3 3 3 4 4
ha;\./an 3 2 3 3 4 4 hays\./an 3 2 3 2 3 2 haj\./an 2 2 2 2 3 2
ha;?\./an 4 4 4 2 3 3 ha)?\./an 2 2 2 1 1 1 haf\./an 1 2 2 2 1 2

T9€
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Cizelge 4.114. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyon gruplarinin bobrek kesitlerine ait dejenerasyonun
H-Score ydntemi sonuglari

Bobrekte dejenerasyon

Referans bti‘ge bér)zllqe btﬁée bé?l;qe bt‘iée bé?lée SNEDDS bé;LI.ge btﬁée bé?iée b(';;qe béislée béﬁée S-SNEDDS bb%;qe bszlée b('.f;.ge b('jdi.ge b(':'ﬁée bfgée
tablet tablet
h a;\./ an 5 5 4 5 5 5 h a;\./ an 4 5 5 5 5 5 h a;\./ an 5 5 5 5 5 5
h a;\-/ an 5 3 5 3 ° 5 h aj\./an 5 ° 5 ° 4 5 h a;\./an 4 4 > 5 5 S
ha;\'/an 5 5 5 5 4 5 haj\./an 4 4 4 3 4 4 h a;\./an 4 3 4 4 4 3
ha;/l\'/an 4 2 3 3 4 4 ha;r\./an 4 3 3 3 3 3 ha;f\./an 4 3 3 3 4 4
h aj\'/ an 4 2 3 3 4 2 h a;\./an 2 3 3 3 2 2 h a;\./ an 2 2 2 2 3 2
h af\-/ an 3 4 4 2 3 3 h af\./ an 2 2 1 2 1 1 h a)?\./ an 1 2 2 2 1 2




Cizelge 4.115. Kontrol gruplarinin akciger kesitlerine ait Kaspaz-3 ve IL-6 ekspresyonun H-Score yontemi sonuglari

Akcigerde Kaspaz-3 ekspresyonu Akcigerde IL-6 ekspresyonu

Kaspaz-3 1. bélge 2.bdlge 3.boélge 4.bdlge 5.bdlge 6. bdlge IL-6 1.bdlge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bdlge
+ Kontrol grubu + Kontrol grubu

1. hayvan 0 0 0 0 0 0 1. hayvan 0 0 0 0 0 0

2. hayvan 0 0 0 0 0 0 2. hayvan 0 0 0 0 0 0

3. hayvan 0 0 0 0 0 0 3. hayvan 0 0 0 0 0 0

4. hayvan 0 0 0 0 0 0 4. hayvan 0 0 0 0 0 0

5. hayvan 0 0 0 0 0 0 5. hayvan 0 0 0 0 0 0

6. hayvan 0 0 0 0 0 0 6. hayvan 0 0 0 0 0 0

Kaspaz-3 IL-6
 Kontrol grubu 1.bolge 2.bdlge 3.bdlge 4.bodlge 5.bolge 6. bdlge _Kontrol grubu 1.bolge 2.bdlge 3.bdlge 4.bdlge 5.bdlge 6. bdlge

1. hayvan 3 3 3 2 3 3 1. hayvan 3 3 3 2 3 3

2. hayvan 3 3 2 3 2 3 2. hayvan 3 3 2 3 2 3

3. hayvan 3 3 3 3 3 3 3. hayvan 3 3 3 3 3 3

4. hayvan 3 3 3 3 3 2 4. hayvan 2 3 3 2 3 2

5. hayvan 3 3 3 3 3 3 5. hayvan 3 3 3 3 3 3

6. hayvan 3 3 3 3 3 3 6. hayvan 3 3 3 3 3 3

€9¢€
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Cizelge 4.116. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyon gruplarinin akciger kesitlerine ait Kaspaz-3 ve
IL-6 ekspresyonun H-Score ydntemi sonuglari

Akcigerde Kaspaz-3 ekspresyonu Akcigerde IL-6 ekspresyonu

Referans Referans

tablet 1.bélge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bodlge tablet 1.bdlge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bdlge
1. hayvan 3 3 3 3 3 3 1. hayvan 3 3 3 3 3 3
2. hayvan 3 3 3 3 3 3 2. hayvan 3 3 3 3 3 3
3. hayvan 3 3 3 3 3 2 3. hayvan 3 3 3 3 3 2
4. hayvan 2 2 2 3 2 2 4. hayvan 3 3 2 2 2 2
5. hayvan 2 2 2 2 2 2 5. hayvan 2 2 2 2 2 2
6. hayvan 2 2 2 2 2 2 6. hayvan 2 2 2 2 2 2
SNEDDS 1.bdlge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bodlge SNEDDS 1.bdlge  2.bdlge 3.bdlge 4.bdlge 5.bdlge 6. bdlge
1. hayvan 3 3 3 3 3 3 1. hayvan 3 3 3 3 3 3
2. hayvan 3 2 2 3 3 3 2. hayvan 2 3 2 3 3 3
3. hayvan 3 2 3 2 3 3 3. hayvan 3 3 2 2 2 3
4. hayvan 2 2 2 2 2 3 4. hayvan 2 2 2 2 2 3
5. hayvan 2 2 1 2 1 1 5. hayvan 2 2 2 1 1 1
6. hayvan 1 1 1 1 1 1 6. hayvan 1 1 1 1 1 1

S-SNEDDS 1.bdlge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bdlge S-SNEDDS 1.bdlge  2.bdlge 3.bdlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bdlge

tablet tablet
1. hayvan 3 3 3 3 3 3 1. hayvan 3 3 3 3 3 3
2. hayvan 3 3 3 3 2 3 2. hayvan 3 3 3 3 2 3
3. hayvan 2 3 3 2 2 3 3. hayvan 2 3 3 2 2 3
4. hayvan 2 1 2 2 2 2 4. hayvan 2 1 2 2 2 2
5. hayvan 1 2 1 2 1 2 5. hayvan 1 2 1 2 1 2
6. hayvan 1 1 1 1 0 1 6. hayvan 1 1 1 1 0 1




Cizelge 4.117. Kontrol gruplarinin karaciger kesitlerine ait TROP2 ve TNF-a ekspresyonun H-Score ydntemi sonuglari

Karacigerde TROP2 ekspresyonu Karacigerde TNF-a ekspresyonu
TROP2 1.bélge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bdlge TNF-a 1.bdlge  2.bdlge 3.bdlge 4.bdlge 5.bdlge 6. bdlge
+ Kontrol grubu + Kontrol grubu
1. hayvan 0 0 0 0 0 0 1. hayvan 0 0 0 0 0 0
2. hayvan 0 0 0 0 0 0 2. hayvan 0 0 0 0 0 0
3. hayvan 0 0 0 0 0 0 3. hayvan 0 0 0 0 0 0
4. hayvan 0 0 0 0 0 0 4. hayvan 0 0 0 0 0 0
5. hayvan 0 0 0 0 0 0 5. hayvan 1 0 0 0 0 0
6. hayvan 0 0 0 0 0 0 6. hayvan 0 0 1 0 0 0
TROP2 TNF-a
 Kontrol grubu 1.bdlge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bdlge 6. bodlge Kontrol grubu 1.bdlge 2.bdlge 3.bdlge 4.bodlge 5.bdlge 6. bdlge
1. hayvan 3 3 3 2 3 3 1. hayvan 3 3 3 3 3 3
2. hayvan 3 3 2 3 2 3 2. hayvan 3 3 2 3 2 3
3. hayvan 3 3 3 3 3 3 3. hayvan 3 3 3 3 3 3
4. hayvan 3 3 3 3 2 2 4. hayvan 3 2 2 3 3 3
5. hayvan 3 3 3 3 3 3 5. hayvan 3 3 3 3 3 3
6. hayvan 3 3 3 3 3 3 6. hayvan 3 3 3 3 3 3

o€
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Cizelge 4.118. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyon gruplarinin karaciger kesitlerine ait TROP2 ve
TNF-a ekspresyonun H-Score ydntemi sonuglari

Karacigerde TROP2 ekspresyonu Karacigerde TNF-a ekspresyonu
Referans 1.bdlge 2.bdlge 3.bdlge 4.bdlge 5.bdlge 6. bodlge Referans 1.bblge 2.bdlge 3.bdlge 4.bdlge 5.bdlge 6. bdlge
tablet tablet
1. hayvan - - - - - - 1. hayvan - - - - - -
2. hayvan 3 3 3 3 3 3 2. hayvan 3 3 3 3 3 3
3. hayvan 3 3 3 3 2 2 3. hayvan 3 3 3 3 3 2
4. hayvan 2 3 2 2 2 2 4. hayvan 3 2 2 2 2 1
5. hayvan 2 2 2 2 2 2 5. hayvan 1 2 2 2 2 1
6. hayvan 2 2 2 2 2 2 6. hayvan 2 1 2 2 2 1
SNEDDS 1.bélge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bdlge SNEDDS 1.bdlge 2.bdlge 3.bdlge 4.bdlge 5.bdlge 6. bdlge
1. hayvan 3 3 3 3 3 3 1. hayvan 3 3 3 3 3 3
2. hayvan 2 3 2 3 3 3 2. hayvan 2 2 3 3 3 3
3. hayvan 3 3 3 2 2 3 3. hayvan 3 3 3 2 2 3
4. hayvan 2 2 2 2 2 3 4. hayvan 2 2 2 2 3 3
5. hayvan 1 2 2 2 1 1 5. hayvan 2 2 2 2 1 1
6. hayvan 1 1 1 1 1 1 6. hayvan 1 1 1 1 1 1

S-SNEDDS 1.bdlge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bdlge S-SNEDDS 1.bdlge 2.bdlge 3.bdlge 4.bdlge 5.bdlge 6. bdlge

tablet tablet
1. hayvan 3 3 3 3 3 3 1. hayvan 3 3 3 3 3 3
2. hayvan 3 3 3 3 2 3 2. hayvan 3 3 3 3 2 3
3. hayvan 2 3 3 2 2 3 3. hayvan 2 3 3 2 2 3
4. hayvan 2 1 2 2 2 3 4. hayvan 2 2 2 2 2 3
5. hayvan 1 2 1 2 1 2 5. hayvan 1 2 1 2 1 2
6. hayvan 1 1 1 1 0 1 6. hayvan 1 1 1 1 1 1




Cizelge 4.119. Kontrol gruplarinin bébrek kesitlerine ait Kaspaz-3 ve IL-6 ekspresyonun H-Score ydontemi sonuglari

Bobrekte Kaspaz-3 ekspresyonu Bobrekte IL-6 ekspresyonu

Kaspaz-3 1. bélge 2.bdlge 3.boélge 4.bdlge 5.bdlge 6. bdlge IL-6 1.bdlge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bdlge
+ Kontrol grubu + Kontrol grubu

1. hayvan 0 0 0 0 0 0 1. hayvan 0 0 0 0 0 0

2. hayvan 0 0 0 0 0 0 2. hayvan 0 0 0 0 0 0

3. hayvan 0 0 0 0 0 0 3. hayvan 0 0 0 0 0 0

4. hayvan 0 0 0 0 0 0 4. hayvan 0 0 0 0 0 0

5. hayvan 0 0 0 0 0 0 5. hayvan 1 0 0 0 0 0

6. hayvan 0 0 0 0 0 0 6. hayvan 0 0 0 0 0 0

Kaspaz-3 IL-6
 Kontrol grubu 1. bolge 2.bodlge 3.bdlge 4.bdlge 5.bdlge 6. bdlge _Kontrol grubu 1. bolge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bdlge 6. bodlge

1. hayvan 3 3 3 2 3 3 1. hayvan 3 3 3 2 3 3

2. hayvan 3 3 2 3 2 3 2. hayvan 3 3 2 3 2 3

3. hayvan 3 3 3 3 3 3 3. hayvan 3 3 3 3 3 3

4. hayvan 3 3 3 3 2 2 4. hayvan 3 3 3 3 ) 2

5. hayvan 3 3 3 3 3 3 5. hayvan 3 3 3 3 3 3

6. hayvan 3 3 3 3 3 3 6. hayvan 3 3 3 3 3 3

19€
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Cizelge 4.120. Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyon gruplarinin bobrek kesitlerine ait Kaspaz-3 ve IL-6
ekspresyonun H-Score yontemi sonuglari

Bobrekte Kaspaz-3 ekspresyonu Bobrekte IL-6 ekspresyonu

Referans Referans

tablet 1.bélge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bodlge tablet 1.bdlge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bdlge
1. hayvan 3 3 3 3 3 3 1. hayvan 3 3 3 3 3 3
2. hayvan 3 3 3 3 3 3 2. hayvan 3 3 3 3 3 3
3. hayvan 3 3 3 3 3 2 3. hayvan 3 3 3 3 3 2
4. hayvan 2 3 2 2 2 2 4. hayvan 2 3 2 2 2 2
5. hayvan 2 2 2 2 2 2 5. hayvan 2 2 2 2 2 2
6. hayvan 2 2 2 2 2 2 6. hayvan 2 2 2 2 2 2
SNEDDS 1.bdlge 2.bdlge 3.bodlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bolge SNEDDS 1.bdlge 2.bdlge 3.bdlge 4.bdlge 5.bodlge 6. bodlge
1. hayvan 3 3 3 3 3 3 1. hayvan 3 3 3 3 3 3
2. hayvan 2 3 2 3 3 3 2. hayvan 2 3 2 3 3 3
3. hayvan 3 3 3 2 2 3 3. hayvan 3 3 3 2 2 3
4. hayvan 2 2 2 2 2 3 4. hayvan 2 2 2 2 2 3
5. hayvan 1 2 2 2 1 1 5. hayvan 1 2 2 2 1 1
6. hayvan 1 1 1 1 1 1 6. hayvan 1 1 1 1 1 1

S-SNEDDS 1.bolge 2.bodlge 3.bodlge 4.bolge 5.bolge 6. bolge S-SNEDDS 1.bolge 2.bolge 3.bodlge 4.bdlge 5.bolge 6. bolge

tablet tablet
1. hayvan 3 3 3 3 3 3 1. hayvan 3 3 3 3 3 3
2. hayvan 3 3 3 3 2 3 2. hayvan 3 3 3 3 2 3
3. hayvan 2 3 3 2 2 3 3. hayvan 2 3 3 2 2 3
4. hayvan 2 1 2 2 2 2 4. hayvan 2 1 2 2 2 2
5. hayvan 1 2 1 2 1 2 5. hayvan 1 2 1 2 1 2
6. hayvan 1 1 1 1 0 1 6. hayvan 1 1 1 1 0 1




Cizelge 4.121. Akciger, karaciger ve bdbrege ait kesitlerde dejenerasyon H-Score degerlendirmesi icin istatistiksel analiz sonuglari

Grup Medyan (Min-max) p Grup Medyan (Min-max) p Grup Medyan (Min-max) p
5 Kontrol (+) 0(0-1)¢ § Kontrol (+) 0(0-1)¢ s Kontrol (+) 0(0-1)¢
> 0 >
g Kontrol (-) 5(4-5) 2 g Kontrol (-) 5(4-5) 2 g Kontrol (-) 5(4-5) 2
@ <0,001 S <0,001 @ <0,001
% SNEDDS 3(1-4)°b '_g‘ SNEDDS 2,5(1-4)°b 2, SNEDDS 2,5(1-4)°P
> 5 =
8 S-SNEDDS tablet 2 (1-4)® 8y S-SNEDDS tablet 2 (1-4) b ® S-SNEDDS tablet 2 (1-4) b
4 o
o © Qo
X ‘0
< Referanstablet 3(2-4)" 5 Referans tablet 3(2-4)® m Referans tablet 3(2-4)®

a, c: hepsinden farkli, b: benzer, a ve c'den farkl

69€



Cizelge 4.122. Akciger ve bobrege ait kesitlerde Kaspaz-3 ve IL-6, karacigere
degerlendirmesi igin istatistiksel analiz sonuglari

0.€

ait kesitlerde TROP2 ve TNF-a H-Score

Akciger Kaspaz-3

Akciger IL-6

Medyan Medyan Medyan
Grup (Min-max) P Grup (Min-max) P Grup (Min-max) P
Kontrol (+) 0 (0-0) N Kontrol (+) 0 (0-0) ¢ ™ Kontrol (+) 0(0-0) ¢
N
Kontrol (-) 3(2-3)° S Kontrol () 3(2-3)2 S Kontrol () 3(2-3)2
SNEDDS <0,001 F <0,001 @ <0,001
15(1-3)° o SNEDDS 1,5 (1-3) ® X SNEDDS 1,5 (1-3) b
> >
S-SNEDDS tablet 1(0-2)® O S.SNEDDS tablet 1(0-3)b £ S-SNEDDS tablet 1(0-2)"
| &9
G 0
Referans tablet 2(2-3)° X Referans tablet 2(2-3)b (11] Referans tablet 2(2-3)°
Kontrol (+) 0(0-0)° s Kontrol (+) 0(0-1)°¢ Kontrol (+) 0(0-0) ¢
; L ©
Kontrol () 3(2-3)2 Z  Kontrol () 3(2-3)@ 0 Kontrol () 3(2-3)2
SNEDDS <0,001 <0001 T <0,001
15(1-3)° 2 SNEDDS 2(1-3) P 0 SNEDDS 1,5 (1-3)b
"= o]
S-SNEDDS tablet 1(0-2)° &  S-SNEDDS tablet 1,5 (1-3) 0 S-SNEDDS tablet 1(0-2)"
(1]
Referans tablet 2(2-3)° X Referans tablet 2(1-3)® Referans tablet 2(2-3)®

a, c: hepsinden farkli, b: benzer, a ve c'den farkli



371

4.11.3. Biyodagilim ¢aligmalari

SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin biyodagilim ve vicutta kalis

surelerinin in vivo incelenmesi

in vivo gériintiileme galismalari Bélim 3.2.9’da belirtildigi gibi yapilmistir.

XenoLight™ DIR ile yapilan IVIS ve ex vivo gériintlileme ¢alismalari

IVIS® ile yapilan gorlintiileme galismalarinda sonuglar 15 dakika, 30 dakika, 1, 2,
3, 4 ve 5. saat igin sirayla verilmigtir. SNEDDS formulasyona ait biyodagdilim
goruntuleri Resim 4.87 - 4.94’'te, S-SNEDDS tablet formulasyona ait biyodagilim
goruntileri Resim 4.95 - 4.102'de verilmistir. Formulasyon gruplarina ait géruntuler
sayfanin soluna (kirmizi gergeveli), kontrol grubuna ait goérlntller ise sagina
yerlestiriimistir. Kontrol boya grubu, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formUllasyon
gruplarina ait biyodagilim goéruntilerinde segilen bdlgenin emisyon dederlerine
(Regions of Interest-ROI) ait grafikler ise karsilastirmali olarak sirasiyla Sekil
4.136 ve 4.137’de verilmistir. Kontrol boya grubuna gére SNEDDS ve S-SNEDDS
tablet formulasyonlarinin emisyon dederlerindeki artiglarin istatistiksel olarak

anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

ADME calismalari tamamlandiktan sonra boyanin dokulardaki tutulumunu ex vivo
belirlemek amaciyla organlar cikartiimigtir. Tek tek tablaya belirlenen sira ile
yerlestiriimis ve 1sik absorplama degerleri hesaplanmak suretiyle alan degerleri
belirlenmistir. Daha iyi goruntl alabilmek i¢in, midede yodun absorpsiyon oldugu
durumlarda, mide tabladan c¢ikartilarak diger organlarin daha iyi goruntilenmesi
saglanmistir. SNEDDS formulasyona ait ex vivo galisma goruntileri Resim 4.94'te,
S-SNEDDS tablet formilasyona ait ex vivo galisma goruntileri Resim 4.102'de

verilmistir.
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SNEDDS formlilasyon
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Resim 4.88. IVIS® XenoLight™ DIR SNEDDS formiilasyonu 30. dakika gorUntdileri
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Resim 4.89. IVIS® XenoLight™ DIR SNEDDS formilasyonu 1. saat goruntileri
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Resim 4.90. IVIS® XenoLight™ DIR SNEDDS formilasyonu 2. saat gorintileri
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Resim 4.91. IVIS® XenoLight™ DIR SNEDDS formilasyonu 3. saat gorintileri
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Resim 4.92. IVIS® XenoLight™ DIR SNEDDS formiilasyonu 4. saat gorintileri
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Resim 4.93. IVIS® XenoLight™ DIR SNEDDS formilasyonu 5. saat goruntileri
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Resim 4.94. IVIS® XenoLight™ DIR kontrol-SNEDDS formiilasyon ex vivo
gorantuleri
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Sekil 4.136. IVIS® XenoLight™ DIR kontrol-SNEDDS formiilasyon emisyon
degerlerinin karsilagtiriimasi
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Resim 4.95. IVIS® XenoLight™ DIR S-SNEDDS tablet formilasyonu 15. dakika
goruntuleri



377

[ 5000

ROI 1[25%]=1.372e+06 3 | 4000

"t 3000

ROI 2=1.708e+05

2000

1000

Counts

Color Scale
Min = 897

Resim 4.96. IVIS® XenoLight™ DIR S-SNEDDS tablet formilasyonu 30. dakika
goérantileri
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Resim 4.97. IVIS® XenoLight™ DIR S-SNEDDS tablet formilasyonu 1. saat
goruntuleri
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Resim 4.98. IVIS® XenoLight™ DIR S-SNEDDS tablet formilasyonu 2. saat
goérantileri
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Resim 4.99. IVIS® XenoLight™ DIR S-SNEDDS tablet formilasyonu 3. saat
goruntuleri
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Resim 4.100. IVIS® XenoLight™ DIR S-SNEDDS tablet formilasyonu 4. saat
gorantaleri
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Resim 4.101. IVIS® XenoLight™ DIR S-SNEDDS tablet formilasyonu 5. saat
bulgulari
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Sekil 4.137. IVIS® XenoLight® DIR kontrol-S-SNEDDS tablet formiilasyon emisyon
degerlerinin karsilastiriimasi

Vivotag® 680XL ile yapilan \VIS ve ex vivo gériintiileme ¢alismalari

IVIS® ile yapilan goriintiileme galismalarinda sonuglar 15 dakika, 30 dakika, 1, 2,
3, 4 ve 5. saat i¢in sirayla verilmisti. SNEDDS formulasyona ait biyodagilim
goruntileri Resim 4.103 - 4.110’da S-SNEDDS tablet formulasyona ait biyodagilim
goéruntileri Resim 4.111 - 4.118de verilmistir. Formulasyon gruplarina ait

goruntuler sayfanin sagina (kirmizi gergeveli), kontrol grubuna ait goruntiler ise
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soluna yerlestiriimigtir. Kontrol boya grubu, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formulasyon gruplarina ait biyodadilim goérintilerinde secilen boélgenin emisyon
degerlerine (Regions of Interest-ROI) ait grafikler ise karisilastirmali olarak
sirasiyla Sekil 4.138 ve 4.139’da verilmigtir. Kontrol boya grubuna gore SNEDDS
ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarinin emisyon degerlerindeki artiglarin

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

ADME calismalari tamamlandiktan sonra boyanin dokulardaki tutulumunu ex vivo
belilemek amaciyla organlar cikartilmistir. Tek tek tablaya belirlenen sira ile
yerlestiriimis ve 11k absorplama deg@erleri hesaplanmak suretiyle alan degerleri
belirlenmistir. Daha iyi goruntu alabilmek i¢in, midede yogun absorpsiyon oldugu
durumlarda, mide tabladan cikartilarak diger organlarin daha iyi goruntilenmesi
saglanmistir. SNEDDS formulasyona ait ex vivo c¢alisma goruntileri Resim
4.110’da, S-SNEDDS tablet formilasyona ait ex vivo ¢alisma goéruntileri Resim

4.118de verilmistir.

SNEDDS formdilasyon
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Resim 4.103. IVIS® VivoTag® 680XL SNEDDS formiilasyonu 15. dakika bulgulari
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Resim 4.105. IVIS® VivoTag® 680XL SNEDDS formiilasyonu 1. saat bulgulari
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Resim 4.107. IVIS® VivoTag® 680XL SNEDDS formiilasyonu 3. saat bulgulari
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Resim 4.108. IVIS® VivoTag® 680XL SNEDDS formiilasyonu 4. saat bulgulari
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Resim 4.109. IVIS® VivoTag® 680XL SNEDDS formiilasyonu 5. saat gorintuleri
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degerlerinin karsilastiriimasi
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S-SNEDDS tablet formiilasyon
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Resim 4.111. IVIS® VivoTag® 680XL S-SNEDDS tablet formilasyonu 15. dakika
bulgulari
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Resim 4.112. IVIS® VivoTag® 680XL S-SNEDDS tablet formllasyonu 30. dakika
bulgulari
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Resim 4.114. IVIS® VivoTag® 680XL S-SNEDDS tablet formilasyonu 2. saat
bulgulari
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Resim 4.115. IVIS® VivoTag® 680XL S-SNEDDS tablet formllasyonu 3. saat
bulgulari
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Resim 4.116. IVIS® VivoTag® 680XL S-SNEDDS tablet formilasyonu 4. saat
bulgulari
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Resim 4.117. IVIS® VivoTag® 680XL S-SNEDDS tablet formllasyonu 5. saat
gorantaleri
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Resim 4.118. IVIS® VivoTag® 680XL kontrol-S-SNEDDS tablet formllasyonu ex
vivo goruntuleri
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5. TARTISMA

Bosentan monohidrat, pulmoner arteriyel hipertansiyonun spesifik tedavisi igin
gelistiriimis ve onaylanmis ilk peptit olmayan oral endotelin (ETa ve ETg) reseptoru
antagonistidir (McLaughlin ve digerleri, 2005). pH’ya bagh ¢ézunurlik géstermekte
ve zayif asidik 0zelliginden dolayl BCS alt siniflandirmasina gére BCS Sinif 2a'da
yer almaktadir (Tsume ve digerleri, 2014). Dusuk ve pH'ya bagh ¢ozunurlugu
nedeniyle duslk absorpsiyon, bireyler arasinda ylksek degiskenlikli ve zayif
biyoyararlanim goéstermektedir (Moreno ve digerleri, 2016; Sato, 2016). Bu
nedenlerle BOS'un c¢o6zundrligunun, biyoyararlaniminin, terapotik etkinliginin
arttirlmasi ve yuksek degiskenliginin azaltiimasi igin lipit temelli kendiliginden
nanoemdlsifiye ilag tasiyici sistem (SNEDDS)’in bir adsorban ile katilastirilarak
kati kendiliginden nanoemdlsifiye ila¢g tasiyici sistem (S-SDEDDS) tablet

formalasyonu gelistirilmigtir.

Literatirde BOS’un ¢6zunarlGgunin arttirlmasi amaci ile farkli lipitlerden olusan
kendiliginden mikro ve nanoemilsiyon formilasyon calismalari gergeklestirilmis,
klasik ortamlarda yapilan in vitro ¢bézinme hizi ¢alismalarinda % ¢o6zinen BOS
miktarinin arttigi gosterilmistir (Gunnam, Kovvasu, Karthan ve Chakravarthy,
2018; Panigrahi ve digerleri, 2018; Vadlamudi ve digerleri, 2017). Ancak BOS igin
SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarina ait FDA ¢b6zinme hizi veri
tabaninin onerdigi ortamda ve in vivoyu daha iyi taklit eden biyoyuyumlu
ortamlarda in vitro ¢6zUnme hizi c¢alismalari ve in vivo c¢alismalar

bulunmamaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda gelistiriien BOS yukli SNEDDS ve S-SNEDDS
tablet formulasyonlarinin in vitro ve in vivo sonuglari degerlendirilmistir. Bu
amagla, BOS’un fizikokimyasal 0&zellikleri, miktar tayini icin geligtirilen UV
spektrofotometrik, HPLC ve LC-MS/MS analiz ydntemleri ve yontem
validasyonlari, iki farkli formulasyonun gelistiriimesi igin yapilan dnformulasyon,
formUlasyon c¢alismalari ve gelistirilen formulasyonlara ait karakterizasyon/kontrol
calismalari, ¢o6zundrlik, ¢6zunme hizi, in vitro lipoliz, ex vivo permeabilite
calismalari, in vivo farmakokinetik, aghk/tokluk biyoyararlanim c¢aligmalari,

farmakodinamik ekokardiyografi, histoloji ve biyodagihm c¢aligmalari ve in vitro-in
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vivo iliski kurulmasi gercgeklestiriimigtir. Calismalardan elde edilen sonuglar

asagida ayrintili olarak tartigiimistir.

5.1. Bosentanin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan Galigmalar

BOS igeren formulasyonlarin gelistirilebilmesi amaciyla oncelikle fizikokimyasal
Ozelliklerinin  belirlenmesi amaglanmistir.  Bunun i¢in ¢ozunurlik, partisyon
katsayisi ¢alismalari, partiktl buyaklaga, FT-IR, DSC (erime derecesi tayini) ve X-
RPD analizleri gerceklestirilmigtir.

BOS, BCS Sinif 2 suda diusuk ¢ézinurlige (0,01 mg/mL) sahip, ¢dézunurliaga pH
bagimli olan ve pH arttikga ¢ozunarligu de (pH 7,5'te 0,43 mg/mL) artan bir etkin
maddedir (FDA, 2003; Jadhav ve Pore, 2017). BOS’'un log P degeri 3,1'dir ve
lipofilik Ozellik gostermektedir (EMA, 2005; Pore ve Jadhav, 2020). Suda
¢6zUnlrlik ve log P bir kimyasalin lipofilik ve hidrofobik 6zelliklerini tanimlayan
fiziksel Ozelliklerdir (Meylan ve Howard, 2000). Tez c¢alismasi kapsaminda
¢ozunurlik calismasi FDA tarafindan ¢dézunme ortami olarak dnerilen %1 SLS
iceren distile su icinde 25°C ve 37°C’de gergeklestiriimis ve sirasiyla 1,21 mg/mL
ve 1,48 mg/mL olarak bulunmustur. Coézunurligin %1 SLS igeren distile su
ortaminda sudaki ¢ézunurligune gore arttigi gorulmuastar. BOS’un log P degeri ise
25°C ve 37°C icin sirasiyla 3,33 ve 3,44 olarak belirlenmis ve lipofilik 6zellikte

oldugu gorulmustdar.

BOS'un lazer 1sik difraksiyonu yontemi ile partikil buyudklugu olgumleri
gerceklestiriimis ve ortalama partikil buyukluga 12,07 + 0,059 pym olarak
bulunmustur (Sekil 4.1).

Etkin maddeye ait spesifik piklerin FT-IR spektrumu ile belirlenmesi yapilan
formllasyon c¢alismalarinda etkin maddenin yapisinda meydana gelebilecek
degisiklerinin yorumlanmasi acisindan énem tasimaktadir. BOS’a ait karakteristik
-OH tekli bagi 3625 cm™, N-H baglari 3317 cm, aromatik halkadaki -CH baglari
2900-3100 cm araliginda, aromatik halkadaki C=C bagi 1558 cm, S=O bagi
1340 cm?, ikincil -C-O bagi 1169 cm ve birincil -C-O bagi 1071 cm* bantlarinda

g6zlenmigtir (Sekil 4.2). Elde edilen bu verilerin literatir ile uyumlu oldugu
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gorulmustir (Giménez ve digerleri, 2019; Kendre, Chaudhari, Jain ve Vibhute,
2021).

Erime derecesi maddelerin ayirt edici 6zelliklerinden olup her madde igin spesifik
bir 6zelliktir. Yapilan DSC analizi ile elde edilen DSC termograminda (Sekil 4.3) iki
tepeli endotermik bir pik gorilmektedir. Burada ilk pik etkin maddenin yapisinda
yer alan hidrat yapisinin uzaklasmasini, ikinci ve daha keskin olan pik ise 115°C
olan BOS'in erime derecesini dogrulamaktadir (Kendre ve Chaudhari, 2018; Laha,
Das, Maiti ve Sen, 2019; Pore ve Jadhav, 2020).

BOS Uzerinde yapilan X-RPD analizi sonucunda 26'da 9,28, 15,52, 16,72 ve
18,63° ana acllarinda belirgin ve guclu kirinim tepeleri ile kristal yapi
dogrulanmistir. BOS literatirdeki farkli ¢alismalarda da benzer kirinim 6zelligi

gOstermistir (Hanna ve digerleri, 2017; Lee ve digerleri, 2016).

5.2. Bosentanin Miktar Tayini Yontemleri ve Validasyonlari

5.2.1. Bosentanin in vitro miktar tayini yontemleri ve validasyonlari

BOS’un in vitro miktar tayini i¢cin UV spektrofotometrik ve HPLC ydntemleri ile
yapilmis birgok calisma bulunmaktadir (Jatczak ve digerleri, 2016; Kumar,
Sreenivas, Samal, Dey ve Priyanka, 2011; Narendra, Deepika ve Annapurna,
2012). BOS’un %1 SLS igeren distile suda ¢oézunarlik, partisyon katsayisi ve
yaglardaki ¢ozunurligunun miktar tayini UV spektrofotometrik yontemle; stabilite,
in vitro ¢6zUnme hizi, in vitro lipoliz ve ex vivo permeabilite ¢alismalarindaki miktar
tayini ise HPLC yoéntemi ile yapilmistir. Bu calismalarin yaritildigi ortamlar olan
%1 SLS iceren distile su ve biyouyumlu ortamlar icin dalga boyu 220 nm, distile su
ortami igin dalga boyu 271 nm ve metanol igin dalga boyu 267 nm olarak

belirlenmistir.

BOS’un metanolde UV spektrofotometrik analizi, FDA’nin énerdigi ¢ézinme hizi
ortami olan %1 SLS igeren distile su, biyouyumlu ortamlar olan FaSSIF, FeSSIF,
FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlarinda HPLC analizleri i¢in miktar tayini
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yontemleri gelistiriimis ve valide edilmigtir. Literatirde, bu ortamlara iligkin

gelistirilmis analitik yontem bulunmamaktadir.

Analitik yontem validasyonunda amag kullanilan yontemin hedeflenen amag igin
uygun oldugunu gostermektir. Bu nedenle analitik yontemin amaci iyi anlasiimall,
yontem validasyonu test yonteminin dogruluk ve guvenirliligini kanitlamalidir (ICH
Q2B, 1996). Validasyon sonuglarinin degerlendiriimesinde ICH kilavuzlari temel
alinmistir (ICH Q2(R1), 1995; ICH Q2B, 1996).

BOS’un metanol ortaminda kullaniimak Gzere UV spektrofotometrik yontemle
gelistirilen analitik yonteme ait kalibrasyon galismalari sonunda R? degeri 0,999
bulunmusgtur ve konsantrasyon-absorbans arasindaki dogrusallik gosterilmigtir
(Sekil 4.16). Dogruluk ve geri elde sonuglarinin etkin madde igin %97-103
arasinda, dozaj sekli icinde ise %95-105 arasinda olmasi beklenmektedir (ICH
Q2(R1), 1995). Dogruluk ve geri elde sonuclari sirasiyla BOS igin %99-103
araliginda bulunmustur. % VK degeri %1,85tir. Analiz yonteminde kesinlige (tekrar
edilebilirlik, ara kesinlik, tekrar elde edilebilirlik) ait % VK sonuclarinin %2’nin
altinda olmasi, yontemin tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir. Metanol ortami
icin kesinlik sonuglarina ait % VK degerleri %0,29-1,85 ve %Z2’nin altinda
bulunmugtur. BOS’un metanol i¢cin maksimum absorbans verdigi 267 nm dalga
boyunda herhangi bir pik goézlenmemisti. BOS’un metanoldeki UV
spektrofotometrik miktar tayin yonteminin LOD’si 1,46 pg/mL, LOQ’su 4,41 pg/mL
olarak belirlenmigtir. BOS’un metanol igin gelistirilen UV spektrofotometrik analiz

yontemi uygun bulunmustur.

Stabilite, in vitro ¢ézinme hizi (FDA’nin énerdigi ¢ézinme hizi ortami olan %1
SLS iceren distile su, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2), in vitro lipoliz
ve ex vivo permeabilite ¢alismalarinda BOS miktar tayini icin HPLC kullaniimistir.
Yapilan 6n galismalarla dalga boyu 220 nm olarak belirlenmistir. USP monografi
ve yapilan cesitli calismalarda da dalga boyu 220 nm olarak belirtiimistir (Lee ve
digerleri, 2018; Prabhu, Maruthapillai ve Senadi, 2021; USP, 2012). USP
monografinda belirtilen ¢alisma parametreleri en iyi ayrimin gergeklestirilebilmesi
icin modifiye edilmigtir. Mobil faz olan asetonitril: tampon orani 55:45 olarak

belirlenmistir.
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BOS’un FDA'nin ¢ézinme hizi ortami olarak o6nerdigi %1 SLS iceren distile su
ortami i¢in gelistirilen analiz yontemi ile yapilan galismada konsantrasyon ve pik
alani arasindaki iliskinin 0,0195 pg/mL-10 pg/mL araliginda dogrusal oldugu
gosterilmistir (y=228,51x+18,04, R?=1) (Sekil 4.19). Dogruluk ve geri elde ve
kesinlik sonuglari icin % VK’si %2’nin altinda bulunmustur. Ozginlik ve segicilik
icin yapilan galisma sonucunda formilasyonu olusturan bilesenlerin 220 nm olan
calisma dalga boyunda pik vermedigi kanitlanmigtir. Yontemin LOD’si 0,08 pg/mL,
LOQ'su 0,24 yg/mL olarak belirlenmistir. Farkli sicakliklar (4°C, 25°C ve 37°C) igin
yapilan stabilite ¢alismalari ile BOS'un 24 saat igin stabil oldugu gosterilmis ve

geligtirilen analiz yontemi BOS’un miktar tayini i¢in uygun bulunmustur.

Klasik ortamlarin disinda aglik ve tokluk durumlarini taklit eden biyouyumlu
ortamlarin (6zellikle BOS gibi BCS Sinif 2 ilaglarin ve bunlar igeren
formUlasyonlarin) in vivo performasini tahmin etmede oldukga énemli oldugu pek
cok calismada gdsterilmistir (Mann ve digerleri, 2017). Bu nedenle in vitro
¢6zinme hizi, in vitro lipoliz ve ex vivo ¢alismalarda in vivoya benzerlik agisindan
biyouyumlu ortamlarin (FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2) kullaniimasi

tercih edilmistir.

BOS’un FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlar icin gelistirilen
analitik yontemlere ait kalibrasyon c¢alismalari sonucunda tim ortamlar igin 0,5
nug/mL—20 pg/mL arahdinda dogrusallik (R?20,999) kanitlanmistir (Sekil 4.24, 4.29,
4.34 ve 4.39). Geligtirilen yontemlerin 6zgunlik ve segicilik sonuglar formulasyonu
olusturan bilesenlerin 220 nm dalga boyunda pik vermedikleri kanitlamigstir.
Geligtirilen analitik yontemlere ait LOD degerleri 0,32-0,48 pg/mL, LOQ degerleri
0,97-1,44 ug/mL arasinda bulunmustur.

Metanol, %1 SLS iceren distile su, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2
ortamlar igin geligtirilen in vitro analiz yontemlerinin kalibrasyon ve validasyon
calismalari BOS’un miktar tayini igin istenilen kesinligi, dogrulugu, tutarhligr,

0zgunlugu, gegerliligi ve guvenirligi saglanmigtir.
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5.2.2. Bosentanin in vivo miktar tayini yontemi ve validasyonu

Literatirde BOS’un in vivo galismalara ait analizlerin metabolitleri nedeniyle daha
hassas ayrim saglayan LC-MS/MS ile yapildigi gorulmektedir (Ganz ve digerleri,
2012; Parekh, Shah, Sanyal, Yadav ve Shrivastav, 2012; Tanaka ve digerleri,
2017).

LC-MS/MS yonteminin gelistiriimesi sirasinda i¢ standart olarak etadolak
kullanilmigtir (Atila ve digerleri, 2014). Sigan plazma Orneklerinde konsantrasyon
ve pik alani arasindaki iliskinin 0,12 ng/mL-100 ng/mL araliginda dogrusal oldugu
gosterilmistir (y=7,84896x+0,0101739, R?=0,989) (Cizelge 4.29 ve Sekil 4.46).
Yontem validasyonu igin stok ¢ozelti kararlihgi, gun igi/gunler arasi dogruluk ve
kesinlik, yontem sec¢imligi, carry-over, matriks etkisi, dilisyon dogrulugu
parametreleri, kisa sureli oda sicakhgi kararlihgi ve donma erime kararlihgi

parametreleri FDA kilavuzuna goére degerlendirilmistir (FDA, 2001).

Biyolojik ornekler icin stok ¢ozelti kararlihgr % BSS ve % SS degerlerinin FDA
kilavuzuna gore %15’ten az olmasi gerekmektedir. Sonuglar kabul edilebilir sinirlar
icinde ve uygun bulunmustur (Cizelge 4.30). Gun igi/glnler arasi dogruluk ve
kesinlik sonuclarinda LLOQ degerlerinde; % BSS sonuclari ve % SS degerleri
FDA kilavuzuna goére £%20’den kuguk, derisim degerlerinde ise % BSS ve % SS
degerlerinin  FDA kilavuzuna goére 1%15ten kiglk olmasi gerekmektedir.
Sonuglarin kilavuza gore uygun oldugu bulunmustur (Cizelge 4.31 ve 4.32).
Yontem secimligi sonuglarinda herhangi bir girisim godzlenmemis ve ydntemin
0zgunlik ve segiciligi dogrulanmistir. Carry-over (tasinma), matriks etkisi, dilisyon
dogrulugu, kisa sureli oda sicakligi ve donma erime kararliligina ait sonuglarin %
BSS ve % SS degerleri +%15ten kiiglk ve uygun bulunmustur. Yontemin LLOQ
degeri 0,015 ng/mL olarak belirlenmistir.

5.3. SNEDDS Formiilasyonu Gelistirme Calismalari

Lipit temelli formulasyonlarin kullaniimasi suda ¢6zunurligu duastuk (BCS Sinif 2)
ve lipofilik etkin maddelerin ¢OzuUnurliginin arttinlmasinda basarili  bir

formilasyon stratejisi olarak kabul edilmektedir (Buya, Ucakar, Beloqui,
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Memvanga ve Preat, 2020; Kansara ve digerleri, 2015). Lipit bazli sistemde etkin
maddenin ¢bézUnmusg veya ¢ozelti halinde olmasi, bagirsak epitelinden emilimini
artirarak GIK boyunca hareket ederken blyiik avantaj saglar (Bari, Chella, Sanka,
Shastri ve Diwan, 2015). Bu nedenle, BOS'un ilk agamada lipit temelli SNEDDS
formuUlasyonlarinin gelistiriimesi amaclanmistir. Bu amacla 6ncellikle SNEDDS
hazirlanmasinda kullanilan farkli bilesenlerdeki ¢ézinurligu belirlenmis, G¢gen faz
diyagramlar olusturulmus ve deney tasarimi ile optimum formulasyonlara karar

verilmigtir.

5.3.1. Yaglardaki ¢ozunurlik ¢caligmalari

Etkin maddenin basarili bir formulasyonunu elde etmek icin SNEDDS'i olusturan
bilesenlerde yeterli ¢ozinurlige sahip olmasi gerekir ve bdylece seyrelme yoluyla
nanoemdulsifiye oldugu bagirsak ortaminda ilag ¢Okmesinin 6nldne gegilir
(AboulFotouh, Allam, El-Badry ve El-Sayed, 2017). ilacin yagda ¢dzinirltgii
arttikca hazirlanacak sistemde ilacin daha yuksek oranda yuklenmesi mimkin
olmaktadir. Bu nedenle yag se¢imi SNEDDS formulasyonlari i¢gin ¢gok onemlidir
(Zzhang, Liu, Feng ve Xu, 2008). Tez calismasi kapsaminda SNEDDS
formuUlasyonunu olusturmak icin BOS'un orta zincirli trigliseritler, orta zincirli mono
ve digliseritler, uzun zincirli yag asitleri, uzun zincirli mono ve digliserit karigimlari
ve propilen glikol esterlerinde ¢ozundrlik calismasi yapiimis ve sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.50 - 4.53). Yapilan ¢dzinurlik ¢alismalari uzun zincirli mono ve
digliserit karisimlarinda BOS ¢6zUnUrlGgunutn diger gruplara gore belirgin sekilde

daha yuksek oldugunu gostermistir.

Bosentan formulasyonlari icin yad, surfaktan ve kosurfaktanin belirlenmesi

Yapilan ¢dzunurlik galismalari sonucunda en yuksek ¢dzunurlik gosteren grup
olan uzun zincirli mono ve digliseritlerden Maisine® (19,75 + 0,69 mg/mL) ve
Peceol® (19,42 + 2,12 mg/mL) yag olarak secilmistir. Sirfaktan ve kosirfaktan
seciminde yapilan 6n calismalar ve literatur arastirmalar yol gosterici olmustur. Bir
SNEDDS'deki bilesenlerin secimi yalnizca ¢o6zunurlige degil, ayni zamanda
kendiliginden nanoemulsiyon gelistiriimesi icin dnemli bir faktdr olan HLB degerleri

ile de iligkilidir. y/s emulsiyonu igin bilesenlerin uygun HLB degeri 8 ile 18 arasinda
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olmasi gerekirken, HLB degeri 12 ile 15 arasinda olan ylzey aktif maddelerin
genellikle iyi bir kendiliginden emlilsifikasyon etkinligine sahip oldugu kabul edilir
(Do Thi ve digerleri, 2009). Bu nedenle SNEDDS formulasyonu igin bilesenler
secilirken hem ¢ozunurluk hem de HLB dikkate alinmistir (Subramanian ve
Siddalingam, 2017a).

Maisine® ve Peceol®in HLB degerlerinin 1 olmasi nedeniyle sirfaktan ve
kosurfaktan olarak HLB degeri yuksek olan bilesenler tercih edilmigtir. Strfaktan
olarak yiiksek emiilsifikasyon ve diislk toksisite 6zelligi gosteren Cremophor® RH
40 (HLB=15) segcilmistir. Cremophor® EL'nin bilinen toksisite ve yan etkilerinin
aksine (Gelderblom, Verweij, Nooter ve Sparreboom, 2001; Jin ve digerleri, 2020)
Cremophor® RH 40, inert bir ¢ozinlrllk arttirici yardimci maddedir ve sistemik
etkinligi bulunmaz (Tayrouz ve digerleri, 2003). Kosurfaktan olarak ise non iyonik
Ozellik gosteren Labrasol® (HLB=14) secilmistir. Labrasol®in intestinal
membrandaki siki baglanti noktalarinin acgilmasini kolaylastirdigi bu sayede
intestinal absorpsiyonu artirdigi belirtiimektedir (Chavda ve Shah, 2017). Maisine®
ve Peceol® iki farkli yag olmak lizere gelistirilen iki formiilasyonda ayni slrfaktan

ve kosurfaktan cifti secilmigtir.

5.3.2. Uggen faz diyagramlarinin olusturulmasi

Uggen faz diyagrami kendiliginden nanoemdiilsiyonun meydana geldigi alanin
belirlenmesinde ve bir SNEDDS formulasyonu i¢in gereken en uygun igerik
yuzdesinin belirlenmesinde onemlidir (Beg ve digerleri, 2013). Kendiliginden
nanoemlilsifiye olan bdlgeler seffaf izotropik bdlgelerdir. Ucggen faz
diyagramlarinda tarali alan herhangi bir aktif madde icermeyen nanoemilsiyonun
kendiliginden olustugu ve su titrasyonu ile belirlendigi alanlardir (Akartas ve
Karasulu, 2020).

Uzun zincirli mono ve digliserit karigimlarindan olusan Maisine® ve Peceol®
SNEDDS formulasyonlari igin faz diyagramlari basarili bir sekilde olusturulmustur
(Sekil 4.56 ve 4.57). SNEDDS formulasyonlari igin faz diyagramlarinin
olusturulmasinda ayni iglem basamaklari uygulanmistir. Geligtirilen SNEDDS

formllasyonlarda kullanilacak Maisine®/Peceol®, Cremophor® RH 40 ve
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Labrasol®n karisabilirligini saptamak amaciyla farkli strfaktan: kosurfaktan (Km)
oranlari denenmigtir. Denemeler sonucunda en uygun Km orani 9:1 olarak
belirlenmistir. Yag damlaciklarini stabilize etmek, daha blyuk yluzey alani
saglayan kuguk damlacik boyutlari ve stabil formulasyonlar elde etmek igin daha
ylksek bir Km orani gereklidir (Agrawal, Kumar ve Gide, 2015). Maisine® ve
Peceol® SNEDDS formulasyonlari igin yag, slirfaktan, kostrfaktan ylzdeleri ise
sirasiyla %10,11 - %80,90 - %8,99 olarak belirlenmigtir.

5.3.3. Deney tasarimi ile optimum formiilasyonlarin bulunmasi

Deney tasarimi lipit temelli kendiliginden emiuilsifiye sistemlerin gelistiriimesinde
siklikla tercih edilen bir yaklasimdir (Kanwal ve digerleri, 2019; Md ve digerleri,
2021; Rasoanirina ve digerleri, 2020).

Faz diyagramlari olusturularak deney tasarimi ile optimum formulasyonlarin
gelistiriimesi icin kritik bilegenler olan yag (X1), surfaktan (Xz2) ve kosurfaktan (Xz)
miktarlari bagimsiz degiskenler olarak BBD igin secilmis ve gerekli olan alt-Ust
degerleri tespit edilmigtir. Deney tasariminin bagimh degigkenleri ise damlacik
(Y1) biyikligi ve PDI (Y2)dir. Bagimli degisken olarak secilen damlacik boyutu
ve PDI, formillasyonun hedeflenen &ézellikte olup olmadigini gosteren en énemli
karakterizasyon parametreleridir. Asagida sirasi ile Maisine® ve Peceol® SNEDDS

formuUlasyonlari igin BBD sonuglari ayrintili olarak tartisiimistir.

Maisine® SNEDDS formiilasyonu icin BBD

Bagimsiz degiskenler olan yag, slrfaktan ve koslrfaktan miktarlari Maisine®
SNEDDS formulasyonunda alt ve st degerler olmak tizere Maisine® igin 0,9 - 2 g,
Cremophor® RH 40 igin 4,95 - 7,2 g, Labrasol® igin 0,55 - 0,8 g'dir (Cizelge 4.44).
Bagimli degisken olan damlacik biiylkligi ve PDi’ne ait sonuclar olusturulan

tasarim dogrultusundaki deneyler ile elde edilmistir.

Damlacik blUyukliglu igin  Design Expert® programi tarafindan Onerilen
matematiksel model lineer modeldir (Cizelge 4.45) (R?=0,982). Modelde Maisine®

(A) ve Cremophor® RH 40 (B) miktari damlacik biyikligi cevabi igin istatistiksel
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olarak anlamli etkiye sahiptir (Cizelge 4.46) (p<0,0001). SNEDDS’de sistemi
olusturan bltin bilesenlerin etkisi oldugu bilinmekle birlikte Maisine® igin elde
edilen liggen faz diyagraminda segilen ug degerler dar oldugu igin (Maisine®; X1;
%9-15, Cremophor® RH 40; X2; %50-72), Labrasol®, X3; %5-8) (SNEDDS
taniminda da yer alan sistemin yag igeriginin <%20, surfaktan ve kosurfaktan
iceriklerinin de %20-50 olmasindan dolayi) (Feeney ve digerleri, 2016) sistemde
en az oranda yer alan kosurfaktan olarak kullanilan Labrasol® miktarindaki
degisiklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,2666). Ayrica yine segilen
uc degerlerin dar olmasi ile ilgili olarak matematiksel model Lineer bulunmus ve

program ikili etkilesimlere ait sonuglari vermemistir.

Sekil 4.58 ve 4.59'daki grafikler incelendiginde kosurfaktan olan Labrasol orani
0,675 g olarak sabit tutularak istatistiksel olarak anlamli ¢ikan (p<0,0001) Maisine®
ve Cremophor® RH 40 miktarlarinin damlacik buylkligu Gizerine olan etkisi tek tek
incelendiginde; yag olarak secilen Maisine® miktari azaldikga, slirfaktan olarak
kullanilan Cremophor® RH 40 miktari artttkga damlacik boyutunun kiiglldigu

gOrulmustar.

PDI igin BBD sonuclari incelendiginde program tarafindan énerilen matematiksel
model Lineer modeldir (Cizelge 4.45) (R?=0,941). Modelde yine Maisine® (A) ve
Cremophor® RH 40 (B) miktari PDI cevabi igin istatistiksel olarak anlamli etkiye
sahiptir (Cizelge 4.47) (p<0,0001). PDi cevaplari icin de yukarida damlacik
blyUkIGgu icin anlatilan nedenlerden dolayr model lineer bulunmus ve program ikili
etkilesimlere ait sonuglari vermemistir. Koslirfaktan olan Labrasol® orani 0,675 g
olarak sabit tutularak istatistiksel olarak anlamli gikan (p<0,0001) Maisine® ve
Cremophor® RH 40 miktarlari PDi iizerine olan etkisi tek tek incelendiginde; yag
olarak secilen Maisine® miktari azaldikga, siirfaktan olarak kullanilan Cremophor®
RH 40 miktar arttikga PDi’nin kiigtldugi gorilmastir.

Damlacik boyutu ve PDI igin elde edilen sonuglar ile model sonucu olugsan tahmini
sonuglar birbirine yakin ve anlamh gikmistir (Sekil 4.62 ve 4.63).

Optimum formulasyonun elde edilmesinde hedeflenen karakterizasyon oOzellikleri

damlacik boyutunun <100 nm ve PDi'nin ise <0,2 olmasidir. Deney tasarimindan
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en uygun sonucu veren hedef formilasyonun bilesimi ve karakterizasyon
Ozellikleri belirlenmigtir (Sekil 4.64). Formulasyon deney sartlarinda, 2 yénli %95
guven araliginda karakterizasyon ozellikleri olmasi gereken sinirlar arasinda yer
almaktadir (Cizelge 4.48). Hedeflenen karakterizasyon olgutlerine gore segilen
optimum formulasyonun deneysel ¢alismalar sonucunda damlacik boyutu 16,27 +
0,49 nm ve PDIi’si 0,140 * 0,044 olarak bulunmus ve %95 glven araliginda

istenilen aralikta gikmistir.

Peceol® SNEDDS formiilasyonu icin BBD

Bagimsiz degiskenler olan yag, slrfaktan ve koslrfaktan miktarlari Peceol®
SNEDDS formilasyonunda alt ve Ust dederler olmak tizere Peceol® igin 0,9 - 2 g,
Cremophor® RH 40 igin 4,5 - 7,2 g, Labrasol® i¢in 0,5 - 0,8 g'dir (Cizelge 4.51).
Bagimli degisken olan damlacik biiylkligi ve PDi’ne ait sonuclar olusturulan

tasarim dogrultusundaki deneyler ile elde edilmigtir.

Damlacik blydkliga icin  Design Expert® programi tarafindan onerilen
matematiksel model 2 FlI'dir (Cizelge 4.52) (R?=0,997). Modelde Peceol® (A),
Cremophor® RH 40 (B), Labrasol® (C), Peceol® miktari-Cremophor® RH 40 miktari
etkilesimi (AB) ve Peceol® miktari-Labrasol® miktari etkilesimi (AC) damlacik
blyUkligu cevabi igin istatistiksel olarak anlamli etkiye sahiptir (Cizelge 4.53)
(p<0,0001). Sekil 4.65 ve 4.66’da modelin verdidi etkili bilesenlerin grafikleri
incelendiginde kosUlrfaktan olan Labrasol® orani 0,675 g olarak sabit tutularak
istatistiksel olarak anlamli ¢ikan Peceol® - Cremophor® RH 40 miktarlarinin
etkilesiminin damlacik buyuklugu uzerine etkisi incelendiginde, yag olarak secilen
Peceol® miktari azaldikga sirfaktan olarak kullanilan Cremophor® RH 40 miktar
arttikga damlacik boyutunun ktguldugu gorulmustir. Sekil 4.67 ve 4.68’deki grafik
incelendiginde ise surfaktan olan Cremophor® RH 40 orani 5,85 g olarak sabit
tutularak istatistiksel olarak anlamli gikan (p<0,0001) Peceol® - Labrasol®
miktarlarinin etkilesiminin damlacik buyuklugu uzerine etkisi incelendiginde yag
olarak segilen Peceol® miktari azaldikga etkisi goreceli olarak az olmakla birlikte
koslrfaktan olarak kullanilan Labrasol®un miktari arttikga damlacik boyutunun

kaguldagu gorulmastar.
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PDI i¢in BBD sonuclari incelendiginde program tarafindan énerilen matematiksel
model Kuadratik modeldir (Cizelge 4.52) (R?=0,966). Modelde Peceol® (A),
Cremophor® RH 40 (B) ve Peceol® miktari-Cremophor® RH 40 miktar etkilesimi
(AB) PDI cevabi igin istatistiksel olarak anlamli etkiye sahiptir (p<0,05) (Cizelge
4.47). Sekil 4.69 ve 4.70'deki grafik incelendiginde kosurfaktan olan Labrasol®
orani 0,65 g olarak sabit tutularak istatistiksel olarak anlaml gikan Peceol® -
Cremophor® RH 40 miktarlarinin etkilesiminin PDI (izerine etkisi incelendiginde
yad olarak segilen Peceol® miktari azaldikga silirfaktan olarak kullanilan

Cremophor® RH 40 miktar arttikga PDI’'nin kiiguldugi gortimustir.

Damlacik biyiikligii ve PDi deney verileri ile matematiksel model sonucunda elde
edilen tahmini veriler arasindaki iliskinin korelasyon grafigi Sekil 4.71 ve 4.72°de
goriilmektedir. 100 nm altindaki formilasyonlarda PDI igin deney sonuglari ve

tahmini sonuglar yakin iken 100 nm tzerinde iliski azalmaktadir.

Optimum formulasyonun elde edilmesinde hedeflenen karakterizasyon Ozellikleri
damlacik boyutunun <100 nm ve PDi'nin ise <0,2 olmasidir. Deney tasarimindan
en uygun sonucu veren hedef formilasyonun bilesimi ve karakterizasyon
Ozellikleri belirlenmistir (Sekil 4.73). Cizelge 4.55'te formullasyonun deney
sartlarinda, 2 yonlu %95 guven arahidinda karakterizasyon oOzellikleri olmasi
gereken sinirlar arasinda yer almaktadir. Hedeflenen karakterizasyon olgutlerine
gore secilen optimum formilasyon deneysel calismalar sonucunda damlacik
boyutu 14,44 + 0,21 nm ve PDi’'si 0,149 + 0,008 olarak bulunmus ve %95 giiven

araliginda istenen aralikta oldugu goraimustur.

5.3.4. Etkin madde yukleme ¢aligmalari

BBD ile geligtirilen optimum 1 g Maisine® SNEDDS formtilasyonuna 30 mg ve 1 g
Peceol® SNEDDS formilasyonuna 28 mg BOS yiklenmistir. Bu miktarlar bos
sistemlerin karakteristik oOzelliklerini bozmadan sistemlere yuklenebilecek en

yuksek etkin madde miktarlardir.
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5.4. SNEDDS Formilasyonlarinda Yapilan Karakterizasyon ve Stabilite

Caligmalari

5.4.1. Kendiliginden emilsifikasyon etkinliginin degerlendirilmesi

SNEDDS formiilasyonlar GiS limeninde salindi§i zaman peristaltik aktiviteye
bagh GiS'te hafif calkalama altinda gastrointestinal sivi ile nanoemiilsiyon
olusturmak Uzere tamamen ve hizli bir sekilde dagimalidir (Balakumar ve
digerleri, 2013). Olusan nanoemdulsiyonun, gastrointestinal sivilarda seyrelme ile
fazlarin ayrilmasi ve faz ayrilmasini takiben ¢okme meydana getirmemesi
onemlidir. Bu durum faz gecisine ugrayan suda c¢o6zinUrligu zayif olan etkin
maddelerde daha belirgin olarak gorulmektedir (Shakeel, Haq, Alanazi ve Alsarra,
2014). Bu durumun degerlendiriimesi i¢in oral nanoemdulsiyonlarin kendiliginden
emulsifikasyon etkinliginin degerlendiriimesi yaygin olarak yapilmaktadir (Thakur,
Singh, Sangamwar ve Bansal, 2017). Bu nedenle tez calismasi kapsaminda
kendiliginden emulsifikasyon etkinliginin degerlendirilmesi igin disperse olabilme
ve kendiliginden emdlsifiye olma zamani degerlendirilmistir (Senapati ve digerleri,
2016).

Disperse olabilme calismalari

SNEDDS formulasyonlari mide-bagirsak sivisi ile nanoemdlsiyonlar olusturmak
icin GIS limeninde dagilir. Bu dagilabilirlik GiS kosullari altinda tamamen ve hizli
bir sekilde gerceklesmelidir. Etkin madde icermeyen ve BOS yUkli SNEDDS
formulasyonlarin disperse olabilme o6zellikleri Seviye A'dir (hizli bir gekilde (1
dakika icinde) nanoemililsiyon olusturur, berrak veya mavimsi bir goérinime
sahiptir). Seviye A formilasyonlarinin  GiS'te nanoemiilsiyonlar Urettigi
bilinmektedir (Parmar, Singla, Amin ve Kohli, 2011) .

Kendiliginden emulsifiye olma zamani

Sistemin kendiliginden emulsifiye olma 6zelligi seffaf bir emulsifikasyon icin gegen
zamana gore degerlendirilebilir. Emudlsifikasyon hizi sistemin kendiliginden

emdlsifiye olmasinin degerlendiriimesi i¢cin édnemli bir parametredir (Agrawal ve
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digerleri, 2015). SNEDDS formulasyonlari hafif bir calkalama altinda su ile
seyrelmeye tabi tutuldugunda, ilacin ¢okme olmaksizin hizli ve tamamen
dagiimasi istenir (Prajapat ve digerleri, 2017). Etkin madde icermeyen ve BOS
yuklt SNEDDS formulasyonlarin kendiliginden emulsifiye olma suresi 1 dakikanin
altinda bulunmus ve bu slre igerisinde seffaf sistemler olusturmustur (Cizelge
4.58).

5.4.2. % Transmittans

Yiksek % transmittans degerleri klgik damlacik buydklugine sahip seffaf bir
sistemin olustugunun ve dolayisiyla daha az sagilma oldugunun gostergesidir ve
transmittans yuzdesi >%99 ise formulasyonun seffaf oldugu kabul edilmektedir.
Her bir formllasyonu ve formulasyonu olusturan bilesenlere ait % transmittans
degerleri Cizelge 4.59'da verilmistir. Degerlendirilen etkin madde igermeyen ve
BOS yukli SNEDDS formulasyonlarin %99'In Uzerinde transmittans degerleri
vermis ve formulasyonlarin seffaf oldugunu ve nanoemdlsifikasyon etkinligi

dogrulamistir (A. Patel ve digerleri, 2014).

5.4.3. Damlacik biiyiikliigii ve PDi

Kendiliginden emulsifiye olan sistemler sulu bir ortamla karsilastiginda hafif bir
calkalama ile nanoemdulsiyonlar olusturabilen kinetik olarak dayanikli ilag
sistemleridir. SNEDDS’in suyla hafifgce karistirilmasi, yag ve surfaktan karisiminin
suya eklenmesi sonucunda yag ve su fazlari arasinda bir ara ylzey olusur.
Surfaktan maddenin ara yuzeye nufuz etmesi sonucunda ara yuzey bozulur ve
damlaciklar olusur. Sistemin kendiliginden emulsifikasyon 6zelligi ne kadar iyi
olursa, sistemde olusan damlaciklar o kadar kiguk olur. SNEDDS’in 20-200 nm
arasinda damlacik boyutlarina sahip oldugu cesitli literaturlerde gozlenmistir (Kohli
ve digerleri, 2010; Rao ve Shao, 2008; Villar ve digerleri, 2012). Olusacak olan
nanoemulsiyonun damlacik buyuklugu in vivo ilag salim oran ve hizini belirledigi,
kiguk damlacik boyutunun ylzey alanin genislemesi ve zayif ¢ézinurlUkli ilacin
biyoyararlanimini arttirmasi nedeniyle kendiliginden emulsifikasyon

performansinda 6nemli bir faktordur (Garg, Katare, Beg, Lohan ve Singh, 2016;
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Gupta, Chavhan ve Sawant, 2011; Kassem, Mohsen, Ahmed ve Essam, 2016;
Qureshi, Mallikarjun ve Kian, 2015).

PDI standart sapmanin ortalama damlacik boyutuna oranidir ve bu oran
formUlasyon igindeki damlacik buyUkligunin tekdlzeligini gdsterir (Abdelbary,
Amin ve Salah, 2013). PDi degeri ne kadar yiiksekse formiilasyondaki damlacik
boyutu o kadar heterojendir. PDi'nin diisiik degerleri ise secilen sistemlerin partikiil
blyUkliganin iyi bir dagihima sahip oldugunu gdsterir. PDI (<0,1) homojen bir
popiilasyonu goésterirken, PDI (>0,3) daha yiiksek heterojen bir dagihmi isaret eder
(Kallakunta ve digerleri, 2012).

BOS yukli Maisine® SNEDDS formilasyonun damlacik buyUkliga 17,11 nm
PDi'si 0,180 iken, BOS vyikli Peceol® SNEDDS formilasyonun damlacik
blyikligi 16,76 nm PDi’si 0,200 olarak bulunmus ve sistem &zelliklerini

dogrulamistir (Cizelge 4.60).

5.4.4. Damlacik biiyiikliigii ve PDi’ye pH ve sivi hacminin etkisi

Farkli seyreltme kosullarinda SNEDDS'in kendiliginden emdlsifikasyonu ile
tekdize nanoemulsiyonlarin olugmasini saglamak 6nemlidir (Gupta ve digerleri,
2011). Emdulsiyon olugsumu, ug¢ bilesenin belli oranlarinin bir fonksiyonu olmakla
birlikte, mide barsak kanalindaki sivi hacmi ve pH'si kisiden kisiye degisir. Degisen
pH ve sivi hacimlerinde in vitro kosullarda emulsiyon olusumu ve etkin maddenin
cOkmesi uUzerine etkisinin arastirilmasi, in vivo uygulamada basarinin

saglanmasina yardimci olmaktadir (Balakumar ve digerleri, 2013).

Farkli ortamlarin ve oranlarinin SNEDDS'in seyreltme Uzerindeki etkisi mide
ortamini taklit icin pH 1,2, bagirsak ortamini taklit igin pH 6,8 fosfat tamponu ve
distile su ile 100, 250 ve 500 kez seyreltilerek calisiimistir. Sonuglar gorsel
degisim, sistemlerin damlacik biyiikligi ve PDi ile degerlendiriimistir (Prajapat ve
digerleri, 2017).

Hem etkin madde icermeyen ve hem de BOS yukli SNEDDS formulasyonlar igin

elde edilen sonuglar Cizelge 4.61 ve Cizelge 4.62'de verilmigtir. Farkli oranlardaki
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farkll ortamlarin formilasyonlarin damlacik biyikligi ve PDI izerine etkisi
olmadigi  goérdlmustir  (p>0,05). Asidik veya alkali ortamda ¢dkme
g6zlemlenmemis, formulasyonlar seyrelme ile seffafligini korumugs ve SNEDDS'nin
farkll kosullarda seyrelmeye karsi saglamligini gostermistir. Ayrica bu sonuglar in

vivo olarak homojen bir ilag salim profili elde edilecegini de desteklemistir.

5.4.5. Turbidite ve viskozite

Tarbidite degerleri SNEDDS karakterizasyonunda kullanilan bir diger parametredir
(Nazzal ve digerleri, 2002b). Turbidite dlcimuinde sacilan i1s1gin miktari Rayleigh
teorisine gore Olgllerek belirlenir (Pouton, 1985). Viskozite ise sivi olarak
kullanilacak SNEDDS formulasyonlarin fiziksel karakterizasyonunda onemli bir
parametredir. Etkin madde icermeyen ve BOS yuklit SNEDDS formulasyonlarinin
turbiditesi sistemlerin seffaf oldugunu ve tirbidite degerlerinin damlacik buyukltgu
ile dogru orantili sonug verdigini gostermistir. Viskozite i¢in kesin bir sayisal deger
bulunmamakla birlikte, SNEDDS’in viskozitesi S-SNEDDS tablet elde edilmesi igin
uygun bulunmustur (Cizelge 4.63 ve 4.64).

5.4.6. Termodinamik stabilite caligsmalari

Termodinamik stabilite ¢alismalari, formulasyonlarin herhangi bir faz ayrimi ve
etkin madde ¢okmesi olmaksizin gesitli sicaklik degisimlerine ve stres kosullarina
olan termodinamik dayanikliklarini belirlemek amaciyla yapilmaktadir (Kallakunta

ve digerleri, 2012; Kanuganti, Jukanti, Veerareddy ve Bandari, 2012).

Isitma-sogutma, santrifij ve dondurma-¢ézme stres kosullarinda,
formilasyonlarda herhangi bir ¢dkelme ve faz ayrimi gdézlenmemistir. Tez
calismasinda o6nce etkin madde icermeyen SNEDDS formdulasyonlarinin, daha
sonra BOS yukli SNEDDS formulasyonlarinin termodinamik stabilitesi
dogrulanmistir. Fiziksel degerlendirmenin yaninda formulasyonlar distile su ile 250
kat seyreltilmis ve damlacik boyutu ve PDi degerleri bulunmustur. Calisma dncesi
ve sonrasl sonuglar arasinda anlaml bir fark bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge
4.65, 4.66 ve 4.67).
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5.4.7. Morfolojik analiz

Etkin madde icermeyen ve BOS yukli SNEDDS formulasyonlarin yapisal ve
morfolojik analizi TEM ile gergeklestiriimigtir. Gergeklestirilen ¢alisma ile
nanoemulsiyonlarin olustugu, damlacik buyukligunun 10-100 nm arasinda kuresel
sekle sahip oldugu ve etkin madde yuklemesi ile yapisal butunluklerinin
bozulmadigi gézlenmis ve Malvern Zeta Sizer ile olgllen damlacik boyutlarinin
blayuklukleri TEM goruntuleri Gzerinde ImagedJ 1.530 programi ile dogrulanmigtir
(Resim 4.5 - 4.8).

5.4.8. Uzun donem stabilite gcaligmalari

Etkin madde icermeyen ve BOS yukld SNEDDS formulasyonlarin stabiliteleri 6
aylik bir sure igin degerlendirilmistir. Uzun sureli stabilite ¢aligmalari sirasinda
etkin madde igcermeyen ve BOS yukli SNEDDS formulasyonlarin fiziksel
gorunimu degismemis ve higbir bulaniklik veya ¢dkelme belirtisi olmadan berrak
kalmigtir. Formulasyonlar i¢in 0, 1, 3 ve 6. aylarda tum saklama kosullarinda
incelendiginde damlacik boyutu ve PDI sonugclar istatistiksel acidan anlamli bir
degisiklik géstermemistir (Cizelge 4.68) (p>0,05). Bu sonuclara gére hem etkin
madde icermeyen hem de BOS yuUkli SNEDDS formulasyonlari uzun sureli
(25+2°C/60+5 BN) ve hizlandinimig (4°C ve 40+2°C/75t5 BN) stabilite

kosullarinda 6 ay i¢in stabil bulunmustur.

5.5. in Vitro Céziinme Hizi Caligmalari — |

ilag gelistirme siirecinde formiilasyon faktérlerinin biyoyararlanim iizerine etkisini
tanimlamak igin in vitro ¢6zinme hizi ¢alismalari siklikla kullaniimaktadir.
SNEDDS formulasyonlarda yapilan in vitro ¢ézinme hizi ¢alismalarinda diyaliz
membran (Inugala ve digerleri, 2015; Kang ve digerleri, 2004) ya da kapsul (Hong,
Kim, Song, Park ve Kim, 2006; Syukri ve digerleri, 2018) kullanilabilmektedir. Tez
calismasi kapsaminda SNEDDS formilasyonlarin in vitro ¢6zinme hizi
calismalari formualasyonlarin 00el sert jelatin kapsullerin icerisine konulmasi ile

yapimigtir.



408

BOS pH’ya bagimli ¢dziinlrlik nedeniyle GiS pH'sinda (pH 1,2-6,8) tam olarak
¢oziinmemektedir. ilacin pH ve pKa degeri ile ilgili olan zayif bir asidin iyonlasma
derecesi, doygun ¢oézunurlugunu ve dolayisiyla ¢ézinme hizi ve derecesini onemli
dlglide etkileyebilir. Bu nedenle ilag GIS boyunca ilerledikge degisen pH'ya bagli
olarak ilacin doymus ¢ozunurluk, ¢ézunme hizi ve ¢ozunme orani degisebilir. pH,
viskozite, farkli tampon tipleri ve konsantrasyonlari, osmolalite ve ylzey gerilimine
sahip biyouyumlu ortamlar, klasik ortam sorunlarinin Ustesinden gelmek igin
geligtiriimigtir ve in vivodaki performansi tahmin etmek igin daha uygundur. Klasik
¢6zinme hizi ortamlari, BCS Sinif 2 gibi az ¢d6zunen ilaglarin ¢6zinme hizlarinin
ve c¢ozunurlGgunun degerlendiriimesi igin temel bilgiler saglamasina ragmen
fizyolojik kosullarin degerlendirilmesi icin yetersizdir ve klasik farmakope ortamlari
yerine biyouyumlu ortamlarin kullaniimasi daha iyi sonuglar vermektedir (Klumpp
ve digerleri, 2020; Mudie, Samiei, Marshall, Amidon ve Bergstrom, 2020). Bu
nedenle, in vitro ¢cbézinme hizi calismalari FDA tarafindan ¢dzinme hizi ortami
olarak dnerilen %1 SLS igeren distile suyun yaninda in vivoyu daha iyi taklit ettigi
dugunulen FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 biyouyumlu ortamlarinda
da gergeklestiriimistir.

%1 SLS igeren distile su ¢éziinme hizi ortami i¢in BOlum 4.5’te verilen referans
tablet, Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlarinin bagil sink kosul degerleri
(Cs/Cp) 3’ten buyuk bulunmus ve sink kosulu sagladigi dogrulanmistir (Incecayir,
Olgac, Usta ve Teksin, 2021; USP, 2007).

Referans tablet, Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlari igin FDA
tarafindan ¢6zinme hizi ortami olarak onerilen %1 SLS igeren distile su ortaminda
% kUmdalatif ¢ézinen etkin madde miktar i¢in anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05) (Cizelge 4.69 ve Sekil 4.78).

BOS SNEDDS formdilasyonlari iginde tamamen ¢ézunmus halde bulunurken,
referans tabletten BOS'un ¢6zinmesi ortamda kullanilan SLS’nin birden fazla
mekanizma ile ¢ézunurlik Gzerine etki etmesi ile iligkilendirilmistir. SLS yuksek
¢6zUnUrlUk potansiyeline sahip anyonik bir yuzey aktif maddedir ve suda az
¢ozlnen ilaglarin suda ¢ézunurligunu artirmak icin oral formulasyonlarda siklikla

kullaniimaktadir (Ng ve digerleri, 2016). Distile suya %1 SLS ilave edildiginde
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ortaminin pH’si yaklasik 8 olmaktadir (Paaver ve digerleri, 2012). pH’daki bu artig
¢6zunurligu pH badimli olan zayif asidik 6zellikli ilaglarin alkali ortamlarda
¢6zunurligunun artmasi ile sonuglanmistir. Literatirde ibuprofen, nimesulid ve
mefenamik asit gibi diger asidik ilaglar i¢in de benzer sonuglar gosterilmistir (Park
ve Choi, 2006). SLS surfaktan 6zellikli bir yardimci madde olup, etkin maddenin
yuzeyine absorbe olarak islanabilirligini arttirarak da ¢ozunurlige katkida
bulunabilmektedir. Ayrica SLS’nin kritik misel konsantrasyonun (%0,2-0,3)
Uzerinde bir konsantrasyonda kullaniimasi miseller olusumuna, bdylelikle miseller
yapi iginde de BOS’un ¢ozunurligunun artmasina yardimci olmaktadir (Barreiro-

Iglesias, Alvarez-Lorenzo ve Concheiro, 2003).

Referans tablete kiyasla Maisine® SNEDDS formilasyonu % kimdlatif ¢oziinen
BOS miktarini FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2'de sirasiyla 3,0, 7, 97,
4,23 ve 4,94 kat; Peceol® SNEDDS formulasyonu ise 2,98, 7,88, 3,84 ve 4,37 kat
artirmistir (p<0,05) (Cizelge 4.69 ve 4.73). Referans tablete kiyasla gelistirilen
SNEDDS formulasyonlar tokluk kosullarinda (FeSSIF ve FeSSIF-V2) aclk
kosullarina gore (FaSSIF ve FaSSIF-V2) % kimulatif ¢ozinen BOS miktarini daha
fazla arttirmistir. FaSSIF ve FaSSIF-V2 ile FeSSIF ve FeSSIF-V2 arasindaki

farklar ise anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Elde edilen tum karakterizasyon verilerinden hareketle gelistirlen SNEDDS
formulasyonlardan Maisine® SNEDDS formulasyonu sivi sistem olarak sonraki

calismalar igin secilmistir.

5.6. S-SNEDDS Tablet Formiilasyonu Geligtirme Galigmalari

SNEDDS’ler kimyasal olarak stabil olmamasi, ilaglarin ¢Okmesi, kapsul
yaslanmasi, yardimci madde-kapsul uyumsuzlugu, kapsulden sizma, taginabilirlik,
Gl tahris ve yuksek uretim maliyetleri gibi dezavantajlara sahiptir (Choi ve digerleri,
2021; Patel ve digerleri, 2016). Bu dezavantajlarin Ustesinden gelmek igin
SNEDDS sistemin adsorban Neusilin® US2 kullanilarak tablet sekline getirilmesi
amaglanmistir. Neusilin® US2 sahip oldugu gbzenekli yapisi nedeniyle genis bir
yuzey alanina sahip, yaglari adsorbe etme kapasitesi yluksek ve lipit temelli

formilasyonlari adsorbe etmek igin siklikla kullanilan silika tirevi bir adsorbandir
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(Gumaste, Freire ve Serajuddin, 2017). SNEDDS Neusilin® US2 kullanilarak ve
adsorpsiyon yontemi ile SNEDDS toz S-SNEDDS haline getirilmistir. Yapilan bu
katilastirma islemi formualasyon kolayligi, yuksek yag yukleme kapasitesi ve daha
dusuk maliyet gibi birgcok avantaja sahiptir (Beg ve digerleri, 2016). S-SNEDDS
sulu ortamda 200 nm'den kig¢uk damlacik boyutlarina sahip y/s nanoemdlsiyonlar
olusturur (Kang, Oh, Oh, Yong ve Choi, 2012). Bu nanoemdulsiyon damlaciklari,
artan ve tekrarlanabilir bir biyoyararlanim ile sonuglanan, ilag absorpsiyonu igin
genis bir ara ylzey alani saglar (Kang ve digerleri, 2012). Tez c¢alismasi

kapsaminda tablet formulasyonu gelistirilebilmesi icin elde edilen farkli oranlardaki
BOS vyikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2 karisimlarinin toz o6zellikleri

incelenmis ve kati hal karakterizasyon ¢alismalari gergeklestirilmigtir.
5.6.1. S-SNEDDS ig¢in toz 6zelliklerinin incelenmesi

Bir S-SNEDDS formulasyonu gelistiriimesinde en buyUk zorluk iyi akis 6zelliklerine
sahip bir toz kutlesi elde etmektir. Toz akigi, tek bir parametre ile karakterize
edilemeyen, farkli faktorlerden etkilenen kompleks bir 6zellik oldugundan
S-SNEDDS akiskanhgini degerlendirmek i¢in kime dansitesi, sikistirilmis dansite,

yigin acisi, Carr indeksi ve Hausner orani belirlenmesi icin calismalar yapilmistir.

Toz 6zelliklerinin incelenmesi ve degerlendiriimesi ise Avrupa Farmakopesi 8.0
Bolum 2.9.34 ve 2.9.36'ya gore gergeklestiriimistir. Kime ve sikigtirilmis dansite
sonugclari baslangi¢ ve 12. ay icin degiskenlik gostermemistir. Yigin agisi 25°-40°
arasinda olan tozlar kabul edilebilir akis potansiyeline sahipken, 25°ye yakin
acilara sahip tozlar ¢ok iyi akis 6zelliklerine karsilik gelir. %5 ile %18 arasinda bir
Carr indeksine sahip tozlar tabletleme igin uygundur ve Hausner orani 1,25'in
altinda olanlar iyi akigkanliga sahiptir. Tum bu toz 6zellikleri incelendigi zaman
BOS yikli Maisine® SNEDDS: Neusilin® US2'nin 1,25:1 orani igin elde edilen
sonuglar hem baslangic hem 12. ay igin uygun bulunmustur. S-SNEDDS toz
katlelerinin stabilitesi 4°C, 25+2°C/%60+5 BN ve 40+2°C/%75+5 BN olmak Uzere
farkll saklama kosulu altinda 1, 3, 6 ve 12. ay igin degerlendirilmistir. Ug paralel
olarak hazirlanan toz kutlelerinde toz o6zellikleri ve fiziksel 6zellikler agisindan

herhangi bir degisim gézlenmemigtir.
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5.6.2. S-SNEDDS tozun kati hal karakterizasyonu

SEM gorintileme

BOS, Neusilin® US2, etkin madde icermeyen S-SNEDDS (1:1, 1.25:1, 1.5:1) ve
BOS yukli S-SNEDDS (1:1, 1.25:1, 1.5:1) 6rneklerinin sekil ve ylzey 6zellikleri
arastinlmistir. Resim 4.12'de gorulebilecegi gibi, BOS duzensiz sekilli kristaller
veya plrizli ylzey ozelliklerine sahipken, Neusilin® US2'nin yiizeyi pirizsiz
kiresel partikiller olarak goéruntilenmistir (Resim 4.13). Etkin madde icermeyen
S-SNEDDS (1:1, 1.25:1, 1.5:1) ve BOS yuklu S-SNEDDS (1:1, 1.25:1, 1.5:1)
orneklerinde Neusilin® US2 pirizsiz ylizey oOzelliklerini ve kiresel yapisini
korumustur (Resim 4.14 - 4.19). BOS yukli S-SNEDDS tozlarin hi¢bir oraninda
adsorbanin yuzeyinde ilag kristali gbézlenmemistir. Bu durum BOS’'un SNEDDS
icinde ¢odziundugini ve SNEDDS’in Neusilin® US2'nin porlari igine adsorbe

oldugunu kanitlamigtir.

DSC analizi

Formulasyonlardaki etkin maddenin durumu hakkinda kalitatif bilgi elde etmek icin
DSC teknigi kullaniimigtir. BOS erime noktasi olan 115°C'de endotermik bir pik
gOsterir. Tablet formulasyonunda kullanilacak olan yardimci maddelerin, etkin
madde icermeyen S-SNEDDS ve BOS yukli S-SNEDDS formulasyonlarinin DSC
termogramlari Sekil 4.83 - 4.86’da verilmistir. BOS’un yardimci maddelerle
etkilesim gostermedigi, etkin maddeye ait endotermik spesifik pikin fiziksel
karisimlarda korundugu, hazirlanan sistemlerde ise Neusilin® US2'nin porlari igine
tam olarak yuklendigi, adsorbanin ylzeyinde BOS iceren SNEDDS'in bulunmadigi
ve etkin maddeye ait pikin gérulmedigi tespit edilmis ve literatlirde yapilan farkli
etkin maddelere ait S-SNEDDS ¢aligsmalarinin DSC sonuglarinin da benzer oldugu
bulunmustur (Abd-Elhakeem, Teaima, Abdelbary ve ElI Mahrouk, 2019; Radwan,
EIMeshad ve Shoukri, 2017).
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FT-IR analizi

BOS ile Neusilin® US2, Maisine® SNEDDS ve tablet formiilasyonunda kullanilacak
olan yardimci maddeler arasindaki ge¢imlilik FT-IR analizleri ile degerlendirilmigtir.
BOS’a ait karakteristik -OH tekli bagi 3625 cm™, N-H baglari 3317 cm™, aromatik
halkadaki -CH baglari 2900-3100 cm™ araliginda, aromatik halkadaki C=C bagi
1558 cmt, S=0 bagi 1340 cm™, ikincil -C-O bagi 1169 cm* ve birincil -C-O bagi
1071 cm? bantlarinda gézlenmistir (Bolim 5.1) (Krupa, Majda, Mozgawa, Szlek ve
Jachowicz, 2017). Sekil 4.87 - 4.94’'te verilen spektrumlar incelendiginde, etkin
maddeye ait spesifik bantlarin korundugu ve Neusilin® US2, sivi SNEDDS ve
S-SNEDDS formdulasyon bilesenleri ile etkilesmedidi tespit edilmistir. Basarili bir
S-SNEDDS formulasyonu geligtirilebilmesi i¢in etkin madde ile kullanilan yardimci

maddelerin etkilesim gostermemesi gerektigi aciktir (Bhagwat ve digerleri, 2021).

X-RPD analizi

BOS, Neusilin® US2, etkin madde igermeyen ve BOS yiukli S-SNEDDS
formuUlasyonlarinin kristal 6zellikleri X-RPD ile arastiriimistir. BOS’'un 26'da 9,28°,
15,52°, 16,72° ve 18,63° ana acilarinda belirgin ve gugli kirinim pikleri ile kristal
yapisi dogrulanmistir (Bolim 5.1) (Hanna ve digerleri, 2017). Neusilin® US2 amorf
yapisini dogrulayan belirgin kirinim piki gostermemistir (Dangre, Tattu, Borikar,
Surana ve Chalikwar, 2021). BOS yUkli S-SNEDDS formulasyonlarinda da
karakteristik BOS kirinim pikleri olmamasi benzer calismalarda da gozlemlendigi
gibi etkin maddenin kristal yapisini kaybederek amorf forma gectigini SNEDDS
icerisinde tamamen ¢6zundugund ve basari ile adsorbana yuklendigini gostermistir
(Kim ve digerleri, 2021; Vithani, Hawley, Jannin, Pouton ve Boyd, 2018; Zafar ve
digerleri, 2019).

BET analizi

BET sonuglarina gore Neusilin® US2 porozitesi %19 ve gbzenek capi yaklasik
12,3 nm (1,227E+02 A ~ 12,27 nm) olarak literatiir ile uyumlu bulunmustur
(Gumaste ve Serajuddin, 2017) (Cizelge 4.80). Etkin madde i¢cermeyen
S-SNEDDS formulasyonlari igin (1:1, 1,25:1 ve 1,5: 1) gézeneklilik sirasiyla %16,
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13 ve 4; BOS yukli S-SNEDDS formulasyonlari igin (1:1, 1,25:1 ve 1,5: 1)
g6zeneklilik sirasiyla %10, 8 ve 7 bulunmustur. Por ¢api, ylzey alani ve mikro
g6zenek hacmi sonuglari adsorban orani sabit oldugundan, adsorbana adsorbe
ettirilen formUlasyon miktari arttikga por gdzenek c¢apinin, gézenekliligin ve mikro
gbzenek hacminin azaldigini ve adsorpsiyonun basarili bir sekilde gerceklestigini

gOstermigtir.
5.6.3. S-SNEDDS tablet basimi

Mikromeritik 6zellikler (kime ve sikistirimis dansite, yigin acisi, Carr indeksi,
Hausner orani) ve kati hal karakterizasyon (SEM, DSC, FT-IR, X-RPD ve BET)
calismalari sonucunda en uygun sistem olarak BOS yukli Maisine® SNEDDS:
Neusilin® US2 1,25:1 orani secilerek dogrudan basim ydntemi ile tabletler basari

ile elde edilmigtir.
5.6.4. S-SNEDDS toz ile gelistirilen tablet formiilasyonunda yapilan kontroller

Geligtirilen tabletler icin sertlik (152 N), cap-kalinhk (11,1 mm-8,9 mm), agirhk
sapmasl, ufalanma-asinma (%0,001), dagilma suresi (23 dakika), igerik tek
dizeligi (%103) degerlendiriimis ve tim sonuglar Avrupa Farmakopesi 8.0

spesifikasyon limitlerine gére kabul edilen aralikta bulunmustur.

Geligtirilen formulasyonlarin 4°C, 25+2°C/60+5 BN ve 40+2°C/75+5 BN’de 12 ay
boyunca hem fiziksel hem de kimyasal olarak stabilitesi incelenmigtir. 4°C ve
25+2°C/60+5 BN stabilitesinde BOS yukli S-SNEDDS tabletlerinin fiziksel
gorunumleri, butinlikleri ve BOS igerikleri (Cizelge 4.84) bakimindan 12 aylk
suregte stabil bulunmustur. 40£2°C/75+5 BN stabilite kosulu igin tabletlerde ok
hafif bir sararma (SNEDDS’in yuzeye tasinmasi nedeni ile) meydana gelmis, %
BOS igerigi 12. ay harig limitler icinde kalmigtir (%85-115).

Rekonstitlisyon calismasi

Gelistirilen S-SNEDDS tabletler su ile rekonstitiiye edildikten sonra (baslangic ve
12 aylk 25+2°C/60+5 BN stabilitesi icin) damlacik boyutu ve PDIi agisindan
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degerlendiriimis BOS yukli SNEDDS’e kiyasla tabletlerden meydana gelen
damlaciklarin, boyutlarinda degisiklik olmadigi ve tabletleme igleminin damlacik

boyutu ve dagilimi Gzerine dnemli bir etkisi olmadigi gosterilmigtir (Bolum 4.6.4).

5.7. Referans Tablette Yapilan Kontroller

Referans tablet i¢in sertlik (32 N), cap-kalinlik (5,1 mm-4,1 mm), agirlik sapmasi,
ufalanma-asinma (%0,001), dagilma suresi (1,2 dakika), igerik tek duzeligi (%90)
degerlendiriimis ve tUm sonuglar Avrupa Farmakopesi 8.0 spesifikasyon limitlerine

gore kabul edilen aralikta bulunmusgtur.

5.8. in Vitro Coziinme Hizi Caligmalari — ||

in vitro ¢déziinme calismalari ve kullanilan ortamlarin éneminden Boélim 5.5'te
ayrintili olarak bahsedilmis, bu bélimde gelistirilen S-SNEDDS tabletlerin in vitro

¢ozinme hizi galisma sonuglarina ait veriler tartigiimigtir.

Referans tablet, BOS yiikli Maisine® SNEDDS ve BOS yikli S-SNEDDS tabletin
%1 SLS iceren distile su, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2
ortamlarindaki in vitro ¢ozinme hizi sonuglari Cizelge 4.88 - 4.92°de, ¢b6zinme
hizi profilleri ise Sekil 4.103 - 4.107°de verilmistir. FDA tarafindan énerilen %1 SLS
iceren distile suda % kumdlatif ¢dézinen BOS miktari referans tablet ve
SNEDDS’de benzer bulunurken, S-SNEDDS tablet %100’e ulasamamis ve
aradaki fark anlaml bulunmustur (p<0,05). Biyouyumlu ortamlarda ise SNEDDS
ve S-SNEDDS tabletten % kimulatif gozunen BOS miktari referans tablete kiyasla
FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2'de sirasiyla Maisine® SNEDDS igin
3,0, 7, 97, 4,23 ve 4,94 kat; S-SNEDDS tablette 2,47, 7,49, 3,70 ve 4,39 kat
arttirmigtir ve artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ancak yine

bu ortamlarda da % kimulatif ¢ozinen BOS miktari %100’e ulagsamamisgtir.

Co6zunme hizi galismamizda ve literatirde yapilan diger ¢calismalarda % kumdulatif
¢ozlnen etkin madde cikisinin yavas oldugu ve c¢alisma sonunda %100’e
ulasamadigi gorulmektedir (Ito ve digerleri, 2005; Mandic ve digerleri, 2021; Van
Speybroeck ve digerleri, 2011). Bu durum S-SNEDDS’ler icin birden fazla
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mekanizma ile agiklanabilmektedir. Bunlardan ilki Neusilin® US2'den desorbsiyonu
etkileyen yuklenen lipit temelli sistem igeriginin, ¢6zinme hizi i¢in kullanilan
ortamin ve ilacin (asidik, bazik ya da ndétral gibi) tipi ile ilgili kompleks bir sureci
icermesi oldugu ileri surtlmuastur (Williams, Van Speybroeck, Augustijns ve Porter,
2014). Ancak, ilacin ve adsorbanin iyonizasyonu ile iligkili davraniglarin daha
anlagilabilir oldugu gorilmektedir. Neusilin® US2'nin asidik kosullarda ylizeydeki
silanol gruplarinin protonasyonu nedeniyle agirlikli olarak pozitif yukli oldugu,
alkali kosullarda ise silanol gruplarinin deprotonasyonu nedeniyle negatif
yuklendigi bilinmektedir (Goyne ve digerleri, 2002; Jara, Goldberg ve Mora, 2005).
BOS zayif asidik bir etkin madde olmasindan dolayi alkali ortamlarda negatif
ylklenmekte ve alkali ortamda negatif yiiklenen Neusilin® US2’den desorbsiyonu
kolaylasmaktadir. ilag desorbsiyonuna ait elektrostatik etkilesim ile ilgili benzer
sonuglar mezogozenekli silika malzemeler Uzerinde adsorbe edilen zayif asidik
ilaclar icin daha 6nce rapor edilmistir (Van Speybroeck ve digerleri, 2011). %1 SLS
iceren ortamin pH’sI yaklasik 8, FaSSIF-FaSSIF-V2 pH’si 6,5, FeSSIF pH’si 5,0
ve FeSSIF-V2 icin pH’si 5,8'dir. BOS’un zayif asidik 6zelligi goz 6nune alindiginda
Neusilin® US2'den desorbsiyonu pH arttikga artacaktir ki elde edilen sonuglarla
(Cizelge 4.88 - 4.92) bu durum dogrulanmistir. BOS’'un adsorbandan ¢oézinme
ortaminda desorbe olmasi benzer 6zellik gosteren ¢ozinme ortamlarindan asidik
Ozellik gosteren etkin maddelerin daha az etkilemesinden dolayr FaSSIF ve
FaSSIF-V2 ile FeSSIF ve FeSSIF-V2 arasindaki sonuglar yakin ve istatistiksel

olarak anlamh bulunmamistir (Williams ve digerleri, 2014) (p>0,05).

Yavas ve tamamlanmamis ila¢g saliminin diger bir nedenin gbézenekli bir yapiya
sahip olan Neusilin® US2'nin gbzenek gapinin kiigiik (yaklasik 15 nm) olmasindan
kaynaklandigi dustnulmektedir (Christophersen ve digerleri, 2014; Gumaste ve
digerleri, 2017). Tez calismasi kapsaminda yapilan BET analizi ile Neusilin®
US2’nin yaklasik 12 nm gdzenek c¢apina sahip oldugu dogrulanmistir (Bolum
4.6.2). SNEDDS'in su ile temastan sonraki damlacik boyutu yaklagik 17 nm
oldugundan adsorbanin gézeneklerinden gikmasi zorlagsmaktadir. Ayrica Maisine®
SNEDDS Neusilin® US2'ye yeni yiiklendiginde adsorbanin makro goézenekli
alaninda tutulmalari ve dispersiyon ortamiyla temas ettikten sonra emdlsifikasyon
icin kolayca hidrate olmasi ¢ok olasidir. Ancak zamanla bu lipit formulasyonlar

Neusilin® US2'nin mezogbzeneklerine daha derine nifuz edebilmekte ve bu da



416

emulsifikasyonun gecikmesine ve dolayisiyla formulasyonlardan dusik ilag

salimina neden olabilmektedir (Krupa ve digerleri, 2015).

Yavas ve tamamlanmamis etkin madde cikisina ragmen gelistirilen S-SNEDDS
tablet formilasyonunda artan % kumulatif ¢ézinen BOS miktari kendiliginden
olugsan nanoemulsiyon sonucunda damlacik boyutunun kuguk olmasi ve yuzey
alaninin genislemesi sonucunda gergeklesmektedir. Referans tablete gore
gelistirilen S-SNEDDS tablet formulasyonu ile artan g¢ozunurluk ve ¢6zinme
hizinin etkin maddenin daha ylksek emilim ve daha yuksek oral biyoyararlanim

gOstermesine olanak saglayacagi agiktir.

DDSolver® ile elde edilen model bagimsiz f2 benzerlik faktérii sonuglari Maisine®
SNEDDS igin %1 SLS iceren distile su ortami i¢in f2 degeri 63 ile benzer
bulunurken FaSSIF(f2)=11, FeSSIF(f2)=9, FaSSIF-V2(f2)=9 ve FeSSIF-V2(f2)=7;
S-SNEDDS tablet icin %1 SLS(f2)=31, FaSSIF(f2)=24, FeSSIF(f2)=14, FaSSIF-
V2(f2)=15 ve FeSSIF-V2(f2)=13 ile benzer bulunmamistir. Yine DDSolver® ile elde
edilen referans tablet ve S-SNEDDS tabletler igin gerceklestiriien model bagimli
degerlendirmede determinasyon katsayisi (R?adj), model sec¢im kriteri (MSC) ve
Akaike bilgi dl¢uti (AIC) kullaniimistir. R2adj ve MSC’nin yuksek ve AlC’nin dusik

oldugu model en uygun model olarak belirlenmisgtir.

Modele bagli sonuglar tim ortamlarda referans tablet ve S-SNEDDS tabletleri igin
farkhilik goOstermistir (Cizelge 4.95). Ancak uyarlanan modellerde model
parametreleri incelendiginde ¢6zinme ve zaman (a) ve sekil (B) faktorlerinin
hemen hemen tum sonuglar Uzerinde etkili oldugu gorulmustur. Farkh ortamlar icin
modeller arasindaki farkin referans tablet icin pH'ya bagh disik ¢ézundrlikten; S-
SNEDDS tableti igin yine ortamin farkli pH'sina bagh olarak SNEDDS'in Neusilin®

US2’den desorpsiyon mekanizmasindan kaynaklandigi dusunulmektedir.
5.9. in Vitro Lipoliz Caligmalar
in vitro ¢dziinme hizi calismalart % c¢oziinen madde miktari hakkinda bilgi

verirken; lipitlerin sindirimi, emilen kismi, misel karisimlari ve bunlarin ¢ézunurlik

uzerindeki etkileri hakkinda bilgi vermemektedir. Cézinme hizi ortamina lipit
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sindirim enzimleri eklemek yerine, bu tur lipit temelli sistemler igin in vitro lipoliz
calismalarinin yapilmasi bu nedenle daha uygun bulunmaktadir. Bu sekilde NaOH
ile sindirim sonucunda acgiga ¢ikan yag asitlerinin titrasyonu ile lipoliz hizi ve orani

belirlenebilmektedir (Williams ve digerleri, 2012).

SNEDDS’ler oral olarak uygulandiginda duodenumda pankreatik lipaz tarafindan
hidrolize olma egilimindedir, bu durum sindirimin bir sonucu olarak ¢oézlcu
kapasitelerini kaybetmelerine ve bu da ilag ¢okmesine yol acabilir. Bu calisma
kapsaminda sindirim etkisini gormek icin biyouyumlu ortamlar lipoliz ortami olarak
kullanilmig, lipoliz numuneleri fazlara ayirmak igin santrifUjlenmistir. Santrifj
sonrasi pellet ve sulu faz olarak iki faz olusmustur. Pellet faz c¢oken ilag
molekullerini ve yag asitlerinin kalsiyum tuzlarini icerirken, etkin maddeler sulu
fazda karisik miseller, vezikuller ve sivi kristal fazlarda bulunabilmektedir (Zhang
ve digerleri, 2014). Lipoliz calismasinda etkin madde vezikiller ve miseller iceren
sulu fazda ¢é6zinmus halde bulundugundan ilacin absorpsiyon i¢in uygun oldugu
varsayilir ve sulu fazdaki ilag iceriginin belilenmesi icin 6nem arz eder
(Berthelsen, Klitgaard, Rades ve Mullertz, 2019). in vitro lipoliz calismalarinda
absorpsiyon i¢cin uygun oldugu duastnulen sulu fazdaki ilag miktarinin
formllasyonun in vivo performansini tahmin etmede de daha basarili oldugu

gOrulmustar (Chatterjee ve digerleri, 2016; Dahan ve Hoffman, 2007).

FaSSIF ve FaSSIF-V2'de yapilan lipoliz ¢alismasinda referans tabletin lipolizi
sirasinda ise ilacin blyuk bir kismi ¢ékmis BOS miktarinin %7,1’i FaSSIF lipoliz
ortaminda, %6,0’s1 FaSSIF V2 lipoliz ortaminda ¢6zinur halde bulunmustur (Sekil
4.108, 4.109 ve 4.112). SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlar ise BOS'u
sulu fazda ¢dzlinmus olarak muhafaza edebilmistir. Sulu fazdaki BOS miktarina
gore referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarinin FaSSIF ve
FaSSIF-V2 sonugclari arasinda anlamli bir fark gézlenmemigtir (p>0,05). BOS’un
SNEDDS ve S-SNEDDS formdulasyonlar igin sulu fazda ¢éziinmuas olmasi misel ve
vezikul olusumu ile agiklanabilir. SNEDDS formulasyonlari mono-, di- ve trigliserit
karisimindan olusan Maisine® ve pankreas lipaz substratlari olan agilgliserol ve
PEG esterlerinin karisimindan olusan Labrasol® igermektedir (Fernandez ve
digerleri, 2013; Sek, Porter, Kaukonen ve Charman, 2002). Bu bilesenlerin

pankreatin enzimi ile sindirimi sonucu olusan yag asidi ve monogliseritin FaSSIF
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ve FaSSIF-V2 ortamlarinin igeriginde bulunan fosfolipit ve safra tuzlari ile karisik
misel ve vezikiller olusturmasi sayesinde bu kolloidal fazlarin BOS’u ¢dzUunur
halde tutabildigi dusunuimektedir (Berthelsen ve digerleri, 2019; Vithani, Jannin,
Pouton ve Boyd, 2019). Olusan kolloidal fazlar ¢6zinmus halde bulunan BOS igin
hem tasiyici hem de depo goérevi saglamaktadir. Yaglh bilesen icermeyen referans
tablet ise misel ve vezikul olusumunu destekleyemedidi icin BOS’u ¢ézundr halde
tutamamis ve bu durumun yUksek miktarda ilacin ¢Okmesine yol actigi
gOzlemlenmistir. Acglik ortaminda yapilan lipoliz ¢alismasinda referans tablete
kiyasla sulu fazda yaklasik 10 kat daha fazla ¢ézunmugs BOS saglayabildigi igin
SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarinin in vivo performansinin daha

yuksek olacagi dusunulmektedir.

Tokluk lipoliz ortamlarinda hem SNEDDS hem de S-SNEDDS tablet formulasyonu
icin % sulu faz BOS miktari azalma egilimi goéstermis ve aclk ile
karsilastinildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0,05).
BOS miktarinda goérulen azalmaya ait bu sonug¢ farkh sekillerde agiklanabilir.
Bunlardan ilki enzim aktivitesidir. Aclik durumu lipoliz ¢alismalari pH 6,5te
gerceklestirilirken, tokluk durumu lipoliz c¢alismalart pH 6,5’ten daha dusuk
pH’larda gerceklestiriimistir. FeSSIF ortami icin pH degeri 5 iken FeSSIF-V2 igin
pH degeri 5,8'dir. Pankreatin lipaz enziminin aktivitesi pH bagimhidir ve optimum
aktiviteyi pH 6,5-8 arasinda gostermektedir (Larsen ve digerleri, 2011). Caligilan
tokluk ortamlarinda optimum pH degeri saglanamadigindan SNEDDS
formUlasyonunun sindirimi gerceklesememistir. Kolloidal yapilarin  olusumu
sindirim sonucu acgiga ¢ikan yag asidi ve monogliseritler ile desteklenemedigi icin
sulu faz BOS miktari azalma egilimi géstermistir. Diger bir durum ise Cremophor®
RH 40"'n sindiriimeyen bir surfaktan oldugu ve lipolitik enzim aktivitesini inhibe
etmesi ile ilgilidir. Literatiirde bulunan galismalar Cremophor® RH 40'in sindirim
kapasitesinin %7,5 oldugunu, Cremophor RH® 40 ve sindirilemeyen siirfaktanlarin
lamellar fazin olusumunu engellemedigini ancak geciktirdigini gostermistir (Cuine
ve digerleri, 2008; Lv ve digerleri, 2018; Vithani, Hawley, Jannin, Pouton ve Boyd,
2017). Bu nedenle kolloidal yapilarin (SNEDDS sindirimi sonucu olusan serbest
yag asitleri ve fosfolipitler sonucu olusan serbest yag asitleri) olusumu sayesinde

BOS’un sulu fazda ilagta ¢6zlinen durum achk durumunda lipolizde korunurken,
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tokluk durum lipolizinde enzim aktivitesinin olmamasi veya daha az olmasi

nedeniyle sulu fazdaki BOS miktari zamanla azalmistir.

FeSSIF-V2 lipoliz ortami ile kargilastiriidiginda 90. dakika sonunda FeSSIF lipoliz
ortaminda % sulu faz BOS miktari SNEDDS ve S-SNEDDS tablet i¢in daha azdir
(Sekil 4.112). Bu durum iki farkli sekilde aciklanabilir. ilk olarak BOS zayif asidik
ve pH bagimh ¢ézinurlige sahip bir ilactir. BOS ¢oézunarlGginin pH’daki artis ile
artmasinin sulu faz BOS miktarinda artisa yol actigi dusinilebilir. ikinci olarak
FeSSIF ortamina kiyasla daha yuksek pH’ya sahip olan FeSSIF-V2 ortaminin
enzimin optimum aktivite gosterdigi pH araligina daha yakin olmasi sayesinde az
miktarda sindirimin gerceklesmesi, kolloidal yapilarin olusumunu saglamis ve bu

durumun sulu faz BOS miktarina artis olarak yansidigi dugunulmustar.

Lipoliz sonuglari dogrultusunda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarinin
referans tablete gére BOS’u daha fazla ¢o6zinir halde bulunduracagindan daha

yuksek biyoyararlanim saglayacagi goralmustar.

5.10. Ex Vivo Permeabilite Caligmalan

BCS Sinif 2 ilaglar permeabilite sorunu géstermemekle birlikte, ¢ozinurlik artisina
bagli olarak ve SNEDDS’in su ile temasindan sonra olusan nano boyutlu
damlaciklar sayesinde gecirgenlikleri artabilir. BOS’'un ¢ézunurligu pH'a bagli
oldugundan ve zayif asidik 6zellik gosterdiginden, pH arttikga ¢dzunurliga artmis,
dolayisiyla emilebilen miktarda artmigtir. Bu g¢alismada, in vivo kosullari daha iyi
simule etmek ve in vitro ¢6zUnme hizi galismalariyla korelasyon kurmak igin ortam
olarak FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 kullaniimig, %1 SLS igeren

distile su ortami in vivo kosgullari yansitmadigi igin galigmaya dahil edilmemisgtir.

Calismalar referans tablete gore SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin
% difize olan BOS miktarini artirdigini gostermistir (Sekil 4. 113 ve Sekil 4.114).
Meydana gelen bu artis SNEDDS iginde hem BOS’un artan ¢ozunurliginden hem
de SNEDDS’in suyla temasi sonunda genis bir ara ylzeyi saglayan nano boyutlu
damlaciklar olusturmasina ve/veya pasif difizyon, pinositoz, endositoz gibi

absorbsiyonu artiran sureglerle iliskilendirilmigtir (Avachat ve Patel, 2015; Kazi ve
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digerleri, 2019). Aki ve permeabilite katsayilari hesaplanmis ve Cizelge 4.97’'de
sunulmustur. Permeabilite katsayilari referans tablete kiyasla FaSSIF, FeSSIF,
FaSSIF-V2 ve FeSSIF-V2 ortamlarinda sirasiyla SNEDDS formulasyonu igin 1,53,
19,2, 16,4 ve 17,0 kat; S-SNEDDS tablet formulasyonu i¢in 5,06, 1,17, 3,79 ve 1,8
kat artmistir. SNEDDS formdilasyon igin artiglar (FaSSIF harig) istatistiksel olarak
anlamliyken (p<0,05) S-SNEDDS tablet icin artislar anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Gelistirlen S-SNEDDS tabletlerde BOS Neusilin® US2'ye yiklenen
SNEDDS iginde tamamen c¢ozunmektedir, ancak daha 6nce Bolum 5.8'de S-
SNEDDS tabletlerin ¢oziunme hizinda bahsedildigi uzere BOS yuklt SNEDDS’in
Neusilin® US2'den yavas ve tamamlanmayan desorbsiyonu pH bagimhdir ve
bioyuyumlu ortamlarda pH nedeniyle degiskenlik gdstermektedir. Daha alkali
Ozellik gosteren FaSSIF ve FaSSIF-V2'de (pH 6,5) FeSSIF (pH 5,0) ve FeSSIF-
V2'ye (pH 5,8) kiyasla daha yuksek permeabilite gostermesi bu durumu
dogrulamistir (Sekil 4.114 ve 4.97).

5.11. in Vivo Galismalar

5.11.1. Farmakokinetik ve biyoyararlanim galismalari

in vivo caligmalar referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formUlasyonlari
icin aghk ve tokluk olarak iki grupta yurutulmustir. BOS'un konsantrasyon-zaman
profilleri referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarinin Wistar
sicanlarina (n=6) 50 mg/kg'lik bir dozda gavaj yoluyla oral yoldan verilmesini
takiben plazmada BOS’un belirlenmesi ile olusturulmustur (Sekil 4.115 - 4.128).
Referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarinin farmakokinetik

parametreleri WinNonlin™ 8.3 ile elde edilmistir.

Referans tablet igin tmaks aglik ve tokluk durumlarinda sirasiyla yaklasik 5 ve 4 saat
iken, BOS yukli SNEDDS igin aglk ve tokluk durumlari igin sirasiyla sadece 1,8
ve 1 saat bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.101 ve 4.102). tmaks'taki azalma artan
¢6zunurlik nedeniyle SNEDDS'den BOS'un maksimum plazma konsantrasyonuna
daha erken ulasmasindan kaynaklandigi disunulmektedir. BOS yukli SNEDDS
aclik ve tokluk kosullarinda referans tablete kiyasla Cmax ve AUC'yi artirmistir.
Aclik grubunda SNEDDS formulasyonunun AUCo-24 ve Cmax deg@erleri sirasiyla
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1842617879 ng.saat/mL ve 36491805 ng.saat/mL bulunmus, referans tablete
kiyasla AUCo-24 ve Cmax'l sirasiyla 2,12 ve 1,67 kat artirmistir (Cizelge 4.101).
Ancak aclik kosullarinda sadece AUCo-24'teki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Tokluk kosullarinda BOS yukli SNEDDS formulasyonunun
AUCo-24 ve Cmax de@erleri sirasiyla 1445815375 ng.sa/mL ve 5682+1761 ng.sa/mL
bulunmus, referans tablete kiyasla sirasiyla AUCo-24'U 1,84 kat ve Cmax't 5,15 kat
artirmistir ve her iki artis da istatistiksel olarak anlamhdir (Cizelge 4.102) (p<0,05)
ve SNEDDS formulasyonunun bagil biyoyararlanimindaki % artis aclik durumu igin

%212, tokluk durumu i¢in %184 bulunmustur.

S-SNEDDS tabletleri aglik ve tokluk kosullarinda referans tablete kiyasla Cmax ve
AUCo-24'yi artirmistir. Aglik grubu igin S-SNEDDS tabletlerinin AUCo-24 ve Cmax
degerleri sirasiyla 1108112252 ng.saat/mL ve 576612057 ng.saat/mL’dir ve
referans tablete kiyasla AUCo-24 ve Cmax'I sirasiyla 1,28 ve 2,65 kat artirmistir
(Cizelge 4.101). Aclik kosulu icin sadece Cmax'taki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Tokluk grubunda S-SNEDDS tabletlerinin AUCo-24 ve Cmax
degerleri sirasiyla 1863215588 ng.saat/mL ve 521512609 ng.saat/mL’dir ve
referans tablete kiyasla sirasiyla AUCo-24 de@eri 2,37 kat ve Cmax deg@eri 4,73 kat
artmistir ve bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.102)
(p<0,05). Referans tablet igin tmaks her iki kosulda da yaklasik 4 saat iken,
S-SNEDDS tableti igin sirasiyla aglik ve tokluk durumda 0,5 ve 1 saat olmustur
(p<0,05). tmaks'taki azalma artan ¢6zunurlik nedeniyle S-SNEDDS tabletinden
BOS’un maksimum plazma konsantrasyonuna daha erken ulasiimasindan
kaynaklanmigtir. S-SNEDDS tabletlerin acglik ve tokluk kosullarinda bagil

biyoyararlanimdaki artis ise sirasiyla %128 ve %237 olarak bulunmustur.

Literatirde BOS igin yapilan ¢alismalarin ¢ogu klinik ¢galigmalardan olusmaktadir
ve BOS ile ilgili ¢ok fazla formulasyon gelistirme c¢alismasi yoktur. Var olan
formllasyon calismalarinda ise in vivo farmakokinetik hayvan c¢alismalar ve
degerlendirmeleri oldukga sinirlidir. Cézunarliagu pH'a bagh olan BOS gibi zayif
asidik ilaglarin (BCS Sinif 2a) GiS’teki ¢éziinlrliginden daha énceki bélimlerde
bahsedilmigtir. Artan ¢6zinUrlik absorpsiyon hizinda bir artisa yol agar bu da
Ozellikle aclik kosullarinda birey i¢i ve bireyler arasi yuksek Cmax degiskenlidi ile

sonuglanir (Dressman ve digerleri, 1990). BOS SNEDDS formilasyonunda
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tamamen ¢6ztinmus ve SNEDDS ile ¢dzinurligu pH'dan bagimsiz hale gelmigtir.
in vitro ¢déziinme hizi, in vitro lipoliz ve ex vivo permeabilite calismalari ile de
korelasyon goOsteren c¢ozunurlukteki bu artis fizikokimyasal dezavantajlari ve

degiskenligi ortadan kaldirmaya yardimci olmustur.

Sonuglari yukarida ayrintili olarak verilen BOS'un oral biyoyararlaniminin artmasi
tek basina veya kombinasyon halinde bir veya daha fazla faktoriin etkisinin bir
sonucu olarak goérulebilir. Asagida biyoyararlanimi etkileyen bu faktorlerden

ayrintili olarak bahsedilmistir.

Referans tablet oral uygulamadan sonra enterohepatik dénglye girmektedir.
Geligtirilen Neusilin® US2 temelli S-SNEDDS tableti bagirsaklarda alkali ortam
kosullari altinda ylUzeydeki silanol gruplarinin deprotonasyonu nedeniyle negatif
yuklenirken, SNEDDS’de tamamen ¢dzlinen zayif asit BOS ayni ortamda negatif
olarak yuklenip desorbe edilir (Wiliams ve digerleri, 2014). Calismamizda
geligtirilen S-SNEDDS tablet formuilasyonunda, BOS'un pH'a bagh dusuk
¢Ozunurligu nedeniyle bireyler arasinda gorulen yuksek degiskenlik profilinin
onemli Olgude azaldigi go6zlenmistir (Sekil 4.119 ve 4.126). SNEDDS
formUlasyonda gorilen artiglar bireyler arasi degiskenlik profiline tam anlamiyla
yansimamistir. S-SNEDDS tablet ile yuksek degdiskenlik profili duzelmistir. Bu
durumun SNEDDS formdilasyonun Neusilin® US2'nin 6nce makrogézeneklerden
daha sonra mezogbzeneklerden vyavas desorbsiyonu ile ilgili oldugu

dusunulmektedir.

S-SNEDDS tabletteki adsorbandan ayrilan SNEDDS, sivi SNEDDS ile ayni
sekilde degerlendirilir. SNEDDS’lerin dispersiyon ortami ile temasi sonucu nano
boyutlu damlaciklar olusturarak yuzey alanini artirdigi, ince bagirsaklardan
emildigi ve lenfatik sistem yoluyla sistemik dolagsima girerek biyoyararlanimi
artirdig1 bilinmektedir (Mahmoud ve digerleri, 2014; Porter ve Charman, 2001;
Porter ve digerleri, 2007). Literatiirdeki galismalar uzun zincirli (Maisine® gibi) ve
orta zincirli yag asitlerden ve yiiksek strfaktan (Cremophor®, Labrasol® ve Tween®
80 gibi) bilesiminden olusan lipit temelli sistemlerin gogunun portal dolagimi

atladigini ve bagirsaktan Peyer plaklar ile lenflatik sisteme gidigini ileri
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surmektedir (Beg, Sandhu, Batra, Khurana ve Singh, 2015; Caliph, Charman ve
Porter, 2000; Parveen ve digerleri, 2011).

Biyoyararlanim Uzerine etkisi olan diger bir mekanizma ise ila¢ difuzyonu/emilimi
icin hiz sinirlayici basamak olan bagirsak epitel tabakasi ile iligkilidir.
Formulasyondaki ylksek surfaktan varli§i bagirsaklarda lipit ¢ift tabakasinin polar
bas grubu ile etkilegerek yapinin butunlugunu bozup, siki baglanti noktalarini
acarak gecirgenligi ve biyoyararlanimi arttirir (Patel ve Patel, 2021; Shafig ve
digerleri, 2007; Wu, Wang ve Que, 2006). Farkli tipte strfaktanlar (Labrasol® ve
Cremophor® gibi) iceren SNEDDS formilasyonlarinin hicre ici ve transselller
absorpsiyonu kolaylagtirarak absorbe edilen ilaglarin biyoyararlanimini artirdigi
bildiriimektedir (Basalious ve digerleri, 2010; Kamboj, Sethi ve Rana, 2018).
Labrasol® gibi bazi 6zel surfaktanlarin, siki baglanti noktalarindaki proteinlerle
(Factin ve aktin baglayici protein gibi) etkilesime girerek siki baglantilarin

acllmasina yardimci oldugu da bilinmektedir (Wu ve digerleri, 2015).

Tam bu degerlendirmeler géz 6nune alindiginda tez kapsaminda geligtirilen
S-SNEDDS tabletin bireyler arasi degiskenligi azalttigi, biyoyararlanimi artirdigi,
literatur ile desteklenen sonuglar dogrultusunda karacigerde ilk gecis etkisine
ugramadidi dusundldigunden doza bagh BOS kullaniminda karaciger enzimleri
Uzerinde goérilen vyan etkileri azaltmak igin tedavide umut vaat ettigi

dusunulmektedir.

in vitro - in vivo iliski kurulmasi

Edwards (1951) ve Nelson'un (1957) oral uygulama sonrasinda aspirin ve teofilin
¢ozunme oranlarini in vivo davraniglariyla iligkilendirmedeki oncu ¢alismalari ile
veriler arasinda iligki kurmak farmasotik Gran gelistirme alaninda vyillar igerisinde

giderek daha fazla 6nem kazanmistir (Lu, Kim ve Park, 2011).

Yaptigimiz ¢alismalar kapsaminda gelistirilen formulasyonlarin in vitro ¢dézinme
hizi (% kUmdulatif ¢oztinen etkin madde miktar) ile in vivo biyoyararlanim (%
kimdulatif plazma konsantrasyonu) verileri arasindaki IVIVR basariyla
gerceklestiriimigtir. Literatirde de metoprolol (BCS Sinif 1), piroksikam (BCS Sinif
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2) ve ranitidin (BCS Sinif 3) gibi farkh BCS sinifina ait etkin maddelerin
formuUlasyonlari igin IVIVR kuruldugu gorulmektedir (Polli ve Ginski, 1998; Polli,
Rekhi, Augsburger ve Shah, 1997).

IVIVR degerlendirmesinde ¢o6zinme profilinin pratikte ¢6zinme ¢alismasinin
sonunda veya sonsuzda %100’e ulasmasi istenen durumdur (Cardot ve digerleri,
2007). in vitro ¢dziinme hizi calismasinin son zaman noktasinda %100’e ulasma
gerekliligini saglayan tek ortam olan %1 SLS iceren distile su ortaminda elde
edilen korelasyon katsayilari incelendiginde SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formlUlasyonu referans tablete goére yiksek korelasyon sergilemistir
(Sekil 4.129 - 4.134). Degerlendirme igin in vitro ¢dzlinme verileri i¢in 6érnek alma
zamaninin son noktasinda en az %80 c¢b6zunme gosteren formulasyonlarda
kullanilabildiginden (Zhou ve Qiu, 2010) ve in vivo sartlari daha iyi yansittigindan
biyouyumlu ortamlarda da IVIVR igin degerlendirme gergeklestiriimistir.
Biyouyumlu ortamlarda yurGtllen in vitro ¢éziinme hizi ¢alismasindan elde edilen
veriler ile in vivo aclik/tokluk plazma konsantrasyonlari verileri arasindaki iligki
incelendiginde de SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonu referans tablete
gore daha yuksek korelasyon saglamistir (Sekil 4.129 - 4.134). Bu durumun tek
istisnasi referans Urtinin FaSSIF ve FaSSIF-V2 in vitro ¢ézinme hizi ile in vivo
aclhk plazma konsantrasyonu arasinda kurulan iligkidir. Bu iki iligkinin korelasyon
katsayisi SNEDDS formulasyonuna gére daha yuksek bulunmustur. Bu durumun
tokluk durumunda duedonum pH’inin aglik durumuna goére daha yuksek olmasi

nedeniyle BOS ¢ozunurlik artisina badli olarak gergeklestigi dustntlmektedir.

5.11.2. Farmakodinamik ve histolojik galigsmalar

Ekokardiyografi calismalari

Gerceklestirilen ekokardiyografi calismasi ile baglangi¢ (saglikli hayvanlarin), tek
doz MCT uygulamasi sonrasi 28. gin ve 14. gun tedavi i¢in ekokardiyografik
parametreler degerlendirilmistir. Tek doz intraperitonel (60 mg/kg) MCT
uygulandiktan 28 gun sonra baglangigta dlgimleri yapilan hayvanlar igin tekrar
Olcimler gergeklestiriimis ve hastallk modelinin basari ile olusturuldugu
belirlenmistir (Resim 4.24, Cizelge 4.103, 4.104 ve 4.106). Hastalik modelinin
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olusturulmasinda modelin belirleyicisi olan parametreler igin izlenen degisiklikler
ayrintili olarak degerlendirilmistir. Artan sag ventrikul sonu diastolik c¢aplari
pulmoner vaskuler direncin arttigini, azalan TAPSE degerleri pulmoner
hipertansiyona bagh olarak sag ventrikul sistolik fonksiyonunun bozuldugu, PAAcCT
surelerinin kisalmasi pulmoner vaskuler direncin artmig oldugunu, sag ventrikul 6n
duvar sistolik ve diastolik kalinliklarinin artmasi pulmoner basincin ciddi oranda
arttigini, artan pulmoner arter basinci pulmoner yetmezIligin arttigini gostermistir.
Pulmoner arter anulus ¢aplarinin artmis olmasi da artan pulmoner arter basincinin

onemli bir kaniti olmustur (Forfia ve Vachiery, 2012).

Baslangic¢ ve tek doz MCT uygulamasi sonrasi 28. glin incelenen ekokardiyografik
parametrelerin sonuclari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunurken
(Cizelge 4.106) (p<0,05), baslangi¢ ve referans tablet, SNEDDS ve S-SNEDDS
tedavi gruplari ile gergeklestirilen 14 gunluk tedavi sonrasi incelenen
ekokardiyografik parametrelerin sonugclari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.107 - 4.109). Ayni zamanda tedavi
gruplan 14. gundeki tedavi etkinligi acgisindan birbiri ile karsilastirildiginda

aralarinda yine istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.110).

Formllasyon gruplarinda beklenen anlamh  klinik tedavi etkinliginin
gorulememesinin en temel nedeni galisma basinda planlanan bir aylik tedavi
surecinin gergeklestiriiememesidir. MCT uygunlanan hayvanlar 28 gunlik hastalik
olusum periyodunda Ozellikle 21. glinden sonra buylk bir hizla kilo vererek
kotilesmeye baslamig, iggudusel olan kendini temizleme egilimleri oldukga
azalmig, strese bagh kizil stres tuyleri gozlemlenmigtir. 21. gun ile 28. gun 7
hayvan 6lmus, tedavinin 5. gintne gelindiginde gruplar referans tablet igin n=3,
SNEDDS igin n=5 ve S-SNEDDS tablet igin n=4’e digmustir. Olen hayvanlarin
hemen hemen hepsinde burun ve agiz kenarlarinda kan bulunurken, yapilan
nekropsilerinde i¢ organlarinin buyuk oranda tahrip oldugu, kalp, akciger, dalak ve
bobreklerin buyudugu, siddetli sarilik bulundugu, akciger ve bagirsaklarinda
kanama odaklari oldugu goériimustir. Ginde 50 mg/kg dozda iki kez uygulanmasi
planlanan tedavi hayvanlarin gavaj sirasinda agiz ve burunda kanama olmasi
sebebi ile tek doz 50 mg/kg olarak uygulanabilmis ve tedavi gruplarda istatistiksel

degerlendirme yapilabilecek sayida hayvan bulundugu durum (n=3) olan 14. gliine
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kadar devam edilebilmigtir. Siganlarin genel durumlari ve solunumlarinin koti
olmasi nedeni ile dlgum sirasinda kullanilacak anestezik maddeler de degistirilmis,
hayvanlar ekokardiyografik dlcimden hemen sonra anestezik maddenin antidotu

ile anesteziden ¢ikariimistir.

Yapilan literatur arastirmalari dogrultusunda PAH olugsturulmasi i¢in en yaygin
olan modelin MCT uygulamasi oldugu ve en ¢ok tercih edilen dozun 60 mg/kg
olmasindan dolay! ¢alismalarimizda bu model ve doz tercih edilmistir (Coste ve
digerleri, 2017; Ferraz ve digerleri, 2021; Holda ve digerleri, 2020; Li ve digerleri,
2017; Novelli ve digerleri, 2019). Ancak, hayvanlarin g¢alisma sirasinda hizla
kotulesmesi ve olumlerin artmasi, nekropsilerinde i¢ organlarinda karsilagilan kotu

tablo MCT uygulamasi ve dozu igin tekrar degerlendirmeye yonlendirmistir.

MCT, Crotalaria retusa tohumlarindan izole edilen oldukca toksik biyoaktif bir
pirolizidin alkaloididir (Germano ve digerleri, 2021). Oldukga reaktif olan bu
alkaloidin akciger, bobrek ve GIS'te hasarlara neden olurken, Kkaraciger
hepatositleri ve endotel hucrelerinde mikroskobik olarak dejenerasyon, nekroz,
fibroz veya sarilik ve siroza neden oldugu goérilmustir (Stegelmeier, Colegate ve
Brown, 2016). Bu bulgu hayvanlarda gorilen ic organ hasarlarini ve sarilik
durumunu desteklemektedir. Ayrica 60 veya 80 mg/kg olan MCT dozlarinin 3-6
hafta icinde olumcul oldugu, MCT'nin uzun vadeli etkilerini incelemenin ve
etkilerinin geri ¢evrilebilirligini gorebilmek igin tek olasi yolun daha dusuk bir doz
kullanmasi oldugu gorulmustir (Handoko ve digerleri, 2009; Ruiter ve digerleri,
2013; Ryan, Bloch ve Archer, 2011).

Butin bu sonuglar literaturde vyapilan caligsmalar icin dozlar acisindan bir
standardizasyon olmadigini géstermekle birlikte, elde ettigimiz sonuglar 60 mg/kg
doz MCT uygulamasinin tedavi etkinliginin tam incelenmesine izin vermeksizin
hayvanlarda olumle sonuglandigini gostermistir. Anlamh bir klinik tedavi etkinligi
ekokardiyografik calismalar ile elde edilememistir. Anlamh bir klinik tedavi
etkinliginin elde edilebilmesi i¢in hastalik modeli olusturucu ajan olan MCT’nin
daha diusuk dozda, daha ylksek sayida hayvan igeren gruplara uygulanmasinin
ve bu uygulama sonrasinda tedavi surecinin daha uzun surduartlebildigi takdirde

daha etkin olacagi sonucuna variimigtir.
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Histoloji calismalari

PAH, mortalitesi ylksek bir kardiyopulmoner hastaliktir. Son yillarda PAH'In
akciger, kalp ve karaciger gibi hayati organlarin yani sira sistemik dolasimi,
bobrekleri, iskelet kaslarini ve merkezi sinir sistemini igeren gok organl bir sistem
hastaligi oldugu kabul edilmistir (Nickel ve digerleri, 2020; Rosenkranz, Howard,

Gomberg-Maitland ve Hoeper, 2020).

Tez calismasli kapsaminda siganlarda MCT ile PAH modeli olusturulmustur.
Primer olarak akcigeri etkileyen hastalik sag kalp yetmezligi, karaciger yetmezlIigi
ve bdbrek fonksiyon bozuklugu ile ilerlediginden bu organlar tzerinde ayni doz
BOS iceren, farkli dozlama surelerinde uygulanan SNEDDS, S-SNEDDS tablet
formulasyonlar ve referans tabletin tedavi etkinligi ve BOS’un geligtirilen
formulasyonlarinda  karaciger Uzerindeki yan etkileri incelenmis ve
degerlendiriimigtir. Asagida incelenen organ ve ilgili parametreleri ayrintili olarak

tartisiimigtir.

PAH’da endotel ve vaskuler diz kas hucrelerinin dizensiz buyumesi, inflamasyon
ve fibrozis ile endotel fonksiyon kaybi gozlenir. Fibrozis, diz kas ve endotelyal
hlcrelerin proliferasyonu nedeniyle tunika intima ve tunika media tabakalarinda
kalinlasma meydana gelir. Olusan hasar yalnizca hlcre gogalmasini ve apoptozu
degil ayni zamanda endotelin homeostatik islevlerini (pihtilasma yolaklari, blyime
faktorleri ve vazoaktif ajanlar Uretimi) de degistirebilir. Cesitli calismalarda,
pulmoner endotel hicrelerinin bozulmus apoptozu artmis endotel proliferasyonu
ve damar daralmasi ile iligkilendirilmistir (Haworth ve Reid, 1978; Smadja ve
digerleri, 2009). PAH’li hastalarda apoptoz belirteglerinin hem vaskuler hucreler
hem de enflamatuar hiicrelerdeki ekspresyonlarinin degerlendirildidi bir calismada
proapoptotik belirtecler olan Kaspaz-3 ve p53 proteinlerin endotel tabakasi
tarafindan ylksek dizeyde eksprese edildigi gosterilmistir (Lévy ve digerleri,
2007).

Tez calismasi kapsaminda PAH’a bagh olarak gelisen pulmoner endotel hasarini
ve tedavi amaciyla farkli dozlarda uygulanan SNEDDS (G3), S-SNEDDS tablet

(G4) formulasyonlari ve referans tablet (G5)'in akciger dokusunda olasi iyilestirici
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etkilerini Kaspaz-3 ekspresyon seviyesi Uzerinden degerlendirilmistir. Buna goére
hastalik modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen grupta (G2) akciger dokusunda
tespit edilen siddetli hasarin, kontrol grubuna kiyasla artmis olan Kaspaz-3
ekpresyon seviyesi ile uyumlu oldugu belirlenmigtir. Bununla birlikte SNEDDS
(G3), S-SNEDDS tablet (G4) formulasyonlari ve referans tablet (G5) uygulanan
G3, G4 ve G5 tedavi gruplarinda ise 2 ve 4 doz uygulamalarinin tedavi edici
etkisinin olmadigi ve buna paralel olarak bu gruplardaki Kaspaz-3 ekpresyonun
G2’ye benzer sekilde guglu oldugu gorulmustar. Tedavinin iyilestirici etkilerinin ilk
olarak ortaya ¢iktigi 13. ve 14. dozlarda ise azalan Kaspaz-3 ekspresyon seviyesi

histopatolojik parametrelerdeki duzelme ile iligkilendirilmistir.

Akciger, kalp ve karaciger arasinda cift yonlu karmagik bir iliski bulunmaktadir ve
bu durum PAH’da acgik¢a karsimiza ¢ikmaktadir. PAH’da ilk etkilenen organ olan
kalpte sag kalp yetmezligi gelismektedir. Sag kalp yetmezlidi ile yakin anatomik ve
fizyolojik iliskisi nedeniyle karaciger PAH ile iligkili sag kalp yetmezliginden
etkilenmekte, sag kalp yetmezligi karaciger biyokimyasi ve histolojisi Uzerinde
dogrudan sonuglari olan konjestif hepatopatiye neden olmaktadir (Nickel ve
digerleri, 2021). Karaciger hepatositler, kolonjiyositler, endotel hlcreleri, Kupffer
hlcreleri ve fibroblastlar gibi gesitli hicresel bilesenlerden olusur. Hepatositlerin
gucli rejeneratif yetenegi olmasina ragmen, yetiskinlerde rejenerasyon igin
alternatif bir mekanizma olduguna inanilmaktadir. Yapilan g¢alismalarda, sigan
karacigerinde toksin kaynakli hasar ile hepatosit proliferasyonu inhibe edildiginde
ve karaciger rejenerasyonu tehlikeye girdiginde, periportal bolgede "duktuler
hepatositler ya da daha yaygin olarak "oval hicreler," adi verilen ¢ok sayida kiguk
hicrelerin ortaya c¢iktigi gorulmustir. Bu hucreler, ciddi sekilde yaralanmis
karacigerde hepatositlere ve kolanjiyositlere farklilasan fakdltatif hepatik kdk
hicreler olarak kabul edilmektedir (Roskams, Libbrecht ve Desmet, 2003;

Roskams ve digerleri, 2004; Roskams, Katoonizadeh ve Komuta, 2010).

Birgcok deney, oval hucrelerin saglkh karacigerde mevcut olmayan ve periportal
bolgede sadece yaralanma kosullari altinda ortaya g¢ikan bir hicre populasyonu
oldugunu desteklemektedir (Tanaka ve Miyajima, 2012). Oval hucreleri,
kolanjiositlerden ve hepatositlerden ayirt etmek igin gesitli yizey belirteclerinden

yararlaniimaktadir. Yetigkin sican karacigerinde hepatositlerin; albimin ve alfa-



429

fetoprotein (AFP), kolanjiositlerin; CK-7, CK-19, OV-6 ve oval hucrelerin ise epitel
hicre adezyon moleklli (EpCAM), albimin, OV-6, alfa-fetoprotein (AFP),
sitokeratin-19 (CK-19), CK-7, CK8, CK18, CD24, CD44, CD133, Claudin-7,
kaderin-22 gibi yuzey belirteclerini eksprese ettikleri bilinmektedir (Ceulemans ve
digerleri, 2017).

Bu bilgiler dogrultusunda tez ¢alismasinda normal karacigerde eksprese olmayan,
ancak sigcanlara ait hasarl karacigerde eksprese edildigi bilinen TROP2 (Human
Trophoblast Cell Surface Antigen 2) ylzey belirtecinin ekspresyon seviyesi yapilan
IHC analizler ile tim deney gruplarinda dl¢iimustir. Buna gore kontrol grubuna
(G1) ait 6rneklerden elde edilen saglikli karaciger kesitlerinde TROP2 ekpresyonu
olmadigi, ancak hastallk modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen gruba (G2) ait
dejeneratif karaciger kesitlerde ise ylksek seviyede TROP2 ekpresyonu oldugu
tespit edilmistir. SNEDDS (G3), S-SNEDDS tablet (G4) formilasyonlar ve referans
tablet (G5) uygulanan tedavi gruplarinda ise 2 ve 4 doz uygulamalarinin tedavi
edici etkisinin olmadigi ve buna paralel olarak TROP2 ekpresyonun guglu oldugu
gorulmustar. Tedavinin iyilestirici etkilerinin ilk olarak ortaya c¢iktigi 13. ve 14.
dozlarda ise bu ekspresyonun giderek azaldigi belirlenmigtir. Elde ettigimiz bu
TROP2 ekspresyon verileri literatirdeki calismalar ile benzer sekilde yalnizca
hasarli karacigerde ortaya c¢ikan oval hucreler ile iligskilendirilmigtir (Okabe ve

digerleri, 2009; Yamazaki, Moore ve Negishi, 2011).

Karaciger hasari ve rejenerasyonu kompleman sistem, trombositler, inflamatuar
sitokinler (TNF-a, IL-6, IL-1b), buyime faktérleri (HGF, EGF, VGF) ve anti-
inflamatuar faktorler (IL-10, TGF-b) gibi doku yaralanmasi duzenleyicileri ile
iliskilendirilen olduk¢a karmasik bir surectir (Cienfuegos ve digerleri, 2014). TNF-a
(Tumdr nekroz faktori alfa) sistemik inflamasyonda yer alan bir hicre sinyal
proteinidir. Yapilan ¢caligmalarda cesitli organlarda, cerrahi ya da toksin kaynakli
stres durumlarinda ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Kamei, Yoshida,

Yamasaki, Tajiri ve Shirouzu, 2001; Mawarti, Rajin ve Asumta, 2017).

Literatir arastirmalari dogrultusunda tez c¢alismasi kapsaminda hicrede pro-
enflamatuar sitokinlerin artmasi gibi olgularin hepatosit hasarina bagh oldugu

disuncesi ile TNF-a ekspresyon seviyesi yapilan IHC analizleri ile tim deney
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gruplarinda dlgtimustir. Buna gére TROP2 ekpresyon bulgulari ile tutarli sekilde,
kontrol grubuna (G1) ait drneklerden elde edilen saglikli karaciger kesitlerinde
TNF-a ekpresyonu olmadigi, ancak hastalik modeli olusturulan ve tedavi
edilmeyen gruba (G2) ait dejeneratif karaciger kesitlerde ise yuksek seviyede
TNF-a ekpresyonu oldugu tespit edilmistir. SNEDDS (G3), S-SNEDDS tablet (G4)
formUlasyonlari ve referans tablet (G5) uygulanan tedavi gruplarinda ise 2 ve 4
doz uygulamalarinin tedavi edici etkisinin olmadigi ve buna paralel olarak TNF-a
ekpresyonun guglu oldugu gorulmustir. Tedavinin iyilestirici etkilerinin ilk olarak
ortaya c¢iktigi 13. ve 14. dozlarda ise bu ekspresyonun giderek azaldigi

belirlenmistir.

Siganlarda hepatosit hasarinin bir diger gostergesi ise azalan albimin miktaridir
(Ozerkan, Ozsoy, Akbulut, Gliney ve Oztirk, 2017). Tez calismas! kapsaminda
hepatositlerde olugsan hasari ve uygulanan tedavilerin olasi iyilestirici etkileri
hepatosit-iligkili transkripsiyon faktori olan albimin seviyesi ELISA yéntemi ile
degerlendiriimigtir. Buna goére hastallk modeli sonrasi SNEDDS, S-SNEDDS
tablet ve referans tablet ile farkh dozlarda tedavi uygulanan tim gruplarda serum
albumin seviyesinin kontrole kiyasla azalmis oldugu belirlenmistir. 14 ve 20 doz
SNEDDS formilasyon uygulanan sigcanlarda ise ekspresyon seviyesinin tekrar
arttigi izlenmigtir. Serum albimin seviyesindeki bu artis s6z konusu gruplarda
izlenen histopatolojik parametrelerdeki iyilesme ile tutarlh bulunmustur. 13 ve 20
doz S-SNEDDS tablet formulasyonu uygulanan si¢canlardaki ekspresyon seviyesi
ayni dozlarda SNEDDS fromilasyon uygulanan siganlara benzer sekilde
izlenmigtir. Bununla birlikte, 15 doz referans tablet uygulanan si¢anlarda izlenen
serum albumin seviyesi ayni dozda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyon

uygulanan deneklere kiyasla daha dusuk olarak bulunmustur (p<0,05).

PAH ve kronik bobrek hastaligi arasindaki iliskiye ait sinirli veri bulunmakla birlikte
gun gectikge konu Uzerine olan calismalar artmaktadir. Serum kreatinin veya
tahmini glomerdler filtrasyon hizi ile belirlenen bdbrek disfonksiyonu, PAH'da sik
gorulen bir komorbiditedir ve bozulmus bdbrek fonksiyonu, mortalitenin guglu ve
bagimsiz bir dngoérdurucusudir (Nickel ve digerleri, 2017). PAH'In bdbrekleri
etkileyen ve bdbrek fonksiyon bozuklugunun yuksek prevalansini agiklayan ¢ok

sayida potansiyel mekanizma mevcuttur. Bunlardan baglicalart artan venoz
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tikaniklik, azalmis kalp debisi, kalp ve bobrek arasindaki ikili etkilesim
(kardiyorenal sendrom-CRS) ve sag kalp yetmezligi ortamindaki nérohormonal

aktivasyondur (Ronco ve Di Lullo,2014).

Apoptoz, normal ve patolojik sureglerde onemli bir hicre 6lum yolagidir. Kaspaz
(cysteine-aspartic acid protease) ailesinin bir Uyesi olan Kaspaz-3 ise iyi bilinen ve
bobrek fonksiyon bozukluguna kritik bir katkisi oldugu dusunllen apoptotik
enzimlerden biridir (Alnemri ve digerleri, 1996). Ying ve arkadaslari yaptiklari
calismada, sepsis kaynakli akut bobrek hasari sonrasinda, bdbrek dokusunda
Kaspaz-3 ifadesinin arttigini belirlemiglerdir (Ying ve digerleri, 2020). Benzer bir
calismada iskemi-reperflizyona bagl ortaya c¢ikan bdbrek fonksiyon bozuklugu,
pro-apoptotik bir faktdr olan Kaspaz-3'Un aktivitesindeki artis ile iligskilendirilmistir
(Kunduzova ve digerleri, 2003).

Tez calismalari kapsaminda PAH’a bagli olarak gelisen bdbrek hasarinda tedavi
amaciyla farkli dozlarda uygulanan SNEDDS, S-SNEDDS tablet formulasyonlar ve
referans tablet ile tedavide bobrek dokusunda olasi iyilestirici etkileri Kaspaz-3
ekspresyon seviyesi Uzerinden degerlendiriimigtir. Buna gore hastalik modeli
olusturulan ve tedavi edilmeyen grup (G2) bobrek dokusunda tespit edilen siddetli
hasar, kontrol grubuna kiyasla artmig olan Kaspaz-3 ekpresyon seviyesi ile
uyumlu oldugu belirlenmigtir. Bununla birlikte SNEDDS (G3), S-SNEDDS tablet
(G4) formulasyonlari ve referans tablet (G5) uygulanan G3, G4 ve G5 tedavi
gruplarinda ise 2 ve 4 doz uygulamalarinin tedavi edici etkisinin olmadidi ve buna
paralel olarak bu gruplardaki Kaspaz-3 ekpresyonun G2’ye benzer sekilde guglu
oldugu gorulmustir. Tedavinin iyilestirici etkilerinin ilk olarak ortaya ¢iktigr 13. ve
14. dozlarda ise azalan Kaspaz-3 ekspresyon seviyesinin histopatolojik

parametrelerdeki duzelme ile iligkilendirilmigtir.

Siganlarda cesitli faktorlere bagli olarak gelisen ve PAHInda dahil oldugu bazi
pulmoner hipertansiyon tiplerinde inflamatuar mekanizmalarin 6énemli bir rol
oynadidi bilinmektedir. Proinflamatuvar bir sitokin olan IL-6, sitoprotektif ve
proliferatif etkileri nedeniyle doku rejenerasyonu ile yakindan iligkilidir. Yapilan
calismalarda, PAH hastalarinda dolasimdaki, otoantikorlarin yani sira, IL-1 ve IL-6

gibi proinflamatuvar sitokinlerin seviyelerinin ytkseldigi gosterilmistir (De Oliveira
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Gomes ve digerleri, 2020; Dorfmuller, Perros, Balabanian, ve Humbert, 2003).
Bununla birlikte IL-6, akcigerlerde birgok inflamatuar strece aracilik ettigi bilinen
ve duzensiz salindiginda gesitli solunum bozukluklarinin patogenezinde yer alan
bir sitokindir (Park ve digerleri, 2001) Cesitli genetik ¢calismalarda IL-6 ile fibrozis
gelisimi arasindaki potansiyel iligski gosterilmistir (Pantelidis, Fanning, Wells,
Welsh, ve Du Bois, 2001; Qiu, Fujimura, Kurashima, Nakao ve Mukaida, 2004).
Yine benzer bir ¢alismada pulmoner dejenerasyonda IL-6 gibi proinflamatuvar

sitokinlerin seviyelerinin yukseldigi gosterilmistir (Pedroza ve digerleri, 2011).

Tez calismasi kapsaminda, hastalilk modeline bagli gelisen akciger ve bobrek
hasari sonrasinda uygulanan tedavilerin olasi iyilegtirici etkilerini, s6z konusu
dokulardaki IL-6 ekspresyon seviyesi ile degerlendirmesi amaglanmis, buna gore
hastalilk modeli olusturulan ve tedavi edilmeyen grupta (G2) bobrek ve akciger
dokusunda tespit edilen siddetli hasari, kontrol grubuna kiyasla artmis olan IL-6
ekpresyon seviyesi ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte SNEDDS
(G3), S-SNEDDS tablet (G4) formulasyonlari ve referans tablet (G5) uygulanan
G3, G4 ve G5 tedavi gruplarinda ise 2 ve 4 doz uygulamalarinin tedavi edici
etkisinin olmadigi ve buna paralel olarak bu gruplardaki IL-6 ekpresyonun G2’ye
benzer sekilde glcli oldugu gorilmustir. Tedavinin iyilestirici etkilerinin ilk olarak
ortaya ciktigr 13. ve 14. dozlarda ise azalan IL-6 ekspresyon seviyesi histopatolojik

parametrelerdeki duzelme ile iligkilendirilmigtir.

Elde ettigimiz tim bu veriler 1s1ginda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet
formulasyonlarinin akcigerde parankimada fibrozis ve konjesyon, bag dokuda
lenfatik hicre infiltrasyonu, pulmoner arter duvarinda intimal kalinlagsma ve endotel
hicre dejenerasyonu; karacigerde sinuzoidal dilatasyon, fibrozis, vaskiler
konjesyon, hucresel vakuolizasyon; bobrekte vaskuler konjesyon, glomerular
dejenerasyon, tubuler dilatasyon ve noétrofil infiltrasyonu gibi histopatolojik olgular
Uzerindeki tedavi edici etkisinin benzer O&lglide oldugu ve s6z konusu bu
formilasyonlarin daha distUk dozlarinin referans tabletten daha etkili oldugu
belirlenmistir. Hedeflenen tedavi slresinden daha kisa devam ettirilebilen 14
gunlik kisa tedavi suresinden elde edilen sonuglar doz azaltiimasi agisindan

oldukga umut verici olup, yan etki profilinde anlamli bir azalma ile
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sonuglanabilecegi dusunulmektedir. Elde edilen histoloji sonuglari yapilan diger in

vivo calismalar ile de birbirini desteklemektedir.

5.11.3. Biyodagihm caligmalari

Son yillarda 6zellikle optik ¢ézinurlikte dnemli gelismeler saglanmasiyla insanlar
ve hayvanlarda spesifik molekller yollari goéruntilemeye yonelik farkh araclar,
reaktifler ve yontemler gelistiriimesi umut verici bir alan olmustur. Noninzavif olan
bu goruntuleme tekniklerinden ¢ogu hayvan galigsmalari igin kullanilabilmekte ve
hayvanlarin buttn olarak floresans gérintilenmesindeki son gelismeler ilaglarin ve
diger 6zel yapilarin nicel analizini mimkin kilmaktadir (Wessels ve digerleri,
2007).

SNEDDS ve S-SNEDDS tabletin biyodagilimi ve vicutta kalis sureleri in vivo
olarak IVIS® ile incelenmis, IVIS®in farkli nanoemiilsiyon galismalarinda basariyla
uygulandigr goérulmustiur (Afzal, Shareef ve Kishan, 2016; Ahmad ve digerleri,
2017; Komesli, Yildirim ve Karasulu, 2021; Shin ve digerleri, 2017). IVIS® ile
cihazin hassasiyet sinirlarindaki dalga boyunda alinan goéruntuler dakika dakika
karsilastirilarak kontrol boya grubu, SNEDDS ve S-SNEDDS tabletin ADME’sine
dair bir gorsel profil olusturulmak amaciyla ¢alismalar basariyla gerceklestirilmistir.
XenoLight™ DIR ve VivoTag® 680XL ile basarili bir sekilde isaretlenen SNEDDS
ve S-SNEDDS formulasyonlarin ilk zaman noktalarinda floresan sinyalinin midenin
anatomik konumu ile uyumlu olan farelerin sol orta tarafinda tespit edildigi (De
Lima ve digerleri, 2018) ve daha sonraki deneysel zaman noktalarinda sinyalin
midede azalirken bagirsaklarda ilerlemesi bu bdlgede sinyalin siddetini arttirdigini
gOstermigtir.

XenoLight™ DIR isaretli SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formilasyon gruplarinda
vucuttaki gercek zamanl biyodagilimi kontrol boya grubuna gore sirasiyla toplam
emisyonu 11,8 ve 2,4 kat (p<0,05) (Sekil 4.136 ve 4.137); VivoTag® 680XL isaretli
SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyon gruplarinda vicuttaki gergek zamanli
biyodagilimi kontrol boya grubuna goére sirasiyla toplam emisyonu 6,1 ve 3,4 kat
artirdigi (p<0,05) (Sekil 4.138 ve 4.139) bulunmustur.
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ADME c¢alismalari tamamlandiktan sonra boyanin dokulardaki tutulumunu
belirlemek ve in vivo goruntulemeden elde edilen gergcek zamanl biyodagilim
sonuglarini dogrulamak amaciyla organlar ¢ikartiimig, tek tek tablaya (mide, kalp,
karaciger, akciger, bobrek, dalak, kolon) yerlestirilmis ve 151k absorplama degerleri

hesaplanmak suretiyle alan degerleri (ROI) belirlenmigtir.

Ex vivo sonuglar incelendiginde XenoLight™ DIR isaretli SNEDDS ve S-SNEDDS
tablet formulasyon gruplarinda organ tutulumlari kontrol boya grubuna gore
sirasiyla toplam emisyonu 6,5 ve 2,8 kat (p<0,05) (Resim 4.94 ve 4.102);
VivoTag® 680XL isaretli SNEDDS ve S-SNEDDS formdilasyon gruplarinda organ
tutulumlar kontrol boya grubuna gore sirasiyla emisyonu 6,0 ve 3,1 kat arttidigi
(p<0,05) (Resim 4.110 ve 4.118) gorulmustar. Gergek zamanh biyodagilim ve ex

vivo organ tutulumlarindaki artislar birbiri ile uyumlu bulunmustur.

Calisma sirasinda SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formilasyonlar farelerde mide
ve daha yogdun olarak bagirsaklarda floresan emisyonu gostermigtir. SNEDDS’ler
lenfatik sistem araciligi ile sistemik dolagima katilmakta bodylelikle karacigerde ilk
gecis etkisine ugramamaktadir. Karacigerde emisyon gorulmemesi ilk gecis
etkisine ugramadigini géstermistir. Bu sonug¢ in vivo farmakokinetik sonuglarimizi
desteklemistir. Boylelikle SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarinin

BOS’un oral biyoyararlanimini artirdigini dogrulamistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismamiz kapsaminda, pulmoner arteriyel hipertansiyon tedavisinde
kullanilan BCS Sinif 2 etkin madde olan bosentanin (BOS) lipit kaynakl
kendiliginden nanoemulsifiye ila¢ tasiyici sistemin adsorban bir tasiyici ile kati
dozaj sekli olarak gelistirilmesi ve in vitro-in vivo degerlendiriimesi amaclanmistir.
Kati kendiliginden nanoemdilsifiye ila¢c tasiyici sistem (S-SNEDDS) tableti ile
BOS’un ¢6zinGrligu artmig, daha dusuk dozda, daha biyoyararli, terapétik olarak
daha etkili ve ylksek dozdan olusabilecek yan etkilerin azaltiimasini amaclayan

¢alismamiz hedefine ulasmistir.

in vitro ve in vivo olarak yiritilmis olan kapsamli calismalardan elde edilen

sonuglar asagida 6zetlenmisgtir:

- Onformiilasyon calismalari sonucunda uzun zincirli mono ve digliserit
karisimlarindan Maisine® ve Peceol® (yaglar), Cremophor® RH 40 (surfaktan)
ve Labrasol® (kosUrfaktan) igeren formulasyonlar faz diyagramlarindan
hareketle gelistirilmistir.

- Box-Behnken deney tasarimi (BBD) ile optimum Maisine® ve Peceol® SNEDDS
formuUlasyonlar gelistiriimistir ve BOS basari ile yuklenmistir.

- Karakterizasyon galismalari Maisine® ve Peceol® SNEDDS formilasyonlarinda
basari ile gergeklestiriimistir.

- Sivi SNEDDS karakterizasyon ve in vitro ¢6zinme hizi ¢alismalari
dogrultusunda S-SNEDDS gelistiriimesi amaciyla Maisine® iceren SNEDDS
formUlasyonu segcilmigtir.

- Maisine® SNEDDS formulasyonun Neusilin® US2 ile katilagtirma islemi igin en
uygun oran 1,25:1 olarak belirlenmis, toz ve kati hal karakterizasyon
caligsmalari bagari ile gerceklestiriimigtir.

- S-SNEDDS tabletler dogrudan basim yontemi ile elde edilmistir. S-SNEDDS
tabletlerde yapilan kalite denetimleri Avrupa Farmakopesi 8.0 spesifikasyon
limitlerine gore kabul edilen aralikta olup S-SNEDDS tabletler 12 aylik sureg

igin stabil bulunmustur.
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in vivoyu taklit eden biyouyumlu ortamlarda ise S-SNEDDS tabletten %
kimdulatif ¢ézinen BOS miktari referans tablete kiyasla artmis ve artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Tez galismalari kapsamindaki verilerin desteklenmesi amaci ile gergeklestirilen
in vitro lipoliz galismalar ile SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formulasyonlarin
referans tablete gére BOS’u daha fazla ¢6zunidr halde bulundurmus ve bu
nedenle ylksek biyoyararlanim saglama amacini desteklemistir.

Ex vivo permeabilite c¢aligsmalari BOS ¢o6zundrligunin artmasi ile
permeabilitesinin de artacagini gostermistir.

in vivo farmakokinetik calismalarda, referans tablete gére SNEDDS ve
S-SNEDDS tabletin acglik ve tokluk durumunda AUC ve Cmax’t artirdigi, her iki
formUlasyon igin de tokluk durumundaki AUC ve Cmax artislarinin anlamli
oldugu bulunmustur. Yani, BCS Sinif 2 olan BOS’un tokluk kosullarinda gida
etkisi nedeniyle biyoyararlanimi artmistir. Ayni zamanda S-SNEDDS tablet,
referans tablette gorllen ylksek bireyler arasi dediskenligi de énemli dlgude
azaltmistir.

in vitro ¢éziinme hizi ve in vivo plazma konsantrasyonu arasinda kurulan
IVIVR, gelistirlen SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formilasyonunda referans
tablete gore daha yuksek korelasyon gdstermistir.

Farmakodinamik ekokardiyografi c¢alismasinda hastallk modeli basari ile
olusturulmus, 14 gunlik tedavide tedavi gruplari arasinda fark bulunamamistir.
Histoloji calismalari SNEDDS ve S-SNEDDS tablet formuilasyonlarinin akciger,
karaciger ve bébrek dokularindaki histopatolojik olgular UGzerine tedavi edici
etkisinin benzer dl¢ide oldugu ve s6z konusu bu formulasyonlarin daha dusuk
dozlarinin referans tabletten daha etkili oldugunu gostermigtir.

Biyodagilim calismasi ile SNEDDS ve S-SNEDDS tabletin ADME’sine dair
gorsel profil basari ile olusturulmustur. SNEDDS ve S-SNEDDS
formUlasyonlarin lenfatik sistem araciligi ile sistemik dolagsima katilmasi ve
karacigerde ilk gecis etkisine ugramamasi karacigerde emisyon goérulmemesi
dogrulanmistir. Bu sonu¢ farmakokinetik calismalardaki emilim ve

biyoyararlanim artigiyla desteklenmisgtir.

Tez galismamizda, in vitro-in vivo g¢alismalar sonucunda oral biyoyararlanimi

artirmada ve daha dusik dozda etkinlik gostererek yan etki profilini azaltmada
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S-SNEDDS tablet formilasyonu ile olumlu sonuglar elde edilmistir. Hedeflenen
tedavi suresinden daha kisa devam ettirilebilen 14 gunlUk kisa tedavi suresinden
elde edilen sonugclar doz azaltilmasi agisindan oldukga umut verici olup, yan etki

profilinde anlamli bir azalma saglayabilecedi dusunulmektedir.

Elde edilen tim bu sonuglar dogrultusunda formulasyon, laboratuvar élgekli Gretim
ve Faz 0 - preklinik ¢alismalarda basarili olan BOS igeren prototip S-SNEDDS
formlUlasyonu patent (TR 2019 15787 B) ile tescillenmistir. Bundan sonraki
sureclerde, umut vaadeden BOS yuklu S-SNEDDS tablet formulasyonunun in vivo
calismalarda denek sayisinin artirilarak tekrarlanmasi sonucunda olgek buyutme

ve klinik calismalarla ilerleyebilmesi 6nemli bir adim olacaktir.

Elde edilen tim olumlu sonuglara ragmen c¢alismada goérlilen sorunlar ve bu

sorunlara kargi ¢ozum Onerileri agsagida sunulmaktadir:

- Farmakodinamik ekokardiyografi ¢calismasinda hastalik modeli MCT ile basar
sekilde olusturulmus, ancak hastaligin hayvanlarin sag kalimi Gzerine etkisi
ongorulememis, hayvanlarin hizli 6limune bagli olarak planlanan tedavi suresi
uygulanmadigindan tedavi gruplari arasinda fark bulunamamigtir. Mikroskobik
olarak histoloji sonuglarindan elde edilen veriler anlamli tedavi etkinliginin
gorulebildigi en kisa sureyi 14 gun olarak belirlemis ve tedavi gruplari arasinda
anlamli bulunamayan farki desteklemigtir.

- Bu nedenle ekokardiyografi calismalari igin:

- PAH olusturulmasinda kimyasal ajan olan MCT’nin daha disuk dozda
ve daha yuksek sayida sican grubuna uygulanmasi

- Yukarndaki iki kosulun saglanmasi ile tedavinin klinik agidan aradaki
farki goOsterebilmesi i¢in planlanan sure boyunca devam ettiriimesi

onerilmektedir.
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