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Onsoz

Bu ¢alismada, Biyofarmasoétik Siniflandirma Sistemine (BCS) gore diisiik ¢oziintirliik,
ylksek permeabilite (siif II) ya da diisiik permeabilite, yiiksek ¢oziiniirliik (sinif I11)
gosteren bir etkin maddeyi model etkin madde olarak se¢ip, lipid bazli ilag tasiyici
sistemlerini hazirlamak ve segilen etkin maddenin biyoyararlanimini arttirmak
hedeflenmistir. Bu amagla yapilan literatlir arastirmalar1 sonucunda hipertansiyon
tedavisinde kullanilan Valsartan etkin maddesinin kullanilmasina karar verilmistir.
Ciinkii Valsartan pH’ya bagl ¢oziiniirliik gosteren ve oral biyoyararlanimi yaklasik
%25 olan bir ilagtir. Bu tez ¢aligmasi formiilasyon gelistirme, karakterizasyon ve in
vitro-in vivo ¢alismalart kapsamaktadir. Tez konusunun belirlenmesinden tez
caligmasinin son agsamasina kadar yardimlarin1 esirgemeyen, yogun temposunda bana
her an 151k tutan degerli hocam Prof. Dr. Yesim KARASULU’ya sonsuz tesekkiir

ederim.
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Ozet

Valsartamin Oral Yolla Kullamim i¢in Kendiliginden Emiilsifiye Olabilen
Sistemlerinin Hazirlanmasi ve In Vivo-in Vitro Degerlendirilmesi Uzerine

Calismalar

Birgok kardiyovaskiiler hastalik yiliksek kan basincina bagli gelismektedir. Yiiksek kan
basinci sakatlik ve erken 6liim i¢in, 6zellikle endiistrilesmis iilkelerde en biiyiik risk
faktorlerinden biridir. Dolayisiyla antihipertansif tedavi, hipertansiyonla yiiksek 6liim
orania sahip hastalarda kardiyovaskiiler komplikasyon riskini azaltir. Valsartan,
yiiksek secicilige sahip ve oral yoldan aktif anjiyotensin II tip I reseptor antagonist
grubuna dahil antihipertansif bir ilagtir. Valsartanin anjiyotensin II tip I reseptoriine
afinitesi, anjiyotensin II tip II reseptdriine olan afinitesinden yaklasik 20000 kat
fazladir. Bu sayede kan damarlarinda gevsemeye ve kan basincinda diismeye sebep
olur. Valsartan oral alimdan sonra hizla absorbe olur fakat yetersiz ve dengesiz
biyoyararlanima sahip olmasindan dolay1 oral biyoyararlanimi yaklasik %25’tir.
Gastrointestinal kanalin iist kismindan absorbe olur ve buranin asidik ortami nedeniyle
de bu bolgede az ¢oziiniir. Ayrica karacigerde ilk gecis etkisine ugrar ve yemek
etkisiyle de biyoyararlanimi azalan ilaglar arasinda yer alir. Valsartanin diisiik
¢Oziiniirlik ve biyoyararlanim sorununun iistesinden gelebilmek icin literatlir de
bircok calisma yapilmistir.  Bunlar arasinda kat1 dispersiyonlar, siklodekstrin
kompleksleri, mikrokapsiil formiilasyonlari, kendiliginden emiilsifiye olabilen
sistemler yer almaktadir. Tez ¢alismamda, farkli olarak, valsartanin degisik lipid bazli
ilag tastyict sistemleri gelistirilerek, bu formiilasyonlar birbiri i¢inde kiyaslanmistir.
Sonug olarak, diisiik ¢ozliniirliik ve biyoyararlanmin gdsteren valsartan i¢in ideal bir
ilag tasiyici sistem Onerilmistir. Bilindigi gibi, hipertansiyon tedavisinde valsartan tek
basina artan dozlarda kullanildig1 gibi, tedavinin yetersiz oldugu durumlarda
kombinasyon tedavileri de kullanilmaktadir. Ancak gilinlimiizde uygulanan saglik
tedbirleri geregi, antihipertansif kombine formlar son ¢are olarak recetelenmektedir.
Bu nedenle de yiiksek secicilige sahip ve pazar payr yiiksek olan valsartanin,
biyoyararlanim problemini asacak sekilde yenilik¢i bir formiilasyon ile yeniden
formiile edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Boylelikle onerilen bu yeni formiilasyon ile
hastalarin hem tedaviye uyuncu artacak hem de valsartan iceren kombine
formiilasyonlara gereksinimi azalarak ilag¢ sarfiyati diisecek ve saglik harcamalarina

da olumlu bir katki saglamasi s6z konusu olacaktir.
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Abstract

Development Of Oral Self-Emulsifying Drug Delivery Systems Valsartan And

In Vitro-In Vivo Evaluation

Many cardiovasculer diseases have been resulted from high blood pressure. Especially
in endustrized countries for disability and early death high blood pressure is one of the
biggest risk factor. Therefore, antihypertensive treatment reduce the risk of
cardiovasculer complications in patients with high mortality with hypertension.
Valsartan is an orally active antihypertensive drug with high mortality with high
selectivity and included in angiotensin II type I receptor antagonist group. The affinity
of Valsartan for angiotensin II tip I receptor is about 20000 fold greater than its affinity
for angiotensin II tip II receptor. This loosed the blood vessels and decreases blood
pressure. Valsartan rapidly absorbed after oral administration but oral bioavailability
is 25% because of its inadequate and unbalanced bioavailability. It is absorbed from
the upper part of the gastrointestinal tract and it is less soluble in this region because
of its acidic environment. Also Valsartan exposed to first pass metabolism in liver and
its bioavailability decreases with food. Many studies have been made in the literature
in order to achieve the low solubility and bioavailability problem of Valsartan. These
include solid dispersions, cyclodextrin complexes, microcapsule formulations, self
emulsifying systems. In this project, different lipid-based drug delivery systems of
valsartan will be developed and these formulations compared within each other. As a
result, an ideal drug delivery system for valsartan with low solubility and
bioavailability will be recommended. As is known, valsartan is used in increasing
doses in treatment of hypertension alone, and it is used in combination products when
treatment is insufficient. However, according to today's health precautions,
antihypertensive combination forms are prescribed as a last solution. For this reason,
it is very important that valsartan, which has high selectivity and high drug market
share, is reformulated with an innovative formulation to overcome the problem of
bioavailability. Thus, with this new formulation, it will be possible for patients to
increase their treatment tolerance and reduce the requirement of combined
formulations containing valsartan, thereby reducing drug consumption and

contributing positively to the health expenses.



Keywords; Antihypertensive; valsartan; lipid-based drug delivery system; micellar
solution; self-emulsifying drug delivery system (SEDDS); solid self-emulsifying drug
delivery system (S-SEDDS).
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Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

Hipertansiyon, gelismekte olan ve gelismis iilkelerin en basta gelen saghk
sorunlaridan birisidir. Diinya Saglik Orgiitii, prevalansi yiiksek olan hipertansiyonun
diinyada 6nlenebilir 6liim nedenleri i¢inde birinci sirada yer aldigini belirtmektedir.
Bizim calismamizin konusu olan valsartan ise bu gruba mensup potent, yiiksek
secicilige sahip ve oral yoldan aktif antihipertansif bir ilagtir. Valsartan etkisini
anjiyotensin II tip I reseptoriine baglanarak gosterir. Bdylece kan basincinda diisiis
saglanir. Ancak valsartanin biyoyararlaniminin %25 civarinda oldugunu gosteren
caligmalar bulunmaktadir (Saydam & Takka, 2007; Siddiqui et al., 2011). Bu nedenle
her ne kadar valsartan Ozellikle diyabetli hastalarda Onerilse de valsartanin oral
biyoyararlanimi istenilen diizeyde degildir. Valsartanla ile ilgili g¢aligmalarin
bircogunda tablet formu incelenmistir. Bu anlamda, projemizde valsartan igeren
kendiliginden emiilsifiye olabilen ilag tasiyici sistemleri, kat1 kendiliginden emiilsifiye
olabilen ilag tasiyici sistemleri ve miseller ¢ozeltisi gelistirilmis ve ticari formiilasyon
ve toz valsartan ile karsilastirilmali in vitro ¢alismalar yiiriitiilmistiir. Ayrica yapilan
farmakokinetik ve farmakodinamik etkinlik ¢caligmalari ile valsartanin antihipertansif

etkinligi yenilikei lipid bazli ilag tastyict sistemleri igerisinde degerlendirilmistir.
1.2.Arastirmanin Sorusu

Tezimizde gelistirilen SEDDS, S-SEDDS ve miseller ¢o6zeltinin, ilacin oral
biyoyararlanim ve etkinliginin arttirilmasi, antihipertansif tedavi i¢in daha az doza
ihtiya¢ duyulan ve bdylelikle hasta uyuncunun iyilestirildigi bir ilag sekli olmasi
amaciyla, ticari oral formiilasyonlarina (tablet) kiyasla daha iyi bir alternatif olup

olmadig1 sorusuna cevap aranacaktir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Lipid bazli formiilasyonlarinin amaci, gastrointestinal (GI) yol boyunca minimum
¢okmeyle c¢Oziinmiis ilacin transferini saglayarak suda az c¢oziinen ilaglarin
biyoyararlanim ve absorpsiyonlarini arttirmaktir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda,
lipid bazli ilag tasiyict sistemlerin 6zellikle lenfatik tasinma ile hepatik metabolizmay1
atlayip, kan konsantrasyonunun artmasi yolu ile biiyiik 6l¢iide karacigerde metabolize

olan ilaglarin terapdotik etkinligini arttirdigi goriilmiistiir. Bu nedenle de tezimizde suda



diisiik ¢coziiniirliik gosteren, karaciger ilk gecis etkisine sahip ve diisiik biyoyararlanim
gosteren valsartanin miseller ¢ozeltisi, SEDDS, S-SEDDS gibi lipid bazli ilag tastyici
sistemleri gelistirilmis ve bu sistemler birbirleriyle kiyaslanarak antihipertansif tedavi

icin ideal bir lipid bazli sistem (F8B) onerilmistir.

Gelistirilen lipid bazli formiilasyonlarin karakterizasyon, stabilite ve in vitro salim
caligmalar1 tamamlandiktan sonra, Caco-2 hiicre hatlarindan ge¢is calismalar
yapilmis, secilen lipid sistem (F8B) ile in vivo calismalar ylriitiilmistiir. /n vivo
calismalarda, gelistirilen lipid formiilasyon i¢indeki etkin maddenin farmakokinetik
profili, kan basinci {izerine olan etkisi ve biyokimyasal parametreleri, ticari farmasotik
sekil ile karsilastirmali olarak sicanlarda incelenmistir. Gelistirdigimiz formiilasyonun

biyoyararlaniminin in vitro ve in vivo olarak daha {istiin oldugu goriismiistiir.
1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Tezimizde karakterizasyon ve stabilitede kullanilan parametreler istatiksel olarak
anlamli sayida olacak sekilde belirlenmistir. Farmakokinetik ve farmakodinamik

caligmalardaki 6rneklem biiyiikliigii etik kurulun izin verdigi dlgtidedir.
1.5. Arastirmanin Simirhhiklar:

Tez calismamizdaki en biiytik sinirlilik maddi olanaklar olmustur. Bu giicliikleri biiyiik
dlgiide asmamiza yardimecr olan TUBITAK (117S821) ve Ege Universitesi BAP
birimine (17-ILAM-004 ve 17-ECZ-014) tesekkiir ederiz.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu tezin amaci, hipertansiyon tedavisinde kullanilan bir anjiyotensin II tip I reseptor
antagonisti olan valsartanin lipid bazl ila¢ tasiyict sistemlerini (miseller ¢ozelti,
SEDDS, S-SEDDS) gelistirmek ve gelistirilen bu formiilasyonlar1 birbiri i¢inde
kiyaslayarak etkinligini in vivo olarak arastirmaktir. Bu tezde hedeflenen olgiitlere
ulasildiginda, gelistirilen lipid bazli ilag tasiyici sistem ile mevcut antihipertansiflerin
hipertansiyon tedavisinde daha etkin ve giivenilir bir sekilde kullanilmasinin
saglanmasi, antihipertansif kombinasyonlarin tercih sikliginin azaltilmasi, maliyet ve

etkinligi daha avantajl ticari bir takdim sekilinin yaratilmasi olasidir.



Genel Bilgiler

2.1. Hipertansiyon

Hipertansiyon genel popiilasyonda yiiksek prevalansa sahip, birinci basamakta 8
kisiden 1'inde goriilen ve kardiyovaskiiler ve bobrek hastaligi i¢in ana risk faktorii olan
bir hastaliktir. Uygun ilaclarin varligina ragmen, tansiyon hastalarinin sadece %25'inin
kan basmci kontrol altindadir. Bu bireylerin %50'si tedavi edilmemektedir ve
maalesef, kan basimcinin tedavi edilmesi tavsiye edilen hipertansif hastalarin sadece
%50'sinde kilavuza dayali hedeflere ulasilmaktadir. Bu gidisle, diinya ¢apindaki
yetigkinlerin iicte birinin 2025 yilina kadar hipertansiyon hastasi olacagi

ongoriilmektedir (Bhagani, Kapil, & Lobo, 2018).

Hipertansiyon, kan basincinin 140/90 mmHg’ nin {izerinde olmasi olarak tanimlanir.
Genel popiilasyonda siklig1 yiliksek olan kardiyovaskiiler hastaliklar icin tedavi
edilebilir 6nemli bir risk faktoriidiir. En sik goriilen esansiyel hipertansiyondur ve
yaygin bir hastaliktir. Ancak sekonder hipertansiyon da arastirilmakta ve teshis
altindadir. Toplumda, hipertansiyon “sessiz katil” olarak adlandirilir ve genelde agik
bir belirti goéstermez. Global olarak 6liim ve sakatlik i¢in 6nde gelen bir risk
faktoriidiir; 25 yas istii kisilerin %401 hipertansiyonludur (O’Shea, Griffin, &
Fitzgibbon, 2017). Hipertansiyonlu (HT) yetiskinlerin sayis1 1975'te 594 milyon iken
2015'te 1.13 milyara yiikselmistir (Zhou et al., 2017).

Kan basincinin regiilasyonu kardiyovaskiiler sistem, renal sistem, sinir sistemi ile
endokrin sistem arasindaki etkilesimle saglanmaktadir. Kan basincinin uzun siire
ylksek seyretmesi zaman i¢ginde organ hasarina sebep olur ve kardiyovaskiiler sisteme,
bobreklere ve gozlere zarar verebilmektedir. Ancak uzun siiren bu siirecin erken
evrelerinde yiiksek kan basinci, kardiyovaskiiler fonksiyon bozulmasina neden
olmayabilir. Zaman i¢inde goriilen bu fonksiyonel bozulmanin ¢ogu, yiiksek kan
basincinin neden oldugu kompansatuar mekanizmalarin (vaskiiler-ventrikiiler
hipertrofi) sonucunda veya vaskiiler sistemde olan degisiklikler (endotel fonksiyon

degisikligi-ateroskleroz vb.) sonucunda olmaktadir (Aydin & Oztiirk, 2014).

Hipertansiyon siklig1 itk ve cografyaya gore degisim gostermektedir. Amerika Birlesik
Devletleri ve pek ¢ok Avrupa iilkesinde erigskin niifusun yaklasik %25-30’unda
hipertansiyon bulunmaktadir. Tiirkiye’de yapilan degisik calismalarda eriskin yas
grubunda hipertansiyon prevalansi %33 (Tiirk Kardiyoloji Dernegi), %35.9 (Tirkiye
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Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi) ve %30.3 (Tiirk Hipertansiyon ve Bobrek
Hastaliklar1 Dernegi) arasinda degismektedir. Ulkemizde hipertansiyon goriilme
sikligr ile ilgili ilk genis kapsamli ¢alisma “Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve
Risk Faktorleri (TEKHARF)” ¢alismasidir. Bu ¢alismada, hipertansiyon prevalansinin
%33.7 oldugu, yas ilerledikce bu saymnin arttigi saptanmistir. Daha yakin zamanda
tamamlanmis olan Tiirk Hipertansiyon Prevalans Caligmasi (Prevalence, awareness
and treatment of hypertension in Turkey, PatenT), lilkemizde hipertansiyonun sikligi,
dagilimi, farkindaligi, tedavi ve kontrol oranlar1 konusunda en giincel ve kapsamli
bilgilere erismek amaciyla gergeklestirilmistir. Calismada erigskin yas grubunda
hipertansiyon goriilme sikligini %31.8 olarak bulunmustur. Bu oran kadinlarda %36.1
iken, erkeklerde %27.7 olarak rapor edilmistir. Ayrica, hipertansiyonlu hastalarin
sadece %40.7°sinin hastaliklarimin farkinda oldugu tespit edilmis, %31.1 inin
antihipertansif tedavi aldig1 ve tedavi alanlarin sadece %20.7’sinin kan basincinin
kontrol altinda oldugu saptanmistir. Diyabet ve prediyabet prevalans ve risk
faktorlerinin degerlendirildigi TURDEP-2 caligmasinda hipertansiyon prevalansi
%31.4 olarak rapor edilmistir. Hipertansiyon sikliginin yillar iginde azaldig:
goriilmiistiir. Ulkemizde eriskilerde yapilan metabolik sendrom prevalansinin ATPIII
(The Adult Treatment Panel Guidelines) ve IDF (International Diabetes Federation)
kriterlerine gore degerlendirildigi bir diger ¢alismada ise hipertansiyon her iki grupta
da en sik rastlanan metabolik sendrom komponenti olarak belirlenmistir. Yasla
hipertansiyon sikliginin belirgin arttigi gosterilmistir (Tirkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Dernegi, 2018).

Kan basinci yas arttikga artar ve bu artis ¢evre ve yasam tarzi faktorlerinin yani sira
baslica elastik arteriyel damarlilikta, 6zellikle aortta arteriyel sertligin neden oldugu
hemodinamikteki degisikliklerin neden oldugu diisiiniilmektedir. Artan arter sertligi
sistolik kan basincinin artmasina ve diastolik kan basincinin azalmasina neden olur.
Bu nedenle yash bireylerde izole sistolik hipertansiyonun prevalansinin artmasindan
sorumludur. Ayrica, hipertansiyon, ingiltere ve ABD gibi Bati iilkelerinde kadinlarda
ve etnik azinliklarda daha yiiksek bir prevalansa sahiptir (Bhagani et al., 2018).

2013 ESH / ESC kurallarina gore hipertansiyon tanimlar1 agagida verilmistir;
- Iste (At work) Kan Basimc: Sistolik >140mmHg, Diastolik > 90mmHg.

- Ambulant Kan basinci: Giindiiz (uyanik) Sistolik > 135mmHg, Diastolik > 8 5mmHg.



Gece (uykuda) Sistolik > 120mmHg, Diastolik > 70mmHg.
24 saat boyunca Sistolik > 130mmHg, Diastolik > 80mmHg.
-Evde Kan Basinct: Sistolik > 135 mmHg, Diastolik > 85 mmHg.

Hipertansiyon tanisi i¢in sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci veya her ikisi de

yukarida belirtilen degerleri agmalidir (Oparil et al., 2018).

Yine 2007 ve 2013 ESH/ESC kurallarina gore hipertensiyonun siniflandirilmasi
asagida belirtildigi sekilde yapilmaktadir;

Optimal: Sistolik <120mmHg ve Diastolik <80mmHg

Normal: Sistolik 120-129mmHg ve/veya Diastolik 80-84mmHg

Yiiksek normal: Sistolik 130-139mmHg ve/veya Diastolik 85-89mmHg

Evre 1 hipertansiyon: Sistolik 140-159mmHg ve/veya Diastolik 90-99mmHg
Evre 2 hipertansiyon: Sistolik 160-179mmhg ve/veya 100-109mmHg

Evre 3 hipertansiyon: Sistolik >180 ve/veya Diastolik >110mmHg

Izole sistolik hipertansiyon : Sistolik >140mmHg ve Diastolik <90mmHg’dir (Aydin
& Oztiirk, 2014).

Hipertansiyon etiyolojik olarak primer ve sekonder olarak iki boliimde degerlendirilir.
2.1.1. Primer Hipertansiyon

Hipertansiyonlu hastalarin  bir¢ogunda, net bir neden tanimlanmamistir. Buna
esansiyel, primer veya idiyopatik hipertansiyon denir. Esansiyel hipertansiyon bir
dislama teshisidir ve tiim hipertansiyon vakalarinin ~%90-95'ini olusturur. Genetik
yatkinlik ve g¢evresel faktorler arasindaki karmagik bir etkilesimden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Esansiyel hipertansiyona yatkinlik, poligeniktir ve sadece ¢evresel
faktorlerle birlesince anlamli bulunur. Esansiyel hipertansiyon heterojen bir
hastaliktir, farkli hastalarda yiiksek kan basinci ile sonuglanan farkli rastgele faktorlere
sahiptir. Obezite, yiiksek alkol ve/veya tuz alimi, insiilin direnci, disiik potasyum
ve/veya diisiik kalsiyum alimi, yaslanma, hareketsiz yagam tarzi ve stres, hipertansiyon

gelisimine katkida bulunur (O’Shea et al., 2017).



Ayrica hipertansiyon, hem etiyolojisinde duygusal nedenlerin rol oynamasi hem de
seyri sirasinda psikiyatrik belirtilerin ve bozukluklarin ortaya ¢ikabilmesi nedeni ile
psikiyatrik olarak da yillardir arastirilmaktadir. Yapilan calismalarda; asir1 kontrollii
ve uyumlu olma, iste siirekli caba gosterme, agresif diirtiileri bastirma gibi 6zelliklerin
hipertansiyona yatkinliga neden oldugu gosterilmistir. Hipertansiyonun baskilanmis
duygulara kars1 bir tepki, bir uyum ve savunma mekanizmasi oldugu kabul
edilmektedir. Hipertansiyona yatkin kisilerde, duygusal streslere cevap olarak
sempatik sinir sisteminin etkilendigi, vaskiiler vazokonstriksiyon ve diger otonomik
cevaplarin sonucu olarak hipertansiyon ortaya ¢ikmaktadir. Strese vazokonstriktor
cevabin hipertansif olanlarda, tansiyonu normal olanlara gére ¢ok daha uzun oldugu
da gosterilmistir. Hipertansiyona yatkin olan kisilerde, strese karsi otonomik yanit
0zelligi kan basincinin yiikselmesi seklindedir. Esansiyel hipertansiyonda sempatik
uyart artisinin kilit bir etmen olabilecegi, baroreseptorlerin yapisal ve islevsel
degisiklikler gdstererek yeniden diizenlendigi glinlimiizde en gegerli olan varsayimdir

(Celik & Ozdemir, 2010).
2.1.2. Sekonder Hipertansiyon

Sekonder hipertansiyon, tanimlanabilen bir sebebe bagl olan arteriyel hipertansiyon
anlamina gelir ve genel hipertansif popiilasyonun yaklasik %35-10'unu etkiler.
Belirlenebilir nedenler arasinda obstriiktif uyku apnesi, renovaskiiler hastalik, renal
parenkimal hastalik, primer aldosteronizm, Cushing sendromu, hipertiroidi,
hipotiroidi, hiperparatiroidi, feokromositoma veya paraganglioma, gebelik,
akromegali ve aort koarktasyonu sayilabilir. Sekonder hipertansiyonun sikligi, yasa ve

taranan popiilasyonun klinik 6zelliklerine oldukga baglidir (O’Shea et al., 2017).

Tiim hipertansiyon hastalarin1 sekonder hipertansiyon agisindan degerlendirmek hem
zaman hem de maliyet agisindan uygun olmayacagindan, klinik ipuglariyla kimlerin
arastirilacagina karar verilebilir. Asagida belirtilen hasta gruplarinda sekonder

hipertansiyon arastirilmasi gereklidir:

1- Farkli smif ii¢ adet yeterli dozda antihipertansif (biri diiiretik olmak {iizere)

kullanimina ragmen kan basinci ayarlanamayan hastalar,

2- Tedaviyle normal seyreden kan basincinda ani yiikselmeleri olan hastalar,



3- Ailede hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik gibi risk faktorleri ve obezitesi

olmayi1p 30 yasindan 6nce hipertansiyon hastasi olanlar,
4- Puberteden 6nce hipertansiyon gelisen hastalar,

5- Malign veya ciddi hipertansiyona eslik eden retinal hemoraji, papilodem, kalp
yetmezligi, norolojik bozukluklar, akut bobrek yetmezligi gibi son organ hasarinin

oldugu hastalar,

6- Anjiotensin doniistiiriicli enzim (ACE) inhibitorii veya anjiotensin reseptor blokorii
(ARB) kullanimi sonras1 kreatinin degerlerinde ciddi yiikselme olan hastalar (Tiirkiye

Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2018).
2.2. Hipertansiyon Tedavisi

2.2.1. ilac Dis1 Tedavi

Ilag dis1 tedavi yontemleri yasam tarz1 degisikliklerini kapsamaktadir. Bunlar;

e Fiziksel aktivitenin arttirilmasi,

e Viicut kitle endeksinin azaltilmasi (6zellikle viicut kitle endeksi 20’nin
lizerindeyse),

e Tuz kisitlamasi,

e Meyve ve sebzece zengin bir diyet uygulanmasi,

e Sigara ve alkol kullaniminin miimkiin oldugunca azaltilmasi veya birakilmasi,

e Stresi azaltilmis bir hayata yonelme veya stresle basa ¢ikabilme,
gibi kisinin kolayca yapabilecegi degisikliklerdir (Ustii & Ugurlu, 2018).

Bu yasam tarz1 degisiklikleri tiim hipertansif hastalara ve yiiksek normal kan basingh
kisilere onerilir. Ilag tedavisi, evre 3 hipertansiyona sahip hastalarn yani sira evre 1
ve 2 hipertansiyonu olan yiiksek veya ¢ok yiiksek toplam kardiyovaskiiler risk (yas,
sigara, dislipidemi, aglik plazma glikozu yiiksekligi, anormal glikoz tolerans testi,
abdominal obezite, ailede erken yasta kardiyovaskiiler hastalik Oykiisii, organ
hasarlari, diabetes mellitus, serebrovaskiiler hastalik, kalp hastaligi, bobrek hastaligi,
ilerlemis retinopati gibi risk faktorleri) altindaki hastalarda derhal baglanmalidir (Kilig
& Ustii, 2012).

Evre 1 ve 2’de yiiksek kardiyovaskiiler risk yoksa ve kan basinci Ol¢limlerinde

ortalama 180/110 mmHg ise, yasam tarz1 degisikliklerine ek olarak ila¢ baglanmalidir.
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Aradaki degerlerde ise, yasam tarzi degisiklikleri onerileri ile ilag eklenmesi 1 ila 8

haftaya kadar ertelenebilir (Ritchie Mackenzie, Campbell, & Murchie, 2011).
2.2.2. Farmakolojik Tedavi

Aragtirmalar, tiim ilag gruplarinin benzer etkinlikte oldugunu gostermistir. Tedavinin
yarar1 kan basmci diistisii ile ilgilidir, yani ilaclarin ¢esitliliginden bagimsizdir. Bu
nedenle ilag se¢ciminde, ek hastaliklar g6z Oniine alinarak dual etkili ilaglara 6ncelik
verilmeli, yan etki profili dikkate alinmali ve maliyet-etkin olanlar tercih edilmelidir
(Ustii & Ugurlu, 2018). Dolayisiyla tekli veya kombinasyon tedavisi olarak diiiretikler
(tiyazid grubu, klortalidon ve indapamid), beta-blokerler, kalsiyum kanal blokerleri,
anjiyotensin donistiiriicli enzim (ACE) inhibitorleri ve anjiotensin reseptdr blokerlerin
hepsi antihipertansif tedavinin baslatilmasi ve siirdiiriilmesi i¢in uygundur. Kilavuza
(ESC/ESH/2013) gore bu bes grup ila¢ da ilk tedavi olarak kullanildiklarinda kan
basincinda yeterli diisiis saglamaktadir. Antihipertansif ilaclar kendilerine 6zgiin
avantajlar1 ve kisithliklart ile hastalarin 6zellikleri dikkate alinarak ve zorlayici
endikasyonlar g6z Oniinde bulundurularak kullanilmalidir. ESC/ESH/2013
kilavuzunda da bu konuya ayni sekilde vurgu yapilmistir. Yani hipertansiyon tedavisi
hastaya o6zgli olmali, hipertansiyona eslik eden klinik durumlar, risk faktorleri,

hastanin yasi, cinsiyeti ila¢ secimi dncesinde dikkate alinmalidir (Kabake1, 2013).
2.2.2.1. Hipertansiyon Tedavisinde Kullanilan Ilac¢lar
Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ila¢ gruplar1 asagida verilmistir,
-Ditiretikler

-Anjiotensin Déniistiiriicii Enzim Inhibitérleri (ACEi)

-Kalsiyum Kanal Blokerleri

-Beta Blokerler

-Alfa-1 Blokerler

-Vasodilatorler

-Santral Alfa-2 Agonistleri ve diger Santral etkili ilaglar
-Renin-Anjiotensin-Aldosteron Inhibitorleri

-Anjiotensin Reseptor Blokerleri (ARB)



2.2.2.1.1. Diiiretikler

Ditiretikler hipertansiyonda her zaman ilk sira ila¢ olmuglardir. Fakat son zamanlarda
yeni baglangicl diabetes mellitus insidansinin artmasi ve daha diisiik yan etki profiline

sahip ilaclar sebebiyle kullanimlar1 azalmaktadir.

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ditiretikler asagidaki gibi siniflandirilir:
-Tiazid diiiretikleri

-Tiazid benzeri ditiretikler

-Aldosteron inhibitorleri

-Kivrim ditiretikleri

-Diger potasyum tutucu ditiretikler.

Tiazidler, sodyum ve kloriiriin yeniden emilmesini 6nlemek i¢in nefronun distal kismi
tizerinde etki ederler. Hipertansiyonda, renin-anjiyotensin aldosteron sistemi (RAAS)
uyarildiginda, daha fazla sodyum distal tiibiile ulasir. Tiazid diiiretikler baslangicta
yiiksek dozlarda kullanilirdi. Daha sonra, diisiik doz tiazid diiiretiklerinin daha iyi

fayda zarar profiline sahip oldugu anlasilmistir (Unni, 2016).

Hipertansiyonda kullanilan ilaglarin siniflandirilmasinda tiyazid grubu ditiretikler
(hidroklorotiyazid) ve tiyazid benzeri ditiretikler (klortalidon, indapamid) yillarca ilk
tercih olarak 6nerilmis ve ayni baglik altinda degerlendirilmistir (Asil & Atalar, 2017).
Tiazid ditiretiklerinin yan etkileri doza bagimlidir ve bunlara hiponatremi, hipokalemi,
metabolik alkaloz, hipovolemi, hipotansiyon ve daha az olarak hiperiirisemi,
hipomagnezemi, hiperglisemi, hiperlipidemi ve impotens dahildir. Kivrim ve tiazid
grubu ditiretiklerin farki, kivrim diiiretikleri sonras1 hipokalsemi olusur fakat tiyazid

ditiretiklerinden sonra hiperkalsemi olusur (Laurent, 2017).

Aldosteron inhibitorlerinin en bilinen {iyesi spironolaktondur. Spironolakton,
gelistirilen ilk mineralokortikoid antagonistidir. Kalp yetmezIligi, sekonder
aldosteronizm ve diger patolojiler ile iliskili hipertansiyon, primer hiperaldosteronizm

ve periferik 6dem tedavisinde kullanilir (Hargovan & Ferro, 2014).

Kivrim diiiretikleri Henle kivriminin kalin yiikselen kolunda sodyum-potasyum-kloriir

tastyiciyisint inhibe eder, bu da sodyum, kloriir ve suyun yeniden emiliminin



azalmasma neden olur. Furosemidin diger kivrim diiiretiklerinden daha {istiin
oldugunu gosteren higbir veri bulunmamasina ragmen, ABD'de en sik kullanilan 200
receteli ilagta bulunan tek kivrim diiiretik oldugu i¢in sinif arasinda ilk tercih oldugu
acikca goriilmektedir. Diger kivrim diiiretikleri bumedanid, tosemid, etakrinik asitttir.
Kivrim diiiretikleri sinifi i¢indeki tiim ilaglar baslangi¢ konsatrasyonu, maksimum
konsantrasyon ve etki siiresi benzer olmakla birlikte, metabolizma, yart Omiir
biyoyararlanim ve atilmalar1 yoniinden farkliliklar bulunmaktadir (Wargo & Banta,
2009). Kivrim diiiretikleri, hiicre dis1 sivi hacminde bir azalma ile kan basincini
diistiriir. Sodyum atiliminin artmasina karsilik gelen plazma hacmindeki azalma,
vendz doniisii azaltir ve kardiyak debiyi azaltir. Plazma hacmindeki bu degisiklikler,
sempatik sinir sistemini ve renin anjiyotensin aldosteron sistemini uyarabilir.
Furosemid ile diiirez baslangici, 1 saat i¢inde hizli bir sekilde baslar, 3-6 saatte pik
yapar, 12 saat sonra azalir. Kivrim diiiretiklerinin yan etkileri doza bagimlidir ve
hiponatremi (Na+ tilkenmesi ve seyreltme), hipokalemi, metabolik alkaloz,
hipovolemi, hipotansiyon ve daha az olarak hiperiirisemi, hipokalsemi, hipertansemi,
hiperglisemi, hiperlipidemi, iiriner dolgunluk ve impotens yapabilir. Kivrim

ditiretikler gut hastalarinda kontrendikedir (Laurent, 2017).

Epitelyal sodyum kanal blokerleri, zayif ditiretik 6zellikleri olan potasyum tutucu
bilesiklerdir. Hem amilorid hem triamteren, Liddle sendromunda tercih edilen tedavi
yontemidir, ancak monoterapi olarak kullanildiginda esansiyel hipertansiyonda
nispeten etkisizdir (Catena, Colussi, & Sechi, 2012). Hiperkalemi, 6zellikle kronik
bobrek hastaligi, kalp yetmezligi veya diyabeti olan potasyum tutucu diiiretik veya
potasyum takviyesi alan hastalarda yaygin bir yan etkidir. Hiperkalemi, metabolik
asidoz ile iliskilidir. iktidarsizlik, azalmis libido, bilateral jinekomasti ve mastodini,
potasyum tutucu diiiretik tedavisinin sik goriilen komplikasyonlaridir. Potasyum

tutucu diiiretikler bobrek yetmezligi olan hastalarda kontrendikedir (Laurent, 2017).
2.2.2.1.2. Anjiotensin Déniistiiriicii Enzim Inhibitorleri (ACEi)

Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitdrleri (ACE;i), anjiyotensin doniistiiriicii enzim
(ACE) olarak adlandirilan anjiyotensin I'in anjiyotensin II'ye doniisiimiinii katalize
eden apluripotent ¢inko metaloproteinaz't hedefler. ACE endotel hiicrelerinde biiyiik
ve kiiclik damarlarda, kilcal damarlarda ve veniillerde ve pulmoner endotelyal

hiicrelerde bulunur. Onemli olarak, ACE, sistemik arter sirkiilasyonuna giren
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anjiyotensin II miktarini, akcigerler i¢indeki stratejik pozisyon ve genel dolagimdaki

akcigerlerin stratejik pozisyonu nedeniyle modiile edebilir (Laurent, 2017).

Ilk anjiyotensin déniistiiriicii enzim (ACE) inhibitdrii olan kaptoprilin 1981'de
kullanima girmesinden itibaren, bu ilag sinifi ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Diger anjiotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorler benazepril, enarapril, fosinopril, lisinopril, perindopril, ramipril,
trandoprildir. ACE inhibitorleri, anjiyotensin II olusumunu inhibe eder ve sonug olarak
anjiyotensin II tip 1 (AT1) reseptorii (vazokonstriksiyon, hiicre biiytimesi, sodyum ve
su tutma, sempatik aktivasyon) ve anjiyotensin II tip 2 (AT2) reseptoriinii etkiler. ACE
inhibitorlerinin bir dezavantaji, ACE bulunmayan yollarda ACE'nin inhibisyonuna
ragmen diisiik seviyelerde anjiyotensin II {iretimine yol agmalaridir. Bununla birlikte,
anjiyotensin reseptOrlerinin  secici olmayan inhibisyonunun faydali oldugu
gosterilmigtir ¢linkii anjiyotensin II'nin AT2 reseptdrii yoluyla etkisi, artan
vazodilatasyon ve antiproliferatif aktivite ile sonuglanabilir (Messerli, Bangalore,

Bavishi, & Rimoldi, 2018).

Anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorlerinin kan basincini diisiiriicii etkisi aylar ve
yillar boyunca devam ettiginden, kininaz II'nin (ACE'ye benzer) inhibisyonuna cevap
olarak, bradikinin (vazodilatuvar bir peptid) konsantrasyonlarinda, artis gibi baska
mekanizmalar  Onerilmistir. ACEi, hipertansif hastalarda hedef organlan
koruyabilmektedir. Nitekim, ACEi'lerin uzun siireli uygulanmasi sol ventrikiil
hipertrofisinin (LVH) azaltilmasi, endotel fonksiyonunun iyilestirilmesi, biiyiik
arterlerin  sertlesmesinin  6nlenmesi ve biiyiikk ve kiiclik arterlerin yeniden
yapilandirilmasi ile iligkilidir. Biiyiik arterlerin gevsetilmesi daha az basing dalgasi
yansimasina ve aort boyunca basing dalgalarinin daha yavas yayilmasina neden olur,
bu nedenle merkezi sistolik ve nabiz basinglarindaki diisiisle iliskilendirilir (Laurent,

2017).

ACEi'ler genellikle iyi tolere edilen ilaglardir. Bununla birlikte, bu ilaglarin en sik
goriilen yan etkileri 6ksiiriik ve anjiyoddemdir. ACEi1 gebelikte, 6nceki anjiyo nevrotik
0dem veya hiperkalemili hastalarda ve bilateral renal arter darlig1 olan hastalarda

kontrendikedir (Laurent, 2017).
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2.2.2.1.3. Kalsiyum Kanal Blokerleri

Kalsiyum kanal blokerleri, farkli kimyasal yapilar1 ve farmakolojik etkileri olan
heterojen bir gruptur. Ug farkli kalsiyum kanal blokeri alt siifi vardir: fenilakilamin
(6rnegin, verapamil), benzotiyazepinler (6rnegin, diltiazem) ve dihidropiridinler
(6rnegin, nifedipin, amlodipin, izradipin). Tim kalsiyum kanal blokerleri
vazodilatordiir ve kan basincini azaltma kapasiteleri vardir. Kalsiyum kanal
blokerlerinin vazodilator giicti, alt sinifa gore degisir; dihidropiridin tipi bilesikler,
fenilakilamin ve benzotiyazepin gruplarina gore nispeten daha giicliidiir.
Dihidropiridin kalsiyum kanal blokerlerinin kalp atis hiz1 lizerinde degisken etkileri
vardir. Akut olarak, bu ilaglar bir refleks tasikardisini indiikleme egilimindedir. Bu
ilaclarin daha yiiksek dozlar1 genellikle kalp hizindaki artisla iligkilidir. Dihidropiridin
kalsiyum kanal blokerlerin, kardiyak debiyi azaltmasi dihidropiridin olmayan
kalsiyum kanal blokerlerinden daha olasidir. Dihidropiridin olmayan kalsiyum kanal

blokerleri nabz1 % 10 kadar azaltabilir ve negatif inotropik etkiye sahiptir (Sica, 2006).

Kalsiyum kanal blokerleri kiiclik direngli arterlerin vazodilatorleridir. Akut
uygulanirsa, toplam periferik direnci ve ortalama kan basincimi diisiiriirler ve kalp
cikigini arttirirlar. Kronik uygulamadan sonra, kalp debisi 6n tedavi seviyelerine doner
ve ortalama arter basinci ve sistemik vaskiiler direng diiser. Bu degisiklikler biiyiik
arterlerin gevsemesiyle, dolayisiyla daha az arteriyel sertlik ve dalga yansimasiyla
iliskilendirilerek merkezi sistolik ve nabiz basinglarinda diisiise neden olur (Laurent,

2017).

Verapamil ve diltiazem, kalp nodal dokusu iizerindeki dogrudan inhibitor etkileri ve
vaskiiler selektivite eksikligi nedeniyle bradikardik ajanlardir. Siniis diglimii
tizerindeki inhibitdr etkilerine paralel olarak, kalsiyum kanal blokerleri
atriyoventrikiiler (AV) dugiimde iletimi yavaslatir. Verapamil ve diltiazem negatif
inotropik ajanlardir. Sonug olarak, dihidropiridinler daha gii¢lii vazodilatorlerdir ve
genellikle diltiazem ve verapamil gibi diger kalsiyum kanali antagonistleri siniflarinin
temsilcilerinden daha az kardiyak depresan aktiviteye sahiptir. Kalsiyum kanal
blokerlerinin vendz sistem lizerinde dogrudan etkisi yoktur ve 6n yiikii degistirmez

(Laurent, 2017).

Kalsiyum kanal blokerleri genellikle iyi tolere edilen ilaglardir. Yiiksek dozlarda

dihidropiridinler ayak bilegi 6demi, bas agrisi, kizarma ve tasikardiye yol agabilir.
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Yiiksek dozda verapamil kabizliga neden olabilir. Tiim kalsiyum kanal blokerlerinden
sonra diseti hipertrofisi goriilebilir. Dihidropiridin olmayanlar, kasilmanin azalmasi ve
ciddi bradikardiye neden olabilir. Bu nedenle, kalsiyum kanal blokerleri 6zellikle
kardiyak selektif, dihidropiridin olmayanlar Onceden var olan bradikardi,
atriyoventrikiiler iletim defekti veya sistolik kalp yetmezligi olan hastalara
verilmemelidir. Benzer sekilde, dihidropiridin olmayanlar, bir beta-blokerle tedavi
edilen hastalara uygulanmamalidir, ¢iinkii verapamil ve diltiazem beta-blokajin
kardiyak elektrik ve mekanik aktivite iizerindeki etkilerini hizlandirir. Verapamil ve
diltiazem, digerleri arasinda, digoksin, siklosporin, dabigatran, atorvastatin ve
simvastatin ile Onemli ila¢ etkilesimlerine sahiptir. Verapamil ve diltiazem,
atriyoventrikiiler blok, agir sol ventrikiil disfonksiyonu ve kalp yetmezligi olan

hastalarda kontrendikedir (Laurent, 2017).
2.2.2.1.4. Beta Blokerler

Beta-blokerlerin hipertansiyon tedavisine girmeleri, ilk beta-bloker olan ve anjina
tedavisi icin gelistirilen pronetalolun kan basincini diislirdiigiiniin fark edilmesi ile
baslamistir. Beta-blokerler hipertansiyon tedavisinde, uzun siire diiiretikler ile birlikte
en sik kullanilan ilaglar olmug ve uzun yillar ¢esitli hipertansiyon kilavuzlar tarafindan
birinci basamak tedavi olarak Onerilmistir. Beta-blokerlerin, iskemik ve iskemik
olmayan kalp yetersizliginde de morbidite ve mortaliteyi azalttig1 acik bir sekilde

ortaya konmustur (Abaci, 2005).

Beta-blokerlerin antihipertansif etkisini acgiklamak i¢in ¢esitli etki mekanizmalari
Onerilmistir: Bradikardiye cevap olarak kardiyak verimdeki azalma, ortalama kan
basincini diisiirmek i¢in en 6nemli faktorlerden biridir. Herhangi bir kan basincini
diistiriicii ilag, barorefleks sistemini aktive ettiginden, toplam periferik dirence bagl
artis sasirtict olmamaktadir. Ancak bu artis baroreseptorlerin sifirlanmasi sonucu
bastirilmaktadir. Beta blokerlerin etkileri sonucu merkezi kaynakli sempatik
aktivitedeki bir azalma da muhtemeldir. Beta blokerler vazomotor tonunda bir
azalmaya yol acar ve renin salgilanmasindaki azalma ile iliskili olabilir. Ayrica
prekfonksiyonel beta reseptorleri iizerinde norepinefrin saliniminda azalmaya yol agan

etkileri oldugu da diisiiniilmektedir (Laurent, 2017).

Beta blokerler etki mekanizmalarina gore 3 gruba ayrilir. Birinci kusak beta-blokerler

(6rnegin: propranolol) hem B1 hem de B2 reseptorlere etki eder, baska bir etkisi yoktur.

13



Ikinci kusak B-blokerler (6rnegin: metoprolol ve bisoprolol) segici bir sekilde B1
reseptorlere etki eder, baska bir etkisi yoktur. Metoprololiin B1 reseptorler lizerine
etkisi B2 reseptorlerden 75 kat fazladir, bisoprololun etkisi ise 120 kat fazladir.
Ucgiincii kusak beta-blokerler (8rnegin: karvedilol) Bl ve P2 reseptorler igin secici
olabilir veya olmayabilir, 6nemli ek 6zellikleri vardir. Karvedilol diisiik dozlarda 1
reseptOrlere biraz daha fazla etkilidir (7 kat), ancak yiiksek dozlarda 1 ve B2
reseptorlere esit etkilidir. Karvedilol ayn1 zamanda giiglii bir al-blokerdir, periferik

damarlarda genislemeye yol agar (Eroglu, 2004).

Tedavide kullanilan beta blokerler, asebutalol, atenolol, betaksolol, bisoprolol,
karteolol, karvedilol, labelatol, metoprolol, nadolol, nebivolol, oksprenolol,

penbutolol, propanolol, pindolol, sotalol, timololdur (Laurent, 2017).

2.2.2.1.5. Alfa-1 Blokerler

Alfa-1 reseptorlerin se¢imli olarak bloke edilmesi katekolaminlerin periferik
adrenerjik reseptorlerdeki etkisi olan vasokonstriiksiyonu engelleyerek kan basincini
disiiriir.  Fentolamin, hipertansif krizlerin tedavisinde kullanilan (6rnegin
feokromositoma veya kokain zehirlenmesinden kaynaklanan hipertansiyon)
kompetitif secici olmayan, kisa etkili bir alfa blokerdir. 1 ila 5 mg'lik bir intravendz
doz, 5-20 dakika boyunca kan basincinda hizli bir azalmaya neden olur.
Fenoksibenzamin, preoperatif feokromositoma tedavisinde esas olarak kullanilan uzun
etkili, seg¢ici olmayan bir alfa blokerdir. Prazosin ve doksazosin, vazodilatasyona
neden olan segici alfa-1 blokerleridir. Ayrica, iyi huylu prostat hiperplazisi (idrar yolu
diiz kasinin gevsemesi), konjestif kalp yetmezligi ve Raynaud hastali§i i¢in de
kullanilirlar. Ik doz hipotansiyonu ciddi olabileceginden, tiim alfa blokerleri dikkatli
bir sekilde titre edilmelidir. Lipid ve glikoz metabolizmas1 iizerinde ek olumlu

metabolik etkileri vardir (Charlton & Thompson, 2018).

Alfa-1 reseptor blokerlerinin kullanimindaki en biiyiik sinirlama, genellikle ilk dozu
takiben 90 dakika boyunca veya dozun hizli bir sekilde artmasi sirasinda ortaya ¢ikan
ani ciddi semptomatik ortostatik hipotansiyonu tarif eden ilk doz fenomenidir. ilacin
yatmadan 6nce alinmasi veya gastrointestinal terapotik sistem kullanilmasi, senkop

insidansini azaltmistir (Laurent, 2017).
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2.2.2.1.6. Vasodilatorler

Vasodilatorler; nitrik oksit donorleri, potasyum kanal aktivatorleri ve kalsiyum kanal
blokerleri olmak tizere 3 gruptur (Kalsiyum kanal blokerleri yukarida ayr1 bir grup

olarak incelenmistir) (Charlton & Thompson, 2018).

Nitrik oksit donorleri, gliserin trinitrat ve sodyum nitroprussiddir. Gliserin trinitrat,
hipertansiyon (venodilasyon) ve anjina tedavisinde kullanilir (miyokard oksijen
thtiyacin azaltir). Transdermal veya intravendz (10-200 mg/dk), oral olarak modifiye
edilmis salim tableti dilalti olarak uygulanabilir. Yan etkileri tagikardi, tolerans (48
saat icinde), postural hipotansiyon, trombosit fonksiyon bozuklugu ve bas agrisidir.
Sodyum nitroprussid, arterlerin ve damarlarin genislemesine neden olur. Hipertansif
bir krizde ve kasith hipotansif anestezi i¢in kullanilabilir. Hizli baslangighdir ve
dengeli zamanlan vardir, ancak 1s18a duyarlidir, bu nedenle infiizyon ¢ozeltisi 1siktan
korunmalidir. Yan etkiler gliserin trinitrata benzer, ancak ek olarak siyaniir
zehirlenmesi riski olan miyokard iskemisi ve ribaunt hipertansiyon vardir. Tagifilaksi

olusturabilir (Charlton & Thompson, 2018).

Potasyum kanal aktivatorleri, minoksidil ve hidralazindir. Minoksidil'in aktif
metaboliti olan Minoksidil siilfat, vaskiiler diiz kas hiicreleri tizerinde sarkolemnal
adenozin trifosfata bagli potasyum kanallarini agar ve arteriyel gevsemeye yol agar.
Hem biiylik hem de kiiciik arterleri gevsetir. Minoksidil, agirlikli olarak, kan
damarlarinin arter bolgesinde venodilasyon olmadan etki eder. Diizenleyici ve
nérohumoral degisiklikler, kan basincini diisiiriicii etkiyi azaltan siv1 tutulmasina yol
acan sempatik sinir sistemi ve renin anjiotensin aldosteron sisteminin aktivasyonunu
icerir. Yan etkilerinden biri olan hipertrikozun kapsami minoksidil kesilmesini
gerektirebilir, ancak genellikle birkag¢ hafta i¢inde kaybolur. Yan etkilerin ciddiyeti
nedeniyle, baz1 durumlarda, diger tedavilere cevap vermeyen hastalar i¢in, 6zellikle
kronik bobrek yetmezligi olan hastalar i¢in bir diiiretikten sonra ti¢lincii basamak ajan
olarak siddetli hipertansiyon disinda, herhangi bir kardiyovaskiiler patolojide endike
degildir. Hidralazin, direngli arteriollerin dogrudan bir vazodilatoriidiir. Vendz sisteme
etkisi olmadan toplam periferik direnci azaltir. Minoksidilde oldugu gibi, kan basincini
diisiirmeye cevap olarak diizenleyici ve ndrohumoral degisiklikler meydana gelir. Yan
etkiler, esas olarak doza bagimli olan ve kan basincini diisiirme etkinligini
sinirlayabilen sivi tutma ve tasikardidir. Hemolitik anemi, vaskiilit, glomeriilonefrit ve

lupus benzeri sendrom da yan etki olarak bildirilmistir. Hidralazin, uzun siireli
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hipertansiyon tedavisi i¢in endike degildir. Bununla birlikte, hamilelikteki gestasyonel
ya da kronik hipertansiyon ve hamilelikteki ciddi hipertansiyonun acil kontrolii i¢in

bir beta-bloker ile birlikte endikedir (Laurent, 2017).
2.2.2.1.7. Santral Alfa-2 Agonistleri ve diger Santral etkili ilaglar

En sik kullanilan santral etkili antihipertansif ilaglar, klonidin, rilmenidin ve

metildopadir (Laurent, 2017).

Klonidin, sempatik tonunu azaltan ve zaman zaman hipertansiyon tedavisinde
kullanilan merkezi bir alfa-2 agonistidir. Premedikasyon perioperatif sempatik
tepkileri hafifletir. Klonidin, anestetik ajanlarin maksimum alveoler konsantrasyonunu
(MAC) azaltir ve epidural olarak uygulandiginda, opioidlerle sinerjistik olan analjezik
etkilere sahiptir. Yan etkiler arasinda akut tedavinin geri g¢ekilmesinden sonra
sedasyon, bradikardi ve ribaund hipertansiyonu bulunur (Charlton & Thompson,

2018).

Metildopa, etkili bir merkezi alfa-2 agonisti olarak gorev yapan, metilnorepinefrine
metabolize olan bir DOPA analogudur. Metildopa, cogunlukla gebelikle iliskili
hipertansiyon tedavisinde kullanilir. Olumsuz etkiler arasinda 6dem, hepatotoksisite,
pozitif direkt Coombs testi (% 10-20) ve kemik iligi baskilanmasi bulunur (Charlton
& Thompson, 2018).

Rilmenidin, klasik alfa-2 adrenoseptdrlerine nazaran imidazoline daha fazla afiniteye
sahip olan hipotansif bir ilactir. Rilmenidin, klonidin ile karsilastirildiginda, adrenerjik
olmayan imidazolin reseptorleri icin iki ila li¢ kat daha fazla secicilige sahiptir.
Rilmendin doza bagl olarak kan basincini diisiiriir. Adrenerjik sinir sisteminin
inhibisyonu yoluyla damar direncini azaltir. Ayakta durma ve egzersiz nedeniyle kan
basincit degisse bile vazodilator gorevi goriir. Santral yan etkiler klonidin veya
metildopa ile karsilastirldiginda daha az siklikta goriiliir. Klonidinin aksine,
rilmenidin ile yapilan kronik tedavi sirasinda sodyum tutulumu veya agirlik artig

gozlenmemektedir (Laurent, 2017).
2.2.2.1.8. Renin-Anjiotensin-Aldosteron Inhibitorleri

Renin anjiyotensin sistemi (RAS) kardiyovaskiiler ve s1vi homeostazinda rol oynar.

Hipotansiyona neden olmak i¢in ¢esitli noktalarda manipiile edilebilir:

1. Renin saliniminin inhibisyonu (B-blokerler veya santral alfa agonistler).
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2. Reninin dogrudan inhibisyonu (6rnegin, aliskiren).

3. Gigli vazokonstriktor anjiyotensin II'nin iretilmesini Onlemek igin
anjiyotensin doniistiirici enzimin (ACE) (0rnegin enalapril, lisinopril)
inhibisyonu.

4. Anjiyotensin II reseptorlerinin dogrudan blokaji (6rnegin, losartan,
kandesartan).

5. Aldosteronun (6rnegin, spironolakton) kompetitif inhibisyonu (Charlton &

Thompson, 2018).

Aliskiren, insan renininin oldukc¢a giiclii ve segici bir inhibitoriidiir. Aliskiren
uygulamasindan sonra gézlenen plazma renin konsantrasyonundaki artig, anjiotensin
doniistiiriicii enzim inhibitdrleri ve anjiotensin reseptor blokerlerine gore daha
yiiksektir. Bununla birlikte, plazma renin konsantrasyonundaki artig, kan basincinda
paradoksal bir yiikselise doniismez ¢iinkii plazma renin konsantrasyonundaki reaktif
artis, renin inhibisyonunun %95'ini asmak i¢in gereken 20-100 kat artistan ¢cok daha
kiiciiktiir. Renin inhibitorleri hamilelikte, dnceki anjiyondrotik 6dem olgularinda,
hiperkalemide ve iki tarafli renal arter darlig1 olan hastalarda kontrendikedir (Laurent,

2017)
2.2.2.1.9. Anjiotensin Reseptor Blokerleri

Anjiyotensin reseptor blokerleri (ARB) giinliik kardiyoloji pratiginde siklikla
kullanilan ilaglardir. Giiclii antihipertansif etkileri ve diisiik yan etki profilleri ile iyi
tolere edilen bu ilaglar kardiyovaskiiler alanda birgok endikasyonla
kullanilmaktadirlar. Baglica kullanildiklar1 endikasyon hipertansiyon olmakla beraber
diger kullanildiklar1 hastaliklar, sol ventrikiil hipertrofisi, santral aortik basing ve
arteryel sertlik, inme, diyabetik nefropati, proteiniiri-mikroalbuminiiri, atriyal
fibrilasyonu 6nleme, metabolik sendrom, konjestif kalp yetersizligi, koroner arter
hastalig1 ve anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitdrlerine bagh oksiiriiktiir. Ingiltere
Hipertansiyon Dernegi 2011 yilinda yayimnladigi yeni kilavuzda belirtilen bu
endikasyonlarin  yanisira anjiotensin reseptdr blokerlerin  komplikasyonsuz
hipertansiyon tedavisinde ilk tercih olarak kullanilabilecegini belirtmistir (Dursun &

Kozan, 2013; Kabakc1, 2013).

Losartan (kaptoril gibi), renin-anjiyotensin sistemini hedef alan bir ilagtir. Klinik

olarak onaylanmus ilk anjiyotensin II reseptorii antagonistidir, yani anjiyotensin II'nin
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dogal reseptoriine baglanmasini bloke eder, boylece renin-anjiyotensin mekanizmasini
ACE inhibitorlerinden bir adim sonra keser. 1980'lerin basindan itibaren, basarili olan
bir arastirma grubu (Pieter Timmermans ve Ruth Wexler dnderliginde) tarafindan
ylriitiilen gelistirme programi bodyle bir farmakolojik profile sahip bir maddeye
yonlendirildi. O zamanlar, anjiyotensin II reseptér antagonistlerinin etkili
antihipertansif ajanlar olacagi ongdriilmekteydi. Bu agiklama kismen anjiyotensin
IT'ye giden bobrek yolunu bloke etmenin terapotik degerini ortaya ¢ikaran kaptoprilin
gelismesine bagliydi. Anjiyotensin II seviyesinin diisiiriilmesi yararli ise, bunun bir
reseptor antagonisti ile etkisini bloke etmek de ayn1 sekilde yararli olacakti. Ek olarak,
1970'lerde ACE inhibitorlerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, anjiyotensin II reseptorii
antagonistlerine de biiyiik ilgi vardi. Bu ¢aligmalar, peptid anjiyotensin II'nin (peptit
reseptOr antagonisti) saralasinin modifikasyonu ile elde edildigini gostermistir.
Saralasin, oral olarak biyoyararlanimi olmadigindan, kisa etki siiresine sahip
oldugundan ve kismi agonist aktivite gosterdiginden ilag olarak uygun degildi. Yine
de saralasin ile yapilan ¢alismalar anjiyotensin II'nin hipertansif roliinii kesin olarak

gostermistir (Adam, 2005).

Saralasin dezavantajlar1 sonras1 non peptid yapili losartan gelistirilmistir. Losartan ilk
prototiptir. Glinliik kardiyoloji pratiginde yaygin bir bi¢imde kullanilan ARB’lerin
diger iiyeleri ise valsartan, kandesartan, irbesartan, telmisartan, olmesartan, eprosartan
ve azilsartandir (Azilsartan, 2011 yilinda ABD’de kullanima girmis yeni bir
anjiyotensin reseptor blokeridir. Heniiz iilkemizde kullanimi i¢in onay almamugtir)

(Dursun & Kozan, 2013).

Anjiotensin reseptor blokerleri, iyi tolere edilen ve yan etkileri az olan ilaglardir.
Etkilerini yukarda belirtildigi gibi anjiotensin reseptorlerini bloke ederek gosterirler.
Anjiotensin reseptor blokerlerin klinik kullanimi sonucunda gosterdikleri baslica
etkileri; diiz kas gevsemesi, natritiretik ve diiiretik etki, plazma hacminde azalma,
ventrikiil hipertrofisinde azalma, diyastolik disfonksiyonda iyilesme, ventrikiil
aritmilerinde azalma, mikroalbminiiride azalma ve bobrek fonksiyonlarinda iyilesme

olarak 0zetlenebilir (Kabakci, 2013).

Anjotensin reseptor blokerleri (ARB), anjiyotensin II'nin etkilerini, anjiyotensin II tip
1 alt tip reseptdr (AT1) seviyesinde antagonize eder. Tim ARB'ler, ¢esitli dokularda,

ozellikle diiz kas hiicrelerinde, kalp, bobrek, aortta yiliksek konsantrasyonda bulunan
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AT1 reseptoriine karst yiiksek afiniteye sahiptir. Klinik pratikte kullanilan ARB'ler
AT1 reseptoriine kompetitif bir sekilde baglanir ve yavas disosiye olur. Kan basincini
diisiiriicti etkisinin farmakokinetik parametreler tarafindan tahmin edilenden daha
uzun siirmesi bu yavas disosiasyona baglidir. ARB'ler “sartanlar” olarak da
adlandirilir. Anjiyotensin II AT1 reseptorii aktivasyonu, hiicre biiylimesinden,
cogalmasindan ve kontraksiyonundan (ARB'lerin ana etkileri) sorumludur. Bu olay
sadece kiigiik arterlerin sadece vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VSMC) degil biiyiik
arterlerin, kardiyak miyositlerin ve fibroblastlarin da VSMC’lerinde goriiliir (Laurent,

2017) .

Anjiotensin doniistiiriicii enzin inhibitorlerinin etki mekanizmasindaki bazi bosluklari
doldurmak i¢in ARB'ler gelistirilmistir. Gergektende, yukarida gorildiigi gibi,
Anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitdrleri, uzun vadede yiikselen ve kan basinci
diistiriicii etkilerini azaltabilen, kimaz ve doku bazli proteaz gibi alternatif enzimatik
yollar ile anjiyotensin II iiretimini baskilamakta basarisiz olmaktadir. Ek olarak,
Anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri, anjiyoddem riskini artirir ve yiiksek
bradikinin plazma konsantrasyonlariyla iliskilidir. Bu nedenle, anjiyotensin II iiretimi
yerine anjiyotensin II reseptdrlerinin blokajin1 hedeflemek, antihipertansif etkinligi ve
hedef organ korumasimi gelistirmek icin etkili bir strateji olarak ortaya cikmustir

(Laurent, 2017).

ARB'lerin hemodinamik etkileri, anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitdrlerininkine
benzerdir. Anjiyotensin II, etkili bir vazokonstriktér peptidi oldugundan, eyleminin
blokaji AT1 alicilarin1 yer. Bu da kii¢iik direngli arterlerin vazodilatasyonuna, toplam
periferik direngte azalmaya ve kan basincinin diisiirmesine yol acar. Kardiyak ¢ikig
degismeden kalir. Kan basinci diigmesine ragmen, kalp atim hiz1 degismeden kalir ve
ARB'ler baroreseptor islevini sifirladigi igin postural hipotansiyon olusmaz (Laurent,

2017).

Hedef organ korumasi, genellikle kan basincindaki azalmaya cevap olarak ortaya
cikar, ancak ¢ok sayida kanit, ARB'lerin kalp, bobrek ve arter dokularindaki dogrudan
etkilerini desteklemektedir. Bir¢cok calisma ARB'leri, kalsiyum kanal blokerleri,
ditiretikler ve beta blokerlere kiyasla sol ventrikiiler hipertrofi, kiiclik arter yeniden
sekillendirmesi ve biiyiik arter sertligini azaltmak i¢in en etkili antihipertansif ilaglar

olarak derecelendirmistir. Uzun siireli kontrollii ¢alismalarda olmesartan ve valsartan,
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kan basincini degisiminden bagimsiz olarak aort sertligini tersine ¢evirme kapasitesine
sahip olarak bulunmustur (Klingbeil, Schneider, Martus, Messerli, & Schmieder,
2003; Laurent, 2017; Laurent & Boutouyrie, 2014; Nakamura, Fujii, Hoshino, & Saito,
2005). Kullanildiklar1 ilk dozdan itibaren genellikle 2 saat i¢cinde kan basincinda
diisme gozlenir ve maksimum etki molekiile gore farkli olarak 1-6 haftada ortaya ¢ikar.
Bu ilaglarin etkisi genellikle 24 saat devam eder, bu nedenle giinde tek doz alinir. ARB
kullaniminin aniden birakilmasi rebound hipertansiyona yol agmaz ve uzun siireli

kullanimda tagiflaksi ve tolerans goriilmez (Kabakci, 2013).

ARB'ler genellikle iyi tolere edilen ilaglardir. Anjiotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorlerinin aksine, 6kstiriik ve anjiyoddem, ARB'lerde ¢ok daha az goriiliir, ¢iinkii
bunlarin kininaz II veya P maddesi metabolizmasinda rol oynayan diger enzimler veya
peptidler iizerinde higbir etkisi yoktur. ARB'ler gebeligin ikinci ve iiclincii
trimesterinde kontrendikedir. Hiperkalemi, kronik bobrek hastaligi ve kalp yetmezligi
veya diyabetli hastalar disinda, potasyum tutucu diiiretikler veya potasyum takviyeleri
alan hastalar disinda nadirdir. ARB'ler , 6nceki hiperkalemili hastalarda ve bilateral

renal arter darlig1 olan hastalarda kontrendikedir (Laurent, 2017).

Losartan, piyasaya stiriilen ilk oral olarak aktif AT1 reseptor antagonistidir ve en
yuksek klinik deneyimin biriktigi antagonisttir. Yiiksek derecede secici bir AT1
reseptOr antagonistinin prototipini temsil eder ve zayif anjiyotensin II antagonistleri
olarak bilinen Takeda serisi 1-benzilimidazol-5-asetik asit tiirevlerinden tiiretilmistir.
In vitro olarak, losartan anjiyotensin II'nin ATl'e baglanmasi ile rekabet eder.
Losartanin baslica aktif metaboliti EXP 3174’diir. Intravendz olarak verilen EXP3174,
losartandan 10 ila 20 kat daha etkilidir ve losartandan daha uzun bir etki siiresine
sahiptir. Bununla birlikte, EXP3174'{in oral biyoyararlanimi ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle,
piyasadaki ila¢ losartandir, ancak losartanin etkisinin ¢ogu EXP 3174'ten
kaynaklanmaktadir. Losartan ve metaboliti bobrek tarafindan ve safrada atilir

(Burnier, 2001).

Irbesartan, losartan ve valsartandan daha uzun etkili bir AT1 reseptor antagonistidir.
Ayrica ATI reseptorii i¢in ylksek bir afiniteye sahiptir ve AT2 reseptorleri i¢in bir
afinitesi yoktur. Yapisal olarak, bir karbonil grubunun, Losartandaki C5 hidroksimetil
grubu yerine bir hidrojen bag alicisi olarak islev gordiigii bir imidazolinon halkasi

igcerir. Losartanin aksine, irbesartanin aktif metaboliti yoktur. Agirlikli olarak safra
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(%80) ve kismen bobrek (%20) ile temizlenir. Irbesartan biiyiik bir dagilim hacmine
sahiptir. Klinik olarak, irbesartan 900 mg / giin dozlarina kadar kullanilabilmektedir.
Irbesartan, 300 mg'da bir plato ile doza bagl bir kan basinci tepkisine neden olur

(Burnier, 2001).

Kandesartan da uzun etkili bir anjiyotensin II reseptdrii antagonistidir. Zay1f bir oral
emilimin iistesinden gelmek i¢in, bir dizi ester on ilac1 sentezlenmistir ve oral
uygulamadan sonra en iyi anjiyotensin II antagonistik aktivite profilini saglayan
bilesik olarak kandesartan sileksetil bulunmustur. Kandesartan sileksetil,
gastrointestinal emilim sirasinda hizla ve tamamen aktif bilesik olan kandesartana
dontistiiriilen bir on ilagtir. Tavsan aortunda kandesartanin AT1’e baglanma afinitesi,
losartaninkinin 80 kati1 ve losartanimn aktif metaboliti olan EXP3174'in 10 katidir. In
vivo olarak, kandesartan nispeten uzun bir yar1 dmre (9 saat) sahiptir, bu siire
yagslilarda (9 ila 12 saat) biraz daha uzundur. Kandesartan, esasen bobrekler (%60) ve
daha az safra (%40) yoluyla elimine edilir. Hafif bobrek yetmezligi olan hastalarda
anlaml bir ila¢ birikimi yoktur (Burnier, 2001).

Telmisartan, en uzun etkili anjiyotensin I AT1 reseptor antagonistidir. Ortalama yar1
omrii, 4 hafta boyunca 20 ila 160 mg / giin telmisartan alan hafif ila orta siddette
hipertansiyonlu hastalarda 24 saattir. Telmisartan dogrudan aktiftir; minimal doniisiim

gecirir ve neredeyse tamamen digki ile atilir (%98) (Burnier, 2001).

Eprosartan, en kisa yar1 démre sahiptir ve ilk klinik ¢alismalarin ¢ogu, giinde iki kez
400 mg’a kadar olan dozlarda uygulanmistir. In vivo olarak, hem biliyer (%90) hem
de renal (%10) atilim yolaklari, eprosartanin ortadan kaldirilmasina katkida bulunur.
Formiilasyona bagli olarak, eprosartanin emilimi %25 oraninda azalabilir ve gida ile
birlikte alindiginda 1.5 saat gecikebilir. Eprosartanin kiigiik bir kismi bdbrek
tarafindan temizlenir, kronik bébrek yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasi gerekli

degildir (Burnier, 2001).

Anjiyotensin II reseptor blokerlerinin diger tiirevlerine benzer sekilde (valsartan harig)
olmesartan bir imidazol tiirevidir. Aktif bilesik olan olmesartan (RNH-6270)"in oral
biyoyararlanimi ¢ok diisiiktiir (%4.5). Bu bilesige medoksomil dali baglanarak
biyoyararlanimi artirilmistir (%28.6). Oral alim1 takiben olmesartan medoksomil asil
metabolite olan olmesartana doniistiiriilmektedir. Olmesartan plazmada albumine

bagl olarak dolasir (> %99). Ilacin yar1 omrii 11.8-14.7 saattir. Olmesartana bagh
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azalan anjiyotensin II aktivitesi vaskiiler yatakta direnci disiirmektedir. Yapilan
caligmalarda, olmesartanin AT1 reseptorlerine yiiksek diizeyde spesifik oldugu AT 11
reseptorleri lizerinde etkisinin olmadigir goriilmiistiir. Olmesartanin losartana gore
etkisinin daha ge¢ basladigi ve daha uzun etkinliginin oldugu bildirilmektedir. Oral
yoldan tek doz 10 mg ve iizerindeki dozlarda (10-40 mg) verilen olmesartan
medoksomilin %75'in {izerinde hastada etkin olarak kan basicini diisiirdiigii tespit

edilmistir (Yilmaz & Erdem, 2006).

2.2.2.1.9.1. Valsartan
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Sekil 1: Valsartanin kimyasal yapisi

Valsartan[(S)-2-(N-((20-(1H-tetrazol-5-il)bifenil-4-il)metil )-pentanamido)-3-

metilbiitanoik asit], ikinci potent, oral olarak aktif ve Avrupa'da ve ABD'de
hipertansiyon tedavisinde rutin olarak kullanilan, anjiyotensin II reseptoriiniin en
spesifik antagonistidir (Wu et al., 2012). Ayrica onceki yillara ait bir ¢alismada
valsartanin Alzheimer hastaliginin tedavisi ve 6nlenmesinde bazi etkileri bulunmustur

(Wang et al., 2007).

Valsartan (Sekil 1) ilk olarak Novartis tarafindan gelistirilmistir ve genis bir pazara
sahiptir. Ayrica diger antihipertansif ilaglarla kombine halde ticari formiilasyonlari

mevcuttur. ABD'de valsartan, Aralik 2008'de 6 yas ve iistii cocuklarda ve ergenlerde
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hipertansiyon tedavisinde kullanilmak {izere Amerikan Gida ve Ilag¢ idaresi (FDA)
tarafindan onaylanmistir. Valsartan lipofilik bir ilagtir. Notr pH araliginda ¢oziiniir.

Biyofarmasotik siniflandirma sistemine (BCS) gore etkin maddeler 4 siifa ayrilir;
Sinif 1 (Class 1): Yiiksek ¢oziiniirliik-yiiksek permeabilite

Smif 2 (Class 2): Diisiik ¢coziiniirliik- yliksek permeabilite

Sinif 3 (Class 3): Yiiksek ¢oziiniirliik-diisiik permeabilite

Smif 4 (Class 4): Diisiik ¢coziiniirliik-diisiik permeabilite

Valsartan, baz1 kaynaklarda diisiik permeabilite ve yliksek ¢oziiniirliikli ilag olarak
siniflandirilan BCS sinif III iken ise bazi kaynaklarda yiiksek permeabilite ve diistik
¢oziiniirliik gosteren BCS smif II olarak belirtilmistir. Ciinkli pH’bagli ¢oziiniirliik
gdsterir. Valsartan, asetonitril ve metanolde ¢dziiniir. Ila¢ hizli bir sekilde oral yolla
emilir ve siirh bir dagilim hacmine sahiptir ve genis Ol¢lide plazma proteinlerine
baglanir. Valsartan yogun sekilde metabolize edilmez ve ¢ogunlukla renal olmayan
yollarla atilir. Valsartan pediatrik, ergen ve hafif-orta siddette hipertansiyonu olan

yaslt hastalarin tedavisinde oldukea etkilidir (Siddiqui et al., 2011).

Valsartanin anjiyotensin II tip 1 reseptoriine afinitesi anjiyotensin II tip 2 reseptoriine
olan afinitesinden yaklasik 20000 kat daha fazladir. Bu sayede kan damarlarinda
gevsemeye ve kan basincinda diismeye yol agmaktadir. Oral yoldan alimindan sonra
hizla absorbe olur. Maksimum kan konsantrasyonuna 2-4 saat sonra ulasilir ve bu
konsantrasyon ¢esitli ¢alismalarda kaydedilen 6-9 saat araliginda bir terminal yar1
Omiirle diiger. Valsartan, 400 mg a kadar giinde tek dozda ve giinde 200 mg ile birden
cok dozlama sonrasinda iyi tolere edilir (Saydam & Takka, 2007).

Valsartanin molekiil agirlig1 435.5 g/mol’diir. Valsartan 10 adimda sentezlenmistir ve
1990 yilinda patentlenmistir. Valsartan, beyaz, mikrokristalin bir tozdur ve 105- 110°C
arasinda erir. Metanolde [a]D/20 spesifik rotasyonu 68°'dir (¢ = 1). Bilesik S
enantiomerdir. Partisyon katsayist (P) 0.033'tlir (log P = 1.499). Bu, bilesigin
fizyolojik pH'ta oldukga hidrofilik bir karaktere sahip oldugunu gosterir. ince partikiil
boyutu nedeniyle valsartan, ortamdan geri doniisiimlii olarak su emer. Valsartan, kuru
kosullar altinda depolandiginda kararlidir. Kararli ¢ozeltiler ayrica nétr pH'daki sulu
tamponlarda da hazirlanabilir. Iyonize edilebilir molekiiller igin, pH ¢ok énemli bir rol

oynar. Bir molekiiliin belirli bir pH'da tasisig1 yiik durumu, molekiiliin iyonlagma
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katsayis1 (pKa) ile karakterize edilir. Tamponlar, karistirilmamis su katmanlarindaki
pH’1 etkiler, bu da iyonize edilebilir molekiillerin hem gecirgenligini hem de
disoliisyonunu 6nemli 6l¢iide etkileyebilir. Zayif bazik ilaglar ve zayif asidik ilaglar
veya bunlarin tuzlari, pH'a bagh ¢oziiniirliikk gosterir. Zayif asitler i¢in, pH degeri
arttik¢a, iyonlastirilmis formun katkisi nedeniyle asidin ¢oziliniirliigii artar. Valsartan,
pKa degerleri 3.9 ve 4.7 olan iki zayif asidik fonksiyon ve bir asimetrik merkez igerir
ve disosiye olmamis asit, mono-anyon ve di-anyon olarak fizyolojik pH degerlerinde
¢oOzelti i¢inde bulunur. pH 4'ten pH 6'ya ylikselme, valsartanin ¢oziintirliigiinii yaklasik
1000'lik bir faktdrle arttirir, ancak anyonik formu destekler ve lipofilikligi azaltir. in
vitro ¢6ziinme, pH 5.0 ve daha yukarisinda hizli ve eksiksizdir ve pH 3.0 ve altinda
¢Oziintirliikk agisindan siirlidir. Valsartanin ¢oziiniirliigii pH 4-8 aralifinda arttigindan
ve lipofilisite aymi aralikta azaldigindan, valsartanin absorpsiyon orani,
gastrointestinal (GI) kanal boyunca barsak pH'indan etkilenebilir. Bu, in vitro bir
intestinal absorpsiyon modeli (Caco-2 hiicreleri) kullanilarak gosterilmistir; burada,
pH 6-7.5 aralifinda arttikca absorpsiyon oraninin azaldigi gézlenmistir. Bu nedenle,
valsartan, ilaglar1 biyofarmasdtik ve absorpsiyon 6zelliklerine gore kategorize eden
Onerilen bir genel smiflandirma sisteminde (BCS) 6zel bir durumdadir (pH'a bagh
¢ozlinilirliik). Valsartan, 25°C'de suda 0.18g/L'ye kadar ¢06ziiniir. Tamponlu bir
¢Ozeltide, dianyon tuzu olustugu ic¢in ¢ozilniirliik artar. Fosfat tamponunda (pH 8.0),

valsartan, 25°C'de 16.8g/L'ye kadar ¢oziiniir (Saydam & Takka, 2007).

Valsartan, vaskiiler diiz kas ve adrenal bez gibi bir¢cok dokuda anjiyotensin [I'nin AT1
reseptoriine baglanmasin1  segici olarak bloke ederek, anjiyotensin II'nin
vazokonstriktor ve aldosteron salgilayan etkilerini bloke eder. Bu nedenle etkisi
anjiyotensin II sentez yolaklarmdan bagimsizdir. AT2 reseptOriiniin islevsel
blokajinin, insanlarda tedaviden 2 ila 24 saat sonra (6.66-6.68) 80 mg tek valsartan
dozundan sonra gerceklestigi gosterilmistir. 1mg, 3mg veya 10 mg / kg'lik tek oral
valsartan dozlar1 doza bagli bir sekilde sistolik kan basincini diisiirmiistiir. Esik dozu
Img/kg’dir. 30 mmHg diislis lireten dozun 1.4 mg/kg oldugu hesaplanmistir.
Maksimum kan basinci azalmasi 4 saat sonra gézlenmistir ve refleks tagikardisi yaniti

olmadan 24 saatten fazla siirmiistiir (Saydam & Takka, 2007).

Anjiyotensin II reseptor inhibitorleri karsilastirildiginda, kandesartan ve irbesartan
reseptOrii nonkompetitif antagonizmle bloke ederken, losartan, valsartan ve eprosartan

kompetitif antagonistlerdir. Eliminasyonun yariomiirleri temelinde, losartan, valsartan
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ve eprosartan daha kisa etkili, kandesartan sileksetil ve irbesartan daha uzun etkili
olarak siniflandirilabilir (Oparil, 2000). Bir ¢alismada 160 mg/giin valsartan ve 80
mg/giin telmisartanin etkileri karsilastirilmis ve valsartanin arteriyel nabiz basincini
diisiirmede daha etkili oldugu tespit edilmistir (Calvo, Hermida, Ayala, & Ruilope,
2004).

Valsartan oral uygulamadan sonra hizla emilir. Olgiilebilir konsantrasyonlar, yani
miktar tayininin (Limit of Quantification-LOQ) {istiinde, dozlamadan 15 dakika veya
30 dakika sonra gbzlenmistir. Plazma seviyeleri oral uygulamadan sonra 2-4 saatte
zirve yapar ve sonra 6-9 saat arasinda ¢esitli calismalarda bildirilen bir terminal yar1
omrii ile diiser. Saghkli goniilliillere 80 mg’lik oral valsartan dozu uygulamasindan
sonra 1.64 mg/L'lik bir pik plazma konsantrasyonu (Cmaks) elde edilmistir. Daha
yiiksek bir doz (200 mg) sonrasi benzer bir zamanda orantili olarak daha yiiksek bir
Cmaks (3.46 mg/L) elde edilmistir. Doz orantisi, dozun iki katina ¢ikmasinin
konsantrasyon-zaman egrisi altindaki alam1 (EAA) ve Cmaks1 1.8 kat arttirdigimi
gosterdi. Valsartan plazma konsantrasyonlari, degiskenlik yiliksek olmasina ragmen,
40 mg, 80 mg ve 160 mg dozlarinda iist iiste binen degerlerle, dozla neredeyse orantili
bir sekilde artmistir. Oral uygulamadan sonra emilen ve sistemik olarak temin
edilebilen doz fraksiyonu, EAA'ye dayanarak kapsiil i¢in 0.23 ve ¢6zelti i¢cin 0.39°dur.
Mutlak biyoyararlanim literatiirde %25 (aralik: %10-35) olarak verilmektedir. Gida,
valsartan (EAA ile 0l¢iildiigii gibi) maruziyetini yaklasik %40 ve pik plazma
konsantrasyonunu (Cmaks) yaklasik %50 azaltir. Bu nedenle hastalara 6giinlerden 1-
2 saat Once valsartan almalar1 Onerilmelidir. Valsartanin farmakokinetik 6zellikleri,
hipertansiyonu olan hastalarda giinliik 200 mg doza kadar tekrarlanan uygulama tutarh

bulunmustur (Saydam & Takka, 2007).

Valsartanin dagilim hacmi ve plazma klerensi sirasiyla 17 L ve 2.2 L/saat olarak
belirlenmistir; ilag, %85-99 oraninda plazma proteinlerine baglanir. Renal klerensi

0.62 L/s'dir ve toplam klerensin yaklasik % 30'udur (Saydam & Takka, 2007).

Valsartan aktif olmak icin viicutta herhangi bir metabolizma gerektirmez. 80 mg 14C
radyoisaretlenmis valsartan oral uygulamasindan sonra, plazmada yaklasik %11 kadar
sadece bir farmakolojik agidan inaktif metaboliti bulunmustur. Birincil metabolit
valeril 4-hidroksi Valsartan (M1) olarak tanimlanmistir ve dozun yaklasik %9'unu

olusturur. Hipertansiyonda inaktiftir. M1, AT1 reseptorii icin valsartandan yaklasik
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200 kat daha diisiik afiniteye sahiptir. Valsartan esas olarak diskilarda biliyer atilim
yoluyla atilir ve bu nedenle hepatik disfonksiyonu ve biliyer sirozu olan hastalar i¢in

onerilmez (Siddiqui et al., 2011).

Antihipertansiflerin giivenligi, cogu hastada uzun siire kullanilmast muhtemel olmasi
nedeniyle 6zel bir 6neme sahiptir. Valsartan, genis doz araliginda tutarli olan ve
plasebodan neredeyse ayirt edilemeyen bir yan etki profilli, iyi tolere edilebilirlige
sahiptir ve diger ARB’lerinden daha {istiindiir. Valsartan, anjiotensin doniistiiriicii
enzim inhibitorleriyle iligkili dksiiriik ve anjiyonoérotik ddeme neden olmaz, bunun
nedeni bolge spesifitesi ve ilacin segiciligidir. 2511 hasta lizerinde yapilan Val-HeFt
(Valsartan Kalp Yetersizligi Calismasi-The VALsartan Heart Failure Trial)
caligmasinda, advers ilag reaksiyonlari valsartan alan hastalarin % 9.9’u, plasebo alan

hastalarin % 7.2'sinde ortaya ¢ikmistir (Siddiqui et al., 2011).

Valsartan siddetli karaciger yetmezligi, karaciger sirozu ve biliyer tikaniklig1 olan
hastalarda kontrendikedir. Yapilan bir ¢alismada karaciger fonksiyon testlerinde
hastalarda valsartan uygulamasindan sonra billirubin diizeylerinin ytkseldigi
goriilmiistiir. Valsartan hamilelik ve emzirme doneminde kontrendikedir; ¢iinkii ilag
dogrudan renin-anjiyotensin sistemine etki eder, bu nedenle gelismekte olan fetusta
bazi zararlara hatta Oliime neden olabilir. Valsartanin fetus iizerindeki etkileri
konusunda kontrollii bir ¢alisma yapilmamistir. Gebeligin tespitinden sonra, tedavinin
miimkiin olan en kisa siirede kesilmesi gerekmektedir. Valsartan, bobrek yetmezligi
ve hiperkalemi riskinin artmasina neden oldugu i¢in nonsteroidal antienflamatuvarlar
ve siklosporin ile kontrendikedir. Genel anesteziklerle, klozapin, dopamin agonistleri
ve diger hipertansiflerle valsartan, hipotansiyon riskinin artmasina neden olur.
Potasyum tutucu ditiretikler, potasyum takviyeleri, ACE inhibitorleri ve heparin ile

valsartan tedavisi sirasinda hiperkalemi ortaya cikabilir (Siddiqui et al., 2011).

Valsartsanin diger antihipertansiflerle karsilagtirilmali yapilan ¢aligmalar1 da
mevcuttur. VALUE (Valsartan Antihypertensive Long Term Use Evaluation) adli
caligmada amlodipin ve valsartan 50 yas ve tistli hipertansiyon hastalarinda 6liimctil
ya da 6liimciil olmayan kalp krizi agisindan karsilastirilmistir. Amlodipinle valsartanin
neredeyse ayni sonucu verdigi gosterilmistir. Bir bagka klinik ¢alisma olan VALIANT
(Valsartan In Acute Myocardial Infarction) calismasinda beta blokor ile ACE

inhibitorii ya da valsartan kombinasyonlar1 10000 hastanin tedavisinde denenmistir.
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Sonuglar ¢ok bariz bir farkin olmadigin1 gostermistir. PREVAIL isimli ¢alismada
Lisinopril ile Valsartan 1200 hastada karsilagtirilmistir. Bu hastalardan Valsartan
alanlar %82.7 lisinopril alanlar ise %81.6 kan basincinda kontrol gostermislerdir. Yan
etkiler valsartan alanlarda 95.1 hastada, lisinopril alanlarda ise %10.7 hastada

gbzlemlenmistir (Siddiqui et al., 2011).
2.3. Lipid Bazh ila¢ Tasiyic1 Sistemler

[lacin veya kanin ekstravazasyonu, kateter enfeksiyonlar1 ve tromboz gibi intravendz
uygulamanin sakincalarini, ilag oral yoldan verilerek 6nlenebilir. Bu nedenle oral yol
en yaygin uygulama yollarindan biridir. Bununla birlikte oral uygulama, ilacin
fizikokimyasal 6zellikleriyle iligkili olan zayif ¢oziiniirliik, diisiik gecirgenlik, hizl
metabolizma, stabilite problemleri gibi oral biyoyararlanimi azaltan problemlerle

sinirlidir (Kalepu, Manthina, & Padavala, 2013).

[lag tasarimimin ortaya ¢ikmasiyla, terapotik etki potansiyeli olan cesitli molekiiller
kesfedilmistir. Ancak yeni kesfedilen kimyasal ajanlarin ¢ogu, yiiksek molekiiler
agirhiktadir ve zayif suda ¢oziiniirliik ve yiiksek membran permeabilitesine sahip olan
BCS sinif II veya yiiksek suda ¢oziirliikk ve diisiik membran permeabilitesine sahip
BCS smif IIl’e aittir. Dolayisiyla, bu iki 6zellik oral yoldan verilen ilaglarin
biyoyararlanimini sinirlar. Bu ilaglar diisiik ¢oziiniirliige sahip olduklarindan in vivo
ortamda diisiik ¢oziinmeye neden olurlar ve emilimleri sinirlidir. Bu zayif ¢oziintirlik
sadece diisiik oral biyoyararlanima sebep olmakla kalmaz, ayni zamanda ytiksek
oranda birey i¢i ve bireyler arasinda degiskenlik ve doz orantisinin saglanamamasina
yol agar. Ayrica, bu ilaglarin bazilar gidalarla birlikte verildiginde biyoyararlanimlari
arttirmistir. Bu tiir ilaglarin giivenli ve etkili bir bicimde formiile edilmesi igin,
biyoyararlanim, toksisite ve viicutta kalma arasinda bir denge saglanmalidir.
Mikronizasyon, siklodekstrinlerle komplekslestirme, kati dispersiyonlar, permeabilite
arttiricilar ve siirfaktanlar gibi g¢esitli tekniklerin bazi ¢oziiniirlik ve permeabilite

sorunlarinin iistesinden geldigi bildirilmistir (Kalepu et al., 2013).
Ilag salim sistemlerinde lipid bazli formiilasyonlarin;

*lipid ¢ozeltileri,

*lipid siispansiyonlari,

scoklu ve kuru emiilsiyonlart,
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*kendiliginden emiilsifiye olabilen lipid bazli formiilasyonlar:
en 6nemli formiilasyon c¢esitlerini olusturmaktadir.

Lipid bazli sistemler dissoliisyon siirecini hizlandirarak, partikiil boyutunu molekiiler
diizeylere indirmeyle, ¢6zlinmiis fazin olusumunu kolaylastirarak, tastyici ile kat1 hal
sollisyonu saglayarak, ila¢g alimini degistirerek, enterosit bazli transportu degistirerek,
intestinal lenfatik sistem araciligiyla ilacin sistemik dolasima transportunu arttirarak

gastrointestinal kanaldan ilag absorbsiyonunu arttirirlar (Kalepu et al., 2013).

Lipid bazli sistem formiilasyonlarinin hazirlanmasi, tablet ve kapstil gibi kat1 dozaj
sekillerinin hazirlanmasindan daha basit bir siirece sahiptir. Lipid bazh
formiilasyonlarin terkibinde kullanilan yardimei maddeler; lipidler/yaglar (dogal veya
sentetik kaynakll), yiizey etkin maddeler (hidrofilik veya hidrofobik), hidrofilik
cozeltiler veya yardimci yiizey etkin maddeler seklindedir. Hazirlanmalarindan sonra
uygun meyve 6zIli veya diyet sivilar iceren ¢ozeltilerde dagitilarak ya da yumusak
jelatin kapsiil, sert jelatin kapsiillerde de kullanima sunulabilirler. Ayrica inert bir
yardime1 toz maddeye (Avisel, Aerosil, vb) likit kendiliginden emiilsifiye sistemin
emdirilmesi ile kati farmasotik dozaj sekilleri hazirlanabilir (Cerpnjak, Znovar,
Gasperlin, & Vrecer, 2013; N. Gursoy & Cevik, 2011; Jannin, Musakhanian, &
Marchaud, 2008; Pouton & Porter, 2008).

Son on yilda lipitler, suda ¢6ziiniirliigii diisiik olan ilaglarin uygulanmasinda sagladigi
avantajlar nedeni ile biiyilik ilgi kazanmistir. Yeni lipit yardimc1 maddelerin kabul
edilebilir gilivenlik profillerine sahip olmalari, oral biyoyararlanimi arttirma
yetenekleriyle birlestiginde ilag tasima araci olarak lipit bazli formiilasyonlarin
gelistirilmesine yardimci olmustur. Lipid bazli ilag tasiyict sistemler (LBDDS-Lipid
Based Drug Delivery Systems), suda ¢oziinlirliigii zayif olan ilaclarin ¢oziintirliigiinii
ve biyoyararlanimini iyilestirme yeteneklerinden dolay1 son yillarda 6nemi giderek
artmistir. ilacin  lipit bazli formiilasyonlardan emilimi; partikiil biiyiikliigii,
emiilsifikasyon derecesi, dispersiyon hizi ve ilacin ¢okmemesi gibi sayisiz faktore

baghidir (Kalepu et al., 2013).
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2.3.1. Lipit Bazh ila¢ Tasiyic1 Sistemlerde Kullanilan Maddeler

2.3.1.1.Lipitler

Lipitler, yag asitleri ve bunlarin tiirevleridir ve bu bilesiklerle biyosentetik veya
fonksiyonel olarak iliskili maddelerdir. ikili molekiiler yapilar1 nedeniyle, yani yag
asitlerinden olusan lipofilik kisim ve yag asitlerinin esterlestirildigi hidrofilik kisim
nedeniyle amfifiliktirler. Lipitler genellikle suda ¢oziinmezler ve genellikle yag asidi
bilesimleri, erime noktalari, hidrofilik-lipofilik balans (HLB) ve polar olmayan

organik ¢oziiciilerde ¢oziintirliikleri ile tanimlanirlar (Shaji & Bhatia, 2012).
2.3.1.1.1. Lipitlerin Simiflandirilmasi
Kimyasal yapilarina gore lipitler asagidaki gibi siniflandirilir;

-Trigliseritler: Karbon zincirinin uzunluguna bagl olarak, uzun zincirli ve orta zincirli
trigliseritler olarak siniflandirilirlar. Uzun zincirli trigliseritlere 6rnek olarak misir
yagl, soya yagi, aspir yagi, zeytinyagini verebiliriz. Orta zincirli trigliseritlere 6rnek
olarak gliseril trikaprilat, Captex®300, Miglyol®810, Miglyol®812, Neobee®*M-5i

verebiliriz.

-Mono/Di gliseritler: Bu kategoriye giren yaygin olarak bilinen yardimec1 maddeler;
gliseril monokaprilokaprat (Capmul® MCM), gliseril monostearat (Geleol™,
Imwitor® 191, Cutina™ GMS veya Tegin™), gliseril distearat (Precirol™ ATOS),
gliseril monooleat (Peceol™), gliseril monolinoleat (Maisine™ 35-1), gliseril

dibehenattir (Compritol® 888 ATO).

-Propilen glikol esterleri: Ornek olarak Propilen glikol monokaprilat (Capmul®PG-8),

Propilen glikol monolorati (Capmul® PG-12, Lauroglycol®) verebiliriz.
-Yag asitleri: Ornek olarak oleik asit, palmitik asit, stearik asit, linoleik asiti verebiliriz.

-Fosfolipitler: Ornek olarak fosfatidilkolin, fosfatidilgliserolii verebiliriz (Shaji &
Bhatia, 2012).

2.3.1.2. Yardima Yiizey Etkin Maddeler (Ko-Surfaktanlar)

Coziinme siirecini arttirmak i¢in pazardaki ilag tirlinlerinin ¢ogu yardime yiizey etkin
maddeler (Y-YEM) kullanmaktadir. Kullanilan popiiler ortak Y-YEM-‘ler arasinda
etanol, gliserol, propilen glikol ve polietilenglikoller (PEG400) bulunur.
Kullanimlarinin sebebi, ilaglar i¢in formiilasyonun ¢oziicii kapasitesinde bir artisa ve
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yiiksek oranda suda ¢oziiniir yilizey aktif cisimleri iceren sistemlerin dagilimina
yardimc1 olmakla iliskilendirilebilir. Bununla birlikte, diliisyondan sonra solvent
kapasitesinin kaybindan dolay1 ¢6ziinmiis ilacin ¢okmesi, bazi ¢dziiciilerin yaglarla
karigmamasi ve diisiik molekiil agirlikli ¢oziiclilerin kapsiil kabuklar ile uyumsuzlugu

gibi Y-YEM’lerle ilgili birkag pratik sinir vardir (Kalepu et al., 2013).
2.3.1.3. Suda Coziinmeyen Yiizey Etkin Maddeler (Lipofilik Surfaktanlar)

Yag-su arayiizeyinde adsorbe olan, 8 ila 12 arast HLB’ye sahip lipidik yardimci
maddelerdir. Etoksilasyon derecesine bagli olarak, bunlar suda smirli ¢oziintirliige
sahiptir. Suda “dagilabilir” olarak adlandirilirlar. Bu maddeler misel olusturabilir
ancak yetersiz hidrofilik yapilar1 nedeniyle kendiliginden emiilsiyon olusturmazlar.
Polioksietilen, sorbitantrioleate (Tween-85) ve polioksietilengliseriniltrioleate (Tagot-
TO) gibi oleat esterleri, HLB degerleri 11 ila 11.5 arasinda olan suda ¢dziinmeyen
yiizey aktif maddelerin tipik 6rnekleridir. Bununla birlikte, ortalama HLB degeri 11
olan bir Tween-80 ve Span-80 karisimi, Tween-85 islevine benzer bir etki gdstermez.
Tween 80 ve Span 80 karisimi, hem suda ¢oziiniir hem de suda ¢oziinmeyen
molekiillerden olusur, ancak Tween 85 agirhikli olarak suda ¢oziinmeyen

molekiillerden olusur (Kalepu et al., 2013).
2.3.1.4. Suda Coziinen Yiizey Etkin Maddeler (Hidrofilik Surfaktanlar)

Suda ¢6ziinen ylizey etkin maddeler, kendiliginden emiilsiyon olusturan ilag uygulama
sistemlerinin formiilasyonu i¢in en yaygin kullanilan yiizey etkin maddeleridir. HLB
degerleri 12 veya daha biiyilk olan maddeler, saf suda kritik misel
konsantrasyonlarinin {izerinde ¢oziinerek diisiik konsantrasyonlarda misel ¢ozeltileri
olusturabilir. Bu maddeler polietilenglikollerin (PEG) hidrolize edilmis bitkisel
yaglarla karistirilmasiyla sentezlenebilir. Alternatif olarak, yaygin olarak kullanilan
bir yiizey aktif madde olan alkileteretoksilat (Ornegin, setostearilalkoletoksilat
(‘'setomakrogol") etileneoksit ile alkoller reaksiyona sokulabilir. Sorbitan esterleri ile
etilen oksitin reaksiyonundan polisorbatlar (¢ogunlukla eteroksilatlar) elde edilir

(Kalepu et al., 2013).

Cremophor RH40 ve RH60 (etoksile hidrojene hint yag1), bitkisel yaglardan tiiretilen
malzemelerin hidrojenlenmesinden elde edilen maddelerin 6rnekleridir. Hidrojene
edilmemis Cremophor EL de (etoksile hint yagi1) yaygin olarak kullanilir. Cremophor

mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber, effluks pompalarini inhibe ederek
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absorpsiyonu arttirdig1 bilinmektedir. Bu, yiizey etkin molekiillerinin zara niifuz
etmesi, effluks pompalarinin yiizeyine adsorpsiyonu veya molekiillerin effluks
pompasinin hiicre i¢i alanlar1 ile etkilesmesi nedeniyle spesifik olmayan bir

konformasyonel degisime baglanabilir (Kalepu et al., 2013).
2.3.1.5. Additifler

Formiilasyonu oksidasyondan korumak i¢in, a-tokoferol, B-karoten, propil gallat,
butillenmis hidroksiltoliien (BHT) veya butillenmis hidroksianisol (BHA) gibi ¢esitli

lipitte ¢ozliniir antioksidanlar kullanilabilir.
2.3.2. Lipid Bazh flac¢ Tasiyic1 Sistemlerin Simiflandirilmasi

Bir lipid bazli ilag tastyict sistem tipik olarak lipitler ve yiizey aktif maddelerden olusur
ve ayrica bir hidrofilik yardimct ¢oziicii igerebilir. Pouton tarafindan sunulan lipit
formiilasyon simiflandirma sistemine (LFCS) gore (Pouton, 2006), bu sistemler,
kompozisyonlarina, seyrelme ve sindirimin ilaci ¢coktiirmesini engelleme tizerindeki

olasi etkilerine bagli olarak dort gruba (I-IV) ayrilmistir (Cerpnjak et al., 2013).
2.3.2.1. Tip I Sistemler

Tip I sistemler, sadece mono, di ve/veya trigliseritleri igeren, yiizey etkin madde
icermeyen basit yag ¢ozeltileridir (Pouton & Porter, 2008). Bu formiilasyonlarin
avatajlar1 genellikle giivenli kabul edilen eksipiyanlarla hazirlanmasidir. Kapsiil
formiilasyonlariyla gecimlidir. Dezavantajlari ise, orta log P degerleri olan ilag i¢in
zayif solvent kapasitesi, sadece lipofilik ilaglar i¢cin uygunluk, sinirli disperse olma ya

da hig diperse olmama ve sindirime gereksinim duymalaridir (Cerpnjak et al., 2013).

Tip I sistemler, suda ¢oziiniirligli ¢ok az olan veya hi¢ olmayan lipofilik maddelerin
karigimlaridir. Tipik olarak, oral alinimi giivenli olan, hizli sindirilen ve tamamen
bagirsaktan emilen bitkisel yaglardan tiiretilmis gida gliseritlerinin karigimlaridir. Tip
I sistemler ylizey aktif madde igermediklerinden, suda kendiliginden dagilma
yetenekleri ¢ok smirhidir. Bunlar, karistk misellerde sindirim {irlinlerinin
¢Oziindiiriilmesi yoluyla kolloidal dispersiyonu olusturmak i¢in sindirime ihtiyag
duyar. Hem uzun zincirli trigliseritler hem de orta zincirli trigliseritler, pankreas
enzimleriyle sindirilir, ancak in vitro lipoliz deneyleri, sindirim iriinlerinin
islenmesinde, barsak liimeninde ilaglarin kaderi {izerinde etkisi olmasi muhtemel

temel farkliliklar oldugunu ortaya koymaktadir. Orta zincirli yag asitlerinin sindirimi
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icin safra gerekli degildir. Bunun aksine, uzun zincirli yag asitlerinin sindirimi,
yalnizca yag asitlerini (Pouton & Porter, 2008) ve 2-monogliseritleri ¢ozlindiirerek,
onlar1 kismen pargalanmis yag damlaciklarinin yiizeyinden siyrilarak safra varliginda
devam edecektir. Uzun zincirli sindirim triinleri, karisik safra tuzu-lesitin miselleri
icinde emilinceye kadar genis Olgiide coziinmeye devam eder. Uzun zincirli
triglisetilerin sindirim {riinlerinin olusturdugu karisik miseller, bir¢ok ila¢ icin iyi
¢Oziinme sistemleridir. Orta zincirli trigliseritlerin sindirilmesinden kaynaklanan
¢Ozlinmiis fazlar, uzun zincirli trigliseritlerin sindirilmesinden kaynaklananlardan
farkli olacaktir ve bu fazlari ilaglar ¢6ziindiirme kapasitelerinde farkliliklar gdsterme
olasiliklan1 yiiksektir. Lipofilik ilaglarin in vitro sindirimden sonra ¢dziinmesinin
Ozellikle yag asidi zincir uzunluguna duyarli oldugunu ve sonugta ortaya g¢ikan
morfolojik farkliliklarin, halofantrinin MCT (orta zincirli yag asitleri) ve LCT (uzun
zincirli yag asitleri) ¢ozeltilerinden biyoyararlanimindaki gosterilebilir farkliliklar

acikladig diistiniilmektedir (Porter et al., 2004).

Mono / digliserit karisimlar1 (Imwitor 988, Capmul MCM) gibi karma gliseritler Tip I
formiilasyonlarinda siklikla kullanilir. Bu maddeler ayrica degredasyona maruz kalir
ve dogal sindirim prosesi 2-monogliseritler liretse de kismen sindirilmis materyaller
olarak kabul edilebilir ¢iinkii trigliseritlerin kimyasal hidrolizi 1-monogliseritlerle
sonuglanir. Uzun ve orta zincirli kismi gliseritlerin sindirilmesinden kaynaklanan faz
davraniglarindaki farkliliklarin, henliz daha detayli ¢alisiilmamis olmasina ragmen,
trigliseritlerle gdzlenenlere benzer olmasi beklenir. Sorbitan esterleri veya yag asitleri
ve yag alkolleri esterleri gibi diger polar yaglar da Tip I formiilasyonlarina dahil
edilebilir, ancak sindirimleri veya bu yardimci maddelerin ilacin yolaklar1 tizerindeki
etkisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Cokme bazen bir sorun olsa da, eger ilag
karisik gliserit yaglarda yeterince ¢oziinebiliyorsa Tip I formiilasyonlart mitkemmel
bir segenektir. Biyoyararlanim, Tip [ formiilasyonlarda Tip II ve Tip III
formiilasyonlar kadar iyi olabilir ve Tip I formiilasyonlarin giivenlik ve ilag stabilitesi

gibi avantajlar1 vardir (Pouton & Porter, 2008).
2.3.2.2. Tip II Sistemler

Tip II sistemler, beraber verildigi ilaglar i¢in ¢oziinme kapasitesini arttirmak ve
seyreltme iizerine olusturulan emiilsiyonun stabilitesini arttirmak amaciyla yag fazina

ek olarak lipofilik YEM’leri igerir. Bu lipid bazli ilag tasiyict sistemler, kendiliginden
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emiilsifiye olan ilag tasiyict sistemler (SEDDS- Self Emulsifying Drug Delivery
Systems) olarak bilinir (Pouton & Porter, 2008).

Bu sistemler %40-80 oraninda gliseritler (mono, di, trigliseritler), %20-60 oraninda
lipofilik surfaktanlar (HLB <12) igerirler. Avantajlari, dispersiyonlarinda ¢oziicii
kapasitesini kaybetme olasiliklar1 diisiiktiir. Dezavatajlar1 ise damlacik boyutu 0.25-

2um olan kaba emiilsiyon olusturmalaridir (Cerpnjak et al., 2013).

Tip II sistemler yaglar, polar yaglar ve suda ¢éziinmeyen yiizey aktif maddeler ile
formiile edilir. Tipik formiilasyonlar, orta zincirli trigliseritler ve polisorbat 85
karigimlart veya orta zincirli trigliseritler ve Tagat-TO karigimlarnidir. Kendiliginden
emiilsifiye sistemleri, ylizey aktif madde konsantrasyonu, agirlikca %25'1 astiginda
olusturulur; optimum konsantrasyon araligt %30-40 yiizey aktif maddedir. %50nin
lizerinde ylizey aktif madde igerirlerse, yag-su arayiiziinde viskoz sivi kristal fazlarinin
olusumu nedeniyle yavas¢a emiilsiyonlasirlar. Erken faz c¢alismalari, bu
formiilasyonlarin kendiliginden emdilsifiye olabilen ila¢ tasiyici sistemler olarak
performansinin, diisiik su igeriginde (%5-10) disperse lamel sivi kristal fazin
olusumuna dayandigini ve bunun, ara yiizey bozulmasina neden olan suyun daha fazla

niifuz etmesine yardimci oldugunu gostermistir (Pouton & Porter, 2008).

Optimize edilmis sistem (liggen faz diyagramlarina gore alabilecegi su miktarlar
belirlenmis sistem) diisiik yiizey aktif madde konsantrasyonlarinda kendi kendine
emiilsiyonlasir ve tiim konsantrasyonlarda daha ince parcaciklar tiretir. Tip II ve Tip
I SEDDS / SMEDDS formiilasyonlarmin sindiriminden sonra olusan fazlari arastiran

kapsamli bir yaymlanmis ¢alisma yoktur (Pouton & Porter, 2008).
2.3.2.3. Tip III Sistemler

Tip II sistemlere ek olarak hidrofilik bilesenlerin (YEM ve/veya Y-YEM) yag fazina
eklenmesi, tip III sistemlerine ait kendiliginden mikroemiilsifiye olan ilag tastyici
sistemleri (SMEDDS-Self Microemulsifying Drug Delivery Systems) olusturur
(Pouton & Porter, 2008).

Sandimmune® Neoral formiilasyonuyla, siklosporin A'nin 6nceki formiilasyonuna
kiyasla elde edilen biyoyararlanimdaki gelisme, suda az ¢Oziinen ilaglarin
formiilasyonuna iliskin diisiinceleri degistirmis ve iyi formiile edilmis lipit bazlh

sistemlerin yolunu agmistir (R. Gursoy & Benita, 2004; D. J. Hauss, 2007; Mercke,
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Kaufmann, Kroon, & Hoglund, 2003). Sandimmun® Neoral, Tip IIIA
formiilasyonunun prototipidir, suda ¢oziiniir ylizey aktif madde ve 6nemli miktarda
lipit bilesen igeren bir SEDDS / SMEDDS formiilasyonudur. Bu tiir formiilasyonlar,
genellikle seffaf dispersiyonlar olusturmak i¢in yeterince ince olan mikron alti
dispersiyonlar olusturmak i¢in hizli bir sekilde dagilma potansiyeline sahiptir (Pouton

& Porter, 2008).

Tip III sistemlerinin faz ¢alismalari, seffaf dagilimin neden siklikla iiretildigini ve
SMEDDS formiilasyonlarin1 optimize etmek icin kullanilabilecegini gostermektedir.
Her ne kadar bu sistemler ayrintili bir sekilde anlasilmasa da neden seffaf
dispersiyonlara neden olduklarini ve susuz formiilasyonlarin neden siklikla
kendiliginden mikroemiilsifiye olabilen olarak adlandirildigin1 anlamak kolaydir. Bu
sistemler suyla kolayca karisir ve o kadar fazla su alirlar ki, formiilasyona suyun niifuz
etmesi ve daha sonra dagilmasi hizla ilerler. Tip III sistemlerini formiile etmek igin

birkag¢ suda ¢oziiniir yiizey aktif madde kullanilabilir (Pouton & Porter, 2008).
2.3.2.3.1. Tip IIIa Sistemler

Bu sistemler %40-80 oraninda gliseritler (mono, di, trigliseritler), %20-40 oraninda
lipofilik YEM’ler (HLB<12), %0-40 oraninda Y-YEM igerirler. Kendiliginden
emiilsifiye olma yetenekleri vardir. Bu sistemlerin avantajlar1 berrak c¢ozeltiler
olusturmalar1 ve absorbsiyon i¢in sindirime gerek duymamalaridir. Damlacik boyutlari
<250 nm’dir. Dezavantajlari, dispersiyonlarinda ¢oziicii kapasitesini kaybetme

olasiliklar yiiksektir ve kolay sindirilmezler (Cerpnjak et al., 2013).
2.3.2.3.2. Tip IIb Sistemler

Bu sistemler %20’den az oranda gliseritler (mono, di, trigliseritler), %20-50 oraninda
hidrofilik YEM’ler (HLB>12), %20-50 oraninda Y-YEM’ler igerirler. Kendiliginden
mikroemiilsifiye olma kapasiteleri vardir. Avantajlari, transparan dispersiyonlar
olusturmalart ve absorbsiyon i¢in sindirime gereksinim duymamalaridir.
Dezavantajlar1 kismi ilag ¢cokmesine neden olabilmeleri ve kolay sindirilmemeleridir

(Cerpnjak et al., 2013).
2.3.2.4. Tip IV Sistemler

Tip IV sistemler, en hidrofilik grubun temsilcileridir. Bu tip sistemler yalnizca

hidrofilik yiizey aktif maddeler ve sulu ortam ile seyreltme {izerine kolloidal bir misel
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dispersiyonu olusturan hidrofilik Y-YEM’den olusan sistemlerdir (Pouton & Porter,
2008).

Bu sistemler %0-20 oraninda lipofilik YEM’ler (HLB<I12), %20-80 oraninda
hidrofilik YEM’ler (HLB >12) ve %20-80 Y-YEM igerir. Kendiliginden miseller
cozeltiler meydana getirirler. Avantajlari birgok ilag icin yiiksek ¢oziicii kapasitesine
sahip olmalaridir. Dezavantajlari ise diperse oldugunda ilacin ¢okebilme ihtimalidir.

Bu sistemler sindirilebilir olmayabilir (Cerpnjak et al., 2013).

Tip IV sistemler esas olarak saf ylizey etkin maddeler veya ylizey etkin madde ve
yardimei yiizey etkin maddelerin karisimlaridir. Saf yardimcei yiizey aktif madde i¢inde
suda az c¢oziinen ilaglarin formiilasyonunun, ilacin ¢okelmesine neden olmasi
muhtemeldir. Kazanilabilecek tek avantaj, ilacin ¢ok iyi ince kristal veya amorf
parcaciklarin siispansiyonu olarak sunulabilmesidir. Giivenilirlik bu stratejide
problemli olabilir. Saf ylizey etkin maddelerin kullaniminda iki sorun vardir. Birincisi,
YEM’lerin, YEM-su arayiiziinde viskoz siv1 kristalin (veya jel kristalin) fazlarinin
olusumu nedeniyle ¢oziilmesi i¢in olduk¢a zaman harcamasidir. ikincisi, saf yiizey
etkin maddelerin, sindirim sisteminde tahris edici olmasi1 ve kotii tolere edilebilecegi
endisesidir. Mide veya barsak duvarina YEM bakimindan zengin, kismen ¢oziinmiis
viskoz bir kiitlenin yapismasi, lokal olarak ciddi hasarlar verebilir. Suda ¢oziiniir yiizey
etkin maddelerle birlikte yardimci yiizey etkin maddelerin harmanlanmasi, yiizey etkin
maddenin dagilimini kolaylastirir ve ¢oziicli kapasitesi kaybini azaltir (Pouton &

Porter, 2008).

Ilag endiistrisinin, kapsiil iiriinlerinde yiizey etkin maddelerin kullanimmna karsi
tutumu son yillarda degismistir. Birkag HIV proteaz inhibitorii, genellikle gilinliik cok
sayida alinacak yiiksek konsantrasyonlarda yiizey etkin maddelere sahip kapsiillerde
pazarlanmaktadir. Deneyimler, bu dozajlarin goreceli olarak 1yi tolere edildigini,
ancak potansiyel uzun vadeli etkilerin yine de dikkatlice diisiiniilmesinin gerekli

oldugunu gostermektedir (Pouton & Porter, 2008).
2.3.3. Lipit Bazh ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Lipid bazli sistemler hazirlanig, in vitro karakterizasyon, in vivo davranig ve iiretim

yonleri agisindan degerlendirildiginde bir¢ok avantaj ve dezavantaja sahiptir.
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2.3.3.1. Lipit Bazh ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin Avantajlari

Lipid bazli ilag tasiyict sistemlerin avantajlari,

—

Kontrollii ve hedeflendirilmis ila¢ salinima,

Farmasotik stabilite,

Yiiksek ve artmis ilag icerigi (diger tasiyicilara gore),

Hem lipofilik hem de hidrofilik ila¢ tagima yetenekleri,

Biyolojik olarak pargalanabilir ve biyolojik olarak uyumluluklari,
Genis eksipiyan ¢esidi,

Genis formiilasyon ¢esidi,

Diisiik risk profili,

© ® N v kWD

Cabuk ticarilesme i¢in invazif olmayan vezikiiler bir sistem olusudur

(Shrestha, Bala, & Arora, 2014).
2.3.3.2. Lipit Bazh ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin Dezavantajlar

1. In vitro modeller formiilasyonun degerlendirilmesi igin yeterli degildir.

2. Yiiksek konsantrasyonda YEM (yaklasik %30-60) igceren formiilasyonlar
mide- bagirsak sisteminde iritasyona sebep olabilirler.

3. Kullanilan YYEM yumusak veya sert jelatin kapsiilden sizabilir. Bu durum
lipofilik ozellige sahip etkin maddenin formiilasyonunda ¢okelmeye sebep

olabilir (Jannin et al., 2008; Pouton & Porter, 2008).
2.3.4. Lipid Bazh flac¢ Tasiyic1 Sistemlerde Lenfatik Sistem Etkisi

Lipid bazl ilag tastyici sistemlerin primer mekanizmasi, gastrointestinal kanaldan
emilimi  ¢Ozlniirlik artisiyla arttirmalaridir.  Diger mekanizmalar  ilacin
gastrointestinal kanalin sulu ortaminda kimyasal ve enzimatik degradasyondan
koruma ve karaciger ilk ge¢is etkisini Onleyen lenfatik ilag transportunu
desteklemesidir. ilacin fizikokimyasal 6zellikleri, lipit eksipiyanlar ve formiilasyonun
in vivo olarak dagilabilirligi, hem gastrointestinal kanalda ilacin alimini, hem de portal
venlerde ve mezenterik lenfatik yolaklarda tiim ilag absopsiyonunun katilim derecesini

belirler (Gupta, Kesarla, & Omri, 2013).

Lenfatik sistem, tiim viicuttaki genis drenaj agina bagl olarak, ilaglarin sistemik
dolasima taginmasinda &nemli bir rol oynar. Ilacin lenfatik tasmmasinin

avantajlarindan bazilari, ilk ge¢is metabolizmasindan ka¢inmak ve lenfomalar ve HIV
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gibi lenfler yoluyla yayildig1 bilinen spesifik hastaliklarin hedeflenmesidir. Lipitlerin
ilag emilimini, biyoyararlanimi ve oral uygulamadan sonra yer degistirmesini
etkiledikleri muhtemel mekanizmalar; siki baglantilar1 acarak paraseliiler taginmaya
izin vermeleri, P-gp ve/veya CYP450'nin inhibisyonu nedeniyle yiizey etkin maddeler
tarafindan  hiicre i¢i  konsantrasyonunda ve kalma siiresinde artis,

lipoprotein/silomikron {iretiminin lipidler tarafindan uyarimidir (Kalepu et al., 2013).

Ozellikle, yiyecegin lipid bileseni, lipofilik ilaglarm emiliminde artan biyoyararlanima
yol agan hayati bir rol oynar. Bu durum yiiksek yag iceren gidalarin, biliyer ve
pankreatik salgilar1 stimiile etmesi, metabolizma ve effluks aktivitesini azaltmasi,
barsak duvar1 gegirgenligini artirmasi, gastrointestinal kanalda kalma siiresini
uzatmasi ve lenfatik sistem yoluyla transport ile agiklanir. Trigliseritler ve uzun zincirli
yag asitleri, gastrointestinal kanalda kalma siiresinin uzatilmasinda 6nemli bir rol
oynar. Ayni zamanda, yiiksek yagl bir yemek, ilag molekiilleriyle reaksiyona giren
trigliserit bakimindan zengin lipoproteinleri yiikseltir. Lipoproteinlerin ilag
molekiilleri ile birlesmesi, barsak lenfatik transportunu arttirir, ilag dagitiminda
degisikliklere yol agar ve nihayetinde az ¢oziinen ilaglarin farmakolojik etkilerinin

kinetigini degistirir (Kalepu et al., 2013; Trevaskis, Charman, & Porter, 2008).

Lenfatik absorpsiyon yolu, trigliseritlerde (Cs>50 mg / mL) yiiksek ¢oziiniirliige sahip
yiiksek lipofilik ilaglarin (Log P>5) biyoyararlanimini arttirmak i¢in iyi bir firsattir.
Doymamis uzun zincirli yag asitlerinin alkol esterlerinden olusan lipit sistemlerinin,
lenfatik alim yolunu kolaylastirmak suretiyle bir¢ok ilacin biyoyararlanimini arttirdigi
gosterilmistir. Ornek olarak, saquinavir ile poligliseril oleat (Plurol® Oleique CC497)
veya etoksile edilmis hint yag1 (Cremophor® EL) (Griffin & Driscoll, 2006), ontazolast
ile gliseril monooleat (Peceol™) (D. Hauss et al., 1998) ve halofantrin ile cesitli
trigliseritler ve tiirevleri (Charmann & Stella, 1991; Driscoll, 2002) verilebilir (Jannin

et al., 2008).
2.3.5. Lipid Bazh Sistemlerin Karakterizasyonu

Basarili bir lipid bazli ilag¢ tasiyici sistem formiilasyonu i¢in biitiinsel bir yaklagim

gereklidir. Bu gerekgenin sistematik agiklamasi;

(1) Yag asidi yapilarinin uygunlugu i¢in yardimci maddelerin 6n se¢imi, erime
ozellikleri, HLB veya emiilsifikasyon o&zellikleri, enterosit bazli ilag tasima,

dispozisyon ve genel sindirilebilirlik tizerindeki potansiyel etkileri,
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(2) Ileride yapilacak calismalar igin bir veya daha fazla uygun sistemi tanimlamak
lizere, ila¢ ¢Oziiniirliigli, uyumluluk, stabilite ve ¢oziinme / dagilma ozellikleri
(6nceden belirlenmis ortamlarda) i¢in 6nceden secilmis yardimci maddeler ile ikili

tarama yapilmasi,
(3) Amaglanan dozaj formu i¢in uygun formiilasyon teknigini / tekniklerini belirlemek,

(4) Segilen formiilasyon sistemlerinin in vivo performansinin uygun hayvan

modellerinde onaylanmasi,

(5) Formiilasyonu ilag¢ yiikleme veya ¢éziinme profili i¢cin optimize etmek ve gerekirse
oksidatif ve polimorfik degisikliklerin kontroliinii kazanmaktir (Mahapatra, Pn,

Sciences, & Swain, 2014).

Lipid bazli sistemlerin degerlendirilmesinde ilk karakterizasyon parametresi
goriiniistiir. Kendiliginden emiilsifikasyonun etkinligi, emiilsifikasyon orani ve
damlacik biiyiikliigii dagiliminin belirlenmesiyle tahmin edilebilir. Dagilimin ulastig1
hizli dengeyi ve bu islemin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in bulaniklik Slgiimleri
yapilabilir (R. Gursoy & Benita, 2004). Formiilasyonun pH’s1, viskozitesi, 6zgiil
agirhig1 veya dansitesi temel Ol¢lilmesi gereken parametreleridir. Bakilmasi gereken
bir diger parametre zeta potansiyeldir. Zeta potansiyel, partikiillerin ylizey yiikiinii
karakterize eder ve boylece partikiiller ve damlaciklar arasindaki itici kuvvetler
hakkinda bilgi verir (Shrestha et al., 2014). Formiilasyonlarn hem
karakterizasyonlarinda bir diger 6nemli basamak termodinamik stabilitedir. Santrifiij,
1sitma- sogutma dongiisii ve dondurma ¢ézme dongiisii olarak 3 farkl testten olusur
(Selvam, Kulkarni, & Dixit, 2015; Shukla & Patel, 2010). S-SEDD’lerde bunlara ek
olarak toz akis 6zelliklerine ve disperse olabilme 6zelliklerine bakilabilir (Gumaste,

Freire, & Serajuddin, 2017).
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Gerec¢ ve Yontem
3.1. Kullamilan Kimyasal Madde, Ara¢ ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Valsartan (Seri No: VLS/1612219, 01.02.2017) ..Jubilant Generics Limited, Hindistan

Metanol.......c.oovueeeiienieiieeee e Merck, Almanya
YT 0] 1113 o | R Sigma Aldrich, Almanya
Potasyum dihidrojen fosfat..........ccceevevvrenveennnenn. Merck, Almanya
Trifloroasetik asit..........cocveviieiiienieeiiienieeieeee Merck, Almanya

(0] (5 QAN | AU Sigma Aldrich, Almanya
Hint yagi.....c.ooooiieiiiiiieieieeee e Sigma Aldrich, Almanya
[Zopropil Miristat...........cooveeeeueeeeeeeeceeeeeeennes Sigma Aldrich, Almanya
SOVA YaZLutieiieiiieiieeieeieeee e Sigma Aldrich, Almanya
Capyrol 90.......vveeiiieieeee e Gattefosse, Fransa
Labrafil M 1944 CS ..., Gattefosse, Fransa

SPAn 80.....eeeieiieiieieeeee e Sigma Aldrich, Almanya
Labrafil M 2125 CS...ooooeieeeeeeeeeeeee e Gattefosse, Fransa
Plurol Oleique CC497......ooovvieviiiiieeiieieeeeee e Gattefosse, Fransa
TWEEN 20....i it Sigma Aldrich, Almanya
TWEEN 80...ceiiieeiieiieeiieeiteee et Merck, Almanya
Cremophor EL........cccoooiiiiiiiiiiiiiiieeeceeee Sigma Aldrich, Almanya
PEG 600.......ccciieiiieiieeeeeee e Sigma Aldrich, Almanya
Etanol......c.oooiiiiioiieeece e Merck, Almanya
Transcutol HP.........oooovvvvviiiiiiiiiiee e, Gattefosse, Fransa
1Zopropil AIKOL........cooveeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeens Merck, Almanya
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Lutrol FI127 it BASF, Almanya

Sodyum Hidroksit..........ccccveevciiienciieiiieeieeenen. Merck, Almanya

1-Metil N-Prolidon...........ccoecieviiniiiniieiieieene. Merck, Almanya
Hidroksipropil Metil Seliiloz............ccccceevveennennnne Sigma Aldrich, Almanya
AVICel pHIOL...cuiiiiiiieiiciieecee e Sigma Aldrich, Almanya
ACTOSIL ..o Flumed silika

Sodyum Dihidrojen Fosfat..........c.cccccvveeiirnnnnnnn. Merck, Almanya
HidroKIorik asit.........ccceeeeveeriieniiienieeiieie e Merck, Almanya
Sodyum Asetat trihidrat..........c.ccoovveeeeieeiiieennien, Merck, Almanya
Glasiyel Asetik ASit.......ccoveeieriereriieneenieeieneene, Merck, Almanya
SOIUPIUS®....eeeeeeeeeee e BASF, Almanya
Solutol HST5...oeiiieieee e BASF, Almanya
FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF......ccccoovvviniininiinieenee. Biorelevant, Ingiltere
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) ................. Gibco, Ingiltere

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) .Gibco,Ingiltere

StIEPLOMISIN...cvvireeiiieeeiieeiee et e Sigma Aldrich, Almanya
L-GIutamin........ceoveveenenienieieeieneeeceeseee e Sigma Aldrich, Almanya

L-AlANIN. ..o Gibco, Ingiltere

TripSIN-EDTA ..o Gibco, Ingiltere

Fetal S1Z1r Serumu.........cccceeviieiiiniieiieniecee Gibco, Ingiltere

CACO-2. ittt American Type Culture Collection
Trizma Maleat.........c.ccccueevieniiieiieeiieieceee e Sigma Aldrich, Almanya

Sodyum KIOTTI........ceeeiiieiiieeeiie e Merck, Almanya

Kalsiyum Kloriir Dihirat...........ccccoceeviienieniieieenen. Merck, Almanya
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Olmesartan Asit (I¢ standart) ...........ccccoceeveerenennnnn. Sigma Aldrich, Almanya

3.1.2. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

HPLC...oooiieeeeeeeee e, HP Agilent 1100 Series, Almanya
CalkalayiCl....c.cooeeeiienieeiieieeieee e, CAT S20, Almanya

Santrifiij Cihazi.......ccccoveevvveeieeeieeeee, Niive 800R, Tirkiye

HPLC kolonU......ocooouvvevieeiiiiiiiiiieeeeeenn, Zorbax SB C18, Amerika
Damlacik Boyutu Olgiim Cihazi........... Malvern Zeta Sizer Nano ZS, Ingiltere
Dissoliisyon Cihazi..........ccccccevveeenveenneee. Sotax, Isvicre
ViISKOZIMELTE......cevveiieiiiiiiieeeeeeeenans Brookfield, Amerika
Refraktometre.........ccceevveveeeieencnieenenen. Kriiss DR301-95, Almanya

FTIR spektometre............cceeeveerveennennnen. Schmadzu IR Tracer 100, Japonya
Titresimli elek.........ccceeevieeviiieniieennen. Retsch, Almanya

Sikistirilmis Dansite Cihazi.................... Logan Tap 2S, Amerika
Buzdolabi........ccccoevieiiiiiiiiieiiee Beko, Tiirkiye

Derin Dondurucu..........ccceeevvveenveeennnenn. Ugur, Tiirkiye
MiKroSKOP....cooveereieeiieieeieece e Leica DM750, Almanya

Santrifiij Cihaz1 (Hiicre Kiiltlri) ........... Sigma 2-16KL, Almanya
INKGDALOT ... ESCO Cell Culture, Singapur
Laminar Hava Akimli Kabin.................. ESCO Class II BSC, Singapur
Vorteks Karigtiricl.......occveeeeveevcnieennnenns Stuart Vortex Mixer SAS8, Ingiltere
TEER Olgiim Cihazi.............cccoevueuenen. Milicell ERS-2 Ephitelial Ohmmeter, Almanya
Inkubatdr Calkalayicl...............oco.e........ Zhiceng ZWY-240, Cin

TaITLe e Mettler Toledo ME204, Amerika
Otomatik Pipet.......ccccoovveeeiienieeeiieenee, Motopet, Amerika
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Ultrasonik Banyo..........ccceecveevvieniennnne Alex Machine, Tiirkiye
Otomatik Titrasyon Cihazi................... Titroline, Amerika

Kuyruktan Tansiyon Ol¢iim Cihazu......Hatteras SC-1000 Instruments, Amerika

Kan Analiz Cihazi.........ccccccvvvvevveennnnns VetScan VS2 Abaxis, Amerika
Su Banyosu........cccceevieeiiienieeiienie e Buchi 461, Tiirkiye

PHMeEtre. ..o, Mettler Toledo, Amerika
Etv..ooeeeeeeeeee e Niive EN 500, Tiirkiye
Karigtiricl oo vveeieeieeieieeeeeeeeee, Yellow Line, Almanya

UV Spektometre.........cccveeeereeeeireeennenns Schmadzu UV 1208, Japonya

Elektrik Iletkenligi Olgiim Cihazi........ Jenwey 4071, Ingiltere

Stabilite Kabini..........cccococoevvveveveennne. Niive ID501, Tiirkiye
Elisa Reader.........cccoevvvveeeiieeniieeien, Polarstar Omega BMG Glabtech, Almanya
3.2. Yontem

3.2.1. Valsartanin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.1.1. Valsartamin Lipid Su Partisyon Katsayisinin Saptanmasi

Partisyon katsayis1 bir maddenin, bir ortam ya da fazdaki ¢oziiniirliigiintin bir diger
ortam ya da fazdaki ¢oOzilniirliigiine (iki konsantrasyon dengede iken) oramidir.
Valsartanin partisyon katsayisin1 hesaplarken ¢alkalama metodu kullanild.
Valsartanin fazlasi esit miktarda n-oktanol ve su iceren kaba konularak ¢alkalamak
suretiyle ¢oziindiiriildii. Her iki fazdan miktar tayini yapilarak lipid-su partisyon

katsayis1 belirlendi.

3.2.1.2. Valsartanin FT-IR Spektrumu

100 mg Valsartan kat1 halde FT-IR spektrofotometrede 750-4000 cm™! arasinda taranip
pik verdigi dalga boylar1 belirlendi.
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3.2.1.3. Valsartanin Erime Derecesi Belirlenmesi

Erime derecesi DSC’de (Diferansiyal Taramali Kalorimetre) ol¢iildi. 100 mg
Valsartan toz halde aliiminyum tepside farkli oranlarda 140°C’ye kadar 1sitildi. Daha

sonra numune hizla sogutuldu ve verdigi pik belirlendi.
3.2.2. Valsartan Miktar Tayin Yontemi Gelistirilmesi

Valsartan miktar tayini yontemi gelistirilmesi icin HPLC cihazinda, UV dedektorde,
247, 250, 265 nm dalga boylarinda calisildi. Metot gelistirme ¢alismalarinda, Zorbax®
XDB C18 (150mmx4.6mm, 5um) ve Zorbax® SB C18 (150mmx4,6mm, 3,5um)
kolonlarinda denemelerde bulunuldu. Mobil faz olarak asetonitril: fosfat tamponu
(55:45) pH 2.7 (Trifluoro asetik asit ile) ve akis hiz1 1 mL/dakika olarak galigildi.
Metot gelistirme tamamlandiginda dogrusallik, se¢icilik, calisma araligi, dogruluk ve
geri elde edilebilirlik, kesinlik, c¢ozelti stabilitesi, duyarlilik ve sapma sinir1

parametrelerinde validasyon tamamland.
3.2.2.1. Valsartamin Miktar Tayini I¢cin Kalibrasyon Egrisinin Cizimi

3.2.2.1.1. Valsartanin pH 1.2 Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi

Valsartan pH 1.2 ortaminda ¢6ziinmedigi i¢in 6nce 1 mL metanolde ¢oziindiiriiliip 10
mL’ye pH 1.2 ortamiyla tamamlandi. Mobil faz ile seyreltilerek 0.5, 1, 5, 10, 20, 40,
50 pg/mL derisimlerinde 7 seri ¢ozelti hazirlanarak HPLC’de analiz edildi.

3.2.2.1.2. Valsartanin pH 4.6 Ortaminda Kalibrasyon Egrisinin Cizimi

Valsartanin pH 4.6 ortami ile 100 pg/mL derisiminde stok ¢6zeltisi hazirlandi. Mobil
faz ile seyreltilerek 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 40, 50 ug/mL derisimlerinde 8 seri ¢ozelti
hazirlanarak HPLC’de analiz edildi.

3.2.2.1.3. Valsartanin pH 6.8 Ortaminda Kalibrasyon Egrisinin Cizimi

Valsartanin pH 6.8 ortami ile 100 pg/mL derisiminde stok ¢6zeltisi hazirlandi. Mobil
faz ile seyreltilerek 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 40, 50 ug/mL derisimlerinde 8§ seri ¢ozelti
hazirlanarak HPLC’de analiz edildi.
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3.2.2.1.4. Valsartanin HBSS Ortaminda Kalibrasyon Egrisinin Cizimi

Valsartanin HBSS ile 100 pg/mL derisiminde stok ¢6zeltisi hazirlandi. Mobil faz ile
seyreltilerek 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 40, 50 pg/mL konsantrasyonlarinda 8 seri ¢ozelti
hazirlanarak HPLC’de analiz edildi.

3.2.2.1.5. Aclik Tokluk Ortamlarinda Kalibrasyon Egrisi Cizimi

Valsartanin FaSSIF, FeSSIF, FaSSGF ortamlar1 ile 100 pg/mL derisiminde stok
¢ozelti hazirlandi. Mobil faz ile seyreltilerek 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 40, 50 pg/mL

derisimlerinde 8 seri ¢ozelti hazirlanarak HPLC’de analiz edildi.
3.2.3. Analitik Yontem Validasyonu

3.2.3.1. Dogrusallik

Kulllanilan analitik yontemin dogrusalligin1 gostermek amaciyla pH 1.2, pH 4.6 pH
6.8 ve HBSS ortamlarinda bilinen konsantrasyonlarda Valsartan miktarlarindan
hareketle (pH 1.2°de 0.5, 1, 5, 10, 20, 40, 50 pg/mL ve pH 4.6, pH 6.8 ve HBSS’de
0.1,0.5,1,5, 10, 20, 40, 50 ng/mL), HPLC tayini sonuglarina gore dogrusal sonuglarin
almip alinmadigim kanitlamak i¢in r* degerleri belirlendi (EMA, 2006).

3.2.3.2. Secicilik

Segicilik, yontemin sadece analiz edilmek istenen maddeye 6zgiin olmasi ya da
numune igerisinde safsizliklar, yardimc1 maddeler ya da bozunma firiinleri varliginda
analiz edilmek istenen maddenin dogru bir sekilde saptanmasidir. Bu amagla Valsartan
igeren numune ve igermeyen numune enjeksiyonu yapildi. pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8 ve
HBSS ortamlarinda ¢oziiciide, etkin madde pikinin altinda herhangi bir pik olup

olmadig belirlendi.
3.2.3.3. Calisma Arahgi

Calisma aralig1 i¢in, 40 pg/mL %100 derisim olarak belirlenmistir. pH 1.2, pH 4.6, pH
6.8, HBSS ortamlarinda 4 pg/mL (%100) ve 50 pg/mL (%]125) derisimlerde 6

enjeksiyon verilerek etkin madde pik alanlar1 arasindaki RSD belirlendi.
3.2.3.4. Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik

Elde edilen deneysel degerin gergek degere ne kadar yakin oldugunu tespit etmek

amaciyla yapilir. pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda 0.5 ng/mL (%1.25),
yla yapilir. p p p ng
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4ug/mL (%10), 40pug/mL (%100) konsatrasyonlarinda hazirlanip 6 6rnek enjeksiyon
verilerek alan degerleri Olciildii. Bu alan degerlerine karsilik gelen konsantrasyon
miktarlar1 bulundu ve yiizde geri kazanim hesaplandi. Yontemin dogrulugu geri alma

ylizdesine baghdir.
3.2.3.5. Kesinlik

Kesinlik, ayni sartlarda ve ayn1 yontemle elde edilen sonuglarin birbirini takip eden
Olctimleri arasindaki yakinligin derecesini gostermek icin kullanilir. pH 1.2, pH 4.6,
pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda Valsartanin 40pg/mL’lik (%100) derisimdeki
cozeltisinden 6 defa ardarda enjeksiyonlar yapilip, elde edilen alan degerlerine karsilik

gelen derisimlerin ortalamasi, standart sapma ve relatif standart sapmasi1 hesaplandi.
3.2.3.6. Cozelti Stabilitesi

pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda 4pug/mL, 40pug/mL ile standart 6rnekler
hazirland1 ve oda sicakliginda cihaza enjekte edilip 90 dakika, 10 saat, 14 saat, 18
saatte enjeksiyonlar tekrarlandi. Bulunan konsantrasyonlar ile ¢6zeltinin ne kadar
stabil oldugu ortalama, standart sapma ve relatif standart sapma degerleriyle

degerlendirildi.
3.2.3.7. Duyarhlik ve Sapma Sinir1

Y ontemin saptayabildigi en kii¢iik derigsime sapma derisimi (Limit of Detection, LOD)
denir (Denklem 1). Bu derisim giiriiltii icerebildiginden ¢ok giivenli olmayabilir. Bu
nedenle daha giivenilir olan derisime duyarlilik veya analiz sinir1 (Limit of

Quantification, LOQ) denir (Denklem 2).

3*Giirl'iltl'i_L0D Denklem 1
Sinyal (Denklem 1)

10 « Guralta LOO (Denklem 2
Sinyal Q (Denklem 2)
3.2.3.8. FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF Validasyonu

Aclik-tokluk ortamlarinda kisa bir validasyon yapilmistir. Dogrusallik, secicilik,
caligma araligi, dogruluk ve geri elde edilebilirlik ve kesinlik parametreleri

incelenmistir. Cozelti stabilitesine enzim igerdiklerinden dolay1 bakilmamustir.
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3.2.4. Formiilasyon Calismalar:

3.2.4.1. Formiilasyonunda Yer Alabilecek Bilesenlerin Fizikokimyasal
Ozelliklerinin incelenmesi

Lipid bazli sistemlerin (SEDDS, miseller c¢ozeltiler, S-SEDDS) gelistirilmesinde
kullanilmas1 planlanan bilesenlerin fizikokimyasal 6zelliklerinden bazilar1 incelenerek
analiz sertifikalarina uygunlugu karsilastirildi. Bu amacla refraktif indeksi tayini,
dansitesinin tayini, viskozitesinin tayini ve pH’sinin tayini yapildi. YEM ve Y-
YEM’lerin viskozite tayini, refraktif indeks tayini ve dansite tayini yapildi. Lipid bazli

sistemlerin gelistirilmesinde kullanilmasi planlanan bilesenler Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1: Kullanilmasi planlanan yag/yiizey etkin madde/ yardimci yiizey etkin

maddeler
Yaglar Yiizey Etkin Yardimei Yiizey Katilastirma
Maddeler Etkin Maddeler Ajanlan
Oleik Asit Capyrol 90 PEG 600 Avicel pH101
Hint Yag1 Labrafil M 1944 CS Etanol Aerosil
Isopropil Miristat Span 80 Transcutol HP HPMC
Soya Yagi Labrafil M 2125 CS Isopropil Alkol
Plurol Oleik CC497
Tween 20
Tween 80
Cremophor EL
Solutol HS 15
Lutrol F127
Soluplus
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3.2.4.2. Valsartanin Gelistirilecek Olan Lipid Bazh Formiilasyon Terkibinde
Yer Alacak Bilesenlerinde Coziiniirliigiiniin Saptanmasi

Bu asamada, valsartanin ¢oziiniirliigii gelistirilecek olan SEDD, S-SEDD ve miseller
sistemlerinin terkibinde yer alacak bilesenlerde HPLC ile miktar tayini yapilarak tespit
edilmistir ve en ¢ok ¢oziindiigii yag tipleri, YEM ve Y-YEM’ler belirlenmistir. Bu
amacla Tablo 1’de incelenen YEM, YYEM ve yaglar kullanildi. Bu ¢alismada 2 mL
YEM, yag ve YYEM igerisine asirt doymus dozda Valsartan ilave edildi. 200rpm’de
oda kosullarinda 72 saat boyunca (¢6ziinmesi devam edenler i¢in 120 saat) karanlik
ortamda calkalayicida karistirildi. 24., 48. ve 72. saat sonunda (¢6ziinmesi devam
edenler i¢in 96. ve 120. saatlerde) karisim 25°C’de 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.
Ustte kalan berrak ¢ozeltiler alindi ve gerekli seyreltmeler yapilarak HPLC cihazinda
miktar tayinleri gerceklestirildi (n=3). Bu ¢aligma sonucunda Valsartan1 en ¢ok ¢dzen

yag, YEM, YYEM’lere karar verildi.
3.2.4.3. Lipid Bazh Formiilasyonlarin U¢gen Faz Diyagramlarinin Cizilmesi

SEDD sistemlerin terkibinde yer alacak en ¢ok Valsartani ¢ozen bilesenler ¢oziiniirliik
caligmasi sonucu belirlenmisti. Bu bilesenler ile formiilasyon denemeleri yapilarak
ticgen faz diyagramlan cizildi (Ege, Karasulu, & Gtineri, 2004). Bu diyagramlarin
cizilmesinde titrasyon yoOntemi kullanildi. Formiilasyon gelistirme caligmalar
sirasinda YEM’ler ile YYEM’ler farkli kombinasyonlarda ve oranlarda karistirildi. 30
farkli formiilasyon gelistirildi. Yag, YEM ve YYEM bir beher igerisinde manyetik
kanstiricidda 25°C’de 50 devir/dk donme hiziyla kanistirilirken su ile titrasyon
yapilarak bulanma noktalar1 tespit edildi. Elde edilen veriler kullanilarak bilgisayar
programi yardimiyla liggen faz diyagramlar ¢izildi ve en yiiksek su alan ve
mikroemiilsiyon alanini veren YEM/YYEM oranlar1 ideal kabul edildi. Burada elde
edilen alanlarin agirhik merkezleri kullanilarak optimum mikroemiilsiyon

formiilasyonlar1 hesaplandi.
3.2.4.4. Lipid Bazh Formiilasyonlarin Hazirlanmasi
3.2.4.4.1. SEDD Sistemlerin Hazirlanmasi

Bilgisayar programinda en biiyiik alan1 veren ve agirlik merkezinden hesaplanan
optimum formiilasyonlar su fazi icermeden tiim bilesenler (yag/YEM/YYEM)

karistirilarak formiilasyon hazirlandi. 0.5 mL’sinde 80 mg olacak sekilde Valsartan
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eklendi. Valsartanin formiilsyonda ¢oziinmesini saglamak amaciyla manyetik
karistiricida 50 rpm devirde karistirilarak ve 37°C’ye kadar 1sitilarak berrak bir ¢ozelti

elde edilerek formiilasyonlar hazirlandi.

3.2.4.4.2. S-SEDD Sistemlerin Hazirlanmasi

Yontem 3.2.4.4.1’de anlatildigi gibi hazirlanan Valsartan igeren SEDD
formiilasyonlar inert tasiyicilara emdirildi ve yas graniilasyon teknigi ile graniile

haline getirildi. Etiivde 45°C’de yaklasik 1 saat kurutularak kuru karigim elde edildi.

3.2.4.4.3. Miseller Sistemlerin Hazirlanmasi

Miseller sistemlerin hazirlanmasi i¢in segilen yiizey etkin maddeler (Soluplus, Lutrol
F127, Solutol HS 15) ¢esitli oranlarda bir beherde karistirilarak etanolde ¢oziildii.
Etanoliin u¢gmasini saglamak i¢in bir gece ¢eker ocakta birakildi. Daha sonra 10 mL

su ile hidrate edilerek miseller formiilasyonlarin olugmasi saglandi.

3.2.5. Lipid Bazh Formiilasyonlarin Karakterizasyon Calismalari

Karakterizasyon calismalari, liggen faz diyagramlarinda belirlenen orandaki su ile

seyreltilerek yapilmistir.
3.2.5.1. SEDDS Formiilasyonlarinin Karakterizasyon Calismalari

3.2.5.1.1. Formiilasyonun Fiziksel Goriiniisii

Gelistirilen formiilasyonlarin oda sicakliginda (25+£2°C) fiziksel goriiniisleri

incelenerek degerlendirildi.
3.2.5.1.2. Formiilasyonun pH Ol¢iimii

Gelistirilen formiilasyonlarin pH’s1 oda sicakliginda (254+2°C) Mettler Toledo marka
pHmetre ile 6l¢iildii (n=3).

3.2.5.1.3. Formiilasyonun Elektrik Iletkenligi

Gelistirilen formiilasyonlarin elektrik iletkenligi, oda sicakliginda (25+£2°C) Jenway

4071 model konduktivitemetre aleti ile belirlendi (n=3).
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3.2.5.1.4. Formiilasyonun Refraktif Indis Ol¢iimii

Gelistirilen formiilasyonlarin refraktif indisi oda sicakliginda (25+2°C) Atago
refraktometer RX-7000 CX marka refraktometre ile 6l¢iildii (n=3).

3.2.5.1.5. Formiilasyonun Viskozitesinin Ol¢iimii

Gelistirilen formiilasyonlarin viskozitesi oda sicakliginda (25+2°C) Brookfield DVII+
Pro cihazinda ULA Spindle kullanilarak 6l¢iildii (n=3).

3.2.5.1.6. Dansitesinin Olciilmesi

Gelistirilen formiilasyonlarin dansitesi piknometre yardimiyla dlgiildii. Baslangicta
bos piknometrenin darasi alindi. Daha sonra piknometre distile su ile doldurulup tipasi
kapatilip tartildi. iginde su kalmamasi igin etanolle ¢alkalanip etiivde kurumaya
birakildi. Tartild1 ve bulunan kiitleden bos piknometre kiitlesi ¢ikarilarak sivi kiitlesi
bulundu(m;). Daha sonra SEDD formiilasyonu piknometreye konuldu ve tipasi
kapatildi. Tartilip kaydedildi. Bu kiitleden bos piknometrenin kiitlesi ¢ikarilarak
SEDD formiilasyonu iceren sivi kiitlesi bulundu (my). Dansitenin hesaplanmasi

Denklem 3’te verilmistir.

dswvt *m
m+ (ml —m2)

= Dansite(Denklem3)

dsviz suyun dansitesi, m: SEDD formiilasyonunun kiitlesi, mi: suyun Kkiitlesi,

m2:SEDD formiilasyonunu igeren s1v1 kiitlenin agirligi
3.2.5.1.7. Formiilasyonun Damlacik Boyutunun Saptanmasi

Gelistirilen formiilasyonlarmm damlacik biiyiikliigii Malvern zetasizer cihazi
kullanilarak 6lgiildii. Formiilasyonun etkin madde igeren ve icermeyen hallerinin
damlacik blyitikliikliigii, polidispersite indeksi oda sicakliginda (25+2°C) o6lciildii
(n=6).

3.2.5.1.8. Formiilasyonun Zeta Potansiyel Degerleri

Kendiliginden emiilsifiye olabilen sistemlerde stabilite yiizey yiikii ile iligkilidir. Zeta
potansiyel ol¢iimii Malvern zetasizer cihazi ile oda sicakliginda (254+2°C) yapilmistir

(n=3).
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3.2.5.1.9. Formiilasyonun Dagilim Dayanikliiginin Saptanmasi

Formiilasyonlar pH 1.2, distile su, pH 6.8 ortamlarinda 1:10, 1:100, 1:500 ve 1:1000
oranlarinda seyreltilerek 0., 2. ve 24. saatlerde Malvern zetasizer cihazinda partikiil
blytikliikleri 6l¢tildii. Partikiil biiytlikliiklerinde zamana bagh degisim olup olmadigi

arastirildi.
3.2.5.1.10. Formiilasyonun Emiilsifikasyon Zamam

Gelistirilen formiilasyonlarin 100 rpm’de USP XXII dissoliisyon aparati kullanilarak
kangtirilan 37+0.5°C’lik 1000 mL’lik distile suya damla damla eklenerek,

formiilasyon gozlenmeyene kadar gecen siire hesaplandi.
3.2.5.1.11. Formiilasyonun Santrifiij Calismalari

Gelistirilen formiilasyonlarin 5000 rpm hizinda, 254+2°C sicaklikta ve 30 dakika siire
ile santrifiij cihaz1 (Sigma 2-16KL) ile santrifiij edilerek formiilasyonlarda faz ayrisimi

olup olmadigi kontrol edildi.
3.2.5.1.12. Formiilasyonun Isitma-Sogutma Cahsmalari

Gelistirilen formiilasyonlarin sogutma 4+2°C’de 24 saat bekletilme ve 1sitma ise
45+£2°C’de 24 saat boyunca bekletilmesi ile gergeklestirildi. Bu amagla hazirlanan
formiilasyonlar 3 kez sogutma (4°C, 24 saat) ve 1sitma (45°C, 24 saat) dongiisiine tabi
tutulduktan sonra 5 dakika 3000 devir/dakika santifiiriijlenip formiilasyonlarda faz
ayrismast ve bulaniklik olup olmadigi incelendi. Her bir sicaklik muamelesi
sonrasinda faz ayrismasi, cokelme gibi stabilizasyon problemlerinin olusup

olugmadig arastirildi.
3.2.5.1.13. Formiilasyonun Dondurma-Coézme Cahsmalari

Gelistirilen formiilasyonlar -44+2°C’de 24 saat donmaya birakildiktan sonra 40+2°C’de
24 saat bekletildi. 3000 devir/dakika santrifiijlendikten sonra faz ayrigsmasi olup

olmadig1 gozlemlendi.
3.2.5.1.14. Valsartan Miktar Tayini

Gelistirilen Valsartan igeren SEDD sistemler mobil fazda ¢oziindiiriilmiis ve acgiga

cikan Valsartan miktart HPLC ile degerlendirilmistir (Denklem 4).

% Miktar = (M valsartan/ M madde) x 100(Denklem 4)
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M valsartan: Deneysel olarak elde edilen valsartan miktari
M madde: Formiilasyondaki teorik madde miktari
3.2.5.2. S-SEDDS Formiilasyonlarimin Karakterizasyon Calismalari

3.2.5.2.1. Fiziksel Goriiniis

Gelistirilen formiilasyonlarin oda sicakliginda (25+£2°C) fiziksel goriiniisleri

incelenerek degerlendirildi.
3.2.5.2.2. Kiime ve Sikistirllmis Dansite Ol¢iimleri

S-SEDDS sikistirilmig dansitelerinin 6l¢iilmesinde Tap-2S Tap Density Tester cihazi
kullanildi. Baglangigta meziire 100 mL hacminde konularak baslandi. 0., 10., 500.,
1250. vuruslar sonucu hacimlere bakildi. Bunun sonucunda kiime dansite (Denklem
5), sikistirilmig dansite (Denklem 6), Hausner oranlari1 (Denklem 7) ve Carr indeksi
(Denklem 8) hesaplandi. Carr indeksi %5-15 arasinda ise miikkemmel, %12-16
arasinda ise 1yi, %18-21 arasinda orta, %23-35 arasinda ise zayif, %33-38 arasinda ise

cok zayif, %40’tan biiyiikse asir1 zayif akis olarak degerlendirilir.

Tozun Agirligi(g)

= Kiime Dansitesi (Denklem 5
Baslangi¢ Hacmi(mlL) ume DansiteswiRenkierigg)

Tozun Agirligi(g)

= Sitkistirilmis Dansite ( Denklem 6
Sikistirilmus Hacim(mlL) tastirimis Dansite ( Denklem 6)

Stkistirilmis Dansite

= Hausner Orant (Denklem 7
Kime Dansite ( )

Sikistirilmis Dansite — Kiime Dansite

100 =C indeksi(%)(Denklem 8
Sikistirtlmis dansite * arr Indeksi(%)(Denklem 8)

3.2.5.2.3. Titresimli Elek ile Boyut Analizi

S-SEDDS’lerin boyut analizi Retsch marka titresimli elek ile gergeklestirildi.
Formiilasyonlardan 50 g alinip elek sistemine konuldu. 10 dk 20 Hz titresim uygulandi.
Kullanilan elek sisteminin boyutlar1 1.40mm, 1.00mm, 500um ve 250um’dir.
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3.2.5.2.4. Emiilsifikasyon Zamani Analizi

Gelistirilen formiilasyonlarin 100 rpm’de USP XXII dissoliisyon aparati kullanilarak
karistirilan 37+0.5°C’lik 1000 mL’lik distile suya S-SEDDS eklenerek, formiilasyon

gozlenmeyene kadar gecen siire hesaplandi.
3.2.5.2.5. Damlacik Boyutu Analizi

80 mg Valsartan dozunu 1000 mL pH 1.2, pH 6.8 ve distile suda ¢ozerek damlacik
biiytikliikleri Malvern zetasizer cihazi kullanilarak oda sicakliginda (25+2°C) dlgiildii
(n=06).

3.2.5.2.6. icerik Miktar Tayini

Gelistirilen Valsartan igeren S-SEDD sistemler mobil fazda ¢dziindiirlilmiis ve agiga

cikan Valsartan miktart HPLC ile degerlendirilmistir (n=3) (Denklem 4).
3.2.5.3. Miseller Sistemlerin Karakterizasyon Calismalar:

3.2.5.3.1. Fiziksel Goriiniis

Gelistirilen formiilasyonlarin oda sicakliginda (25+£2°C) fiziksel goriintigleri

incelenerek degerlendirildi.
3.2.5.3.2. Formiilasyonun pH Ol¢iimii

Gelistirilen formiilasyonlarin pH’s1 oda sicakliginda (25+2°C) Mettler Toledo marka
pHmetre ile olgiildii.

3.2.5.3.3. Formiilasyonun Refraktif Indis Ol¢iimii

Gelistirilen formiilasyonlarin refraktif indisi oda sicakliginda (25+2°C) Atago
refraktometer RX-7000 CX marka refraktometre ile ol¢iildii.

3.2.5.3.4. Formiilasyonun Damlacik Boyutunun Saptanmasi

Gelistirilen formiilasyonlarin damlacik biiyiikliigli Malvern zetasizer cihazi

kullanilarak oda sicakliginda (25+2°C) 6l¢iildii (n=6).
3.2.5.3.5. Formiilasyonun Santrifiij Calismalari

Gelistirilen formiilasyonlarin 5000 rpm hizinda, 25+2°C sicaklikta ve 30 dakika siire
ile santrifiij cihaz1 (Sigma 2-16KL) ile santrifiij edilerek formiilasyonlarda faz ayrisimi

olup olmadig1 kontrol edildi.

52



3.2.5.3.6. Formiilasyonun Isitma-Sogutma Calismalari

Gelistirilen formiilasyonlarm sogutma 4+2°C’de 24 saat bekletilme ve 1sitma ise
45+2°C’de 24 saat boyunca bekletilmesi ile gergeklestirildi. Bu amagla hazirlanan
formiilasyonlar 3 kez sogutma (4°C, 24 saat) ve 1sitma (45°C, 24 saat) dongiisiine tabi
tutulduktan sonra 5 dakika 3000 devir/dakika santifiiriijlenip formiilasyonlarda faz
ayrigsmasi ve bulaniklik olup olmadigi incelendi. Her bir sicaklik muamelesi
sonrasinda faz ayrismasi, ¢Okelme gibi stabilizasyon problemlerinin olusup

olusmadigi arastirildi.
3.2.5.3.7. Formiilasyonun Kritik Misel Konsantrasyonu

Valsartan iceren miseller ¢ozeltiler belirli oranlarda distile su kritik misel
konsantrasyonu belirlendi. Valsartan iceren miseller sistemin farkli derisimlerde
hazirlanan ¢ozeltilerinin kritik misel konsantrasyonu yiizey gerilimi tayini yontemiyle
gerceklestirildi. Yilzey gerilimi damla sayma yontemi Traube Stalogmometresi

kullanilarak 6l¢tildii (n=2).
3.2.5.3.8. icerik Miktar Tayini

Gelistirilen Valsartan iceren miseller sistemler mobil fazda ¢oziindiiriilmiis ve agiga

cikan Valsartan miktart HPLC ile degerlendirilmistir (Denklem 4).
3.2.6. Stabilite Calismalar

SEDD ve S-SEDD formiilasyonlarin stabilitelerinin incelenmesi amaciyla hazirlanan
formiilasyonlar 25+2°C, %60+5 bagil nemde ve 40+2°C, %75+5 bagil nemde 12 ay
boyunca saklandi. Stabilite calismasinda numuneler 12 ay siireyle t=0 yani baglangi¢
aninda ve 1., 3., 6., 9. ve 12. aylar olmak iizere kontrol edildi. Valsartan iceren S-
SEDD formiilasyonlar sert jelatin kapsiiller i¢inde ayrica SEDD formiilasyonlar renkli
cam vialler igersinde (20 mL) stabilite ¢alismasina alinarak bu sivi sistemlerin

stabiliteleri degerlendirildi.
3.2.6.1. SEDD Sistemlerinin Stabilite Calismalari

Isitma-sogutma, santrifiij c¢alismalari gibi termodinamik stabilite c¢alismalar1 ve
damlacik boyutu, PDI gibi gibi karakterizasyon c¢aligmalari sonrasi secilen
formiilasyonlarin stabilite ¢aligmalarmma baslandi. Valsartan iceren SEDD

sistemlerinin stabilitesini incelemek amaciyla, formiilasyonlarin fiziksel goriiniisii,
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damlacik biiytikliigii, elektriksel iletkenligi, refraktif indeksi, pH’s1, viskozitesi ve faz
ayrigmasi gibi ozellikleri degerlendirildi. Ayrica etkin maddenin sistem igersindeki

kimyasal stabilitesi de arastirildi.
3.2.6.2. S-SEDD Sistemlerinin Stabilite Calismalari

Valsartan igeren S-SEDDS sert jelatin kapsiillerin stabilite testlerinde takip edilecek
parametreler, kapsiiliin dagilma zamani, kapsiiliin goriliniisii ve etkin madde igerigidir.
Kullanilan kapsiil 00°dir. Etkin madde miktar tayini gelistirilecek olan HPLC yontemi

ile analizlendi.

3.2.7. In Vitro Sahhm Calismalari

Gelistirilen lipid bazli formiilasyonlarinin, ticari formiilasyonun ve etkin maddenin in
vitro salim caligmalar1 doner palet yontemi ile 1000 mL ortamda (pH 1.2, 4.6, 6.8)
37£1°C’de 50 rpmde yapilmistir. Her bir fomiilasyon icin 3 paralel salim ¢aligmasi
yapildi. Calismalarda formiilasyonlar sert jelatin kapsiile (00 numara) 80 mg Valsartan
icerecek miktarda konuldu. Coziinme ortamindan numuneler belirli zaman
araliklarinda (0., 5., 10., 20., 30., 45., 60., 90., 120., 180., 240., 300., 360., 420., 480.,
1440.dakikalarda) 0.45 p por boyutundaki membran filtreden siiziilerek alinmistir.
Alman 6rneklerin HPLC’de miktar tayini yapilarak sonuglar daha énce pH 1.2, pH
4.6, pH 6.8 ortamlarinda ¢izilmis olan kalibrasyon egrileriyle degerlendirildi.

3.2.7.1. In Vitro Salm Calismalariin Kinetik Degerlendirilmesi

Valsartan etkin maddesinin ve ticari formiilasyonunun salim c¢aligmasi sonrasi
hesaplanan % salim degerleri sifirinci derece, birinci derece, Higuchi esitligi,
Langenbucher, Hixson—Crowell, RRSBW, M.Langenbucher, Hopfenberg, BTa ve
Peppas esitlikleri kullanilarak bilgisayar ortaminda (Ege, Karasulu, Karasulu, & Ertan,
2001) kinetik modelleme yapilmistir.

3.2.8. Achik Tokluk Ortamlarinda In Vitro Sahim Calismalari

In vitro salim c¢aligmalar1 sonucu secilen SEDD ve S-SEDD ile aghk tokluk
ortamlarinda 24 saat boyunca doner palet yontemiyle 1000 mL ortamda 37+1°C’de 50
rpm’de in vitro salim ¢aligmalar1 yapilmigtir. Ortam olarak FaSSIF pH 6.5, FeSSIF pH
5, FaSSGF pH 1.6 ortamlar1 kullanilmistir. Calismalar 3 paralel yapilmistir. Coziinme
ortamindan numuneler belirli zaman araliklarinda (0., 5., 10., 20., 30., 45., 60., 90.,

120., 180., 240., 300., 360., 420., 480., 1440. dakikalarda) 0.45um por boyutundaki
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membran filtreden siiziilerek alinmistir. Alinan 6rneklerin HPLC’de miktar tayini
yapilarak sonuglar daha once aclik tokluk ortamlarinda ¢izilmis olan kalibrasyon

egrileriyle degerlendirildi.
3.2.9. In vitro Lipoliz Deneyi

In vitro lipoliz deneyi, pH kontrollii otomatik titratorde yapildi. SEDD, S-SEDD
formiilasyonlar1 ve sadece yag ve etkin madde igeren formlarmin lipolizi ayri
deneylerde belirlendi. Her bir deney icin, termostath bir reaksiyon kabina 160 mg
Valsartan igerecek kadar formiilasyon ilave edildi ve 18 mL sindirim tamponu (50 mM
Trizma maleat, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl; - 2H,0) i¢inde dagitildi. Daha sonra pH,
0.1 M NaOH ile 7.5'e ayarlandi. Lipoliz denemeleri, 1 mL pankreatin 6zii ilave
edilerek baslatildi ve karisim, siirekli karistirilarak 37+0.5°C'de tutuldu. Pankreatin
0zii, 5 mL sindirim tamponuna 1 g pankreatin (pankreatik lipaz ve ko-lipaz i¢eren)
ilave edilerek hazirlandi. Karisim 15 dakika karistirildiktan sonra 1600 rpm ve
54+0.1°C'de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siv1 toplandi ve buzda saklandi.
Pankreatin 6zleri her deney i¢in taze olarak hazirlandi. pH kontrollii otomatik titratdr,
pH'y1 0.1 M NaOH ile titre ederek 7.50 + 0.05'te tutmak ic¢in kullanildi. Titrant
hacimleri 6nceden belirlenmis zamanlarda (0., 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda)
kaydedildi. Sindirilen lipit ylizdesi, tiiketilen miktara esit olan serbest yag asidi (FFA)
miktarindan hesaplandi (Denklem 9). Bu miktarlar grafige gecirildi (Zhang et al.,
2014).

CNaOH x VNaOHxM!lipid
mlipidx2

x100 = % Sindirilen (Denklem 9)

Her bir zaman noktasinda miktar tayini analizi i¢in 1 mL 6rnek alindi. 15 dakika
25°C'de 5000 rpm’de santrifiijlendi. Ustte kalan &rnek siiziiliip gerekli seyreltmeler
yapilarak HPLC’de tayin edildi.

3.2.10. In Vitro Permeabilite Calismalari

In vitro permeabilite calismalari i¢in hazirlanan esit miktarda etkin madde iceren
(40pg/mL) lipid bazli sistemleri (SEDD ve S-SEDD), valsartan ve ticari dozaj
formunun ¢aligmalar1 yapilip, permeabilite verileri hesaplanmistir. Boylece hazirlanan
yeni formiilasyonlarin valsartanin permeabilitesi tizerine etkisi ticari formiilasyonla

karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.
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3.2.10.1. Caco-2 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

In vitro permeabilite ¢caligsmalarinda, -80°C’de 1 mL’lik tlipte dondurularak saklanmis
ve Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonundan (ATCC) gelen Caco-2 (Kolonik
Adenokarsinoma Hiicreleri) hiicre grubu kullanildi. Caco-2 hiicreleri 37+0.5°C’lik su
banyosunda ¢dziindiiriiliip, 1200 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Ustte kalan
stv1 kisim atildi. Altta kalan kisim 20 mL’lik besiyeri ortami ile yikandi. Bu hiicreleri
Tripan mavisi ile boyayarak Neubuer laminda mikroskopta hiicrelerin canlilik
durumuna bakildi. Tripan mavisi vital bir boya oldugundan canli hiicreler parlak,
Oliiler hiicreler ise maviye boyanmis olarak goriinmektedir. Hiicre canliligina

baktiktan sonra kalan kisim 75 em?’1ik hiicre kiiltiir erlenine aktarildi.

Hiicre besiyeri ortam1 olarak DMEM ig¢ine, %20 Fetal sigir serumu, %1 L-Glutamin,
%1 Pen-Streptomisin, %1 esansiyel olmayan aminoasit ¢ozeltisi kullanildi. Hiicre
kiiltiir erleni, hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in 37+0.5°C’de %5 CO: igeren inkiibatorde
inkiibasyona birakilip, 48 saatte bir besiyeri ortami tek kullanimlik pipetler ile

degistirildi ve hiicreler mikroskop altinda belirli araliklarla incelendi.

Caco-2 hiicrelerinin polikarbonat membran filtre {izerine ekimi, laminar hava akiml
kabin altinda hiicre kiiltiir sispansiyonu besiyeri ortamiyla yapildi. Pasajlama islemine
baslamadan 6nce laminar hava akimli kabin hazir duruma getirildi. Kullanilacak tiim
malzemeler ve kabin %70 alkolle temizlendi. pH 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisi ile
hiicrelerin bulundugu tim kisimlarnt alacak sekilde kiiltliir erleni yikanip, kapagi
kapatildi. Sonra inkiibatérde 10 dakika bekletilip, fosfat tamponu kiiltiir erleninden
uzaklastirilmistir. Bu kiiltiir erlenine 2.5 mL Tripsin-Etilen Diamin Tetra Asetik asit
(Tripsin-EDTA) ¢ozeltisi konup, 10 dakika inkiibatorde bekletildi. Yiizeye yapisan
hiicrelerin ylizeyle baglantilar1 kesilip DMEM eklenerek karisim tiipe alinip santrifiij
edildi. Ust kisim atilarak hiicrelere 10 mL DMEM ortami eklendi. DMEM eklenen
hiicreler hiicre kiiltiir erlenine eklenerek pasaj olusturuldu. 24 saat sonra besiyeri
ortami yukaridaki islem sirasina gore degistirildi. Daha sonra 48 saatte bir besiyeri

ortami1 yenilendi (Giindogdu, 2009).
3.2.10.2. Caco-2 Hiicrelerinin Polikarbonat Filtre Uzerine Ekimi

+4°C’de saklanan fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS), tripsin-EDTA ¢06zeltisi ve hiicre
kiltiirii besiyeri 37°C’ye ulasana kadar su banyosunda bekletildi. Laminar hava akiml

kabin altinda acilan erlenden hiicre kiiltiirii slispansiyonu erlen tabanina degmeden
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dikkatlice tek kullanimlik pipet yardimiyla uzaklastirildi. Erlenin i¢i 2 defa 10 mL PBS
ile y1ikanip ve tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edilip, inkiibatdrde 10 dakika bekletilerek
erlen yiizeyine tutunmus haldeki hiicrelerin erlen tabakasindan ayrilmasi saglandi. Her
hiicre kiiltiir erleni i¢in hesaplanan miktarda hiicre kiiltiirii besiyeri ilave edilip, bu
hiicre slispansiyonunun hepsi alinip santrifiij tiipiine aktarildi. 1200 rpm’de 5 dakika
25°C’de santrifiijlenip, calisma kabini altinda istteki toplanan sivi atilip, 10 mL
besiyeri ortami ile tekrar siispande edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonundan, kii¢iik
cam pipetler ile hiicreler alinip, 151k mikroskobu altinda tripan mavisi ile boyanarak
hiicre sayim1 yapildi. Her bir kiiltiir kabi i¢in 15 mL ortam gereklidir. Bu ortamin mL
sinde 25 hiicre olmalidir. Hiicre sayis1 hesabi yapildiktan sonra, 2 mL hiicre
siispansiyonu, hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda kullanilmak iizere apikal kisimdaki
polikarbonat filtreler {izerine ekildi (6 kuyucuklu plate, her bir kuyucuk 4.67 cm?).
Bazolateral kisma da 2 mL besiyeri ortami ilave edildi. Ekimden sonra 1. ve 2.
giinlerde ortam degistirildi. Daha sonra, en az 21 giin boyunca Caco-2 hiicrelerinin
polikarbonat membran filtre {izerine tutunmasi i¢in beklendi. Bu siire boyunca haftada
3 defa apikal ve bazolateral kisimlardaki besiyeri ortami degistirildi. Caco-2
hiicrelerinin polikarbonat membran filtre iizerine tutunup tutunmadigi, permeabilite
deneylerine baslamadan once kiiltiir kaplarindaki her bir kuyucuk i¢indeki TEER
degerlerinin 6l¢iilmesiyle belirlendi (Giindogdu, 2009).

3.2.10.3. Valsartanin Caco—2 Hiicrelerinden Permeabilite Calismalari

Caco-2 hiicrelerinin ekilip, polikarbonat membran filtre {izerine tutunmasi
saglandiktan sonra permeabilite ¢caligmalarina baglandi. Caco-2 hiicrelerinden gecis
calismalari; hazirlanan SEDD, S-SEDD, valsartan ve ticari preparat ile yapildi. Once
apikal ve bazolateral kisimdaki besiyeri ortamlar1 bosaltilip, yeni besiyeri ortami ile
degistirildi ve 37+0.5°C 50 rpm’deki inkiibatorlii yatay calkalayiciya kiiltiir kaplari
konuldu. 1 saat kadar sistemin dengeye gelmesi beklendi ve bu siire sonunda deney
baslatildi. Gegis ¢alismalar1 apikal yonden bazolateral yone ve bazolateral yonden
apikal yone dogru yapildi. Apikal yonden bazolateral yone dogru yapilan gegis
caligmalari i¢in valsartan i¢eren 1.5 mL formiilasyonun HBSS icindeki ¢ozeltisi apikal
kisma konuldu. Bazolateral kisma 2.6 mL HBSS ilave edildi. Bazolateral yonden
apikal yone dogru olan c¢aligsmalar i¢in valsartan igeren 2.6 mL formiilasyonun HBSS
icindeki ¢dzeltisi bazolateral kisma; 1.5 mL HBSS ¢ozeltisi apikal kisma ilave edildi.

Tiim deneyler boyunca 0, 30, 60, 90 ve 120. dakika zamanlarinda 200 pL 6rnek alindi.
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HPLC’de analiz edilinceye kadar -20°C’de saklandi. Alinan Orneklerden sonra
ortamin hacmini sabit tutmak i¢in 200 pL HBSS ilave edildi.

120. dakikada alinan final 6rneginden sonra membranlar pens yardimiyla ¢ikartilip,
serum fizyolojik ile 3 defa yikandi ve ependorfa koyuldu. Uzerine 200 pL fosfat
tampon ¢ozeltisi koyulup 1500 rpm de 10 dakika santrifiijlendi. Ustte kalan s1v1 alind
(Am). Daha sonra ependorfta kalan membran iizerine 200 pL metanol koyuldu (Aon).
Alinan bu 6rnekler HPLC’de analiz edilinceye kadar -20°C’de saklandi. Deneylerin
sonunda zamana karsi kiimiilatif valsartan miktarlart grafige gegirilip etkili
permeabilite degeri Denklem 9 ile hesaplandi. Gegis calismalar1 3 paralel yapildi.
Etkili permeabilite apikal ve bazolateral kisimlar i¢in hesaplandi (Gonzalez-Alvarez

et al., 2005; Gundogdu & Karasulu, 2012; Komin & Toral, 2009).

dQ/dt
CoxAxt

= Papp (Denklem 10)

Papp= Permeabilite (gecis) Katsayisi
dQ/dt= Ilacin Permeabilite (gecis) Hiz1
Co= Ilacin Baslangi¢ Konsantrasyonu
A= Yiizey Alan1 (4.67 cm?)

t= Zaman

3.2.10.4. Transepitelyal Elektrik Rezistans (TEER) Degerinin Ol¢iilmesi

Caco—2 hiicrelerinin biitiinliigiiniin tespitinde kullanilan yontemlerden biri de
elektriksel direncin Olgiilmesidir. Bu amagla, calismada voltametre denilen alet
kullanilmistir. Deneye baslamadan once kiiltiir kaplarinin i¢indeki ortam bosaltilip,
icine 2 mL, disina 3 mL HBSS eklendi. Bu islem 3 defa yapildi. Gegis ¢alismasi i¢in
ImL 1 M HEPES iceren HBSS karisimi kullanildi (ImL HEPES+99 mL HBSS). Once
TEER degeri bos kuyucuklarda 3 farkli yonde voltmetre ile Olciildii. Deneyde
kullanilacak kiiltiir erlenlerinin TEER degerleri yine bu ii¢ yonde 6l¢iildii ve en son
deney bitiminde TEER degerleri ol¢iiliip iki 6l¢tim arasindaki fark degerlendirildi.

Baylece hiicrelerin biitlinligl kontrol edildi.
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3.2.10.5. Hiicre Canlihig: ve Sitotoksisite Testi

Caco-2 hiicrelerinin canlilig1 iizerine lipid bazli ilag¢ tastyici sistemlerin etkisi ve
sitotoksisitesini incelemek amactyla, 1x10* hiicre/mL konsantrasyondaki Caco—2
hiicrelerinden 96 gozlii hiicre kiiltiirti kaplarma 100’er uL ekildi. Bu hiicreler 24 saat
37°C’de, %5 CO2’li ve rutubetli ortamda inkiibe edildi. 24 saat sonunda 96 gdzlii hiicre
kiiltiirii kaplarindaki ortamlar atilarak sitotoksisite calismalarma baslandi. Once
hiicreler 100 uL. PBS ile yikandi. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda (10-1000
ng/mL) HBSS i¢inde ¢oziindiiriilmiis etkin madde ¢6zeltisi ve yeni hazirlanan lipid
bazli formiilasyonlar 24, 48 ve 72 saat bekletildi. Bu siire sonunda hiicre kiiltiirii
kaplarindaki her bir goéze 100 pL MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromdiir) (5 mg/mL stok MTT/PBS c¢ozeltisinden alinarak) ilave
edilip 4 saat inkiibasyona birakildi. Sitotoksisite testi yapilan 6rnekleri (etkin
maddenin ¢ozeltileri ve lipid bazli formiilasyonlari) igeren ortamlar uzaklastirilip 100
uL DMSO, 96 gozlii hiicre kiiltlir kaplarmin her bir kuyucuguna eklendi. 96 gozli
hiicre kiiltiir kaplarmin ilk siras1 kontrol grubu olarak kullanilmistir. Hiicre canliligini
test etmek i¢in absorbans degerleri 570 nm’de ELISA mikroplaka okuyuculu UV
spektrofotometre (Thermo Vario Scan-FHA multiplate reader) ile okutulup

degerlendirilmistir. Hiicre canlilig1 Denklem 10 ile hesaplandi.
(g) * 100 = Hiicre Canliligt (%)(Denklem 11)

T: Test edilen 6rneklerden okunan absorbans degeri
R: Kontrol grubundan okunan absorbans degeri

Hiicre canlilig1 yiizdesi, %95’in iizerinde ¢ikarsa; uygulanan 6rnegin hiicreler iizerinde

sitotoksik olmadig ifade edilir.
3.2.11. in Vivo Cahsmalar

3.2.11.1. Farmakokinetik ve Farmakodinamik Calismalar

Gelistirilecek olan valsartan iceren SEDD, S-SEDD ve miseller sistemlerinde
yapilacak olan karakterizasyon, stabilite, in vitro salim ve permeabilite ¢alismalari
sonucu ideal olarak tespit edilen lipid formiilasyon olan SEDD ile in vivo ¢caligmalara
gecilmistir. (Bu ¢alisma icin E.U. Deney Hayvanlar1 Etik Kuruluna ait 22.02.2017
tarih ve 2017-003 sayil1 izin belgesi alinmistir.)
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3.2.11.1.1. Farmakokinetik Calismalar

Gelistirilen lipid bazli SEDD ve ticari formiilasyonun farmakokinetik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla “Hayvanlarda Farmakokinetik Calismalarin Yonetimi” baslikli
kilavuz takip edilmistir (EMA, Hayvanlarda Farmakokinetik Calismalarin

Uygulanmas1 Yonetimi Kilavuzu, 1992).

Her iki cinsten olacak sekilde saglikli Wistar albino siganlarda (250-300 gram)
calisildi. Calismadan bir gece 6nce hayvanlar a¢ birakilip sadece su takviyesi yapildi.

Calisma sirasinda siganlara anestezi uygulanmadi.

Formiilasyonun farmakokinetik parametreleri, tek doz olacak sekilde per oral (64

mg/kg) (Yan et al., 2012) uygulamalarini takiben, 2 grup olarak incelenmistir.

1. Grup: Ticari formiilasyon (64 mg/kg olacak sekilde serum fizyolojikte
stispande edildi.)

2. Grup: Gelistirilen lipid bazli formiilasyon (64 mg/kg olacak sekilde verildi.)

Sicanlara formiilasyon oral olarak gavaj yoluyla orogastrik sonda yardimiyla

uygulanmstir. Uzerine 200 pL su verilmistir.

Formiilasyonun viicuttaki dagilimini belirlemek i¢in (Cmaks ve Tmaks 6ncesi en az 5
noktada ve sonrasinda 24. saate kadar 5 noktada olmak iizere) toplamda 10 noktada
kan orneklemesi yapilmistir (0., 0.5., 1., 2., 3., 4., 5., 7., 18. ve 24. saatlerde).
Sicanlardan kalp kani alinmistir. Calismada her bir zaman noktasi i¢in 4 sican
kullanilmistir. 2 grup i¢in toplam 80 adet sicanla c¢alisilmistir. Belirlenen zaman
araliklarinda kalp kami ornekleri alinarak farmakokinetik hesaplamalar yapilmistir
(EAAson, EAAsonsuz, Cmaks ve Tmaks). Calismada alinan kan 6rnekleri; 100
uL/mL heparin i¢ceren ependorflara konuldu. Daha sonra bu kan 6rnekleri 10000
rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilip plazmalar1 ayrildi ve plazma i¢indeki
valsartanin miktarinin bulunmasi i¢in -20°C’de HPLC’de analiz edilene kadar
saklandi. Plazmada valsartan tayin yontemi olarak HPLC-UV cihazinda literatiirlere
gore metot gelistirme ve validasyon c¢aligmalart yapildi. Validasyon i¢in giin i¢i ve
giinler aras1 dogruluk, kesinlik ve geri kazanim, stok ¢ozelti kararlilig1, donma erime
kararlihig, diliisyon dogrulugu, matriks etkisi LLOQ tayini yapilmistir. I¢ standart
olarak olmesartan kullanilmistir (Perez, Farm, & Ramirez, 2007; Zarghi & Shafaati,

2008).
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Farmakokinetik calismalar ilag Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma-Uygulama
Merkezi (ARGEFAR) Faz Oncesi Arastirmalar Birimi deney hayvani laboratuvarinda
gerceklestirildi. Etkin madde analizleri HPLC ile, Saghik Bakanligi TITCK’dan
GCP/GLP onay1 bulunan ARGEFAR Biyoanalitik biriminde yapilmistir. Tiim
Farmakokinetik analizlerde FDA onayli ve Lisansli SAS 9.2 TS Level 2M3 ve
WinNonline 6.4 Connect 1.4 kullanilmistir.

3.2.11.1.2. Farmakodinamik Calismalar

Antihipertansif etkinlik ¢alismalar1 her iki cinsten 18 Wistar albino siganlarda (250-
300 gram) gerceklestirildi. Siganlar 3 gruba boéliindii ve her grupta 6 sigan olacak
sekilde gruplandirildi (A, B ve C) (n=6). Siganlar polipropilen kafeslerde, 25+2°C
sicaklik ve %55+5 rolatif neme sahip standart laboratuvar kosullarinda tutuldu.
Hayvanlarin standart laboratuvar diyetine ve suya erisimi serbesttir. Calismaya
baslamadan 6nce kan basincindaki dogal sapmalar1 azaltmak icin 30 dakikalik zaman
diliminde 3-4 defa tutulacaklar1 kafese konularak kan basinglar1 ayarlandi. Normal
duruma ulasildiktan sonra, normal tansiyonlu hayvanlarin baslangictaki sistolik kan
basinci invazif olmayan kii¢iik hayvan kuyrugu kan basinci sistemi (SC1000 Single
Channel System (Hatteras Instruments)) ile kaydedildi. Sicanlarin baglangic kan
basinct kaydedildikten sonra 3 grup siganda hipertansiyon olusturmak {izere metil
prednisolon asetat (20 mg/kg/hafta) iki hafta siireyle subkutandz enjeksiyonu yapildi.
Hipertansiyon indiiklendikten sonra A grubundaki hayvanlara kontrol grubu olarak
herhangi bir tedavi uygulanmadi. B ve C grubundaki hayvanlara ticari formiilasyon ve
gelistirilen lipid bazli formiilasyon peroral olarak 64 mg/kg dozda verildi. Hayvanlarin
ortalama sistolik kan basinci ilag uygulama sonrasi belirlenen zaman araliklarinda (0-

3-4. saatlerde) olgiildii (Beg, Swain, Singh, Patra, & Rao, 2012).

Hipertansiyonlu sicanlarda biyokimyasal parametreler (kanda glukoz ve serum
sodyum ve potasyum diizeyleri, kreatinin, gama glutamil transpeptidaz, kolesterol,
trigliserit konsantrasyonlari ve ALT/ AST) (O’Shea et al., 2017) ticari farmasotik sekil
ile gelistirilen lipid bazli formiilasyonda karsilagtirmali olarak VetScan VS2 (Abaxis)

cihazinda Ol¢iilmesi ile arastirildi.
3.2.11.2. Istatiksel Degerlendirme

Farmakokinetik parametreler WinNonlin programi kullanilarak degerlendirilmistir.

Tekrarli Ol¢limlerde gruplar arasindaki farki istatiksel olarak belirlemede T testi
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kullanildi. In vitro salim profilleri degerlendirilmesinde F» benzerlik faktorii

hesaplanarak karsilastirma yapildi.
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Bulgular

4.1. Valsartanin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Valsartanin fizikokimyasal ozellikleri, analiz sertifikas1 ile uyumlu bulunmustur.
Valsartan, pratikte suda ¢dziinmeyen, etanol ve metanolde serbestce ¢oziinebilen,

metilen kloriirde kismen ¢oziinen beyaz ve higroskopik bir tozdur.
4.1.1. Valsartanin Lipid Su Partisyon Katsayisinin Saptanmasi

Yontem 3.2.1.1°de belirtildigi gibi, valsartanin partisyon katsayisini hesaplarken
calkalama metodu kullanildi. Valsartanin fazlasi esit miktarda n-oktanol ve su igeren
kaba konularak g¢alkalanarak ¢oziindiiriildii. Her iki fazdan miktar tayini yapilarak

oranlandi ve partisyon katsayis1 22.2 olarak belirlendi.
4.1.2. Valsartanin FT-IR Spektrumu

Yontem 3.2.1.2°de belirtildigi gibi 100 mg Valsartan kat1i halde FT-IR
spektrofotometrede 750-4000 cm™! arasinda taranip pik verdigi dalga boylar belirlendi
(Sekil 2).

1936

2964

Sekil 2: Valsartanin FT-IR spektrumu
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4.1.3. Valsartanin Erime Derecesi Tayini

Yontem 3.2.1.3’te belirtildigi gibi valsartanin erime derecesi analizi yapilmis ve 104°C

‘de verdigi keskin karakteristik pik bulunmustur (Sekil 3).

15
Alas b

[mw) V
Valsartan

3 40 e 0 t1s] ] 50 100 140 120 130
Sicakhk{C")

Sekil 3 : Valsartanin DSC Termogrami

4.2. Valsartan Miktar Tayin Yontemi Gelistirilmesi

140

Yontem 3.2.2°de belirtildigi gibi Valsartan miktar tayini yontemi gelistirilmesi i¢in
HPLC cihazinda, UV dedektorde, 247, 250, 265 nm dalga boylarinda ¢alisildi. Metot

gelistirme ¢alismalarinda, Zorbax® XDB C18 (150 mmx*4.6 mm, 5 um) ve Zorbax®
SB C18 (150 mmx4.6 mm, 3.5 pm) kolonlarinda denemelerde bulunuldu. Mobil faz

olarak asetonitril: fosfat tamponu (55:45) pH 2.7 (Trifluoro asetik asit ile) ve akis hizi

1 mL/dakika olarak caligildi. Bunlarin sonucu olarak HPLC miktar tayini yontemi,
Kolon: Zorbax SB C18 SN USEG021354 4.6x150 mm, 3.5 pm, Akis Hizi:1 mL/min,
Coziicli: Mobil Faz, Mobil Faz: Fosfat Tamponu (pH: 2.7) / Asetonitril (55:45 v/v),
Enjeksiyon Hacmi: 10 pL, Sicaklik: 25°C, Dalga Boyu: 250 nm olarak belirlendi.

64



4.2.1. Valsartanin Miktar Tayini I¢in Kalibrasyon Egrisinin Cizimi

Valsartan alikonma zamani 7.6 dakika olarak belirlenmistir. Toplam analiz siiresi 10
dakikadir. Bos yapilan mobil faz enjeksiyonunda Valsartanin alikonmasi gereken

siirede herhangi bir pik gézlenmemistir (Sekil 4).

ND1 A, Wavelength=250 nm (18082017118082017 2017-08-18 10:05-33\180820170000001 )

Sekil 4 : pH 6.8 ortaminda Valsartanin HPLC pik goriintiisii.

4.2.1.1.Valsartanin pH 1.2 Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi

Yontem 3.2.2.1.1°de belirtildigi gibi valsartan pH 1.2 ortaminda ¢oziinmedigi i¢in
once 1 mL metanolde ¢oziindiiriiliip 10 mL’ye pH 1.2 ortamiyla tamamlandi. Mobil
faz ile seyreltilerek 0.5, 1, 5, 10, 20, 40, 50 pg/mL derisimlerinde 7 seri ¢ozelti
hazirlanarak HPLC’de analiz edildi (Sekil 5).
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pH 1.2

1000
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Sekil 5 : pH 1.2 Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi

4.2.1.2.Valsartanin pH 4.6 Ortaminda Kalibrasyon Egrisinin Cizimi

Yontem 3.2.2.1.2°de belirtildigi gibi valsartanin pH 4.6 ortami ile 100 pg/mL
derisiminde stok ¢ozeltisi hazirlandi. Mobil faz ile seyreltilerek 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20,
40, 50 pg/mL derisimlerinde 8 seri ¢ozelti hazirlanarak HPLC’de analiz edildi (Sekil
6).

pH 4.6
1000

900
800
700
> 600
= 500
< 400
300
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100
0 ‘ ‘ \ T T
0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon(ug/mL)

Sekil 6 : pH 4.6 Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi.
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4.2.1.3.Valsartanin pH 6.8 Ortaminda Kalibrasyon Egrisinin Cizimi

Yontem 3.2.2.1.3’de belirtildigi gibi valsartanin pH 6.8 ortami ile 100 pg/mL
derisiminde stok ¢ozeltisi hazirlandi. Mobil faz ile seyreltilerek 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20,
40, 50 pg/mL derisimlerinde 8 seri ¢ozelti hazirlanarak HPLC’de analiz edildi (Sekil
7).

1000 - pH 6.8
900 - y =17.692x + 0.6017

800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

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

Alan(Au)

Sekil 7 : pH 6.8 Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi.

4.2.1.4.Valsartanin HBSS Ortaminda Kalibrasyon Egrisinin Cizimi

Yontem 3.2.2.1.4°de belirtildigi gibi valsartanin HBSS ile 100 pg/mL derisiminde stok
¢oOzeltisi hazirlandi. Mobil faz ile seyreltilerek 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 40, 50 ug/mL
derisimlerinde 8 seri ¢ozelti hazirlanarak HPLC’de analiz edildi (Sekil 8).
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HBSS
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Sekil 8 : HBSS Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi.

4.2.1.5.A¢hik Tokluk Ortamlarinda Kalibrasyon Egrisi Cizimi

Yontem 3.2.2.1.5°de belirtildigi gibi valsartanin FaSSIF, FeSSIF, FaSSGF ortamlari
ile 100 pg/mL derisiminde stok ¢6zelti hazirlandi. Mobil faz ile seyreltilerek 0.1, 0.5,
1, 5,10, 20, 40, 50 pg/mL derisimlerinde 8 seri ¢ozelti hazirlanarak HPLC’de analiz
edildi (Sekil 9, 10, 11).
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Sekil 9 : FaSSIF Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi.
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FeSSIF
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Sekil 10 : FeSSIF Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi.
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Sekil 11 : FaSSGF Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi.

Bu ortamlarda kisa bir validasyon yapilmistir. Dogrusallik parametresi igin r* degerleri
FaSSIF, FeSSIF, FaSSGF i¢in sirasiyla 0.9999, 0.9994, 0.9991 olarak bulunmustur.

Secicilik parametesinde her ii¢ ortam ig¢in ¢oziicii pikinin altinda herhangi bir pik
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gbzlemlenmedi. Caligma aralig1 parametresi icin her ii¢ ortamda 4 pg/mL (%10) ve 50
ug/mL (%125) derisimlerde 6 enjeksiyon verildiginde etkin madde pik alanlar
arasindaki RSD %?2’den kii¢iik bulunmustur. Her ii¢ ortamda yilizde geri kazanimlar
hesaplandi ve %98’den biiyiikk bulundu. Kesinlik parametresi icin valsartanin
40pg/mL’lik (%100) derisimdeki ¢ozeltisinden 6 defa ard arda enjeksiyonlar yapilip,
elde edilen alan degerlerine karsilik rolatif standart sapmalari %?2’den kiiciik

bulunmustur.
4.3. Analitik Yontem Validasyonu

4.3.1.Dogrusallik

Yontem 3.2.3.1°de belirtildigi gibi kullanilan analitik yontemin dogrusalligini
gostermek amaciyla pH 1.2, pH 4.6 pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda valsartanin 200
ng/mL stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltisinden farkli oranlarda seyreltme
yapilarak pH 1.2 i¢in 7 farkli (0.5 ,1, 5, 10, 20, 40, 50 pg/mL), diger ortamlar i¢in 8
farkli konsantrasyonda (0.1, 0.5 ,1, 5, 10, 20, 40, 50 pg/mL) ¢ozeltiler elde edildi. Bu
cozeltilerden elde edilen her konsantrasyon ve karsilik gelen alan degerleri yardimiyla
standart dogrunun denklemi bulundu r* degerleri sirastyla pH 1.2 igin 0.999, pH 4.6
icin 0.9991, pH 6.8 i¢in 0.9999 ve HBSS icin 0.9992 olarak belirlendi.

4.3.2.Secicilik

Yontem 3.2.3.2°de belirtildigi gibi segicilik, yontemin sadece analiz edilmek istenen
maddeye 6zgilin olmasi1 ya da numune igerisinde safsizliklar, yardimci maddeler ya da
bozunma {irlinleri varliginda analiz edilmek istenen maddenin dogru bir sekilde
saptanmasidir. Bu amagla Valsartan igeren numune ve icermeyen numune enjeksiyonu
yapildi. pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8 ve HBSS ¢oziiciide, etkin madde pikinin altinda
herhangi bir pik yoktur. Etkin madde piki pH 1.2°’de 7.7, pH 4.6°’da 7.8, pH 6.8’de 7.7
ve HBSS yaklasik 7.6 dakikada gelmektedir (Sekil 12-15).
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VWD1 A, Wavelengih=250 nm (C\CHEM3Z\T\DATA\Z018\ED A 201641201802.0)
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Sekil 12: Valsartanin pH 6.8’de HPLC kramotogramiu.
A, Wavelength=250 nm (CACHEM32\ DA T A0 B\EDAZG0118120011803.0)
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Sekil 13: Valsartanin pH 4.6’da HPLC kramotogramau.

71



VWD A, Wavelength=250 nm (CACHEM32\1\DATAZ018\EDA2S0118Y033-7401.0)
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Sekil 14: Valsartanin pH 1.2°de HPLC kramotogramiu.

VWD A, Wavelength=250 nm ::3:'-.Cl—El‘ri?-_Q"d".DATA'-20:E-".EB-.-i'-z?ElQiE-".zT-JS'I8 2018-09-26 16-24-31\2709180000021.D)
AU 7]
5 c
05 3
2
- > 2
0 |
& o
i< o
0.5 = ,"A\
7 e ) e Pt RO 1 - S s
44
1.5
_2_
25
T T T T
3] 2 4 [i] 8 r

Sekil 15: Valsartanin HBSS’de HPLC kramotograma.

4.3.3.Calisma Arahg:

Yontem 3.2.3.3°de belitildigi gibi calisma araligi icin, 40 pg/mL derisimi %100
derisim olarak belirlenmistir. pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8, HBSS ortamlarinda 4 ug/mL
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(%10) ve 50 pg/mL (%125) derisimlerde 6 enjeksiyon verildiginde etkin madde pik
alanlar1 arasindaki RSD %2 den kiigiiktiir (Tablo 2-5).

Tablo 2 : pH 1.2’ de ¢alisma aralig1 sonuglari

Alan
(Au)

Ortalama Standart

sapma

RSD
(%)

21.8

4 ng/mL

21.8

21.8

21.8

21.7

21.8

21.78

0.041

0.654

302.6

302.4

50 pg/mL

302.6

302.4

302.6

303

302.6

0.219

0.143

Tablo 3 : pH 4.6’da calisma aralig1 sonuglari

Alan
(Au)

Ortalama Standart

Sapma

RSD
(%)

4ng/mL

71.4

70.9
71.9
73.1
70.6
71.2

71.51

0.893

1.249

S50pg/mL

893.5

893.2
893.7
894.6

893.8
894.5

893.88

0.556

0.062
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Tablo 4 : pH 6.8’de calisma aralig1 sonuglari

Alan  Ortalama Standart RSD
(Au) Sapma (%)
118
120.6

4 ng/mL ﬂ 119.63 13.048 0.654
118.2

120.6
121
884.2
883.2
881.1

SO0pg/mL ———— 883.46 12.628 0.143
884.5

883.5
884.3

Tablo 5 : HBSS’de ¢alisma aralig1 sonuglari

Alan Ortalama Standart RSD
(Au) Sapma (%)

69.8
69.8
69.7
4ng/mL 69.6 70.066 0.903 1.288
69.6
71.9
866.6
866
867.8
S50pg/mL 869 867.65 113.446 0.131
868.1

868.4

4.3.4.Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik

Yontem 3.2.3.4°de belirtildigi gibi pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8, HBSS ortamlarinda 3 farkl
konsantrasyonda 0.5ug/mL (%1.25), 4 pg/mL (%10), 40 pg/mL (%100) hazirlanip 6
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enjeksiyon verilerek absorbans degerleri dl¢iildii. Bu absorbans degerlerine karsilik
gelen konsantrasyon miktarlar1 bulundu ve yiizde geri kazanim hesapland1 (Tablo 6-

9).

Tablo 6 : pH 1.2°de 3 farkli konsantrasyonda absorbans degerleri ve ylizde geri

kazanim degerleri

Alan  Ortalama Standart RSD  Derisim Yiizde Geri
(Au) Sapma (%) (ug/mL) Kazanim (%)
2.7
2.8
0.5pg/mL 2.7 2.733 0.052 1.89 0.492 98.4
2.7
2.7
2.8
21.8
21.8
21.8
4ng/mL 21.7 21.783 0.041 0.654 3.922 98.041
21.8
21.8
238.9
241.5
238
40pg/mL  240.8 239.55 2.182 0.911 39.512 98.778
241.8
236.3
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Tablo 7 : pH 4.6’da 3 farkli konsantrasyonda absorbans degerleri ve ylizde geri

kazanim degerleri

Alan
(Au)

Ortalama

Standart
Sapma

RSD  Derisim Yiizde Geri
(%) (ng/mL) Kazanim (%)

0.5pg/mL

8.9

9.1

8.9

9

9.1

9

9

0.089

0.994 0.497 99.4

4 ng/mL

71.9

72.3

72.7

72.6

72.3

72.5

72.383

0.286

0.395 3.901 97.523

40 pg/mL

713.8

714.8

710.3

719.4

713.9

712.6

714.13

3.013

0422  39.524 98.81
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Tablo 8 : pH 6.8’de 2 farkli konsantrasyonda absorbans degerleri ve ylizde geri

kazanim degerleri

Alan  Ortalama
(Au)

Standart
Sapma

RSD (%)

Derisim
(ng/mL)

Geri
kazamim (%)

9.4
9.4

0.5ug/mL 95  9.433
9.5
9.4
9.4

0.052

0.055

0.52

104

71.2
72.8
71.5 71.63
4 pg/mL 713
71
71.4

0.0643

0.653

4.009

100.23

721.7
707.9
714.2
40 pg/mL 7215 715
709.9
714.8

5.731

0.801

40.379

100.949
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Tablo 9 : HBSS’de

kazanim degerleri

2 farkli konsantrasyonda absorbans degerleri ve yilizde geri

Alan
(Au)

Ortalama

Standart
Sapma

RSD (%)

Derisim
(ng/mL)

Yiizde Geri
Kazamm (%)

8.7
8.7
0.5png/mL 8.6
8.5
8.7
8.7

8.65

0.084

0.97

0.494

98.8

69.8
69.8
4 ng/mL 69.7
69.6
69.6
71.9

70.066

0.902

1.289

3.807

95.192

690.8
686
684.6
689.2
687.6

687.016

2.683

0.391

39.03

97.57

4.3.5.Kesinlik

Yontem 3.2.3.5°de belirtildigi gibi pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda
Valsartanin  40pg/mL’lik (%100) derisimdeki ¢ozeltisinden 6 defa ard arda

enjeksiyonlar yapilip, elde edilen alan degerlerine karsilik gelen derisimlerin

ortalamasi, standart sapma ve rolatif standart sapmasi hesaplandi (Giiven araligi %15

olarak degerlendirildi.) (Tablo 10-13).
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Tablo 10 : pH 1.2°de valsartanin 40 pg/mL’lik (%100) derisimdeki kesinlik bulgulari.

Alan
(Au)

Ortalama

Standart
sapma

RSD
(%)

Derisim
(ng/mL)

40pg/mL 945 4
245.9

246.2

246.1

246

245.9

24591

0.278

0.113

40.55

Tablo 11 : pH 4.6’da valsartanin 40 pg/mL’lik (%100) derisimdeki kesinlik bulgulari.

Alan
(Au)

Ortalama

Standart
sapma

RSD
(%)

Derisim
(ng/mL)

723.6

725.4

724.1
40pg/mL o5, 4

724.8

725.1

724.5667

0.665

0.092

40.07

Tablo 12 : pH 6.8’de valsartanin 40 pg/mL’lik (%100) derisimdeki kesinlik bulgulari.

Alan
(Au)

Ortalama

Standart
sapma

RSD (%)

Derisim
(ng/mL)

40pg/mL

713.5
713.2
712.5
713.3
713.2
713.2

713.15

0.339

0.047

40.27
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Tablo 13 : HBSS’de valsartanin 40 pg/mL’lik (%100) derisimdeki kesinlik bulgulari.

Alan
(Au)

Ortalama

Standart RSD

Sapma

(Vo)

Derisim
(ng/mL)

685.2

684.3
683.4
684.1

40pg/mL

686

685.2

684.7

0.93

0.14

38.89

4.3.6.Cozelti Stabilitesi

Yontem 3.2.3.6’de belirtildigi gibi pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda

4pug/mL, 40pug/mL ile standart 6rnekler hazirlandi ve oda sicakliginda cihaza enjekte

edilip 90 dakika, 10 saat, 14 saat, 18 saatte enjeksiyonlar tekrarlandi. Bulunan

konsantrasyonlar ile ¢ozeltinin ne kadar stabil oldugu ortalama, standart sapma ve

relatif standart sapma degerleriyle degerlendirildi (Tablo 14-21).

Tablo 14 : pH 1.2°de 4 pg/mL derisimde ¢ozelti stabilite bulgulari

4ng/mL Alan  Derisim Ortalama Standart RSD
(Au) (ug/mL) Sapma (%)
21.8 3.924

90 21.9 3.940 3.935 0.009 0.239

dakika 279 3.941
22.1 3.973

10 saat 221 3.973 3.984 0.019 0.474
22.3 4.006
22 3.957

14 saat 222 3.989 3.989 0.033 0.819
22.4 4.022
22.1 3.973

18 saat 22.1 3.973 3.984 0.019 0.474
22.3 4.006
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Tablo 15 : pH 1.2°de 40 pg/mL derisimde ¢ozelti stabilite bulgulari

40 ng/mL  Alan

(Au)

Derisim Ortalama

(ng/mL)

Standart sapma

RSD
(%)

239.2

39.454

90 dakika 239

39.421

39.454

2394

39.487

0.033

0.083

10 saat

242

39911

242.6

40.01

39.966

242.4

39.977

0.049

0.125

14 saat

242.7

40.026

243

40.075

40.053

242.9

40.059

0.025

0.062

18 saat

243.5

40.157

2433

40.124

40.140

243.4

40.141

0.016

0.041

Tablo 16 : pH 4.6’da 4 pg/mL derisimde ¢ozelti stabilite bulgular

4png/mL

Alan  Derisim
(Au)  (ug/mL)

Ortalama

Standart
Sapma

RSD
(%)

70.9

3.819

90

71

3.824

dakika

70.8

3.813

3.819

0.005

0.145

71.8

3.868

10 saat

71.9

3.874

71.9

3.874

3.872

0.003

0.083

72

3.879

14 saat

72.2

3.891

72.3

3.896

3.889

0.009

0.218

72.3

3.896

18 saat

72.2

3.891

72.3

3.896

3.894

0.003

0.083
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Tablo 17 : pH 4.6’da 40 pg/mL derisimde ¢ozelti stabilite bulgulari

40pg/mL Alan  Derisim Ortalama Standart RSD

(Au) (pg/mL) Sapma (%)
710.6 39.328

920 712.2 39.418 39.379 0.046 0.117
dakika 7118  39.394
720.2 39.861

10 saat 719.5 39.822 39.840 0.019 0.049
719.8 39.837
722.9 40.011

14 saat 722 .4 39.983 40.003 0.018 0.045
723 40.016
723 40.016

18 saat 722.7 39.999 40.014 0.014 0.035
723.2 40.027

Tablo 18 : pH 6.8’de 4 pg/mL derisimde ¢ozelti stabilitesi bulgulari

4 Alan Derisim Ortalama Standart RSD (%)
pg/mL (Au) (ng/mL) sapma
72.7 4.075
90 727 4.075 4.073 0.003 0.080
dakika 72.6 4.069
73.8 4.137
10 saat 73.6 4.126 4.129 0.006 0.158
73.6 4.126
73.8 4.137
14 saat 73.7 4.132 4.135 0.003 0.079
73.8 4.137
73.8 4.137
18 saat 74 4.149 4.147 0.009 0.208
74.1 4.154
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Tablo 19 : pH 6.8’de 40 pg/mL derisimde ¢ozelti stabilitesi bulgulart

40 Alan Derisim Ortalama Standart RSD (%)
pg/mL (Au) (ng/mL) sapma
699.4 39.498
90 699 39.475 39.487 0.011 0.029
dakika 699.2 39.487
711.8 40.199
10 saat 711.3 40.171 40.176 0.021 0.051
711.1 40.159
715.1 40.385
14 saat 714.8 40.368 40.370 0.014 0.035
714.6 40.357
717.4 40.515
18 saat 716.8 40.481 40.500 0.0173 0.043
717.2 40.504
Tablo 20 : HBSS’de 4 pg/mL derisimde ¢ozelti stabilitesi bulgulari
4ng/mL  Alan Derisim Ortalama Standart RSD
(Au) (ng/mL) Sapma (%)
70.9 3.855
90 71 3.861 3.855 0.006 0.148
dakika 70 g 3.849
71.8 3.907
10 saat 71.9 3912 3910 0.003 0.084
71.9 3.912
72 3918
14 saat 72.2 3.029 3.927 0.009 0.222
72.3 3.935
72.3 3.935
18 saat 72.2 3.029 3.933 0.003 0.0838
72.3 3.935
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Tablo 21 : HBSS’de 40 pg/mL derisimde ¢ozelti stabilitesi bulgular

40pg/mL Alan  Derisim  Ortalama Standart RSD

(Au) (pg/mL) sapma (%)
710.6 40.376

920 712.2 40.467 40.429 0.047 0.117
dakika 711.8 40.445
720.2 40.924

10 saat 719.5 40.884 40.903 0.020 0.049
719.8 40.901
722.9 41.078

14 saat 722.4 41.049 41.071 0.018 0.045
723 41.084
723 41.084

18 saat 722.7 41.067 41.082 0.014 0.035
723.2 41.095

4.3.7.Duyarhlik ve Sapma Sinir1

Yontem 3.2.3.7°de belirtildigi gibi, yontemin saptayabildigi en kii¢iik derisime sapma
derigimi (Limit of Detection, LOD) denir. Bu derisim giiriiltii igerebildiginden ¢ok
giivenli olmayabilir. Bu nedenle daha giivenilir olan derisime duyarlilik veya analiz
sinirt (Limit of Quantification, LOQ) denir. Bunlar arasinda istenilen dogrulugu
saglayan derisim her dort ortam i¢in (pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8 ve HBSS) saptand1 ve
analitik yontemin kantitatif tayin smirt (duyarlilik sinir1) bulundu. Kullanilan
yontemde Valsartanin 0.1 pg/mL derisimine kadar analiz edilmistir. Dort ortam igin

bulunan LOD ve LOQ degerleri Tablo 22°de verilmistir.

Tablo 22 : pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8 ve HBSS ortamlar1 i¢in LOD ve LOQ degerleri

LOD LOQ
pH 1.2 0.07 0.21
pH 4.6 0.027 0.081
pH 6.8 0.031 0.103
HBSS 0.025 0.074
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4.4. Formiilasyon Calismalari

4.4.1. Formiilasyonunda Yer Alabilecek Bilesenlerin Fizikokimyasal
Ozelliklerinin incelenmesi

Yontem 3.2.4.1°de belirtildigi gibi lipid bazli sistemlerin (SEDDS, miseller ¢ozeltiler,
S-SEDDS) gelistirilmesinde kullanilmasi planlanan bilesenlerin fizikokimyasal

Ozellikleri incelenmis ve analiz sertifikalarina uygun olduklari tespit edilmistir (Tablo

23).

Tablo 23 : Kullanilmasi planlanan bilesenlerin incenelenen 6zellikleri

Refraktif Indis  Viskozite (mPa.s)  Dansite (g/mL)

Oleik Asit 1.462 4.85 0.86
Hint Yag 1.472 5.85 0.96
Izopropil Miristat 1.436 4.7 0.83
Soya Yag 1.475 5.1 0.90
PEG 600 1.468 6.2 1.20
Etanol 1.361 0.99 0.78
Transcutol HP 1.426 3.85 0.99
Izopropil Alkol 1.376 2.86 0.77
Avicel pH 101 1.650 - 0.52
Aerosil 1.458 - 2.1
HPMC 1.511 4.2 1.24
Capyrol 90 1.412 19 0.94
Labrafil M 1944 CS 1.425 74 0.95
Span 80 1.478 1268 0.97
Labrafil M 2125 CS 1.434 75 0.94
Plurol Oleique CC497 1.451 2890 1.1
Tween 20 1.462 34 1.1
Tween 80 1.471 420 1.05
Cremophor EL 1.469 - 1.03

4.4.2.Valsartanin Gelistirilecek Olan Lipid Bazh Formiilasyon Terkibinde Yer
Alacak Bilesenlerinde Coziiniirliigiiniin Saptanmasi

Yontem 3.2.4.2°de belirtildigi gibi valsartanin ¢oziintirliigii gelistirilecek olan SEDD,

S-SEDD ve miseller sistemlerinin terkibinde yer alacak bilesenlerde HPLC ile miktar
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tayini yapilarak tespit edilmistir ve en ¢ok ¢6ziindiigii yag tipleri, YEM ve Y-YEM’ler
belirlenmistir. Bu ¢alismada 2mL YEM, yag ve YYEM igerisine asir1 doymus dozda
Valsartan ilave edildi. 200 rpm’de oda kosullarinda 72 saat boyunca (¢oziinmesi
devam edenler i¢in 120 saat) karanlik ortamda calkalayiciya birakildi. 24.,48., 72. saat
sonunda (¢6ziinmesi devam edenler i¢in 96. ve 120. saatlerde) karisim 25°C de 3000
rpm de 15 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan berrak ¢ozeltiler alindi ve gerekli
seyreltmeler yapilarak HPLC cihazinda miktar tayinleri gerceklestirildi (n=3). Elde
edilen sonuglara gore her bir bilesendeki ¢dziinen valsartan miktar1 Tablo 24’de

verilmigtir.

Tablo 24 : Valsartanin farkli bilesenlerdeki ¢oziiniirliik miktarlar

Kullanilan Bilesenler Valsartan
Miktari(mg/mL)
Oleik Asit 3.2+0.023
Hint Yagi 5.26+0.12
Soya Yagi 2.4+0.01
Izopropil Miristat 3.5+0.57
Capyrol 90 19.79+0.89
Labrafil M 1944 CS 19.7+0.56
Span 80 9.8+1.1
Labrafil M 2125 CS 21.65+1.35
Plurololeique CC497 8.9+£0.65
Tween 20 32.45+0.87
Tween 80 24.543.4
Cremophor EL 32.34+1.98
PEG 600 93.43+£5.2
Etanol 142.24+3.7
Transcutol HP 168.9+6.4
Izopropil alkol 174.7+4.5
Distile su 0.092+0.001
pH 1.2 0.038+0.004
pH 6.8 3.87+0.056

Tablo 24’e gore valsartanin en ¢ok ¢Ozlindiigii bilesenler segilerek formiilasyon

denemelerine baglanmaistir.
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4.4.3.Lipid Bazh Formiilasyonlarin Ucgen Faz Diyagramlar

SEDD sistemlerin terkibinde yer alacak ve valsartani en ¢ok ¢dzen bilesenler

¢Oziiniirliik calismast sonucu belirlenmistir. Yontem 3.2.4.3’de belirtildigi gibi bu

maddelerle formiilasyon denemeleri yapilarak Mikroemiilsiyon programa ile {iggen faz

diyagramlar cizildi (Ege et al., 2004). Bu diyagramlarin ¢izilmesinde titrasyon

yontemi kullanildi. Yapilan ¢6ziintirliikk calismasina gore segilen yag, YEM ve YYEM

ile uygun oranlarda SEDD sistemler hazirlanarak distile su ile titrasyon yapilmstir.

Bu maddeler ve oranlar Tablo 25-34’de belirtilmistir.

Tablo 25 : Yapilan ¢oziiniirliik c¢alismasina gore secilen yardimci maddeler ile

formiilasyon caligmalari

Formill YEM/YYEM  Yag YEM/YYEM Titrasyonda Alan
Kodu Orani (IPM) (Capyrol90-Tween20 Harcanan Su
/PEG 600) miktar1 (mL)
0.25 9.75 1.28
0.5 9.5 1.20
F1A 1:0.5 1.0 9.0 1.16 54.51
1.5 8.5 0.67
2.0 8.0 0.49
0.25 9.75 1.66
0.5 9.5 1.45
F1B 1:1 1.0 9.0 0.73 85.46
1.5 8.5 0.11
2.0 8.0 0.01
0.25 9.75 1.76
0.5 9.5 0.97
F1C 1:1.5 1.0 9.0 0.22 52.9
1.5 8.5 0.01
2.0 8.0 0.00
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Tablo 26 : Yapilan ¢oziiniirliik c¢alismasina gore secilen yardimci maddeler ile

formiilasyon caligmalari

Formill YEM/YYEM Yag YEM/YYEM Titrasyonda Alan
Kodu Oram (IPM) (Capyrol 90- Harcanan Su
Tween20/IPA) miktari (mL)
0.25 9.8 8.58
0.50 9.5 7.51
F2A 1:1 1.00 9.0 554 154.34
1.50 8.5 3.90
2.00 8.0 2.40
0.25 9.75 9.90
0.50 9.5 9.34
F2B 1:1.5 1.00 9.0 6.52 119.14
1.50 8.5 4.64
2.00 8.0 3.53
0.25 9.75 12.54
0.50 9.5 10.20
F2C 1:2 1.00 9.0 7.06 128.43
1.50 8.5 5.10
2.00 8.0 3.70
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Tablo 27 : Yapilan ¢oziiniirliik c¢alismasina gore secilen yardimci maddeler ile

formiilasyon caligmalari

Formiil YEM/YYEM Yag YEM/YYEM (Labrafil M Titrasyonda Alan
Kodu Oram (IPM) 2125-Tween 20/PEG 600) Harcanan Su
miktari (mL)
0.25 9.75 0.28
0.50 9.50 0.26
F3A 1:0.5 1.00 9.00 0.36 26.03
1.50 8.50 0.38
2.00 8.00 0.12
0.25 9.75 0.53
0.50 9.50 0.43
F3B 1:1 1.00 9.00 0.45 33.76
1.50 8.50 0.62
2.00 8.00 0.22
0.25 9.75 0.38
0.50 9.50 0.38
F3C 1:1.5 1.00 9.00 0.42 19.12
1.50 8.50 0.22
2.00 8.00 0.18

89



Tablo 28 : Yapilan ¢oziiniirliik c¢alismasina gore secilen yardimci maddeler ile

formiilasyon caligmalari

Formill YEM/YYEM Yag YEM/YYEM Titrasyonda Alan
Kodu Oram (IPM) (Labrafil M 2125- Harcanan Su
Tween 20/ IPA) miktari (mL)
0.25 9.75 0.95
0.50 9.50 0.87
F4A 1:1 1.00 9.00 0.94 8.43
1.50 8.50 0.82
2.00 8.00 0.80
0.25 9.75 1.02
0.50 9.50 1.08
F4B 1:1.5 1.00 9.00 1.22 15.59
1.50 8.50 1.22
2.00 8.00 1.12
0.25 9.75 1.02
0.50 9.50 1.11
F4C 1:2 1.00 9.00 1.32 29.44
1.50 8.50 1.40
2.00 8.00 1.43
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Tablo 29 : Yapilan ¢oziiniirliik c¢alismasina gore secilen yardimci maddeler ile

formiilasyon caligmalari

Formill YEM/YYEM  Yag YEM/YYEM Titrasyonda Alan
Kodu Oram (IPM) (Capyrol 90-Tween20 Harcanan Su
/NMP) miktar1 (mL)
0.25 9.75 2.21
0.50 9.50 1.80
FS5A 1:0.5 1.00 9.00 1.36 22.82
1.50 8.50 1.26
2.00 8.00 1.24
0.25 9.75 4.20
0.50 9.50 3.10
F5B 1:1 1.00 9.00 1.90 127.42
1.50 8.50 1.18
2.00 8.00 0.64
0.25 9.75 3.90
0.50 9.50 2.79
F5C 1:1.5 1.00 9.00 1.40 117.09
1.50 8.50 0.74
2.00 8.00 0.43
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Tablo 30 : Yapilan ¢oziiniirliik c¢alismasina gore secilen yardimci maddeler ile

formiilasyon caligmalari

Formiil YEM/YYEM Yag YEM/YYEM (Labrafil Titrasyonda Alan
Kodu Oram (IPM) M 2125- Tween Harcanan Su
20/NMP) miktar1 (mL)
0.25 9.75 0.13
0.50 9.50 0.19
F6A 1:0.5 1.00 9.00 0.10 10.77
1.50 8.50 0.04
2.00 8.00 0.02
0.25 9.75 0.30
0.50 9.50 0.24
F6B I:1 1.00 9.00 0.18 14.28
1.50 8.50 0.12
2.00 8.00 0.07
0.25 9.75 0.44
0.50 9.50 0.39
Fe6C 1:1.5 1.00 9.00 0.26 22.97
1.50 8.50 0.14
2.00 8.00 0.08

Tablo 31 : Yapilan ¢oziiniirliik ¢alismasina gore segilen yardimci maddeler ile

formiilasyon c¢aligmalari

Formill YEM/YYEM Yag YEM/YYEM Titrasyonda Alan
Kodu Orani (Oleik (Capyrol 90- Harcanan Su
Asit) Tween2(0/ NMP) miktar: (mL)
0.25 9.75 8.34
0.50 9.50 2.22
F7A 1:0.5 1.00 9.00 1.40 61.67
1.50 8.50 1.32
2.00 8.00 1.20
0.25 9.75 8.51
0.50 9.50 5.92
F7B 1:1 1.00 9.00 2.42 126.8
1.50 8.50 1.71
2.00 8.00 1.39
0.25 9.75 5.96
0.50 9.50 3.92
F7C 1:1.5 1.00 9.00 2.53 88.18
1.50 8.50 1.90
2.00 8.00 1.60
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Tablo 32 : Yapilan ¢oziiniirliik c¢alismasina gore secilen yardimci maddeler ile

formiilasyon caligmalari

Formiill YEM/ Yag YEM/YYEM (Capyrol Titrasyonda Alan
Kodu YYEM (IPM) 90-Tween20/ Harcanan Su
Oram Transcutol HP) miktar1 (mL)

0.25 9.75 50.00
0.50 9.50 50.00

F8A 1:0.5 1.00 9.00 25.00 227.82
1.25 8.75 11.80
1.50 8.50 7.50
2.00 8.00 4.30
0.25 9.75 50.00
0.50 9.50 50.00

F8B 1:1 0.75 9.25 19.10
1.00 9.00 9.40 295.63
1.50 8.50 2.50
2.00 8.00 1.60
0.25 9.75 50.00
0.50 9.50 50.00
0.60 9.40 22.50

F8C 1:1.5 0.75 9.25 3.60 208.39
1.00 9.00 2.90
1.50 8.50 2.60
2.00 8.00 1.50

93



Tablo 33 : Yapilan ¢oziiniirliik c¢alismasina gore secilen yardimci maddeler ile

formiilasyon caligmalari

Formill YEM/YYEM Yag YEM/YYEM Titrasyonda Alan
Kodu Oram (Oleik  (Capyrol 90-Tween Harcanan Su
Asit) 20/Transcutol HP) miktar1 (mL)
0.25 9.75 50.00
0.50 9.50 23.30
F9A 1:0.5 1.00 9.00 9.50 134.28
1.50 8.50 6.80
2.00 8.00 5.30
0.25 9.75 50.00
0.50 9.50 22.60
B 1 1.00 9.00 12.10 76.27
1.50 8.50 8.20
2.00 8.00 8.90
0.25 9.75 50.00
0.50 9.50 27.50
F9C 1:1.5 1.00 9.00 11.90 78.55
1.50 8.50 8.30
2.00 8.00 9.00
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Tablo 34 : Yapilan ¢oziniirlilk calismasina gore secilen yardimci maddeler ile

formiilasyon caligmalari

Formiil YEM/YYEM  Yag YEM/YYEM (Capyrol Titrasyonda Alan
Kodu Oram (Oleik  90-Tween 20/Transcutol Harcanan Su
Asit) HP) miktari (mL)
0.25 9.75 46.00
0.50 9.50 19.40
F10A 1:0.5 1.00 9.00 710 153.92
1.50 8.50 5.00
2.00 8.00 3.90
0.25 9.75 70.00
0.40 9.60 21.20
F10B 1:1 0.50 9.50 16.90 157.67
1.00 9.00 9.50
1.50 8.50 6.90
2.00 8.00 4.50
0.25 9.75 60.00
0.50 9.50 17.60
F10C 1:1.5 1.00 9.00 9.80 71.79
1.50 8.50 7.90
2.00 8.00 7.50

Tablo 25-34’den elde ettigimiz veriler ile Mikroemiilsiyon programi (Ege et al., 2004)
yardimiyla her bir YEM/YYEM orani i¢in en yiiksek mikroemiilsiyon alanini veren
YEM/YYEM oran1 ideal olarak kabul edildi. Faz diyagramlarinda belirlenen
mikroemiilsiyon olusum bdlgesinin  agirlik merkezi kullanilarak  optimum
mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 hesaplanarak gelistirildi. Her bir formiilasyon i¢in

cizilen liggen faz diyagramlar1 Sekil 16’te alan degerleri Sekil 17°te verilmistir.
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Sekil 16 : Lipid Bazli formiilasyonlarin iiggen faz diyagramlarindan elde edilen alanlar
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Sekil 17 : Lipid bazli formiilasyonlarin liggen faz diyagraminda olusturduklar: alan

degerleri

Bu verilerden hareketle secilen ideal en yliksek alani veren formiilasyonlar; F2C F5B,
F7B, F8B, F9A ve F10B olarak belirlendi. F2A’nin alan1 daha yiiksek olmasina

ragmen titrasyonda daha ¢ok su aldig1 i¢in F2C sec¢ilmesine karar verildi.
4.4.4. Lipid Bazhh Formiilasyonlarin Hazirlanmasi
4.4.4.1. SEDD Sistemlerin Hazirlanmasi

Bilgisayar programinda en biiyiik alan1 veren ve agirlik merkezinden hesaplanan
alanlara gore se¢ilen formiilasyonlarin terkipleri, HLB degerleri ve refrakrif indeksleri

Tablo 35°de gosterilmistir.
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Tablo 35 : Segilen formiilasyonlarin terkipleri

Formiillasyon @ HLB YEM/YYEM Yag YEM/YYEM Refraktif

Kodu Degeri Oram Miktari Miktar (%) indeksleri
(%o)
F2C 10.95 1:2 8.56 91.44 1.4024
F5B 10.95 1:1 8.136 91.864 1.4609
F7B 10.01 1:1 7.1 92.9 1.4527
F8B 9.3 1:1 8.31 91.69 1.4266
F9A 10.55 1:0.5 8.128 91.872 1.4048
F10B 8.39 1:1 8.74 91.26 1.4189

Tablo 35°de terkipleri verilen SEDD formiilasyonlarda partikiil boyutu, refraktif
indeks ve polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri belirlendi. Sonuglar Tablo

36’da verilmistir.

Tablo 36 : Optimum formiilasyonlarin partikiil boyutu, zeta potansiyel, refraktif indeks

ve polidispersite indeksi sonuglari

Partikiil Refraktif Polidispersite Zeta potansiyel

Boyutu (nm) Indeks Indeksi (mV)
F2C optimum 4964+236 1.4024 0.650 0.715+0.015
F5B optimum 459.6+£26 1.4609 1 Olgiilemedi.
F7B optimum 19244584 1.4527 1 0.0915+0.002
F8B optimum 95.2+15 1.4266 0.232 0.0696+0.001
FI9A optimum 135.4£12 1.4048 0.438 0.0440+0.005
F10B optimum 353.7£52 1.4189 0.730 0.0565+0.002
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Tablo 36’da verilen partikiil boyutu ve polidispersite indeksi degerlerinden hareketle
ideal formiilasyonlar olarak segilen F8B ve FOA formiilasyonu ile bundan sonraki

caligmalar ylriitiilmistiir.

Optimum formiilasyonlarda belirtilen tiim bilesenler (yag/YEM/YYEM) manyetik
karistiricida karistirilarak (su fazi eklenmeden) formiilasyon hazirlandi. 0.5 mL’sinde
80 mg olacak sekilde Valsartan ilave edildi. Valsartanin formiilasyonda ¢6ziinmesini
saglamak amaciyla manyetik karistiricida 50 rpm devirde 37+0.5°C’ye kadar 1sitilarak

berrak bir ¢ozelti elde edilene kadar karigtirilarak formiilasyonlar hazirlandi.
4.4.4.2. S-SEDD Sistemlerin Hazirlanmasi

Partikiil boyutu ve polidispersite degerlerine gore secilen F8B ve FOA formiilasyonlari
cesitli HPMC, Avicel pH 101, Aerosil gibi katilagtirma ajanlarina yas graniilasyon
yontemiyle emdirilip etiivde 45 dakika (45°C) kurumaya birakildi. Bu sekilde S-SEDD
(solid) formiilasyonlar hazirlanmis oldu. Hazirlanan formiilasyonlarin ne kadar F§B

ve FOA formiilasyonlarindan emebildigi Tablo 37°de gosterilmistir.

Tablo 37 : Kat1 tastyicilara emdirilebilen formiilasyon miktarlari.

500 mg HPMC-ES 500 mg Avicel-pH 102 500mg Aerosil-200
F8B  035mL 0.45 mL I mL
F9A 0.5mL 0.6 mL 1 mL

4.4.4.3. Miseller Sistemlerin Hazirlanmasi

Miseller sistemlerin hazirlanmasi i¢in segilen yiizey etkin maddeler (Soluplus, Lutrol
F127, Solutol HS 15) asagida belirtilen oranlarda bir beherde karistirilarak etanolde
¢oziildii. Etanoliin ugmasini saglamak icin 24 saat ¢eker ocakta birakildi. Daha sonra
10 mL su ile hidrate edildi ve 24 saat 200 rpm’de manyetik karistirici ile karistirildi.

14000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek miseller formiilasyonlarin olusmasi saglandi.
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Formiilasyon A: 200mg Valsartan + 2g Lutrol F127

Formiilasyon B: 200mg Valsartan + 2g Soluplus

Formiilasyon D: 200 mg Valsartan+ 4g Lutrol F127

Formiilasyon E: 200 mg Valsartan+ 4g Soluplus

Formiilasyon F: 200 mg Valsartan+ 2g Soluplus + 2g Lutrol F127
4.5. Lipid Bazh Formiilasyonlarin Karakterizasyon Calismalari
4.5.1. SEDDS Formiilasyonlarinin Karakterizasyon Calismalari

4.5.1.1. Formiilasyonun Fiziksel Goriiniisii

Yontem 3.2.5.1.1°de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarin oda sicakliginda
(25£2°C) F8B ve F9A‘nin fiziksel goriiniislerinin berrak ve homojen oldugu

gbzlemlenmistir.
4.5.1.2. Formiilasyonun pH Olciimii

Yontem 3.2.5.1.2°de anlatildigi gibi gelistirilen formiilasyonlarin pH’s1 oda
sicakliginda (25+£2°C) Mettler Toledo marka pHmetre ile 6lgiildii. F8B’nin pH’s1
3.741, F9A nin pH’s1 3.746 olarak ol¢lilmiistiir.

4.5.1.3. Formiilasyonun Elektrik iletkenligi

Yontem 3.2.5.1.3°de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarin elektrik iletkenligi,
oda sicakliginda (25+£2°C) F8B 86us/cm, FOA ise 73 ps/cm olarak 6l¢iilmiistiir (n=3).

4.5.1.4. Formiilasyonun Refraktif indis Ol¢iimii

Yontem 3.2.5.1.4°de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarin refraktif indisi oda

sicakliginda (25+2°C) F8B i¢in 1.4566 ve FOA i¢in 1.4660 olarak dlgiilmiistiir (n=3).
4.5.1.5. Formiilasyonun Viskozitesinin Ol¢iimii

Yontem 3.2.5.1.5°de anlatildigi gibi gelistirilen formiilasyonlarm viskozitesi
Brookfield DVII+ Pro cihazinda ULA Spindle kullanilarak 25+£2°C’de 6l¢iildii. F8B
icin 47cP (150rpm, %98 torque), FO9A i¢in 57.8 cP (100rpm, %90 torque) olarak

Olciilmiistiir (n=3).
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4.5.1.6. Dansitesinin Olciilmesi

Yontem 3.2.5.1.6°de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarin dansitesi 25+2°C’de
piknometre yardimiyla 6lgiildii. FOA nin dansitesi 1.0516, F8B’nin dansitesi ise
1.0148"dir.

4.5.1.7. Formiilasyonun Partikiil Biiyiikliigiiniin Saptanmasi

Yontem 3.2.5.1.7°de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarin damlacik biiytikligii
Malvern zetasizer cihazi kullanilarak 6l¢iildii. Formiilasyonun etkin madde iceren ve
icermeyen hallerinin damlacik biiylikliikligii, polidispersite indeksi oda sicakliginda

(25+2 °C) olgiildii (n=6). Sonuglar Tablo 38’de verilmistir.

Tablo 38 : F8B plasebo, F9A plasebo, F8B, FOA nin partikiil boyutu 6l¢timleri

Formiilasyon Partikiil Boyutu Refraktif indeks Polidispersite
(nm) Indeksi

F8B plasebo 8.78+ 0.003 1.4561 0.851

F9A plasebo 45.11+0.04 1.4500 0.687

F8B 72.63+0.45 1.3349 0.449

F9A 146.6+0.78 1.3348 0.339

4.5.1.8. Formiilasyonun Zeta Potansiyel Degerleri

Yontem 3.2.5.1.8’de anlatildig1 zeta potansiyel dl¢limii Malvern Zetasizer cihazi ile
oda sicakliginda (25+2 °C) yapilmistir. Olgiim sonuglar1 Tablo 49°de ve Sekil 18-19°da

verilmistir.
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Tablo 39 : F8B, FOA ’nin zeta potansiyel 6l¢iimleri

Formiilasyon Zeta Potansiyel (mV)
F8B 0.0696+0.005
F9A 0.440+0.002

Zeta Potential Distribution
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Sekil 18 : F9A nin zeta potansiyel grafigi
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Sekil 19 : F8B’nin zeta potansiyel grafigi
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4.5.1.9. Formiilasyonun Dagilim Dayamkhiliginin Saptanmasi

Yontem 3.2.5.1.9’de anlatildigi gibi formiilasyonlar pH 1.2, distile su, pH 6.8
ortamlarinda 1:10, 1:100, 1:500 ve 1:1000 oranlarinda seyreltilerek 0., 2. ve 24.

saatlerde (25+£2 °C) Malvern zetasizer cihazinda partikiil biiytikliikleri 6l¢iildi.

Partikiil biiyiikliiklerinde zamana bagli degisim olup olmadigi arastirildi. Sonuglar

tablo 40-43’de verilmistir (n=6).

Tablo 40 : F8B formiilasyonunun zeta average (dnm) degerleri

Diliisyon Zaman(saat)  Distile su pH 1.2 pH 6.8
0 284.3+1.256 377.5+5.48 301.0+5.48
1:10 2 444.0+5.485 454.7+£9.37 405.3£9.45
24 559.84£2.145 587.6+9.58 562.3+6.78
0 353.1+£7.98 322.7+2.64 157.4+0.368
1:100 2 307.3+1.56 328.1£7.31 127.7+1.54
24 330.6+6.89 433.7+£7.21 148.1+1.79
0 192.8+2.65 378.3+4.93 75.13+0.483
1:500 2 232.5+3.91 471.9£2.97 90.21+1.482
24 333.1+9.13 443.0+£10.56 120.6+6.478
0 47.30+0.56 437.9+5.34 77.16+£2.826
1:1000 2 41.01+1.03 372.0+6.82 90.15+1.02
24 75.16£2.15 271.0+8.86 121.2+3.80
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Tablo 41 : F8B formiilasyonunun polidispersite indeksi

Diliisyon Zaman(saat) Distile su pH 1.2 pH 6.8
0 0.232 0.441 0.359
1:10 2 0.516 0.439 0.308
24 0.395 0.173 0.509
0 0.549 0.655 0.464
1:100 2 0.478 0.558 0.353
24 0.404 0.655 0.266
0 0.461 0.725 0.269
1:500 2 0.328 0.688 0.196
24 0.465 0.714 0.246
0 0.312 0.559 0.242
1:1000 2 0.247 0.418 0.262
24 0.347 0.590 0.284
Tablo 42 : F9A formiilasyonunun zeta average (dnm) degerleri
Diliisyon Zaman(saat) Distile su pH 1.2 pH 6.8
0 368.6+2.89 452.34+5.41 345.3+4.62
1:10 2 505.6+3.74 929.6+13.59  397.2+£2.56
24 1315+15.4 2386+15.47  427.2+4.75
0 265.4+1.78 204.0+£2.54 133.7£2.6
1:100 2 225.242.04 327.4+1.56 115.9+1.61
24 234.1+6.71 78.7+1.85 133.6+£2.21
0 366+2.72 342+3.46 157.6+2.31
1:500 2 360.6+£6.51 568.6+£5.74 157.5+2.95
24 262.3+3.94 913+7.9 155.1+£3.46
0 97.42+1.03 466.9+1.62 165.5+7.61
1:1000 2 141.4£5.74 433.54+6.95 162.5+4.36
24 156.9+£2.5 223.94+3.62 139.2+2.81
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Tablo 43 : FOA formiilasyonunun polidispersite indeksi

Diliisyon Zaman(saat) Distile su pH 1.2 pH 6.8
0 0.333 0.313 0.269
1:10 2 0.319 0.332 0.726
24 0.367 0.815 0.805
0 0.436 0.303 0.446
1:100 2 0.351 0.676 0.437
24 0.330 0.373 0.370
0 0.386 0.736 0.518
1:500 2 0.798 0.501 0.670
24 0.402 0.858 0.682
0 0.520 0.479 0.508
1:1000 2 0.695 0.474 0.830
24 0.634 0.451 0.579

4.5.1.10. Formiilasyonun Emiilsifikasyon Zamam

Yontem 3.2.5.1.10°de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarmm 100 rpm’de USP
XXII dissoliisyon aparatt kullanilarak karistirilan 374+0.5°C’lik 1000 mL’lik distile
suya damla damla eklenerek, formiilasyon gézlenmeyene kadar gegen siire hesaplandi

(Sekil 20). Emiilsifikasyon zaman1 F9A i¢in 15 sn, F8B i¢in 10 sn olarak belirlenmistir.

109



Sekil 20: Emiilsifiye olmus formiilasyon.

4.5.1.11. Formiilasyonun Santrifiij Calismalar:

Yontem 3.2.5.1.11°de anlatildig: gibi gelistirilen formiilasyonlarin 5000 rpm hizinda,
254+2°C sicaklikta ve 30 dakika siire ile santrifiij cihazi (Sigma 2-16KL) ile santrifiij
edilerek formiilasyonlarda faz ayristmi olup olmadigi kontrol edildi. Her iki
formiilasyonda da herhangi bir faz ayrismasi, ¢okme gibi stabilizasyon problemi

gbzlemlenmemistir.
4.5.1.12. Formiilasyonun Isitma-Sogutma Calismalari

Yontem 3.2.5.1.12°de anlatildig: gibi gelistirilen formiilasyonlarin sogutma 4°C’de 24
saat bekletilme ve 1sitma ise 45°C’de 24 saat boyunca bekletilmesi ile gergeklestirildi.
Bu amagla hazirlanan formiilasyonlar 3 kez sogutma (4°C, 24 saat) ve 1sitma (45°C,
24 saat) dongiisiine tabi tutulduktan sonra 5 dakika 3000 devir/dakika santrifiijlenip
formiilasyonlarda faz ayrigmasi ve bulaniklik olup olmadig1 incelendi. Her bir sicaklik
muamelesi sonrasinda faz ayrismasi, ¢cokelme gibi stabilizasyon problemlerinin olusup
olugsmadigr arastirildi. Her iki formiilasyonda da herhangi bir faz ayrismasi, ¢cokme

gibi stabilizasyon problemi gozlemlenmemistir.
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4.5.1.13. Formiilasyonun Dondurma-Cézme Calismalari

Yontem 3.2.5.1.13’de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlar -4°C’de 24 saat
donmaya birakildiktan sonra 40+0.5°C’de 24 saat bekletildi. 3000 devir/dakika
santrifiijjlendikten sonra faz ayrigsmasi olup olmadigi goézlemlendi. Her iki
formiilasyonda da herhangi bir faz ayrigmasi, ¢okme gibi stabilizasyon problemi

gbzlemlenmemistir.
4.5.1.14. Valsartan Miktar Tayini

Yontem 3.2.5.1.14°de anlatildig1 gibi gelistirilen Valsartan iceren SEDD sistemler
mobil fazda ¢oziindiiriilmiis ve acgiga ¢ikan Valsartan miktar1 HPLC ile

degerlendirilmistir (Tablo 44).

Tablo 44 : Formiilasyonlarin miktar tayini sonuglari

Formiilasyon Teorikte olmasi Pratikten elde Yiizde (%)
gereken edilen derisim
derisim(pg/mL) (ng/mL)
F8B 40+0.5 38.09+0.057 %95.225
F9A 40+0.5 38.423+0.007 %96.057

4.5.2 S-SEDDS Formiilasyonlarimin Karakterizasyon Calismalan

4.5.2.1. Fiziksel Goriiniis

Yontem 3.2.5.2.1°de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarin oda sicakliginda
(25+2°C) fiziksel goriiniisleri incelenerek degerlendirildi. S-SEDD sistemler homojen,

beyaz pellet goriinlimiindedir.
4.5.2.2. Kiime ve Sikistirilmis Dansite Olciimleri

Yontem 3.2.5.2.2’de anlatildigr gibi S-SEDD’lerin sikistirilmis  dansitelerinin
Olclilmesinde Tap-2S Tap Density Tester cihazi kullanildi. Baglangigta meziire 100

mL hacminde konularak baslandi. 0.,10., 500. ve 1250. vuruslar sonucu hacimlere

111



bakildi. Bunun sonucunda kiime dansite, sikistirilmis dansite, Hausner oranlar1 ve Carr

indeksi Tablo 45°de gosterilmistir.

Tablo 45 : Formiilasyonlara ait Kiime dansite, Sikistiritlmis dansite, Hausner oran,

Carr indeksi degerleri

Formiilasyon Kiime Dansite Sikistirilmas Hausner Carr Indeksi
(g/mL) Dansite (g/mL) Oram (%)
FI9A Avicel pH101 0.382 0.538 1.405 28.99
F9A HPMC E5 0.287 0.383 1.333 24.98
F8B Avicel pH101 0.288 0.4301 1.492 32.98
F8B HPMC ES 0.222 0.308 1.389 27.98

4.5.2.3.Titresimli Elek ile Boyut Analizi

Yontem 3.2.5.2.3°de belirtildigi gibi S-SEDDS’lerin boyut analizi Retsch marka

titresimli elek ile gerceklestirildi. Formiilasyonlardan 50 g alinip elek sistemine

konuldu. 10 dakika 20 Hz titresim uygulandi. Kullanilan elek sisteminin boyutlar1 1.40

mm, 1.00 mm, 500 pm, 250 pm’dir. Sonuglar Tablo 46-49’da gosterilmistir.

Tablo 46 : FOA HPMC formiilasyonunun boyut dagilim1

Boyut Dagilimi (um) Agirhik (g) % Agirhk % Toplanan Miktar
>2000 0+0 0 0
2000-1400 48+0.152 96 96
1400-1000 0.42+0.023 0.84 96.84
1000-500 1.348+0.156 2.696 99.536
500-250 0.23+0.085 0.46 99.996
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Tablo 47 : F8B HPMC formiilasyonunun boyut dagilimi

Boyut Dagilimi (um) Agirhik (g) % Agirhk % Toplanan Miktar
>2000 0+0 0 0
2000-1400 47.416+3.74 94.832 94.832
1400-1000 1.2+0.15 24 97.232
1000-500 0.88+0.097 1.76 98.992
500-250 0.5+0.059 1 99.992

Tablo 48 : F8B Avicel formiilasyonunun boyut dagilimi

Boyut Dagilimi (um) Agirhik (g) % Agirhk % Toplanan Miktar
>2000 0+0 0 0
2000-1400 49.24+5.85 98.4 98.4
1400-1000 0.03+0.001 0.06 98.46
1000-500 0.63+0.048 1.26 99.72
500-250 0.09+0.003 0.18 99.9

Tablo 49 : F9A Avicel formiilasyonunun boyut dagilimi

Boyut Dagilimi (um) Agirhik (g) % Agirhk % Toplanan Miktar
>2000 0+0 0 0
2000-1400 49.1+6.59 98.2 98.2
1400-1000 0.3+0.06 0.6 98.8
1000-500 0.52+0.045 1.04 99.84
500-250 0.04+0.002 0.08 99.92
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4.5.2.4. Emiilsifikasyon Zamani Analizi

Yontem 3.2.5.2.4°de antatildigi gibi gelistirilen formiilasyonlarin 80 mg valsartan
igerecek miktar1 bir seferde 37+0.5 *C’lik 1000 mL’lik distile suya ilave edilmistir.
FO9A ve F8B nin HPMC igeren formiilasyonlar1 once sisip 5 dk’da emiilsifiye
olmuslardir. F8B Aerosil ve Avicel, FOA Aerosil ve Avicel formiilasyonlarinin

emiilsifikasyon zamanlarinin ise 30 sn’den kisa oldugu gozlemlenmistir.

4.5.2.5. Damlacik Boyutu Analizi

Yontem 3.2.5.2.5°de anlatildig1 gibi 80 mg Valsartan dozunu 1000 ml pH 1.2, pH 6.8
ve distile suda ¢ozerek damlacik biiytikliikleri Malvern zetasizer cihazi kullanilarak

oda sicakliginda (25+£2°C) 6lgiildii (n=6). Sonuglar Tablo 50°te verilmistir.

Tablo 50 : S-SEDD formiilasyonlarin partikiil boyutu dl¢timleri.

Formiilasyon Damlacik Boyutu  Refraktif indis  Polidispersite Indeksi

(nm=SS)
FI9A Avicel 231.1£2.59 1.3368 0.510
F9A Aerosil 576.7+3.45 1.3342 0.686
F9A HPMC 293.243.12 1.3340 0.778
F8B Avicel 186.3£1.362 1.3341 0.565
F8B Aerosil 1183+20.69 1.3341 0.712
F8B HPMC 129.1+£5.36 1.3343 0.291

4.5.2.6. icerik Miktar Tayini

Yontem 3.2.5.2.6°de belirtildigi gibi gelistirilen Valsartan iceren S-SEDD sistemler
mobil fazda ¢oziindiiriilmiis ve acgiga ¢ikan Valsartan miktar1 HPLC ile

degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 51°te verilmistir.
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Tablo 51 : Formiilasyonlarin miktar tayini sonuglari

Formiilasyon Teorikte olmasi Pratikten elde Yiizde (%)
gereken derisim edilen derisim
(ng/mL) (ng/mL)
F8B Avicel 28 16.15 %357.68
F8B Aerosil 80 23.12 %28
F8B HPMC 25.6 13.65 %53.32
F9A Avicel 36.5 19.11 %352.35
F9A Aerosil 36 11.05 %30.07
F9A HPMC 32 19.678 %61.49

4.5.3. Miseller Sistemlerin Karakterizasyon Calismalari

4.5.3.1. Fiziksel Goriiniis

Yontem 3.2.5.3.1°de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarin oda sicakliginda
(25+2°C) fiziksel goriiniisleri incelenerek degerlendirildi. Misel sistemler homojen,

yar1 saydam, yanar-doner yansimali sekilde gozlemlenmistir.
4.5.3.2. Formiilasyonun pH Ol¢iimii

Yontem 3.2.5.3.2°de anlatildigi gibi gelistirilen formiilasyonlarn pH’s1 oda
sicakliginda (25+2 °C) Mettler Toledo marka pHmetre ile oOl¢iildi. Misel

formiilasyonlarmin ortalama pH degeri 3.75 dir.
4.5.3.3. Formiilasyonun Refraktif indis Ol¢iimii

Yontem 3.2.5.3.3°de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarin refraktif indisi oda
sicakliginda (25+2°C) Atago refraktometer RX-7000 CX marka refraktometre ile
Olgiildi. Sonuglar Tablo 52°de verilmistir.
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Tablo 52 : Misel Formiilasyonlarin Refraktif indis degerleri.

Formiilasyon Refraktif Indis
MISEL A 1.3399
MISEL B 1.3375
MISEL C 1.3381
MISEL D 1.3392
MISEL E 1.3383
MISEL F 1.3389

4.5.3.4. Formiilasyonun Damlacik Boyutunun Saptanmasi

Yontem 3.2.5.3.4°de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarin damlacik biiytikligii

Malvern zetasizer cihazi kullanilarak 6l¢iildii (n=6). Sonuclar Tablo 53’de verilmistir.

Tablo 53 : Gelistirilen formiilasyonlarin damlacik boyutu 6l¢timleri

Damlacik Boyutu (dnm)  Polidispersite indeksi

MISEL A 543.3+10.54 1
MISEL B 942.5+6.85 1
MISEL C 1205425.69 1
MISEL D 752+6.041 0.965
MISEL E 1403+23.69 1
MISEL F 230.443.42 0.985

4.5.3.5. Formiilasyonun Santrifiij Calismalar:

Yontem 3.2.5.3.5.’de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarin 5000 rpm hizinda,
25+2°C sicaklikta ve 30 dakika siire ile santrifiij cihazi1 (Sigma 2-16KL) ile santrifiij
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edilerek formiilasyonlarda faz ayrisimi olup olmadigi kontrol edildi. Misel A, Misel B

ve Misel F formiilasyonlarinda faz ayrigmasi gozlemlenmemistir.
4.5.3.6. Formiilasyonun Isitma-Sogutma Calismalari

Yontem 3.2.5.3.6°de anlatildig1 gibi gelistirilen formiilasyonlarin sogutma 4+0.5°C’de
24 saat bekletilme ve 1sitma ise 45+0.5°C’de 24 saat boyunca bekletilmesi ile
gerceklestirildi. Bu amagla hazirlanan formiilasyonlar 3 kez sogutma (4°C, 24 saat) ve
1sitma (45°C, 24 saat) dongiisiine tabi tutulduktan sonra 5 dakika 3000 devir/dakika
santifliriijlenip formiilasyonlarda faz ayrismasi ve bulaniklik olup olmadigi incelendi.
Tiim misel formiilasyonlarda faz ayrigsmasi gézlemlendi. Termodinamik olarak stabil

olmadiklarina karar verildi.
4.5.3.7. Formiilasyonun Kritik Misel Konsantrasyonu

Yontem 3.2.5.3.7°da anlatildigi gibi valsartan iceren miseller ¢ozeltiler belirli
oranlarda distile su kritik misel konsantrasyonu belirlendi. Valsartan igeren miseller
sistemin farkli derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerinin kritik misel konsantrasyonu
ylzey gerilimi tayini yontemiyle gerceklestirildi. Yiizey gerilimi damla sayma
yontemi Traube Stalogmometresi kullanilarak 6l¢iildii. Misel A formiilasyonunun
kritik misel konsantrasyonu 0.0202 g/mL olarak, Misel F formiilasyonunun kritik
misel konsantrasyonu 0.196 g/mL olarak Ol¢iildii. Diger formiilasyonlarda ylizey
gerilimlerinde dramatik bir degisiklik olmamasindan otiirti  kritik  misel

konsantrasyonlari l¢iilemedi.
4.5.3.8. icerik Miktar Tayini

Yontem 3.2.5.3.8°de anlatildig1 gibi gelistirilen Valsartan igeren miseller sistemler
mobil fazda ¢oziindiiriilmiis ve agiga ¢ikan Valsartan miktar1 HPLC ile

degerlendirilmistir (Tablo 54).
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Tablo 54 : Gelistirilen formiilasyonlarin miktar tayini sonuglart.

Formiilasyon Teorikte olmasi Pratikten elde Yiizde (%)
gereken derisim edilen derisim
(ng/mL) (ng/mL)

MISEL A 20+0.5 18.9+0.62 %94.5
MISEL B 20+0.5 19.87+0.74 %99.35
MISEL C 20+0.5 12.51+0.85 %62.55
MISEL D 20+0.5 10.7896 0.26 %353.948
MISEL E 20+0.5 15.9+0.47 %79.5
MISEL F 20+0.5 17.22+0.38 %86.1

Miseller sistemlerin karakterizasyon ¢alismalar1 sonucu termodinamik stabilitelerinde
problem goriilmesinden dolay1 bundan sonraki stabilite, salim ¢alismalar1 ve in vitro

in vivo galismalara dahil edilmemistir.
4.6. Stabilite Calismalari

Yontem 3.2.6°da belirtildigi gibi SEDD ve S-SEDD formiilasyonlarin stabilitelerinin
incelenmesi amaciyla hazirlanan formiilasyonlar 25+2°C, %60+5 bagil nemde ve
40+2°C, %755 bagil nemde 12 ay boyunca saklandi. Stabilite c¢aligmasinda
numuneler 12 ay siireyle t=0 yani baslangi¢c aninda ve 1., 3., 6., 9. ve 12. aylar olmak

tizere kontrol edildi.
4.6.1. SEDD Sistemlerinin Stabilite Calismalari

Yontem 3.2.6.1°de belirtildigi gibi karakterizasyon c¢aligmalar1 sonrasi segilen
formiilasyonlarin stabilite ¢calismalar1 yapildi. Valsartan igeren SEDD sistemlerinin
stabilitesini incelemek amaciyla, formiilasyonlarin fiziksel goriiniisii, damlacik
biiyiikliigii, elektriksel iletkenligi, refraktif indeksi, pH’s1, viskozitesi ve faz ayrigmasi
gibi ozellikleri degerlendirildi. Ayrica etkin maddenin sistem icersindeki kimyasal
stabilitesi de arastirildi. F8B’nin sonuclar1 Tablo 55 ve 56’da FOA’ nin sonuglar1 ise

Tablo 57 ve 58’de gosterilmistir.
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Tablo 55: F8B formiilasyonunun 0-3. Ay stabilite bulgulari

0. Ay 1. Ay 3.Ay
Olgiilen %25+5C°  %40+5C°  9%25+5C°  %40+5C°  %25+5C° %40+5C°
Parametre %60+5 %75%5 %6045 %75%5 %6045 %75%5
pH* 3.741 3.741 3.752 3.755 3.748 3.752
Refraktif indis* 1.4566 1.4566 1.4567 1.4566 1.4565 1.4566
Elektriksel 86 86 86 87 86 87
Tletkenlik(us) *
Dansite (g/mL) 0.7464 0.7464 0.7465 0.7467 0.7466 0.7463
Damlacik 72.63+ 72.63£1.56 70.23£0.96 73.73£1.94 73.28+1.56 79.04+2.95
Boyutu(nm)* 1.56
Polidispersite 0.449 0.449 0.726 0.418 0.477 0.673
Indeksi
Viskozite (cP) 47.03 47.03 47.05 47.04 47.05 47.03
Miktar  Tayini 38.09+0.5 38.09+£0.5 38.25+0.6 37.98+0.5 38.15+0.3 38.54+0.6
(ng/mL)**
Fiziksel Goriiniis Homojen = Homojen = Homojen @ Homojen @ Homojen = Homojen
Saydam Saydam Saydam Saydam Saydam Saydam
Faz Faz Faz Faz Faz Faz
Ayrismast  Ayrismast  Ayrismast  Ayrismast  Ayrismasi  Ayrismasi
yok yok yok yok yok yok

(*optimum formiilasyonu olusturan su miktartyla seyreltilmistir, ** Miktar tayini

teorik miktar 40pg/mL’dir. Seyreltme faktorii 2000°dir.)
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Tablo 56 : F8B formiilasyonunun 6-12. Ay stabilite bulgulari

Olgiilen 6. Ay 9. Ay 12.Ay
Parametre %25+£5C°  %40+£5C°  %25+£5C°  %40+£5C° %25+£5C° %40+£5C°
%60+5 %75+5 %605 %75%5 %605 %75%5
pH* 3.756 3.748 3.745 3.752 3.743 3.755
Refraktif indis* 1.4567 1.4566 1.4566 1.4565 1.4566 1.4567
Elektriksel 87 87 86 87 86 86
Tletkenlik(ps) *
Dansite (g/mL) 0.7466 0.7465 0.7465 0.7464 0.7467 0.7467
Damlacik 62.13+ 63.81£0.96  65.55t1.4 67.51£1.76 61.3£1.62 63.92+1.85
Boyutu(nm)* 1.25
Polidispersite 0.640 0.584 0.498 0.594 0.637 0.562
Indeksi
Viskozite (cP) 47.03 47.05 47.03 47.03 47.05 47.06
Miktar  Tayini 38.17£1.9 38.69+0.5 38.21+0.9 38.65+1.0 38.63+1.5 38.92+1.4
(ng/mL)** 5 1 1 6 9
Fiziksel Goriiniis Homojen = Homojen = Homojen = Homojen = Homojen = Homojen
Saydam Saydam Saydam Saydam Saydam Saydam
Faz Faz Faz Faz Faz Faz
Ayrismast  Ayrismast  Ayrismast  Ayrigmast  Ayrismasi  Ayrismasi
yok yok yok yok yok yok

(*optimum formiilasyonu olusturan su miktariyla seyreltilmistir, ** Miktar tayini

teorik miktar 40pg/mL’dir. Seyreltme faktéri 2000°dir.)
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Tablo 57 : F9A formiilasyonunu 0-3. Ay stabilite sonuglari.

Olgiilen 0.Ay 1.Ay 3.Ay
Parametre %25+5C° %40+5C° %25+5C°  %40+5C°  %25+5C°  %40+5C°
%60+5 %75+5 %605 %75+5 %605 %75%5
pH* 3.746 3.746 3.749 3.751 3.749 3.753
Refraktif 1.4660 1.4660 1.4661 1.4663 1.4664 1.4661
indeks*
Elektriksel 73 73 74 74 73 74
Tletkenlik(us)*
Dansite(g/mL) 1.05166 1.05166 1.0517 1.05169 1.05168 1.05167
Damlacik 146.6+5.1 146.6£5.1  121.4+£3.52 156.6+4.62 93.44+6.2 174.1£1.6
Boyutu(nm)*
Polidispersite 0.339 0.339 0.551 0.601 0,890 0.913
Indeksi
Viskozite(cP) 58.7 58.7 58.73 58.72 58.76 58.75
Miktar Tayini 36.423+0.95 36.423+0.95 36.21+1.56 35.73+1.53 37.2+0.99 36.18+1.04
(ng/mL)**
Fiziksel Homojen Homojen Homojen = Homojen  Homojen  Homojen
Goriiniis Saydam Saydam Saydam Saydam Saydam Saydam
Faz Faz Faz Faz Faz Faz
Ayrigmasi Ayrismasit  Ayrismast  Ayrismasit  Ayrigmast  Ayrigsmasi
yok yok yok yok yok yok

(*optimum formiilasyonu olusturan su miktartyla seyreltilmistir, ** Miktar tayini

teorik miktar 40pug/mL’dir. Seyreltme faktorii 2000°dir.)
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Tablo 58 : FO9A formiilasyonunu 6-12. Ay stabilite sonuclari.

Olgiilen 6.Ay 9. Ay 12. Ay
Parametre %25+5C  %40+5C°  %25+5C°  %40+5C°  %25+5C°  %40+5C°
*%60+5  %T75+5 %60+5 %75%5 %605 %75%5
pH* 3.754 3.747 3.745 3.750 3.743 3.749
Refraktif indeks*  1.4662 1.4660 1.4662 1.4662 1.4661 1.4662
Elektriksel 73 73 73 74 74 73
Tletkenlik(us)*
Dansite(g/mL) 1.05169  1.05165 1.05174 1.05132 1.05165 1.05194
Damlacik 158.1+£5. 173.9+ 165.2+ 170.4+ 172.6+ 175.8+
Boyutu(nm) 21 10.3 6.73 6.95 8.46 2.36
Polidispersite 0.604 0.713 0.752 0.635 0.742 0.563
Indeksi
Viskozite(cP) 58.78 58.72 58.73 58.72 58.62 58.68
Miktar Tayini 36.41+ 38.52+ 36.72+ 37.26+ 36.89+ 37.12+
(ng/mL)** 1.25 3.36 1.63 0.95 0.83 1.94
Fiziksel Goriiniis Homojen Homojen @ Homojen @ Homojen = Homojen = Homojen
Saydam  Saydam Saydam Saydam Saydam Saydam
Faz Faz Faz Faz Faz Faz
Ayrisma  Ayrismast  Ayrismast  Ayrismast  Ayrismast  Ayrigmasi
st yok yok yok yok yok yok

(*optimum formiilasyonu olusturan su miktariyla seyreltilmistir, ** Miktar tayini i¢in

teorik miktar 40pg/mL’dir. Seyreltme faktori 2000°dir.)

4.6.2. S-SEDD Sistemlerinin Stabilite Calismalan

Yontem 3.2.6.2°de anlatildig1 gibi Valsartan igeren S-SEDDS sert jelatin kapsiillerin

stabilite testlerinde kapsiiliin dagilma zamani, kapsiiliin goriiniisii ve etkin madde

icerigi takip edilmistir. Kullanilan kapsiil 00’dir. Sonuglar Tablo 59-66’de verilmistir.
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Tablo 59 : F8B Avicel formiilasyonunun 0-6. ay stabilite bulgular1

Olgiilen 0. Ay 1.Ay 3.Ay

Parametre %25+5C"° %40+5C° %25+5C"° %40+5C° %25+5C° %40+5C°
%60+5 %75+5 %60+5 %75+5 %60+5 %75+5

Miktar 16.15£0.51 16.15+0.51 15.48+ 16.86+0.96 16.69+ 16.90+
Tayini 1.45 1.03 1.53
(ng/mL) *

Damlacik 186.3£5.23 186.3+5.23 184.2+4.96 179.4+4.78 142.4+3.56 169.4+4.26
Boyutu(nm)

Kapsiiliin 105 105 105 105 105 105
Dagilma

Zamani(sn)

Kapsiiliin Renkyada Renkyada Renkyada Renkyada Renkyada Renkyada
Goriiniisii sekil sekil sekil sekil sekil sekil

degisimi degisimi degisimi degisimi degisimi degisimi

yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur.

(* Teorikte olmas1 gereken 28 pg/mL’dir. Seyreltme faktorii 2857 dir)
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Tablo 60 : F8B Avicel formiilasyonunun 6-12. ay stabilite bulgulari

Olgiilen 6.Ay 9. Ay 12. Ay

Parametre %25£5C°  %40+5C°  %2545C°  %40+£5C°  %25+5C°  %40+£5C°
%60+5 %75%5 %605 %75+5 %605 %75+5

Miktar Tayini 17.31+ 16.95+ 17.16+ 16.74+ 16.85+ 16.93+

(ng/mL) * 1.02 0.95 0.62 1.52 1.32 0.85

Damlacik 181.0+£9.47 233.7+6.73 178.5+4.82 195.7£3.42 189.248.62 190.7+5.41

Boyutu(nm)

Kapsiiliin 105 105 105 105 105 105

Dagilma

Zamani(sn)

Kapsiiliin Renkyada Renkyada Renkyada Renkyada Renkyada Renkyada

Goriiniisii sekil sekil sekil sekil sekil sekil

degisimi degisimi degisimi degisimi degisimi degisimi

yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur.

(* Teorikte olmas1 gereken 28 pg/mL’dir. Seyreltme faktorii 2857°dir)

124



Tablo 61 : F8B HPMC formiilasyonunun 0-6. ay stabilite bulgular1

Olgiilen 0. Ay 1.Ay 3.Ay

Parametre %25+5C° %40+5C°  %25+5C  %40+5C° %25+5C° %40+5C°
%60+£5 %75%5 * %6045 %75%5 %60+5 %75%5

Miktar Tayini 13.65+0.77 13.65£0.77  13.47+ 13.5+1.07 13.15£0.74 12.58+0.93

(ng/mL) * 0.96

Damlacik 129.1+4.12  129.1+4.12  113.6& 136.5+12.5 162.6+4.28 167.8+6.92

Boyutu(nm) 9.65

Kapsiiliin 180 180 180 180 180 180

Dagilma

Zamani(sn)

Kapsiiliin Renkyada Renkyada Renkya Renkyada Renkyada Renkyada

Goriiniisii sekil sekil da sekil sekil sekil sekil

degisimi degisimi degisimi degisimi degisimi degisimi

yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur.

(*Teorikte olmasi gereken 25.6 pg/mL’dir. Seyreltme faktorii 3125°dir)

125



Tablo 62 : F8B HPMC formiilasyonunun 6-12. ay stabilite bulgulari

Olgiilen 6.Ay 9. Ay 12. Ay

Parametre %25+5C°  %40+£5C°  %25+£5C°  %40+£5C° 9%25+5C° %40+£5C°
%60+£5 %75+5 %60+5 %75€5  %60+5 %75+5

Miktar  Tayini 13.77+0.96 13.69+ 13.58+ 13.85+  13.25+ 13.61+

(ng/mL)* 0.63 1.19 0.84 0.67 0.81

Damlacik 153.7£15.3 177.5+ 168.7+ 1732+  159.4+ 170.3+7.71

Boyutu(nm) 9.65 12.62 7.52 8.54

Kapsiiliin 180 180 180 180 180 180

Dagilma

Zamani(sn)

Kapsiiliin Renkyada  Renkya Renk ya Renkya  Renk ya da Renk ya da

Goriiniisii sekil da sekil da sekil da sekil  sekil sekil
degisimi degisimi degisimi degisimi  degisimi degisimi
yoktur. yoktur. yoktur. yoktur.  yoktur. yoktur.

(*Teorikte olmasi gereken 25.6 pg/mL’dir. Seyreltme faktorii 3125°dir)
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Tablo 63 : FOA Avicel formiilasyonunun 0-6. Ay stabilite bulgular1

Olgiilen 0. Ay 1.Ay 3.Ay

Parametre %25+5C  %40+£5C°  %25+£5C°  %40+£5C°  %2545C  %40+5C°
* %60+5 %75+5 %60+£5 %75+5 * %60+5 %75+5

Miktar Tayini 19.11+ 19.11+ 13.27+ 13.07+ 13.85+ 13.92+ 1.1

(ng/mkL) * 1.69 1.69 0.58 0.81 1.09

Damlacik 231.1+ 231.1+ 191.9+ 195.2+ 190.1 £ 199.1+

Boyutu(nm) 6.52 6.52 9.25 9.87 19.0 10.52

Kapsiiliin 150 150 150 150 150 150

Dagilma

Zamani(sn)

Kapsiiliin Renk ya  Renk ya Renk ya Renk ya Renk ya Renk ya

Goriiniisii da sekil da sekil da sekil da sekil da sekil da sekil
degisimi  degisimi degisimi degisimi degisimi degisimi
yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur.

(*Teorikte olmasi gereken 36.5 pg/mL’dir. Seyreltme faktorii 2174 diir)
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Tablo 64 : FOA Avicel formiilasyonunun 6-12. Ay stabilite bulgulari

Olgiilen 6.Ay 9. Ay 12. Ay
Parametre %25+£5C°  %40£5C°  %25+£5C° %40+5C°  %25+5C°  %40+5C°
%60+£5 %75+5 %6045 %75+5 %6045 %75%5
Miktar Tayini  12.83+ 12.96+ 12.42+ 0.87 12.65+ 12.22+ 12.03+
(ng/mL) * 1.62 0.64 0.90 1.85 0.27
Damlacik 218.8+17.8 260.3+ 200.4+10.62 215.7¢ 203.1+ 226.8+
Boyutu(nm) 26.4 12.9 16.1 9.26
Kapsiiliin 150 150 150 150 150 150
Dagilma
Zamani(sn)
Kapsiiliin Renk yada Renk ya Renk ya da Renk ya Renk ya Renk ya
Goriiniisii sekil da sekil sekil da sekil da sekil da sekil

degisimi degisimi  degisimi degisimi  degisimi  degisimi

yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur.

(*Teorikte olmasi gereken 36.5 pg/mL’dir. Seyreltme faktorii 2174 diir)
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Tablo 65 : FOA HPMC formiilasyonunun 0-6. Ay stabilite bulgulari.

Olgiilen 0. Ay 1.Ay 3.Ay
Parametre %25+5C°  %40+£5C°  9%25+5C°  %40+5CT  %25+5C°  %40+£5C°
%60+5 %75+5 %60+5 %75+5 %60+5 %75+5
Miktar Tayini 19.678+ 19.678+ 14.944+ 15.23+ 13.14+ 12.276+
(ng/mkL) * 2.49 2.49 0.92 0.53 1.68 2.01
Damlacik 293.2+ 293.2+ 261.9+ 262.3+ 2747+ 243.0+
Boyutu(nm) 21.56 21.56 15.95 18.25 14.21 233
Kapsiiliin 180 180 180 180 180 180
Dagilma
Zamani(sn)
Kapsiiliin Renk ya Renk ya Renk ya Renk ya Renk ya Renk ya
Goriiniisii da sekil da sekil da sekil da sekil da sekil da sekil
degisimi degisimi degisimi degisimi degisimi degisimi
yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur.

(*Teorikte olmasi gereken 32 pg/mL’dir. Seyreltme faktorii 2500°diir.)
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Tablo 66 : FOA HPMC formiilasyonunun 6-12. Ay stabilite bulgular.

Olgiilen 6.Ay 9. Ay 12. Ay

Parametre %25+5C°  %40+5C°  %25+5C°  %40+£5C°  %25+5C°  %40+£5C°
%60+5 %75%5 %6045 %75%5 %6045 %75%5

Miktar  Tayini 13.10+ 12.19+ 13.05+ 12.98+ 13.16+ 12,78+

(ng/mL) * 1.24 0.92 1.62 0.83 1.21 0.99
Damlacik 231.8+ 191.9+ 242.8+ 203.2+ 236.1+ 195.9+
Boyutu(nm) 22.6 15.7 12.4 16.4 17.2 18.1
Kapsiiliin 150 150 150 150 150 150
Dagilma Zamam

(sn)

Kapsiiliin Renkyada Renkyada Renk ya Renk ya Renkyada Renkyada
Goriiniisii sekil sekil da sekil da sekil sekil sekil

degisimi degisimi degisimi  degisimi  degisimi degisimi

yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur. yoktur.

(*Teorikte olmasi gereken 32 pg/mL’dir. Seyreltme faktorii 2500°diir.)

4.7. In Vitro Salhm Calismalari

Yontem 3.2.7°de anlatildigi gibi gelistirilen lipid bazli formiilasyonlarinin, ticari
formiilasyonun ve etkin maddenin in vitro salim c¢alismalar1 doner palet yontemi ile
1000 mL ortamda (pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8) 37+1°C’de 50 rpm’de yapildi. Her bir
fomiilasyon icin 3 paralel salim calismasi yapildi. Yapilan ¢alismalarin sonuglar

Tablo 67-72’de ve Sekil 21-26’da gosterilmisir.
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Tablo 67 :Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel, F§B HPMC, F8B Aerosil
formiilasyonlarinin pH 1.2’deki dissoliisyon sonuglari (%) (ortalama+SS).

Zaman Ticari Valsartan F8B  F8B Avicel F8B HPMC F8B Aerosil
(dk) formiilasyon (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0 0 0 0 0 0
5 2.035+0.345 1.195+ 56.511+ 39.193+ 1.738£0.499  3.262+ 0.376
0.61 0.325 2.209
10 3.646+ 0.362 1.411« 65.549+ 51.230«+ 5.150+ 6.042+
0.109 4.588 3.34 0.947 0.593
20 9.089+ 0.799 1.549+ 66.038+ 56.664+ 12.319+ 9.325+
0.058 9.573 0.785 1.82 1.3
30 11.802+ 0.57 1.625+ 67.798+ 59.300+ 17.303+ 11.294+
0.059 4.954 5.166 2.094 1.647
45 15.837+1.033 1.702+ 68.585+ 64.926+ 27.539+ 13.958+
0.164 4.502 0.753 5.408 0.956
60 19.948+ 1.97 1.894+ 69.921+ 69.325+ 32.349+ 16.028+
0.059 8.373 2.318 5.195 1.294
90 25.258+ 1.888 2.066+ 71.170+  71.946+ 43.965+ 19.766+
0.18 0.22 0.659 4.988 1.071
120 31.918+4.04 2.296+ 73.887+ 73.154+ 54.795+ 24.050+
0.160 5.199 1.299 6.131 1.366
180 34.870+ 4.498 2.660+ 76.226+ 73.667+ 66.076+ 30.030+
0.188 7.494 4.088 3.317 1.837
240 39.049+ 4.595 3.590+ 79.091+ 76.459+ 72421+ 33.500+
0.208 3.877 0.967 4317 1.90
300 46.9944 2.248 4.606+ 81.199+ 77.898+ 73.23+ 37.564+
0.23 1.298 1.299 0.619 1.118
360 48.183+ 8.352 4.794+ 83.806+ 81.147+ 73.513+ 40.381+
0.311 1.112 0.0199 0.199 2.046
420 48.949+ 8.04 4,855+ 84.223+ 81.353+ 73.973+ 42.499+
0.493 4.876 1.83 3.277 1.883
480 49.294+4.18 5.354+ 85.618+ 81.506+ 76.187+ 46.271+
0.342 2.358 1.039 0.47 1.458
1440 62.999+ 3.158 9.417+ 90.736+ 82.484+ 77.251+ 58.188+
1.976 6.595 0.599 2.278 2.938
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pH 1.2 Dissollisyon
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Sekil 21 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel, F8B HPMC, F8B Aerosil

formiilasyonlarinin pH 1.2°deki dissoliisyon grafigi.
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Tablo 68 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel, F8B HPMC, F8B Aerosil
formiilasyonlarinin pH 4.6’daki dissoliisyon sonuglari (%) (ortalama+SS).

Zaman Ticari Valsartan F8B F8B Avicel F8B HPMC F8B Aerosil
(dk) formiilasyon (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0 0 0 0 0 0
5 28.588+ 25.959 0.654+0.122  71.855«¢ 56.923+ 1.0155+ 14.180+ 1.424
2.583 23.182 0.449
10 45.423+3.173 1.556+0.828  87.022+ 72.437+ 2.986+0.625  28.372+0.83
5.615 6.035
20 49.169+ 5.467 1.825£0.948 87.161+ 79.265+ 9.222+1.65  42.139+1.142
4.376 14.788
30 58.033+ 7.254 2.255+1.874 88.132+ 81.055+ 16.114£3.06 50.401+
3.697 5.735 3.3305
45 66.951+2.316 7.389+2.676  89.260+ 5.03  87.554+ 27.854+ 63.426+ 1.672
11.615 6.596
60 70.439+ 1.84 12.885+4.138 89.326+ 89.358+ 33.479+ 65.489+ 3.761
3.017 4.962 4.401
920 77.045+2.433 21.659+£0.989 90.324+0.939 91.218+1 46.441+ 74.436+ 4.161
0.426 5.101
120 78.866+ 1.515 30.204 90.993+ 92.624+ 57.59+4.70 77.045+ 3.795
+5.0268 12.53 13.502
180 80.713+ 1.08 36.809+ 5.13  91.625+ 93.101+ 74954+ 3.00  83.297+ 1.099
5.293 6.175
240 81.961+ 12.469 44719+ 7.411 92.75+£0.479 93.115+ 80.190+ 83.400+ 2.798
10.951 6.031
300 83.557+ 28.944 55.544+ 6.654 93.048+ 93.985+ 82.179+ 83.400+ 8.483
2.098 12.569 3.899
360 86.074+ 6.417 57.949+ 6.38  93.394+ 94.245+ 82.956+3.63  84.400+ 4.276
0.239 9.402
420 89.136+ 4.537 66.442+ 5.458 93.838+ 94.296+ 84.178+ 83.830+2.93
2.818 12.13 4.196
480 90.759+ 11.670 68.875+ 1.533  94.077+ 95.788+ 84.596+ 83.830+ 4.596
2.532 2.394 1.838
1440 92.06+ 3.028 80.958+ 14.39 97.58+3.305 97.90+ 86.06+ 5.81 83.830+2.24
2.109
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Dissollisyon pH 4.6
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Sekil 22 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F&B Avicel, F§SB HPMC, F8B Aerosil

formiilasyonlarinin pH 4.6°daki dissoliisyon grafigi.
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formiilasyonlarinin pH 6.8’deki dissoliisyon sonuglari (%) (ortalama+SS).

Tablo 69 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel, F8B HPMC, F8B Aerosil

Zaman Ticariformiilasyon Valsartan F8B F8B Avicel F8B HPMC F8B Aerosil

(dk) (%) (%) (%) (“e) (%) (%)

0 0 0 0 0 0 0

5 55.55+2.387 1.064+ 84.605+ 82.014+9.109 3.353+0.882  24.40+
0.543 12.646 0.979

10 77.304+ 1.83 2.383+ 92.033+ 92.640+5.785 7.272+1.336 50.361+
1.379 0.419 10.11

20 77.501+ 4.941 8.281+ 92.033+ 93.643+2.458 16.156+ 67.869+
4.528 0.579 2.68 15.927

30 78.651+9.871 16.730+ 93.446+ 93.770+4.756 19.349+ 0.604  76.94+
8.599 0.419 25.959

45 78.979+ 2.357 30.004+ 93.542+ 94.273+3.277 29.005+2.954 91.055+
12.129 1.086 32.494

60 79.046+ 3.437 40.357+ 93.757+ 94.545+1.199 35.589+3.107 91.10+
14.903 5.136 29.956

920 89.136+4.211 50.747+ 93.757+ 94.837+6.814 48.919+1.789 98.872+
10.826 5.096 41.146

120 91.151+ 1.464 58.321+ 93.756+  96.046+ 1.778 61.599+2.102 101.48+
9.19 0.925 44.16

180 91.656+4.416 59.532+ 93.85+  96.964+5.915 78.029+3.877 103.07+
2.698 2.997 44.84

240 92.075+ 2.794 72.348+ 93.914+ 97.289+1.139 85.603+4.197 104.28+
3.537 1.958 443

300 93.658+ 7.44 80.177+ 93.914+ 97.455+5.872 88.895+£4.296 104.284+
2.7178 0.479 32.773

360 93.659+ 1.62 85.439+ 93.914+ 97.752+2.218 89.334+4.037 104.284+
1.978 0.16 32.454

420 93.695+ 2.437 97.190+ 93.914+ 98292+ 1.159 89.899+ 0.5 104.289+
0.599 1.938 37.969

480 93.963+4.776 97.473+ 98.208+  98.323+4.356 90.869+ 4.027 104.284+
2.358 0.0489 39.423

1440 95.419+ 2.066 97.473+ 98.208+ 98.511+2.587 92.282+0.648 104.453+
6.953 0.799 43.642
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pH 6.8 Dissollisyon
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Sekil 23 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel, F§B HPMC, F8B Aerosil

formiilasyonlarinin pH 6.8’deki dissoliisyon grafigi.
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Tablo 70 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F9A, FOA HPMC, FOA Aerosil, FOA Avicel

formiilasyonlarinin pH 1.2’deki dissoliisyon sonuglari (%) (ortalama+SS).

Zaman Ticari formiilasyon Valsartan F9A F9A Avicel F9A HPMC F9A Aerosil
(dKk) (%) (“e) (%) (“e) (“e) (%)
0 0 0 0 0 0 0
5 2.035+0.345 1.195+0.61  48.451+ 40974+ 747942236  9.281+2.594
13.927 30.447
10 3.646+ 0.362 1.41+ 50.119+  43.942+ 12.578+ 1.426 12.73+3.867
0.109 4.219 8.129
20 9.089+ 0.799 1.549+ 50.751+  49.045+ 20.839£1.915 13.062+ 3.296
0.058 7.602 7.415
30 11.802+ 0.57 1.625+ 51.394+  54.269+ 30.184+3.67  14.284+2.033
0.059 2.53 5.853
45 15.837+ 1.033 1.702+ 51.518+ 55208+ 1.32 38.771+1.625 15.989+1.015
0.164 4.593
60 19.948+ 1.97 1.894+ 52366+  60.163+ 51.259+7.523  19.526+ 2.708
0.059 4.325 6.500
90 25.257+ 1.889 2.066+ 54796+  62.274+ 60.04786+ 23.389+0.636
0.18 3.294 2.021 12.464
120 31.918+4.04 2.297+ 64.734+  64.725+ 64.729+ 5358 26.561+2.032
0.160 9.064 3.779
180 34.870+ 4.499 2.660+ 67.058+  65.702+ 72.488+ 8.58  29.216+6.218
0.188 14.387 10.408
240 39.049+ 4.594 3.590+ 68.942+  68.884+ 78.415+7.53  30.107+3.174
0.208 9.887 10.100
300 46.994+ 2.248 4.606+ 71779  68.927+ 88.694+ 1.505 33.356+ 1.739
0.23 19.138 1.761
360 48.183+ 8.352 4.794+ 72708+  73.260+0.99 88.694+2.551 37.142+5.592
0.311 22.313
420 48.949+ 8.04 4.855+ 75.564+  75.008+ 88.694+ 1.897 39.979+ 9.590
0.493 8.664 6.310
480 49.295+ 4.18 5.354+ 79.417+  77.811% 88.694+ 7.749 42.231+ 13.05
0.342 12.362 10.280
1440 62.999+ 3.157 9417+ 79.570+  81.324+ 88.694+5.401 60.987+ 1.11
1.976 4.605 4.477
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Dissollisyon pH 1.2
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Sekil 24 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F9A, FOA HPMC, F9A Aerosil, FOA Avicel

formiilasyonlarmin pH 1.2°deki dissoliisyon grafigi.

138



Tablo 71 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F9A, FOA HPMC, FOA Aerosil, FOA Avicel

formiilasyonlarinin pH 4.6’daki dissoliisyon sonuglari (%) (ortalama+SS).

Zaman Ticari formiilasyon Valsartan F9A  F9A Avicel FI9A HPMC F9A Aerosil
(dKk) (“e) (%) (%) (“e) (%) (%)

0 0 0 0 0 0 0

5 28.588+ 25.959 0.654+ 61.146= 57.394+ 10.406+ 4.396  2.579+1.933
0.122 5707  1.417

10 45.423+3.173 1.556+ 68.283+ 74.630+ 36.865+ 8.110  7.362+ 4.463
0.828 9.763 1.181

20 49.169+ 5.467 1.825+ 69.785+ 81.254+ 57.598+ 6.599  13.357+7.608
0.948 13.705  4.579

30 58.033+ 7.254 2.255+ 71.198+ 83.650+ 62.779+ 8.427  19.722+ 12.52
1.874 3.932 5.287

45 66.951+2.316 7.389+ 72.394+ 83931+ 67.432+ 25.449+
2.676 16.067  6.521 10.287 14.064

60 70.439+ 1.84 12.885+ 76.101= 85.191+ 77.415+ 3.59 31.111+
4.138 4.112 10.129 17.355

90 77.045+ 2.433 21.659+ 79.19+  85.676+ 79.626+4.293  37.356+
0.989 3.732 7.350 18.643

120 78.866+ 1.515 30.204 84.298+ 89.049+ 83.123+£2.297 39.937+
+5.0268 9.215 8.523 20.402

180 80.713+£ 1.08 36.809+ 92.152+ 89.386+ 84.945+1.653  49.836+
5.13 1.145 9.946 16.584

240 81.961+ 12.469 44.719+ 92.152+ 89.386+ 85.445+2.761  50.779+
7411 11.112  9.054 18.274

300 83.557+28.944 55.544+ 92.152+ 89.386+ 87.453+0.049 54.933+
6.654 5.355 1.943 18.108

360 86.075+ 6.417 57.949+ 92.152+ 89.386+ 90.6432+ 58.060+
6.38 5.830 9.806 4.188 15.435

420 89.136+ 4.537 66.442+ 92.152+ 90.131+ 93.068+ 1.125  58.403+
5.458 9.165 2.113 18.043

480 90.759+ 11.670 68.876+ 92.152+ 90.131+ 93.068+ 3.437  63.278+
1.533 8.850 5.652 13.876

1440 92.060+ 3.028 80.958+ 92.152+ 91.186=+ 93.068+ 1.578  73.677+
14.39 0.979 6.036 13.444
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Dissollisyon pH 4.6
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Sekil 25 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F9A, FOA HPMC, F9A Aerosil, FOA Avicel

formiilasyonlarinin pH 4.6’daki dissoliisyon grafigi.
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Tablo 72 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F9A, FOA HPMC, FOA Aerosil, FOA Avicel

formiilasyonlarinin pH 6.8’deki dissoliisyon sonuglari (%) (ortalama+SS).

Zaman Ticari Valsartan F9A F9A Avicel F9A HPMC F9A Aerosil

(dk) formiilasyon (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0 0 0 0 0 0 0

5 55.552+2.387 1.064+ 52.387+ 32.095+ 4738+ 1.597 9.618+ 8.978
0.543 7.21 19.314

10 77304+ 1.83 2.383+ 78.566t 50427+ 14.837+ 27.083+ 3.821
1.379 2.791 12.645 6.124

20 77.501+ 4.941 8.280+ 81.591+ 52.566+ 27.328+ 44.586+ 6.381
4.528 3.203 6.497 4.809

30 78.651+9.871 16.730+ 81.711+ 58.312+ 35.646+ 52.169+ 9.539
8.599 4.618 14.937 5.082

45 78.979+ 2.357 30.004+ 82911+ 73.404=+ 43.060+ 70.719+£ 6.19
12.129 7.790 4.823 4.542

60 79.046+ 3.437 40.357+ 83.031+ 73.451+ 48.618+ 74.270+ 3.647
14.903 7.745 5.156 14.559

90 89.136+4.211 50.747+ 86.564+ 81.124+ 64.039+ 78.839+4.511
10.826 8.239 2.129 5.053

120 91.151+ 1.464 58.321+ 86.807+ 82.113+ 71.793+ 79.018+ 1.721
9.19 2.588 2.602 5.449

180 91.656+4.416 59.532+ 87.553+ 83.257+ 80.262+ 79.329+ 4.293
2.698 3.67 4.631 5.020

240 92.075+2.794 72.348+ 87.830+ 85.744+ 81.232+ 79.951+2.700
3.537 3.469 8.168 3.981

300 93.658+ 7.44 80.177+ 87.859+ 89.616+9.66 83.474+1.89 80.332+ 8.626
2.7178 5.376

360 93.659+ 1.62 85.439+ 88.824+ 91.368+ 84.692+ 81.873+4.271
1.978 6.923 0.631 10.664

420 93.695+2.437 97.190+ 90.209+ 91.4875+ 86.225+ 8.25 83.361+3.873
0.599 3.466 8.159

480 93.963+4.776 97.473+ 90.313+ 91.594+ 86.225+ 84.934+ 1.122
2.358 1.434 3.792 5.540

1440 95.419+ 2.066 97.473+ 90.746+ 94.166+ 86.224+ 84.934+ 3.069
6.953 2.732 2.623 3.021
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Dissoltisyon pH 6.8
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Sekil 26 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F9A, FOA HPMC, F9A Aerosil, FOA Avicel

formiilasyonlarinin pH 6.8’deki dissoliisyon grafigi.

4.7.1. In Vitro Salim Cahsmalarmm Kinetik Degerlendirilmesi

Yontem 3.2.7.1°de anlatildigi gibi Valsartan etkin maddesinin ve ticari
formiilasyonunun salim ¢alismas1 sonrasi hesaplanan % salim degerleri kinetik
esitlikler kullanilarak modellemeler yapilmistir (Ege et al., 2001). Tablo 73-78’de tiim

kinetik ¢aligsmalar gdsterilmistir.
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Tablo 73 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel, FSB HPMC ve F8B

Aerosil formiilasyonlarinin pH 1.2°de salim kinetigi degerlendirme bulgular

Ticari Valsartan F8B F8B Avicel F8B HPMC F8B Aerosil
formiilasyon
Sifirlncr  y=2.477x+19.533 y=0.354x+1.774 y=1.208x-69.590 y=1.25x+64.072 y=2.967x-34.661 y=2.282x+16.51
Derece  1*=0.618 r’=0.931 r*=0,352 r’=0.352 r*=0.397 0
res/n-2=590.494 res/n-2=3.999 res/n-2=4850.74 res/n-2=4850.74 res/n-2=1917.27 ?=0.701
res/n-2=402.488
Birinci  y=-0.041x+4.384 y=-0.004x+4.587  y=-0.061x+3.415 y=-0.043x+3.532 y=-0.064x+4.092 y=-0.036x+4.427
Derece  1>=0.734 1?=0.938 12=0.792 2=2.458 12=0.473 2=0.799
res/n-2=112.584 res/n-2=0.335 res/n-2=24.262 res/n-2=104.401 res/n-2=471.317 res/n-2=61.812
Higuchi y=14.779x+5.088 y=1.807x+0.223 y=7.172x-62.605 y=8.407x+55.182 y=19.746x+13.913 y=13.144x+3.99
17=0,885 1?=0.975 ?=0.711 7=0.641 12=0.7067 5
res/n-2=45.302 res/n-2=1.132 res/n-2=12.142 res/n-2=63.105 res/n-2=258.259 ’=0.936
res/n-2=18.929
Langen y=0.051x-0.118 y=0.004x-0.008 y=0.050x+0.144 y=0.0548x+0.084 y=0.089x-0.197 y=0.043x-0.096
-bucher  12=0.947 1?=0.738 1?=0.926 17=0.966 12=0.924 ?=0.915
res/n-2=26.629 res/n-2=1.396 res/n-2=8.051 res/n-2=4.092 res/n-2=74.352 res/n-2=28.839
Hixon y=0.053x+0.329 y=0.006x+0.027 y=0.054x+1.523 y=0.044x+1.378 y=0.075x+0.689 y=0.047x+0.269
Crowel  12=0.694 r2=0.935 12=0.733 2= 0.423 12=0.447 12=0.766
res/n-2=465.746 res/n-2=3.849 res/n-2=4520.152 res/n-2= 4115.008 res/n-2=1478.334 res/n-2=317.995
y=0.703x-1.718 y=0.373x-3.782 y=0.174x+ 0.242 y=0.223x+0.056 y=0.822x-1.201 y= 0.586x-1.747
RRSBW 7= 0.954 2= 0.909 17=0.949 2= 0.937 12=0.904 12=0.989
res/n-2= 36.247 res/n-2=0.567 res/n-2=4.933 res/n-2= 8.911 res/n-2=92.25 res/n-2= 7.649
M. y=0.112x+0.112 y=0.038x+0.130 y=0.024x+0.796 y=0.0356x+0.717 y=0.132x-0.119 y=0.096x+0.164
Langen-  12—0 979 12=0.867 12=0.964 12=0.907 12=0.921 12=0.994
bucher reg/n-2=25.319 res/n-2= 0.770 res/n-2= 3.149 res/n-2=17.834 res/n-2=230.94 res/n-2=4.31
Hopfen- y=-0.0003x+0.896 y=0.991 y=-0.0002x+ 0.551 y=-0.0002x+ 0.592 y=-0.0004x+ 0.792 y=-0.0002x-
berg 2=0675 r2=0.934 2=0.704 2= 0.405 2= 0.434 0914
res/n-2=127.449 res/n-2=0.352 ros/n-2=28 824 res/n-2= 106.016 res/n-2= 468.763 r2=0.750
res/n-2=72.793
BTa y=0.675x-5.628 y=0.371x-6.406 y=0.136x-1.623 y=0.186x-1.985 y=0.767x-5.54 y=0.563x-5.192
12=0.947 r2=0.910 12=0.957 r2=0.924 r2=0.890 2= 0.986
res/n-2=54.589 res/n-2= 0.564 res/n-2=4.071 res/n-2=11.430 res/n-2=114.077 res/n-2=12.612
Peppas y=0.621x+0.087 y=0.367x-0.301 y=0.079x+1.711 y=0.126x+1.581 y=0.672x+0.164 y= 0.518x+
r2=0.929 2=0911 r2=0.964 r2=0.888 r2=0.859 0.266
res/n-2=200.779 res/n-2=0.557 res/n-2=3.001 res/n-2= 22.966 res/n-2=1161.396 12=0.978

res/n-2= 38.873
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Tablo 74 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel, FSB HPMC ve F8B

Aerosil formiilasyonlarinin pH 4.6’da salim kinetigi degerlendirme bulgulari.

Ticari Valsartan F8B F8B Avicel F8B HPMC F8B Aerosil
Formiilasyon
Sifirmcr y=1.858x+64.075 y=3.721x+16.936 y=0.559x+87.663 y=0.932x+83.588 y=3.463x+36.699 y=1.881x+58.758
Derece =0.359 =0.641 =0.342 =0.266 =0.398 ?=0.251
res/n-2=4982.08 res/n-2=638.072 res/n-2=8891.00 res/n-2=8457.29 res/n-2=2274.26 res/n-2=4402.45
Birinci y=-0.083x+3.482 y=-0.076x+4.425 y=-0.076x+2.491 y=-0.101x-2.654 y=-0.089x+4.004 y=-0.057x+3.559
Derece ’=0.574 ’=0.807 ’=0.755 ’=0.6122 ’=0.494 ?=0.325
res/n-2=219.031 res/n-2=169.743 res/n-2=21.186 res/n-2=10.410 res/n-2=653.752 res/n-2=419.761
Higuchi y=12.421x+50.988 y=21.858x-4.186 y=3.506x+84.119 y=6.421x+76.705 y=23.034x+12.506 y=13.583x+43.80
=0.648 =0.889 ?=0.5403 ?=0.506 =0.708 =0.526
res/n-2=135.617 res/n-2=94.381 res/n-2=16.676 res/n-2=64.112 res/n-2=349.767 res/n-2=264.759
Langen-  y=0.088x+0.031 y=0.080x-0.229 y=0.047x+0.33 y=0.078x+0.169 y=0.114x-0.272 y=0.086x-0.061
bucher ’=0.978 ’=0.855 ’=0.887 =0.958 ’=0.908 ?=0.912
res/n-2=5.575 res/n-2=189.632 res/n-2=6.403 res/n-2=7.131 res/n-2=151.385 res/n-2=26.113
Hixon y=0.075x+1.417 y=0.091x+0.279 y=0.047x+2.349 y=0.066x+2.190 y=0.098x+0.774 y= 0.059x+ 1.306
Crowel r2=0.497 r2=0.749 r2=0.609 ?=0.470 =0.460 = 0.301
res/n-2=3755.32 res/n-2=374.49 res/n-2=7280.89 res/n-2=6283.856 res/n-2=1588.527 res/n-2= 3616.048
y=0.353x+0.076 y=1.128x-2.245 y=0.137x+0.794 y=0.240x+0.677 y=0.997x-1.251 y=0.436x-0.163
RRSBW 12=0.946 = 0.955 ’=0.868 ’=0.932 ’=0.907 = 0.843
res/n-2=14.41 res/n-2= 45.469 res/n-2=6.808 res/n-2=9.781 res/n-2=92.747 res/n-2= 61.94
M. y=0.053x+0.641 y=0.162x-0.148 y=0.012x+0.910 y=0.025x+0.841 y=0.151x+0.036 y=0.072x+ 0.524
Langen- r2=0.891 ’=0.951 ’=0.740 ’=0.798 ’=0.919 = 0.812
bucher res/n-2=48.228 res/n-2= 88.280 res/n-2=8.816 res/n-2=26.205 res/n-2=371.846 res/n-2= 153.429
Hopfen- y=-0.0003x+0.584 y=-0.0004x-0.911 y=-0.0002x+0.347  y=-0.0002x+0.388 y=-0.0004x+0.77 y=-0.0003x+ 0.618
berg 12=0.46 ?=10.721 =0.536 ?=0.408 ?=0.444 = 0.289
res/n-2=218.868 res/n-2=219.836 res/n-2=22.185 res/n-2=89.485 res/n-2=617.303 res/n-2= 400.099
BTa y=0.289x-2.406 y=1.08x -7.822 y=0.092x-1.034 y=0.169x-1.444 y=0.924x-6.249 y= 0.378x-2.985
r2=0.924 r’=0.948 ’=0.839 ’=0.894 ’=0.889 = 0.821
res/n-2=20.632 res/n-2= 57.464 res/n-2=7.354 res/n-2=13.109 res/n-2=201.824 res/n-2= 80.638
Peppas y=0.192x+1.454 y=0.995x- 0.814 y=0.037x+1.878 y=0.079x+1.778 y=0.801x-0.108 y= 0.285x+ 1.214

12=0.860
res/n-2=72.089

’=0.932
res/n-2=1385.316

’=0.727
res/n-2=9.034

?=0.779
res/n-2=29.197

r’=0.85
res/n-2=2633.229

= 0.766
res/n-2= 267.321
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Tablo 75 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel, FSB HPMC ve F8B

Aerosil formiilasyonlarinin pH 6.8’de salim kinetigi degerlendirme bulgulari.

Ticari Valsartan F8B F8B Avicel F8B HPMC F8B
formiilasyon Aerosil
Sifirme  y=0.965x+81.357 y=4.034x+36.134 y=0.308x+92.222 y=0.330x+93.696 y=3.622x+40.452 y=1.568x+80.255
1 Derece 1=0.289 =0.482 ?=0,381 ?=0.238 ?=0.409 ?=0.166
res/n-2=7727.69 res/n-2=2200.23 res/n-2=9819.50 res/n-2=10143.45 res/n-2=2639.99 res/n-2=7897.00
Birinci y=-0.077x+2.779 y=-0.178x+4.063 y=-0.069x+2.046 y=-0.079x+1.692 y=-0.012x+3.901 y=-0.368x+0.388
Derece =0.476 ?=0.651 ?=0.615 ?=0.503 ?=0.535 =0.326
res/n-2=87.185 res/n-2=509.923 res/n-2=5.637 res/n-2=13.475 res/n-2=693.962 res/n-2=721.547
Higuchi y=6.602x+74.304 y=25.637x+9.966 y=1.793x+90.503 y=2.2697x+91.266 y=23.944x+15.394 y=11.620x+62.17
?=0.546 ?=0.783 ?=0.518 =0.452 ?=0.719 ?=0.386
res/n-2=57.816 res/n-2=290.976 res/n-2=4.778 res/n-2=9.952 res/n-2=347.644 res/n-2=342.350
Langen  y=0.072x+0.169 y=0.148x-0.389 y=0.033x+0.456 y=0.050x+0.420 y=0.132x-0.314 y=0.189x-9.174
-bucher r=0916 =0.848 ?=0.653 =0.904 =0.901 ?=0.878
res/n-2=13.163 res/n-2=345.552 res/n-2=3.089 res/n-2=3.229 res/n-2=215.048 res/n-2=28.463
Hixon y=0.058x+ 2.075 y= 0.152x+0.731 y=0.038x+2.666 y=0.041x+ 2.857 y=0.118x+0.882 y=0.129x+2.707
Crowel ©=0411 = 0.614 ?=0.557 = 0413 = 0.489 ?=0.281
res/n-2= 6158.719 res/n-2= 1016.130  res/n-2=8341.453 res/n-2= 8486.278 res/n-2= 1655.01 res/n-2=4956.146
y= 0.223x+0.593 y=1.099x-1.201 y=0.091x+0.984 y=0.140x+ 1.082 y= 0.857x-0.865 y=0.687x+0.968
RRSBW  r’= 0.893 = 0.939 =0.653 = 0.898 ’=0.947 =0.879
res/n-2= 14.699 res/n-2= 53.788 res/n-2=3.131 res/n-2= 3.237 res/n-2= 36.92 res/n-2=17.832
M. y= 0.025x+ 0.834 y=0.157x+ 0.016 y=0.005x+0.952 y= 0.008x+0.947 y= 0.135x+ 0.147 y=0.056x+0.686
Langen-  r’= 0.799 = 0.933 ’=0.654 = 0.716 = 0.935 ’=0.684
bucher res/n-2= 24.541 res/n-2= 311.433 res/n-2=3.402 res/n-2= 5.002 res/n-2= 277.925 res/n-2=212.943
Hopfen-  y=-0.0002x+0.416 y=-0.0006x+ 0.779  y=-0.0001x+0.278  y=-0.0001x+0.241 y=-0.0005x+ 0.741 y=-
berg = 0.379 = 0.585 ?=0.518 = 0.366 = 0.468 0.0004x+0.329
res/n-2= 84.303 res/n-2= 500.375 res/n-2=5.805 res/n-2=13.162 res/n-2= 624.331 =0.247
res/n-2=511.769
BTa y=0.161x-1.469 y= 0.988x-6.489 y=0.055x-0.756 y=0.082x-0.814 y= 0.767x-5.245 y=0.410x-2.421
= 0.867 = 0.915 ?=0.667 = 0.857 = 0.933 ?=0.819
res/n-2= 16.279 res/n-2= 936.122 res/n-2=3.212 res/n-2= 3.633 res/n-2= 67.058 res/n-2=186.997
Peppas y= 0.08x+1.767 y=0.826x-0.154 y=0.017x+1.937 y=0.024x+ 1.929 y= 0.623x+ 0.349 y=0.198x+1.518

?= 0.781
res/n-2= 26.725

= 0.856
res/n-2= 2868.631

1?=0.651
res/n-2=3.416

?= 0.708
res/n-2= 5.088

’= 0.896
res/n-2= 1146.572

=0.645
res/n-2=293.119
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Aerosil formiilasyonlarinin pH 1.2°de salim kinetigi degerlendirme bulgulari.

Tablo 76 : Ticari formiilasyon, Valsartan, FOA, FOA Avicel, FOA HPMC ve F9A

Ticari Valsartan F9A F9A Avicel F9A HPMC F9A Acerosil
formiilasyon
Sifirinel y=2.477x+19.533 y=0.354x+1.774 y=1.431x+56.567  y=1.473x+56.551 y=3.051x+45.801  y=2.116x+18.257
Derece ?=0.618 ?=0.931 ?=0.556 ?=0.539 ?=0.382 =0.831
res/n-2=590.494 res/n-2=3.999 res/n-2=3757.02 res/n-2=3763.41 res/n-2=3017.67 res/n-2=420.615
Birinci y=-0.041x+4.384 y=-0.004x+4.587 y=-0.044+3.756 y=-0.046x+3.759 y=-0.095x+3.827 y=-0.035x+4.414
Derece ’=0.734 =0.938 ’=0.622 ?=0.674 ’=0.478 ’=0.927
res/n-2=112.584 res/n-2=0.335 res/n-2=50.142 res/n-2=58.377 res/n-2=554.859 res/n-2=20.846
Higuchi y=14.779x+5.088 y=1.807x+0.223 y=8.684x+47.977  y=9.053x+47.513 y=20.505x+24.13  y=11.487x+7.833
=0,885 ?=0.975 ?=0.823 ?=0.82 =0.694 ?=0.985
res/n-2=45.302 res/n-2=1.132 res/n-2=25.872 res/n-2=28.696 res/n-2=295.838 res/n-2=3.114
Langen- y=0.051x-0.118 y=0.004x-0.008 y=0.046x+0.075 y=0.049x+0.06 y=0.115x-0.232 y=0.036x-0.064
bucher ’=0.947 =0.738 =0.857 =0.971 =0.921 ’=0.838
res/n-2=26.629 res/n-2=1.396 res/n-2=26.527 res/n-2=4.507 res/n-2=79.054 res/n-2=33.859
Hixon y=0.053x+0.329 y=0.006x+0.027 y= 0.046x+ 1.138  y= 0.048x+1.137 y=0.097x+0.984 y= 0.045x+0.293
Crowel 2=0.694 2= 0.935 = 0.600 = 0.629 ?=0.451 = 0.894
res/n-2=465.746 res/n-2=3.849 res/n-2= 3132.43 res/n-2= 3117.487 res/n-2=2101.931  res/n-2= 328.938
y=0.703x-1.718 y=0.373x-3.782 y=0.192x-0.116 y= 0.216x-0.126 y=0.672x-0.588 y=0.394x -1.474
RRSBW 2= 0.954 2= 0.909 = 0.875 = 0.985 =0.939 = 0.974
res/n-2= 36.247 res/n-2=0.567 res/n-2= 17.429 res/n-2= 2.227 res/n-2=32.293 res/n-2= 4.951
M. y= 0.112x+0.112 y=0.038x+0.130 y=0.032x+0.707 y=0.036x+0.686 y=0.11x+0.295 y= 0.069x+ 0.311
Langen- 2=0.979 2=0.867 ’= 0.880 ’= 0.982 17=0.922 1’=0.966
bucher res/n-2=25.319 res/n-2= 0.770 res/n-2= 15.974 res/n-2= 3.398 res/n-2=184.218 res/n-2= 7.085
Hopfen- y=-0.0003x-+0.896 y=0.991 y=-0.0002x+ y=-0.0002x+0.657 y=-0.0004x+0.709  y= -0.0002x+0.906
berg 2=0.934 0.656 = 0.606 =0.435 r’= 0.879
12-0.675 = 0.589 res/n-2= 63.777 res/n-2=514.928 res/n-2= 27.563
_ res/n-2=0.352
res/n-2=127.449 res/n2= 55.063
BTa y=0.675x-5.628 y=0.371x-6.406 y=0.164x- 2.026  y=0.183x-2.125 y=0.594x-4.267 y= 0.374x -4.147
2=0.947 2=0.910 = 0.878 = 0.985 =0.925 = 0.978
res/n-2=54.589 res/n-2= 0.564 res/n-2= 16.405 res/n-2= 2.462 res/n-2=46.424 res/n-2= 4.028
Peppas y=0.621x+0.087 y=0.367x-0.301 y=0.111x+ 1.567  y=0.129x+1.531 y=0.469x+0.737 y= 0.336x+ 0.705

12=0.929
res/n-2=200.779

r2=0.911
res/n-2=0.557

?= 0.883
res/n-2= 15.286

?=0.978
res/n-2= 4.711

1?=0.886
res/n-2=529.476

= 0.982
res/n-2= 2.384
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Tablo 77 : Ticari formiilasyon, Valsartan, FOA, FOA Avicel, FOA HPMC ve F9A

Aerosil formiilasyonlarinin pH 4.6’da salim kinetigi degerlendirme bulgulari.

Ticari Valsartan F9A F9A Avicel F9A HPMC F9A Aerosil
formiilasyon
Sifirmmer  y=1.858x+64.075  y=3.721x+16.936  y=1.092x+77.221 y=0.638x+81.958 y=1.981x+65.164 y=2.689x+27.700
Derece  12=0.359 2=0.641 >=0,351 12=0.196 2=0.260 r>=0.531
res/n-2=4982.08 res/n-2=638.072 res/n-2=6967.89 res/n-2=7816.66 res/n-2=5342.77 res/n-2=1109.71
Birinci y=-0.083x+3.482 y=-0.076x+4.425 y=-0.067x+2.988 y=-0.04x+2.799 y=-0.091x+3.346 y=-0.053x+4.27
Derece  1r’=0.574 2=0.807 7=0.384 1?=0.325 7=0.470 7=0.721
res/n-2=219.031 res/n-2=169.743 res/n-2=83.079 res/n-2=65.720 res/n-2=439.985 res/n-2=168.952
Higuchi y=12.421x+50.98 y=21.858x-4.186 y=7.442x+69.291 y=4.563x+76.962 y=13.936x+50.04 y=16.440x+11.352
8 r’=0.889 r’=0.656 r’=0.404 r’=0.517 r’=0.843
17=0.648 res/n-2=94.381 res/n-2=46.289 res/n-2=49.056 res/n-2=288.974 res/n-2=80.210
res/n-2=135.617
Langen y=0.088x+0.031  y=0.080x-0.229 y=0.070x+0.132 y=0.048x+0.258 y=0.104x-0.079 y=0.065x-0.135
-bucher 1?=0.978 7=0.855 7=0.876 12=0.843 7=0.956 7=0.973
res/n-2=5.575 res/n-2=189.632 res/n-2=13.435 res/n-2=16.394 res/n-2=21.707 res/n-2=19.660
Hixon  y=0.075x+ 1417  y=0.091x+0.279  y= 0.056x+ 1.887 y=0.033x+ 2.076 y=0.081x+ 1.522  y=0.065x+0.488
Crowel 12=0.497 r2=0.749 r’= 0.376 r’=0.278 r’=0.39 r’=0.666
res/n-2=3755.318  res/n-2=374.49 res/n-2= 5615.99 res/n-2= 6850.423 res/n-2= 4012.09 res/n-2=846.089
y=0.353x+0.076 y=1.128x-2.245 y=0.223x+ 0.463 y=0.153x+ 0.571 y= 0.482x+0.031 y=0.661x-1.294
RRSBW  12-0.946 r’=0.954 r’=0.891 r’=0.791 r’=0.807 =0.929
res/n-2=14.408 res/n-2=45.469 res/n-2= 10.355 res/n-2= 17.604 res/n-2= 71.339 res/n-2=38.071
M. y=0.053x+0.641 y=0.162x-0.148 y= 0.026x+ 0.812 y= 0.019x+ 0.858 y=0.073x+ 0.549  y=0.1091x+0.191
Langen-  9=0.89] r’=0.951 r’= 0.907 r’= 0.689 r’=0.726 r?=0.957
bucher  oom-2=48.228 res/n-2= 88.280 res/n-2= 14.631 res/n-2= 24.979 res/n-2= 191.166  res/n-2=47.689
Hopfen-  y=-0.0003x+0.584 y=-0.0004x-0.911 y=-0.0002x+0.463 y=-0.0001x+0.414 y=-0.0003x+ 0.56  y=-0.0003x+0.847
berg 12=0.46 =0.721 2 0371 20956 = 0.361 1°=0.639
res/n-2=218.868 res/n-2=219.836 res/n-2= 78.816 res/n-2= 64.739 res/n-2= 416.586 res/n-2=189.062
BTa y=0.289x-2.406 y=1.08x -7.822 y= 0.165x -1.579 y=0.115x -1.289 y=0.405x -2.946 y=0.623x-5.015
12=0.924 r’=0.948 r’= 0.898 r’= 0.757 r’= 0.756 r’=0.915
res/n-2=20.632 res/n-2= 57.464 res/n-2= 10.088 res/n-2= 19.21 res/n-2= 93.586 res/n-2=56.729
Peppas y=0.192x+1.454 y=0.995x- 0.814 y= 0.086x+ 1.737 y=0.061x+ 1.802 y=0.290x+1.241 y=0.555x+0.362

r2=0.860
res/n-2=72.089

r’=0.932
res/n-2=1385.316

r’= 0.909
res/n-2=15.862

r’=0.671
res/n-2= 26.595

r’= 0.645
res/n-2= 362.595

r’=0.884
res/n-2=281.557
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Tablo 78 : Ticari formiilasyon, Valsartan, FOA, FOA Avicel, FOA HPMC ve F9A

Aerosil formiilasyonlarinin pH 6.8’de salim kinetigi degerlendirme bulgulari.

Ticari Valsartan F9A FI9A Avicel FO9A HPMC F9A Aerosil

formiilasyon
Sifirmnci y=0.965x+81.357 y=4.034x+36.134 y=0.669x+80.967 y=1.784x+67.849 y=32.736x+48.342 y=1.809x+59.762
Derece =0.289 ?=0.482 =0,186 ?=0.335 =0.338 ?=0.223

res/n-2=7727.69 res/n-2=2200.23 res/n-2=7642.14 res/n-2=5562.16 res/n-2=3277.27 res/n-2=4574.70
Birinci y=-0.077x+2.779 y=-0.178x+4.063 y=-0.040x+2.857 y=-0.093x+3.333 y=-0.079x+3.782 y=-0.055x+3.536
Derece ’=0.476 ’=0.651 ’=0.349 =0.559 ’=0.437 ’=0.331

res/n-2=87.185 res/n-2=509.923 res/n-2=77.367 res/n-2=231.188 res/n-2=556.626 res/n-2=458.132
Higuchi y=6.602x+74.304 y=25.637x+9.966 y=4.709x+75.858 y=12.095x+54.999 y=18.841x+28.172 y=13.064x+45.386

?=0.546 =0.783 =0.369 ?=0.619 ?=0.644 =0.466

res/n-2=57.816 res/n-2=290.976 res/n-2=60.416 res/n-2=143.321 res/n-2=312.525 res/n-2=311.334
Langen- y=0.072x+0.169 y=0.148x-0.389 y=0.046x+0.259 y=0.094x-0.028 y=0.106x-0.189 y=0.083x-0.042
bucher ’=0.916 ’=0.848 ’=0.799 ?=0.972 ’=0.939 =0.879

res/n-2=13.163 res/n-2=345.552 res/n-2=27.451 res/n-2=9.698 res/n-2=37.406 res/n-2=56.229
Hixon y=0.058x+ 2.075 y= 0.152x+0.731 y= 0.034x+ 2.027 y= 0.079x+ 1.559 y=0.084x+1.044 y=0.055x+1.336
Crowel = 0411 = 0.614 = 0.289 = 0.476 ?=0.404 ?=0.291

res/n-2= 6158.719 res/n-2= 1016.130  res/n-2= 6685.349  res/n-2= 4127.761 res/n-2=2453.711 res/n-2=3798.068

y= 0.223x+0.593 y=1.0992x-1.201 y= 0.154x+ 0.539 y=0.355x+ 0.195 y=0.657x-0.561 y=0.456x-0.176
RRSBW r’= 0.893 = 0.939 = 0.723 = 0.944 ’=0.888 =0.759

res/n-2= 14.699 res/n-2= 53.788 res/n-2= 28.573 res/n-2= 15.455 res/n-2=57.878 res/n-2=114.434
M. y= 0.025x+ 0.834 y= 0.157x+ 0.016 y=0.019x+ 0.851 y= 0.0507x+ 0.669 y=0.107x+0.315 y=0.075x+0.51
Langen- = 0.799 r’= 0.933 r’= 0.605 = 0.878 ’=0.881 ?=0.730
bucher res/n-2= 24.541 res/n-2= 311.433 res/n-2= 36.212 res/n-2= 53.101 res/n-2=222.419 res/n-2=223.354
Hopfen- y=-0.0002x+0.416 y=-0.0006x+ 0.779  y=-0.0001x+ 0.426  y=-0.0003x+0.547 y=-0.0004x+0.692 y=-0.0003x-+0.609
berg = 0.379 = 0.585 = 0.260 = 0.437 =0.387 ?=0.272

res/n-2= 84.303 res/n-2= 500.375 res/n-2= 76.504 res/n-2= 225.359 res/n-2=523.695 res/n-2=439.853
BTa y=0.161x-1.469 y= 0.988x-6.489 y=0.117x-1.323 y= 0.283x-2.289 y=0.587x-4.212 y=0.4005x-3.093

r’= 0.867 = 0915 r’= 0.681 = 0.920 ’=0.864 =0.731

res/n-2= 16.279 res/n-2= 936.122 res/n-2= 30.257 res/n-2= 21.287 res/n-2=78.828 res/n-2=141.487
Peppas y= 0.08x+1.767 y=0.826x-0.154 y= 0.065x+ 1.789 y= 0.178x+1.504 y=0.472x+0.739 y=0.310x+1.157

r’=0.781
res/n-2= 26.725

r’= 0.856
res/n-2= 2868.631

r’=0.583
res/n-2= 38.292

= 0.851
res/n-2= 74.417

’=0.808
res/n-2=670.978

’=0.671
res/n-2=408.286

4.8.Aclik Tokluk Ortamlarinda In Vitro Sahhm Calismalari

Yontem 3.2.8’de anlatildigr gibi in vitro salim calismalari sonucu segilen SEDD

(F8B), S-SEDD (F8B Avicel), Ticari formiilasyon ve Valsartan ile aglik tokluk

ortamlarinda 2 saat boyunca doner palet yontemiyle in vitro salim caligmalar

yapilmistir. Ortam olarak FaSSIF pH 6.5, FeSSIF pH 5, FaSSGF pH 1.6 ortamlari

kullanilmistir. Calismalar 3 paralel yapilmistir. Coziinme ortamindan numuneler
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belirli zaman araliklarinda (0., 5., 10., 20., 30., 45., 60., 90., 120., 180., 240., 300.,
360., 420., 480., 1440. dakikalarda) 0.45p por boyutundaki membran filtreden

stizlilerek alindi. Alinan 6rneklerin HPLC’de miktar tayini yapilarak sonuglar daha

once aclik tokluk ortamlarinda ¢izilmis olan kalibrasyon egrileriyle degerlendirildi.

Sonuglar Tablo 79-81 ve Sekil 27-29°da gdsterilmistir.

Tablo 79 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel formiilasyonlarmin

FaSSGF ortamindaki dissoliisyon sonuglar1 (%) (ortalama+SS).

Zaman(dk) Ticari F8B Valsartan F8B Avicel
formiilasyon
0 0 0 0 0
5 2.698+ 0.699 20.609+ 0.777 1.027+0.154 15.921+ 1.221
10 5.024+ 0.649 27.379+ 0.782 1.173+0.150 24.007+4.10
15 6.947+ 0.590 28.252+4.011 1.259+ 0.37 25.269+ 2.002
20 7.875+ 0.925 29.035+ 1.717 1.387+ 0.09 28.207+ 2.552
30 9911+ 1.225 29.655+ 3.949 1.436+0.007 29.179+1.017
45 12.354+ 1.026 29.773+ 3.587 1.690+ 0.047 31.279+ 1.282
60 14.106+ 1.369 30.003+ 2.255 1.735+0.131 31.415+ 1.48
75 14.527+ 1.668 30.388+ 2.068 1.894+0.241 33.004+ 3.706
920 16.052+ 1.690 30.745+ 4.167 1.939+0.139 33.863+ 1.065
120 18.726+ 1.148 33.986+ 0.589 2.072+0.139 33.894+ 0.970
180 22.170+ 1.669 35.257+1.062 2.141+0.251 34.759+ 0.962
240 23.686+ 2.315 35.2844+ 0.608 2.358+0.263 35.755+0.815
1440 34,348+ 2.376 44,570+ 0.902 6.010+ 0.394 37.574+ 0.815
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Tablo 80 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel formiilasyonlarinin

FaSSIF ortamindaki dissoliisyon sonuglari (%) (ortalama+SS).

Zaman Ticari formiilasyon F8B Valsartan F8B Avicel
(dk)
0 0 0 0 0
5 66.386+ 7.187 64.655+ 4.595 0.692+ 1.611 64.135+5.259
10 82.326+ 2.444 77.821+ 4.027 1.864+ 0.091 85.765+ 3.974
15 83.741+ 3.325 77.868+ 9.364 4.655+ 0.869 88.313+ 11.347
20 86.181+ 3.336 77.868+ 6.389 8.268+ 1.335 92.117+2.118
30 87.174+ 1.689 77.868+ 4.827 17.120+ 0.583 93.237+3.634
45 93.419+ 1.646 77.944+ 6.692 36.291+ 0.993 93.442+ 5.759
60 94.583+ 3.980 77.944+ 7.09 53.098+ 2.790 94.155+3.458
75 94.739+ 0.369 79.826+ 5.983 61.723+ 1.383 94.155+ 6.087
920 94.739+ 2.455 79.826+ 9.049 66.386+ 2.542 94.155+2.610
120 94.739+ 1.614 79.826+ 6.743 72.676+ 3.828 94.155+ 6.042
180 95.403+3.973 79.826+ 6.399 84.659+ 5.202 94.155+4.716
240 95.457+3.427 79.826+ 5.599 91.024+4.317 94.155+9.143
1440 95.819+ 1.325 79.826+ 4.051 96.973+ 2.405 100.169+ 1.252
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Sekil 28 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F§B, F8B Avicel formiilasyonlarinin FaSSIF

ortamindaki dissoliisyon grafigi.

Tablo 81: Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel formiilasyonlarinin FeSSIF

ortamindaki dissoliisyon sonuglar1 (%) (ortalama+SS).

Zaman(dk) Ticari formiilasyon F8B Valsartan F8B Avicel
0 0 0 0 0
5 68.733+5.319 77.397+10.85 3.125+10.847  65.832+9.567
10 93.967+6.020 91.173+1.0593 13.480+1.059  84.499+7.795
15 94.5224+3.674 92.760+4.255 56.242+4.253  94.023+0.779
20 95.034+4.565 93.841+3.355 72.644+3.355  96.307+2.425
30 95.034+9.368 94.988+3.849 83.4414+3.849  97.738+2.344
45 95.034+1.786 95.173+4.054 89.617+4.054  97.738+4.371
60 95.034+4.565 95.584+3.653 89.794+3.653  98.159+1.905
75 95.034+0.198 96.073+3.078 90.459+3.078  98.166+2.305
920 96.437+0.675 96.073+2.146 90.546+2.146  98.398+3.582
120 97.125+2.084 99.553+2.698 90.546+2.698  98.398+2.69
180 97.462+1.012 99.553+2.096 90.546+2.096  98.398+4.106
240 97.462+7.919 99.553+0.382 92.667+0.382  98.398+2.801
1440 97.462+10.758 99.553+8.944 92.667+8.944  98.398+1.881
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Sekil 29 : Ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel formiilasyonlarinin FeSSIF

ortamindaki dissoliisyon grafigi.

4.9. In vitro Lipoliz Deneyi

Yontem 3.2.9°da anlatildigr gibi vitro lipoliz deneyi, pH kontrollii otomatik titratdrde
yapildi. SEDD, S-SEDD formiilasyonlar1 ve sadece yag ve etkin madde iceren
formlarmin lipolizi ayr1 deneylerde belirlendi. Elde edilen bulgular Tablo 82, 83 ve
Sekil 30, 31°de verilmistir.
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Tablo 82 : Zamana gore F8B ve IPM/Valsartanin zamana gore lipoliz olma yiizdeleri

(ortalama+SS).
Zaman(dk) F8B (%) IPM/Valsartan (%)
0 0 0
30 15.86+0.09 21.57+1.17
60 27.74+0.94 45.29+2.46
90 40.29+1.40 61.88+3.44
120 52.12+1.06 86.84+3.39
180 52.12+1.06 86.84+3.39
Lipoliz Profili
120
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20
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Sekil 30: F8B ve IPM/Valsartanin zamana gore lipoliz profil grafigi.
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Tablo 83 : Zamana gore F8B Avicel ve IPM/Valsartanin zamana gore lipoliz olma

yiizdeleri (ortalama+SS).

Zaman (dk) F8B Avicel (%) IPM/Valsartan (%)
0 0 0

30 20.67+3.80 21.57+1.17

60 47.25+6.130 45.2942.46

90 66.48+4.89 61.88+3.44

120 90.86+7.44 86.84+3.39

180 90.86+7.44 86.84+3.39

Lipoliz Profili
120

100 f
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N D [e)] (o]
o o o o

o
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—®—F8B Avicel —@—IPM/Valsartan

Sekil 31 : F8B Avicel ve IPM/Valsartanin zamana gore lipoliz profil grafigi.

Her bir zaman noktasinda miktar tayini analizi i¢in ImL o6rnek alindi. Gerekli

seyreltmeler yapilarak HPLC’de tayin edildi. Sonuglar Tablo 84’de verilmistir.
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Tablo 84 : Lipoliz deneyinin HPLC miktar tayini sonuglar1 (ortalama+SS).

Zaman (dk) F8B (g/mL) F8B Avicel (g/mL) IPM/Valsartan (g/mL)
0 3.4+ 0.02 4.14+0.3 3.1+£0.05
30 2.45+0.01 2.92+0.05 2.14+0.06
60 2.37+0.01 2.87+0.02 2.12+0.03
90 2.35+0.01 2.86+0.052 2.1+0.05
120 2.3+0.045 2.85+0.02 2.07+0.06
180 2.3+£0.04 2.85+0.02 2.07+0.07

4.10. In Vitro Permeabilite Calismalari

Yontem 3.2.10°de anlatildigr gibi in vitro permeabilite calismalari i¢in hazirlanan esit
miktarda etkin madde igeren (40 pg/mL) lipid bazli sistemleri (F8B, F8B Avicel),
valsartan ve ticari dozaj formunun ¢aligmalar1 yapilip, permeabilite verileri
hesaplanmistir. Béylece hazirlanan yeni formiilasyonlarin valsartanin permeabilitesi

tizerine etkisi ticari formiilasyonla karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.
4.10.1. Caco-2 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Yontem 3.2.10.1°de anlatildig1 gibi in vitro permeabilite ¢aligmalarinda, -80°C’de 1
mL’lik tiipte dondurularak saklanmis ve Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan
(ATCC) gelen Caco-2 (Kolonik Adenokarsinoma Hiicreleri) hiicre grubu kullanilarak

pasajlandi.

Caco-2 hiicrelerinin polikarbonat membran filtre {izerine ekimi, laminar hava akimh
kabin altinda hiicre kiiltiir slispansiyonu besiyeri ortamiyla yapildi. 48 saatte bir

besiyeri ortami yenilendi.
4.10.2. Caco-2 Hiicrelerinin Polikarbonat Filtre Uzerine Ekimi

Yontem 3.2.10.2°de belirtildigi gibi +4°C’de saklanan fosfat tampon ¢6zeltisi (PBS),
tripsin-EDTA ¢0zeltisi ve hiicre kiiltiirii besiyeri 37°C’ye ulasana kadar su banyosunda
bekletildi. Elde edilen hiicre slispansiyonundan, kii¢iik cam pipetler ile hiicreler alinip,
151k mikroskobu altinda hemasitometre ile hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayisi hesabi

yapilarak yaklasik 9 milyon hiicre belirledi ¢alisma ic¢in yeterli bulundu. Hiicre
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siispansiyonu, hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmak iizere apikal kisimdaki
polikarbonat filtreler lizerine ekildi. Bazolateral kisma da besiyeri ortami ilave edildi.
Ekimden sonra, en az 21 giin boyunca Caco-2 hiicrelerinin polikarbonat membran
filtre lizerine tutunmasi i¢in beklendi (Sekil 32). Bu siire boyunca haftada 3 defa apikal

ve bazolateral kisimlardaki besiyeri ortami1 degistirildi.

_____________ --‘IIII'I..."""'! e

ALLLLERTTTTT] | i

Sekil 32: 21 giin boyunca filtre {izerinde tutunan hiicreler.

4.10.3. Valsartanin Caco—2 Hiicrelerinden Permeabilite Calismalari

Yontem 3.2.10.3°de anlatildig1 gibi Caco-2 hiicrelerinin ekilip, polikarbonat membran
filtre lizerine tutunmasi saglandiktan sonra permeabilite ¢alismalarina baglandi. Caco-
2 hiicrelerinden gecis ¢alismalari; hazirlanan F8B, F8B Avicel ve ticari formiilasyon
ile yapildi. Apikal yonden bazolateral yone dogru yapilan gegis caligmalar igin
valsartan i¢eren 1.5 mL formiilasyonun HBSS i¢indeki ¢ozeltisi apikal kisma konuldu.

Bazolateral kisma 2.6 mL HBSS ilave edildi. Bazolateral yonden apikal yéne dogru
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olan ¢alismalar i¢in valsartan igeren 2.6 mL formiilasyonun HBSS i¢indeki ¢ozeltisi
bazolateral kisma; 1.5 mL HBSS c¢ozeltisi apikal kisma ilave edildi. Tiim gegis
caligmalar1 boyunca 0., 30., 60., 90. ve 120. dakika zamanlarinda 200 uL 6rnek alinip,
HPLC ile valsartan miktar1 tayin edildi. Permebilite caligmalar1 sonunda zamana karsi
kiimiilatif valsartan miktarlar1 grafige gecirilip (Sekil 33-36) etkili permeabilite degeri
hesaplandi. Hesaplanan permeabilite degerleri Tablo 85°de verilmistir. Hesaplanan

effluks degerleri Tablo 86°da verilmistir.

Ticari formulasyon

—@—B->A

A->B

Kimdiilatif Gegen Valsartan
Miktari(ug/mL)
w

0 30 60 90 120
Zaman (dakika)

Sekil 33: Valsartanin ticari formiilasyondan apikal kisimdan bazolateral kisima ve
bazolateral kisimdan apikal kisima dogru yapilan ge¢is ¢aligmalarina ait grafik (+SS)
(0. dakikada miktar 6pg/mL).
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Sekil 34: Toz valsartanin apikal kisimdan bazolateral kisima ve bazolateral kisimdan
apikal kisima dogru yapilan gecis calismalarina ait grafik (£SS) (0. dakikada miktar
6ug/mL).
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Zaman (Dakika)
Sekil 35: Valsartanin F8B formiilasyonundan apikal kisimdan bazolateral kisima ve

bazolateral kisimdan apikal kisima dogru yapilan gegis calismalarina ait grafik (+=SS)

(0. dakikada miktar 6pg/mL).
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Kimdiilatif Gegen Valsartan Miktari

30

F8B Avicel

60
Zaman(dakika)

90 120

—@— B->A
—@— A->B

Sekil 36: Valsartanin F8B Avicel formiilasyonundan apikal kisimdan bazolateral

kisima dogru yapilan gecis ¢alismalarina ait grafik (+SS) (0. dakikada miktar 6pg/mL)

Tablo 85 : Formiilasyonlara ait permeabilite degerleri sonuglar1 (£SS)

Valsartan Ticari F8B F8B Avicel
(cm/sn) formiilasyon (cm/sn) (cm/sn)
(cm/sn)
Pab 37.29x107 39.68x107 86.46x107 51.48 x107 +
+0.01 +0.006 +0.007 0.002
Poa 72.93.x107° + 63.41x107 + 75.57x10° £ 52,14 x10°+
0.006 0.008 0.016 0.009
Tablo 86 : Effluks degerlerine ait veriler (+SS)
Valsartan Ticari F8B F8B Avicel
formiilasyon
Effluks 1.95+0.698 1.59+0.69 0.87+0.047 1.01+1.66
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Ticari formiilasyon, etkin madde, F8B ve F8B Avicel formiilasyonlarina ait apikal

kisimdan bazolateral kisma ait gegis verileri (Ao: 0. dakikadaki konsantrasyon, Aj2o:

120. dakikadaki konsantrasyon, Am: Membran yiizeyinde kalan konsantrasyon, Aonu:

Membran i¢inde kalan konsantrasyon.) Tablo 87’da verilmistir. Bazolateralden apikal

kisma ait gecis verileri Tablo 88’de verilmistir.

Tablo 87 : Apikal kisimdan bazolateral kisima dogru yapilan gegis ¢alismalarma ait

veriler (£SS)

Ao Am Aon A0
Valsartan 0.34+0.23 1.34+0.244 0.499+0.078 1.11£0.05
Ticari 1.44+0.89 0.926+0.8 0.69+0.21 2.58+0.42
formiilasyon
F8B 2.133+1.55 0.47+0.302 0.379+0.14 5.36+0.49
F8B Avicel 0.65+0.1 0+0 0+0 0.88+0.22

Tablo 88 : Bazolateral kisimdan apikal kistma dogru yapilan gecis ¢alismalarina ait

veriler (£SS)

Ao Am Aon A0
Valsartan 1.819+0.755 0.487+0.13 0.457+0.439 5.237+1.438
Ticari 1.63+0.539 0.38+0.257 0.528+0.317 5.023+0.613
formiilasyon
F8B 1.75+1.06 0.586+0.435 0.824+0.423 4.57+0.94
F8B Avicel 0.38+0.18 0+0 0+0 0.61+0.251

4.10.4. Transepitelyal Elektrik Rezistans (TEER) Degerinin Ol¢iilmesi

Yéntem 3.2.10.4°de anlatildig1 gibi voltametre ile TEER degerleri dlciilmiistiir. Once

TEER degeri bos kuyucuklarda 3 farkli yonde voltmetre ile Olgiildii. Deneyde
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kullanilacak kiiltiir erlenlerinin TEER degerleri yine bu ii¢ yonde 6l¢iildii ve en son

deney bitiminde TEER degerleri oOl¢iiliip (Sekil 37-44) iki 6l¢iim arasindaki fark

degerlendirildi. Bdylece hiicrelerin biitiinliigli kontrol edildi. Sonuglar Tablo 89 ve

90’da verilmistir.

Tablo 89 : Apikal yonden bazolateral yone dogru yapilan gecis ¢alismalar1 boyunca

hiicre membranlarinin TEER degerlerindeki yiizde degisim.

TEER degerindeki % degisim

Kuyucuk Sayisi Valsartan Ticari F8B F8B Avicel
formiilasyon

1 %2.4 %1.7 %0.3 %1.04

2 %1.6 %1.02 %0.7 %0.9

3 %2.36 %4.2 %0.9 %0.78

Tablo 90 : Bazolateral yonden apikal yone dogru yapilan gecis calismalar1 boyunca

hiicre membranlarinin TEER degerlerindeki yiizde degisim.

TEER degerindeki % degisim

Kuyucuk Sayisi Valsartan Ticari F8B F8B Avicel
formiilasyon

1 %1.7 %3.7 %1.7 %1.7

2 %1.02 %1.72 %1.02 %1.02

3 %4.2 %4.64 %4.2 %4.5
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Kuyucuk Sayisi

Sekil 37: Toz wvalsartanin apikal kisimdan bazolateral kisima yapilan gegis

caligmalarinda deneyden dnce ve deneyden sonra dlgiilen TEER degerlerinin grafigi

(£SS).
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Kuyucuk Sayisi

Sekil 38: Toz wvalsartanin bazolateral kisimdan apikal kisima yapilan gecis

caligmalarinda deneyden once ve deneyden sonra Olciilen TEER degerlerinin grafigi

(£SS).
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Kuyucuk Sayisi

Sekil 39: Ticari formiilasyonun apikal kistmdan bazolateral kisima yapilan gegis
caligmalarinda deneyden dnce ve deneyden sonra dlgiilen TEER degerlerinin grafigi

(£SS).
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Kuyucuk Sayisi

Sekil 40: Ticari formiilasyonun bazolateral kisimdan apikal kisima yapilan gegis
caligmalarinda deneyden once ve deneyden sonra Olciilen TEER degerlerinin grafigi

(£SS).
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Sekil 41: F8B’nin apikal kisimdan bazolateral kisima yapilan gecis ¢aligmalarinda

deneyden once ve deneyden sonra dlgiilen TEER degerlerinin grafigi (£SS).

1400

1300

1200

TEER degeri(Q.cm?)

1100

1000

—e@—Deney Oncesi

—@— Deney Sonrasi

—_— . ——

Kuyucuk Sayisi

Sekil 42 : F8B’nin bazolateral kisimdan apikal kisima yapilan gecis ¢aligmalarinda

deneyden 6nce ve deneyden sonra dlgiilen TEER degerlerinin grafigi (£SS).
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Sekil 43: F8B Avicel’in apikal kisimdan bazolateral kisima yapilan gecis
caligmalarinda deneyden dnce ve deneyden sonra dlgiilen TEER degerlerinin grafigi

(£SS).
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Sekil 44: F8B Avicel’in bazolateral kisimdan apikal kisima yapilan gegis
caligmalarinda deneyden once ve deneyden sonra Olciilen TEER degerlerinin grafigi

(£SS).
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4.10.5. Hiicre Canlhihig: ve Sitotoksisite Testi

Yontem 3.2.10.5’de anlatildig1 gibi Caco-2 hiicrelerinin canlilig1 tizerine lipid bazl
ilag tasiyict sistemlerin etkisi ve sitotoksisitesini incelemek amaciyla yapilmistir.
Hiicre canliligini test etmek i¢in absorbans degerleri 570 nm’de ELISA mikroplaka
okuyuculu UV spektrofotometre (Thermo Vario Scan-FHA multiplate reader) ile
okutulup degerlendirilmistir. Hiicre canlilig1 yiizdesi, %95’in iizerinde c¢ikarsa;
uygulanan 6rnegin hiicreler {izerinde sitotoksik olmadigi ifade edilir. Hiicre canlilig1
ylizdeleri, ticari formiilasyon, Valsartan, F8B, F8B Avicel i¢in sirastyla %98, %98.5,

%96 ve %96.5’un lizerinde bulunmustur.
4.11. In Vivo Calismalar

4.11.1. Farmakokinetik ve Farmakodinamik Calismalar

Gelistirilen valsartan iceren SEDD, S-SEDD ve miseller sistemlerinde yapilan
karakterizasyon, stabilite, in vitro salim ve permeabilite ¢alismalar1 sonucu ideal
olarak tespit edilen lipid formiilasyon olan F8B ile in vivo ¢alismalara ge¢ilmistir. (Bu
calisma i¢in E.U. Deney Hayvanlar1 Etik Kuruluna ait 22.02.2017 tarih ve 2017-003

sayil1 izin belgesi alinmaistir.)
4.11.1.1. Farmakokinetik Cahismalar

Gelistirilen lipid bazli SEDD ve ticari formiilasyonun farmakokinetik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla “Hayvanlarda Farmakokinetik Calismalarin Yonetimi” baslikl
kilavuz takip edilmistir (EMA, Hayvanlarda Farmakokinetik Calismalarin
Uygulanmas1 Yonetimi Kilavuzu, 1992). Once yontem gelistirme ve validasyon

caligmalar1 yapilmistir.
4.11.1.1.1. Farmakokinetik Calismalar icin Yontem Validasyonu

Valsartan ve Olmesartan maddelerinin farkli molekiil yapisi, ayni ortamda farkl
tutunma zamanlarinda goérebilmemizi saglamistir. LC-MS cihazinda g¢alisilmistir.
Molekiiller i¢in uyarma dalga boyu 253 nm, yayilma dalga boyu ise 374 nm
kullanilmistir. Molekiillerin analizlerinde ACE C-8 2.1x150 mm 5p partikiil ¢apina
sahip kolon kullanilmistir. Mobil faz A olarak %0.2’lik Asetik Asit Cozeltisi ve Mobil
faz B olarak ise Asetonitril kullanilmistir. Akis hiz1 0.75 mL/dk olan Tablo 91°de

gosterilmis olan gradient programi kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL’dir.
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Tablo 91 : Miktar Tayini Yo6nteminde Kullanilan Gradient Programu.

Zaman Mobil Faz A % Mobil Faz B % Akis (mL/dK)
0.01 80.5 19.5 0.75

7.50 80.5 19.5 0.75

8.50 59 41 0.75

13.50 59 41 0.75

14.00 80.5 19.5 0.75

21.00 Stop

Cizilen kalibrasyon egrisi grafigi, noktalar1 ve denklemi Sekil 45°de verilmistir.

D# 3
MName ‘Valsartan
Quantitative Method - Internal Standard
Function - fix)=1.02586%x-0.00320209
Rr1=0.9996878 Rr2=09993756
MeanRF:1.0215 RFSD:0.02235898 RFRSD:2.19185
FitTvpe - Linear
ZeroThrough - Mot Throuah
WeightedRearession S iCa?
Detector Name - Detector A
Area Ratio
[*10]
16 # Conc(Ratic] Area Ratio Area
14 1 0.200 0.2 118552
19 2 0.400 0.4 238927
10 3 0.200 0.8 490728
3 4 2.000 2.0 1187033
0.8 5 2.000 8.3 4789342
06 ] 12,000 123] 7208099
7 16.000 16.0 5270464
04
02

0.0
00020406081012141613
Conc. Ratio [*1041]

Sekil 45: Kalibrasyon egrisi ve denklem bilgileri.

Degerlendirilen validasyon parametreleri ve elde edilen bulgular asagida verilmistir.

167



4.11.1.1.1.1. Giin ici ve Giinler Aras1 Dogruluk, Kesinlik ve Geri Kazanim

Glin i¢in dogruluk, kesinlik ve geri kazanim i¢in 4 farkli derisimde 5’er paralel 6rnek

calisildi. Giinler arasinda ise en az 3 giin 4 farkli derisim calisildi ve 3’er enjeksiyon

verildi. Sonuglar verilen kalibrasyon egrisinden hesaplandi. Bulunan derisim

degerlerinin standart sapma ve bagil standart sapma degerleri LLOQ derigsimleri i¢in

+9%20, diger derigimler i¢in £%15’tir. Tablo 92-94°te belirtildigi gibi sonuglar uygun

siirlar araliginda saptanmistir (EMA, 2012).

Tablo 92 : Giin i¢i Dogruluk ve Kesinlik Sonuglari (Anl.Std.: Valsartan)

LLOQ DERIiSIM DUSUK DERISIM ORTA DERISIM YUKSEK DERISIiM
(10 ng/mL AnLStd.1) (30 ng/mL Anl.Std.1) (400 ng/mL AnLStd.1) (600 ng/mL Anl.Std.1)
Hesaplanan %Geri  Hesaplanan % Geri Hesaplanan %Geri  Hesaplanan % Geri
Derigim Kazanm  Derisim Kazanim Derisim Kazanim Derigim Kazanim
N 1.paraler 10.4 104.03  33.13 11045 414.81 103.7 627.76  104.7
N 2. paraler 11.02 110.19 31.21 104.04  409.89 102.5 630.97 105.2
N 3. paraler  10.2 101.7 31.39 104.63 4113 102.8 636.9 106.2
N 4. paraler~ 10.72 107.19  30.35 101.1 415.22 103.8 649.87 108.3
N s.paralet  10.66 106.56  30.45 101.49  419.77 10494 64746 107.9
Ortalama 10.59 10593  31.31 10435 414.2 103.55 638.6 106.4
SD 0.32 3.23 1.12 3.73 3.85 0.96 9.8 1.6
%SAPMA 3.05 3.05 3.58 3.58 0.93 0.93 1.5 1.5
% RSD 5.93 5.93 4.35 4.35 3.55 3.55 6.4 6.4
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Tablo 93 : Giinler Arast Dogruluk ve Kesinlik Sonuglari.

LLOQ DERiSiM DUSUK DERISIM ORTA DERISIM YUKSEK DERiSIiM
LGUN (10 ng/mL Anl.Std.1) (30 ng/mL Anl.Std.1) (400 ng/mL Anl.Std.1) (600 ng/mL Anl.Std.1)
Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri ~ Hesaplanan % Geri ~ Hesaplanan % Geri
Derisim Kazanim Derisim Kazamm  Derisim  Kazamm  Derisim  Kazamm
Ni_ enjeksiyon  9.33 933 30.1 100.2 381.6 95.4 569.71 94.95
N2. enjeksiyon  11.35 113.5 30.5 101.5 382.0 95.5 568.63 94.77
N3 enjeksiyon  9.46 94.59 30.4 101.5 381.0 95.25 567.88 94.65
Ortalama  10.05 100.5 30.3 101.1 381.5 95.38 568.74 94.79
SD 1.13 11.3 0.2 0.7 0.49 0.12 0.92 0.15
%RSD  11.25 11.25 0.7 0.7 0.13 0.13 0.2 0.2
%SAPMA 0.47 0.47 1.1 1.1 -4.62 -4.62 -5.2 -5.2
LLOQ DERIiSiM DUSUK DERISIM ORTA DERIiSIM YUKSEK DERISiM
5 GUN (10 ng/mL AnlLStd.1) (30 ng/mL AnlLStd.1) (400 ng/mL AnLStd.1) (600 ng/mL Anl.Std.1)
Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri ~ Hesaplanan % Geri ~ Hesaplanan % Geri
Derisim Kazamm Derisim Kazamm  Derisim  Kazamm  Derisim  Kazamm
Ni. enjeksiyon  10.42 104.2 29.36 97.86 445.84 111.46  659.9 109.99
N2. enjeksiyon  10.25 102.47 30.52 101.72  448.33 112.08  668.08 111.35
N3. enjeksiyon  9.929 99.29 33.25 110.85  449.09 112.27  688.06 114.7
Ortalama 10.2 101.99 31.04 103.48  447.75 111.94 672.01 112.0
SD 0.25 2.49 2.0 6.67 1.7 0.43 14.49 2.4
% RSD  2.44 2.44 6.44 6.44 0.38 0.38 2.16 2.16
%SAPMA 1.99 1.99 3.48 3.48 11.94 11.94 12.0 12.0
LLOQ DERIiSIiM DUSUK DERISIM ORTA DERIiSIM YUKSEK DERISiM
(10 ng/mL AnlLStd.1) (30 ng/mL AnlLStd.1) (400 ng/mL AnLStd.1) (600 ng/mL AnlLStd.1)
3.GUN Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri  Hesaplanan % Geri ~ Hesaplanan % Geri
Derisim Kazanmm Derisim Kazamm  Derisim  Kazamm  Derisim  Kazamm
Ni. enjeksiyon  10.3 102.99 31.89 106.29  390.97 97.74 567.5 94.58
N2. enjeksiyon  10.6 106.03 32.43 108.09  389.0 97.25 569.36 94.89
Ni. enjeksiyon  10.5 105.05 32.23 107.45 389.5 97.38 567.97 94.66
Ortalama 10.5 104.69 32.18 107.28  389.8 97.46 568.28 94.71
SD 0.15 1.55 0.27 0.91 1.02 0.25 0.97 0.16
%RSD  1.48 1.48 0.85 0.85 0.26 0.26 0.17 0.17
%SAPMA 4.7 4.7 7.28 7.28 -2.54 -2.54 -5.29 -5.29
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Tablo 94 : Giinler Arast Dogruluk ve Kesinlik Toplu Sonuglar1 (Anl. Std.: Valsartan)

LLOQ DERISIM DUSUK ORTA DERISIiM YUKSEK
(10 ng/mL DERISIM (400 ng/mL DERISIM
Anl.Std.1) (30 ng/mL Anl.Std.1) (600 ng/mL
Anl.Std.1) Anl.Std.1)
Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri Hesaplanan % Geri
Derisim Kazamm  Derigim Kazanim Derisim Kazanim Derisim Kazanim
1. Giin 10.05 100.47 30.32 101.07 381.53 95.38 568.74 94.8
Ortalama
2. Giin 10.2 101.99 31.04 103.48 447.75 111.94 672.01 112.0
Ortalama
3. Giin 10.5 104.69 32.18 107.28 389.83 97.46 568.28 94.7
Ortalama
Ortalama 10.24 102.38 31.18 103.94 406.37 101.59 603.01 100.5
SD 0.21 2.14 0.94 3.13 36.08 9.02 59.76 9.96
% RSD
Giinlerarasi 2.09 2.09 3.02 3.02 8.88 8.88 9.91 9.91
Tekrarlana-
bilirlik
%SAPMA
Giinlerarasi 2.38 2.38 3.94 3.94 1.59 1.59 0.5 0.5
Tekrarlana-
bilirlik
4.11.1.1.1.2. Stok Cozelti Kararhhg

Stok ¢ozeltilerin, derisimleri oda sicakliginda kromatografi kosullarina bagl olarak

uygun araliklarla kararliligi kontrol edilmistir. Tablo 95-98°de goriildiigii gibi

sapmalar diislik ve yiiksek derisimler i¢in £%15 sinirlari i¢indedir ve uygundur.
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Tablo 95 : Diisiik Derisimde Stok ¢dzelti kararliligi 1(Anl. Std.: Valsartan)

Pa- Diisiik Derisim (30 ng/mL Analitik Standart)
ra-  Hesaplanan Ortalama SD  %RSD Ger¢ek Degerden % Sapma
lel Derisim % Sapma
1.Giin 1 30.316 30.335 0.144 0.476 1.117 5.945
0.Saat 2 30.201
3 30.488
1.Giin 1 32.665 32.138 0.544 1.694 7.128
20.Saat 2 32.172
3 31.578
Tablo 96 : Yiiksek Derisimde Stok ¢ozelti kararliligi 1(Anl. Std.: Valsartan)
Pa- Yiiksek Derisim (600 ng/mL Analitik Standart)
ra- Hesaplanan Ortalama SD % RSD Gergek % Sapma
lel Derisim Degerden
% Sapma
1. Giin 1 564.697 569.699 5800 1.018  -5.050 3.329
0. Saat 2 568.344
3 576.057
1. Giin 1 589.044 588.666  5.085 0.864  -1.889
20. Saat 2 593.551
3 583.402
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Tablo 97 : Diisiik Derisimde Stok ¢ozelti kararliligi 2 (Anl. Std.: Valsartan)

Paralel Diisiik Derisim (30 ng/ml Analitik Standart)
Hesaplanan Ortalama SD % Gercek % Sapma
Derisim RSD  Degerden
% Sapma
1.Giin 0.Saat 1 30.316 30.335 0.144 0476 1.117 4.618
2 30.201
3 30.488
5.Giin 1 31.900 31.736 0.162 0.510 5.786

31.732
3 31.576

Tablo 98 : Yiiksek Derisimde Stok ¢ozelti kararliligi 2(Anl. Std.: Valsartan)

Para- Yiiksek Derisim (600 ng/mL Analitik Standart)
lel Hesaplanan Ortalama SD % Gerc¢ek %
Derisim RSD  Degerden Sapma
% Sapma
1. Giin 1 564.697 569.699  5.800 1.018 -5.050 1.866
0. Saat 2 568.344
3 576.057
5. Giin 1 578.740 580.330  1.460 0.252 -3.278
2 580.638
3 581.611

4.11.1.1.1.3. Donma Erime Kararhhgi

Yiiksek ve diisiik derisimlerdeki drnekleri liger paralel olarak hazirlanir ve dondurulup
(-80°C) tekrar oda sicakligina (21+4°C) getirilir (Her bir donglide Ornek

¢oziindiiriilmeden dnce 12 saat dondurulmus olmalidir). Bu Islem en az ii¢ dongii
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boyunca tekrarlanir. Degerlendirme taze hazirlanmis kalibrasyon egrisinden okutulur.
Elde edilen degerler beklenen degerle karsilastirilir. Her bir derisim i¢in hesaplanan
derigim £%15 sinirlar1 arasinda olmalidir. Tablo 99 ve 100°de belirtildigi gibi sonuglar

uygun sinirlar araliginda saptanmistir.

Tablo 99 : Diisiik Derisimde Donma Erime Kararlilig1 Sonuglar1 (Anl.Std.: Valsartan).

DONGU Pa- Diisiik Derisim (30 ng/mL Anl.Std.)
ra- Hesaplanan Ortalama SD %RSD Gergek %Sapma
fel Derisim Degerden
% Sapma
1 30.28 30.62 1.09 3.55 2.06 4.02
Z Lk 2 31.83
3 548
Q % 2 % 3 29.74
o 1 31.71 31.85 0.12 0.38 6.16
% 3 2 31.92
=]
_ 3 3 31.91
en o
Tablo 100 : Yiiksek Derisimde Donma Erime Kararliligt Sonuglari (Anl.Std.:
Valsartan).
DONGU  Pa- Yiiksek Derisim (600 ng/mL Anl.Std.)
ra- Hesaplanan Ortalama SD %RSD Gergek %Sapma
lel Derisim Degerden
% Sapma
L 1 569.16 566.62 2.23 0.39 -5.56 -0.48
% < 3
= § % 2 564.98
L =
[} 1
N | 3 565.73
= D 1 561.87 563.88 2.14 0.38 -6.02
& o
S g 566.13
R e
o X 3 563.62
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4.11.1.1.1.4. Kisa Siireli Oda Sicakhi@1 Kararhhg:

Kararlilig1 incelenen Ornek, yontemde bildirilen yiliksek ve diisiik kalite kontrol
orneklerindeki derisimlerde iiger paralel olarak hazirlanir. Ornek, oda sicakliginda
hazirlandiginda, derisimi derhal saptanir, oda sicakliginda 24. saatin sonunda derisimi
kontrol edilir ve bir kayip olup olmadig: belirlenir. Tablo 101 ve 102’de goriildigi

gibi sapma +%15’in altindadir ve oda sicakliginda 24 saat kararlidir.

Tablo 101 : Diisiik Derisimde Kisa Siireli Oda Sicaklig1 Kararliligi

DONGU Pa- Diisiik Derisim (30 ng/mL Analitik Standart)
- Hesaplanan Ortalama  SD %RSD Gergek %Sapma
Derisim Degerden
lel
% Sapma
0.SAAT 1 30.299 30.858 1.468  4.758 2.861 -
2 32.524
3 29.752
24.SAAT 1 31.857 31.088 0.670  2.156 3.627 0.744
2 30.630
3 30.776

Tablo 102 : Yiiksek Derisimde Kisa Siireli Oda Sicakligi Kararlilig

Dongii Pa- Yiiksek Derisim (600 ng/mL Analitik Standart)
ra- Hesaplanan  Ortalama SD %RSD Gergek %Sapma
Derisim Degerden
lel
% Sapma
0.SAAT 1 575.298 575.758 0.4 0.069 -4.040 -
2 575.962
3 576.015
24.SAAT 1 641.250 641.279 1.8 0.278 6.880 11.380
2 639.509
3 643.077
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4.11.1.1.1.5. Diliisyon Dogrulugu

Kalibrasyon egrisinin en iist degerinin disindaki bir analit derigimi kér matriks ile
seyreltildiginde dogruluk ve kesinlik i¢in belirtilen £%15 degeri igerisinde olmalidir.

Tablo 103’de goriildiigii gibi sonuglar uygundur.

Tablo 103 : Kisa Siireli Oda Sicaklig1 Kararliligi (Anl.Std.: Valsartan, Ger¢ek Deger:
100 ng/mL Anl. Std.)

Analitik Standart Hesaplanan Derisim (ng/mL)

Diliisyon-1 113.75
Diliisyon-2 108.73
Diliisyon-3 113.82
Diliisyon-4 102.99
Diliisyon-5 112.8
Ortalama 110.42
SD 4.65

% RSD 4.21

% SAPMA 10.42

4.11.1.1.1.6. Matriks Etkisi

En az alt1 farkli hayvanin i¢ standart diizeltilmesi yapilan matriks etkisinimin Relatif
Standart Sapma degeri (RSD) %15 den daha yiiksek olmamalidir. Tablo 104’de

goriildiigii gibi sonuglar uygundur.
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Tablo 104 : Matriks Etkisi Sonuglar1 (Anl.Std.: Valsartan, i¢ Std.: Olmesartan, MF:

Matriks Faktor)
DUSUK DERISIM YUKSEK DERISIiM
(30 ng/mL) (600 ng/mL)
Alan Alan

Anl. icStd. Pik Anl. Std.1 i¢ Std. Pik

Std.1 Alan % Alan %
KE 462232 557737 - 7927302 569509.00 -

MF 1 432479 520024 100.35 7706602 522004.00 106.06
MF 2 450428 498363  109.06 7709319 520422.00  106.42
MF 3 447499 508654 106.15 7664581 529083.00 104.07
MF 4 446940 540605 99.76 7729128 532262.00 104.32
MF 5 443452 516887  103.52 7671643 496163.00  111.08
MF 6 451579 501485 108.65 7664183 515459.00 106.82
Ortalama 104.58 Ortalama 106.46

SD 4.04 SD 2.53

%RSD 3.86 %RSD 2.37

4.11.1.1.1.7. LLOQ Diisiik Saptama (Tayin) Alt Sinir1

Analizlenecek maddenin, dogrulugu ve kesinligi ispatlanmis bir diizeyde giivenebilir

olarak olgiilebilen en diisiik konsantrasyonudur. Sinyal / giiriiltii oranin1 5 kat1 olarak

hesaplanir. LLOQ degeri ¢aligmada hedeflenen konsantrasyona gdre uyarlanmalidir.

Tablo 105°de goriildiigii gibi dogrulugu ve kesinligi ispatlanmis LLOQ degeri

valsartan i¢in ortalama 0.082 ng/mL ve olmesartan i¢in 0.018 ng/mL dir. Bu sebepten

dolay1 bu ¢alismada LLOQ degeri 10 ng/mL olarak alinmasinin higbir sakincasi

yoktur.
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Tablo 105 : LLOQ Sonuglar1 (Anl.Std.: Valsartan, i¢.Std.: Olmesartan)

Anl.Std. Ic Std.

(ng/mL) (ng/mL)
LLOQ-1 0.082 0.018
LLOQ-2 0.100 0.019
LLOQ-3 0.078 0.018
LLOQ-4 0.085 0.020
LLOQ-5 0.064 0.015
LLOQ Ortalama 0.082 0.018

4.11.1.1.2. Farmakokinetik Bulgular

Formiilasyonun farmakokinetik parametreleri, tek doz olacak sekilde per oral (64

mg/kg) uygulamalarmi takiben, 2 grup olarak incelenmistir.

1.Grup: Ticari formiilasyon (64 mg/kg olacak sekilde serum fizyolojikte siispande

edildi.)

2.Grup: Gelistirlen lipid bazli formiilasyon (64 mg/kg olacak sekilde verildi.)

Sekil 46 : Orogastrik sonda yardimiyla siganlara ilag uygulamasi.
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Sekil 47 : Uygulamada sigan goriintiisii.

Formiilasyonun viicuttaki dagilimini belirlemek i¢in toplamda 10 noktada kan
orneklemesi yapilmistir (0., 0.5., 1., 2., 3., 4., 5., 7.,18. ve 24. saatlerde). Sicanlardan
4mL kalp kan1 alinmistir (Sekil 47). Calismadan bir gece dnce hayvanlar ag¢ birakilip
sadece su takviyesi yapildi. Calisma sirasinda siganlara anestezi uygulanmadi.

Sicanlara formiilasyon oral olarak gavaj yoluyla orogastrik sonda (Sekil 46)
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yardimiyla uygulanmistir. Uzerine 200 pL su verilmistir. Sonuglar Sekil 48’de

gosterilmistir.

30000
25000
20000

15000

Derisim (ng/mL)

10000

5000

0 — @
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (saat)

—@—Ticari Formilasyon —@—F8B

Sekil 48 : Zamana gore Ticari formiilasyon ve F8B’nin plazma konsantrasyon grafigi

(R: Ticari formiilasyon, T: F&B).

Belirlenen zaman araliklarinda kan Ornekleri alinarak farmakokinetik hesaplamalar

Winnonlin programut ile yapilmistir. Sonuglar Tablo 106’da verilmistir.

Tablo 106: Yapilan uygulamalardan sonra elde edilen farmakokinetik parametreler.

Farmakokinetik parametreler Ticari formiilasyon (%CYV) F8B (%CV)

EAAgson (saat * ng/mL) 9741.5 (7.180) 39209.9 (13.999)
EAAsonsuz (saat * ng/mL) 9871.5 (10.649) 48100.3 (11.386)
Cmaks (ng/mL) 2474 (1.344) 21003 (28.383)
Tmaks (saat) 2(0) 2(0)
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4.11.1.2. Farmakodinamik Calismalar

Yontem 3.2.11.1.2°de anlatildig1 gibi antihipertansif etkinlik ¢aligmalart her iki cinsten
18 Wistar albino sicanlarda (250-300 gram) gerceklestirildi. Siganlar 3 gruba boliindii
ve her grupta 6 sican olacak sekilde gruplandirildi (A, B ve C) (n=6). Siganlar
polipropilen kafeslerde, 25+2°C sicaklik ve %5545 rolatif neme sahip standart
laboratuvar kosullarinda tutuldu. Hayvanlarin standart laboratuvar diyetine ve suya

erisimi serbesttir. Bulgular Tablo 107°de verilmistir.

Sekil 49: Sicanlarda tansiyon ol¢limii.
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Tablo 107 : Hayvanlarda tansiyon dl¢tim degerleri.

T=0. SAAT (mm/Hg)

T=3. SAAT (mm/Hg)

T=4. SAAT (mm/Hg)

Sistolik  Diastolik Nabiz Sistolik  Diastolik Nabiz  Sistolik Diastolik Nabiz
Saghkh Hayvan 123+ 73+ 277+ 136+ 58+ 346+ 130+ 62+ 312+
36.61 47 38 28.3 43 22 33.2 39 35
Tansiyon
Olusturulmus 226+ 183+ 285+ 227+ 223+ 332+ 191+ 182+ 405+
Tedavi 73.55 68.67 60.48 23.9 21.5 52.1 26.52 35.16 90.10
Uygulanmayan
Tansiyon
Olusturulmus 213+ 200+ 284+ 172+ 117+ 315+ 184+ 141+ 379+
Ticari 60.53 51.73 53.61 39.13 57 2.02 46.56 71.75 54.21
formiilasyon Tle
Tedavi Edilen
Tansiyon
Olusturulmus 244+ 167+ 265+ 156+ 108+ 134+ 122+ 69+ 359+
F8B ile Tadavi 58.98 32.8 42.89 57.8 72 34 46 59 115

Edilen

Hipertansiyonlu sicanlarda biyokimyasal parametreler ticari farmasotik sekil ile

gelistirilen lipid bazli formiilasyonda karsilagtirmali olarak VetScan VS2 (Abaxis)

cihazinda Ol¢iilmesi ile arastirildi. Sonuglar Tablo 108°de verilmistir.
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Tablo 108

parametrelere ait bulgular.

llagc uygulanan ve uygulanmayan hayvanlardaki biyokimyasal

Olgiilen Biyokimyasal Parametreler

e A = Z = z S =) . g 3
i % 3 % E B s E E 3 % uw &t B =z &
Saghkh 4.1+ 51+ 60 510 03+ 13 4 5.5« 0.6 12 155 8.5+ 4.1 3.1+ 44
Hayvan 0.4 16 £ % 0 1 + 0.7 0.07 =+ + 0.84 =+ 21 = +
31.8 162 0.28 8 3.53 0.7 1.3 35
T- Tedavi yok 6.5+ 47+ 171 773 04+ 13+ 39+ 54+ 0.5+ 155 149 13.1 8.4 2 6 234
6)) 0.2 0 + + 0.07 1 0 021 0.14 <+ + + + + + +
202 92.6 9.89 0.7 0 0.28 45 0.07 20
T- Tedavi yok 5.5+ 23+ 8 860 0.4+ 15£ 39+ 57+ 0.8+ 139 158 12.1 7.9 2.7+ 4.8+ 137
Q) 0.2 2.2 + + 0.07 1 0 0.56 028 + + + + 0.6 049 =+
212 113 9.89 141 254 035 17
T- Tedavi yok 5.4+ 30+ 62 939 04+ 18+ 39+ 5.6+ 03+ 158 150 121 82 25+ 6.1+ 230
3) 0.7 14 + + 0 2 0 0.28 0 E + + + 1.7 2.62 =
140 198 55 424 247 0.21 18
T- Tedavi yok 5.4+ 72+ 514 781 03+ 14+ 39+ 6 0.3+ 195 151 8.6 8.1 1.7 54+ 227
1) 0.3 9.1 + + 0 2 0 + 0.7 + + 0 + 0.4 226 =
73 159 0.98 353 282 1.31 15
T- Tedavi 5.2+ 166 83 681 0.3+ 15 39+ 5.7+ 0.2+ 259 145 8.6 65+ 2 3.8 112
Ticari 0.6 + + % 0 + 0 049 028 =+ + 0 0.7 + + t
formiilasyon 69 7.07 113 0.7 424 14 042 113 14
(0]
T- Tedavi F8B 5.1+ 82 532 851 03+ 12 39+ 509+ 0.2+ 236 148 86+ 7.1+ 2 4 22+
3) 0.98 + + + 0 + 0 0.35 028 + + 247 245 + + 1.8
29.6 19 66.4 0 142 282 1.41 049

(Saglikli hayvan: Metil prednisolon asetat ile

tansiyon olusturulmamis hayvan

(Negatif Kontrol), T- Tedavi yok(1): Metil prednisolon asetat ile tansiyon
olusturulmus tedavi almamis hayvan(Pozitif Kontrol), T-Tedavi yok(2): Metil
prednisolon asetat ile tansiyon olusturulmus tedavi almamis hayvan(Pozitif
Kontrol), T-Tedavi yok(3):Metil prednisolon asetat ile tansiyon olusturulmus tedavi
almamis hayvan(Pozitif Kontrol), T- Tedavi yok(1): Metil prednisolon asetat ile
tansiyon olusturulmus tedavi almamis hayvan(Pozitif Kontrol),T-Tedavi ticari
formiilasyon (2): Metil prednisolon asetat ile tansiyon olusturulmus ticari formiilasyon
ile tedavi almis hayvan, T-Tedavi F8B(3):Metil prednisolon asetat ile tansiyon

olusturulmus F8B ile tedavi almis hayvan.)
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Tartisma

5.1. Genel Degerlendirme

Hipertansiyon, gelismekte olan ve gelismis iilkelerin en basta gelen saghk
sorunlarindan biridir. Diinya Saglik Orgiitii, prevalans1 yiiksek olan hipertansiyonun
diinyada 6nlenebilir 61iim nedenleri igerisinde birinci sirada yer aldigini belirtmektedir
(Dénmez, Memioglu, & Erdem, 2015). Tezimizde antihipertansif bir etkin madde olan
Valsartan kullanilmistir. Valsartan, BCS smf II bir etkin madde olup diisiik
cOziintirlik ve yilksek permeabilite gostermektedir. Bu etkin maddenin
biyoyararlanimi %25 civarindadir. Valsartan biinyesinde barindirdig: iki zayif asidik
boliimden dolay1 (pKa 3.9 ve 4.7) pH’ya bagli ¢coziiniirliik gosterir. pH’nin 4’ten 6’ya
yiikselmesi valsartanin ¢oziintirliiglinii 1000 kat arttirir fakat iyonik olmayan form
artar ve lipofiliklik azalir. Bu nedenle gastrointestinal kanal boyunca valsartanin
absorbsiyon oram1 da pH’ya bagh etkilenir. Valsartan asidik bir bdliim olan
gastrointestinal kanalin {ist kismindan absorbe olur fakat burada ¢oziiniirligi diistiktiir

(Saydam & Takka, 2007; Siddiqui et al., 2011).

Son yillarda 6zellikle diisiik ¢ozlniirliik gosteren etkin madelerin formiilasyon
gelistirme c¢aligmalarinda lipid bazli formiilasyonlar siklikla kullanilan ilag tasiyici
sistemler olmustur. Clinkii birgok yeni ila¢ molekiilii ve varolan ilag molekiilleri zayif
biyoyararlanima, bireylerarasi/bireyleri¢i farkliliga neden olan diisiik ¢oziintirlik
gosterirler (Kallakunta, Bandari, Jukanti, & Veerareddy, 2012). Bu yiizden bu ilaglarin
oral uygulamasinda ¢oziiniirliik hiz sinirlayict basamaktir (Palmer, 2003). Valsartan
gibi diistik ¢oziinilirliik ve biyoyararlanima sahip ilaglar lenfatik hedefleme i¢in
potansiyel adaylardir. Boyle ilaglar bagirsak lenfleri araciligi ile etkin bir sekilde
tasiarak sistemik dolasima katilirlar. Valsartanin direkt olarak sistemik dolasima
taginmasi portal sistemin gegilmesine ve karaciger ilk gecis etkisi sorununun ortada
kaldirilmasimna yol acacaktir. Boylelikle ¢ok daha diisiik dozlarda etkin plazma
konsantrasyonlarina ulasilabilecektir. Direkt lenfatik kilcallarda bulunan endotelyal
hiicreler arasindaki baglar, kolloidal parcaciklarin dogrudan lenflere gitmesini saglar.
Lenfatik sistemin bu 6zelligi kullanilarak silomikron olusumu ile uzun zincirli yag
asitlerinin absorpsiyonu artirilarak portal sirkiilasyon atlanabilir. Lenfatik hedefleme
yaklasimi1 mikroemiilsiyon, kendiliginden emiilsiyon olusturan ilag tasiyici sistemler,
miseller sistemler gibi lipid bazl sistemler i¢in uygundur (Hetal, Bindesh, & Sneha,
2010). Lipid bazli sistemler dissoliisyon siirecini hizlandirarak, partikiil boyutunu
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molekiiler diizeylere indirmeyle ¢oziinmiis fazin formasyonunu kolaylastirarak,
tastyici ile kati hal sollisyonunu saglayarak, ilag alimini degistirerek, enterosit bazl
transportu degistirerek, intestinal lenfatik sistem araciligiyla ilacin sistemik dolasima
transportunu arttirarak gastrointestinal kanaldan ilag absorbsiyonunu arttririrlar
(Kalepu et al., 2013). Bu nedenle tez ¢alismamizda Valsartan gibi diisiik ¢oziintirliik
ve diisiik biyoyararlanim gosteren etkin maddenin gastrointestinal sistemde
¢Oziinlirliiglinii arttirmak ve oral biyoyararlanimini arttirmak amaciyla miseller ¢ozelti,
kendiliginden emiilsifiye olabilen sistemler ve kat1 kendiliginden emiilsifiye olabilen

sistemler gelistirilmistir.
5.2. Valsartamin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Bu amagla ilk olarak Valsartanin fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmeye calisildi ve
literatiirle uyumu arastirildi. ilk olarak Valsartanin lipid su partisyon katsayis1 22.2
olarak belirlendi. Bu deger literatiirdeki Valsartanin lipid su partisyon katsayis1 degeri
ile uyumlu bulundu (Mbah, 2005). Daha sonra Valsartanin FT-IR spektrumu ¢ekildi
(Sekil 2) ve erime derecesi tayini (Sekil 3) yapildi. FT-IR spektrumdaki pik degerleri
(2964cm™ ‘de C=N gerilmesi, 1729cm™'“de karboksilat gerilmesi, 1602cm™‘de C=0
bagi, 1105cm™ ‘de C-N bag) literatiirlere uygun bulunmustur (Ardiana, Suciati, &
Indrayanto, 2015). DSC’de yapilan erime derecesi analizinde 104°C’de pik verdigi
gozlemlenmistir. Bu pik literatiir bilgisi ile uyumludur(Ramos & Diego, 2017).

5.3. Valsartanin HPLC Metodu ve Validasyon Calismalarimin Degerlendirilmesi

Valsartanin yapilacak olan in vitro salim, permeabilite, stabilite ve in vivo
calismalarinda kullanilmak {izere HPLC yontemi gelistirilip valide edilmistir.
Validasyonlar FDA tarafindan onerilen kriterlere gore dogrusallik, se¢icilik, ¢alisma
arali, dogruluk ve geri elde edilebilirlik, kesinlik, ¢6zelti stabilitesi, duyarlik ve
sapma sinir1 parametreleri agisindan degerlendirilmistir. Dogrusallik parametresinde
bulunan r? degerleri pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8, HBSS, FaSSIF, FeSSIF, FaSSGF icin
sirastyla 0.999, 0.9991, 0.9999, 0.9992, 0.9999, 0.9994, 0.9991 olarak bulunmustur.
Bu degerler egrilerin %99.9, %99.91, %99.99, %99.92, %99.99, %99.94, %99.91
dogrusallik gosterdigini belirtmektedir. Secicilik parametresinde pH 1.2, pH 4.6, pH
6.8, HBSS, FaSSIF, FeSSIF, FaSSGF ortamlarinin higbirinde etkin madde pikinin
altinda herhangi bir pik yoktur. Bu bulgu yontemin segicilik yoniinden sorun teskil

etmedigini géstermektedir. Calisma aralig1 6rnegin yiiksek konsantrasyonundan diisiik
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konsantrasyonuna kadar olan bir aralikta analitik yontemin kabul edilebilir dogruluk,
hassasiyet ve dogrusallik seviyesi ile ¢alistig1 kanitlanmasi ile ilgilidir. Bu parametre
icin %10 ve %125’lik konstrasyonlarda numune analizlendi ve 7 ortamin hepsinde
RSD %2’den kiiciik bulundu. Dogruluk ve geri elde edilebilirlik parametresinde diigiik
(%1.25), orta (%10) ve yiiksek (%100) derisimlerde 6 paralel enjeksiyon verilerek
hesaplanan yiizde dogruluk degerleri pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda
Tablo 6, Tablo 7, Tablo 8, Tablo 9’da verildigi gibi %95’in tizerinde, FaSSIF, FeSSIF,
FaSSGF ortamlarinda ise %98’den biiyiik bulunmustur. FDA tarafindan, yapilan
validasyon calismalarinda beklenen dogruluk degeri %80°den biiyiik olmasidir.
Dogruluk parametresi bu kriteri karsilamigtir. Kesinlik ¢alismasinda %100
derisimdeki ¢ozeltiden 6 enjeksiyon yapilmistir. Tiim 7 ortam i¢in RSD degerleri
%2’den kiiciik bulunmustur. FDA tarafindan verilen smirlara uygun oldugu
belirlenmistir. (FDA, 2000). istatiksel analizde yapilan alt1 enjeksiyon arasinda fark
gbézlemlenmemistir  (p>0.05). FaSSIF, FeSSIF, FaSSGF ortamlar1 enzim
icerdiklerinden dolay1 ¢ozelti stabilitelerine bakilmamistir. pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8 ve
HBSS ortamlarinda ¢ozelti stabilitesi parametresi i¢cin 90 dakika, 10 saat, 14saat 18
saatte enjeksiyonlar tekrarlandi. %RSD degerleri her bir derisim i¢in istenen sinirlarda
bulundu (RSD <%]15). Duyarlik ve sapma sinir1 i¢in pH 1.2, pH 4.6, pH 6.8 ve HBSS
ortamlarinda LOD degerleri sirasiyla 0.07, 0.027, 0.031, 0.025 ve LOQ degerleri
sirastyla 0.21, 0.081, 0.103, 0.074 degerleri elde edilmistir. HPLC calismalarinda pH
4.6, pH 6.8 ve HBSS ortamut i¢in en diisiik derisim secilen 0.1ug/mL ve pH 1.2 igin
secilen 0.5pug/mL derisimlerinde calisilmasinda sakinca yoktur. Elde edilen tiim

parametrelerin sonucunda HPLC yontemi FDA’da belirlenen kriterlere gére uygundur.
5.4. Valsartanmin Coziiniirliik Calismalarimin Degerlendirilmesi

Valsartan, potent yiiksek segicilige sahip oral yoldan kullanilan aktif anjiotensin II tip1
reseptor antagonist grubuna dahil antihipertansif bir ilagtir. Valsartanin anjiotensin II
tip 1 reseptdriine afinitesi anjiotensin II tip 2 reseptoriine olan afinitesinden yaklasik
20000 kat fazladir. Bu sayede kan damarlarinda gevsemeye ve kan basincinda
diismeye yol agar. Valsartan notral pH’da suda ¢oziiniir 6zelliktedir. Fakat biinyesinde
barmdirdigi iki zayif asidik boliimden dolay1 pH’ya bagli ¢oziiniirliik gosterir (Aydin
& Oztiirk, 2014; Saydam & Takka, 2007). Yapilan Valsartana ait ¢oziiniirliik
caligmasinda literatiire uygun olarak pH’ya bagh bir ¢oziiniirliige sahip oldugu igin,

pH 1.2°de 0.038 mg/mL, pH 6.8’de 3.87 mg/mL ¢dziiniirlik gosterdigi bulunmustur.
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Valsartanla yapilan bir kat1 kendiliginden nanoemiilsifiye olan sistem calismasinda,
Campul CMC, Labrasol ve Tween 20 kullanilmistir. Aerosil 200, Silisia, Neusilin
US2’e emdirilmistir ve ayrica tablet olarak basilmis ve birbirleriye karsilastirilmistir.
Optimize edilen S-SNEDDS formiilasyonu ¢dziiniirliik oraninda 3-3.5 kat artis
gostermistir ve buna bagl biyoyararlanimda da artis gzlemlenmistir (Beg et al., 2012)
Tez kapsaminda lipid bazli sistemler gelistirilmesi i¢in bu sistemlerin hazirlanmasinda
kullanilan ¢esitli yag, yilizey etkin madde, yardimci yiizey etkin maddelerde
¢oziinilirliik caligmast yapilmis ve bununla ilgili sonuclar Tablo 24’de verilmistir.
Buradan yola ¢ikarak Valsartanin en ¢ok ¢6ziindiigii izopropil miristat, oleik asit,
Capyrol 90, Tween 20, PEG 600, Transcutol HP, izopropil alkol, etanol, Labrafil M
2125 CS, Tween 80 ile denemelere baglanmustir.

5.5. Formiilasyon Gelistirme Calismalarinin Degerlendirilmesi

Projemiz kapsaminda gelistirdigimiz lipid bazli formiilasyonlarin ilki kendiliginden
emiilsifiye olabilen ilag tasiyici sistemlerdir. Bu amagla Tablo 24°de en yiiksek
¢coziinlirliigli gosteren yag, YEM, Y-YEM ile Tablo 25-34’de belirtilen toplam 30
formiilasyon gelistirilmistir. Lipid bazli formiilasyonlarda yag fazi olarak Valsartan
i¢cin yuksek ¢oziiniirlilk gosteren oleik asit (3.2 mg/mL) ve izopropilmiristatin (3.5
mg/mL) formiilasyonlarda kullanilmasi uygun gorilmiistiir. Yine Valsartan ig¢in
yiiksek ¢oziiniirliik gosteren Hint yagi laksatif etkisi nedeniyle se¢ilmemistir (EMA,
2016). Valsartanin yiiksek ¢oziiniirlik gosterdigi YEM’lerden Cremophor EL ise kan
beyin bariyerini gecebildiginden uygun gorilmemistir (Kemper, Zandbergen,
Cleypool, Mos, & Boogerd, 2003). Bu formiilasyonlarin gelistirilmesinde titrasyon
yontemi kullanilmistir. Her bir YEM/YYEM orani icin en yiiksek mikroemiilsiyon
alanini veren faz diyagramlar Sekil 16 ve 17’te verilmistir. Buna gore F2A, F2C, F5B,
F7B, F8B, F9A ve F10B se¢ilmistir. F2A ile F2C’yi kendi arasinda kiyasladigimizda
benzer formiilasyonlar olsa da Tablo 26’da belirtildigi gibi F2A 1:1 YEM/YYEM,
F2C 1:2 YEM/YYEM i¢ermektedir. Her ne kadar F2A’nin mikroemiilsiyon alan1 daha
yiiksek olmasina ragmen Valsartanin YYEM igerisinde ¢oziiniirliigiiniin daha yiiksek
olmas1 nedeniyle F2C formiilasyonu secilmistir. Ayrica F2C titrasyonla daha fazla su
tutabilmektedir. Bilindigi gibi kendiliginden emiilsifiye olabilen sistemler fizyolojik

ortamda biyolojik sivilar ile seyreldiklerinde kendiliginden emiilsiyon olustururlar
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(SEDD/SNEDD/SMEDD) (Borkar, Holm, Yang, Miillertz, & Mu, 2016; Leonaviciute
etal., 2017; Liu et al., 2016; Tandel, Shah, Vanza, & Misra, 2017).

Lipid bazli formiilasyon simiflandirma sistemine gore formiilasyonlar dort grupta
incelenir. Tip 1 formiilasyonlar, sadece yaglardan olusur ve kaba dagilim gosterirler.
Tip 2 formiilasyonlar %40-80 trigliserit veya gliserit karigimlari, %20-60 yiizey etkin
maddeden (HLB<12) olusur. Partikiil biiyiikliigii 100-250nm’dir (SEDDS). Tip 3
formiilasyonlar, tip 3A ve tip 3B olarak ikiye ayrilir. Tip 3A %40-80 trigliserit veya
gliserit karigimlari, %20-40 yiizey etkin madde (HLB<12), %0-40 yardimc1 ylizey
etkin maddelerden (YYEM) olusur. Buna gore tezimizde gelistirilen formiilasyonlarin
HLB degeri 9-11 arasinda ayarlandi (Tablo 35) (N. Gursoy & Cevik, 2011; Kalepu et
al., 2013). Tip 3A sistemlerin partikiil biiylkligi 100-250 nm’dir (sulu
komponentlerle SEDDS/SNEDDS olustururlar). Tip 3B ise % <20 trigliserit veya
gliserit karigimlari, %20-50 ylizey etkin madde (HLB>12), %20-50 yardimci yiizey
etkin madde (YYEM) igerir. Partikiil blytikligii 50-100nm’dir (sulu ve az yagh
iceriklerle beraber SMEDDS olustururlar). Tip 4 formiilasyonlar trigliserit veya
gliserit karigimlar1 icermez. Sadece %0-20 yiizey etkin madde (HLB<12), %20-80
yiizey etkin madde (HLB>12) ve yardime1 yiizey etkin madde %0-80 icerir (Miseller
soliisyonlar olustururlar) (N. Gursoy & Cevik, 2011; Kalepu et al., 2013).

Tez kapsaminda gelistirdigimiz ikinci lipid bazli formiilasyon ise S-SEDD
sistemlerdir. ~ Sivi  formiilasyonlar  olarak  hazirlanan =~ SEDDS/SMEDDS/
SNEDDS’lerin, fiziksel dayanikliliga sahip sistemler olmalarinin yaninda tasima
kolaylig1 saglanmasi ve mikrobiyolojik dayanikliliklarinin arttirilmasi1 amaciyla kati
dozaj formu sekline getirilmeleri icin ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu durumda
yiiksek dayaniklilik, tekrarlanabilirlik ve hasta uyuncunun artmasi gibi istiinliikler
saglanabilmektedir. Kapsiile dolum teknolojisi, sivi veya yar1 kati sistemlerin
enkapsiile edilerek oral yolla uygulanmasinda kullanilan en yaygin ve kolay
teknolojidir. Fakat yliksek maliyet ve kapsiil deformasyonu gibi sakincalar1 vardir.
Bunun yaninda SEDDS/SMEDDS/SNEDDS’ler ¢esitli yontemlerle pellet ya da toz
haline getirilebilmektedir (S-SEDDS). Bu yontemlerde bazilar piiskiirterek kurutma,
kat1 tasiyicilara adsorbsiyon, yas graniilasyon ve yas ekstriizyondur (Sultan, El-
gizawy, Osman, & Maghraby, 2017). Gelistirilen formiilasyonlarm Tablo 36’da
belirtildigi gibi en iyi damlacik boyutu (F8B ve F9A sirasiyla 95.2nm ve 135.4nm) ve
polidispersite indeksine (PDI<0.5) sahip olan F8B ve F9A ile karakterizasyon
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calismalarina ve bu formiilasyonlar kullanilarak gelistirilen S-SEDD formiilasyonu
caligmalarina gecilmistir. Katilagtirma ¢alismalarinda inert kati tasiyict olarak HPMC
ES, Avicel pH 102 ve Aerosil 200 kullanilmistir. Graniile haline getirme ydntemi

olarak yas graniilasyon yontemi uygulanmastir.

Tezimizde gelistirdigimiz tgiincii lipid bazli ilag tasiyici sistemler ise miseller
sistemlerdir. Miseller sistemler lesitinle safra tuzlariin birlikteligine dayanir. Diistik
toksisite ve yiiksek ¢oziindiirme giicline sahip bir alternatif olarak umut vaad eder. Bu
miseller sistemler az ¢oziinen ilaglarin rahat ¢éziinebilmesi i¢in nanotasiyicilar olarak
arastirilmistir (Sultan et al., 2017). Miseller sistemlerin digindaki hidrofilik kabuktan
dolay1 dolasimdaki Omiirleri daha uzundur. Ayrica artmis permeabilite ve tutulma
etkisi (EPR effect) miseller sistemleri ¢ekici bir ilag tasiyict sistem yapmaktadir (Beg
et al, 2012). Kritik misel konsantrasyonunun altinda surfaktanlar miselleri
olustururlar. Bu miseller agregatlarin hidrofobik c¢ekirdek ve hidrofilik yiizeyleri
vardir. Hidrofobik i¢ yiizey hidrofobik, Valsartan gibi ¢oziiniirliik problemi olan
molekiiller i¢in uygun bir ¢ézlinme ortami yaratir (Do et al., 2009). Projemizde bes
farkli misel formiilasyonu gelistirilmistir. Lutrol F127 ve Soluplus® bu amagla

kullantlmistir.
5.6. Karakterizasyon ve Stabilite Calismalarimin Degerlendirilmesi

Gelistirilen tiim formiilasyonlar mL’de 80 mg Valsartan igermektedir. Projede
kullanilan tiim miktar tayini yontemleri valide edilmis metodlarla analizlenmistir.
Hazirlanan Valsartan iceren lipid bazli formiilasyonlarin karakterizasyon
caligmalarinda fiziksel goriiniis, pH, elektriksel iletkenlik, refraktif indis, viskozite,
damlacik boyutu, emiilsifikasyon zamani, termodinamik stabilite (santrifiij, 1sitma

sogutma), dagilim dayaniklilig1 ve kritik misel konsantrasyonu degerlendirilmistir.

SEDD sistemlerin karakterizasyon calismalarinda bakilan ilk parametre pH’dir. Bir
¢Ozeltinin asitlik ya da bazlik derecesini tarif eden 6l¢li birimi olan pH 6Slgiimleri
stabilite caligmalar siiresince yapilmistir. F8B’nin 3.741-3.755 arasinda ve FOA’ nin
3.746-3.754 arasinda degisim gostermistir ve her bir ay arasinda dl¢iilen pH degerleri
arasinda istatiksel olarak fark gdzlemlenmemistir (p>0.05) (Tablo 55-58). Ikinci
olarak incelenen parametre ise elektriksel iletkenliktir. Elektriksel iletkenlik 6l¢iilerek
mikroemiilsiyon sistemlerin fazlar1 belirlenebilmektedir. Elektriksel iletkenlik

Ol¢timleri mikroemiilsiyon formiilasyonunun dayanikliligin bir gdostergesidir. F8B ve
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F9A formiilasyonlarinin elektriksel iletkenlikleri {iggen faz diyagraminda belirtilen su
miktarina karsilik gelen miktarda su kullanilarak 6l¢iilmiistiir (optimum formiilasyon).
F8B ve F9A i¢in elektriksel iletkenlik sirasiyla 86 ps/cm ve 73 ps/cm olarak
bulunmustur. Stabilite caligmalarinda 12 ay boyunca iki farkl sicaklikta yapilmis ve
Tablo 55-58’de belirtildigi gibi elektriksel iletkenlik degerleri F8B igin 86-87us/cm
arasinda, F9A i¢in 73-74pus/cm arasinda 6l¢iilmiistiir. Bu bulgu mikroemiilsiyonun
stabilite calismalar1 boyunca faz doniisiimii gegirmedigini ifade etmektedir. Istatiksel
olarak dl¢iimler arasinda fark gézlemlenmemistir (p>0.05). Uciincii olarak incelenen
parametre Refrakrif indis 6l¢timiidiir. Bir 151k demetinin yogunluklari farkl: iki ortam
arasinda yon degistirmesine refraksiyon (kirilma) denir. Bir maddenin refraktif indisi,
onun karakteristiginin bir isaretidir (Bakhle, 2016; Cilek, Celebi, & Tirnaksiz, 2006).
Hazirlanan F8B ve F9A formiilasyonlarmin refraktif indisleri sirasiyla 1.4566 ve
1.4660 olarak ol¢iilmiistiir. 12 ay boyunca yapilan uzun siireli ve hizlandirilmis
stabilite ¢alismalarinda elde edilen refraktif indis degeri Tablo 55-58’de belirtildigi
gibi  baslagictaki ile benzerdir. Formiilasyonlarin damlacik  biiytikliikleri
karakterizasyonda Onemli parametrelerden biridir (Akula, Gurram, & Devireddy,
2014). Tablo 38’de belirtildigi gibi etkin madde icermeyen F8B ve FOA nin partikiil
biiytikliikleri sirastyla 8.78+0.003 nm, 45.11+£0.04 nm bulunmustur. Bu biiylimeyi
etkin maddenin formiilasyonun i¢ine girmesiyle agiklayabiliriz. Etkin madde iceren
F8B ve FO9A’nin partikiil biliytikliikleri ise 72.63+0.45 nm ve 146.6+0.78 nm olarak
bulunmustur. Tip 3A sistemlerin partikiil biiytikligi 100-250 nm’dir (sulu
komponentlerle SEDDS/SNEDDS olustururlar). Tip 3B’nin ise partikiil biiytikliigii
50-100 nm’dir (sulu ve az yagli igeriklerle beraber SMEDDS olustururlar) (Kalepu et
al., 2013). Buna gore F8B tip 3B, F9A ise tip 3A sistemlere uygun bulunmustur. Zeta
potansiyel, partikiillerin ylizey yiikiiniin bir Ol¢iisiidiir ve partikiil-partikiil itme
giiclerinin etkisiyle sisteme kolloidal stabilite kazandirir. Dolayisiyla, zeta
potansiyelinin bilinmesi, ayn1 zamanda kolloidal dispersiyonun stabilitesinin
ongoriilmesine de izin verir (Patil, Patil, Shete, & Doijad, 2013). Genelde +£30 mV’luk
zeta potansiyel degerine sahip sistemler stabil kabul edilmektedir (Balakumar, Vijaya,
Tamil, Hari, & Abdu, 2013). F8B ve FOA ’nin zeta potansiyeli ii¢ paralel ol¢lilmiis ve
sonuclar birbiri ile uyumlu bulunmustur (Sekil 18-19). Dagilim dayanikliligi, farkli
seyreltme ortamlarinda ve oranlarinda homojen SEDD formiilasyonlarinin in vivo
ortamda etkin maddenin ¢okmeyip absorbsiyonu etkilemeyeceginin bir gdstergesi

oldugu i¢in Onemli bir parametredir (Balakumar et al., 2013). F8B ve F9A
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formiilasyonlarinin dagilim dayamikliligi pH 1.2, pH 6.8 ve distile su ortamlarinda
1:10, 1:100, 1:500 ve 1:1000 seyreltme oranlarinda yapilmistir. Formiilasyonlar
seyreldikge  damlacik  biyiikliiklerinin  kiiciildiigii =~ gozlemlenmistir.  F8B
formiilasyonunda 1:1000 seyreltmede 0.dakikada damlacik boyutu 47.30+£0.56 nm
olarak bulunurken, 24. Saat sonunda damlacik boyutu 75.16+2.15 nm, pH 1.2
ortaminda 0. dakikada 437.9+5.34 nm iken 24. saatin sonunda 271.0+8.86 nm, pH 6.8
ortaminda 0. dakikada 77.164+2.826 nm iken 24. saatin sonunda 121.2+3.80 nm olarak
bulunmustur. F9A formiilasyonunda 1:1000 seyreltmede 0.dakikada damlacik boyutu
97.42+1.03 nm olarak bulunurken, 24. Saat sonunda damlacik boyutu 156.9+2.5 nm,
pH 1.2 ortaminda 0. dakikada 466.9+1.62 nm iken 24. saatin sonunda 223.9+3.62 nm,
pH 6.8 ortaminda 0. dakikada 165.5+7.61 nm iken 24. saatin sonunda 139.2+2.81 nm
olarak bulunmustur. Bu zaman araliklarinda dlgiilen damlacik boyutlarinda
polidispersite indeksi 0.85’ten kii¢lik bulunmustur. Kendiliginden emiilsifikasyonda
emiilsifiye olabilme zamani, sistemin etkinligi hakkinda bilgi vermektedir (Amrutkar,
Salunkhe, & Chaudhari, 2014). SEDD formiilasyonlar1 seyreltme ortamlarinda hafif
bir ¢alkalama ile disperse olmalidir (Amrutkar et al., 2014; Balakumar et al., 2013).
Balakumar ve arkadaslarinin yaptig1 benzer bir ¢aligmada emiilsifikasyon zamani bir
dakikadan kiiciik olan formiilasyonlarin stabil olacaginini belirtmislerdir (Balakumar
et al., 2013). FOA ve F8B literatiirlerle uyumlu olarak sirasiyla 15 sn ve 10 sn’de
tamamen dagilmistir. SEDD formiilasyonlarla termodinamik stabilite (santrifiij,
1sitma-sogutma ve dondurma-¢ézme) caligmalar1 yapilmistir (Selvam et al., 2015).
F8B ve F9A formiilasyonlarinda da herhangi bir faz ayrismasi, ¢6kme gibi
stabilizasyon problemi gozlemlenmemistir. Buradan hareketle iki formiilasyonun da
termodinamik olarak stabil oldugunu sdyleyebiliriz. FOA ve F8B ile 12 ay boyunca
yapilan uzun siireli (%25+£5C°, %6045 bagil nem) ve hizlandirilmis stabilite
(%40+£5C°, %75+5 bagil nem) ¢alismalarinda igerik miktar tayinleri yapilmistir. Etkin
madde icerik miktarlarinda istatiksel olarak anlamli bir degisme olmamistir. Ayni
sekilde 12 ay boyunca yapilan fizikokimyasal analizlerde baslangic degerlerine benzer

bulunmustur (Tablo 55-58).

S-SEDD (F9A Avicel, F9A HPMC, F8B Avicel, F§SB HPMC) formiilasyonlarinda
yapilan karakterizasyon calismalarinda ilk olarak kiime ve sikistirilmis dansitelere
bakild1 ve buradan hareketle Hausner oran1 ve Carr indeksi hesaplandi. Carr indeksleri

%24.98 ile % 32.98 arasinda bulundu. Bu bulgulara gore graniilelerimizin akislarinin
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zaylf oldugu gozlemlendi. Bu formiilasyonlarla yapilan titresimli elek testinde her
birinin en yogun oldugu partikiil boyutu dagiliminin 1400 pm’den biiyiik oldugu
gozlemlenmistir (Tablo 46-49). Graniilelerle yapilan emiilsifikasyon zaman
analizinde F8B ve F9A’nmin HPMC formiilasyonu siserek 5 dakikada emiilsifiye
olmuglardir. FO9A ve F9B’nin Avicel- Aerosil formiilasyonlarinda emiilsifikasyon
zamanlarmin 30 saniyeden kis oldugu gozlemlenmistir. FOA Avicel-HPMC-Aerosil ve
F8B Avicel-HPMC-Aerosil formiilasyonlariin partikiil boyutu 6l¢timleri yapilmistir
(Tablo 50). Bu bulgulardan hareketle FO9A ve F8B aerosil formiilasyonlarinin partikiil
boyutlarinin istenenden fazla oldugu gozlemlenmistir. F9A ve F8B’nin her Avicel ve
HPMC formiilasyonlar1 ile 12 ay boyunca yapilan uzun siireli (%25+5°C, %60+5 bagil
nem) ve hizlandirilmis stabilite (%40+5°C, %7545 bagil nem) ¢aligmalarinda icerik
miktar tayinleri yapilmistir. FOA Avicel ve HPMC formiilasyonlarinda 0. ay ile 1. ay
arasinda dramatik bir farklilik vardir. Bu nedenle FOA Avicel ve HPMC in vitro
permeabilite ve in vivo calismalara dahil edilmemistir. Graniilelerde yapilan

fizikokimyasal analizler 0. ay sonuglarina ¢ok yakin bulunmustur (Tablo 59-66).

Misel formiilasyonlartyla yapilan karakterizasyon ¢aligmalarinda ilk olarak
formiilasyonlarin pH degerleri 6l¢iildii. Misel formiilasyonlariin ortalama pH degeri
3.75 olarak bulundu. Misel formiiasyonlarda yapilan damlacik biiytikligi olgtimleri
sonucu elde edilen bulgularda damlacik biiytikliikleri Misel A ve F disinda ¢ok biiyiik
bulundu. Tiim formiilasyonlarda polidispersite indeksleri 0.85’ten biiyiik bulundu.
Miisel formiilasyonlarda yapilan termodinamik stabilite testlerinde tiim
formiilasyonlarda faz ayrismasi gézlemlendi. Buna dayanarak termodinamik olarak
stabil olmadiklarina karar verildi. Kritik misel konstrasyonu o6l¢iimiinde ise,
Formiilasyon A ve F disindaki diger formiilasyonlarda yiizey gerilimlerinde dramatik
bir degisiklik olmamasindan 6tiirii kritik misel konsantrasyonlari l¢iilemedi. Buradan
hareketle bu Misel B, C, D ve E formiilasyonlarinda misel sistemleri

olusturamadigimiz bulgusu belirlendi.

Yapilan karakterizasyon ¢alismalari sonrasi, misel sistemlerin damlacik boyutu ve PDI
degerleri uygun olmadigindan ve termodinamik stabilitelerinde problem
goriilmesinden dolay1 bundan sonraki stabilite, salim ¢alismalar1 ve in vitro in vivo
caligsmalara dahil edilmemistir. Karakterizasyon c¢aligmalari sonrasi tespit edilen F8B,
F9A, F8B Avicel, F§SB HPMC, F8B Acrosil, FOA Avicel, FOA HPMC, F9A Aerosil

ile in vitro salim c¢alismalarina devam edilmistir.
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5.7. In Vitro Salm Cahsmalarinmn Degerlendirilmesi

Literatiirde Valsartan dogas1 olarak asidik olmasindan dolay1 biyoyararlanimi %25
civaridadir (Aydin & Oztiirk, 2014; Saydam & Takka, 2007). Ancak Valsartan asidik
bir boliim olan gastrointestinal kanalin {ist kismindan absorbe olur fakat burada
¢cOziintirliigl diisiiktiir (Saydam & Takka, 2007). Gelistirilen formiilasyonlarin, Toz
valsartanin ve ticari formiilasyonun pH 1.2, pH 4.6 ve pH 6.8 de salim ¢alismasi
yapilmistir (Sekil 21-26, Tablo 67-72). Valsartan pH yiikseldik¢e ¢ozilinlirliigli artan
bir madde oldugu i¢in 6nemli olan pH 1.2°de ¢6ziliniirliigiinii artirmaktir. pH 1.2°de
24. saatin sonunda ticari formiilasyon %62.99, toz valsartan %9.41, F8B %90.73, F8B
Avicel %82.48, F8B HPMC %77.25, F8B Aerosil %58.18, F9A %79.57, FOA Avicel
%81.32, FOA HPMC %88.69, F9A Aerosil %60.98 ‘lik salim degerlerine
ulagsmiglardir. F8B pH’ya bagli olmayan bir ¢6ziinme profili sergilemektedir. Bu
nedenle permeabilite calismalarinda sadece F8B formiilasyonu ve bu formiilasyonun
katilagtirtlmis  hali olan F8B Avicel formiilasyonu kullanilmistir. HPMC

formiilasyonunun kullanilmamasinin nedeni yaptig1 yavas salimdir.

F> benzerlik faktoriine goére sonuglar degerlendirildiginde, pH 1.2°de F8B ve F8B
Avicel incelenmistir. Buna gore F» benzerlik faktorii 56.5 bulunmustur ve profiller
benzerdir. pH 4.6’da F8B ve F8B Avicel incelenmistir. Buna gore F» benzerlik faktorii
60.2 bulunmustur ve profiller benzerdir. pH 6.8’de Ticari formiilasyon-F8B ve F8B-
F8B Avicel incelenmistir. Buna gore F» benzerlik faktorleri sirasiyla 46.87 ve 79.42
olarak bulunmustur. F§B ve F8B Avicel daha benzer profile sahiptir. pH 1.2°de FOA
ve F9A Avicel incelendiginde F» benzerlik faktorii 68.74 olarak bulunmustur ve
profiller benzerdir. pH 4.6’da Ticari formiilasyon-F9A, FOA-FOA HPMC, FOA-F9A
Avicel incelenmistir. Buna gore F» benzerlik faktorleri sirasiyla 43.81, 39.48, 55.56
olarak bulunmustur. En benzer FOA-FOA Avicel’in profilleridir. pH 6.8’de Ticari
formiilasyon-F9A Avicel, Ticari formiilasyon-FOA Aerosil, Ticari formiilasyon-FOA
incelenmistir. Buna gore F» benzerlik faktorleri sirasiyla 43.75, 32.22, 69.5 olarak
bulunmustur. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde F8B ve F8B Avicel en benzer

profile sahip olan iki formiilasyondur.

In vitro salim ¢alismalart yapildiktan sonra kinetik modelleme yapilarak
degerlendirilmistir. Hazirlanan formiilasyonlar, ticari formiilasyon ve toz valsartanin
salim profilleri kinetik modellerden sifirinci derece, birinci derece, Higuchi,

Langenbucher, Hixon-Crowell, RRSBW, M. Langenbucher, Hopfenberg, BTa,
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Peppas’a uyum yoniinden incelenmistir. pH 1.2°de elde edilen sonuglarin modele
uyumun gostergesi olan regresyon dogrusunun tamamlayicilik katsayisi (r?) ve modele
uygunlugunu belirleyen artik kareler toplami incelendiginde F8B formiilasyonunun
0.9638 degeri ile M. Langenbucher (Agabeyoglu, 1978) modeline uyum sagladigi
gozlemlenmistir (Tablo 73). Aymi sekilde ticari formiilasyon da bu modele uyum
saglamaktadir. F8B Avicel ise Langenbucher modeline uyum saglamaktadir

(Langenbucher, 1972).
5.8. Achik Tokluk Ortamlarinda In Vitro Sahhm Calismalarimin
Degerlendirilmesi

Etkin maddelerin in vitro basarisinin incelenmesinde ve in vivo davraniglarinin 6n
goriilmesinde kullanilan en Onemli olgiit dissoliisyon testleridir. Dissoliisyon
testlerinde in vivo ortamu en iyi sekilde taklit eden sartlarin elde edilmesi gereklidir.
Bunlardan en oOnemlisi ise kullanilan dissoliisyon ortamidir. Farmakopeler ve
kilavuzlarda belirtilen dissoliisyon ortamlar1 ¢ogunlukla fizyolojik ortamlarin
pH’larin1 baz alir. Bu ortamlar, ¢6ziiniirliik ve ¢6ziinme problemi olmayan ilaglar i¢in
uygun olsa da diisiik ¢oziiniirlilk gosteren etkin maddeler i¢in in vivo kosullar
yeterince yansitamaz. Oysa dissoliisyon ortami segilirken ilacin lipofilitesi,
¢Oziiniirliigl, iyonizasyon Ozellikleri ve yiyecekler ile etkilesimleri gibi etkenler de
gdz Onilinde tutulmalidir. Bundan dolayi, gastrointestinal kosullar1 taklit eden
biyouyumlu ortamlar gelistirilmistir. Bu ortamlarin igerikleri, osmolalitesi, pH’s1 ve
tampon kapasitesi aglik ve tokluga gore degisiklik gostermektedir (Yasin & Teksin,
2018). Achik ve tokluk ortamlarinda yapilan dissoliisyon calismalar1 Ticari
formiilasyon, Valsartan, F8B ve F8B formiilasyonlari ile yapilmistir (Tablo 79-81 ve
Sekil 27-29). Gelistirtirdigimiz F8B formiilasyonu tokluk halinde daha iyi salim
yapmaktadir (FaSSGF %44.57, FaSSIF %79.82, FeSSIF %99.55). Bunu tokluk
durumunda bagirsak iceriginde yer alan safra tuzlari, fosfolipitler, monogliseritler ve
yag asitleri gibi diger amfifilik maddelerin baz1 ilaglarin ¢oziiniirliik, ¢6ziinme hiz1 ve
emilimi lizerinde biiylik etkisi bulunmasiyla iliskilendirebiliriz. Bu bilesikler 6ncelikle
gastrointestinal sivilarin ylizey gerilimini diisiirerek ilaglarin 1slanabilirligini artirirlar
(Kleberg & Jacobsen, 2010). F8B Avicel ise aglik tokluk durumlarindan
etkilenmemektedir (FaSSGF %37.57, FaSSIF %100.16, FeSSIF %98.39).
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5.9. In vitro Lipoliz Calismasinin Degerlendirilmesi

In vitro lipoliz calismasi F8B, F8B Avicel ve sadece yag ve etkin madde igeren
formlarla yapilmistir. Sonuglar Tablo 82-84 ve Sekil 30-31°de gosterilmistir. Sonuglar
denklem 9 ile heseplanmistir (Zhang et al., 2014). Sindirilen IPM ve SEDD yiizdeleri,
3. saat sonunda sirasiyla % 86.84 ve% 52.12°dir. SEDD formiilasyonundaki IPM'nin
sindirim orani, IPM'den daha diisiiktiir. Bu durum daha yiiksek yiizey aktif madde /
yag oranindan dolayr gerceklesmis olabilmektedir. Uzun zincirli lipitlerin diisiik
sindirim orani, gastrointestinal kanalda formiilasyonu daha stabil hale getirmistir ve
biyoyararlaniom orta ve kisa zincirli lipid formiilasyonlarina gore daha yiiksektir
(Zhang et al., 2014). Sindirilen IPM ve S-SEDD yiizdeleri, 3. saat sonunda sirastyla
%90.86 ve %86.84 ’tiir. Katilagtirma i¢in kullanilan Avicel’in sindirimi hizlandirdig:

gozlemlenmistir.
5.10. In vitro Permeabilite Calismasmin Degerlendirilmesi

Caco-2 hiicre hatlarindan gegis ¢alismalari 2 yonlii olarak tasarlanmistir. Bunlar apikal
yonden bazolateral yone dogru olan barsakta absorbsiyon olayinin mukozadan ser6zal
tabakaya dogru tasman ila¢ molekiillerinin kilcal damarlar vasitasiyla sistemik
dolasima ge¢mesini taklit etmesidir. Bazolateral yonden apikal yone dogru olan ise
eksorbsiyon olarak ifade edilen ilaglarin kandan barsak liimenine dogru gegisi olarak
tanimlanan ve bagirsak membranindan apikal membrana dogru olan gecisi taklit
etmesidir (Glindogdu, 2009). Caco-2 hiicrelerinde apikalden bazolaterale dogru
yapilan gecis caligmalarinda Valsartanin bazolateral kismindaki derisim miktar1 Toz
Valsartanda, ticari formiilasyonda, F8B ve F8B Avicel formiilasyonunda sirasiyla
1.11+0.05, 2.58+0.42, 5.36+0.49, 0.88+0.22°dir (Tablo 87). Caco-2 hiicrelerinden
yapilan ge¢is caigsmalarinda Toz Valsartan, ticari formiilasyon, F8B Avicel’de
valsartan etkin maddesinin A->B yone dogru hesaplanan permeabilite degerleri (Toz
Valsartan 37.29x10°, Ticari formiilasyon 39.68x10, FSB Avicel 51.48x107) B->A
yone dogru hesaplanan permeabilite degerlerinden (Toz Valsartan 72.93x107, Ticari
formiilasyon 63.41x107, F8B Avicel 52.14x107) daha diisiik bulunmustur. F8B’ise
tam dersi bir durum s6z konusudur (A->B’ye 86.46x107, B->A’ya 75.57x107). Buna
gore F8B formiilasyonu en yiiksek gecis degerine sahiptir (Tablo 85). Gelistirilen
formiilasyonlar ticari formiilasyon ile karsilagtirildiginda permeabilite degerleri daha
yuksek bulunmustur. F8B ve F8B Avicel formiilasyonlar1 i¢in Pab degerinin
literatiirlerde belirtilen 1x10°°cm/sn degerinden biiyiik oldugu gozlenmistir. Effluks
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(net fluks) degeri, bazolateralden apikale permeabilitenin, apikalden bazolaterale
permeabiliteye boliimii olarak tanimlanir (Custodio, Wu, & Benet, 2009). Bu degerler
4 formiilasyonda da 2’den kii¢iik olarak bulunmustur (Artursson, Palm, & Luthman,

2001).

Tiim formiilasyonlar i¢in yapilan gec¢is calismalarinda kullandigimiz yontemin
gecerliligini test etmek icin Tablo 87 ve 88’de gostermis oldugumuz kontrol
parametrelerinden membrandaki ila¢g miktarini temsil eden Awm ve hiicre igindeki ilag
miktarini temsil eden Aon degerleri tayin limitlerinin altindadir. Bu durumda tiim
valsartan derigimlerinde Valsartana ait kayip olup olmadigi da kontrol edilmistir.
Burada yasanabilecek kayiplar, Valsartanin membran {izerinde kalabilecegi ya da
hiicrelerin i¢ine difiize olabilecegidir. Yapilan hesaplar sonucunda membran ve hiicre
icindeki miktar dnemsenmeyecek kadar az oldugu icin Valsartana ait herhangi bir

kaybin olmadig1 da gézlemlenmistir.

Hiicre caligmalar1 6zelinde calismanin bitiminde tiim deney boyunca ¢alismanin dogru
yapildigin1 gdsteren bir kalite kontrol parametresi TEER (Transepitelyal elektrik
rezistansi) degerinin Ol¢iimiidiir. TEER degerinin dl¢limii ile hem hiicre kiiltiirii ile
tiretilen dokularin gelisimi kontrol edilmekte hem de olas1 permeabilite etkilesimleri
hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Dogru calisan bir sistemde c¢alisma baglamadan
once ve ¢aligma bitiminde TEER degerinin 1500-1800 ohmxcm? aralifinda olmasi
istenir (Green, Clay, Richardson, & Hassan, 1997; Hilgers, Conradi, & Burton, 1990).
TEER degerlerindeki % degisimler Tablo 89 ve 90’da verilmistir.

Hiicre canlilig1 yiizdesi, %95’in iizerinde ¢ikarsa, uygulanan drnegin hiicreler iizerinde
sitotoksik olmadigi ifade edilir. Hiicre canlilig1 yiizdeleri ticari formiilasyon, valsartan,
F8B, F8B Avicel i¢in sirasiyla %98, %98.5, %96 ve %96.5 {izerinde bulunmustur.
Gelistirilen formiilasyonlarin hiicre canlilig1 {izerinde herhangi bir toksik etkisi

gdzlenmemistir.
5.11. Farmakokinetik ve Farmakodinamik Calismalarin Degerlendirilmesi

Hidrofobik ilaglarin kaba yag/su emiilsiyonlarinin hayvanlara uygulanip oral
biyoyararlaniminin degerlendirilmesine ait pek ¢ok calisma mevcuttur ((Hoogevest,
Liu, & Fahr, 2011; Kawakami, Yoshikawa, & Hayashi, 2002). Bu kaba emiilsiyonlar
sahip olduklar1 zayif fiziksel stabilite ve yliksek hacimde uygulanmalar1 nedeniyle

kullanimlar1 smirhdir. Ancak SEDDS/SMEDDS/SNEDDS, S-SEDDs ve miseller
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sistemlerinin sahip olduklar fiziksel stabilite ve diisiikk hacimde yumusak jelatin
kapsiil icerisinde uygulanabilme avantajlar1 nedeniyle oral uygulama icin alternatif
olabilirler. Valsartan gibi hidrofobik ilaglarin lipid bazli ilag tastyict sistemler iginde
uygulanmas1 sonrasi yiiksek biyoyararlanim elde edilmesi birgok c¢alismada
vurgulanmistir. Bunlara gore in vivo performanslarda 1.4’ten 7.5 kata kadar artiglar

gbzlemlenmistir (Rao, Tan, Thomas, & Prestidge, 2014).

Bir antihipertansif olan olmersartan medoksomille yapilan bir ¢alismada olmesartan
medoksomilin kat1 kendiliginden nano emiilsifiye olan sistemleri hazirlanmistir. Bunu
pordz tasiyicilardan Neusilin US2’ye adsorbe edilerek yapmislardir. Farelerde yapilan
farmakokinetik ¢aligsmalarda Cmaks ve EAA’da 2.32 ve 3.27 kat artis gdzlenmistir
(Beg et al., 2016). Tez ¢alismamizda ise sicanlarda yapilan farmakokinetik ¢alismada
formiilasyonun viicuttaki dagilimini belirlemek icin toplamda 10 noktada kan
orneklemesi yapilmistir (0., 0.5., 1., 2., 3., 4., 5., 7.,18. ve 24. saatlerde). Siganlardan
kalp kani alinmustir. Ticari formiilasyonla gelistirilen F8B SEDD formiilasyonu
karsilastirildiginda egri alt1 alan Cmaks degeri 8.5 kat, egri alt1 alan ise 4.02 kat
artmistir (Tablo 106).

Gelistirilen F8B formiilasyonu ile tansiyon olusturulmus hayvan modellerinde 4 saat
sonra bazal sistolik ve diastolik kan basincina ulasilirken, ticari formiilasyon ile 4 saat
sonra sistolik kan basinci %50, diastolik kan basincini %44 diistirmiistiir. Sonuglar

arasinda istatistiksel olarak fark gézlemlenmemistir (p>0.05)
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Sonug¢ ve Oneriler

Bu tezde literatiirde varolan Valsartan igeren formiilasyonlardan farkli olarak,
valsartanin degisik lipid bazli ilag tastyict sistemleri gelistirilerek, bu formiilasyonlar
birbiri i¢inde kiyaslanmistir. Sonug¢ olarak diisiik ¢oziiniirlik ve biyoyararlanim
gosteren valsartan i¢in ideal bir ilag tasiyict sistem olarak kendiliginden emiilsifiye
olabilen F8B formiilasyonu onerilmistir. Bilindigi gibi, hipertansiyon tedavisinde
tedavide valsartan tek basina artan dozlarda kullanildig1 gibi, tedavinin yetersiz oldugu
durumlarda kombinasyon tiriinleri de kullanilmaktadir. Ancak giinlimiizde uygulanan
saglik tedbirleri geregi, antihipertansif kombin formlar son c¢are olarak
recetelenmektedir. Bu nedenle de yiiksek segicilige sahip ve pazar pay1 yliksek olan
valsartanin, biyoyararlanim problemini agacak sekilde yenilik¢i bir formiilasyon ile
yeniden formiile edilmesi ve bu formiilasyonlarin kendiliginden emiilsifiye olabilen

sistemler olmasi agisindan bu tez ¢aligmasinda elde edilen bulgular oldukg¢a 6nemlidir.
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