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OZET

Bu calismanin amaci dislik ¢ozlnirlik gosteren etkin maddelerden biri olan
atorvastatin  kalsiyum (AtrCa) ile vyenilikgi formulsyonlar gelistirip, bu
formulasyonlarin in vitro salim, permeabilite 6zelliklerini ticari formilasyon ile

karsilagtirmaktir.

Tez kapsaminda primer hiperkolesterolemi, heterozigot hiperkolesterolemi
veya kombine (karma) hiperlipidemili yetiskinlerde toplam kolesterol, LDL
kolesterol, apolipoprotein B ve trigliseridin duslrilmesi tedavisinde oral yolla
kullanilabilecek AtrCa iceren kendiliginden mikroemdlsifiye olabilen ilag tasiyic
sistemlerin  (Self  Microemulsion/Nanoemulsion Drug Delivery Systems;
SMEDDS/SNEDDS/SEDDS), mikroemuilsifiye sistemlerin katilastirilmasi yontemi ile
hazirlanan pellet formilasyonlarinin hazirlanisi, kalite kontroll ve ticari formulasyon

ile karsilagtiriimasina yonelik ¢alismalar yapilmistir.

Bu amacla segilen etkin madde ile 6ncelikle yiiksek basincli sivi kromatografisi
ile (HPLC) metot gelistirilip validasyonlari gerceklestirildi. AtrCa’un cesitli yag, YEM,
YYEM ve tamponlarda ¢oziinirlik calismasi yapildi. Cozlinurlik ¢alismasi sonrasi
belirlenen yardimci maddeler ile licgen faz diyagramlari cizilip en yliksek alan degeri
veren Ug¢ formilasyona karar verildi. Termodinamik stabilite ¢calismalari sonucu faz
ayrismasi gozlenmeyen stabil formilasyon kararlastirildi ve bu formilasyonun
fizikokimyasal ozellikleri incelendi. SMEDD formiilasyonun igerik miktari HPLC ile
gelistirilen yontem kullanilarak tayin edildi. Bu SMEDD formilasyonunun 25 + 2°C
%6015 bagil nemde ve 40 + 2 2C % 7515 bagil nemde alti ay boyunca stabilite

calismalari gergeklestirildi.

AtrCa’un bir diger yenilikci formilasyonu olan pellet formilasyonu c¢alismalari
gerceklestirildi. Bunun icin kati faza emdirilecek mikroemilsiyon bilesenleri
¢Ozlinlirlik calismalari ile, su miktari ise viskozite degerlerine gore belirlendi. Kati

faza emdirilen mikroemilsiyon ile pellet formilasyonlari olusturuldu ve bu



formulasyonda fizikokimyasal Ozelliklerin belirlenmesi igin ¢alismalar yapildi.

Stabilite ve icerik miktari tayinleri yapildi.

AtrCa etkin maddesinin, gelistirilen SMEDD formilasyonu ve pellet
formulasyonunun in vitro salim c¢alismalari gerceklestirilip ticari formilasyon ile
kiyaslamalar gerceklestirildi. in vitro ortamda Caco-2 hiicreleri ile yapilan
permeabilite ¢alismalarinda AtrCa etkin  maddesinin, SMEDD ve pellet
formilasyonunun ve de ticari formilasyonun gecis calismalari gerceklestirildi. 0.,
24., 48. ve 72. saatlerde etkin madde icermeyen ve etkin madde iceren SMEDD ve
pellet formilasyonunun, AtrCa etkin maddesinin ve ticari formuilasyonunun

sitotoksisite galigmalari yapildi.

Gergeklestirilen tim calismalar sonucunda, elde edilen bulgularin isiginda
AtrCa iceren SMEDD ve SMEDD-pellet formilasyonlarinin gelecekte yapilacak ileri
¢alismalar ile hiperkolesterolemi tedavisinde umut vaat eden formilasyonlar

olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Atorvastatin Kalsiyum, SMEDDS, SMEDD-pellet, in vitro

permeabilite.



ABSTRACT

This study aimed to develop innovative formulations with low solubility active
agent is one of atorvastatin calcium, formulations of this in vitro release experiment

was to compare the permeability properties of the commercial formulation.

Within the content of this thesis, studies have been conducted for the
preparation and quality control of atorvastatin calcium containing self micro/nano
emulsion drug delivery systems (Self Microemulsion Drug Delivery Systems;
SMEDDs) and preparation of pellet formulations by the method of the solidification
of microemulsified systems that can be administered by peroral route for the
treatment of primary hypercholesterolemia, heterozygous hypercholesterolemia or
combined (mixed) hyperlipidemia in adults with total cholesterol, LDL cholesterol,
apolipoprotein B and lowering triglyceride will be compared with the commercial

formulation.

For this purpose, firstly the methods was developed and validated in selected
active ingredients by HPLC. Atorvastatin calcium’s solubility studies were done in
various oil phases, surfactans, cosurfactans and buffers. After working with the
solubility studies, triangle phase diagrams were drawn with specified compounds
and three formulations were decided that the highest area value. Thermodynamic
stability of study results was determined stable formulation was not observed
phase separation and examined physicochemical properties of this formulation. The
amount of ingredients of the SMEDD formulation was performed by HPLC. This
SMEDD formulation’s stability studies were carried out 25 + 2 °C %60 + 5 relative

humidity and 40 + 2 °C %75 + 5 relative humidity for six months.

Another innovative formulation of atorvastatin calcium is the pellet
formulation which formulation studies were conducted. Microemulsion
components adsorbed solid-phase were determined by solubility studies and the

amount of water was determined according to the viscosity of microemulsion



formulation. Pellet formulations were prepared by solid phase adsorbed
microemulsion. Studies were made to specify physicochemical properties of this

formulation. Stability and amount of content studies was carried out.

The active ingredient of atorvastatin calcium, developed SMEDD formulation
and pellet formulations was studied in vitro release studies and compared with the
commercial formulation. In vitro permeation studies were carried out with the
Caco-2 cells for absorption studies of active ingredient of atorvastatin calcium, the
pellet formulation, SMEDD formulations and commercial formulation. Cytotoxicity
studies were conducted for atorvastatin calcium, without containing the active
ingredient and with containing active ingradient of SMEDD formulation, without
containing the active ingredient and with containing active ingradient of pellet

formulation and commercial formulations for 0., 24., 48. and 72. hours.

As a result of all the studies performed, it was concluded that the findings are
SMEDD and SMEDD- pellet formulations containing of the AtrCa, promising in the
treatment of hypercholesterolaemia formulations with further studies to be done in

the future.

Key words: Atorvastatin calcium, SMEDDS, SMEDDS-pellet, in vitro

permeability.
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1 GIRIiS VE AMAC

Tez kapsaminda primer hiperkolesterolemi, heterozigot hiperkolesterolemi
veya kombine (karma) hiperlipidemili yetiskinlerde toplam kolesterol, LDL
kolesterol, apolipoprotein B ve trigliseridin duslrilmesi tedavisinde oral yolla
kullanilan atorvastatin kalsiyumun (AtrCa) klasik tablet sekillerine alternatif, yeni
dozaj seklinin 6nerilmesidir. Bu amagla oral yol ile kullanilabilecek, biyolojik etkinligi
en vyuksek dizeyde olusturacak atorvastatin kalsiyum iceren kendiliginden
mikro/nano emiilsifiye olabilen (Self Microemulsion/Nanoemulsion Drug Delivery
Systems; SMEDDS/SNEDDS/SEDDS) ilag tasiyici sistemlerinin ve mikroemiilsifiye
sistemlerin katilagtirlmasi  yontemi ile hazirlanan pellet formilasyonlarinin
gelistirmesi planlanmistir. Gelistirilen bu formulasyonlarin kalite kontrolii ve ticari

formulasyon ile karsilastirilmasina yonelik ¢alismalar yapilmasi planlanmaktadir.

Disuk hidrofilik yapisi ve karacigerde ilk gecis eliminasyonun yiiksek olusu oral
AtrCa kullaniminda biyoyararalaniminin disitk olmasina yol ag¢maktadir. Bu
baglamda ilag emilimini arttiracak ve karacigerde ilk gegis eliminasyonunu azaltacak
yeni formilasyonlarin gelistirilmesi daha diisik dozlarda klinik etkinligin elde
edilmesini ve yan etki insidansinin azaltilmasini saglayacaktir.
SMEDDS/SNEDDS/SEDDS, kolaylikla hazirlanabilen ilag, lipid, ylizey etkin ve yardimci
ylzey etkin maddeden olusan; genellikle bir veya birden fazla yardimci yiizey etkin
madde iceren biyouyumlu sistemlerdir. Kendiliginden mikro/nano emdiilsifiye
olabilen ila¢ tasiyicl sistemler, ¢6zlnrlik ve biyoyararlanim sorunu olan etkin
maddelerin, ¢ozunurliginin ve absorpsiyonunun iyilestiriimesinde etkili
sistemlerdir. Katilastirilmis mikroemiilsiyon sistemi olan pellet formilasyonlari ile
ise iyi akis, dislik tozlanma, tekdiize dagilim, disik friabilite, yiksek sertlik, kolay
kaplama ve tekrar Uretilebilinen sistemler elde etmesi basariimistir. Ayrica esit
dagilimli coklu partikiiler sistemlerde elde edilebilir ve bu partikiler sistemler,
gastrointestinal yolu ve gastrointestinalden gecis slresini uzatir veya bazi bilesiklere
toleransi arttirir. Genellikle kire veya granil ozelligi bulunan formilasyonlara

uygulanmasi yliksek verimli sonuclar elde etmeyi saglamaktadir.



Gahsmamiz, formilasyon gelistirme ve karakterizasyonu, in vitro salim
¢alismalari, hiicre kialtirl gegis calismalari olmak Uzere li¢ asamada planlanmistir.
Oncelikle formiilasyon calismalari sirasinda, farkh yiizey etkin maddeler ve lipidler
kullanilarak AtrCa iceren kendiliginden mikroemiilsifiye olabilen ilag tasiyici
sistemler ve mikroemdilsiyonlarin katilagtirilarak pellet formulsyonlari gelistirilecek
ve bu formilasyonlarin fizikokimyasal stabiliteleri arastirilacaktir. Ayrica gelistirilen
formulasyonlarin in vitro salim hizi profilleri karsilagtirilacaktir. Yine gelistirilen
formulasyonlarin hiicre kilturlerinden (Caco-2) gegisleri incelenerek etkin maddenin
absorpsiyonu lizerine formilasyonun etkisi arastirilacaktir ve ticari preparatin

sonuglari ile karsilastirilacaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Lipid Bazh Sistemlerin Tanimi ve Genel Ozellikleri (1,2,3,4,5)
Lipit bazli formilasyonlar dislik ¢ozlintirlik ve dislk biyoyararlanim gosteren
etkin maddelerin mide bagirsak sistemlerinde ¢6zUnUrlGginiG arttirdigl icin son
yillarda ilgi ceken ilag taslyici sistemleri arasindadir. Bu formulasyonlar gida etkisini
azaltmak, kisiler arasi varyasyonu azaltmak, kolay hazirlanmak gibi bircok avantaja
sahiptir. Fakat bu formilasyonlarin oral kullanimdan sonra farmakokinetik ve
biyofarmasotik mekanizmalarinin anlasilirhiginin kisith olmasi ve in vitro testlerin
yetersiz olmasi nedeniyle ilag pazarinda sinirli sayida lipid bazh formilasyon

karsimiza ¢ikmaktadir (6, 7, 8).

Hali hazirda ilag pazarinda bulunan farmasoétik formulasyonlarda yer alan etkin
maddelerin yaklasik % 40’1, ilag pazarina girecek farmasoétik formuilasyonlarin
terkibinde yer alan etkin maddelerin ise %70 den fazlasi disiik ¢oziinurlige sahiptir.
Lipid bazl sistemler genellikle suda disuk ¢ozinirlik gosteren etkin maddelerin
formulasyonlarinin gelistiriimesinde kullanilir. Pouton ve Porter (9, 10) lipid bazh
sistemler konusunda yogun arastirmalar yapmistir. Bu ¢alismalar sonucunda hem
farmasotik endustride, hem de akademik alanda lipid formiilasyonlar hakkinda

farkindalik ve anlasilabilirlik artmistir.
llac salim sistemlerinde lipid bazli formilasyonlarin;
o lipid ¢ozeltileri,
e lipid stispansiyonlari,
e coklu ve kuru emilsiyonlari,
e kendiliginden emiilsifiye olabilen lipid bazli formtlasyonlari,
en onemli formilasyon cesitlerini olusturmaktadir.

Lipid bazh sistem formilasyonlarinin hazirlanmasi, tablet ve kapsil gibi kati
dozaj sekillerinin hazirlanmasindan daha basit bir sirece sahiptir. Lipid bazli

formilasyonlarin terkibinde kullanilan yardimci maddeler; lipidler/yaglar (dogal



veya sentetik kaynakli), ylzey etkin maddeler (hidrofilik veya hidrofobik), hidrofilik
¢Ozeltiler veya yardimci ylizey etkin maddeler seklindedir. Hazirlanmalarindan sonra
uygun meyve 0zIlU veya diyet sivilar iceren ¢ozeltilerde dagitilarak ya da yumusak
jelatin kapsul, sivi kapli sert jelatin kapsullerde de kullanima sunulabilirler. Ayrica
inert bir yardimci toz maddeye (Avisel, Aerosil, vb) sivi kendiliginden emdiilsifiye
sistemin emdirilmesi ile kati farmasotik dozaj sekilleri hazirlanabilir. Lipid bazli
formilasyonlarin gelistiriimesinde uygulanan genel islemlerin herbir adimi ve bu

adimlarin farmakokinetik profile etkisi Sekil 1’de tanimlanmistir.



Formiilasyon Gelistirme Degerlendirme Farmakokinetik
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Sekil 1: Lipid bazl formiilasyonlar igin Grlin gelistirme basamaklari
2.1.1 Lipid Bazh Sistemlerin Avantajlari ve Dezavantajlar (7,11, 12,13)
Lipid bazl sistemler hazirlanis, in vitro karakterizasyon, in vivo davranis ve

Uretim yonleri agisindan degerlendirildiginde birgok avantaj ve dezavantaja sahiptir.

2.1.1.1 Lipid Bazh Sistemlerin Avantajlari

Lipid bazh sistemlerin sagladigi avantajlar siralanmak istenirse;

e Biyoyararlanimi arttirirlar.



e p-glikoproteinleri inhibe ederek etkin maddeye olan effluks etkisi ve
sitokrom enzimlerinin bagirsak membranina baglanmasi ile 6n

absorpsiyon metabolizmasini azaltirlar.
o Lipofilik 6zellikte etkin maddenin ilag tasinimini arttirirlar.
e Mide bagirsak sisteminde absopsiyonu arttirirlar.

e Hassas bilesime sahip etkin maddeleri enkapsiile yaptiklari icin cevre

etkisine karsi korurlar.
e Yiksek etkin madde yliklemesine olanak saglarlar.
e Sivi-kati dozaj seklinde (retilebilirler.

e Uretimleri kolaydir.

2.1.1.2 Lipid Bazh Sistemlerin Dezavantajlari

Lipid bazh sistemlerin sagladig dezavantajlar siralanmak istenirse;

e in vitro modeller formilasyonlarin degerlendirilmesi icin yeterli
degildir.
e Yiksek konsantrasyonda vyilzey etkin madde (YEM) (yaklasik

olarak %30-60) iceren formilasyonlar mide-bagirsak sisteminde

iritasyona neden olabilirler.

e Kullanilan yardimci ylzey etkin maddeler (YYEM) yumusak veya sert
jelatin kapstlden sizabilir. Bu durum lipofilik 6zellige sahip etkin

maddenin formilasyonda ¢okelmesine neden olabilir.

2.2 Lipid Bazh Sistemlerin Simiflandirilmasi (10, 14, 15, 16)

Lipid bazli sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan yardimci maddeler genis
ozellik araliginda bulunmasindan dolayr bu formilasyonlarin anlasilabilirligini
arttirmak icin Pouton ve arkadaslari (17) lipid formilasyon siniflandirma sistemini
(LFSS) tanimlamislardir (Tablo 1). LFSS tablosuna goére lipid bazh formilasyonlar Tip
[, Tip I, Tip Il (A, B) ve Tip IV olmak lizere dort kategoriye ayrilmaktadir. Bu
siniflandirmaya gore arastiricilar formtlasyonlari cokelmeyen, hizli ¢okelen ve yavas

¢Okelen sistemler olarak siniflandirmislardir. Bir baska calismada ise arastiricilar



cesitli lipid bazh formuilasyonlarin gelistiriimesinde etkin madde olarak fenofibrat
kullanmis ve sulu ortamda bu sistemlerin dnce dagilimini, daha sonra etkin madde
¢ozUnlrlGgind incelemislerdir (18). Arastiricilar fenofibrat iceren Tip Il sistemin sulu
ortamda once dagilip, daha sonra bulanik bir emiulsiyon olusturmasina karsin bir
sire sonra ¢6zinmus ilacin yavas ¢okelti olusturdugunu gozlemlemislerdir. Tip 1l A
formulasyonunda ise fenofibrati iceren sistemin sulu bir ortamda dagiliminda birkag
saat metastabil halde oldugunu, Tip Il B formilasyonunda ise sistemin yiksek
derecede ylizey etkin madde icermesinden dolayi etkin maddenin hizla ¢cokelmesine
yol actigini gézlemislerdir. Tip IV sisteminde ise fenofibratin ¢éziinme goriiniminin
ardindan belirli bir sonra ¢okelme egiliminde oldugu gozlemislerdir. Elde edilen bu
sonuglar, ¢6ziinmis haldeki bir etkin madde i¢in uygun bir lipid bazli sistemin
se¢iminin 6nemini gostermektedir. Tip Il sistemleri ilacin ¢okelmesinin énlenmesi
icin uygun secenek gibi gorlinse de, asiri doygunluk durumunda in vivo ortamda
¢okelmenin online gegmek adina da g¢alismalar yapilmalidir. Bu amagla viskozite
arttirici ajan olarak hidrofilik polimerik maddeler formulasyonlara dahil edilmektedir
(15). Ozellikle lipid yardimci maddelerinde diisiik ¢dziiniirliik gdsteren ve yiiksek
terapotik doz gerektiren etkin maddelerin formilasyonu igin viskoz arttirici
maddelerin kullanilmasi dogru bir yaklasimdir. Cokelmeyi 6nleyici ajanlar dnemli
Olciide ¢okelme zamanini azaltirlar. Eger etkin maddenin ¢okelmesi igin gegen
zaman, absorpsiyon icin gerekli olan zamandan daha uzun ise suda ¢oézinurlGgu
disiik olan etkin maddelerin absorpsiyonunu genisletirler ve dolayisiyla
biyoyararlanimi arttirirlar. Bu kategoride en c¢ok kullanilan polimer yardimci
maddeleri; hidroksipropilmetilseliloz (HPMC), metilseliloz (MC),
sodyumkarboksimetilselliiloz (NaCMC), polivinilprolidon (PVP) dur. Yapilan bir
calismada paklitaksel iceren kendilig§inden mikroemiilsifiye olabile sistem
(SMDDES=self microemulsifiying drug delivery system) formilasyonunda etkin
maddenin hizla ¢bkelmesine engel olmak amaciyla HPMC kullanilmis ve sicanlarla
yapilan in vivo calisma sonucunda biyoyararlanimin 9 kat arttigi gézlenmistir (19).
Ayni sekilde karbomezopin etkin maddesinin SMEDDS formiilasyonunda cok hizli
¢Okelme gosterdigi gozlenmis ve ¢okelme 6nleyici ajan olarak PVP kullaniimistir.
Képeklerle yapilan in vivo calisma sonucu ticari formilasyon ile karsilastirildiginda

biyoyararlanimin 5 kat arttig1 gézlemlenmistir (20, 21).



Tablo 1: Lipid formulasyonlari Siniflandirma Sistemi (10, 13, 15, 16).

Tip | Tip Il Tipllla Tiplllb Tip IV
Trigliserid %100 %40-80 %40-80 <%20 -
ve gliserid
karisimlari
HLB<12 - %20-60 - - -
YEM
HLB>12 - - %20-40 %20-50 %30-80
YEM
Hidrofilik - - %60-40 %20-50 %0-50
yardimcl
¢Ozicller
Dagilimin Kaba 100-500 100-250 50-100 -
partikdl
boyutu (nm)
Sulu Sinirli Coziciu Coziicu kapasitesi bir Coziucu Miseller
dispersiyon kapasitesi miktar azalir kapasitesi dagihm
un énemi yuksek kaybi
Ozellikleri Dagilmaz, Suda Suda ¢6zundr Suda ¢6ziinen  YEM ve
sindirim ¢Ozlnebilir bilesenler ile ve dlislik yag  yardimci
gereklidir bilesenler SEDDS/SMEDDS/SNED  bilesenli ¢ozicllerle
olmaksizin DS formdilasyonlari SMEDDS olusturulmus
SEDDS formilasyonl  yagsiz ¢ozelti
formilasyon ar formdilasyonl
u ari
Avantajlari Kapsiille Dispersiyon Neredeyse berrak bir Sindirim Bir cok etkin
gecimli da ¢ozlcu dagilim, sindirim olmaksizin madde igin iyi
kaybi olmaksizin etkin berrak bir ¢Ozlci
imkansiz madde absorpsiyonu dagihm kapasitesi,
Zorluklari Etkin Bulanik Dispersiyonda Dispersiyonda Dispersiyonda
madde yag/su muhtamel ¢ozlicl muhtamel ¢Ozlcu
yiiksek dagihmi kapasite azalmasi, ¢Ozlcl kapasitesi
lipofilik sindirim zorlasir kapasitesi kaybi,
degilse kaybi sindirim
formilasyo olmayabilir
n zayif
¢ozucl
kapasitesin
e sahip
2.2.1 Lipid Bazh SEDD, SMEDD, SNEDD Sistemleri (11, 12, 22)
Lipid bazl sistemlerden Tip Il ve Tip lll sinifinda bulunan kendiliginden

emdilsifiye olabilen ila¢ tasiyici sistemleri (SEDDS), kendiliginden mikroemdiilsifiye

olabilen ilag¢ tasiyici sistemleri (SMEDDS) ve kendiliginden nanoemiilsifiye olabilen

ilag tasiyici sistemleri (SNEDDS) glinimiizde 6nem kazanmaktadir. Bu sistemlerin

partikll boyutlari nanometreler ile mikrometreler arasinda degismektedir. Susuz

olan bu sistemler genelde mide-bagirsak ortaminda kendiliginden emiilsifiye



(mikro/nano) olmalari ve etkin maddelerin stabilitelerini arttirmalarini sagladiklari
icin oral formilasyonlarda tercih edilirler. SEDDS, SMEDDS ve SNEDDS lerin sistem

karakteristikleri Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: SEDDS, SMEDDS ve SNEDDS lerin sistem karakteristikleri (11, 12)

Sistem
Karakteristikleri SEDDS SMEDDS SNEDDS
Dagilimdaki 200 nm-5um <100 nm <250 nm
damlacik boyutu Dagilim bulanik bir Dagilim berraktir. Dagilim berrak veya
gortinime sahiptir. yarisaydam
gorinlime sahiptir.
Dagilimin stabilitesi ~ Termodinamik Termodinamik Kinetik olarak
olarak stabil degildir. olarak stabildir. stabildir.
Cozlicl kapasitesi SEDDS, SMEDDS, SNEDDS yiiksek cozlicli ve yliksek dagitici 6zellige
sahiptir.
Sindirilebilirligin Onemi yoktur fakat  Gerekli degildir. Onemi yoktur fakat
onemi genellikle olusur. engellenebilir.

2.2.1.1 Lipid Bazh Sistemler ile Absorpsiyon ve Biyoyararlanimin Arttirilmasi
Kendiliginden emdiilsifiye olabilen ila¢ tasiyici sistemleri (SEDDS) ve
kendiliginden mikro/nano emdiilsifiye olabilen ilag tasiyici sistemleri (SMEDDS,
SNEDDS) gibi lipid formilasyonlarinin amaci gastrointestinal (Gl) yol boyunca
minumum c¢okelmeyle ¢6zinmis ilacin transferini saglayarak suda az c¢6ziinen
ilaclarin biyoyararlanim ve absorpsiyonlarini arttirmaktir (Sekil 2). Biyoyararlanimin
arttinlmasi icin safra ve pankreas salgilarinin arttirilmasi, absorpsiyonun
gerceklesecegi bolgeye ulasmak icin gerekli sirenin azaltilmasi, Gl den gegis
suresinin arttiriimasi, ilk gegis etkisini yok etmek igin lenfatik sistemin uyarilmasi,
membran akiskanhgl ve siki baglanti noktalarinin gevsetilerek bagirsak duvarinin
gecirgenliginin  arttirilmasi, ilaglarin  enkapsilasyon yontemiyle intestinal
metabolizmasinin azaltilmasi gibi yontemler literatirlerde oldukga yer almaktadir
(23). Literatirlerde suda duisiik ¢ozlinlrlige sahip etkin maddeleri iceren lipid bazh
sistemlerin bu etkin maddelerin absorpsiyon ve biyoyararlanimlarini arttigini
gosteren bircok calisma s6z konusudur. Bu calismalarin bazilari Tablo 3'de 6zet

halinde bulunmaktadir (24, 25, 26) .

Lipid formilasyonlarina ornek olarak siklosporin A iceren Novartis (27)
tarafindan piyasada bulunan Sandimmune® ve Sandimmune Neoral®

formilasyonlari 6rnek verilebilir. Sandimmune® Labrafil M1944CS, zeytinyagl ve



etanol iceren SEDDS formilasyonu 1981 yilinda Avrupa ilag pazarina girmistir. Bu

formulasyon suda dagitildigr zaman buyilk partikiil boyutuna sahip su iginde yag

formilasyonu olusturmus ve yliksek polidispersite degerine sahip olmustur. 1994

yilinda bu formilasyon Kremofor RH40, misir yagi gliseridleri, propilen glikol ve

etanolden olusan SMEDDS formiilasyonu ile Sandimmune Neorals® markasi altinda

tekrar piyasaya surldlmistir. Kendiliginden mikroemdiilsifiye olabilen bu sistemin

damlacik boyutu 100 nm den daha kiiclik yapida bulunmustur. Sandimmune® ve

Sandimmune Neoral® Kkarsilastirildiginda Sandimmune Neoral® in daha genis

biyoyararlanim ve absorpsiyona sahip oldugu gozlenmistir (28, 29, 30, 31, 32).

Tablo 3: Lipid bazl formilasyonlar ve biyoyararlanim artisi (24, 25, 26, 28)

Formiilasyon

ilag / BSS sinifi in vivo Biyoyararlanima etkisi Mekanizma
(yardimci maddeler)
Acyclovir/ Mikroemdlsiyon Sigan Tabletle karsilastirildiginda etkin maddenin
(Labrafak, Labrasol, biyoyararlanim 12.78 kat ¢ozUnurlik artig
Bss Plurol, oleik asit, su) artmistir
Atorvastatin / SMEDDS (Labrafil, Kopek Tabletle karsilastirildiginda Etkin maddenin
BSS Il Kremofor RH40, biyoyararlanim 1.5 kat ¢ozunurlik ve. mukozal
Propilen glikol) artmistir gecirgenlik artisi
Carvedilol / SEDDS (Labrafil Kopek Tabletle karsilastirildiginda Cozunarlik ve dissoliisyon
M1944CS, Tween 80, biyoyararlanim 4.1 kat hizi arttigi
BSS I Transkutol) artmistir.
Koenzim / Q10 SEDDS (Myvacet 9-45, Kopekler Tozu ile karsilastirldiginda Suda ¢ozunurlik artis
Labrafak CM-10, biyoyararlanim 2 kat
BSS Il .
Lauroglikol) artmistir.
Siklosporin/ SEDDS-Sandimmune insan Biyoyararlanim arttirmistir. Sandimmune ile
BSS || (misir yagi, etanol) Neoral Sandimmune ye gére  karsilastirisdiginda Neoral
55 | istiin olmakla birlikte gida formilasyon yapisindan
SMEDPS'N(;M? (misir etkisini azaltmig, dozlama dolayi suda artan diltisyon
Kag' g |fser| erl, | homojenligi saglamis, kapasitesi
remofor RH40,etanol) bireyler arasi farkhhg
azaltmistir.
Danazol / LCT gozeltisi (Soya yagi) Kopek Biyoyararlanim LCT Cozurluk sagladiklari igin
. ¢Ozeltisi> LCT-SMEDDS> biyoyararlanim artigi
Bss LCT-SMEDDS (Soya yagi, MCT-SMEDDS >mikronize
Maisine 35-1, Kremopor toz sirastyla artmistir.
EL, Etanol)
MCT-SMEDDS (Kapteks
355, Kapmul MCM,
Kremofor EL)
Griseofluvin / BSS ~ Misir yag1 emdlsiyonu, Sigan Biyoyararlanim Misir yagi Emdlsiyonda ¢ozunurlik
1l misir yagi siispansiyonu emdlsiyonu> misir yagi arttigindan dolayi
stspansiyonu>sulu biyoyararlanim artigi
siispansiyon
siraslyla artmistir.
Halofantrine / (I) MCT-SEDDS (Kapteks Kopek Tablet formilasyonuna Cozunurlik artigi ve

355, Kapmul MCM,
Kremofor EL, etanol )

kiyasla biyoyararlanim 6-8
kat arttirmistir.

biyoyararlanim artigi
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Sekil 2: Biyoyararlanimi arttiran lipid formulasyonlarinin mekanizmasi (14)

2.2.2 Lipid Bazlh Sistemlerin Formiilasyonunda Yardimci Madde
Seciminin Rolii (11, 15)

Genellikle suda ¢ozlnlrlGglu dustuk olan ilaglarin lipid formilasyonlarinda
kullanilan yardimci maddelerin secimindeki secenekler oldukga fazladir. Lipid bazli
formilasyonlarda genelde kullanilan yardimci maddeler: lipidler (sentetik veya
dogal lipidler), ylzey etkin maddeler (noniyonik, lipofilik veya hidrofilik ylzey etkin
maddeler), hidrofilik ¢ozlicliler ve yardimci ¢oziculer seklindedir (4). Hidrofilik
¢Ozlicliler ¢ozlicl kapasitesini arttirmak ve iyi dagilim saglamak i¢in formilasyon
terkibine girerken yardimci ¢oziciler dagihmi kolaylastirmak ve formilasyonun
viskozitesini azaltmak icin kullanilirlar. Formilasyon agisindan bakildiginda yardimci
madde secimi; etkin madde ylklemesi, dagilma karakteristigi, etkin madde
¢Ozlinurligli ve daha da oOnemlisi stabilite Uzerine etkilidir. Bununla birlikte
formilasyonlarda kullanilacak yardimci maddelerin seciminde, herbirinin nihai
olarak biyoyararlanima olan etkisinin, biyorarlanim calismalari yapilarak kanitlanmis

maddelerin olmasina dikkat edilmelidir (12).
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2.2.2.1 Lipidler

Lipidlerin en 6nemli 6zelligi etkin maddeyi ¢ozebilme kapasitesi ve etkin
maddenin gastrointestinal yol boyunca ¢6ziinmis durumunu koruyabilmesidir. Lipid
sindirimi  ilacin  ¢6kelmesine neden olmamalidir. Bu durum Ozellikle
¢ozundrluklerinde sinirlama bulunan biyofarmasétik siniflandirma sistemi (BSS) sinif
2 ve BSS 4 sinifi ilaglar icin dnemlidir (34). in vitro ortamlarda, in vivo ortami taklit
edebilir bir lipoliz sistemi gelistirilebilir. Bunun igin pH titrasyon cihazi kullanarak
biyoesdeger cozeltiler (aclik tokluk kosullari) icerisine lipid formilasyonunun ve
daha sonrasinda da sindirim igin lipazin eklenmesi ile bir sistem olusturulabilir (35).
in vitro deneylerin sonucu in vivo sonuglari tahmin etmekte énemlidir. In vitro
ortam Sekil 3'de sematik olarak gosterilmistir (36, 37). Bu sistemlerin ¢alismalarinda

in vitro sonuclar etkileyecek faktorler oldukca fazladir.

Lipid bazh formilasyonlarda lipid yardimci maddeleri olarak; kisa zincirli
trigliseridler (SCTs= short chain trigliseride), orta zincirli trigliseridler (MCTs=
medium chain trigiliserid) ve uzun zincirli trigliseridler (LCTs=long chain triglyceride)
kullanilabilir (10). Genellikle LCT ler ile MCT ler karsilastirildiginda LCT lerin sindirimi
cok yavastir ve sindirim prosesi sonunda MCT ler tamamen sindirilir. Ayrica MCT ler
ylksek cozelti olusturma kapasitesine sahip oldugu icin ilaglar MCT ler igerisinde
daha iyi derecede cozinirler ve ¢o6ziinmis durumlari uzun sire korurlar. Dislik
¢Ozelti olusturma 6zelliklerinden dolayi SCT ler ilacin yliksek derecede ¢okelmesine
neden olmaktadir. Cesitli trigliseridler ile sicanlarda yapilan bir calismada,
progestronun in vitro lipoliz ¢alismalari ile in vivo verilerinin karsilastiriimasi
sonucunda korelasyon MCT>LCT>SCT seklinde bulunmustur (38). Griseofulvin ve
penklamedin etkin maddeleri ile yapilan bir diger calismada da benzer sonuclar
bulunmustur (39). Fakat vitamin D3, halofontrine (6) gibi etkin maddelerle ile
yapilan calismalar da tartismali sonuclar ortaya cikmistir. Ayrica lipid sindirim
kapasitesi icin yukarida bahsedilen yontemlerin disinda, ilacin adsorpsiyon profili de

secilen lipidin tipine gore degismektedir.
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Sekil 3: In vivo verilerin tahmin edilmesinde etkili olan kritik islem parametrelerini iceren in vitro lipid
sindirim deneyi. (1) Pankreatik lipid sindirim ortami-(safra tuzu) (2) Kalsiyum klorid ekleme pompasi
(hiz artarsa sindirimde artar) (3) pH 5.5-7.5 arasinda optimize edilmis ortam (4) Biyolojik ortamin
sicakligi gostergesi(5) Sodyum hidroksit bureti-(diisik sodyum hidroksit molaritesi; bitis zamanina
hizla yaklastirir- (yiiksek molarite deneyde ani yiikselmeye sebep olup bozulmaya neden olur) (6)
Manyetik karistirici (yiksek hiz bilesenlerin bitiintyle karismasina neden olur) (14).

2.2.2.2 Yiizey Etkin Maddeler

Lipid bazli sistemlerin formilasyonlarinda ¢ogunlukla non iyonik ylizey etkin
maddeler kullanilmaktadir (10). Kremofor EL ve kremofor RH40 non iyonik ylizey
etkin madde kategorisinde en ¢ok calisilan yardimci madde cesitlerine ornektir.
Kremofor EL ve kremofor RH40 ylizey etkin maddeleri ayni sinifta olmalarina
ragmen kremofor EL daha dislik etoksilasyon (etilen oksitleme) derecesine sahiptir
ve c¢Okelme vyaratmaz. Bu iki ylizey etkin maddenin en onemli farkliliklari
formilasyonda kullanildiklarinda in vivo ortamdaki sindirim noktalaridir. Kremofor
RH40, kremofor EL ile karsilastirildiginda daha zor sindirilir (40). Bu farklilik cok net
olmamakla birlikte reaktiflik dereceleri farkindan kaynaklanabilmektedir. Distk
sindirim oOzelliginden dolayr kremfor RH40, kremofor EL ile karsilastirildiginda
¢6ziinmis olan etkin maddeyi uzun siire ¢dziinmiis halde tutabilmektedir. Ornek
¢alisma olarak danazol etkin maddesinin SMEDDS formiilasyonunun kremofor EL ve

kremofor RH40 ile ayri ayri formile edilip, etkilerinin gozlendigi sistemler verilebilir
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(19). Kremofor RH40 sulu fazda sindirim boyunca daha fazla miktarda etkin madde
icermistir ve kremfor RH40 ile biyoyararlanim 3 kat artmistir (41). Bir baska
calismada ise danazol iceren formilasyonda kremofor EL nin miktarinin
arttinlmasiyla kopeklerde yapilan c¢alismalar sonucu biyoyararlanimin azaldig
gozlenmistir (42). Bu durumun temel nedeni in vivo kosullar altinda kremofor EL nin
derisiminin degismesi ile birlikte azalmis lipid miktarindan dolayi ilacin ¢okelme
sansinin artmasidir. Bu nedenle biyoyararlanimin arttirilmasi igin lipid-ylzey etkin
madde oraninin optimize edilmesi ¢ok énemlidir. Ayrica ¢ok miktarda ylzey etkin
madde kullanimi misel yapisinin olusmasina ve molekil agirliginin dinamik bir
sekilde artmasina neden olup, biyoyararlanim artisina engel olmaktadir. Bu durum
in vitro kosullarda (Caco-2, MDCK hiicre hatlar ile gerceklestirilen permeabilite
galismalari) 6n bir bakis agisi olusturmada 6nemli iken, in vivo ¢alismalarda ylizey
etkin maddelerin yiksek miktarlardaki bagirsak sivilarinda seyrelmesinden dolayi

onemli farklanma olusturmayabilir (43).

Diger taraftan yiizey etkin maddelerin; uzun sire kullanimlarinda hicre
zarlarini bozucu etkide bulunmasi, toksik ve istenmeyen etkilerinin var olmasindan
dolayr fazla kullanimlari 6nerilmemektedirler. Ritonovir gibi antiviral proteaz
inhibitoril iceren oral ¢ozeltiler ve yumusak kapsillerin yliksek miktarda ylizey etkin
madde iceren ornekleri ila¢ pazarinda bulunmaktadir (44). Bu formilasyonlar doz
rejiminden dolayl gin igerisinde fazla sayida kullaniimaktadir. Dolayisi ile bu
yardimci maddelerin yiksek miktarda kullanilmasi sonrasi, uzun sireli etkilerinin
hesaplanmasinin gerekli oldugu belirtilmistir. Bu maddeler icin hem yetiskinlerde
hemde ¢ocuklarda izin verilen glnlik alim miktarina yonelik higbir resmi kural
olmamasina ragmen istenmeyen toksik etkilerinden korunmak ig¢in dilizenleyici

sinirlar gelene kadar olabildigince az miktarda kullanilmalari 6nerilmektedir (45).

2.2.2.3 Hidrofilik Cézeltiler

Trietilsitrat, polietilen glikol 400 (PEG 400) ve propilen glikol gibi hidrofilik
¢Ozeltiler, kendiliginden emidilsifiye olabilen Tip Il sistemlerde diisiik miktarlarda
kullanilirlar (46). Hidrofilik ¢oziculerin biyoyararlanima etkisi incelenirken bu
¢oziiciilerin sadece birkac tanesi dnemli diizeyde endise yaratir. Ornegin PEG 400

yiuksek miktarlarda alindiginda (2.5 g) su tutma ozelliginden dolayr osmatik
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aktiviteyi tetikleyip mide-bagirsak motilitesini ve mide-bagirsak gecisini uyarir.
Sonug olarak PEG 400’Un bagirsakta emilimi zayif oldugu icin bagirsaktan gecis
suresi azalir. Bu alandan gegis sliresinin azalmasi ranitidin gibi az ve yavas ¢6zlinen
ilaglarin absorpsiyonu icin gerekli zamani azaltacagindan etkin maddenin
biyoyararlaniminin diismesine neden olacaktir (47). Fakat bir gram gibi duslk
konsantrasyonlarda PEG 400 {n kullaniminda ise bagirsak permeabilitesini
arttirmasindan dolayi ranitidinin absorpsiyonunu énemli Olgliide arttirdigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (48). Lipid bazh formilsyonlarda kullanilan hidrofilik
¢Ozlici miktarlari ¢ok az olsa bile, bahsedilen nedenlerden dolayr dikkatli

secilmelidir.

2.2.2.4 Yardimc Coziiciiler (11)

Etanol gibi kisa zincirli alkoller genellikle viskoziteyi azaltan, dagilmayi
hedefleyen yardimci maddelerdir ve formilasyonlarda az miktarda kullanilirlar.
Disik miktarda kullanimlarindan dolayr farmakokinetik anlamda buylk farkhlik

yaratmazlar.

2.2.3 Lipid Bazh Sistemlerde Lenfatik Tasinma

Lenfatik tasinma lipofilik ilaglarin biyoyararlanimini arttirmada dikkat gekici bir
absorpsiyon yoludur. Lenfatik tasinmanin ana avantaji, hepatik metabolizmayi
atlayip, kan konsantrasyonunun artmasi yolu ile blyilk 6lciide metabolize olan
ilaglarin terapotik etkinligini arttirmaktir. Kigik molekillerin lenfatik tasinmasi

calismalarinda ¢ok cesitli hayvan modelleri kullanilmaktadir (49, 50).

Lenfatik tasinim direkt olarak lipofiliklikle alakalidir. ilag molekiliinin
partisyon katsayisi 5'ten buyik (log P >5) ve trigliseridlerde ¢6ztntrligi 150 mg/ mL
den blyik ise portal ven ve karaciger yolunu degil, lipid bazl formilasyonlarla
lenfatik tasinma yolunu tercih ederler. MCT ve SCT icerisinde ilaglar karaciger
enzimleriyle karsilasirlar (C<12) ve portal kan icersinde absorbe olurlar, LCT
icerisinde ¢oziinen ilaglar bagirsak lenfatik sistemi yoluyla tasinirlar ve daha sonra

sistemik dolasimla emilirler (51).

Gastrointestinal yolda lipoliz siiresince yag asidleri ve oniki karbondan daha

uzun zincire sahip monogliseridler bir sindirim Urinl olarak trigliseridler seklinde
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entrositlerde varolan kolestreol ve fosfolipidler ile biraraya gelir. Trigliseridler
icerisine hapsolmus ilaglar silomikronlar tarafindan incebagirsaktan kana geg¢mek
Uzere ekzositoz yoluyla entrositlerden ince bagirsaktaki viluslar boyunca lenf
kanalina salinirlar. Boylece etkin madde lenf sistemine girip buradan kan dolasimina
gecer ve ilacin karaciger ilk gecis etkisinden korunmasi s6z konusu olur. Ancak oniki
karbondan daha kisa zincire sahip monogliseridler silomikronlarin yapisina dahil

olmazlar ve portal venden absorbe olurlar (52).

Charman ve Stella (53) dikoloro difenil trikloroetan (DDT) (log P= 6.19) ve
hekzaklorobenzen (log P= 6.53) ile lenfatik tasinma calismalarini sicanlarda in situ
ortamda gerceklestirmistir. DDT ve hekzaklorobenzenin oleik asitle olan
formulasyonu in situ ortamda sicanlara lenfatik olarak uygulandiginda tasinma,
sirasl ile % 33.5 ve % 2.3 olmustur. Her iki bilesik icin log P degeri yaklasik olmasina
ragmen trigliserid kombinasyonunun ¢ozunirlik degerinden dolayr lenfatik
tasimada deger yaklasik 14 kat kadar bir farki ortaya ¢ikarmistir. Dahan ve Hoffman
(54) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise in vivo ortamda LCT, MCT, SCT iceren
D3 vitamini formilasyonlari gelistirilerek, formulasyonlarin etkinlikleri incelenmistir.
in vitro ortamda lipoliz deneme sonuglari MCT>LCT>SCT olarak tahmin edilmesine
ragmen, lipolizden sonra sulu bélimde tutulan ilaca gore siralama ise LCT>MCT>SCT
seklinde olmustur. D3 vitaminin lenfatik tasinmayi LCT ile arttirmasi, dolayisi ile LCT

ile in vivo ortamda D3 vitamininin absorpsiyonunun artmasi s6z konusudur.

Ex vivo ortamda sican bagirsagi kullanilarak yapilan bir baska calismada ise
silomikronlarla tasinan lipofilik ilaclar ile mide-bagirsak lenfatik biyoyararlanimin
dogrusal bir iliskisinin oldugu gozlenmistir (55). Bu sonuglar dikkate alinarak,
bagirsaklarda lenfatik tasinmayi tahmin etmek icin kullanilabilir izole silomikronlarla
lipofilik ilaglarin iliskisi dikkate alinarak basit bir tarama modeli gelistirilmistir. Fakat
Gershkovich ve Hoffman (55) log P ve trigliserid ¢ozunurlik degerlerinin lenfatik
tasinmay! garanti etmek icin yeterli olmadigini gozlemistir. Benzer tartismali
sonuclar penklomedin icin de gozlenmistir. Log P degeri 5.43, trigliseridlerde
¢ozunlrlagh 175 mg/ml olan penklomedin duslk lenfatik tasinma derecesine

sahiptir (% 3 oraninda bagirsak lenfi ile tasiniyor) (56). Tim celiskili sonuglara
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ragmen bagirsak lenfatik tasinma hala lipofilik ilaglarin biyoyararlanimini arttirmak

icin mikemmel bir firsattir.

2.2.4 Lipid Bazh Sistemlerde Gida EtKisini Azaltma (50, 57, 58)

Gida alinmis veya alinmamis olmasi durumu ilacin absorpsiyon miktarini ve
hizini arttirici veya azaltici etkiye sahiptir. Gida etkisi son yillarda Uzerine en ¢ok
calisilan etkidir ve birgok faktore baghdir. Bu faktorler; fizyolojik farkhlik, dozaj
formu farkliig ve en dnemlisi fizikokimyasal 6zellik farkhligindan kaynaklanir. Yag

bilesenlerini iceren gidalar;

e ¢OzUndrlGgu arttirir,

e safra salgilarini uyarir,

e midenin bogsalmasl igin gegen zamani uzatir,

e absorpsiyon zamanini arttirir,

e efflux tasginmasini inhibe eder,
sonuc olarak ¢ozlintrligl diislik olan ilaglarin biyoyararlanimini arttirir.

Yemeklerdeki besin yaglari, ilaglar igin tanimlanan lipid bazli formilasyon

prosesine benzer sekilde mide ve pankreatik lipazlar tarafindan lipid sindirimine
maruz kalir. Bu nedenle alinan gidadaki lipid bilesenleri lipid bazlh formulasyonlar
icindeki mevcut yag bilesenleri ile ayni islevi gorebilir. Ayrica gidalardaki bazi lipid
bilesenleri silomikron ile lenfatik tasinmayi uyarip biyoyararlanimi arttirir.
Dolayisiyla suda distk ¢oziintrlik gosteren ilaglarin formilasyonlarinda uygun lipid
ve ylzey aktif maddeler kullanilarak, bu maddelerin gida bilesenlerindeki yagin

yerine gecmesi ile yemek etkisi ortadan kaldirilarak hasta uyumu arttirilabilir.

itrakonazolun SMEDDS formiilasyonunda, gida etkisinin azaltildigi saghkli
gondllilerle yapilan galismayla kanitlanmistir (59). SMEDDS formiilasyonunda Cpaks
ve egri alti alan degerleri (EAA) aclik ve tokluk durumlarinda konvensiyonel
tabletlerle karsilastirilmistir ve SMEDDS formiilasyonunda Cnaks ve egri alti alan
degerlerinin daha yiksek oldugu bulunmustur. Aclik ve tokluk durumlarinda benzer
konsantrasyon profilleri gézlenerek, yemek etkisinin bu formilasyon icin 6nemsiz
oldugu sergilenmistir. Benzer sekilde yiliksek oranda lipofilik bir etkin madde olan
torsetrapibinin (90 mg) optimum lipid bazli formilasyonu ile kdpeklerde yapilan

calismalarda yemek etkisinin 5 kattan 3 kata kadar azaldig1 gbzlemlenmistir (60).
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2.2.5 Lipid Bazh Sistemler ve Effluks Proteinleri ile Taginma

P-glikoprotein gibi effluks tasiyicilar etkin maddenin organlar igine
tasinmasinda énemli rol oynarlar. Bagirsak sistemi igindeki p-glikoprotein pompalari
bagirsak limeninden etkin madde bilesiklerini geri iterler ve absorpsiyonunun
azalmasina neden olurlar. P-glikoprotein inhibitérlerini iceren ilag formilasyonlari

biyoyararlanimi arttirici etkiye sahiptir (61, 62).

Bagirsaklardaki  effluks pompa sisteminin  biyoyararlanimi  azalttig
bilinmektedir. Biyofarmasoétik ilag salinim siniflandirma sistemi (biyofarmasotical
BDDCS) diistik ¢ozlinirlik gosteren ilaglarin (BSS 1) P-glikoprotein (P-gp) gibi effluks
proteinlerini inhibe edemeyecegini ve bu yizden de biyoyararlanimlarinin sinirli
oldugunu gostermistir (58). Hiicre membraninda bulunana P-glikoprotein gibi
effluks tasiyicilardan dolayi pek cok antikanser ilacinda biyoyararlanim ve
farmakolojik aktivitesinde buyilk 6lclide azalma olmaktadir (63). Literatiirlerle de
rapor edildigi Gzere; etkin maddelerin lipidler (LCT, MCT) ve ylizey etkin maddelerle
(Kremofor EL, Kremofor RH40, Tween 20, D-a-tokoferol polietilen glikol 400,
suksinat, P-gp inhibitorleri) olusturulan formilasyonlari effluks tasiyicilari inhibe
ederek biyoyararlanimi arttirirlar (64, 65). Effluks tasiyicilarin inhibasyonu ilacin
entrosit icerisindeki konsantrasyonunu ve kalma siiresini arttirir. Bu tastyicilarin
etkisinin azaltilmasinin gézlenmesi amaci ile birgok yardimci maddeyle calismalar
yapilmistir. Fakat tasiyici etkisinin azaltilmasi esas olarak membran akiskanhgi
yapisinin degismesi  veya kolesteroliin ortamdan uzaklasmasi ile
gerceklestirilebilmistir. PEG 400 gibi bazi hidrofilik c¢ozeltiler, efflux tasiyicilari
belirgin oranda inhibe ederler ve bdylece biyoyararlanimi arttirirlar. Yukarida
belirtilen yardimci maddelerden lipidler, ylizey etkin maddelar ve hidrofilik ¢ozeltiler
lipid bazlh formilasyonlarda yalnizca efflux tasiyicilarini inhibe etmekle kalmayip

ayni zamanda ¢ozinirlik kapasitesinden dolayi biyoyararlanimi arttirirlar (66).

Paklitaksel en 6nemli kemoterapotik ajanlardan biridir. P-pg ve sitokrom P450
3A4 (CYP3A4) gibi enzimler icin substrattir. Paklitaksel 1:1 oraninda Kremofor EL ve
dehidratize etanol icerisinde intraven6z olarak uygulandiginda biyoyararlanimi ¢ok
kisith oldugu gozlenmistir. Paklitakselin (Taxol®) oral biyoyararlanimini arttirmak

amaciyla D-a-tokofenil polietilen glikol 1000 stiksinat (vitamin E TPGS) ve Kremofor
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EL gibi P-gp inhibitoriyle, viskozite arttirici olarak HPMC igeren, asiri doymus SEDDS
ve nanopartikiler sistemleri iceren formilasyonlari olusturulmustur (67, 59). Bu
formiilasyonlar geleneksel Taxol® ile karsilastirildiginda 5 kat yliksek biyoyararlanim
gostermistir. CYP3A4 metabolizma yapisindan ve P-gp etkisinin azaltilamamasindan
dolay! bu formiilasyonda biyoyararlanim artmis olsa bile gerekli terapotik seviyeye
ulasilamamistir. Bu olasiligl degerlendirmek icin paklitaksel siklosporinle SEDDS

sistem iginde formiile edilmis ve biyoyararlanimi Taxol’e kiyasla artmistir.

2.2.6 Lipid Bazli Formiilasyonlarda in vitro- in vivo Korelasyon (68)

Farkh biyofarmasoétik siniflandirma sistemleri igin bircok ¢alismada in vito-in
vivo korelasyon (IVIVC) tanimlanmistir. Bir IVIVC korelasyon igin 6ncelikle in vitro
testlerin yapilmasi ve bu testler ile in vivo sonuglarin korelasyonunun kurulmasi

gerekmektedir.

2.2.6.1 Lipid Bazh Formiilasyonlarda In vitro Dagilim/Cékelme Testi ve In vivo
Veriler (54, 30, 69)

in vitro ortamda dagilim veya ¢ékelme testi, lipid formiilasyonun su iceren
sivilar igerisinde dagilmasindan sonra ¢Oziinen ilag miktarinin belirlenmesi igin
yapilan basit bir testtir. Coziinmemis ilag, absorpsiyona uygun olmadigi igin in vivo
performansi belirlemek tamamen ¢6ziinmuis ilacin absorbe edilmesi gergegine
dayanir. Bu nedenle farkh lipid formilasyonlarinda in vitro ortamlarda biyolojik
sivilarda ¢ozlinen ilag miktarinin, in vivo olarak absorbe edilen miktarla veya egri alti
alan degeri ile uyumlu olmasi gerekir. Boylece IVIVC a ulasmak daha olasi hale
gelmektedir. Zayif ¢6zlinen etkin maddelerin lipid bazli formilasyonunun dagilimi ve
¢okelme davranisini incelemek adina SIF (yapay bagirsak sivisi), FaSSIF (aghk
durumda yapay bagirsak sivisi), FeSSIF (tokluk durumda yapay bagirsak sivisi) gibi
farki biyolojik sivilarda incelemislerdir (70). Ayni calismada arastiricilar kopeklerde
yaptiklari in vivo calismalarinin ¢cokelme kriterlerini hizli ¢cokelen, yavas ¢okelen ve
¢Okelmeyen olmak Uzere Ug farklh formilasyon olarak listelemislerdir. Biyolojik
sivilarda ¢okelme kinetikleri, egri alti alan degerleri ile hizli ¢cokelen <yavas ¢okelen
<cOkelmeyen formilasyonlar seklinde iyi bir korelasyon saglamistir. Ayrica lipid
yardimci maddeleri gida bilesenlerinin yerine gecerek in vitro ortamda FeSSIF ler

icerisinde ¢okelme gostererek in vivo ortamdaki calismalar ile pozitif korelasyon
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saglamigtir. BSS Il sinifi ilag olan siklosporinin SMEDDS formilasyonun IVIVC nu
rapor edilmistir (68). Bu c¢alismada siklosporin icin yeni jenerik SMEDDS
formilasyonu gelistirilmis ve iki referans SMEDDS formilasyonu ile
karsilastirilmistir. Bu (¢ formilasyonun in vitro dissollisyon (pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8)
calismalar ve kdpeklerde in vivo ¢alismalari gergeklestirilmigtir. Arastiricilar BSS |l
sinifi ilaglarin SMEDDS formdiilasyonlari ile BSS | sinifi ilaglar gibi davranabilecegi
sonucuna varmiglardir. Benzer IVIVC sonuglari ritonavir, liopinavir gibi ilaglarin lipid
formilasyonlarinin yumusak jelatin kapsulli formlarinda da elde edilmistir (52, 71).
Cesitli IVIVC 6rneklerinin, in vitro dagilim/dissollisyon/¢okelme ve in vivo verileri

Tablo 4’de verilmektedir.

Bu denemede basarili bir korelasyon basit goérinmesine ragmen bir ¢ok
sinirlamalari da binyesinde barindirmaktadir. Eger ilacin kati faz degisimi ve pH
degisiminden dolayi bagirsakta tekrar ¢6zlinmesi s6z konusu olursa, gézlenen IVIVC
korelasyonu veya siralamasi valide edilemez duruma gelmektedir. ikinci ve en
onemli durum ise gastrik veya pankreatik lipazin yalnizca dagilmada degil ayni
zamanda lipid sindiriminde 6nemli rol oynadigidir. Bu yiizden dispersiyondan sonra

ilag ¢6ziinmUs fazda kalsa bile, lipid sindiriminden dolayi ¢ok kolay ¢okebilir.
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Tablo 4. Segilmis IVIVC 6rneklerine dayanarak In vitro lipoliz ve In vivo farmakokinetik verileri (54, 69,

70)

ilag In vitro lipoliz verileri In vivo veriler IVIVC

Halofantrin In vitro lipid sindirim ve Kopeklerdeki biyoyararlanim IVIVC yayini yoktur fakat
¢ozunurluk verilerine gére LCT galismalarina gore LCT ¢Ozeltisi >  aralarindaki korelasyon
¢ozeltisi > LCT/MCT LCT/MCT ¢ozeltisi > MCT ¢ozeltisi  benzer sirayi izlemektedir.
¢Ozeltisi>MCT ¢ozeltisi seklindedir.
seklindedir.

Griseofulvin In vitro lipid sindirimi Képeklerde yapilan galisma Orta zincirli yag
MCT>LCT>SCT> Su formiilasyonu  sonucuna gore in vivo sonuglar formilasyonun In vitro
seklindedir. MCT>LCT>SCT> Su seklindedir lipoliz ve in vivo egri alti alan

verilerinde yliksek oranda
regrasyon saglanmigtir
(r*>0.98) .

Deksametason In vitro lipoliz de MCT=LCT=SCT Siganlarda yapilan sonuglarda IVIVC yayini yoktur fakat
seklindedir. MCT=LCT=SCT seklindedir. aralarindaki korelasyon

benzer sira iledir.

Danazol In vitro lipoliz sonuglar LCT- Képeklerde yapilan in vivo IVIVC yayini yoktur fakat
SMEDDS>MCT-SMEDDS sirasi sonuglara gore siralama LCT aralarindaki korelasyon
iledir. ¢ozeltisi> LC- SMEDDS> MC- benzer sira iledir.

SMEDDS

Probukol Sulu miseller fazdaki probukolun Domuzlarda yapilan in vivo IVIVC yayini yoktur fakat
salim hizi SMEDDS>SNEDDS>saf sonuglarina gére biyoyararlanim aralarindaki korelasyon
yag formilasyonu seklindedir. SMEDDS>SNEDDS>saf yag benzer sira iledir.

¢ozeltisi seklindedir.
Vitamin D 3 Dinamik lipoliz modeline gore Siganlardaki in vivo verilere gére IVIVC yayini yoktur fakat in

MCT>LCT>SCT

LCT>MCT>SCT seklindedir fakat
safra kanullu siganlarda
MCT>LCT>SCT seklindedir.

vitro lipoliz verileri ile safra
kanalli siganlar arasindaki
korelasyon benzer sira iledir.

2.2.6.2 Lipid Bazl Formiilasyonlarda Gergeklestirilen In vitro Lipoliz Testleri ve
In vivo Veriler (52, 70, 71)

In vitro ortamdaki lipoliz ile in vivo ortamdaki dagilma/¢cokelme sinirlari

tahmin edilebilir duruma gelmektedir. In vitro lipolizde formiilasyonlar safra tuzlar
gibi bilesenler iceren tampon ¢6zeltisine eklenir boylece lipid bazli formiilasyonlarin
sindirimden sonra aglik/tokluk ortamlari taklit edilir. Ardindan hizlica pankreatik
lipaz enzimleri ilave edilir ve lipoliz prosesi baslar. Cesitli zaman araliklarinda
ornekler alinir ve santriflij edilir, ilag iceren sulu faz analiz edilir. Lipid bazh
formilasyonlar icin belirli zamanlarda alinan o6rnekler, in vivo plazma
konsantrasyon-zaman profilleri, sindirim sonunda ilag miktari ylizdesinin egri alti

alan veya Cpaks degerleri IVIVC'un kurulmasinda kullanilir.

Bircok calisma in vitro lipoliz sonucu ile in vivo verilerin tahmin edilebilecegini
gostermistir. Halofantrin formilasyonlarinda MCT ve LCT bazl formilasyonlarinin
biyoyararlanim iliskisi rapor edilmistir (52). Bu calismada arastiricilar in vitro ilag
ile in vivo sindirim verilerinin yakinligi arasindaki

¢ozunurluga korelasyonu
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arastirmiglardir. Arastiricilar yalnizca dusiik molekil agirlikh lipid kullanildiginda
yliksek korelasyon sonuglari elde etmislerdir. Yine bu c¢alismada arastiricilar
formilasyonun ¢ozinirlik kapasitesinin yiiksek oranda dogal lipidlerin kullanimina
bagl oldugunu ve in vivo lipolizin tahmin edilebilirliginin denemelerde kullanilan
lipid miktarina bagh oldugunu gostermiglerdir. Tim bu g¢alismalar in vivo
biyoyararlanimda iyi tahminler yapmak icin lipoliz parametrelerinin optimize
edilmesinin ¢cok 6nemli oldugunu gostermektedir. In vitro lipolizde MCT ile LCT
karsilastirildiginda, MCT’nin sulu fazinda yuksek miktarda siklosporin oldugu
gosterilmistir. Fakat in vivo ¢alismalarda ise LCT ile MCT karsilastirildiginda LCT nin
ylksek biyoyararlanim gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Calismalar sonucunda
LCT’de sindirimin daha yavas oldugu lipolizden 12 dakika sonra MCT icerisinde daha
fazla miktarda siklosporin bulunarak ispatlanmistir. Bu durum in vivo ortamda
siklosporinin trigliserid iceren yag fazina ilgisinden kaynaklanmistir. Ayrica
siklosporinin LCT’ye olan ilgisi MCT’ye oranla daha yiiksektir. Bu galisma, IVIVC
gelistirilirken yalnizca in vitro lipolizin degil ayni zamanda ilacin i¢sel 6zelliklerinin de

dikkate alinmasinin 6nemli oldugunu agik¢a gostermektedir.

Bir diger calismada ise suda az c¢oOziinen bir ilag olan danozoliin g farkh
formilasyonu hazirlanmistir. Bu formilasyonlar LCT-¢ozeltisi, LCT-SMEDDS ve MCT-
SMEDDS formilasyonlaridir (72). Danazolin in vitro lipolizinde formilasyonlar
karsilastirnldiginda danazol LCT-SMEDDS formilasyonunda vyiksek ¢ozlntrlik
gostermistir. In vitro calisma sonugclari da in vivo calismalar ile desteklemis ve LCT-

SMEDDS lerde yiiksek biyoyararlanim gézlenmistir.

In vitro lipoliz denemeleri lipid bazli formilasyonlarda gida etkisinin tahmin
edilmesi icin kullanilabilir. Gastrointestinal sistemde lipolize, aglik-tokluk etkisinin
incelenmesinde sinnarizinin SNEDDS formiulasyonu, katilastiriimis SNEDDS
formilasyonu ve konvensiyonel tableti olmak Ulzere g farkli formilasyonu ile
calisilmistir (30). Tokluk durumunu taklit etmek igin lipoliz denemelerine %3.5
oraninda yagl sit ilave edilmistir. A¢lik durumu lipoliz denemelerinde, sulu fazdaki
¢6zinmdis sinnarizinin miktari sirasi ile SNEDDS>kati SNEDDS> tablet seklinde
gerceklesmistir. Sonuclar kopeklerle vyapilan in vivo sonuglarla da benzer

korelasyonlar saglamistir. Tokluk durumu lipoliz denemelerinde sinnarizin miktari
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tiim formilasyonlarda esit bulunmustur. Képeklerde yapilan in vivo deneme sonucu
SNEDDS ve katilastirilmis SNEDDS formiilasyonlarinda benzer sonug elde edilirken,
konvansiyonel tabletler sinnazirinin performansini arttirmistir.  Bu c¢alisma,
konvensiyonel tabletin aglik-tokluk durumlarindan etkilendigi SNEDDS ve Kkati
SNEDDS formilasyonlarinin ise gida etkisini yok sayan sonuglar elde etmeyi
basardigi sonucunu gostermektedir. Bu 6rnek ayrica in vitro lipoliz denemelerinin
gida etkisinin tahmin edilmesinin lipid bazli formilasyonlarda 6nemli bir basamak
oldugunu gostermektedir. In vitro ve in vivo lipoliz verileri kullanilarak yapilan

literatlir calismalarinin IVIVC 6rnekleri Tablo 5’de gosterilmektedir.

Tablo 5: In vitro dagihm/ ¢6kelme/dissollisyon ve in vivo farmakokinetik verilerine gore segilmis IVIVC
ornekleri (14).

In vitro dagilim /

ilag / formiilasyon ¢okelme / dissoliisyon in vivo verileri IVIVC
verileri

Siklosporin (yumusak jelatin  Bir jenerik ve iki Kopeklerde in vivo Test ve referans

kapsul) referans biyoyararlanim orneklerinin in vitro ve in
formilasyonunda pH: calismalari vivo sonuglari arasinda
1.2, pH: 4.5, pH: 6.8 de ylksek derecede
in vitro dissollisyon korelasyon gozlenmistir.
verileri (R*=0.992)

Ritonavir (yumusak jelatin in vitro dissollsyon insanlarda in vivo Yiiksek korelasyon

kapsdl) ortamlari ile farmakokinetik verileri gozlenmistir.

dissollsyon verileri

Lopinavir (yumusak jelatin pH: 6 ortaminda in insanlarda in vivo Yiksek korelasyon

kapsdl) vitro dissollisyon farmakokinetik veriler gbzlenmistir. (R2=O.97)
verileri

Arundik asit (yumusak pH: 8.0 ortaminda veya insanlarda in vivo In vitro dissolilisyon ve in

jetain kapsdl) %2 sodyum dodesil farmakokinetik verileri vivo absorpsiyonun IVIVC
silfat iceren pH: 6.8 verileri yayinlanmigtir.
dissollisyon ortami pH:6.8 ortami daha
verileri yuksek korelasyon

gostermistir.

Fenofibrat in vitro dissollisyon Gonllu insanlarda in vivo  In vitro dissoliisyon
verileri verileri verileri ve in silico uyum

kullanilarak in vivo insan
plazma profilleri tahmin
edilmigtir. C,.s ve egri
alti alan degerleri
hesaplanmistir. 0.8- 1.25
orani arasinda in vitro
verilerden in vivo
profillerin
hesaplanabilinecegi
sonucuna varilmistir.
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2.2.6.3 Lipid Bazh Formiilasyonlarda Gergeklestirilen Ex vivo Bagirsak
Gecirgenligi Testleri ve In vivo verileri (73, 74, 75, 76)

Ex vivo bagirsak gecirgenlik calismasi, serosal bariyerden mukozaya ilacin
tasinmasini incelemek igin bir hayvan bagirsagi kullanimini igerir. Bu ¢alismada etkin
maddenin (ya da formilasyonun) gecirgenlik 6zellikleri deneysel olarak “kapali
sistem kullanma” seklinde gerceklestirilir. Bu sistem akademide ve farmasotik
endistride yeni kimyasal maddelerin gecirgenlik 6zelliklerini (Papp) belirlemek ve
lipid bazh formilasyonlarin in vivo performanslarini hesaplamak igin kullanilir. Ex
vivo gegis ¢alismasi kullanilarak “adefovir dipivoksil” etkin maddesinin kati SNEDDS
formilasyonundan  gecis  ©zelligi, ilacin  slspansiyon  formilasyonuyla
karsilastirildiginda SNEDDS formiilasyonunun biyoyararlanimi arttirdigi gézlenmistir.
Bir diger calismada ise, suda az ¢6zlinen etkin maddelerden talinololiin SNEDDS
formiilasyonu ile domuzun ince bagirsagindan yapilan ex vivo ¢alisma sonucu, etkin
maddenin slspansiyon formiulasyonu ile kiyaslanlandiginda, gecis karakterlerini
arttirdig1 goézlenmistir. Wistor sicanlari kullanilarak yapilan baska bir ¢alismada ise in
vivo sonuglar ile ex vivo ¢alisma sonuglari arasinda c¢ok iyi korelasyonlar elde
edilmistir. Feksofenadinin, Gelucire 44/14 (Lauroyl macrogol-32 glycerides EP) ve Vit
E TPGS (d-a-tocopheryl polyethylene glycol 1000 succinate) ylizey etkin
maddeleriyle olusturulan formilasyonlarinin ex vivo sican bagirsagi gecisleri ile in
vivo biyoyararlanimlari arasinda iyi bir korelasyon rapor edilmistir. Calismalarda
etkin maddeler ile lipid formilasyonlarinin apikalden bazolaterale (A->B) ex vivo
gecis Ozellikleri kiyasladiklarinda, lipid formdilasyonlarinin gegirgenligi arttidigini
gozlemlemislerdir. Arastiricilar efflux tasiyicilarin lipid formilasyonlarda inhibe
edildigini ve bazolateralden apikale (B—>A) gegisin azaldigini rapor etmislerdir. Erkek
Wistar sicanlarla yapilan ex vivo gecis calismalari ile in vivo biyoyararlanim
sonuclarinin ¢ok benzer korelasyon gosterdigi saptanmistir. Deksometazon ve
griseofulvinin LCT, MCT ve SCT ile gelistirilen lipid formilasyonlarinin ex vivo gegis
karakterleri incelenmistir (76). Bu formiilasyonlar arasinda en yiksek gecisin SCT ile
olusturulan formilasyonda gerceklestigi gozlenmistir ve in vivo biyoyararlanim
sonuclarinin in vitro lipoliz sonuglari ile uyumlu oldugu rapor edilmistir.

Biyoyararlanim sonuglari gliseofulvin igin sirasiyla MCT>LCT>SCT, deksometazon igin
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ise siraslyla LCT=MCT=SCT seklindedir. Ex vivo gegirgenlik in vivo veriler ve IVIVC lar

Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. :Ex vivo gegirgenlik ve in vivo farmakokinetik verilere gore segilen IVIVC 6rnekleri (69, 75, 76)

Etkin madde

Ex vivo gegirgenlik
verileri

in vivo verileri

IVIVC

Feksofenadin

Wistar siganlari
kullanilarak yapilan ex
vivo ¢alismalarda; lipid
formdilasyonlari, e.m.
ye gore gecirgenligi
arttirmistir. Bu
gegirgenlik
¢alismalarinda
formilasyonlar
arasinda sirasiyla Vit E
TPGS formilasyonu >
Glucire 44/14
formilasyonu > e. m.
seklindedir.

Siganlarda yapilan in
vivo ¢alismalarda egri
alti alan degerleri Vit E
TPGS formilasyonu>
Gelucire 44/14
formilasyonu > e.m.
seklindedir.

IVIVC ile ilgili herhangi
bir yayin yoktur fakat
ex vivo gecirgenlik ve
in vivo veriler arasinda
iyi bir korelasyon
gbzlenmistir.

Ginger oleoresin

E.m.ile
karsilastirildiginda
secilen SMEDDS
formilasyonu ile
bagirsaktaki
gegirgenlik 2 kat
artmistir.

In vivo galismalar e. m.
ile SMEDDS
karsilastirildiginda
biyoyararlanimin 1.6
kat arttigini
gostermistir.

Talinolol

E.m.ile
karsilastirildiginda
secilen SMEDDS
formilasyonu ile
bagirsaktaki
gegirgenlik artmistir.

In vivo galismalar e. m.
ile SMEDDS
karsilastirildiginda
biyoyararlanimin
arttigini géstermistir.

2.2.7 Lipid Bazli Formiilasyonlarda Gelecek Beklentiler

Bugiin lipid bazlh formilasyonlar Uzerine bircok uygulanabilir formilasyon
teknolojileri olmasina ragmen; Amerika, Japonya gibi Ulkelerde ticarilestirilen
formiilasyonlar yalnizca %2-%4 arasindadir (77). ila¢ pazarinda bu denli az oranda

bulunmalarinin bircok nedeni vardir fakat en 6nemli olanlari:
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e Uygulanabilir standardize edilmis in vitro testlerin azhgi,

e Lipid bazli formilasyonlarin oral sindirimden sonra farmakokinetik

profillerinin tam olarak agiklanamamasi olarak sayilabilmektedir.

Lipoliz gibi in vitro aracglarin standardizasyonu ve uyumu lipid formiilasyon
siniflandirma sistemi (LFCS=lipid formulation classifiying system) nin bir pargasi
olarak baslatilmis olsada lipid formulasyonlarinin sindiriminden sonraki davranislari

tam olarak agiklanamamaktadir (11, 78).

Lipid formulasyonlarinin in vitro degerlendirilmesi disinda, in vitro lipoliz ile in
vivo verilerin degerlendirilmesi daha uygun bulunmaktadir. Fakat in vivo ortamda
ilacin lenfatik yol ile taginmasi ve efflux tasiyicilarin rol oynamasi, in vivo olarak ilacin
son durumunun tahmin edilmesini sinirlamaktadirlar. Bu sinirlamalara ve engellere
ragmen lipid bazli formilasyonlar suda ¢ozlinilrliglu zayif olan ilaglarin

biyoyararlanimini arttirirlar. Bu formulasyonlarin yanisira
e kurutulmus emilsiyonlar (spray-dry emiilsiyonlar),
e kati SMEDDS ler,

e kendiliginden emdlsifiye olabilen kati dispersiyonlar gibi vyeni
formilasyonlarda suda az ¢ozlinir ilaglarin biyoyararlanimdan 6din

vermeden hazirlanabilir.

2.3 Ekstriisyon-Sferonizasyon Graniilasyon Teknigi (79, 80)

Lipid bazh sistemler Ekstriisyon-Sferonizasyon teknigi kullanilarak kati hale
dondustirdlebilirler. Ektstrisyon-Sferonizasyon isleminde; benzer, kiresel partikdl
eldesi coklu asama prosesine sahiptir ve kontrollii salim uygulamasinda temel
nitelikte kullanilir. Yiksek miktarda etkin madde bilesenlerini asiri biylk partikil
haline gelmeden birlestirmesi buylik avantajidir. Bu teknik diger graniilasyon

tekniklerinden daha etkili olsada daha fazla emek ve zaman isteyen bir tekniktir.

Sferonizasyon teknigi Nakahore tarafindan “Method and Apparatus for
Making Sherical Granules from wet powder mixturex” adi altinda 1964 yilinda
patentlenmistir. 1970 yilinda Eli Lilly & Co Conine ve Hadley adindaki iki arastirici

prosesi iceren adimlari siralamislardir. Fuji Denki Kagyo Co. tarafindan sferonizer
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cihazi “Marumizer” ticari adi altinda isimlendirilmistir. Eli Lilly & Co Conine ve

Hadley yéntem adimlarini:
-kuru karistirma
-1slak graniilasyon
-ekstriisyon
-sferonizasyon
-kurutma
-gozlemleme (istege bagl asama) seklinde siralamistir.

Adimlarini belirtmeden 6nce ila¢ endistrisinde fazla géze carpmamistir. Fakat
ilerleyen siiregte bircok arastiricc bu yontem adimlarini  takip ederek
formulasyonlarda iyi akis, distk tozlanma, tekdiize dagilim, disuk friabilite, ylksek
sertlik, kolay kaplama ve tekrar Uretilebilinen sistemler elde etmeyi basarmislardir.
Yapilan g¢alismalardan anlasildigi lizere ekstriisyon-sferonizasyon sistemlerine olan

ilgi ginimizde de bliyimeye devam etmektedir.

2.3.1 Ekstriisyon- Sferonizasyon Tekniginde Uygulama (81, 82, 83)
Ekstriisyon ve sferonizasyon tekniginin potansiyel uygulama alanlari hemen ve
kontrollii salim yapan dozaj formlaridir. iki veya daha fazla aktif bilesen ayni birim
icinde kombine edilebilmektedir. Bu kombinasyon (rlinleri gecimsiz etkin maddeleri
birarada icerebildigi gibi farkli salim profillerini de icerebilmektedirler. Sferonizasyon
(kuresellestirme) ilag goglinl sinirlandirabilen yontem olarak kullanilabilmektedirler.
Etkin madde ve yardimci maddelerin fiziksel karakteristikleri modifiye edilerek
prosesin akis yoéni ve fiziksel 6zellikleri gelistirilebilirler. Ornek olarak disiik
yogunluklu, ince ve bélinmis olarak bulunan etkin madde pellet haline getirilerek
yogunlugu arttirilabilir, akisi gelistirilebilir, tozlasmasi azaltilabilir. Ayrica esit
dagilimli coklu partikiler sistemler elde edilir ve bu partikiiler sistemler,
gastrointestinal yolu ve gastrointestinalden gecis slresini uzatir veya bazi bilesiklere
toleransi arttirir. Genellikle kiire veya granil oOzelligi bulunan formiulasyonlara

uygulanmasi yliksek verimli sonuclar elde etmeyi saglamaktadir.
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Kontrolli salim sistemleri igin kaplanmis Urin; esit boyutta, iyi kiresellesmis
ve iyi ara ylzey karakteristiginin yanisira dislik friabiliteye sahip olmalidir. Ek olarak
kaplanan kireler eger tablet haline getirelecekse basing icin yeterli saglamliga
gereksinim duyar ve tablet dagilimindan sonra kireler orijinal salim profillerini
surdirmelidir. Tim bu parametreler géz online alindiginda akis, yogunluk, friabilite,
porozite ve ara ylzey alani gibi fiziksel 6zellikler amaglanan graniillerin tablet igin
baskilanmasinda énemli hale gelmistir. istenen fiziksel &zellikli tablet iiretimi icin
grandllerin iyi bir sekil degisimine sahip olmalari gerekmektedir. Bitmis Urin

formulasyonunun ilag salimi hedeflenen spesifikasyonlarla értismelidir.

2.3.2 Ekstriisyon- Sferonizasyon Tekniginde Yontem Tanimlama (84)
Ekstriisyon-Sferonizasyon tekniginde proses bes bolimden olusmaktadir.

Altinci adim ise istege bagli olmakla beraber gézlemleme basamagidir.
e Birinci adim kuru karistirma(a); homojen toz dagilimi elde etmek igin,

e ikinci adim islak graniilasyon(b); yeterince plastik kivminda kiitle elde

etmek igin,

e Ucilincii adim 1slak kiitlenin preslenmesi (ekstriisyon)(c); sferonizer

cihazi icin ayni boyutta cubuk seklinde partikiller elde etmek igin,

e Dordinci adim vyuvarlak hale getirme (sferonizasyon) (d); kire

seklinde partikiiller elde etmek icin,

e besincisi adim kurutma (e); istenilen nem dilzeyine sahip partikiller

elde etmek igin, seklinde siralanabilir.

Hedeflenmis boyut dagilimi saglamak icin prosesin akis semasi diyagrami Sekil
4’de verilmistir. Bu semada gosterilen her bir asama bitmis Grln igin kritik asamalari
icermektedir. Her bir basamaktan cikan {Urlnlerin gorselleri ise Sekil 5’de

gosterilmistir.
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Kuru Karigtirma:

e  Ekipman tipi
e  Karistirma
suresi

Sferonizasyon:

e Ekipman tipi
e islem zamani
e Disk hizi

|

Graniilasyon:

e  Ekipman tipi

o Akis tipi

o Akis diizeyi

e Islak kitle olusum
zamanli

J

Ekstriisyon:

e Ekipman tipi
e  Bitmis Urln ¢api
e  Bitmis Griin uzunlugu

e Besleme hizi

Sekil 4 :Ekstriisyon/Sferonizasyon prosesinde 6nemli adimlar.
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Sekil 5: Ekstrisyon/ Sferonizasyon prosesinde herbir basamak sonrasi trtinler. (A) Kuru karistirilan
toz; (B) granllasyondaki graniller; (C) ekstriisyondan sonrasindaki ekstriidat; (D) sferonizasyon
sonrasi kiresel partikdller (82).

2.3.3 EKkstriisyon-Sferonizasyon Tekniginde EKipman Dizayni ve Proses
Parametreleri

2.3.3.1 Ekstriisyon-Sferonizasyon Tekniginde Kuru Karistirma Basamagi (84, 79)

Birinci kisim olan kuru karistirmanin yapilmasinin sebebi islak granilasyon
oncesi homojen bir dagilim elde etmek igindir. Granilasyon genellikle ayni karistirici
kullanilarak gergeklestirilir. Tek dize kuru karisim, kaliteli granilasyon ve kiiresel
partikiil Uretimi icin 6nemlidir. Karistirmanin etkili yapilmamasi ve dolayisi ile
formulasyonun dizensiz dagilimi boyut ve c¢ozunirlik gibi 6zelliklerde bulyik
farkhliklar yaratir. Grantilasyon sivisi olarak adlandirilan sivi, bilesenler igin ¢ok

¢Ozundr bir yapiya sahiptir ve islak kitleyi olusturur

Esit boyut dagimindaki kireler (sekil ve buyilklik agisindan) blyiik oranda homojen
karistirmaya ve grantlasyon sivisi bilesenlerine baglidir. Bu granilasyon sivisi sadece

¢Ozlicli icermeyen ayni zamanda ¢6zlinmus bilesenleri de iceren sistemlerdir.

2.3.3.2 Ekstriisyon-Sferonizasyon Tekniginde Graniilasyon Basamagi (85, 86)
ikinci adim olan graniilasyon, plastik yapiyi ve karakteristik degisiklikleri iceren

sistemdir. Klguk istisnalar disinda bu adim basim igin kullanilacak trinin geleneksel

granillasyon tekniklerine benzemektedir. Bu proseste; planet karistirici, vertikal

veya horizontal ylksek kesme karistiricisi, sigma agizli karistiricilar kullanilabilir.

Yiksek kaymali karistiricilari gibi yiiksek enerjili karistiricilar 1s1 yiikselmesine
neden olur. Yiksek i1si bazi katilarin ¢ézlinmesine, sivinin buharlasmasindan dolayi
sivi miktarinin azalmasina ve dolayisiyla grantilasyonun plastik 6zelliginin dismesine

neden olabilir.

2.3.3.3 Ekstriisyon-Sferonizasyon Tekniginde Ekstriisyon Basamagi (87, 88, 89,
90, 91, 92)

Uclincti adim olan ekstriisyon, islak kiitleye cubuk seklinde form verir. Islak
kiitle kalip boyunca baskidan gecer, kiiclk silindirik ve esit boyutta partikiller haline
gelir. Ekstriisyondan cikan maddeler kendi agirliklariyla beraber kesime ugrarlar.
Cikan maddeler yeterli plastik degisimine sahip olmali, fakat toplanirken diger

partikillere veya sferonizer silindirine yapismamalidir.
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Ekstriderler besleme mekanizmasi yoniinden; doéner (screw), dogal akisli
(grawity), piston beslemeli olmak Uzere Ug tipe ayrilir. Doner (screw feed) ekstriider;
aksiyal veya endplate, kubbeli (dome) ve radyal tip olarak cesitlere sahiptir. Dogal
akish (gravity) beslemeli ekstriider; silindir, disli veya radyal tiplere sahiptir. Doner
veya dogal akish ekstriderlerin radyal tipleri farmasotik endutstride ¢ok kullanilir.

Ekstrider tipleri Sekil 6’da gosterilmektedir.

Doner ekstriderler islak kiitleyi ekstriider bolgesine transfer etmek icin tek
veya cift vidali olabilir. Tagsinma siiresince islak kitleyi sikistirirken tutulmus havayi
uzaklastirirlar. iki vidali déner ekstriider tek vidaliya gore yiiksek verimlilik saglarken
tek vidali olan ekstriider baski ve yogunlugu arttirmaktadir. Doner ekstrider tipleri
arasindaki en belirgin fark ekstriisyon bolgesindeki farklardir. Aksiyal ekstriderde
islak kitle diiz zemin Uzerinden geger, delikli levha Uzerine gelir ve yuvarlak
bolmelerin oldugu yerde delinir. Kubbeli ekstriiderde kubbeli veya yari kiiresel sekilli
plakaya sahiptir. Uzunluk/yarigap orani (R/L) 2’ye yakin olan urtinler elde edilebilir.
Aksiyal veya kubbeli ekstriiderden farkli olarak radyal ekstrider dikey tasima
plakasina sahiptir. Materyal ekstriider bolgesine ekstriiksiyon agziyla transfer edilir.
Disik kalip uzunlugu ve delik veya kalip sayisi arttigindan dolayi kubbe veya radyal

tip ekstriiderden daha avantajhdir.

Ekstriisyon ve sferonizasyonun her basamagi kaydadeger bir is1 artisina neden

olmaktadir. Bu durum o6zellikle doner beslemeli ekstriider icin gecerlidir.

Dogal akis beslemeli ekstrider silindirik, disli ve radyal tiplere sahiptir.
Silindirik ekstriderde islak kiitle dogal akisla kesme bdlgesine iki silindir arasina gelir
ve baski ile silindirdeki oyuklara ilerler. Disli tip ekstriider disli oyuk silindirlere
sahiptir. Islak kutle deliklerden bir gli¢ sarf ederek ilerler ve disli oyuklardan gecerek
taban kisminda birlesir. Radyal tipte dogal akisla beslenen besleme bir veya daha
fazla donen kol tarafindan karistiriir.  Ekstriisyon oncesinde higbir sikistirma

icermemesi radyal ekstriiderin doner ve dogal akisli ekstriiderden en blyuk farkidir.

Ekstriisyon prosesinde besleme hizi, kalip capi ve kalip uzunlugu farklihg
vardir. Ekstriidatin ozelligi, sonug seklin plastikligi ve islak kitlenin kohezifligi

acisindan grandlasyonun sivi icerigi ¢cok kritiktir. Sivi icerigi farklihginin prosese olan
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etkisine Harrison ve arkadaslarinin yaptigi gibi bircok ¢alismada odaklanilimistir (88,

89).

Yiksek sivi miktari sabit ¢alismada akis gliciini azaltirken sireyi arttiran bir
parametredir. Yiksek c¢arpma hizi (ekstriisyon hizi) ise hem harcanan zamani

arttirirken hemde akis gliclinii yikselten bir parametredir.

Pinto ve ark. yaptigl ¢alismada (90) disiik carpma hizinin ekstriisyon gliciinii
azalttigl, yliksek hizda ise suyun kitle tizerinden yer degistirmeye glicii yetmeyecegi
icin harcanan gliciin arttigini belirtilmistir. Bu c¢alismada su icerigi ve dagilimin
partikll boyutunda ve seklinde kritik oldugunu belirlemislerdir. Dislik su igeriginin
ve yliksek hizin boyutu kiclltigi; istenilen etkinin elde edilmesi icin ekstriisyon

hizinin ve su iceriginin ¢ok iyi ayarlanmasinin gerektigini belirtmislerdir.

iki farkli R/L oranina sahip elek kullanilarak hazirlanan MCC (mikrokristal
sellloz)/DCP (dikalsiyum fosfat)/su karisiml ekstridatlarin por caplari ve yigin

dansiteleri Tablo 7’de gosterilmistir.

Hasznos ve ark. (91) ise yaptiklari calismada benzer sekilde ekstriider hizinin
final Grinin boyut farkliigina veya prosesteki nem degisimine etkisinin
sferonizasyon basamagindaki farkliliklarin  etkisinden daha az oldugunu

gozlemlemislerdir.

Deneysel tasarim calismalari da proses ve formilasyon farkhliklarinin
ekstriiksiyona etkisini arastirmis ve nihai irlin icin granilasyon sivisi miktarinin veya
sferonizasyon basamagi farkliiginin, ekstriisyon basamagindaki farkliliklardan gok

daha 6nemli etkisinin oldugunu belirtmislerdir.

Tablo 7:Farkl oranlarda DCP-Avicel PH-101-Su karisimi sonucu olusan ektriidatlarin ortalama por
¢aplari ve kitle dansitesi sonuglari (90, 91, 92)

chal:l-s‘?r‘r:ilc(ea: }as)u Elegin Boy/ cap orani Ortalarz:‘amp)or sapt Kutle dansitesi ( g/mL)
150:380:470 4 0.982 1.132
150:400:450 4 0.992 1.211
150:380:470 2 1.249 0.949
150:400:450 2 1.292 0.947
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Sekil 6: Ekstrisyon-Sferonizasyon tekniginde kullanilan ekstriider gesitlerinin sematik gosterimi (82).

2.3.3.4 Ekstriisyon-Sferonizasyon Tekniginde Sferonizasyon Basamagi (88, 93, 94,
96)

Ekstriisyon- Sferonizasyon prosesinin dordiinci basamagi Sferonizasyon
basamagidir. Sferonizer sabit yan duvarlari bulunan kase seklinde bir parga ve
sliratle donen bir plakaya sahiptir. Ekstridatlarin yuvarlaklastiriimasi siirtiinme
glciline bagh olarak saglanir. Gli¢ genellikle partikil-partikiil ve partikil-ekipman
tarafindan saglanir. Disk, partikillerin yilzeyleri boyunca tasinarak glicii arttiran
oluklu bir ylizeye sahiptir. Kullanilan diskler iki farkli geometrik yapiya sahip olabilir.
Bunlar; capraz hatlarla olusturulmus yapi ve radyal (merkezden cevreye dogru)
yapidir. Bazi calismalar sferonizasyon hizinin radyal yapida daha fazla oldugunu

gosterir fakat her iki yapi ile de kabul edilebilir partikiler sistemler elde edilir.
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Sferonizasyon basamaginda ekstriisyonda elde edilen cubuk seklindeki
pelletler kiiresellestirilir. Bu kisimda ekstriidatin 6zellikleri énemlidir. ideal kosullar
altinda ekstridat kiclik ve ayni yapili parcalara bolinmelidir. Bélinme isleminde
kisa slire igerisinde alt plakanin ani yer degistirmesi ve asinmanin olusmasi
nedeniyle her bir uzunluk parcasini es capli yapilara donistirmektedir. Bu safhadaki

kritik gosterge graniilasyonun veya ekstridatin kalitesidir.

Rowe ve Baert (93) tarafindan tasarlanan ve sferonizasyonu tanimlayan iki

model bulunmaktadir. Bu modeller Sekil 7’de gosterilmistir.

Sferonizasyon safhasina gelmis yapilarda ekstridatin su icerigi 6nemli rol
oynar. Ekstridatin neminin fazla oldugu durumlarda partikil caplarinda biyime ve
genis Olclide boyut dagilimi gozlemlenir. Disik nem durumunda ise ekstridat
yuvarlak hale gelebilmek icin yeterli neme sahip degildir. Yeterince plastik kiitleden
elde edilmis partikiiller ile yeterli neme sahip olmayan kitleden elde edilmis

partikillerin gorintileri Sekil 8’de gosterilmistir.

Sferonizasyon basamagindaki farkliliklar; sferonizer boyutu, yikleme
kapasitesi, disk hizi ve sferonizasyon cihazinda kals suresi seklindedir. Farkliliklardan
her biri sonug Urinin fiziksel karakteristigine etki eder. Hasznos ve ark. (91) yiiksek
disk hizi ve uzun kalis stresinin kalin fraksiyonu ve ortalama ¢api arttirirken uygun
fraksiyonu azalttigini belirtmislerdir. Yiiksek hiz ve fazla kalis siiresi prosesteki nem
kaybini arttirir. Hellen ve ark. (94) yiksek hiz ve fazla kals stresinin daha kiiresel
partikiller elde edilmesine neden oldugunu savunmustur. Wan ve ark. (86) da
yliksek kalis stresi ve yiksek hizin partikiil boyutunu kiculttigl, elde edilen

partikillerin yuvarlak ve diizglin oldugu sonucuna ulasmislardir.

Malinoski ve Smith (95) ise yaptiklari calismalarda yiksek disk hizi ve artan
kalis stresine maruz kalan ekstriidatlarin partikiil yogunlugunu arttirdigini

gozlemlemislerdir.
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(1D) (1E)

PREEE

Silindir ipsi Sarmal Oyuklu Yuvarlak
Yap!i Yapi Kenar
(2A) (2B) (2C) (2D) (2E)
Silindir ~ Yuvarlatiimis  Sarmal Elipsoid Yuvarlak
Kenar Yapi

Sekil 7: Partikillerin silindirik halden (1a), ipsi bir yapiya (1b), sarmal yapiya (1c), oyuklu sekile (1d) ve
yuvarlak yapiya (1e) déntsimi Beart ve ark. ongérmustir (93). Partiklllerin silindirik halden (2a),
yuvarlatilmis kenara (2b), sarmal kenara (2c), elips yapiya (2d) ve yuvarlak yapiya (2e) donlisimi
Rowe ve ark. 6ngdrmdistir (87).

(A)

(B)

Sekil 8: (A) Plastik yapiya sahip kiitleden elde edilmis yuvarlak pellet 6rnegi, (B) Yeterli neme sahip
olmayan ekstridatlarin sarmal yapi 6rnegi (82).

2.3.3.5 Ekstriisyon-Sferonizasyon Tekniginde Kurutma Basamagi (97)
Kurutma bu prosesin son adimidir. Tepsili kurutma, kolon tipi akiskan yatakl

kurutma, titresim yatakh kurutma gibi cesitleri vardir. Tim bu cesitlerde en biyiik
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farkhlik suyu uzaklastirma hizlanidir. Tepsili kurutma iglerinde en yavas kurutma
hizina sahiptir. Akiskan yatakh kurutucular ise yiksek hava derecesi ve yiksek i¢
sicakliga sahip oldugu icin daha hizli kurutma kapasitesine sahiptir. Kolon tip ve

titresimli tipler ise devam eden proseslerde tercih edilmektedirler.

Tepsili kurutma sabit yataktan yavas bir prosestir. Bu nedenle ylizeye karsi ilag
gocline neden olabilen ve rekristalize durumu yaratabilen bir prosestir. Akiskan
yataktaki hizli dénme gog etkilerini azaltir ve bu durum partikiliin birgok 6zelligini

etkiler. Partikiilin ylizeydeki etkin madde konsantrasyonu ve dissollisyonu arttirir.

2.3.4 EKkstriisyon- Sferonizasyon Tekniginde Formiilasyon
Degiskenlerinin Uriine Etkisi (80, 98, 99)

Formilasyonlarda granil eldesi icin kullanilacak olan kati fazin secimi 6nem
tasimaktadir. Dislk dozlu uygulamalarda MCC kiiresel sekilli partikiiller eldesi
sagladigl icin daha uygun yardimci madde olarak kabul edilir. Yiksek dozlu
uygulamalarda ise MCC’un kabul edilebilir ve tekrar Uretilebilir kiiresel partiklller

eldesinde kullanilmasi tercih edilmez.

Ayni etkin maddenin kati faz olarak farkli Avicel cesitleriyle olusturuldugu

formulasyonlarinin dissoliisyon profili

Sekil 9’da, ayni kati faza sahip farkli miktarda etkin madde iceren

formilasyonlarin dissollsyon profili ise Sekil 10’da gosterilmistir.
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Sekil 9: Ayni etkin maddenin kati faz olarak farkli Avicel gesitleriyle olusturuldugu formilasyonlarinin

dissollisyon profili
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Sekil 10: Ayni kati faza (Avisel CL-611) sahip farkh miktarda etkin madde igceren formilasyonlarin

dissoltisyon profili
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2.4 Atorvastatin Kalsiyum Hakkinda Genel Bilgiler

2.4.1 Atorvastatin Kalsiyumun Farmakodinamik 0zellikleri(100, 101102,
103)

Atorvastatin,  3-hidroksi-3-metil-glutaril-KoA  reduktaz =~ (HMG_CoA)‘In
mevalonata donustirilmesinden sorumlu hiz sinirlandirici bir enzim olan HMG_CoA
rediktazin selektif kompetitif inhibitortidir. Atorvastatinin yapisal formala Sekil
11’de gosterilmistir. Mevalonat ise kolesterol dahil sterollerin dnciil bir maddesidir.
Trigliseritler ve kolesterol karacigerde ¢ok diisiik dansiteli lipoproteine katilir (VLDL)
ve dis dokulara iletilmek lizere plazmaya salinir. Dislik dansiteli lipoprotein (LDL),
VLDL den olusur ve temel olarak ylksek afiniteli LDL reseptorleri ile katabolize

olurlar.

Atorvastatin, HMG_CoA rediiktazidir ve karacigerde kolesterol sentezini inhibe
ederek plazma kolesterol ve lipoprotein dulzeyini duasurir. Cesitli HMG_CoA
rediktaz inhibitorlerinin farmakokinetik parametreleri Tablo 8de verilmektedir.
Hicre ylzeylerindeki hepatik (karacigere ait) LDL reseptorlerinin sayisini arttirarak
LDL'nin hiicre igine gegisini ve katabolizmasini hizlandirir. Atorvastatin LDL yapimini
ve LDL partikll sayisini azaltir. Atorvastatinin LDL reseptor aktivitesini belirgin ve
uzun sireli arttirmasinin yaninda, dolasimdaki LDL miktarinda da degisiklikler

saglamaktadir.

Ca@

Sekil 11: Atorvastatin kalsiyum’un yapisal formilu ((3R,5R)-7-[2-(4-Fluorofenil)-3-fenil-4-(fenil karbomol)-
5-propan-2-ylpirol-1-yl]-3,5-dihidroksiheptanoik asit

2.4.2 Atorvastatin Kalsiyumun Farmakokinetik Ozellikleri (104, 105,
106)

Atorvastatinin ~ farmakokinetik  oOzellikleri  saghkli  gondillilerde  ve

hiperkolesterol hastalarinda gozlenmistir ve sonuclar Tablo 8'de verilmistir. Bu
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calismalarda atorvastatinin oral olarak 2.5 - 80 mg arasinda tekli veya ¢oklu dozlari
kullanilmistir. Atorvastatinin plazmadaki konsantrasyonu; HMG_CoA rediiktazin
inhibe olma miktari veya metabolize olmayan atorvastatin miktarinin gaz
kramatografisi/ kltle spektrofotometresi ile miktarinin tayinine dayah calismalar

gercgeklestirilmistir.

Atorvastatinin 2.5 -80 mg kapsdtllerinin plazma konsantrasyonunda (Cpaks)
derisimi 1.95-252 pg/L dir. Glinlik ¢oklu dozaj aliminda 2-4 saat igerisinde plazmada
egri alti alan (EAA) konsantrasyonlari 25.2 - 1293 ug/L.saat e ulasmaktadir.
Atorvastatin ila¢ etkin maddesinin salt biyoyararlanimi %12 dir ve plazmada protein
baglama kapasitesi > %98 seklindedir. Atorvastatinin tek dozlu farmakokinetik

ozelliklerinden yola ¢ikilarak ¢ok dozlu farmakokinetik 6zellikleri tahmin edilebilir.

Atorvastatinin metabolizmasinin son basamagindaki metabolitler orto ve para
hidroksilatlardan tliremis ve B oksidasyon uriini olan sitokrom P450 3A4 tir (105).
in vitro ortamda karaciger mikrozomlari incelendiginde atorvastatinin PD 152873 ve
PD 142542 olmak Uzere iki adet hidroksilat tiirevi gbzlenmistir fakat aktivitelerinin
detaylari tanimlanamamistir. HMG_CoA rediktazinin in vitro inhibisyonunda

atorvastatin esit oranda orto ve para hidroksilat metabolitlerini tiretir (105).

Atorvastatinin yarilanma omriu (ti;) yaklasik 14 saattir fakat HMG_CoA

rediktaz inhibisyonu 20-30 saat arasindadir (101).

Atorvastatin yemekten sonra alindiginda Cpaks %48, egri alti alan (EAA) %13
azalir fakat Cnhas a ulasmak icin gecen zaman ve vyarilanma omri degismez.
HMG_CoA rediktaz inhibitori ise plazma konsantrasyonundan ¢ok alinan doz ile
ilgilidir (107). Bu nedenle atorvastatinin yemeklerle alinip alinmamasinin klinik etkisi

cok dustktar.

20 mg atorvastatin kalsiyum yasli hastalarda (>75 yas) , gen¢ hastalara gore
(28 yas) %43 yiiksek Crmaks , %27 ylksek egri alti alan ve %36 uzun yarilanma 6mri
gozlemlenmektedir. Ek olarak kadinlarda erkeklere gore %18 yiiksek Cpaks, %11

duslik egri alti alan ve %20 dustk yarilanma émrii gbzlenmektedir (105, 108).

10 mg atorvastatinin karaciger ve renal bozukluklara olan etkisi calisilmistir

(116). Saghkh gondillilerde yapilan calismalara goére “pugh class B” karaciger
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bozuklugunda 11-16 kat iyi sonuglar alinmistir. Renal bozukluklara atorvastatinin

farmakokinetik etkisinin olmadig| gézlenmistir.

Atorvastatin doku yapisina olan etkisi bir¢cok in vitro, ex vivo ve in vivo model
ile baglantih gergeklestiriimektedir. HMG_CoA rediktaz inhibitort farkl dokulara
secici olmasina ragmen, metot ve modellerin secimine gore farkli sonuclar
gozlenmektedir (104, 109, 110). Atorvastatin (log P: 4.10); provastatin (log P: 0.57),
ve lovastatine (log P: 3.11) kiyasla yiiksek lipofilik degere sahip olmasina ragmen,
ylksek hepatik seciciligine sahiptir ve karacigerden ilk gecis etkisinde yliksek

derecede metabolize olmaktadir.

Tablo 8: HMG_CoA rediiktaz inhibitorlerinin farmakokinetik parametreleri: (101, 106, 111, 112, 113,
114, 115)

Parametreler Atorvastatin Fluvastatin Lovastatin Simvastatin Pravastatin
Absorpsiyon (%) 12 98 30 60-85 35
Biyoyararlanima 13 15-25 50 - 30
yemek etkisi (egri
alti alan daki
degisim)

Plazma proteini >98 >99 >95° 95-98° 45
baglama (%)
Hepatik ? 270 >70 >80 45

ekstraksiyon (%
absorplanan doz)

Kan beyin bariyeri ? Hayir Evet Evet Hayir

Yarilanma siiresi (t)  14° 1.2 3 1.9° 3

Renal bosaltim (%)d <2 6 30 13 60

a- Herbir ilag etkin maddesi igin ve RB-hidroksiasit metabotili ile uyumlu olan sonug

b- Metabolize olmayan atorvastatin icin gecerlidir. Aktif metabolitlerin HMG_CoA rediiktaz

inhibitorlerinin yarilanma zamani 20-30 saattir .
c- Ana aktif metabolitler icin gecerlidir.

d- intravendz dozda isaretlenmis ilagc metabolitlerinin renal bosaltimdaki % sonuglari.

2.4.3 Atorvastatin Kalsiyumun ila¢ Etkilesimleri (116)

Atorvastatin; etil estrodiol ve eritromisin sitokrom P450, 3A4 substratlaridir ve
beraber alimlarinda etkilesimler beklenmektedir. Giinde 40 mg atorvastatinin,
glinde 35 mg etil estrodiol ve 1 mg noretisteron iceren dogum kontrol hapi ile
birlikte kullanildiginda 16 saglikh bayanda yapilan arastirma sonucunda etil estrodiol

Cmaks miktarinin etil estrodiolun yalniz alimina kiyasla %19 arttig gézlenmistir. Etil
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estrodiolun yarilanma zamani degismemis fakat noretisteronun C..s ve egri alti

alan degerleri %24 ve %28 kadar artmistir.

Eritromisin glinde 4 kez 500 mg olarak alindiginda atorvastatin ve

esdegerlerinin Cyaks Ve egri alti alan degerleri %38 ve %33 kadar artmistir .

10 mg atorvastatinin oldukca yaygin kullanilan recetesiz asit gidericiler ile
kullaniminda atorvastatin ve esdegerlerinin tn,.s degerleri 2.9 -5.7 saate uzamakta,

Cmaks Ve egri alti alan degerleri ise %34 kadar azalmaktadir.

Atorvastatinin kolestipol ile kullaniminda ise plazma konsantrasyonu %25

kadar azalmaktadir.

2.4.4 Atorvastatin Kalsiyumun Terapotik Etkisi (117,118, 119, 120)
Kolesterol ve trigliseridlerce zengin plazmadaki lipoprotein miktarinin
artisinda gidalar ve/veya genetik faktérler birincil olarak etkilidir. ikincil etkiler ise
diyabet (instiline bagh olan diyabet ve insiline baglh olmayan diyabet),
hipotiroidizm, nefrotik sendromu ve diger karaciger bozukluklari seklindedir (119,

121).

Artan LDL-kolesterol seviyesi, koroner kalp hastaliklarinin birincil risk
faktorudir fakat distik HDL-kolesterol ve ylikselen trigliserid seviyesinin etkiside
yadsinamaz derecede yiksektir. Diger risk faktorleri hasta yasina, cinsiyetine, sigara
kullanimina, seker hastaligina, obeziteye, fiziksel egzersiz azligina, hipertansiyona ve

koroner kalp rahatsizliklarina baglidir.

Dislipidemi hastalarinin iyilesmesinde amag lipoprotein seviyesinin normalize
edilmesidir. Baslangi¢c olarak, farmakolojik yaklasim olmaksizin uygulamalarin
(diyet/kilo kontrolli, egzersiz, diger yasam degisimleri gibi) baslatiimasi
onerilmektedir. Farmakolojik uygulamalar yalnizca hastalarin bu ol¢limleri sonucu
basarisizlikla sonuglanmissa baslatiimalidir. Ulusal kolesterol egitim programi
(NCEP), koroner kalp hastaligi ile ilgili olsun veya olmasin dislipidemi hastaliginin
taninmasi ve bu hastalara uygulanacak olan programin anlasilmasi icin ayrintili bir

klavuz yayinlamistir ve bu kilavuz Tablo 9'da verilmistir (118).
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HMG_CoA rediktaz inhibitéri iceren lipid dustrict ilaglarla yapilan

calismalar, diisen LDL-kolesterol seviyesinin kroner kalp hastaliginin 6lim oranini ve
tehlikesini azalttigini gostermektedir (122, 123).

Tablo 9: Uluslararasi kolesterol egitim programi tarafindan onerilen koroner kalp hastaligina (KKH) 18

sahip olan veya olmayan yetiskinlerde plazma kolesterol seviyesilerinin® siniflandirilmasi

Kategori Tokluk seviyesi Aclik LDL kolesterol
Toplam HDL Takip streci Plazma Takip stireci Tedavi
kolesterol kolesterol seviyesi hedefi
plazma plazma (mmol/L) (mmol/L)
seviyesi seviyesi
(mmol/L) (mmol/L)
KKH ye sahip olmayan hastalar
Kabul <5.2 20.9 5 yil boyunca <3.4 - <34
edilebilir tekrar
deger edilmeli.
<5.2 <0.9 LDL kolesterol <3.4 - <3.4
analizi
yapilmali.
Yiiksek 5.2-6.2 >0.9 ve <2 Diyet ve yasam 3.4-4.1ve<2 Diyet ve yasam <3.4
sinir risk bigimi 6nerileri  risk bigimi 6nerileri
degeri faktorlerini 1-2 yil boyunca faktorlerini her yil
icerir uygulanmali icerir tekrarlanmali
5.2-6.2 <0.9 ve 22 LDL kolesterol 3.4-4.1ve 22 Diyet ve yasam <4.1
risk analizi risk bigimi dnerileri
faktorlerini yapiimal faktorlerini 1-8 hafta
icerir icerir boyunca
uygulanmali
Yiiksek 26.2 LDL kolesterol ~ 24.1 ve <2 Diyet ve yasam <4.1
deger analizi risk faktorleri  bigimi dnerileri
yapiimal -
24.1 ve 22 Diyet ve yagam <34
risk faktorleri  bigimi, ilag
tedavisi Onerisi
24.9 Diyet ve yagam <4.1
bigimi, ilag
tedavisi Onerisi
KKH ye sahip hastalar
<2.6 Diyet ve yasam
bigimi dnerileri
her yil
tekrarlanmali
2.6-3.3 Diyet ve yagam <2.6
bigimi dnerileri
23.4 Diyet ve yasam <2.6

bicimi 6nerisi,
ilag tedavisi
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2.4.5 Hiperkolesterolemi

Kanda yliksek miktarda kolesterol bulunmasindan dolayr meydana gelen bir
hastaliktir. Kolesterol bir steroldir ve ayrica steroid hormonlarinin ve safra
asitlerinin 6nclisi bir maddedir. Kolesterol suda ¢dziinmedigi icin kan plazmasinda
protein partikilleri (lipoproteinler) ile tasinirlar. Lipoproteinler;  cok disuk
yogunluklu lipoprotein (VLDL), disik yogunluklu lipoprotein (LDL), ortayogunluklu
lipoprotein (IDL) ve yliksek yogunluklu lipoprotein (HDL) olmak tzere yogunluklarina
gore siniflandirilabilir. TUm lipoproteinler kolesteroliin tasinmasinda gorev alir fakat
HDL disindaki lipoprotienlerin (6zellikle LDL) kanda seviyesinin ylkselmesi damar
tikanikhgr ve koroner kalp hastaliklari riskini arttirir. HDL lipoproteini ise aksine

sistemi koruyucu gorev yapar.

Hiperkolesterolemia cevresel faktorler (yemek aliskanhgi, stres) ve genetik
faktorlerin (coklu gen etkileri, ailesel hiperkolesterolemia) tek tek etkisi veya

birlesim etkisi ile olusur.

2.4.5.1 Hiperkolesterolemi Tedavisinde Plasebo ile Karsilastirma Verileri (124,
125,126,127, 128)

Doz cevap calismalarinda atorvastatin plasebo ile karsilastirildiginda toplam
kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserid seviyesinde onemli azalma gostermistir.
HMG-CoA rediiktaz inhibitori LDL kolesterol seviyesini lineer olmayan bir doz cevap
araliginda azaltir. LDL kolesterol seviyesini 2.5 mg atorvastatin %25, 5 mg
atorvastatin %29, 10 mg atorvastatin %35-%42, 20 mg atorvastatin %42-%44, 40 mg
atorvastatin %50, 80 mg atorvastatin ise %59- %61 oraninda azaltir. 2.5 ila 80 mg
atorvastatinin glinde bir alinmasi durumu plasebo ile karsilastirildiginda
apolipoprotein B seviyesini %17-%50 arasinda azaltir. Bu durumda trigliserid seviyesi

%10-%45 arasinda azalr (125, 129) .

iki hafta boyunca giinde 2.5-80 mg atorvastatin kullaniminda LDL kolesterol

seviyesinde maksimum %90 oraninda azalma gézlenmistir.

Menapoz doneminin sonunda bulunan kadinlarda (n=20) giinde 10 mg
atorvastatin toplam kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserid seviyesini sirasi ile %31,
%43, %7 oraninda azalmistir ve 12 haftalik bu uygulama siiresince plasebonun etkisi

¢ok az derecede olmustur.
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2.4.5.2 Hiperkolesterolemi Tedavisinde Diger HMG-CoA rediiktaz Inhibitérleri ile
Karsillagstirma Verileri (120, 129, 130, 131, 132)

Gunde 10-20 mg atorvastatin, glinde 20-40 mg lovastatin, giinde 20- 40 mg
provastatin ve gilinde 10-20 mg simvastatin 1 yil boyunca plasebo ile birlikte
gondulltler ile gahsiimistir. Hastalar baslangicta her bir ilag¢ gesidi i¢in disiik doz
kullanmislardir. 16 hafta sonunda Uluslararasi kolesterol egitim programi (NCEP=US
National Cholesterol Education Program) tarafindan LDL kolesterol seviyesine
ulasamazlarsa yliksek dozlu ilag kullanimina devam etmislerdir. 52 haftalik bu
uygulamadan sonra atorvastatin (%37); lovastatin (%29), provastatin (%23) veya
simvastatin (%33) e gore LDL-kolesterol seviyesini daha ¢ok distrmustir. Toplam
kolesterol ve trigliserid seviyesini, apolipoprotein B seviyesini ve VLDL kolesterol
seviyesini atorvastatin gruplar lovastatin, simvastatin veya provastatin gruplarina

gore oldukca fazla derecede azaltmistir (105, 130, 131).

Bircok hasta 16 hafta ve 52 hafta sonrasinda NCEP nin belirledigi Tablo 9'deki
hedeflerine atorvastatin, kullanimi ile provastatin kullanimina gore daha c¢ok
yaklasmistir (Sekil 12). Ayrica atorvastatin NCEP’nin gelistirdigi hedeflere lovastatin

den 1-3 kat daha ¢ok yakin cevaplar vermistir (105).
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Sekil 12: Uluslararasi kolesterol egitim programi (NCEP) tarafindan gelistirilen HMG-CoA rediiktaz
inhibitorleri ile muamele sonrasinda hastalarin yizde olarak hedeflerine ulasma profilleri. Genis
klinik denemelerde atorvastatin 10-20 mg/gtin, lovastatin 20-40 mg/glin, provastatin 20-40 mg/giin,
simvastatin10-20 mg/guin seklinde uygulanmstir.

2.4.5.3 Homozigot Ailesel Hiperkolesterol Tedavisi Verileri (133)

Homozigot ailesel hiperkolesterol hastaligina sahip 13 hastada glinde 80 mg
atorvastatin, LDL kolesterol miktarini plasebosu ile karsilastirildiginda %30 a kadar
dislrmistiur. Homozigot ailesel hiperkolesterol hastaligina sahip 29 hastadan 14
iinde giinde 20-80 mg atorvastatin kullanimi LDL kolesterol seviyesini %7-%53 kadar

distrmustir, kalan 5 hastada ise LDL kolesterol seviyesi %7-%24 oraninda artmistir.

2.4.5.4 Hipertrigliseridemi ve Hiperlipidemi Tedavisi Verileri (134, 135, 136)
Plasebo ile karsilastirildiginda glinde 5, 20 veya 80 mg atorvastatin kullanimi
trigliserid seviyesini (%24-%46), LDL kolesterol seviyesini (%17-%41) , ve toplam

kolesterol seviyesini 6nemli derecede azaltildigl yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.
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Ayrica glinde 5-80 mg atorvastatin kullanimi VLDL kolesterol seviyesini %34- %58 ve

apolipoprotein seviyesini %17- %42 oraninda azaltmistir.

Yiksek trigliserid seviyesine sahip hastalarda glinde 10-20 mg atorvastatin
kullanimi, giinde 300 mg fenofibrat ve giinde 300-3000 mg nikotinik asit (niacin)
alimina gore toplam kolesterol ve LDL kolesterol seviyesini ¢ok daha anlamli

derecede dusirmustdr.

Apolipoprotein B nin HDL kolesterol seviyesi oranini atorvastatin %30,
nikotinik asit %26 duslrmusltr. Atorvastatinin giinde 10-20 mg alimi ile bu oran
%34- %40 azalirken, giinde 300 mg fenofibrat alimi ile bu oran %31-%32 oraninda

azaltilabilmistir.

2.4.6 Atorvastatin Kalsiyumun Tolere edilebilirlik Verileri (105, 111,
112,113,114,130,131,137)

Diger HMG-CoA rediktaz inhibitorleri gibi atorvastatinin 52 haftalik
kullanimindaki klinik ¢alismalarda tolere edilebilmistir. Genis ¢alismalar sonucu ¢ok
stk rastlanan istenmeyen etki durumlari Sekil 13’de 6zetlenmistir. En sik gozlenen
yan etkiler mide bagirsak sisteminde gozlenen etkilerdir (kabizhk, mide gazi,

hazimsizlik, karin agrisi vb.).

HMG-CoA rediktaz inhibitorlerinin tolere edilebilirlik iliskisi artan serum
aspartat (AST) veya alanin aminotransferaz seviyeleri veya miyalji ve keratin
fosfokinaz seviyesinin normal limitten 10 kat daha yiksek olmasiyla iligkilidir (118).
Cok seyrek olmakla birlikte (<%2) bazi hastalarda HMG-CoA rediiktaz
inhibitorlerinden dolayr kas hastaliklarina rastlanmistir. Yapilan arastirmada
atorvastatin  kullaniminda hicbir hastada kas hastaligi (miyapati) durumu
gozlenmemistir. Atorvastatin kullanan grubun (n=132) %3 (inde kas agrisi rapor
edilmis fakat hicbir hastada stirekli artan keratin fosfokinaz seviyesinde normal

seviyeden 10 kat yliksek bir seviye elde edilmemistir.

Serum transfer seviyesi; atorvastatini giinde 10 mg alimla % 0.2, 20 mg
aliminda % 0.6, 40 mg alimda % 0.6 ve 80 mg aliminda % 2.3 oraninda artmistir.
1049 hastada yapilan normal olmayan transaminaz seviyesi 52 haftalik uygulamada

atorvastatin ve lovastatin ile benzer seviyededir.
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Gondlluler karsilastirildiginda atorvastatindeki istenmeyen etkiler lovastatin,

provastatin ve simvastatindeki ile cok benzerdir (Sekil 13).

I Atorvastatin
D Lovastatin
Mide gaz: —__‘
Hazimsizhik
Kas abns: ——I
A —__1
Sirt agrisi ]
T A 1 A T ]
0 1 2 3 4

Vakalar (% Hasta)

Sekil 13: Atorvastatin ile ilgili yan etkiler. Hiperkolesterolemi hastalarinin 1 yil boyunca giinde 10-20
mg atorvastatin (n: 789) ile giinde 20-40 mg lovastatin (n:260) kullanimi ile elde edilen sonuglari
icerir.

2.4.7 Atorvastatin Kalsiyum Kullaniminda Doz ve Miktar (101, 138, 139)
Atorvastatin oral olarak giinde 10-80 mg olarak primer hiperkolesterolemi
(heterozigot ailesel, ailesel olmayan veya kombine dislipidemi) hastaligi bulunan ve

diyet ile kolesterol seviyelerini diisliremeyen kisiler tarafindan kullanilir.

Atorvastatin kullaniminda lipid seviyeleri 2-4 haftalik uygulamada analiz
edilmeli ve cevaplarina gore uygun hale getirilmelidir (Tablo 9 ). Atorvastatinin 6 ve

12 haftalik uygulamalarindan sonra karaciger fonksiyon testleri yapilmalidir.

Gln igerisinde herhangi bir saatte alinabilmesine ragmen (glin igerisinde hep
ayni saatte alinmasi Onerilir) klinik uygulamalarda genellikle aksamlari

uygulanmistir. Atorvastatin yemekle veya yemeksiz alinabilir.
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Dozaj degisimi renal bosaltimda 6nemli bir parametre degildir, bu durum renal
bozuklugu olan hastalarda bile 6nem arz etmemektedir. Fakat hepatik eksikligi olan

hastalarda dozaj azaltilmasi gerekli olabilmektedir.

Aktif hepatik hasta veya agiklanamayan siirekli serum transaminaz seviyesinin
artisina sahip hamile veya emziren bayanlarda atorvastatin kullaniminin tedaviye

uygun olmadigi gbzlenmistir.

Diger HMG_CoA rediiktaz inhibitorleri gibi atorvastatinin siklosporin, nikotinik
asit, fibrik asit tirevleri, eritromisin veya azol antifungallarla kullanimi kas
hastaliklari veya rabdomiyoliz gibi istenmeyen yan etkilerinin olusma riskini
arttirmaktadir. Bu nedenle beraber kullanimlarindan mimkin oldugunca

kaginilmalidir.

2.5 Oral Formiilasyonlarda Hiicre Kiiltiiri Calismalar:
(140, 141).
Biyoyararlanim  acgisindan  basarii  olarak  tasarlanmis  oral ilag

formulasyonlarindan beklentiler sunlardir:

1) Kimyasallara ve enzimatik bozunmaya karsi tim dolasim icerisinde (6rnek

olarak; bagirsak limeninde, bagirsak duvarinda) dayanikh olmal

2) Karacigerde ilk gecis etkisine ugrayip sistemik dolasima katildiktan sonra

onemli derecede farmasotik beklentiye cevap veriyor durumda olmalidir.

Bagirsak gecirgenliginin ve ila¢ emilimin hesaplanmasinda c¢esitli metotlar
kullanilabilir. Bu metotlar bircok avantaj ve dezavantaja sahiptir. ila¢ aday
maddelerinin  formilasyonlarinin  insan  viicudunda absorpsiyonu arttirici

ozelliklerinin bulunup bulunmadigi bu metotlar sayesinde anlasiimaktadir.

llac aday maddelerinin bagirsak absorpsiyonuna olan segiciliginin
belirlenmesinde in vitro metotlar kullanilmaktadir. in vitro absorpsiyon calismalari

ile in vivo bagirsak gecirgenlik calismalari kiyaslandiginda in vitro calismalarda;
-Az miktarda bilesige ihtiyac duyulur.

-Oldukc¢a kolaydir ve bolimsel emilim calismalari dolayisiyla hayvanlarin

cerrahi isleme hazirlik asamalari kisimlarini icermezler.
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-Hizli sonug verirler ve ¢alismalarda hayvan kullanimlari azaltiimis olunur.

-Tasinma tlrlinin belirlenmesi (transseliler veya paraselliler) ve
transepiteryal tasimada bolumsel farkliliklarin belirlenmesi (ince bagirsak veya kalin

bagirsak etkisi) gibi mekanizmanin kolaylikla aydinlatilmasi saglanir.

-Bilesenlerin sulu tampon ¢ozeltilerde analiz edilmesi plazma veya kana goére

daha kolay oldugu igin analitik agidan analizi oldukga basite indirgemeyi saglar.

Fakat in vitro sistemlerde ilag; mide bosalma hizi, mide-bagirsak gegis hizi,
mide-bagirsak pH si gibi fiziksel faktorlere maruz kalmadigindan in vivo ortam

sonuglari ile in vitro sonuglar yiiksek korelasyon géstermeyebilir.

Hicre kiltlir modellerinin, klasik ilag absorbsiyon modelleri ile kiyaslandiginda

bircok Gstlnlige sahiptir. Bunlar :

1) ilaglarin ve 6zellikle peptitlerin permeabilitesinin ve metabolizmasinin hizl

degerlendirilmesine olanak saglamasi,
2) Kontrolli kosullar altinda ilag absorbsiyon mekanizmasinin ¢alisilabilmesi,

3) Onilag, absorbsiyon arttirici veya diger farmasétik maddeler kullanarak ilag

absorbsiyonunu arttirma metotlarin hizlica degerlendirilebilmesi,

4) FarmasoOtik maddelerin  epitelyum bditinlik Gzerindeki etkilerinin

¢alisilabilmesine imkan saglamasi,

5) Yardimci ¢ozucilerin hicresel etkilerinin 6nformilasyon c¢alismalari ile

gozlenebilmesi,
6) Bagirsak epitelyumunun bariyer 6zelliklerinin incelenmesi,
7) insan hiicreleri tizerinde ¢alisma yapabilme imkani saglamasi,

8) Zaman sinirlamasi, maliyet ve bazen de hayvan calismalarini azaltabilme

imkani saglamasi,
9) ila¢ hedefleme stratejilerini hizli degerlendirme imkani dir.

Her bir in vitro metot belirgin avantaj ve dezavantaja sahiptir. Amaca bagh
olarak ilag gelistirme asamalarinda yardimci madde secimi bu metotlardan bir ya da

birkaci kullanilarak gozlemlenebilir. Basarili bir in vitro modelinin se¢iminin yapilip
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yapilamadigi in vivo ortamda bagirsak epitellerinin karakteristiginin in vitro ortamda
modelin karakteristigine yakin olmasiyla baglantihidir. insan bagirsagindaki tiim
kosullari en iyi sekilde taklit eden bir in vitro sistem gelistirmek oldukga zor olmasina
ragmen, cesitli in vitro sistemler 6n formilasyon gelistirme asamasinda karar

vermede oldukga sik kullanilirlar.

in vivo ortamda insan bagirsak epitel hiicrelerine benzer, oldukca cesitli tek
tabakali hiicre modelleri glinimiizde gelistirilmistir. Bu hiicre model ve hatlari tek
tabakali olarak transepitellerde ilag tasinma ¢alismalarinda oldukga sik

kullanilmaktadir. Segilen bazi hiicre kiltirlerinin 6zeti Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10: Gegirgenligin hesaplanmasinda kullanilan hiicre kiltirleri:

Hiicre Tipi: Tirin kaynagi: Ozel karakteristikleri:
Caco-2 insan kolon adenokarsinoma -oldukga kolay olusturulan ve
hicresi calismalarda ¢ok sik kullanilan
hicre modeli

-effluks tasiyicilarin
benzerliklerin veya
farkliliklarinin belirlenebilmesi

-laboratuvardan laboratuvara
influx tasiyicilarin
belirlenmesinde farklilik
gosterebilmektedir.

MDCK Madin-Dorby kdpeklerinin -Tasimada ATP baglama
bobrek epiteryal hiicreleri kapasitesinde disuk intrinsic
gosteren polarize hiicrelerdir.

-Transefeksiyonda idealdirler.

LLC-PK1 Domuz bébrek epitel hiicreleri  -Duslk intrinsik tasiyici
gosteren polarize hicrelerdir.

-Transefeksiyonda idealdirler.

2/4/A1 Fetal siganin bagirsak epitel -Sicakliga duyarhdirlar.
hucresi -Paraseliiler absorbsiyonu olan
bilesikler igin idealdirler.
TC-7 Caco-2 subkolon Caco-2 ile benzerdir.
HT-29 insan kolonu Mukus treten goblet
hiicrelerini igerirler.
IEC-18 Siganin ince bagirsak hiicre Paraseliler tasima yapan
hatti bilesiklerde boyut duyarli

bariyer 6zelligi saglar.

50



2.5.1 Caco-2 Hiicreleri

Caco—2 hiicre dizini, heterojen hicre toplulugudur. Amerikan Tip Kultdr
Koleksiyonundan (American Type Cell Cultures, ATCC) veya Hiicre Kiltarlerinin
Avrupa Kolleksiyonundan (European Collection of Cell Cultures, ECACC) elde
edilebilen sistemlerdir. Hiicrelerin &zellikleri farkh hicre kaltirG laboratuvarinda
veya ayni hicre kuiltarl laboratuvarinda pasaj sayisi, kultir igindeki sire,
ekstraselller destekleyici ile ve hiicre kiltiir ortami gibi faktérlerden dolayl zamanla

degisebilmektedir (142, 143, 144, 145, 146, 147).

Caco-2 hicresi kendiliginden tek tabakali polarize enterositlere farklilagir ve
ince bagirsak epitelyumunun karakteristiklerini gelistirir. Bundan dolayr ayni
orjindeki diger hicre dizinlerinden farkhdir. Hiicrelerin genellikle bazal kisminda
yerlesmis cekirdek ile polarize olurlar ve iyi gelismis apikal sirali firgalar ile homojen
tek tabaka olustururlar (148, 149, 150). Filtre Uzerinde kiltlrleri yapildiginda,
polarize Caco—2 hiicreleri, desmozomlar, ara baglanti noktalari ve siki baglanti
noktalari olusan ve ekstraseliler kalsiyum derisimi ile diizenlenerek birlesmislerdir

(140, 148).

Caco—-2 hiucrelerinin kullanimi in vitro absorbsiyon ¢alismalari icin son yillarda
populerlik kazanmistir. Gecirgen filtreler icin blyiltilen Caco—-2 hiicrelerinin
ozellikleri normal intestinal (bagirsak) epitelyumuna benzerdir. Bu hicreler siki
baglari, mikrovili ve sirali fircalari icermektedir. Hiicreler 21 giin boyunca Sekil 14 de
gosterilmis olan porlu membran filtreleri Gzerinde farklilastirilan tabakalarda

buyutalir (151, 152, 153, 154, 155).

Organik anyon olan etkili maddeler icin Caco—2 hiicrelerinden permeabilite,
tasiyicilar aracihigl ile gergeklesir. Tasiyicillarin oral absorbsiyon Ulizerine etkisini
belirlemek icin organik anyon olan glipizid ve estron—3 silfatin Caco—2
hiicrelerinden permeabilite calismalari yapilmistir. Caco—2 hicreleri Amerikan tip
kaltir koleksiyonundan elde edilmistir. Hicreler, L-glutamine (788 pg/mL), , 10%
fetal bovin serum, streptomycin (90 pg/mL), penicillin (90 U/mL) ve 1% non-
essansiyel amino asit iceren DMEM iginde kiltiir edilmistir. Daha sonra 105
yogunlukta hiicre icerecek sekilde membran Uzerine ekim yapilmistir. Ekim

yapildiktan 25 giin sonra apikal yonden bazolateral yone ve bazolateral yonden
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apikal yone dogru permeabilite ¢alismalari gergeklestirilmistir. Deney basladiktan
sonra belli araliklarla ornekler alinip, miktarlari analiz edilmistir. Elde edilen
sonuclara gore glipizidin bazolateral yonden apikal yonde dogru gecisinden elde
edilen permeabilite (Pba) degeri, Pab‘ye gore daha yliksek bulunmustur. Estron—3

stlfat icin ise tam tersi durum bulunmustur (156).

Caco—-2 hiicreleri, seliiloz ve kollojen kapli polikarbonat filtreler Uzerinde
yetisirler. Nitroselilloz filtreler lzerinde yetisen Caco-2 hiicreleri, 6lcllebilir trans
epitelyal elektrik rezistansina (TEER) sahip polarize tek tabaka olusturur (156, 157,
158, 159, 160). Hiicrelerin bulundugu tabakanin olgunlugu ve epitelyum bitinlik
TEER ile olgulerek test edilir. TEER degeri voltametre ile degerlendirilir. Elektrotlarla
insertlerin Ust ve alt kisimlarindan 6rnek alinir. TEER degeri, hiicrelerin gelismesi igin
tutulan zaman arttik¢a artar ve 10-15 giinde ideal degere ulasir. Bazi verilere gére
20-21 ginde maksimuma ulasir. Caco—2 hicrelerinin TEER degeri transwell
insertlerin (hiicre kuyucuk sistemi) yiizey alanina, filtre destegine, ekilen hiicre
sayisina kultlir durumuna ve pasaj numarasina baghdir (154, 161, 162, 163, 164,
165). Hicre butiunliglinin saptanmasinda diger bir yol ise; H3 — Mannitol, C14 —
Mannitol, polietilen glikol, floresans bilesikler (fluressein, lusifer sarisi, inulin ve
fluressein-izotiosinat isaretli dekstran), propranolol gibi hidrofilik ve hidrofobik
molekillerin permeabilitesinin Olclilmesiyle analiz edilir. Bu yontem maddelerin
paraselller ve transelller yol ile hicre tabakasindan pasif diflizyonla ge¢cmesi

esasina dayanir (149, 153, 161, 162, 163, 165).

Caco-2 hiicrelerinin dizgln gelisimi i¢in ekstraseliiler matrikse gerek yoktur.
Birlesmeleri kollojen kapli veya kapli olmayan polikarbonat membranlarda olmasin
ragmen, kollojen kapli polikarbonatta daha iyi sonuglar elde edilmektedir. Genis
porlar, hiicrenin, membranin iki yaninda yetismesi ile sonuglanir ve bu da depolarize

hiicrelere neden olmaktadir (144, 166, 167).

Caco—2 modeli, bagirsak mukozasinin in vitro modeli olarak tanitildiktan sonra
oral ilac verilis sistemlerinin gelistirilmesi sirasinda ilaglarin secimi icin 90 l yillarda
kullanilir duruma gelmistir. Bu hiicre dizini, ilaglarin in vitro bagirsaktan tasinmalari
(158, 159, 166, 168, 169, 170) ve sitotoksik karakteristiklerini modellemek icin (158,

171, 172), transepitelyal gecis islemlerinin incelenmesinde, ila¢ gecisinin hizli
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degerlendirilmesinde absorbsiyon problemi olan ilaglari aydinlatmada ve en uygun
pasif absorbsiyon karakteristikleri olan ilaglarin se¢iminde kullanilabilir. Ornegin
adrenerjik agonist olan adrenalin; fenasetin, antipirin ve mannitol gibi kiguk
molekillerin gecisini etkilememektedir; ama biyldk molekillerin gegisini TEER
degerini degistirmeden etkilemektedir (143). Caco-2 hiicreleri lipoprotein
parcaciklarini Gretir (143, 157, 159, 160, 173). Bu nedenle lenfatik sisteme ilag
verilmesi icin uygun olabilmektedir. Ayrica ylizey etkin maddelerin ve diger
farmasotik maddelerin epitelyum bitlnlik ve ilag absorbsiyonu tzerindeki etkilerini

incelemek igin kullanilabilmektedir (169, 174).

Tamamiyle absorbe olan ilaglar Caco—2 hiicrelerinde yiliksek permeabilite
katsayilarina (Papp) sahipken (Papp>10° cm/s), bunun disindakiler diisiik
gecirgendirler (143). Ayrica Caco—2 hiicrelerindeki siki baglarin permeabilitesi, in
vivo permeabiliteden dusuktiir. Caco—2 hiicrelerinin elektriksel direnci, ince bagirsak
membranindan yuksektir (166, 175) ve Caco-2 hicreleri, birbirlerine ince bagirsak
epitelyumundan daha siki baglanmaktadir. Bu durumda hidrofilik ilaglarin siki

baglardan gecisindeki diistik permeabilitenin nedenini aciklamaktadir (166).

Yardimci maddeler, farmasotik formilasyonlarda dissolliisyonu diizeltmek ve
¢OzUnUrltgl zayif ilaglarin absorbsiyonunu arttirdigi icin islatici ajan olarak
kullanilirlar. Dustk molekil agirlikh iyonik ylizey etkin maddeler (Sodyum dodesil
sulfat, SDS gibi), kritik misel derisiminin altinda intestinal mukozada nontoksik halde

bulunurlar (176, 177).

Bircok noniyonik ylizey etkin madde, tasiyicilari inhibe eder. Membran
tasiyicilarini inhibe eden ylizey etkin maddelerin cogu P-gp (P-glikoprotein) Gizerinde
yogunlasmistir. Bircok noniyonik ylizey etkin madde etkili bir sekilde P-gp inhibe
eder. Bu noniyonik yiizey etkin maddeler P-gp substratlarinin oral absorbsiyonunu
arttirmada potansiyele sahiptir. Noniyonik ylizey etkin maddelere tweenler, spanlar,
kremofor EL ve kremofor RH40, pluronik blok kopolimerleri ve D-alpha-tokoferol
polietilen glikol 1000 stiksinat (Vitamin E TPGS) 6rnek verilebilir (176, 178, 179, 180,
181, 182).

Yizey etkin maddeler, membran akiciligini ve membran dizenini degistirerek

etki gosterirler. Duzendeki bu degisim AdenozinTriFosfat enzimi (ATPaz)
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aktivitesinin inhibisyonu ile olur. Ayrica bazi ylizey etkin maddelerin, protein kinaz C
(P-gp gibi bircok membran tasiyicinin isleviyle ilgili enzim) enzimini inhibe eder. Bu
ylzey etkin maddelerden bazilari sitokrom P 450 gibi metabolize enzimlerini inhibe
ederek etkilerini gosterirler. Yiizey etkin madde monomerleri kritik misel derisiminin

Uzerinde tastyicilarin inhibisyonunu aktive eder (182, 183, 184, 185, 186).

Sekil 14: Gegis ¢alismalari yapilirken kullanilan hiicre-kuyucuk (plate) sistemi
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3 DENEYSEL BOLUM

3.1 CALISMANIN GENEL PLANI

Calismaya baslarken amacimiz giris boliminde de belirttigimiz gibi, model
etkin madde olarak secilen atorvastatin kalsiyumun oral vyolla kullanilabilen
kendiliginden mikroemiilsifeye olabilen formilasyonlarini, mikroemilsiyon seklinde
tasarlanmis formilasyonlarin  pellet formunu hazirlamak, hazirlanan bu
formulasyonlarin fizikokimyasal 6zelliklerini belirlemek, in-vitro olarak salim ve gegis
ozelliklerini incelemek, ayrica gelistirilen bu formilasyonlarin in vitro salim ve hiicre

kiltird gegis galismalarini ticari formulasyon ile karsilastirmaktir.

Bu amagla ilk dnce etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmistir.
Bunun ardindan formilasyon galismalarina baslanmistir. Formulasyon galismalari
sirasinda gelistirecegimiz SMEDDS formiilasyonlari icin ideal YEM: YYEM oranlarini
belirlemek igin 6n formilasyon galismalari yapilmistir. Yapilan ¢ozinrlik ¢aligmasi
sonrasl, gelistirilen SMEDDS formilasyonlarinda yag fazi olarak oleik asit, YEM
olarak Span 80 ve Tween 20, YYEM olarak etanol ve su fazi olarak distile su
kullanilmistir. Gelistirilen her bir formilasyonun YEM: YYEM orani icin ayri ayri
Ucgen faz diyagrami gizilmis ve optimum mikroemilsiyon formilasyonu
belirlenmistir. Bu formdilasyonlarin mL sinde 10 mg olacak sekilde Atorvastatin
Kalsiyum (AtrCa) ylklenmistir. Formulasyonlar hazirlandiktan sonra bunlarin
fizikokimyasal 0Ozelliklerinin belirlenmesi ve stabilite c¢alismalari yapilmistir.
Mikroemdiilsiyonlarin katilastirilip pellet haline getiriimesi amaci ile yeni bir
mikroemiilsiyon formiilasyonu gelistirilmistir. Bu formilasyon icin yag fazi olarak
oleik asit, YEM olarak Span 80 ve Tween 20, YYEM olarak 1-metil prolidon (MP) ve
su fazi olarak distile su kullaniimistir. Mikroemdilsiyon formilasyonun mL sine 50 mg
olacak sekilde AtrCa yuklenmis ve %60 oraninda distile su eklenmistir. Daha sonra
avisel ve aerosil karisimina bu formilasyon emdirilmis, Ekstriisyon-sferonizasyon
islemleri uygulanarak pellet haline getirilmistir. Formulasyonlar hazirlandiktan sonra

fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ve stabilite calismalari yapilmistir.
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Daha sonraki asamada, tiim formdilasyonlarin ve ticari preparatin pH 1.2, pH 6.8
ortamlarinda in vitro salim ¢alismalari yapilmis ve kinetik olarak degerlendirilmistir.
Tim formdilasyonlarin ve ticari preparatin Caco-2 hiicreleri kullanilarak gecis
¢alismalari yapilmis ve gecis karsilastirmalari yapilmistir. Ayrica sitotoksisite
¢alismalarinda formilasyonlarin Caco-2 hiicrelerinin canliigina etkisi 0., 1., 2., ve 3.

glnlerde incelenmistir.

56



4 GEREC VE YONTEM

4.1 Kullanilan Kimyasal Madde, Arag¢ ve Gerecler

4.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

TWEEN 20 ... Sigma-Aldrich- Almanya
Y o [ 1K = USSP Sigma-Aldrich- Almanya
Oleik @Sit...ceeeeeieeeeeiieeeereeee e Fluka

1-Metil N-prolidon .......cccoovivieeeiiiiireeeeeee, Merk-Almanya

Etanol cooeee e Merck-Almanya
Trifloroasetik asit........ccccevvvieeeeiiinicieeeeee, Merck-Almanya
Sodyum hidroksit .......cccceeevciieeiiiiiiee e Merck-Almanya
Potasyum dihidrojen fosfat.........ccccceevrivieeennns Merck - Almanya
ASEtoNitril..cceeeeeieeee e Sigma-Aldrich- Almanya
Metanol.......ueeeiieiiee e Merck-Almanya
Sodyum dihidrojen fosfat.......ccccccceeeriiiieennnns Merck - Almanya
Atorvastatin kalsiyum.........ccccceeeviiiiiiiniiieennns Zentiva - Tlrkiye

Avicel (PH 101) cuvieeiiiiee e Sigma-Aldrich - Almanya
ACTOSIl.ceeeieiiiie et Fumed Silika

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) .............. Gibco- ingiltere
TEPSIN-EDTA ..veeeceeeteeeeeeeeeeteee et Gibco- ingiltere
Dulbecco’s Modified Eagle’s Ortami (DMEM) . Gibco- ingiltere
Glutamax (4.5 /L) ceceveeeereeeeeeccee e Gibco-ingiltere
THPSIN-EDTA .ot Gibco- ingiltere

Fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS).......ccccevvvvveeeeennn. Gibco- ingiltere
Penisilin iceren antibiyotik sollisyonu.............. Gibco- ingiltere

I Y 1= o Y o PP Sigma-Aldrich, ispanya
Fetal sigir serumu (FBS)......ccovveeiiiineeieiieeeees Gibco- ingiltere

07 Tolo B SRR Amerikan Type Culture Collection

4.1.2 Kullanilan Arag ve Gerecler

Manyetik karistiricili su banyosu...........c......... Variomag - Almanya

(8 I3 I (=] = VA T Mettlet Toledo — (Columbus, Ohio, ABD)
UV spektrofotometre......ccccccveeieiiccciiiieeneeenn. Schmadzu 160-A - Japonya

PH MELIE coeiiiiiiiiieeeee et Mettler Toledo — (Columbus, Ohio, ABD)
BV, e Nive EN 500 - Turkiye
Buzdolabl......cccuviieeeeiieeeeeee e, Arcelik - Turkiye

SU DANYOSU ..evieiieeiecciiieee et Buchi 461 — Tirkiye

[N 15 ] o Lol P Yellow line - Almanya

Nitro selliloz membran .......cccccccevevvcvvveenneennn. Sarttorius - Almanya

Selliloz membran ......cccvveeeieeiieiiciiieeeee e Sigma Diagnostics - Amerika

Partikil boyutu 6lcim aleti........ccoeevvrvvveeneennn. Malvern zeta sizer, Nano ZS - ingiltere
HPLC oottt et e e HP Agilent 1100 Series - Almanya
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Mikro enjektor .....cccevveieeeeiriiiee e Hamilton - isvigre

Ultrasonik banyo ........cccceeeviiieeinciieeecniieeees Jeio Tech- Gliney kore
ViSKOZIMEre...oovovvee e e Brookfield - USA
Refraktometre......ccccovciveeiiiciieicciee e Atago RX-7000 CX- Japonya
FTIR spektrometre.......ccccccvveeeeeeeeicccciiveeeeeeee, Schmadzu IR Tracer 100 - Japonya
UV spektrometre.......cccccevveeeeeeieeiecciiieeeeeeeee, Schmadzu UV 1208 - Japonya
Elektrik iletkenlik dlglim aleti.......ccccevviveeeennnns Jenway 4071 - ingiltere
Santriflj aleti..cccoceeeiciiiiiee e Eppendorf 3414 - Almanya
HOt plate...cueeeeecieee e MAY-AHP 0603 — Tirkiye
HomOjJenizator.....ccccvvieiciiieeeec e Yellow line - Almanya
Titresimli eleK.....ooeeeerieeiciieeee e, Retsch — Almanya
Dissolisyon Cihazl ......cocccvvvveeeeeieececcieeeeeee e, Sotax- isvigre

Stabilite kabini (25 °C %60 nem) ......cccceeveun..e. Niive iD501- Tirkiye

Stabilite kabini (40 °C %70 nem) ........cccceeeeunee Niive iD501- Tiirkiye

Tap dansite...cccvveeeeeee e Erweka Amerika

Friabilite «ooooeeiieeeeee e Copley FRV 2000

EKStrUder ... Caleva- ingiltere

STEIONIZEN .. Caleva- ingiltere

HPLC KOION 1ottt ACE C18-iskogya
Ultrapycnometer 1000.........ccccceeeeveievrvnreeeeennn. Almanya

MIKroskop .occcviviieeeeeieeccieeee e Olympus SPJ- Japonya

ElisSa reader....uuiei et PolarstarOmegaBMG Glabtech-Almanya
Elektrik iletkenligi........ccccovvveeeeeeeiieiiiireeeeeen, Jenway 4071- ingiltere
Refraktif INAEKS .....ceeveveeeeiceeeiceeecreeceeeeeeteeievena Atago Refraktometer - Tiirkiye
Hicre kiltlr erleni (flask) ...eeeveiieviiiiiveeeennecnnnn. Orange Scientific, Amerika
Hicre kiltlr kabi (plate) ....ccovveeeeeieeeiiieeeas Orange Scientific, Amerika

4.2 Yontem

4.2.1 Model Etkin Madde Olarak Kullanilan Atorvastatin Kalsiyumun
Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.2.1.1 Atorvastatin Kalsiyumun Infrared (IR) Spektrumu
AtrCa % 1 oraninda potasyum bromdir ile havan iginde karistirarak homojenize
edildi. IR spektrofometrede 750-4000 cm™ arasinda taranip pik verdigi dalga boylari

tespit edildi.

4.2.1.2 Atorvastatin Kalsiyumun Spektrofotometre (UV) Spektrumu
10 mg AtrCa, 10 mL metanolde ¢ozindiruldikten sonra bu stok ¢ozeltisinin
200-400 nm dalga boylari arasinda taramali UV spektrofotometrede maksimum

absorbans verdigi dalga boyu saptandi.
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4.2.2 Atorvastatin Kalsiyumun Miktar Tayini i¢cin Kalibrasyon Egrisinin
Cizimi
4.2.2.1 Atorvastatin Kalsiyumun Spektrofotometre ile Miktar Tayini I¢in
Kalibrasyon Egrisi Cizimi
10 mg AtrCa tartilip 100 mL metanol de ¢ozinirdiarilda (100 ug/mL). Daha
sonra sirasi ile 0.4, 0.8, 1.2, 1.4, 1.6, 2, 2.4, 2.8 ‘er mL bu stoktan alinip her biri 10
mL ye metanol ile tamamlandi ve absorbanslari okundu. Ayni sartlarda hazirlanan
kor kullanilarak, UV spektrofotometrede 238 nm’de bu konsantrasyonlara karsi
gelen absorbans degerleri okundu. Elde edilen absorbans degerleri derisime karsi
grafige konularak, en kiguk kareler yontemi ile regresyon analizi uygulandi. Buradan
absorbans (x) ile derisim (y) arasindaki iliskiyi veren kalibrasyon egrileri olusturuldu.
4.2.2.2 Atorvastatin Kalsiyumun HPLC ile Miktar Tayini Icin Kalibrasyon Egrisi
Cizimi
AtrCa’un kalibrasyon egrisi icin UV dedektorli HPLC sistemi ve ACE C18 kolon
kullanildi. Mobil faz olarak, asetonitril ve 0.1 M sodyum dihidrojen fosfat karisimi 55
/45 oraninda hazirlanip trifloroasetik asit (1 mL) ile pH 3’e ayarlandi. Mobil faz
ultrasonik banyoda degaze edildi ve sonra sisteme verildi. Salim hizi 1 mL/dakika,

enjeksiyon miktari 20 pL ve UV dedektorii 238 nm’ye ayarlandi.

42221 Metanollii Ortamda Kalibrasyon Egrisi Cizimi

Standart egrinin ¢izimi icin 5 mg AtrCa 100 mL metanol de ¢6ziundlrildi ve
boylece stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stoktan 0.065, 0.125, 0.25, 0.5, 2, 5, 8§, 10, 12,
15, 20 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde 6rnekler mobil fazla tamamlanarak
hazirlandi. Her bir 6rnek icin ¢ paralel numune ile ¢alisildi. Her enjeksiyondan sonra
bulunan alan degerleri konsantrasyonlara karsi grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi

¢izildi. Dogrunun denklemi ve r? degeri hesaplandi.
Kromatografik sartlar:
Dedektor: UV
Mobil faz: 0.1 M Sodyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi (NaH,PO,): Asetonitril (45:55)
Kolon: ACE 5 um, 3x100 mm C18
Akis hizi: 1 mL/dk

Kolon sicakligi: 25°C
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4.2.2.2.2 pH 1.2 Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi

pH 1.2 ¢oOzeltisinde AtrCa ¢ozlinmedigi icin 6nce yaklasik 5 mL metanolde
AtrCa ¢ozundulrilip 100 mL ye pH 1.2 ortami ile tamamlandi. pH 1.2 ortami ile
gerekli seyreltmeler yapilip 0,125, 0,25, 0,5, 2, 5, 10, 12, 15, 20 ug/mL derisimlerde

dokuz seri ¢ozelti hazirlandi ve HPLC'de analiz edildi.

42223 pH6.8 Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi
pH 6.8 igin AtrCa ile 100 ug/mL derisimde stok ¢ozelti hazirlandi. pH 6.8 ortami

ile gerekli seyreltmeler yapihp 0,125, 0,25, 0,5, 2, 5, 10, 12, 15, 20 pg/mL

derisimlerde dokuz seri ¢ozelti hazirlandi ve HPLC'de analiz edildi.

4.2.2.2.4 HBSS Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimi

AtrCa’un HBSS (Hank’in tuzlu tampon ¢ozeltisi) ortami ile 50 pg/mL derisimde
stok ¢ozeltisi hazirlandi ve gerekli seyreltmeler yapilarak; 0,125, 0,25, 0,5, 2, 5, 10,
12, 15, 20 pg/mL derisimlerde dokuz seri ¢ozelti hazirlandi. HPLC'de analiz edildi.

4.2.3 Analitik Yontem Validasyonu

4.2.3.1 Dogrusallik

Kullanilan analitik yontemin dogrulugunu gostermek amaciyla metanol, pH
1.2, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda, bilinen derisimlerde AtrCa miktarindan (8, 10 ve
12 pg/mL) hareketle, HPLC analizi sonucunda bulunan degerler ile gergek degerler

karsilastirihp dogruluk degeri % olarak belirlenmistir.

4.2.3.2 Kesinlik
4.2.32.1 Deney ici Kesinlik

AtrCa’un metanol, pH 1.2, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda ayri ayri dusuk, orta,
yuksek olacak sekilde secilen 8, 10, 12 pug/mL’lik derisimlerdeki ¢ozeltisi hazirlanarak
ardarda 6 defa enjeksiyonlar yapilip, elde edilen alan degerlerine karsilik gelen

derisimlerin ortalamasi, standart sapma ve relatif standart sapmasi hesaplandi.

4.2.32.2 Deneyler Arasi Kesinlik

AtrCa’un metanol, pH 1.2, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda ayri ayri dislik, orta,
yuksek olacak sekilde secilen 8, 10, 12 pug/mL’lik derisimlerdeki ¢ozeltisi hazirlandi.

Bu cozeltiler birbirini takip eden giin icinde 6 kez Olglildii. Elde edilen alan

60



degerlerine karsilik gelen derigsimlerin ortalamasi, standart sapmasi ve relatif

standart sapmasi hesaplandi.

4.2.3.3 Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik
Elde edilen deneysel degerlerin gercek degere ne kadar yakin oldugunu tespit

etmek amaciyla yapilmaktadir. Yontemin dogrulugu geri alma yiizdesine baghdir.

AtrCa’un metanol, pH 1.2, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda ayri ayri g farkl
konsantrasyonda (8, 10, 12 ug/mL) alti paralel 6rnegin verdigi absorbans degerleri
Olclldu. Bu absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyon miktarlari bulundu.

Bu degerlerden ortalama ve ylizde geri kazanim hesaplandi.

4.2.3.4 Ozgiinliik ve Secicilik

Ozgiinliik ve secicilikte; ydntemin sadece analiz edilmek istenen maddeye
0zgin olmasi ya da numune icerisindeki safsizliklar, yardimci maddeler ya da
bozunma dUrinleri varliginda analiz edilmek istenen maddenin dogru bir sekilde
saptanmasidir. Bu amacla AtrCa iceren mobil faz ve icermeyen mobil faz
enjeksiyonu yapildi ve elde edilen HPLC kromatogramlari incelendi. Benzer sekilde

metanol, pH 1.2, pH 6.8 ve HBSS ortamlarindada HPLC kromatogramlari incelendi.

4.2.3.5 Duyarllik ve Saptama Siniri

AtrCa’un metanol, pH 1.2, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda ayri ayri miktar tayini,
beklenen derisimleri kolaylikla ve dogrulukla analiz edebilmelidir. Bu ydntemin
saptayabildigi en diisiik derisime saptama derisimi (Limit of Detection, LOD) denir
(Denklem 1). Bu derisim cok guivenli olmayip, gurilti icerebilir. Guriltiniin daha
Uzerinde olup da, glivenilebilecek durumda olan derisime de duyarhlik veya analiz
siniri (Limit of Quantification, LOQ) denir (Denklem 2). Bunlar arasinda istenilen
dogrulugu saglayan derisim saptandi ve analitik yontemin kantitatif tayin siniri

(duyarlihik sinir) bulundu.

LOD = (3'3; 0) ................................................................................................... Denklem 1
LOQ=(1O;<O-) ..................................................................................................... Denklem 2

o, verilen 6rnegin standart sapmasini; S, kalibrasyon egrisinin egimini ifade eder.
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4.2.3.6 Kisa Siireli Oda Sicaklig: Kararllig:

Dusuk derisim icin 8 pg/mL’lik ile yiksek derisim igcin 12 pg/mL’lik AtrCa’un
3’er paralel standart 6rnekleri hazirlandi ve oda sicakliginda HPLC'ye enjekte edilip,
baslangi¢c aninda, 12. ve 24. saatlerde enjeksiyonlar tekrarlandi. Benzer sekilde pH

1.2, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda da HPLC analizleri gerceklestirilmistir.

4.2.4 Formiiasyon Calismalari

4.2.4.1 Kendiliginden Mikroemiilsifiye Olan ila¢ Tagsiyici Sistem (SMEDDS)
Formiilasyonu Calismalari

4.2.4.1.1 Formiilasyonunun Terkibinde Yeralacak Maddelerin Se¢imi

Formiilasyonda kullanilacak olan yag, YEM, YYEM lerin segimi igin varolan her
bir yardimci madde ile etkin maddenin ¢ozlnirlik ¢alismasi yapildi (screening).
Gozandrlik galismasinda 2 mL YEM, yag, YYEM igerisine asiri doymus dozda AtrCa
ilave edildi. 200 rpm de oda kosullarinda 72 saat boyunca karanlik ortamda
calkalayicida birakildi. 24., 48. ve 72. saat sonunda karisim 25 °C’de 3000 rpm de 15
dakika santrifiij edildi. Tuplerin Ustlerindeki berrak ¢ozeltiden alinan 6rnekler mobil
faz ile seyreltilerek HPLC cihazina verilip miktar tayinleri gerceklestirildi (n=3).

Cozunarlik calismasinda kullanilan bilesenler Tablo 11’de verilmistir.

Tablo 11: Céziinurlik ¢calismasinda kullanilan Yag/ YEM/YYEM ve su fazlari

Yaglar

Yizey Etkin Maddeler

Yardima Yiizey Etkin
Maddeler

Su

Misir yagl

Labrafil M 2125

Etanol

Distile su

Oleik asit

Labrafil 1944

izopropil alkol

pH: 1.2 ortami

Rafine Kastrol yagi

Tween 20

pH: 4.6 ortami

Tween 80

pH: 6.8 ortami

Span 80

PEG 200

PEG 400

Transkutol

Labrasol

Brij 30 V

Brij 92 V

Brij 96 V
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Bu ¢ozinirliik calismasi sonucunda etkin maddeyi en ¢ok ¢6zen yag, YEM ve

YYEM lere karar verildi.

42.4.12 SMEDD Formiilasyonlarmin Ucgen Faz Diyagramlar
SMEDD sistemlerinin terkibinde yer alacak olan YEM, YYEM ve yaglar yapilan

¢oziinlirlik calismasi sonrasi belirlendi. Uggen faz diyagramlarinin gizilmesinde
titrasyon yontemi kullanildi. Formilasyon gelistirme galismalari sirasinda, YEM’lerle,
YYEM'ler belli oranda karistirildi. YEM: YYEM (a/a) oranlari 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6,
1:7, 1:8, 1:9, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1 olmak Uzere 17 farkli formilasyon
gelistirildi. Yag, YEM ve YYEM karisimi bir beher igerisinde manyetik karistiricida 50
devir/dk donme hiziyla karistirilirken, formulasyonlar bulanma noktalarina kadar su
ile titre edildi ve bulanma noktalari tespit edildi. Tim formilasyon calismalari 25 +

2°C oda sicakliginda gergeklestirildi.

Formilasyon gelistirme calismasi sirasinda elde edilen veriler kullanilarak,
bilgisayar programi yardimiyla her bir YEM/YYEM orani igin lggen faz diyagramlari
cizildi ve en yiiksek mikroemulsiyon alanini veren YEM/YYEM orani ideal olarak
kabul edildi. Faz diyagraminda belirlenen mikroemdiilsiyon olusum bdélgesinin agirlik
merkezi kullanilarak optimum mikroemilsiyon formiilasyonlari hesaplanarak

gelistirildi.

4.2.4.1.3 Atorvastatin Kalsiyum ile Formiilasyon Calismalari

Ucgen faz diyagramindan en biiyiik alani veren ve alanin agirlik merkezinden
hesaplanan optimum formilasyonlar belirlendikten sonra formilasyonlardaki tim
bilesenleri (yag/YEM/YYEM) su fazi icermeden karistirilarak mL sinde 10 mg olacak
sekilde AtrCa bu formilasyona eklendi. Etkin maddenin mikroemiilsiyonda
¢Ozlinmesini saglamak amaciyla manyetik karistirici ile 50 rpm’de berrak bir ¢ozelti
elde edilene dek karistirildi. Hazirlanan formiilasyondaki AtrCa miktari tayini HPLC

de tayin edildi.

4.2.5 Termodinamik Stabilite (197)
SMEDD formiilasyonlarina faz ayrismasi ve sicaklik farkinin etkisinin

gbzlenmesi i¢in santrifiij, 1sitma- sogutma, dondurma-¢6zme dongiisii ¢alismalar

yapildi.

63



4.2.5.1 Santrifiij Calismalari
SMEDD formdiilasyonlari 5000 rpm de 30 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda faz

ayrismasi, ¢okelme gibi stabilizasyon problemlerinin olusup olusmadigi gézlemlendi.

4.2.5.1.1.1 Isitma-Sogutma Calismalari

SMEDD formiilasyonlarinda l¢ dongli seklinde sogutma 4°C de 24 saat
bekletilme ve isitma ise 40°C de 24 saat boyunca bekletilmesi ile gerceklestirildi.
Herbir sicaklik muamelesi sonrasinda faz ayrismasi, ¢okelme gibi stabilizasyon

problemlerinin olusup olusmadig gdzlemlendi.

4.2.5.1.1.2 Dondurma-Cézme Calismalari
-4°C de 24 saat donmaya birakilan SMEDD formdlasyonlari ardindan 40°C de
24 saat bekletildi. 3000 rom de 5 dakika santrifiij edilen formilasyonlarda faz

ayrismasi olup olmadigi gozlemlendi.

Yapilan termodinamik stabilite c¢alismalari sonucunda optimal SMEDDS

formulasyonun fizikokimyasal 6zellikleri belirlendi.

4.2.6 Optimal SMEDD Formiilasyonunun Fizikokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formiilasyonunun termodinamik stabilite
¢alismalari sonrasi ideal olarak belirlenen formilasyon fizikokimyasal ozelliklerini
belirlemek, mikroemlilsiyon hazirlama asamalarindan gelebilecek olumsuzluklari ve
etkin madde ile tasiyicilar arasindaki etkilesim ve gecimsizlikleri tespit etmek
amaciyla bir seri analiz yapilmistir. Bunlar mikroemilsiyonun fiziksel goriintisii,
pH’si, elektrik iletkenligi, dansitesi, refraktif indisi, viskozitesi, emdiilsifikasyon
zamani, disperse olabilme testi, dagihm dayanikhlgi, damlacik boyutu dagilimi,
partikil boyutu analizi, zeta potansiyel analizi, % gecirgenlik analizi, bulaniklik
noktasi, stabilitesi ve etkin madde miktarinin belirlenmesidir. Tim parametreler icin

¢ paralel 6l¢lim yapiimistir.

4.2.6.1 SMEDD Formiilasyonunun Fiziksel Goriinlisti
Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formiilasyonunun oda sicakliginda (25 * 2 2C)

fiziksel gortinisleri incelenerek degerlendirildi.
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4.2.6.2 SMEDD Formiilasyonunun pH Olciimleri
Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formilasyonu Ug¢gen faz diyagraminda
belirlenen su miktari ile seyreltildi. Bu sistemin pH’si oda sicakliginda Mettler Toledo

marka pH metre ile 6lctldi.

4.2.6.3 SMEDD Formiilasyonunun Elektrik Iletkenligi
Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formilasyonunu lgcgen faz diyagraminda
belirlenen su miktari ile seyreltildi ve elektrik iletkenligi, WTW kondiktametre

iletkenlik dlger aleti ile belirlendi.

4.2.6.4 SMEDD Formiilasyonunun Dansite Olciimleri

Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formilasyonunun dansitesi piknometre
kullanilarak, oda sicakhginda olgildi. Dansite olglimleri Denklem 3’deki formiile
gore yapildi. Piknometre ile dansite 6lcimiinde solvan dansitesi olclilecek sivi ile
reaksiyona girmemeli, ugucu olmamali ve bu maddeyi ¢6zmemelidir. Solvan olarak
distile su secildi. ilk dnce piknometrenin bos iken darasi alindi. Daha sonra
piknometre distile su ile doldurulup tartildi. Ardindan etanol ile ¢alkalanip etlivde
kurutulmaya birakildi. Tartildi ve bulunan kitleden bos piknometre kiitlesi
cikarilarak sivi kitlesi bulundu (m;). Daha sonra piknometrenin tipasi acilarak tam
tartildi. 1 g dansitesi tayin edilecek SMEDD formilasyonu piknometreye konuldu ve
tipasi kapatildi. Tasan solvan kurulandi, tartilip kaydedildi. Bu kitleden bos
piknometre kitlesi g¢ikarilarak SMEDD formilasyonunu iceren sivi kiitlesi bulundu
(my).

Dansite = nfds””—xm) ............................................................................................. Denklem 3

d,,,: suyun 6zkiitlesi, m: SMEDD formiilasyonunun kiitlesi, my: Suyun kiitlesi, m,: SMEDD

formiilasyonunu igeren sivi kiitlenin agirligi

4.2.6.5 SMEDD Formiilasyonunun Refraktif Indisi Olciimleri
Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formilasyonunun refraktif indisi 6lcimi
Atago refraktometer RX-7000 CX marka refraktometre cihazi ile yapildi. Damlacik

blyuklGgu tayininde bu degerlerden yararlanildi.
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4.2.6.6 SMEDD Formiilasyonunun Viskozitesinin Ol¢iimleri
Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formilasyonunun viskozitesi Brookfield DVII+

Pro cihazinda Ula spindle kullanilarak 37 £ 1 2C de 6lguldu.

4.2.6.7 SMEDD Formiilasyonunun Emiilsifikasyon Zamani (197)
Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formilasyonu, 100 rpm de USP XXII
dissoliisyon aparati kullanilarak karistirilan 37+0.5°C lik 900 mL lik distile suya damla

damla eklendi. SMEDD formiilasyonu gézlenmeyene kadar gegen siire hesaplandi.

4.2.6.8 SMEDD Formiilasyonunun Disperse Olabilme Ozelligi (197)
Kendiliginden emdiilsifiye olabilen nano veya mikro sistemlerin etkinligi USP II
dissollisyon aparati ile gbzlemlenir. Formulasyonlarin in vitro performanslari asagida

actklanan bes asama ile tanimlanir.

Asama A: Hizla (yaklasik olarak bir dakika icerisinde) olusan emiilsifiye sistem

berrak ve mavimsi bir gériinime sahiptir.

Asama B: Hizla olusan emidlsifiye sistem az berrak ve mavimsi goriinlse

sahiptir.

Asama C: Yaklasik iki dakika icerisinde olusan sistem ince bir st

gortinimiuindedir.

Asama D: Yavas emiilsifiye olan sistem (iki dakikadan uzun bir siire) hafif yagli
ve grimsi-beyaz bir gériinime sahiptir.

Asama E: Olusan sistem zayif ve minimal emdilsifikasyon derecesine sahiptir

ve ylizeyinde yag partikllleri barindirir.

Asama A ve Asama B gorinimine sahip formilasyonlar mide bagirsak

sisteminde dagildiklarinda nano/mikro emulsifiye hallerini korurlar (197).

Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formulasyonunun bir mLsi 37 £ 1°C lik 500 mL
suda dissollisyon Il aparati ile dagitildi. in vitro disperse olabilme 6zelligi yukarida

belirtilen asamalara gore belirlendi.

4.2.6.9 SMEDD Formiilasyonunun Dagilim Dayaniklilig:
Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formilasyonun pH 1.2, pH 6.8 ve distile su
ortamlarinda 1:1, 1:10, 1:50, 1:100, 1:250, 1:500 ve 1:1000 oraninda seyreltilerek 0.
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dakika, 2. saat ve 24. saat sonunda damlacik blyuklikligl, polidispersite indeks,

zeta degerleri oda sicakliginda (25 + 2 oC) o6lgilda.

4.2.6.10 SMEDD Formiilasyonunun Damlacik (partikiil) Biiyiikliigiiniin Saptanmasi

Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formilasyonunun damlacik blyiklGgu
Malvern zetasizer cihazi kullanilarak 6lgiildi. SMEDD formiulasyonun etkin madde
iceren ve icermeyen halleri optimum mikroemdlsiyon bolgesindeki su miktari ile
seyreltilerek, damlacik buylkliklGgl polidispersite indeks, zeta degerleri oda

sicakhginda (25 £ 2 °C) olguldi.

4.2.6.11 SMEDD Formiilasyonunun Zetapotansiyel degeri (197)

SMEDD formiilasyonunun stabilitesi direkt olarak ylizey yikinin blyuklGgu ile
ile iliskilidir. Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formiilasyonunun zeta potansiyeli lazer
kirinim analiz teorisi ile partikil boyutu analiz cihazi (Malvern zeta sizer) ile yapildi. 1
mL SMEDD formiulasyonu 100 mL distile su ile literatlierlere uygun olarak seyreltildi.

Olgiimler alti paralel gerceklestirildi.

4.2.6.12 SMEDD Formiilasyonunun % Gecirgenlik Degeri (197)

Geligtirilen AtrCa igeren SMEDD formilasyonunun distile su ile herhangi bir
bulanikliiga sahip olup olmadiginin gézlenmesi igin % gegirgenlik testi yapilir. Bu
calismada SMEDD formilsyonunun % gecirgenlik degeri Lavibond tilirbidimetre

cihazi kor olarak distile su kullanilarak gergeklestirildi.

4.2.6.13 SMEDD Formiilasyonunun Bulaniklik Tayini (197)
Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formilasyonu 1:250 oraninda distile suda
dagitildi. Dagitilmis formiilasyon su banyosuna alindi ve sistemin sicakhgi kademeli

olarak arttirildi. Bulaniklik noktasi spektrofotometrik yontemle belirlendi.

4.2.6.14 SMEDD Formiilasyonunun Icerik Miktar Tayini
Gelistirilen AtrCa iceren sistemleri metanolde ¢oOziliip, aciga ¢ikan AtrCa

miktari HPLC ile degerlendirilmistir.

Denklem 1:

% Miktar = (Magca/ M Madde) X 100 .....ooveiicieeeeieeeee ettt e Denklem 4

M.irca: Deneysel olarak elde edilen AtrCa miktari

Mmagde: FOrmilasyondaki teorik madde miktari
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4.2.6.15 SMEDD Formiilasyonunun Stabilite Calismalari

SMEDD formilasyonunun stabilitesinin incelenmesi amaciyla, hazirlanan
SMEDD formilasyonlari, 25 + 22C %60+5 bagil nemde ve 40 + 2 °2C % 75+5 bagil
nemde alti ay boyunca saklandi. Formilasyonlarin fiziksel gériinim, pH, iletkenlik,
bulaniklik, faz ayrismasi ve damlacik buylkligil, etkin madde miktar tayini gibi
ozellikleri baslangicta (t=0 aninda), Ug¢lincu ve altinci aylarda incelendi. Ayrica etkin
maddenin sistem icersindeki kimyasal stabilitesi de etkin madde igerigi belirlenerek

arastinilmstir.

4.2.7 Pellet Formiilasyonu Gelistime

4.2.7.1 Pellet Formiilasyonu Olusturmak icin Mikroemiilsiyon Formiilasyonu
Terkibinin Belirlenmesi

Geligtirilen SMEDD formilasyonu YYEM olarak etanol icermektdir. Fakat pellet
formulasyonu olustururken kurutma asamasinda etanol buharlasarak terkibi

degistirecegi icin farkli bir formiilasyon olusturuldu.

4.2.7.2 YYEM Icermeyen Mikroemiilsiyon Formiilasyonun Yag/YEM Orani
Oncelikle YYEM bulunmayan, HLB degerleri 12.5 ve 15.5 olan, yag/yiizey etkin
madde oranlari 6/4 ve 5/5 olmak Uzere toplamda 4 formuilasyon igin ¢ozin(rluk

¢alismasi yapildi. Bu formilasyonlarin terkipleri Tablo 12 ve Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 12: HLB degeri 12.5 olan F18 ve F 19 formiilasyon terkibi

F18: (yag/YEM: 6/4) F19: (yag/YEM: 5/5)

YEM:4 g YEM:5 g

Oleik Oleik

SO Teen20:2.66g Span80:1.33g T8 Tween20:3.33g  Span80:1.66 g

Tablo 13: HLB degeri 15.5 olan F20 ve F21 formiilasyon terkibi

F20: (yag/YEM: 6/4 ) F21: (YEM: 5/5)

Oleik YEM:4 g Oleik YEM:5g

asit:68  Tween 20:3.63g  Span 80:0.363g 3St:58  Tween 20:4.545g  Span 80: 0.454g

4.2.7.3 YYEM Icermeyen Formiilasyonlarda Céziiniirliik Tayini
Pellet formiilasyonu olusturmak icin F18, F19, F20, F21 formdilasyonlarinda
¢Ozlinlrligli degerlendirmek icin bu formilasyonlardan 10 mL olacak sekilde

hazirlandi ve herbir formilasyondan 2 mL alinarak Gzerine ¢6ziinmeyen miktar
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gozlemlenene kadar AtrCa ilave edildi. Herbir ¢alisma 3 kez tekrarlandi. Yaklasik
olarak 2 saat beklendi ve daha sonra 25 °C de 3500 rpm de 15 dakika santrifuj edildi.
Daha sonra bu formilasyonlardan 0.5 mL alinip 5 mL metanol de ¢ozinduriuldi ve

uv spektrofotometrede 238 nm dalga boyunda absorbanslarini okundu.

4.2.7.4 YYEM Iceren Formiilasyonun Yag/YEM Orani

Yapilan ¢ozlinirlik calismasi sonrasi F18 ve F19 formilasyonlarindaki etkin
madde c¢o6zinirligl daha fazla oldugu icin bu formilasyonlarin YYEM iceren
terkiplerinin ¢ozlintrlikleri degerlendirildi. Bunun i¢in formilasyon olustururken
toplam YEM ve YYEM oraninin %10 u kadar YYEM eklendi. YYEM olarak transkutol
ve 1- metil-2 pirolidon (MP) maddelerini kullanildi. 10 g lik formilasyonlar igin

terkipler Tablo 14’da verilmistir.

Tablo 14: YYEM igeren formulasyonlarin terkipleri

F22-T (yag/YEM+YYEM: 6/4) F23 — MP (yag/YEM+YYEM: 6/4 )
Oleik asit:  Tween  Span  Transkutol: Oleik Tween Span MP:0.4¢g
6g 20:2.4  80: 04¢g asit: 20:2,4 80:

g 12g 6g g 12¢g
F24-T (yag/YEM+YYEM: 5/5) F25-MP (yag/YEM+YYEM: 5/5)
Oleik asit:  Tween  Span  Transkutol: Oleik Tween Span MP:0.5¢g
5g 20:3g  80: 05¢g asit: 20:3g  80:

15¢g 5g 15g

4.2.7.5 YYEM Iceren Formiilasyonlarin Céziiniirliiklerinin Degerlendirilmesi
F22-T, F23-MP, F24-T, F25-MP olmak lzere 4 formilasyondan 10 g olacak
sekilde hazirlandi ve iglerinden 2 mL alinarak lizerlerine ¢6ziinmeyecek kadar AtrCa
eklendi. Yaklasik 2 saat beklendi ve daha sonra 25 °C de 3500 rom 15 dakika
santrifiij edildi. Formulasyonlarin her birinden 0.1 mL alinip 100 mL ye seyreltildi.
238 nm dalga boyunda uv spektrofotometrede absorbanslari okundu. Bulunan
absorbans, konsantrasyon degerlerinden ¢oziinirlik degerleri hesaplandi.
4.2.7.6 Farkh Yiizdelerde Su Iceren Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin
Hazirlanmasi
Cozunarlik cahismalari sonrasi en iyi sonucu veren formiilasyon F23-MP secildi
ve mikroemiilsiyon formilasyonu olusturmak icin gerekli optimum su miktarlari

belirlendi. Bes farkli su miktari ile olusturulan mikroemdlsiyon formdlasyonlri E1, E2,
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E3, E4, E5 olarak isimlendirildi. Kullanilan su miktarlari ve isimlendirmeler Tablo

15’de verilmistir.

Tablo 15: Mikroemdilsiyon formiilasyonlarinda kullanilan su yiizdeleri

Formiilasyon Yag + YEM + YYEM Su yiizdesi (%)
ismi (%)
E1l 40 60
E2 50 50
E3 60 40
E4 70 30
ES 80 20

4.2.7.7 Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

4.2.7.71  Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarin Tipi
El, E2, E3, E4 ve E5 mikroemilsiyon formdilasyonlarinin su/yag
mikroemilsiyonu mu yoksa yag/su mikroemdlsiyonu mu oldugunun belirlenmesi

icin iletkenlik testi yapildi.

4.2.7.7.2  Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarimin Viskotize Ol¢iimii

Geligtirilen E1, E2, E3 ve E4 formdilasyonlarinin viskozite olglimleri oda
kosullarinda HAKE WT-24 Viskozimeter cihazi ile gerceklestirildi. 32, 16, 8, 4 ve 2
rpm skala olglimlerinde verdikleri degerler kaydedilip; kayma hizi, kayma gerilimi ve

viskozite degerleri hesaplandi.

4.2.7.7.3  Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinda Bulamklik Olciimii

Mikroemdlilsiyonlarin bulaniklik &él¢timleri Turbiscan Classic MA 2000 cihazi
kullanilarak gergeklestirildi. Bu cihazda herbir formilasyon cihazin kiivetlerine 6.5
cm olacak sekilde dolduruldu ve her bir mikroemilsiyon icin cihazda grafik

olusturuldu.

4.2.7.8 Mikroemiilsiyon Formiilasyonundan Pellet Formiilasyonu Eldesi

42781 %60 Oraminda Yag/YEM/YYEM lceren Mikroemiilsiyon Formiilasyonundan
Pellet Formiilasyonu Eldesi

Yapilan stabilite calismasi sonrasi belirlenen formiilasyon ile etkin madde
icermeyen ve etkin madde iceren pelletlerin elde edilmesinde %60 oraninda
Yag/YEM/YYEM fazi, %40 oraninda su fazi iceren E3 mikroemdilsiyonu ve kati faz
olarakta 14 gram Aerosil (%70) ve 6 gram Avicel (%30) (MCC- Aerosil) kullaniimasina
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karar verildi. 100 mL etkin madde icermeyen mikroemdlsiyon (E3(inery) ve 100 mL
etkin  madde iceren mikroemilsiyon (E3) formdilasyonu hazirlandi. E3
formilasyonun karismasi icin homojenizator ve ultrasonik cihazlarindan yararlanildi
ve kati faza emdirilen bu formilasyonlar ile olusturulan pelletler fiziksel

parametreler yoninden karsilagtirildi.

4.2.78.1.1 P1ve P2 Pellet Formiilasyonlarinin Hazirlanisi

YEM, YYEM ve yag ile hazirlanan 60 gramlik faza 40 gram su fazi eklenerek
100 gram mikroemilsiyon elde edildi. 50 mL etkin madde igermeyen
mikroemilsiyon homojenizatorden gecirildi (P1), 50 mL etkin madde icermeyen
mikroemdlsiyon ultrasonikten gegirildi (P2) ve iki farkli mikroemdilsiyon karisimi elde
edildi. Hem P1 pellet formilasyonunun hemde P2 pellet formilasyonunun
olusturulmasi icin ayri ayri; 14 gram Aerosil ve 6 gram Avicel (MCC- Aerosil) hassas
terazide tartildi ve karistirici da 50 rpm de karistirilirken mikroemilsiyon
formulasyonlari damla damla eklenerek granile noktasina ulastirildi. Ara ara
karistirici durdurularak karisimlarin granileye hazir olup olmadigi kontrol edildi.
Granulasyon noktasina ulasilinca sarf edilen mikroemiulsiyon miktalarn kaydedildi.
Karistiricidan alinan pelletler ekstriider cihazina (eksttider 20, 35 rpm) konulup ince
uzun partikiller sistemler elde edildi. Elde edilen ip seklindeki ekstridatlar
sferonizasyon cihazinda (sferonizer120) yaklasik 6 dakika bekletilerek yuvarlaklasan

pelletler elde edildi.

4.2.7.8.1.2 P3ve P4 Pellet Formiilasyonlarinin Hazirlanisi

YEM, YYEM ve yag ile hazirlanan 60 gramlik faza mL de 50 mg olacak sekilde
AtrCa etkin madde yiiklemesi yapildi (3g/ 60 mL). Daha sonra 40 gram su fazi
eklenerek 100 gram mikroemilsiyon elde edildi. 50 mL mikroemilsiyon
formiilasyonu homojenizatérden gecirilirken (P3), 50 mL mikroemilsiyon
formulasyonu ise ultrasonikten gecirildi (P4). Hem P3 pellet formilasyonunun
hemde P4 pellet formilasyonunun olusturulmasi icin ayri ayri 14 gram Aerosil ve 6
gram Avicel (MCC- Aerosil) hassas terazide tartildi ve karistirici da 50 rpm de
karistirilirken mikroemilsiyon formilasyonlari damla damla eklenerek graniile
noktasina ulastirildi. Ara ara karistirici durdurularak karisimlarin graniileye hazir

olup olmadigi kontrol edildi. Granililasyon noktasina ulasilinca sarf edilen
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mikroemdlsiyon miktarlari kaydedildi. Karigstiricidan alinan pelletler ekstrider
cihazina (ekstider 20, 35 rpm) konulup ince uzun partikiller sistemler elde edildi.
Elde edilen ip seklindeki ekstriidatlar sferonizasyon cihazinda (sferonizer 120)

yaklasik 6 dakika bekletilerek yuvarlaklasan pelletler elde edildi.

P1, P2, P3 ve P4 pelletleri 40 oC lik etivde 48 saat boyunca kurutulmaya
birakildr.

Pellet yapiminda ekstriisyon icin kullanilan ekstrider Sekil 15, sferonizasyon
icin kullanilan sferonizer Sekil 16, ekstriderden c¢ikmis partikiiller Sekil 17 ve
sferonizerdan gecmis ve kurumus pellet partikilleri Sekil 18’de gosterilmistir. Etkin

madde iceren P3, P4 pelletlerinin miktar tayinleri HPLC ile tayin edildi (n=3).

Sekil 15: Pellet yapiminda kullanilan ekstriider cihazi
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Sekil 16: Pellet yapiminda kullanilan sferonizer cihazi
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Sekil 17: Ekstriider cihazindan sonra kati hale gelmis formiilasyon
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Sekil 18: Sferonizer cihazindan gegen ve kurumus pellet 6rnegi

4.2.7.9 Pelletlerde Yapilan Fizikokimyasal Analizler

42.79.1  Pelletlerin Yogunluklarinin Olgiilmesi

P1, P2, P3 ve P4 pelletlerinin yogunluklarinin 6l¢tlmesi icin kati ve toz haldeki
orneklerin yogunlugunu (gercek 6zgul agirhgini/ 6zkitlesini) dlgmeye elverisli bir
cihaz olan (ultrapycnometer 1000) gaz piknometresi kullanildi. Cihazin kabina
koyulan pellet miktari tartilarak kaydedildi ve Helyum gazi gecisi yardimiyla

yogunluk 6lcimi gerceklestirdi.

4279.2 Pelletlerin Kiime Dansite, Sikistirilms Dansite Ol¢iimleri

P1, P2, P3 ve P4 pelletlerinin sikistirilmis dansitelerinin 6l¢lilmesinde Erweka
Tap dansite cihazi kullanildi. Her bir pellet i¢in yaklasik olarak 50 gram tartilarak
mezire koyulup baslangic hacmi kaydedildi. Sikistirilmis dansite cihazina mezir
yerlestirilip her 10 vurusda mezir izerindeki hacim degismesi gozlemlenip hacimde
degismenin olmadig gozlemlenince son hacim kaydedildi. Denklem 5a, 5b, 5c ve
5d’de verilen hesaplamalar yapilarak her bir pellet icin Kime dansite, Sikistiriimis
dansite, Hausner oranlari ve Carr index degerleri hesaplandi. Carr index degerlerinin

akis karakteristiklerine etkisi Tablo 16’da verilmistir

Tozun agirligi (g)

KUM e anSitesi: ——— e e Denklem 5a

Baslangi¢ hacim (ml)

Tozun agirligt (g) Denklem 5b

Sikistiriimis dansitesi: Stkisturdlmus hacim (mD)
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Sikistirilmis dansite
> e e et e et s e s e st s e eranen Denklem 5c

Hausner orani: — -
Kiume dansite

. Sitkistirtlmis dansite—Kiime dansite

Carr indeksi (%) : X100 ... Denklem 5d

Sikistiriimis dansite

Tablo 16: Carr index ve akis karakteristikleri degerlendirilmesi

Carr indeksi (%) Akis Sekli
5-15 Mikemmel
12-16 iyi

18-21 Orta dereceli
23-35 Zayif

33-38 Cok zayif
>40 Asiri zayif

42793 Pelletlerin Friabilitesinin Ol¢iilmesi
P1, P2, P3 ve P4 pelletlerinin friabilitesinin 6l¢lilmesinde Copley FRV 2000

cihazi kullanildi. Her bir pellet ¢esidinden yaklasik olarak 3 gram tartilarak friabilite
cihazina konuldu ve lzerlerine 6 gram agirliginda cam boncuk eklendi 10 dakika 25
rom de calistirildi. Friabilite cihazindan alinan pelletler tekrar tartilarak agirlik

kayiplari belirlendi.

4.2.79.4  Pelletlerin Mikroskop Goriintiisii Analizi
P1, P2, P3 ve P4 pelletlerinin Olympus U-SPJ Japon (SZX9) cihazi ile partikil

gorintisi alindr.

4.2.7.9.5 Pelletlerin Titresimli Elek Testi ile Boyut Analizi

P1, P2, P3, P4 pelletlerinin boyut analizi Retsch marka titresimli elek ile
gerceklestirildi. Herbir pelletten ayri ayri 20 gram alinip elek boyutlari: 1.18 um, 850
pm, 600 um, 425 um, 300 um, 212 um seklinde azalan elek sistemine koyuldu. 10

dakika 20 Hz titresim genliginde titresim uygulandi.

4.2.79.6  Pellet Formiilasyonlarimin Emiilsifikasyon Zamani ve Damlacik (Partikiil)
Biiyiikliigii Analizi

P1, P2, P3 ve P4 pelletlerinin emiilsifikasyon zamanlari 100 rpm de USP XXII
dissoliisyon aparati kullanilarak karistirilan 37+0.5°C lik 900 mL lik distile suya

eklendi. Formiilasyonlar gézlenmeyene kadar gecen sire hesaplandi. Ayni ortamda
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formulasyonlarin damlacik blyikligu Malvern zetasizer cihazi kullanilarak 6lguldu.

damlacik buyikliklGgi oda sicakhginda (25 £ 2 2C) olguldi.

4.2.7.9.7  Pellet Formiilasyonlarinda i¢erik Miktar Tayini

Gelistirilen AtrCa iceren pellet sistemleri metanolde ¢6zlindirillp, aciga cikan

AtrCa miktari HPLC ile degerlendirildi. % yiklenen AtrCa miktari bulundu.

4.2.79.8 Pellet Stabilitesi

Pellet formilasyonunun stabilitesinin incelenmesi amaciyla, hazirlanan
formdilasyonlar, 5 £ 3 °C, 25 £ 2°C %60+5 bagil nemde ve 40 £ 2 °C % 755 bagil
nemde alti ay boyunca saklandi. Formilasyonlarin, fizikokimyasal parametreleri
etkin madde miktar tayini gibi 6zellikleri baslangicta (t=0 aninda), Ug¢lincl ve altinci
aylarda incelendi. Ayrica etkin maddenin sistem igcersindeki kimyasal stabilitesi de

etkin madde igerigi belirlenerek arastirilmistir.

4.2.8 invitro Salim Calismalar:

Gelistirilen AtrCa iceren SMEDD formiilasyonunun, pellet formilasyonunun,
AtrCa etkin maddesinin ve ticari formilasyonun doner palet yontemindeki in vitro
salim c¢alismalari 900 mL pH 1.2 ve 900 mL pH 6.8 ortamlarinda (USP tampon
¢Ozeltisi) 37 + 1 °C 75 rpm de yapildi. Calismalar hem sert jelatin kapsil (00 numara)
icine konarak hem de direk ¢6ziinme ortamina ilave edilerek gergeklestirildi. 10 mg
AtrCa etkin maddesi, 10 mg AtrCa etkin maddesine esdeger miktarda AtrCa igeren
SMEDDS formiilasyonu (icerik miktar tayininde bulunan miktardan hareketle), 10
mg AtrCa etkin maddesine esdeger miktarda AtrCa iceren P3 ve P4 pelletleri (icerik
miktar tayininde bulunan miktardan hareketle) ve ticari tablet preparatinin in vitro

salim calismalari yapildi.

Ortamdan ornekler (5. dk, 10. dk, 15. dk, 30. dk, 45. dk, 60. dk, 90. dk, 120. dk,
150. dk, 180. Dk, 240. dk larda) alindi (n=3). C6zlinme ortamindan belirli zaman
araliklarinda alinan numuneler 0.45 u por boyutundaki membran filtreden sizaldi.
Alinan orneklerin HPLC ile miktar tayini yapildi sonuglar pH 1.2 ve pH 6.8

ortamlarinda AtrCa ile cizilmis kalibrasyon egrileri ile degerlendirildi.
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4.2.8.1 Invitro Salim Calismalarinin Kinetik Degerlendirilmesi
Salim mekanizmasini belirlemek icin etkin madde, SMEDD formiulasyonu ve
pellet formulasyonlarinin sifirinci derece, birinci derece, Higuchi, Langenbucher

esitliklerine uyum analizi yapilmistir (210).

4.2.9 Invitro Permabilite ve Sitotoksisite Calismalari
4.2.9.1 Hiicre Kiiltiir Sistemleri ile ilgili Calismalar
42911 Caco-2 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

1 ml’lik tapte -80 °C'de dondurularak saklanmis olan Caco-2 (kolonik
adenokarsinoma hiicreleri) hiicre grubu kullanildi. Dondurularak saklanmis hiicreler
37 + 0.5 °C'lik su banyosunda ¢ozindurildi. Hicre grubu 800 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Ustteki sivi kissm atildi. Kalan kisim, 20 mL besiyeri ortami ile

yikanarak 75 cm?lik hiicre kiltir erlenine aktarildi.

Besiyeri ortami olarak; 50 mL fetal sigir serumu, 5 mL penisilin ¢ozeltisi, 5 mL
Alanin ve 5 mL HBSS ile 450 mL 4.5 g/L L-glutamin iceren DMEM birlesimi kullanildi.
Hicre kaltlr erleni (flask), hiicrelerin Gremesi icin 37+0.5°C'de % 95 hava-% 5
karbondioksit iceren etiivde inkibasyona birakildi. 48 saatte bir besiyeri ortami
degistirildi ve mikroskobik olarak hiicreler incelendi. Calismada kullanilan hiicre

kaltar flask’i (erleni) Sekil 19°da gosterilmistir.

Sekil 19: Hiicrelerin pasajlanmasinda kullanilan hiicre kiltir erlenleri (flask)

Kdltar erleninde bulunan Caco—-2 hicrelerinin pasajlama islemine baslamadan
once laminar hava akiml kabin hazir duruma getirildi. Kullanilacak tiim malzemeler
ve laminar hava akimli kabin %70’lik alkolle temizlendi. Buzdolabindan alinan fosfat

tampon c¢ozeltisi, tripsin ¢ozeltisi ve hicre kiltirli besiyeri 37+ 0.5 °C'ye ulasana
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kadar su banyosunda bekletildi. Kultur erleni inkiibatérden alinip, hazir duruma

getirilmis laminar hava akimh kabine kondu.

Kultdr erlenlerinin kapagi acihp icindeki ortam, tek kullanimlik (disposable) 20
mL’lik pipetler ile uzaklastirildi. 10 mL pH 7.4 fosfat tampon ¢oOzeltisi (PBS) ile
hicrelerin bulundugu tim kisimlari alacak sekilde kultir erleni yikanip, kapagi
kapatildi. Sonra inklibatorde 10 dk bekletilip, fosfat tamponu kultir erleninden tek
kullanimlik 20 mL’lik pipetler ile uzaklastirildi. Bu flask’a 2.5 mL tripsin-EDTA ¢6zeltisi
konup, 10 dakika inkiibatérde bekletildi. Ayni sekilde 2.5 mL’lik tek kullanimhk
pipetler ile tripsin-EDTA ¢ozeltisi ortamdan uzaklastinldi. 10 mL besiyeri ortami
konup, ilk pasaj olusturulmus oldu. 24 saat sonra besiyeri ortami yukaridaki islem

sirasina gore degistirildi. Daha sonra 48 saatte bir besiyeri yenilendi.

42912 Caco-2 Hiicrelerinin Polikarbonat Filtre Uzerine Ekimi

Buzdolabindan alinan fosfat tampon ¢ozeltisi, tripsin-EDTA ¢Ozeltisi ve hiicre
kiltlrt besiyeri 37°C'ye ulasana kadar su banyosunda bekletildi. Laminar hava
akimli kabin altinda acilan erlenden hiicre kultlirii sispansiyonu erlen tabanina
degmeden dikkatlice tek kullanimlik pipet yardimiyla uzaklastirildi. Erlenin ici 2 defa
10 mL PBS ile yikandi ve 2 mL tripsin-EDTA ¢6zeltisi ilave edildi. Erlen inkiibatérde 10
dakika bekletilerek flask ylizeyine tutunmus haldeki hicrelerin flask tabakasindan
ayrilmasi saglandi. Her hicre kultiir kabi icin 10 mL besiyeri ilave edildi. Sonra bu
hiicre slispansiyonunun hepsi alinip santrifiij tipine aktarildi ve 3000 rpm’de 3
dakika santrifiijlenip, calisma kabini altinda Ustteki toplanan sivi atilip, 10 mL
besiyeri ortami ile tekrar stispande edildi. Isik mikroskobu altinda, hiicre sayici lami
olusturan dort karenin kenar cizgileri hari¢ tutularak tzerlerindeki hiicreler sayildi
(Sekil 20). Hiicre sayisi hesabi yapildiktan sonra, hiicre siispansiyonu, hiicre kiiltlri

calismalarinda kullanilmak (izere polikarbonat filtreler Gzerine ekildi (Sekil 21).
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Sekil 20: Mikroskop altinda Caco-2 hiicrelerinin sayimi

O
O X0,

Sekil 21: Hucrelerin ekiminde ve buyutilmesinde kullanilan kultlir kabi ve polikarbonat filtrelerin
sematik gosterimi (1, 2 ve 3 no’lu oklarla gosterilen kisim kuyucuklari ifade eder)

Bir kiltlir kabr icin 15 mL ortam gerekir. Bu ortamin mL’sinde 25 hiicre
bulunmalidir. Calismamizda 2 kiltlr kabi kullanildi. Kiltiar kaplarinin hazirlanmasi
icin, 4.5 mL hiicre alinip 30 mL'ye hiicre kiltiri calisma besiyeri ile tamamlandi.
Daha sonra her bir kuyucuk icine (apikal kisima) 2 mL besiyeri ilave edildi. ilave
ederken besiyerinin tam ortaya damlatilmasina dikkat edildi. Kuyucuklarin disina
(bazolateral kisima) da 3 mL besiyeri ortami eklendi. Ekimin yapildigi 1. ve 2.
ginlerde ortam degistirildi. Daha sonra 48 saatte bir besiyeri ortami degistirildi
(Sekil 22). Caco-2 hiicrelerinin polikarbonat filtre lzerinde yetistirme islemine 21

glin boyunca devam edildi.
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Sekil 22: Caco-2 hiicrelerinin besiyeri ortaminin degistirilmesi

4.2.9.1.3 Atorvastatin Kalsiyumun Caco-2 Hiicrelerinden Gegis Calismalari

AtrCa’un gecis calismalari yapilirken apikal ve bazolateral kisimdaki besiyeri
ortamlari bosaltilip, yeni besiyeri ortami ile degistirildi ve 37+0.5°C 50 rpm’deki
yatay calkalayiciya, kaltir kaplari konuldu. Gegis calismalari apikal yénden
bazolateral yone (A-B) ve bazolateral yonden apikal yone (B-A) dogru yapildi.
Yapilacak olan gecis calismalari icin mL sinde 10 mg AtrCa icerecek sekilde SMEDDS
mikroemiilsiyonu, P3 pellet formilasyonu ve ticari tablet formilasyonu kullanildi.
Herbir formilasyon tiiri 27 mL HBSS ¢ozeltisi ile seyreltidi. Apikal yénden
bazolateral yone dogru vyapilan gecis calismalari icin 3.2 mL AtrCa igeren
formilasyon HBSS icindeki ¢ozeltisi apikal kisma konuldu. Bazolateral kisma 2.2 mL
HBSS sollisyonu ilave edildi. Bazolateral yonden apikal yone dogru olan calismalar
icin 3.2 mL AtrCa’ un HBSS icindeki ¢Ozeltisi bazolateral kisma; 2.2 mL HBSS ¢ozeltisi
apikal kisma ilave edildi. Gegis ¢alismalari boyunca 0, 30, 60, 90 ve 120. dakika
zamanlarinda 200 pL érnek alindi. ilk alinan &rnekten sonra alinan diger érneklerde
ortam hacmini sabit tutmak icin her bir 6rnek zamaninda 6rnek alindiktan sonra
ortama 200 plL HBSS ilave edildi. 120 dakika sonra final 6rnegi alindi. Alinan tim

ornekler 5 dakika boyunca 1300 rpm’de (devir/dakika) santriftj edildi. Final 6rnegi
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0. dakikada oldugu gibi ilagh kisimdan alindi. Daha sonra membranlar bir pens
yardimiyla zedelenmeden gikartilip, serum fizyolojik ile 2 ayri beherde 3 defa yikandi
ve ependorflarin icine 500 pL HBSS konuldu. Bu ependorflar 3 defa sivi azot
tankinda 1 dakika boyunca tutuldu. Sivi azot ile muamele isleminden sonra, 5 dakika
boyunca 1300 rpm hizinda santrifiij edildi. Bu ependorflardan 500 pL 6rnek alindi ve
alinan bu 6rnek membrandaki miktari (A;) olusturdu. Membran bulunan HBSS'li
ependorfa 500 pL metanol eklendi ve 5 dakika 1300 rpm’de tekrar santriflj edildi.
Sonra 500 pL 6rnek alinip, Aoy (hiicre icindeki miktar) yazan ependorfa konuldu.
Ornekler HPLC'de analiz edilene kadar -80°C’de saklandi. Gegis calismalari 3 kez
tekrarlandi ve 3 c¢alismanin ortalamasi alindi. Deneylerin sonunda zamana karsi
kiimilatif AtrCa miktarlari grafige gecirildi ve etkili permeabilite degeri Denklem 6

ile hesaplandi.

. llacin gegis hizt
Permeabilite = RO S OO . Denklem 6
Toplam molaritexYilzey alant XZaman

Etkili permeabilite her iki taraf icinde hesaplandi. (180, 123)

4.2.9.1.4  Transepitelyal Elektrik Rezistans (TEER) Degerinin Olciilmesi

Caco-2 hicrelerinin bitlinlGglinin tespitinde kullanilan yontemlerden biri de
elektriksel direncin 6lcllmesidir. Bu amagla, c¢alismada voltametre aleti
kullanilmistir. Deneye baslamadan 6nce kiltir kaplarinin igindeki ortam bosaltildi ve

icine 2 mL, disina 3 mL HBSS eklendi. Bu islem 3 defa yapildi.

Gegis calismasi icin ImL 1 M HEPES iceren HBSS karisimi kullanildi (ImL
HEPES+99 mL HBSS). Once TEER degeri bos kuyucuklarda 3 farkli ydnde voltmetre
ile 6lgldl (Sekil 23). Deneyde kullanilacak kiltlr kaplarinin TEER degerleri yine bu
U¢ yonde olclldli ve en son deney bitiminde TEER degerleri 6lctlip iki 6lgiim

arasindaki fark degerlendirildi. Boylece hiicrelerin bitinligu kontrol edilmis oldu.
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Sekil 23: TEER degerinin 6lglilmesinde kullanilan voltmetre

4.2.9.2 Hiicre Canliligi ve Sitotoksisite Testi

Caco-2 hicrelerinin canlihg izerine formilasyonlarin etkisi ve sitotoksisitesini
incelemek ve ticari formilasyonla karsilastirmak amaciyla 1x10* hiicre/mL
konsantrasyondaki Caco—2 hiicrelerinden 96 gozIU hiicre kiltiri kaplarina 100’er pL
ekildi. Bu hiicreler 24 saat 37 2C’'de % 5 CO,’li ve rutubetli ortamda inklibe edildi. 24
saat sonunda 96 goOzIi hicre kiltirtd kaplarindaki ortamlar uzaklastirilarak
sitotoksisite ¢alismalarina baslandi. HBSS iginde ¢6zlindirilmis hazirlanan
formilasyonlar (10 mg AtrCa iceren) ile 24, 48 ve 72 saat hiicreler bir arada tutuldu.
Bu suirenin sonunda hiicre kilturt kaplarindaki her bir goze 100 uL MTT (5 mg/mL
stok MTT/PBS c¢ozeltisinden alinarak) ilave edilip 4 saat inklibasyona birakildi.
Sitotoksisite testi yapilan ornekleri iceren ortamlar uzaklastiriip 100 uL DMSO 96
gozlu hicre kiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna ilave edildi. Hicre canhligini test
etmek icin absorbans degerleri 238 nm’de ELISA mikroplaka okuyuculu UV
spektrofotometre (Thermo vario scan-FHA multiplate reader) ile okutulup

degerlendirildi. Hicre canlihgl Denklem 7‘deki formiil ile hesaplandi:

Hiicre canliligt (%) = (E) X 100 ettt Denklem 7

T: Test edilen o6rneklerinden okunan absorbans degeri, R: Kontrol grubundan okunan
absorbans degeri
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4.2.10 istatistksel Degerlendirme

Elde edilen in vitro sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilecektir. Sonuglar
arasindaki farklihk ya da benzerlikleri yorumlanacaktir. Parametrik testler igin
Student t test veya ANOVA varyans analizi, non parametrik testler igin Krusger

Wallis analizi tercih edilecektir. P< 0.05 anlamli kabul edilecektir.
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5 BULGULAR

5.1.1 Model Etkin Madde Olarak Kullanilan Atorvastatin Kalsiyumun
Fizikokimyasal Ozelliklerine Ait Bulgular

5.1.1.1 Atorvastatin Kalsiyumun Infrared (IR) Spektrum Analiz Bulgulari
Yontem 4.2.1.1’de anlatildigi sekilde c¢alisilarak AtrCa’un infrared analizi

gerceklestirilmistir ve bulunan gorinti Sekil 24’de verilmistir.

1.0 —{[—_atorvastatin kalsiyum |

Abs |

0.0

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750
cm-1

Sekil 24: Atorvastatin kalsiyum etkin maddesinin infrared spektrum goériintiisi
5.1.1.2 Atorvastatin Kalsiyumun Spektrofotometrik Spektrum Analizi Bulgulari

Yontem 4.2.1.2°’de anlatildigi lizere AtrCa’un spektrofotometrik spektrum

analizinin bulunan tarama sonucu Sekil 25’de gdsterilmistir.
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Sekil 25: Atorvastatin kalsiyum etkin maddesinin spektrum goriintisi

5.1.2 Atorvastatin Kalsiyumun Miktar Tayini i¢in Kalibrasyon Egrisinin
Cizimine Ait Bulgular

5.1.2.1 Atorvastatin Kalsiyumun Spektrofotometre ile Miktar Tayini Icin
Kalibrasyon Egrisi Cizimine Ait Bulgular

Model etkin madde AtrCa’un in vitro dissollisyon ve ¢ozlintrlik ¢calismalari igin

metanol ortamindaki kalibrasyon egrisi yontem 4.2.2.1 ‘de anlatildigi gibi calisilarak

cizildi. Konsantrasyon degerlerine karsilik bulunan absorbans degerleri Tablo 17°de,

kalibrasyon egrisi grafigi ise Sekil 26’da gosterilmistir.

Madde konsantrasyonu Madde konsantrasyonu Absorbans(238 nm)
(ng/mL) (mg/mL)
4 0.004 0.028
8 0.008 0.108
12 0.012 0.18
14 0.014 0.23
16 0.016 0.278
20 0.02 0.357
24 0.024 0.438
28 0.028 0.511
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Sekil 26: AtrCa’un 238 nm de metanol kullanilarak cizilen kalibrasyon egrisi

5.1.2.2 Atorvastatin Kalsiyumun HPLC ile Miktar Tayini Icin Kalibrasyon Egrisi
Cizimine Ait Bulgular

AtrCa icin alikkonma zamani 7.1 dakika olarak belirlenmistir. Toplam analiz
suresi 10 dakika olarak belirlenmistir. Bos yapilan mobil faz enjeksiyonunda
AtrCa’un alikonmasi icin gereken siirede, herhangi bir pik gdzlenmemistir. Calisilan
dalga boyu 238 nm’dir. Mobil faza ve AtrCa’a ait kromotogramlar Sekil 27 ve Sekil

28’de gosterilmistir.
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Sekil 27: Mobil faza ait kromatogram
WD A W avelength=23T nm(CAHP CHEMWVADAT AAMINEAT ORMD A TAO1091H0 1081425 . [
Norm. E

3

20

10 +

2865

3670
[10301

2435

Sekil 28: AtrCa iceren mobil faza ait kromatogram

5.1.22.1 Metanollii Ortamda Kalibrasyon Egrisi Cizimine Ait Bulgular

Bolim 4.2.2.2.1’de anlatildigi gibi hazirlanan AtrCa cozeltilerinin analizleri
HPLC yontemi ile yapilmistir. AtrCa icin yapilan HPLC calismasi sonucu elde edilen

kalibrasyon egrisi Sekil 29'da verilmistir.
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Sekil 29: Metanol igin AtrCa ile gizilen kalibrasyon egrisi grafigi
51222 pH 1.2 Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimine Ait Bulgular

Bolim 4.2.2.2.2°de anlatildigi gibi hazirlanan AtrCa c¢ozeltilerinin analizleri
HPLC yontemi ile yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore pH 1.2 icin belirlenen

kalibrasyon egrisi Sekil 30°da gosterilmistir.

1000
900 y = 42,976x - 3,7695
800 R? =0,9993
700
600
500
400
300
200
100

0

Absorpsiyon

0 5 10 15 20 25
Derigsim (um/mL)

Sekil 30: pH 1.2 igin AtrCa ile gizilen kalibrasyon egrisi grafigi
5.1.2.23 pH 6.8 Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimine Ait Bulgular

Bolim 4.2.2.2.3’de anlatildigi gibi hazirlanan AtrCa c¢ozeltilerinin analizleri
HPLC yontemi ile yapilmistir. Elde edilen sonuclara gore pH 6.8 icin belirlenen

kalibrasyon egrisi Sekil 31‘de gosterilmistir.
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Sekil 31: pH 6.8 igin AtrCa ile gizilen kalibrasyon egrisi grafigi

5.1.2.2.4 HBSS Ortaminda Kalibrasyon Egrisi Cizimine Ait Bulgular

Bolim 4.2.2.2.4’ de anlatildigl gibi hazirlanan AtrCa c¢ozeltilerinin analizleri
HPLC yontemi ile yapiimistir. Elde edilen sonuclara gére HBSS icin belirlenen

kalibrasyon egrisi grafigi Sekil 32" de verilmistir.

1000 -

900 - y= 44,504)( + 5,3657
R*=0,999
800

700
600
500
400
300
200
100

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Sekil 32: HBSS ortami igin AtrCa ile cizilen kalibrasyon egrisi grafigi
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5.1.3 Atorvastatin Kalsiyumun Analitik Yontem Validasyonuna Ait

Bulgular

5.1.3.1 Dogruluk Sonuclari

Yontem 4.2.3.1" de anlatildigi sekilde ¢alisilarak AtrCa’ un metanol, pH 1.2, pH

6.8 ve HBSS ortamlarindaki alan degerleri Tablo 18, Tablo 20, Tablo 22 ve Tablo 24’

de, % dogruluk bulgulari ise Tablo 19, Tablo 21, Tablo 23, Tablo 25’ de verilmistir.

Tablo 18: Metanol ortaminda farkli derisimlere ait alan degerleri

Alan Degerleri (Au)

Ornek No 8 pg/mL 10 pg/mL 12 pg/mL
1 507.2 630.1 754.1
2 512.1 631.3 751.7
3 505.3 628.2 751.1
Ort 508.2 629.8 752.3
% RSS 0.69 0.2 0.2
Tablo 19: Metanol ortaminda AtrCa icin hesaplanan % dogruluk degerleri
Derisim Degerleri(pg/mL)
Ornek No 8 ug/mL 10 pg/mL 12 pg/mL
1 8.01 10.03 12.03
2 8.09 9.98 11.99
3 7.98 10.0 11.98
Ort 8.02 10.00 12
% dogruluk % 100.25 % 100.00 % 100.00
Tablo 20: pH 1.2 ortaminda farkli derisimlere ait alan degerleri
Alan Degerleri (Au)
Ornek No 8 pg/mL 10 pg/mL 12 pg/mL
1 341,8 438,3 510,2
2 342,4 428,3 514,8
3 347,9 430,5 511,7
Ort 344,03 432,37 512,23
% RSS 3,36 5,25 2,35
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Tablo 21: pH 1.2 ortaminda AtrCa igin hesaplanan % dogruluk degerleri

Derisim Degerleri(pg/mL)

Ornek No 8 ug/mL 10 pg/mL 12 pg/mL
1 8.04 10.29 11.96
2 8.05 10.05 12.07
3 8.18 10.10 11.99
Ort 8.09 10.15 12.01
% dogruluk %101.16 %101.48 %100.06
Tablo 22: pH 6.8 ortaminda farkli derisimlere ait alan degerleri
Alan Degerleri (Au)
Ornek No 8 pg/mL 10 pg/mL 12 pg/mL
1 346.87 438.3 520.7
2 350.3 427.6 528.3
3 340.3 430.3 522.7
Ort 342.49 432.07 523.90
% RSS 10.70 5.56 3.94
Tablo 23: pH 6.8 ortaminda AtrCa i¢in hesaplanan % dogruluk degerleri
Derisim Degerleri(pug/mL)
Ornek No 8 pug/mL 10 pg/mL 12 pg/mL
1 8.00 10.10 12.00
2 8.08 9.86 12.17
3 7.84 9.92 12.05
Ort 7.97 9.96 12.07
% dogruluk %99.62 %99.59 %100.61
Tablo 24: HBSS ortaminda farkl derisimlere ait alan degerleri
Alan Degerleri (Au)
Ornek No 8 ug/mL 10 pg/mL 12 pg/mL
1 367.8 450.4 539.42
2 358.3 450.3 538.7
3 362.3 452.2 542.7
Ort 362.80 450.97 540.27
% RSS 4.77 1.07 2.13
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Tablo 25: HBSS ortaminda AtrCa icin hesaplanan % dogruluk degerleri

Derisim Degerleri(pg/mL)

Ornek No 8 ug/mL 10 pg/mL 12 pg/mL
1 8.14 10.00 12.00
2 7.93 10.00 11.98
3 8.02 10.04 12.07
Ort 8.03 10.01 12.02
% dogruluk %101.80 %100.13 %100.16

51311

Kesinlik Sonuglar:

5.1.3.1.1.1 Deney ici Kesinlik Sonuglari

Yontem 4.2.3.2.1" de anlatildigi sekilde calisilarak AtrCa’ un metanol, pH 1.2,

pH 6.8 ve HBSS ortamlarindaki kesinlik sonuglarina yonelik olarak AtrCa’ un

metanolde duslk, orta, yliksek olacak sekilde segilen 8, 10, 12 pug/mL’lik derisimdeki

¢Ozeltisi hazirlanarak ardarda alti paralel enjeksiyonlar yapilmis, elde edilen

derisimlerin ortalamasi, standart sapma ve relatif standart sapmasi hesaplanmistir.

Sonuglar Tablo 26, Tablo 27, Tablo 28 ve Tablo 29’ da gosterilmistir.

Tablo 26: Metanol ortaminda deney igi kesinlik calismasina ait derisim degerleri

Ornek No 8 pug/mL 10 pg/mL 12 pg/mL
1 7.99 10.01 12.01

2 7.98 10.09 12.03

3 8.01 9.98 11.99

4 8.02 9.99 11.98

5 7.99 10.2 12.03

6 8.02 10.03 11.97

Ort 8.00 10.05 12.00

SS 0.017 0.083 0.025

% RSS 0.2 0.827 0.21
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Tablo 27: pH 1.2 ortaminda deney ici kesinlik calismasina ait derisim degerleri

Ornek No 8 pg/mL 10 pg/mL 12 pg/mlL
1 7.98 10.03 11.91

2 7.88 10.02 12

3 8.02 9.88 12.09

4 8 10.3 12.08

5 7.97 9.2 12.03

6 8.01 9.93 11.97

Ort 7.98 9.89 12.01

SS 0.05 0.37 0.07

% RSS 7.98 10.03 11.91

Tablo 28: pH 6.8 ortaminda deney ici kesinlik calismasina ait derisim degerleri

Ornek No 8 pug/mL 10 pg/mL 12 pg/mL
1 7.88 10.03 11.81
2 7.93 10.12 12

3 8.02 9.98 12.09
4 7.98 10.3 12.03
5 7.97 9.2 12.03
6 8.01 9.98 11.99
Ort 7.97 9.94 12.04
SS 0.05 0.38 0.10
% RSS 7.88 10.03 11.81
Tablo 29: HBSS ortaminda deney igi kesinlik calismasina ait derisim degerleri

Ornek No 8 pug/mL 10 pg/mL 12 pg/mL
1 7.88 9.93 11.81
2 7.93 10.12 12

3 8.12 9.98 12.08
4 7.99 10.3 12.03
5 7.97 10.3 12.03
6 8.03 9.98 12
Ort 7.99 10.10 12.04
SS 0.08 0.17 0.09
% RSS 7.88 9.93 11.81
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5.1.3.1.1.2  Deneyler Arasi Kesinlik Sonuglari

Yontem 4.2.3.2.2" de anlatildigi sekilde galisilarak AtrCa’” un metanol, pH 1.2,
pH 6.8 ve HBSS ortamlarindaki dogrusallik bulgulari AtrCa’un metanollii ortamdaki
8, 10, 12 ug/mLl’lik derisimdeki ¢ozeltisi HPLC'ye enjekte edilmistir. Bu ¢ozeltiler
deneylerin yapildigi, birbirini takip eden giin (1. glin ve 2. giin) iginde alti kez
Olclilmustlr. Elde edilen derisimlerin ortalamasi, standart sapmasi ve relatif
standart sapmasi hesaplanmistir. Sonuclar Tablo 30, Tablo 31, Tablo 32 ve Tablo

33’de gosterilmistir.

Tablo 30: Metanol ortaminda deneyler arasi kesinlik ¢calismasina ait derisim degerleri

Ornek No 8 ug/mL 10 pg/mL 12 pg/mL

1.giin 2. giin 1.giin 2. giin 1.giin 2. giin
1 7.98 7.99 10.03 10.09 12.02 12.06
2 7.96 7.99 10.05 10.05 12.06 11.97
3 7.97 8.01 9.98 9.99 12.09 11.93
4 8.02 8.03 9.99 9.97 11.98 12.03
5 8.06 8.07 9.96 10.06 11.95 12.08
6 7.99 7.98 9.97 10.05 11.97 12.05
Ort 7.99 8.01 9.99 10.03 12.01 12.02
SS 0.03 0.33 0.03 0.04 0.05 0.05
% RSS 0.46 0.42 0.35 0.45 0.45 0.48

Tablo 31: pH 1.2 ortaminda deneyler arasi kesinlik ¢alismasina ait derisim degerleri

Ornek No 8 pug/mL 10 pg/mL 12 pg/mL

1.giin 2. giin 1.giin 2. giin 1.giin 2. giin
1 7.88 8.02 10.13 10.02 12.05 12.03
2 7.96 7.98 10.15 10.05 12.06 11.93
3 8.01 8.05 9.98 9.98 12.06 11.93
4 8.02 8.03 9.99 9.97 11.97 11.93
5 8.16 8.07 9.97 10.04 11.93 12.08
6 7.98 7.99 9.98 10.03 11.97 12.03
Ort 8.00 8.02 10.03 10.02 12.01 11.99
SS 0.09 0.03 0.08 0.03 0.06 0.07
% RSS 1.15 0.43 0.83 0.33 0.47 0.55
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Tablo 32: pH 6.8 ortaminda deneyler arasi kesinlik galismasina ait derisim degerleri

Ornek No 8 pg/mL 10 pg/mL 12 pg/mlL

1.giin 2. glin 1.giin 2. glin 1.giin 2. giin
1 7.98 8.02 10.13 10.02 12.05 12.07
2 7.96 7.98 10.16 10.03 12.06 11.89
3 8.04 8.15 9.98 9.97 12.06 11.93
4 8.02 8.03 9.99 9.97 11.97 11.93
5 8.18 8.007 9.97 10.01 11.93 12.07
6 7.99 8.09 9.98 10.03 11.98 12.03
Ort 8.03 8.05 10.04 10.01 12.01 11.99
SS 0.08 0.06 0.09 0.03 0.06 0.08
% RSS 0.99 0.78 0.86 0.28 0.46 0.66

Tablo 33: HBSS ortaminda deneyler arasi kesinlik calismasina ait derisim degerleri

Ornek No 8 ug/mL 10 pg/mL 12 pg/mL

1.giin 2. giin 1.giin 2. giin 1.giin 2. giin
1 7.98 8.02 10.13 10.12 12.05 11.03
2 7.96 8.18 10.13 10.15 12.06 12.08
3 8.04 8.15 9.98 9.87 12.03 11.93
4 8.09 8.03 9.99 9.87 11.87 12.07
5 7.98 8.03 9.97 10.01 11.93 12.07
6 7.99 8.09 9.88 10.03 11.98 12.13
Ort 7.93 8.08 10.01 10.01 11.99 11.89
SS 0.05 0.07 0.10 0.12 0.08 0.42
% RSS 0.62 0.85 0.98 1.19 0.63 3.57

5.1.3.1.2  Ozgiinliik ve Segcicilik

Yontem 4.2.3.4" de anlatildigi sekilde calisilarak AtrCa’ un metanol, pH 1.2, pH
6.8 ve HBSS ortamlarindaki dogrusallik bulgulari Ozgiinliik ve secicilik 8l¢lisiiniin
tayini icin ¢ozlcl, AtrCa icermeyen mobil faz karisimi ve AtrCa iceren 6rnek enjekte
edilip alikkonma zamaninda mobil faza ait herhangi bir pik verip vermedigi
incelenmistir. Metanol, pH 1.2, pH 6.8 ve HBSS ortamlarindaki bu kromatogramlar

cok benzer olup grafikleri Sekil 33, Sekil 34’ de gosterilmistir.
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Sekil 33: Mobil faza ait kromatogram
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Sekil 34: Metanolli ortamda ortamda AtrCa igceren 6rnege ait kromatogram

5.1.3.1.3  Duyarhlik ve Saptama Sinir1
Yontem 4.2.3.5’ de anlatildigi sekilde calisilarak AtrCa’ un metanol, pH 1.2, pH

6.8 ve HBSS ortamlarindaki dogrusallik bulgulari ile AtrCa icin LOD ve LOQ degerleri
belirlenmistir. Kullanilan yontemde AtrCa’un 0.625 ug/mL derisimine kadar analiz
edilmistir. Buna gore hesaplanan LOD’si ve LOQ’su sirasiyla 0.429 pug /mL ve 1.30

pug/mL bulunmustur.
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5.1.3.14 Kisa Siireli Oda Sicakhig1 Kararhhg:

Yontem 4.2.3.6" da anlatildigi sekilde ¢ahsilarak AtrCa’ un metanol, pH 1.2, pH
6.8 ve HBSS ortamlarindaki dusik derisim (8 pg/mL) ve yiiksek derisimlerde (12
ug/mL) hazirlanan 3’er paralel standart 6rneginin enjeksiyonundan sonra érneklerin
baslangi¢, 12 ve 24. saat zamanlarinda oda sicakliginda bekletilip ayni sira ile tekrar

enjekte edilmesi sonucu ve Tablo 34-Tablo 41’ da gosterilen degerler elde edilmistir.

Tablo 34:Metanol ortaminda dislk derisimde (8 pg/mL) kisa streli oda sicakligi kararliligi testi

Ornek No 0. saat 12. saat 24. saat
1 7.88 7.89 7.99
2 7.99 8.01 7.96
3 7.95 8.02 8.01
Ort 7.99 7.99 7.99
SS 0.05 0.05 0.02
% RSS 0.65 0.74 0.25

Tablo 35: Metanol ortaminda ytiksek derisimde (12 pg/mL) kisa streli oda sicakhigi kararlilig testi

Ornek No 0. saat 12. saat 24, saat
1 12.02 11.96 11.99

2 11.99 11.89 11.89

3 11.96 11.95 11.96
Ort 11.99 11.93 11.94
SS 0.03 0.04 0.05

% RSS 0.25 0.31 0.42

Tablo 36: pH 1.2 ortaminda diistik derisimde (8 pg/mL) kisa stireli oda sicakhgi kararlihgi testi

Ornek No 0. saat 12, saat 24, saat
1 7.98 7.88 7.98
2 7.98 8.03 7.96
3 7.96 8.02 8.03
Ort 7.97 7.98 7.99
SS 0.01 0.08 0.04
% RSS 0.14 1.05 0.45
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Tablo 37: pH 1.2 ortaminda yuiksek derisimde (12 pg/mL) kisa stireli oda sicakhgi kararlihg testi

Ornek No 0. saat 12. saat 24, saat
1 12.05 11.86 11.87

2 12.09 11.99 11.99

3 11.96 11.98 11.95
Ort 11.99 11.93 11.94
SS 0.07 0.07 0.06

% RSS 0.56 0.61 0.51

Tablo 38: pH 6.8 ortaminda disiik derisimde (8 pg/mL) kisa sureli oda sicakhigi kararlilig testi

Ornek No 0. saat 12. saat 24, saat
1 7.88 8.88 7.97
2 7.96 8.03 7.86
3 7.95 7.92 8.03
Ort 7.93 8.28 7.95
SS 0.04 0.53 0.09
% RSS 0.55 6.35 1.08

Tablo 39: pH 6.8 ortaminda yiiksek derisimde (12 ug/mL) kisa stireli oda sicakhigi kararlilig testi

Ornek No 0. saat 12. saat 24. saat
1 12.15 11.86 11.77

2 12.03 11.98 11.98

3 11.96 11.98 11.96
Ort 11.99 11.93 11.94
SS 0.10 0.07 0.12

% RSS 0.80 0.58 0.97

Tablo 40: HBSS ortaminda duslik derisimde (8 pg/mL) kisa streli oda sicakligi kararlilig: testi

Ornek No 0. saat 12. saat 24. saat
1 7.87 8.98 7.93
2 7.95 7.93 7.76
3 7.96 7.98 8.04
Ort 7.93 8.30 7.91
SS 0.05 0.59 0.14

% RSS 0.62 7.14 1.78




Tablo 41: HBSS ortaminda yiksek derisimde (12 pug/mL) kisa sireli oda sicakhigi kararlihg testi

Ornek No 0. saat 12. saat 24, saat
1 12.35 12.03 11.89

2 12.23 11.98 11.98

3 11.96 11.87 11.86
Ort 11.99 11.93 11.94
SS 0.20 0.08 0.06

% RSS 1.67 0.69 0.52

5.1.4 Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

5.1.4.1 Kendiliginden Mikroemiilsifiye Olabilen Ilac Tasiyici Sistem (SMEDDS)
Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

5.1.4.1.1 Formiilasyon Terkibinde Yer Alacak Bilesenlerin Se¢cimine Ait Bulgular

Yontem 4.2.4.1'de anlatildigi sekilde AtrCa’ un farkli bilesenlerdeki
¢OzUnUrltgl belirlenmistir. HPLC ile miktar tayini yapilirken alinan 6rnekler mobil
faz ile seyreltilip analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore her bir bilesendeki

¢6zlinen AtrCa miktari Tablo 42’ de verilmistir.
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Tablo 42: AtrCa’ un farkli bilesenlerdeki ¢oztintrlik miktarlari

. HPLC ile bulunan AtrCa miktari
Kullanilan bilesenler

(mg/mL)

Misir yagl 27.7
Oleik asit 110.55
Rafine Kastrol yagi 1.53
Labrofil M 2125 4.47
Labrafil 1944 1.005
Tween 20 40.82
Tween 80 13.5
Span 80 37.1
PEG 200 45.98
PEG 400 47.475
Transkutol 6.74
Labrasol 17.3
Brij30 v 44.73
Brij 92v 30.185
Brij 96v 3.3805
Etanol 0.043
izopropil alkol 4.705
Distile su 0.011
pH: 1.2 0.0037
pH: 4.6 0.002
pH: 6.8 0.602

5.1.4.1.2 SMEDD Formiilasyonlarinin U¢gen Faz Diyagramlaria Ait Sonuclar
Yontem 4.2.4.1.2" de anlatildigi sekilde ideal SMEDD formilasyonunun

belirlenmesi icin lcgen faz diyagramlari olusturulmustur. ideal SMEDD
formilasyonunu elde etmek icin farkli YEM/YYEM oranlari ile ¢alisiimis ve oranlari
1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1 olarak
secilmistir. Tablo 43’ de hazirlanan tim SMEDD formilasyon denemelerine ait alan
degerleri gosterilmistir. Ucgen faz diyagramlarindan elde edilen alanlar sekilsel

olarak Sekil 35’ de ve alanlarin grafiksel hali Sekil 36" da gosterilmistir.
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Tablo 43: SMEDD formiilasyonlarinin liggen faz diyagramlarina ait sonuglar

Yag YEM/YYEM Su
Formiil YEM:YYEM Tween 20 — Alan Degeri
Kodu ORANI Oleik asit Span Distile Su
80/Etanol
0.5 9.5 0.00-1.5
1 9 0.00-3
1.5 8.5 0.00-3
F1 1:1 2 8 0.00- 5.9 234.53
2.5 7.5 0.00- 2.7
3 7 0.00- 24
3.5 6.5 0.00- 2.9
0.5 9.5 0.00-0.9
1 9 0.00-1.1
15 8.5 0.00-4.3
F2 1:2 2 8 0.00-3.8 224.53
2.5 7.5 0.00-4
3 7 0.00-3
3.5 6.5 0.00-3.1
0.5 9.5 0.00-0.9
1 9 0.00-1.8
1.5 8.5 0.00-4.2
F3 1:3 2 8 0.00-3.7 320.59
2.5 7.5 0.00-3.6
3 7 0.00-3.2
3.5 6.5 0.00-2.9
0.5 9.5 0.00-1.1
1 9 0.00-1.7
15 8.5 0.00-3.5
F4 1:4 2 8 0.00-4.1 224.53
2.5 7.5 0.00-4.2
3 7 0.00-3.5
3.5 6.5 0.00-3.1
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Yag YEM/YYEM Su
Formiil YEM:YYEM Tween 20 — Alan Degeri
Kodu ORANI Oleik asit Span Distile Su
80/Etanol
0.5 9.5 0.00-4.2
1 9 0.00-2.1
15 8.5 0.00-1.8
F5 1:5 2 8 0.00-4.1 224.53
2.5 7.5 0.00-4
3 7 0.00-3.6
35 6.5 0.00-3.2
0.5 9.5 0.00-1.2
1 9 0.00-1.9
15 8.5 0.00-3.9
F6 1:6 2 8 0.00-4.1 224.63
2.5 7.5 0.00-4
3 7 0.00-3.8
35 6.5 0.00-3.2
0.5 9.5 0.00-1.3
1 9 0.00-2.0
15 8.5 0.00-4
F7 1:7 2 3 0.00-4.3 256.05
2.5 7.5 0.00-3.4
3 7 0.00-3.9
35 6.5 0.00-3.5
0.5 9.5 0.00-1.9
1 9 0.00-2.4
15 8.5 0.00-4.4
F8 1:8 2 8 0.00-4.5 206.83
25 7.5 0.00-4.3
3 7 0.00-3.3
35 6.5 0.00-3.5
0.5 9.5 0.00-1.5
1 9 0.00-2.5
15 8.5 0.00-4.2
F9 1:9 2 8 0.00-4.4 206.83
2.5 7.5 0.00-4.1
3 7 0.00-3.7
35 6.5 0.00-3.4
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Yag YEM/YYEM Su
Formiil YEM:YYEM Tween 20 — Alan Degeri
Kodu ORANI Oleik asit Span Distile Su
80/Etanol
0.5 9.5 0.00-5.6
1 9 0.00-6.1
15 8.5 0.00-7
F10 2:1 2 8 0.00-3.8 238.54
2.5 7.5 0.00-2
3 7 0.00-1.8
35 6.5 0.00-1.3
0.5 9.5 0.00-3.4
1 9 0.00-3.5
15 8.5 0.00-2.7
F11 3:1 2 8 0.00-1.8 206.83
2.5 7.5 0.00-1.6
3 7 0.00-1.4
35 6.5 0.00-1.3
0.5 9.5 0.00-2.9
1 9 0.00-3
15 8.5 0.00-1.5
F12 4:1 2 8 0.00-1.2 206.83
2.5 7.5 0.00-2.8
3 7 0.00-1.2
35 6.5 0.00-1.1
0.5 9.5 0.00-1.3
1 9 0.00-1.4
15 8.5 0.00-1.1
F13 5:1 2 8 0.00-1.3 206.83
25 7.5 0.00-1.2
3 7 0.00-0.7
35 6.5 0.00-1.1
0.5 9.5 0.00-2
1 9 0.00-2.4
15 8.5 0.00-2.8
F14 6:1 2 8 0.00-1.2 206.83
2.5 7.5 0.00-1.1
3 7 0.00-0.9
35 6.5 0.00-0.8
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Yag YEM/YYEM Su
Formiil YEM:YYEM Tween 20 — Alan Degeri
Kodu ORANI Oleik asit Span Distile Su
80/Etanol

0.5 9.5 0.00-3.5
1 9 0.00-2.2
15 8.5 0.00-3.5

F15 7:1 2 8 0.00-1.6 206.83
2.5 7.5 0.00-0.8
3 7 0.00-0.7
35 6.5 0.00-1.7
0.5 9.5 0.00-2.2
1 9 0.00-3.4
15 8.5 0.00-1.2

F16 8:1 2 8 0.00-1.0 206.83
2.5 7.5 0.00-0.6
3 7 0.00-0.8
3.5 6.5 0.00-0.6
0.5 9.5 0.00-1.9
1 9 0.00-1.2
15 8.5 0.00-1.3

F17 9:1 2 8 0.00-1.1 206.83
2.5 7.5 0.00-0.9
3 7 0.00-0.8
3.5 6.5 0.00-0.7
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Sekil 35: SMEDD formiilasyonlarinin liggen faz diyagramlarindan elde edilen alanlar
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Sekil 36: Mikroemilsiyon formiilasyonlarin liggen faz diyagraminda olusturduklari alan degerleri
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5.1.41.3  Atorvastatin Kalsiyum ile Formiilasyon Cahsmalarmma Ait Bulgular

Tablo 43’ de belirtilen formilasyonlar arasinda, Sekil 36’ da goruldugi lizere
yuksek mikroemilsiyon bolgelerini veren formilasyonlar F3, F7 ve F10
formulasyonlari olarak bulundu. Sekil 37° de F3 formilasyonuna ait, Sekil 38" de F7
formulasyonuna ait, Sekil 39’ da F10 formilasyonuna ait mikroemdlsiyon alanini
gosteren (li¢cgen faz diyagrami ve bu alanlarin agirhk merkezleri (M3, M7, M10)
gosterilmistir. F3 formilasyonunun terkibi Tablo 44’ de, F7 formilasyonunun Tablo

45’ de, F10 formilasyonunun terkibi Tablo 46’ da verilmistir.

Oleik asit

100 0

F3
Su YEM/YYEM
Sekil 37: F3 mikroemiilsiyon formiilasyonuna ait iggen faz diyagrami
Tablo 44: F 3 formilasyonun terkibi ve HLB degeri
Mikroemiilsiyon Mikroemiilsiyon HLB YEM/YYEM Yag YEM/YYEM
Kodu Tipi Degeri Orani Miktari (g) Miktari (g)
F3 Y/S 12.5 1:3 1.642 6.534

%16.42 %65.34
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Oleik asit

100 0

F7
YAVAVAVAVAVAVAVa VAV
00 a0 B0 kL 80 50 40 20 an 4
Su YEM/YYEM
Sekil 38: F7 mikroemiilsiyon formiilasyonuna ait iggen faz diyagrami
Tablo 45: F 7 formulasyonun terkibi ve HLB degeri
Mikroemiilsiyon ~ Mikroemiilsiyon o YEM/YYEM Yag Miktar1 YEM/YYEM
Kodu Tipi L5 D Orani (9) Miktart (g)
F7 Y/S 12.5 1.7 1.888 6.3
%18.88 %63
Oleik asit
100 0
20 10
B0 20

AVAN
o/ NON/NN/ N F10

WAVAVAVAVAV:” - VAN

Su YEM/YYEM

Sekil 39: F10 mikroemdilsiyon formilasyonuna ait Gi¢gen faz diyagrami

Tablo 46: F10 formulasyonun terkibi ve HLB degeri

Mikroemiilsiyon ~ Mikroemiilsiyon HLB Degeri YEM/YYEM Yag Miktar1 YEM/YYEM
Kodu Tipi cee Oran1 ()] Miktar (g)
F10 Y/S 12.5 2:1 1.949 6.419

%19.49 %64.19
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5.1.5 Termodinamik Stabilite Sonuc¢larina Ait Bulgular
En yilksek alan degerlerine sahip olan F3, F7 ve F10 formilasyonlarinda
yontem 4.2.5" de anlatildigi sekilde santrifiij, 1sitma-sogutma, dondurma-¢ézme

calismalari yapilmistir. Termodinamik stabilite sonuglari Tablo 47’ de gosterilmistir.

Tablo 47: Termodinamik stabilite sonuglari

F3 F7 F10
Santrifij v v v
Isitma-sogutma v Faz ayrismasi Faz ayrismasi
Dondurma-¢6zme v Faz ayrismasi Faz ayrismasi

5.1.6 Optimal SMEDD Formiilasyonunun Fizikokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesine Ait Bulgular

Termodinamik stabilite c¢alismasi sonrasi daha stabil olarak belirlenen F3
formilasyonuna ait fizikokimyasal 6zellikler incelenmis ve 6 ay silireyle 25 + 2 °C %60
+ 5 nem, 40 + 2 °C %75 * 5 nem ortaminda stabilite calismalari yapilarak

degerlendirilmistir.

5.1.6.1 SMEDD Formiilasyonun Fiziksel Goriiniimii
Yontem 4.2.6.1 de anlatildigi sekilde F3 SMEDD formilasyonunun dis
goriinisi incelendiginde ve mikroemilsiyon sisteminin saydam ve homojen oldugu

gozlenmistir. Fiziksel gériintlsiinde bir bulaniklik, faz ayrismasi gorilmemistir.

5.1.6.2 SMEDD Formiilasyonunun pH Ol¢iim Bulgusu
Yontem 4.2.6.2" de anlatildig sekilde F3 SMEDDS formiilasyonunun pH’si oda

sicakliginda 6l¢tlmis ve olglim sonuclari Tablo 53’ da verilmistir.

5.1.6.3 SMEDD Formiilasyonunun Elektrik Iletkenligi Ol¢ciim Bulgusu
Yontem 4.2.6.3° de anlatildigi sekilde F3 SMEDDS formilasyonunun
formilasyonunun elektrik iletkenligi, iletkenlik 6lcer kullanilarak él¢iilmustiir. Olgiim

sonuclari Tablo 53’ da verilmistir.
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5.1.6.4 SMEDD Formiilasyonunun Dansite Olgiim Bulgusu
Yontem 4.2.6.4° de anlatildigi sekilde F3 SMEDDS formilasyonunun dansite

dlciimleri yapilmistir. Olciim sonuglari Tablo 53’ da verilmistir.

5.1.6.5 SMEDD Formiilsyonunun Refraktif indisi Ol¢iim Bulgusu
Yontem 4.2.6.5" de anlatildigi sekilde F3 SMEDDS formilasyonunun refraktif
indisi 6lciimii Atago llluminator marka refraktometre ile yapmistir. Olgiim sonuglari

Tablo 53’ da verilmistir.

5.1.6.6 SMEDD Formiilasyonunun Viskozite Olciim Bulgusu

Yontem 4.2.6.6" da anlatildigi sekilde F3 SMEDDS formulasyonunun viskozitesi
37 +1 °C’de Brookfield viskozimetresi ve ULA isimli spindle kullanilarak olgilmustir.
Viskozite degeri Centipoise (cP) olarak bulunmus ve 6lgciim sonuglari Tablo 53’ da

verilmistir.

5.1.6.7 SMEDD Formiilasyonunun Emiilsifikasyon Zamani Bulgusu

Yontem 4.2.6.77 de anlatildigi sekilde F3 SMEDDS formilasyonunun
emdlsifikasyon zamani denemesi yapilmis ve F3 formilasyonunun 10 saniyede
tamamen dagildi gézlenmistir. Formilasyonun 10 saniye igindeki gorinimi Sekil

40’ da gosterilmistir.
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Sekil 40: Emilsifikasyon zamanina ulasan F3 formilasyonunun goriinimii
5.1.6.8 SMEDD Formiilasyonunun Disperse Olabilme Bulgusu

Yontem 4.2.6.8" de anlatildig1 sekilde F3 SMEDDS formilasyonunun disperse
olabilme denemesi yapilmistir. Formilasyonun Asama A 6zellikte oldugu gozlemistir

ve gorinimi Sekil 41’ de gosterilmistir.

Sekil 41: Disperse olabilme denemesi sonucu F3 formilasyonu gorinimii
5.1.6.9 SMEDD Formiilasyonunun Dagilim Dayaniklilig: Bulgulari

Yontem 4.2.6.9’ da anlatildigi sekilde F3 SMEDDS formilasyonunun dagihm
dayaniklihgr denemesi gerceklestirilmistir. Etkin madde icermeyen F3 SMEDD

formulasyonun zeta avarage degerleri Tablo 48’de polidispersite indeksleri Tablo 49’
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da, etkin madde iceren F3 SMEDD formiilasyonuna ait zeta-average degerleri Tablo

50’de ve polidispersite indeks degerleri ise Tablo 51’de verilmistir.

Tablo 48: Etkin madde igermeyen SMEDDS formilasyonun zeta avarage(dnm) degerleri

Diliisyon Zaman (saat) Distile sut SS pH:1.2+ SS pH:6.8+ SS
1:1 0 1270+1.2 1210+ 1.0 5639+15
1:10 0 424.8+2.5 236.5+1.5 518.8+1.5
1:50 0 413.5+2.0 2458+ 1.6 368.1+2.0
1:100 0 277.9+1.5 2299+1.0 359.6+1.3
1:250 0 2239+1.1 2109+1.8 317.36+1.0
1:500 0 193.4+1.5 175.7+2.1 3104+1.8
0 177.6 £1.6 185.6+1.3 202.3+1.0

1:1000 2 17196+ 1.6 185.6+2.3 206.1+1.8
24 172.3+1.8 186.9+1.0 2139+1.4

Tablo 49: Etkin madde igermeyen SMEDD formilasyonun polidispersite indeksi degerleri

Diliisyon Zaman (saat) Distile sut SS pH:1.2+ SS pH:6.8+ SS
1:1 0 1.00+0 1.00+0 0.913 +0.05
1:10 0 0.742 £ 0.07 0.839+0.03 0.836 +0.08
1:50 0 0.723 +0.02 0.603 + 0.05 0.809 + 0.08
1:100 0 0.565 + 0.08 0.526 + 0.15 0.732+0.2
1:250 0 0.459 + 0.03 0.456 + 0.15 0.669 + 0.08
1:500 0 0.465 +0.03 0.537 +£0.07 0.496 £ 0.5
0 0.393+0.06 0.456 + 0.05 0.463+0.3
1:1000 2 0.470+0.03 0.550 + 0.09 0.757 £ 0.05
24 0.503 + 0.05 0.346 + 0.06 0.346 + 0.06

Tablo 50: Etkin madde igeren SMEDDS formulasyonun zeta avarage (dnm) degerleri

Diliisyon Zaman (saat) Distile sut SS pH:1.2+ SS pH:6.8+ SS

1:1 0 900.2+1.2 378.6 +1.05 437 1.5
1:10 0 2223+1.4 230.9 +1.62 299.5+1.46
1:50 0 178.5+1.36 214.06 +6.65 306.9+1.2
1:100 0 143.2+1.8 167.36 £1.04 251.6+1.08
1:250 0 153.3+2.0 160.5+ 1.0 250.6 £ 4.7
1:500 0 140.8 £+ 1.8 160+1.3 240.7 £1.15
0 169.8 £5.6 187.1+5 2142 +1.9

1:1000 2 165.2 £ 0.6 185.0+ 10 264.2+2.0
24 170.7+1.3 189.9+1.5 281.4+1.6
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Tablo 51: Etkin madde iceren SMEDDS formiilasyonun polidispersite indeksi degerleri

Diliisyon Zaman (saat) Distile sut SS pH:1.2+ SS pH:6.8+ SS

1:1 0 0.650 £ 0.02 0.83+0.15 0.76 £ 0.04

1:10 0 0.551+0.06 0.687 £ 0.06 0.78£0.24

1:50 0 0.549+0.01 0.697 £0.13 0.65+0.1

1:100 0 0.47 £0.148 0.55 + 0.05 0.54 £ 0.05

1:250 0 0.46 £ 0.06 0.5+0.12 0.567 £ 0.09

1:500 0 0.45+0.1 0.479 £ 0.09 0.56+0.12

0 0.43+0.01 0.371+£0.05 0.56 £ 0.09

1:1000 2 0.470+0.01 0.766 £ 0.05 0.658 £ 0.1

24 0.495 +0.13 0.712+£0.04 0.841 +£0.02
14 Tt = = m o momomoaomomomomomeom osgmommomeomemsomEmommeomomem .. .....................................
S I .. ............. ....................
Q0T - s mmmr e e .. .............. / . \, .................
8.._...........................................,-....."-.": .................
6 .....................................................................

1000

Sekil 42: Etkin madde icermeyen F3-SMEDDS formiilasyonunun distile su ortaminda damlacik boyutu

dagi
12

10

hmi grafigi

1000

Sekil 43: Etkin madde iceren F3-SMEDDS formilsyonunun distile su ortaminda damlacik boyutu

dagi

limi grafigi
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5.1.6.10 SMEDD Formiilasyonunun Partikiil Biiyiikliigii Bulgulari

Yontem 4.2.6.10° da anlatildigi sekilde F3 SMEDDS formiilasyonunun partikdl
blylkligu incelenmistir. Partikil blyuklugl ve polidispersite indeksleri Tablo 52’ de
gosterilmistir. Bu formilasyona etkin madde icermeyen damlacik boyutu grafigi
Sekil 42, etkin madde iceren formilasyonunun damlacik boyutu grafigi Sekil 43’de

gosterilmistir.

Tablo 52: F3 SMEDDS formilasyonuna ait partikil boyut (dnm) ve PDI degerleri

Formiilasyon Partikiil boyutu + SS PDI £ SS
Etkin madde igermeyen SMEDD 106.73 £ 1.11 0.436 +0.08
Etkin madde iceren SMEDD 112.36 £ 0.58 0.426 £ 0.05

5.1.6.11 SMEDD Formiilasyonunun Zeta Potansiyel Bulgulari
Yontem 4.2.6.11° de anlatildigi sekilde F3 SMEDDS formilasyonunun zeta
potansiyel Olcimu gerceklestirilmistir. Zeta potansiyel degeri “-7.83” mV olarak

bulunmustur (n=6). Zeta potansiyel bulgularina ait grafik Sekil 44’ de gosterilmistir.

Fema Potertial DisTixsion

o : : : :

0

i
Sekil 44:F3 SMEDD formilasyonunun distile su ortaminda zeta potansiyel grafigi
5.1.6.12 SMEDD Formiilasyonunun % Geg¢irgenlik Bulgusu

Yontem 4.2.6.12' de anlatildigi sekilde F3 SMEDDS formilasyonunun %
gecirgenlik denemesi gerceklestirilmistir. SMEDD formilasyonlarinda formilasyon
100 kat deiyonize su ile seyreltildiginde berrak bir yapiya sahipse yaklasik %100
gecirgenlige ulasmis demektir (197). Turbidimetri ile gerceklestirilen ¢alismada kor
olarak kullanilan suya karsilik seyreltilen formilasyonun gecirgenligi %96.2 olarak

bulunmustur.
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5.1.6.13 SMEDD Formiilasyonunun Bulaniklik Bulgusu

Yontem 4.2.6.13’ de anlatildigi sekilde F3 SMEDDS formulasyonunun bulanikhk
denemesi gercgeklestirilmistir. Bulaniklik noktasi SMEDD formilasyonlarinda basarili
stabil bir mikroemilsiyon elde etmede ©6nemli bir parametredir. Bulanikhk
noktasindan daha yiliksek sicaklikta donlsimsiiz faz ayrismasi gozlenir ve etkin
madde absorpsiyonu azalir. Bu nedenle mide bagirsak yolu boyunca faz ayrismasinin
online gegcmek icin bulaniklik noktasinin 37°C den yiiksek olmaldir (197). F3 SMEDD

formulasyonun bulaniklik noktasi 75°C olarak bulunmustur.

Tablo 53: SMEDDS formilasyonunun elektirik iletkenligi, vizkozite, pH, refraktif indisi, dansite
olciimiine ait veriler (t=0 aninda)

Elektriksel . . e e .
letkenlik Vizkozite (cP) pH Refraktif indisi Dansite (gr/mL)
F3 69 ps/cm 10.15 5.1 1.512 0.122

5.1.6.14 SMEDD Formiilasyonunun Icerik Miktar1 Bulgusu
Yontem 4.2.6.14’de anlatildig1 sekilde F3 SMEDDS formilasyonunun igerik

miktari HPLC ile analiz edilmistir. Bulunan miktarlar % olarak Tablo 54’de verilmistir.

Tablo 54: SMEDD formiilasyonlarinin % icerik miktarlari

Deneysel elde edilen Formiilasyonda teorik % AtrCa igerik
AtrCa miktari (mg/mL)  madde miktari (mg/mL) miktari
1. 0.0099 0.01 99
2. 0.0098 0.01 98
3. 0.010 0.01 100
4, 0.0103 0.01 103
5. 0.011 0.01 110
6. 0.0099 0.01 99
Ortalama 0.01015 0.01 101.5
S.S 0.0004 - 4.5
%RSS 4.43 - 4.43

5.1.6.15 SMEDDS Formiilasyonunun Stabilite Calismalari

Yontem 4.2.6.15 de anlatildigi sekilde F3 SMEDDS formilasyonunun
stabilitesinin incelenmesi amaciyla, hazirlanan SMEDDS formiilasyonu, 25 + 2 2C
%60 + 5 ve 40 £ 2 °C %75 £ 5’de alti ay boyunca agzi siki kapali kapta saklandi.
Formilasyonlar fiziksel goriinim, bulaniklik ve faz ayrismasi, elektirik iletkenligi, pH
ve damlacik blydklaglu gibi ozellikleri baslangicta, Uclinci ve altinci aylarda

incelendi. Baslangicta (t=0 aninda), Gglinci, altinci aylarda iki sicaklikta da tim
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formilasyonlarda fiziksel goriinis, bulaniklik ve faz ayrismasi gozlenmedi. 6. ayin
sonunda her iki sicaklikda etkin madde iceriginde anlamli bir degisme olmamistir

(Tablo 54).

Tablo 55: SMEDD formiilasyonunun stabilite sonuglari

. 25*5°C % 40 £ 5°C % 25+ 5°C % 40 £ 5°C % 25+ 5°C % 40 £5°C %
Olgiilen

60+ 5 755 60+ 5 75+ 5 60+ 5 75+ 5

parametre
0. ay 3. ay 6. ay

pH 5.12 +0.05 5.13+0.02 5.13+0.037 5.13+0.05 5.12+0.12 5.12+0.016
Refraktif
indek 1.512+0.003 1.512+0.002 1.513+0.0012  1.513+0.002 1.513+0.003 1.512+0.002
indeks
Elektriksel
iletkenlik 69+0.01 69+0.01 68+0.027 68+0.05 69+0.03 69+0.02
(Ws)
Dansite
(@/mL) 0.122+0.0001  0.123+0.0003 0.123+0.0002 0.122+0.0001 0.122+0.0003 0.123+0.0003
g/m
Damlacik
boyutu 112.3614.5 112.361£5.31 111.98+4.5 119.747.5 112.4+9.74 112.37+6.7
(nm)
Viskozite
P) 10.1540.3 10.12+0.10 10.11+0.210 10.1410.4 10.13+£0.2 10.13+0.4
c

5.1.7 Pellet Formiilasyonu Gelistirme Calismalarina Ait Bulgular

5.1.7.1 Pellet Formiilasyonlari Olusturmak icin Gelistirilen Mikroemiilsiyon
Formiilasyonlarina Ait Bulgular

5.1.7.1.1  YYEM i¢ermeyen Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarin Céziiniirliiklerinin
Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Yontem 4.2.7.3’ de anlatildigi sekilde YYEM icermeyen formiilasyonlara ait

¢Ozlinlrlik degerleri Tablo 56’ da verilmistir.

Tablo 56: YYEM igermeyen mikroemiilsiyonlarda ¢ézinurlik galismasi

Formilasyon Absorbans Konsantrasyon  Coéziniirliik(mg/mL)
F18 1.595 0.076 0.726

F19 1.849 0.088 0.88

F20 0.371 0.02 0.2

F21 0.324 0.0179 0.179
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5.1.7.1.2 YYEM iceren Formiilasyonlarin Céziiniirliiklerinin Degerlendirilmesine Ait
Bulgular

Yontem 4.2.7.5" de anlatildig1 gibi YYEM olarak segilen transkutol ve 1-metil

prolidon iceren formilasyonlara ait ¢ozinurlik degerleri Tablo 57’ de verilmistir.

Tablo 57: YYEM igeren mikroemdiilsiyonlarda ¢ozuintrlik ¢aligmasi

Formilasyon Absorbans Konsantrasyon Cozunarliuk (mg/mL)
F22-T 0.852 0.042 4.2

F23-MP 0.928 0.0459 4.59

F24-T 0.854 0.0425 4.25

F25-MP 0.875 0.043 4.3

5.1.7.1.3  Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarimin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesine
Ait Bulgular

5.1.7.1.3.1 Mikroemiilsiyon Tipinin Belirlenmesi
Yontem 4.2.7.7.1’ de anlatildigi sekilde E1, E2, E3, E4 ve E5 formilasyonlarinin
tipinin belirlenmesi adina iletkenlik testi yapilmistir. E5 formilasyonu iletken

olmayip su/yag tipinde bulunmustur.

5.1.7.1.3.2  Mikroemiilsiyonlarin Viskozite Olciimleri
Yontem 4.2.7.7.2’ de anlatildigi sekilde E1, E2, E3, E4 ve E5 formilasyonlarinin
viskoziteleri 6lcilmistir. Mikroemilsiyonlarin kayma hizina karsi kayma gerilimi

grafigi Sekil 45’ de gosterilmistir.

16 -
14 -

12 4

®E1
WE2
E3

Kayma Gerilimi

X E4

0 n i i T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Kayma hizi

Sekil 45: Mikroemiilsiyonlarin kayma hizina karsi kayma gerilimi grafigi
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5.1.7.1.3.3  Mikroemiilsiyonlarin Bulanikhik Olciimii

Yontem 4.2.7.7.3" de anlatildigi sekilde E1, E2, E3, E4 emdilsiyonlarinin
bulaniklik  (tlrbidimetrik)  Olgcimleri  gergeklestirilmistir.  Tim  emilsiyon
formiilasyonlarin belirtilen sartlarda stabil oldugu g6zlenmis ve grafikleri Sekil 46’ da

gosterilmistir.

Back scaterring (scale 0-1)

0 20 30 40 50 50

Distance from bottom (mm?

Sekil 46:Mikroemdilsiyon formulasyonlarinin stabilite degerlerinin gézlenmesi

5.1.7.1.4 Mikroemiilsiyon Formiilasyonundan Pellet Formiilasyonu Eldesine Ait Bulgular

5.1.7.1.41 %60 Oraminda Yag/ YEM/YYEM Iceren Mikroemiilsiyon Formiilasyonundan
Pellet Formiilasyonu Eldesine Ait Bulgular

Yontem 4.2.7.8.1 de anlatildigi sekilde P1, P2, P3, P4 olarak adlandirilan pellet
formilasyonlari olusturulmustur. Ayni miktarda kati faza mL sinde 50 mg AtrCa
bulunan emiilsiyon formilasyonlari yiklenmis ve pellet olusturmak icin sarfedilen

miktarlar Tablo 58’ de goOsterilmistir.

Tablo 58: Pellet olusturmak igin sarfedilen emilsiyon miktarlar

Pellet ismi P1 P2 P3 P4
Sarfedilen

mikroemiilsiyon 40 mL 42 mL 40 mL 40 mL
miktari
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5.1.7.15 Pelletlerde Yapilan Fizikokimyasal Analizlere Ait Bulgular
5.1.7.1.5.1  Pelletlerin Yogunluk Analizi Bulgulari
Yéntem 4.2.7.9.1° de anlatildigi sekilde analiz gerceklestirilmistir. Olciim

sonucu P1, P2, P3 ve P4 pelletlerine ait yogunluk degerleri Tablo 59’ de verilmistir.

Tablo 59: Pelletlerin yogunluklar

Pellet ismi Agirlik (g) Yogunluk (g/cc)
P1 2.1351 1.2758
P2 2.2488 1.4086
P3 2.2514 1.3123
Pa 2.2500 1.3414

5.1.7.1.5.2  Kiime Dansite, Sikistirilmis Dansite Degerleri Sonuclari

Yontem 4.2.7.9.2’ de anlatildigi sekilde pelletlerin her birinin Kiime dansite ve
sikistirilmis dansitesinin 6l¢iminden hareketle Hausner oranlari ve Carr indeks
degerleri Tablo 60’ de verilmistir. Bulunan Hausner oran ve Carr indeks degerlerine

gore pelletlerin akislarinin mikemmele yakin oldugu séylenebilmektedir.

Tablo 60: Pelletlere ait Kiime Dansite, Sikistirilmis Dansite, Hausner Oran ve Carr indeks degerleri

Pellet ismi Kiime dansite Zg:itiltzlm'; Hausner orani :E;;r UL
P1 0.664 0.726 1.09 8.5

P2 0.585 0.654 1.11 10.5

P3 0.722 0.77 1.066 6.23

Pa 0.676 0.710 1.05 4.788
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5.1.7.1.5.3  Friabilite Analizi Sonuc¢lari
Yontem 4.2.7.9.3’ de anlatildigi sekilde P1, P2, P3 ve P4 pelletlerinde friabilite

analizleri gergeklestirilmistir. Friabilite sonuglari Tablo 61’ de verilmistir.

Tablo 61: Pelletlere ait % Friabilite degerleri

Pellet ismi ilk agirlik Son agirlik % Friabilite degerleri
P1 2.995 2.878 3.90

P2 2.998 2.409 19.64

P3 2.994 2.955 1.30

P4 2.996 2.5 16.55

5.1.7.1.5.4  Pelletlerin Mikroskop Gériintiisii Bulgulari
Yontem 4.2.7.9.4" de anlatildigi sekilde pelletlerin partikiil sekillerinin
mikroskop gorintlsd alinmistir. Alinan gorintiiler P1 pelleti icin Sekil 47’ de, P2

pelleti icin Sekil 48 de, P3 pelleti icin Sekil 49’ da, P4 pelleti icin Sekil 50’ de

gosterilmistir.

Sekil 47: P1 pelletine ait mikroskop goériintisi (Olympus U-SPJ 40 x 0.65)

Sekil 48: P2 pelletine ait mikroskop gortntiisi (Olympus U-SPJ 40 x 0.65)
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Sekil 49: P3 pelletine ait mikroskop gériintisi (Olympus U-SPJ 40 x 0.65)

Sekil 50: P4 pelletine ait mikroskop goriintlsi (Olympus U-SPJ 40 x 0.65)

5.1.7.1.5.5  Pelletlerin Titresimli Elek Testi Bulgulari

Yontem 4.2.7.9.5° de anlatildig1 sekilde pelletlerin boyut analizleri
gerceklestirilmistir. Verilen titresim sonunda; 1200-1700 pum, 850-1200 um, 600-850
pum, 425-600 pm, 300-425 pum, 121-300 pum, 150-212 pum araliginda bulunan
pelletlerin agirlik, % agirlk ve % toplanan degerleri P1 pelleti icin Tablo 62’ de, P2
pelleti icin Tablo 63’ da, P3 pelleti icin Tablo 64’ de ve P4 pelleti icin Tablo 65’ de

verilmistir.

Tablo 62: P1 pelletlerinin boyut dagilimi

?:r‘:)‘t dagihimi Agirlik (g) % Agirhik % Toplanan miktar
1200-1700 231 9.94 9.94

850-1200 19.52 84.02 93.96

600-850 1.27 5.467 99.427

425-600 0.09 0.387 99.814

300-425 0.01 0.043 99.857

121-300 0.01 0.043 99.9

150-212 - - 99.9
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Tablo 63: P2 pelletleriinin boyut dagilimi

::;:Itml (um) Agirhk (g) % Agirhk % Toplanan miktar
1200-1700 2.31 9.94 9.94

850-1200 19.52 84.02 95.85

600-850 1.27 5.467 95.13

425-600 0.09 0.387 95.282

300-425 0.01 0.043 95.33

121-300 0.01 0.043 99,9

150-212 - - 99.9

Tablo 64: P3 pelletlerinin boyut dagilimi

(B:lz]u)t dagilimi Agirlik (g) % Agirhik % Toplanan miktar
1200-1700 6.01 20.75 9.94

850-1200 21.02 72.582 93.33563

600-850 1.76 6.077 99.41

425-600 0.15 0.517 99.93

300-425 0.02 0.069 100

121-300 - - 100

150-212 - - 100

Tablo 65: P4 pelletlerinin boyut dagilimi

Boyut dagilimi

(um) Agirlik (g) % Agirhik % Toplanan miktar
1200-1700 2.49 8.758 8.75

850-1200 23.67 83.25 92.01

600-850 211 7.421 99.43

425-600 0.15 0.527 99.96

300-425 0.01 0.035 100

121-300 - 0.043 99.9

150-212 - - 99.9

5.1.7.2  Pellet Formiilasyonlarinin Emiilsifikasyon Zamani ve Damlacik (Partikiil)
Biiyiikliigii Analizi Bulgulari

Yontem 4.2.9.6’da anlatildigi

gibi P3 ve P4 pellet formilasyonlarinin

emdlsifikasyon zamani ve damlacik blyUkIGglu analizi gergeklestirilmis. Her iki
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formulasyonunda emiilsifikasyon zamaninin 15 saniyeden kisa oldugu gozlenmistir.

Bu ortamdaki damlacik buylkligu analizler bulgulari ise Tablo 66’da verilmistir.

Tablo 66: Pellet formilsyonlarinin damlacik boyutu analiz bulgulari

Formilasyon Damlacik boyutu#SS PdI£SS
P3 pellet 200.8+10 0.563+0.05
P4 pellet 195.8+10 0.465+0.05

5.1.7.3 Pellet Formiilasyonlarinin Miktar Tayinlerine Ait Bulgular

Yontem 4.2.7.9.7°de anlatildig1 sekilde P3 ve P4 pellet formiilasyonlarinin
icerik miktar1 altigar ayr1 pellet formiilasyonunda Sl¢iilmiis ve sonuglart HPLC cihazi
ile bulunmustur. Bulunan miktarlar % olarak P3 pelleti igin Tablo 67’ da, P4 pelleti

icin Tablo 68’ de verilmistir.

Tablo 67: P3 pellet formiilasyonunun % icerik miktarlari

Deneysel elde Formiilasyonda A
edilen AZrCa miktari teorik m\;dde % Atr.Ca icerik

(mg/mL) miktar (mg/mL) wllseTi
1. 0.0098 0.01 98
2. 0.0099 0.01 99
3. 0.011 0.01 110
4, 0.0123 0.01 123
5. 0.011 0.01 110
6. 0.0096 0.01 96
Ortalama 0.0106 0.01 106

S.S 0.0010 - 10,33
%RSS 9.74 - 9,74

Tablo 68: P4 pellet formilasyonunun % igerik miktarlari

Deneysel elde Formiilasyonda .
edilen AZrCa miktari teorik m‘;dde % AtrFa icerik
(mg/mL) miktar (mg/mL) ullseTi

1. 0.0096 0.01 96
2. 0.0098 0.01 98
3. 0.0103 0.01 103
4, 0.0098 0.01 98
5. 0.0106 0.01 106
6. 0.0099 0.01 99
Ortalama 0.01 0.01 100

S.S 0.0003 - 3.74

%RSS 3.74 - 3.74
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5.1.7.3.1.1  Pelletlerin Stabilitelerine Ait Bulgular

Yontem 4.2.7.9.8’de anlatildigi sekilde P3 pellet formilasyonunun
stabilitesinin incelenmesi amaciyla, hazirlanan SMEDDS formiilasyonu, 25 + 2 2C
%60 £ 5 nem ve 40 + 2 2C %75 + 5 nemde alti ay boyunca saklandi. Formiilasyon
pellet yogunlugu, kiime dansite sikistirilmis dansite, boyut analizi gibi ozellikleri
baslangicta, lglinci ve altinci aylarda incelendi. Baslangi¢ta (t=0 aninda), Uglincd,
altinci aylarda iki sicaklikta da yapilan stabilite sonuclari Tablo 55’ de verilmistir. 6.
ayin sonunda her iki sicaklikda etkin madde igeriginde anlamh bir degisme

olmamistir (Tablo 67).

Tablo 69: P3 pellet formiilasyonunun stabilite sonuglari

2515°C % 40 £5°C % 25+5°C % 40 £5°C % 2515°C % 40 £5°C %

Olgiilen
g 60% 5 (£SS) 75% 5 (£SS) 60% 5 (£SS) 75% 5 (£SS) 60% 5 (£SS) 75% 5 (£SS)
parametre
0. ay 3. ay 6. ay
Pellet
1.3123 +0.05 1.3122+0.02 1.312110.04 1.312340.06 1.3122+0.14 1.3122+0.02
yogunlugu
Kime
. 0.722+0.001 0.722+0.002 0.721+0.001 0.723+0.002 0.724+0.003 0.722+0.002
dansite
Sikigtingmis
. 0.77+0.01 0.754+0.01 0.76+0.02 0.77+0.05 0.76+0.03 0.77+0.02
dansite
Friabilite(%6) 1.30£0.03 1.3110.04 1.33+0.01 1.3240.05 1.334+0.02 1.32+0.05
Boyut
o 850-1200 850-1200 850-1200 850-1200 850-1200 850-1200
analizi(nm)

5.1.8 in vitro Salim Calismalarina Ait Bulgular

Yontem 4.2.8'de anlatildigi  sekilde in vitro salim ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Oncelikle etkin maddenin pH 1.2 ve pH 6.8 ortamlarinda
kapsulli ve kapsllstz salim ¢alismalar yurttilmastir. AtrCa’ un pH:1.2 ortaminda
dislik ¢ozundrligine bagh olarak, etkin olmadigl yapilan salim galismasi sonucu

gozlemlenmistir (Sekil 51).

AtrCa etkin maddesinin ¢6zlnurlGgl pH 1.2 ortaminda disitk oldugu ve FDA
¢Ozlinlrlik ortamini pH 6.8 olarak verdigi icin gelistirilen formilasyonlarin in vitro
testleri pH 6.8 ortaminda yapilmistir. Kapsilli ve kapsilsiz sonuglarda farkhlik
gozlenmedigi icin yalnizca kapsilli salimlara ait sonuclar verilmis ve bu sonuclar

Sekil 52, Sekil 53, Sekil 55, Sekil 55 ve Sekil 56’ da gosterilmistir.
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Sekil 51: pH 1.2 ortaminda AtrCa’ un kapsillii salim degerleri (+SS)
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Sekil 52: pH 6.8 ortaminda AtrCa’ un kapsulli salim degerleri (+SS)
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Sekil 53: Konvansiyonel tabletin pH 6.8 ortaminda salim degerleri (+SS)
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Sekil 54: F3 SMEDD formiilasyonun pH 6.8 ortaminda kapsiillii salim degerleri (+SS)
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Sekil 55: P3 Pellet formiilasyonun pH 6.8 ortaminda kapsullii salim degerleri (zSS)
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Sekil 56: P4 Pellet formiilasyonunun pH 6.8 ortaminda kapsulli salim degerleri (zSS)

5.1.8.1 Invitro Saltm Calismalarinin Kinetik Degerlendirmesine Ait Bulgular
Konvansiyonel tablet, P3 ve P4 pelletleri ve SMEDD formiilasyonunun in vitro

salim c¢alismalarinin  sonuglarinin  sifirinci  derece, birinci derece, Higuchi,

Langenbucher esitlikleri icin yapilan uyum analizi Tablo 70’da verilmistir.
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Tablo 70: Formilasyonlarin kinetik degerlendirme bulgulari

Konvansiyonel
Tablet

SMEDD

P3 pellet

P4 pellet

y=0.5423x+66.73

y=0.9018x+56.84

y=1.1564x+34.43

y=0.9018x+56.84

Sirinci derece  r’=0.9005 r’=0.4042 r’=0.7772 r’=0.6357
*26837.4 *26141.5 *10937 *18245.6
y=-0.05x+4.04
y=0.0352x+3.63  y=0.0546x+3.59 y=-0.047x+4.27
2
o " " 5 r’=0.9269
Birinci derece  r°=0.9208 r'=0.79989 r'=0.9482
*39.9464 *807.66
*3186.05 *380.89

y=5.7217x+53.79

y=9.9396x+35.34

y=11.3285x+15.97

y=10.0392x+28.6

Higuchi r’=0.9318 r’=0.5961 r’=0.9055 r’=0.8092
*54.76 *2389.18 *477.85 *848.27
y=0.1434x-0.55 y=0.1664x-0.61 y=0.1425x-0.59 y=0.1463x+0.56

2 2 2 2
r’=0.9488 r’=0.9592 r’=0.8768 r’=0.9398

Langenbucher
*66.16

*105.45 *1145.13 *¥347.95
« 2(Res)?
n-—2

5.1.9 invitro Permeabilite ve Sitotoksisite Calismalarina Ait Bulgular

5.1.9.1 Hiicre Kiiltiir Sistemleri ile Ilgili Bulgular

51911

5.19.1.1.1

Caco-2 Hiicreleriyle Yapilan Geg¢is Calismalara Ait Bulgular

Caco-2 Hiicrelerinin Polikarbonat Filtre Uzerine Ekimine Ait Bulgular

Yontem 4.2.9.1.2" de anlatildigi sekilde Caco—2 hiicrelerinin ekimi yapilmistir.

Elde edilen sayim sonuglari Tablo 71’ de ve her bir kuyucukta olmasi gereken hiicre

sayisi ve besi yeri miktari Tablo 72’ de gosterilmistir.
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Tablo 71: Her bir kuyucuk icin ekilecek olan hiicrelerin sayimina ait sonuclar

Hiicre Sayiminda Kullanilan Karelerdeki (1, 2, 3, 4) Hiicre Sayilari

1. kare 2.kare 3.kare 4.kare

1. Sayim 160 193 185 189
2. Sayim 185 190 193 176
3. Sayim 168 165 190 185
4. Sayim 185 185 185 175

5. Sayim 179 180 179 182
Ort 175 183 186 181

SS 11.05 11.01 5.36 5.94

Tablo 72: Ekim sirasinda alinacak hiicre stispansiyonu ve besiyeri miktari (mL)

Alinacak hiicre siispansiyonu

Ortalama hiicre sayisi Besiyeri miktari (mL)

(mL)
175 2.5 12.45
183 2.5 12.45
186 2.5 12.45
181 2.5 12.45

5.1.9.1.2 Atorvastatin Kalsiyumun Caco-2 Hiicrelerinden Gecis Calismalarina Ait Bulgular

Yontem 4.2.9.1.3'de anlatildigi sekilde AtrCa’un gecis calismalari yapilmistir.
Deneyler boyunca 0, 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda 6rnekler alinip HPLC ile analizi
yaptimistir. Caco—2 hicrelerinden AtrCa apikal yonden bazolateral yone ve
bazolateral yénden apikal yoéne dogru yapilan gegis ¢alismalarinin sonuglari Sekil 57-
Sekil 64’ de gosterilmistir. Sekil 65 ve Sekil 66’da permeabilite degerleri her iki yon
icin karsilagtirmali olarak verilmistir. Bu verilerin sonuglari Tablo 73’de verilmisgtir.

Effluks degerlerine ait grafik Sekil 67°da, verileri ise Tablo 74’de verilmistir.
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Zaman (dakika)

Kiimiilatif gegen AtrCa miktari (mg/mL)
wv

Sekil 57: 10 mg AtrCa’ un apikal kisimdan bazolateral kisima dogru yapilan gegcis ¢calismalarina ait
grafik (zSS)

[y
o

Kumiilatif gecen AtrCa miktari (mg/mL)
O P, N W b U1 O N 00 O

0 30 60 90 120
Zaman (dakika)

Sekil 58: 10 mg AtrCa’ un bazolateral kissmdan apikal kisima dogru yapilan gecis calismalarina ait
grafik (zSS)
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[any
o

Kiimiilatif gegen AtrCa miktri (mg/mL)
O P, N W b U1 O N 00 O

0 30 60 90 120
Zaman (dakika)

Sekil 59: 10 mg AtrCa’ un F3-SMEDD formilasyonunun apikal kisimdan bazolateral kisima dogru
yapilan gegis calismalarina ait grafik (zSS)

[y
o

Kiimiilatif gegen AtrCa miktari (mg/mL)
O P N W b U1 O N 00 O

0 30 60 90 120
Zaman (dakika)

Sekil 60: 10 mg AtrCa’ un F3-SMEDD formulasyonunun (F3) bazolateral kisimdan apikal kisima dogru
yapilan gecis calismalarina ait grafik (zSS)
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o

Kiimiilatif gegen AtrCa miktri (mg/mL)
O P, N W b U1 O N 00 O

0 30 60 90 120
Zaman (dakika)

Sekil 61: 10 mg AtrCa’ un P3-Pellet formilasyonunun apikal kissmdan bazolateral kisima dogru
yapilan gegis calismalarina ait grafik (zSS)

[y
o

Kiimiilatif gegen AtrCa miktari (mg/mL)
O P N W b U1 O N 00 O

0 30 60 90 120
Zaman (dakika)

Sekil 62: 10 mg AtrCa’ un P3-Pellet formilasyonunun bazolateral kisimdan apikal kisima dogru
yapilan gecis calismalarina ait grafik (zSS)
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Sekil 63: 10 mg AtrCa’ un Konvansiyonel tablet formilasyonunun apikal kissmdan bazolateral kisima
dogru yapilan gegis ¢calismalarina ait grafik (+SS)
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Sekil 64: 10 mg AtrCa’ un Konvansiyonel tablet formilasyonunun bazolateral kisimdan apikal kisima
dogru yapilan gegis ¢calismalarina ait grafik (+SS)
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Sekil 65: Farkli formilasyonlara ait apikal kissimdan bazolateral kisma dogru yapilan gegis
calismalarina ait grafik (£SS)
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Sekil 66: Farkli formilasyonlara ait bazolateral kissimdan apikal kisma dogru

calismalarina ait grafik (£SS)
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Sekil 67: Farkli formiilasyonlara ait Peffluks degerlerine ait grafik (£SS)

yapilan gegcis
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Tablo 73: AtrCa etkin maddesi ve tim formilasyonlara ait permeabilite degerleri sonuglari (£SS)

AtrCa(cm/s) F3-SMEDD(cm/s) P3-Pellet(cm/s) Ticari formiilasyon
(cm/s)
Pab 8x10” + 79.7 x10° + 61.60% x10™ + 48.78 x10” +
0.55x10” 0.12x10” 0.172 x10” 4.02x10°
Pes 15.93x10” + 65.4 x10” + 58.9x10” + 67.9x10° +
0.4x10” 0.71x10” 0.56 x10” 0.537 x10”
Tablo 74: Effluks degerlerine ait veriler (SS)
AtrCa F3-SMEDD P3-Pellet Ticari formulasyon
Effluks 0.528 £0.129 1.219 £ 0.0358 1.046 + 0.0238 0.720 £ 0.146

Tablo 75: AtrCa etkin maddesi ve farkli formiilasyonlara ait apikal kissmdan bazolateral kisima dogru
yapilan gecis calismalarina ait veriler (n=3, SS)

A, A AoH A1z
AtrCa 1.13+0.05 056+0.45  0.05+0.06  3.95+1.08
F3-SMEDDS 1.60 + 0.00 0.69+0.37 0.04+0.02  3.51+0.34
Formiilasyonu
P3-Pellet formiilasyonu  1.52 + 0.02 041+002  058+0.10  4.11+0.19
Konvansiyonel Tablet 1.9+0.07 046+0.88  052+015  3.89+1.25

Formiilasyonu

Tablo 76: AtrCa etkin maddesi ve farkli formiilasyonlara ait bazolateral kissmdan apikal kisima dogru
yapilan gecis calismalarina ait veriler (n=3, SS)

AO AM AOH A120
AtrCa 1.13£0.06 1.85+0.55 0.58+0.15 2.85+0.08
F3-SMEDDS 1.55+0.09 0.58+0.15 0.28 +0.02 2.29+0.34
Formilasyonu
P3-Pellet 1.64 £ 0.08 01.34 £ 0.08 0.45+0.10 2.62+0.19
formilasyonu
Konvansiyonel 1.76 £ 0.09 1.95+0.73 0.61+0.15 2.10+£1.25

Tablet
Formilasyonu

5.1.9.1.3 TEER (Transepitelyal elektrik rezistans) Degerinin Olciilmesine Ait Bulgular

Yontem 4.2.9.1.4° de anlatildigi sekilde Caco-2 hicrelerinin bitlnlGglinin
tespitinde kullanilan TEER &l¢iimii yapilmistir. Once TEER degeri bos kuyucuklarda 3
farkli yonde voltametre ile 6lctlmustir. Deneyde kullanilacak kiltiir kaplarinin TEER
degerleri yine bu l¢ yonde olclilmiis ve en son deney bitiminde TEER degerleri

Olclllp iki 6lcim arasindaki fark grafige gecirilmistir.

137



Caco-2 hiicrelerinden AtrCa tek basina ve formulasyon ¢alismalari varliginda

yapilan gecis calismalari sonucunda tim TEER degerleri Sekil 68’den Sekil 75’e kadar

gosterilmistir. Ayrica calismaya baslamadan once ve ¢alisma bittikten sonra 6lctilen

TEER degerlerindeki % degisim Tablo 77 ve Tablo 78’da gosterilmistir.
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300 A

TEER degeri (Q.cm?)

_
=

kuyucuk sayisi

—e— deneyden 6nce

—8— deneyden sonra

Sekil 68: 10mg/mL AtrCa etkin maddesinin apikal yonden bazolateral yone dogru yapilan gegis
¢alismalarinda deneyden 6nce ve deneyden sonra 6lgllen TEER degerlerinin grafigi (+SS)
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kuyucuk sayisi

—e— deneyden dnce
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Sekil 69: 10mg/mL AtrCa etkin maddesinin bazolateral yonden apikal yone dogru yapilan gecis
calismalarinda deneyden dnce ve deneyden sonra 6lglilen TEER degerlerinin grafigi (£SS)
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TEER degeri (Q.cm?)

2000 -

1600 -

1200 -

800 -

400 A

kuyucuk sayisi

—e—deneyden 6nce
—a— deneyden sonra

Sekil 70: 10mg/mL AtrCa’ un F3-SMEDDS formulasyonunda apikal yénden bazolateral yone dogru
yapilan gegcis calismalarinda deneyden 6nce ve deneyden sonra dlglilen TEER degerlerinin grafigi

(£59)

TEER degeri (Q.cm?)
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—e— deneyden dnce

—=— deneyden sonra

Sekil 71: 10mg/mL AtrCa’ un F3-SMEDDS formiilasyonunda bazolateral yénden apikal yone dogru
yapilan gecis calismalarinda deneyden 6nce ve deneyden sonra Glglilen TEER degerlerinin grafigi

(£SS)
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—&— deney Oncesi
—&— deney sonrasi

1 2 3

kuyucuk sayisi

Sekil 72: 10mg/mL AtrCa’ un P3-Pellet formilasyonunda apikal yonden bazolateral yone dogru
yapilan gegcis calismalarinda deneyden 6nce ve deneyden sonra dlglilen TEER degerlerinin grafigi

(£SS)

¢ s —&— deney Oncesi

—&— deney sonrasi

1 2 3

kuyucuk sayisi

Sekil 73: 10mg/mL AtrCa’ un P3-Pellet formilasyonunda bazolateral yonden apikal yéne dogru
yapilan gegcis calismalarinda deneyden 6nce ve deneyden sonra dlglilen TEER degerlerinin grafigi

(£55)
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—&— deney Oncesi
—&— deney sonrasi

2

kuyucuk sayisi

w

Sekil 74: 10mg/mL AtrCa’ un konvansiyonel tablet formulasyonunda apikal yonden bazolateral yone
dogru yapilan gegis calismalarinda deneyden 6nce ve deneyden sonra 6lgllen TEER degerlerinin

grafigi (£SS)
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—&— deney sonrasi

2

kuyucuk sayisi

w

Sekil 75: 10mg/mL AtrCa’ un konvansiyonel tablet formilasyonunda bazolateral yénden apikal yone
dogru yapilan gegis calismalarinda deneyden 6nce ve deneyden sonra 6lglilen TEER degerlerinin

grafigi (£SS)

Tablo 77: Apikal yonden bazolateral yone dogru yapilan gegis calismalari boyunca hicre
membranlarinin TEER degerindeki % degisim

TEER degerindeki % degisim

SK:%:C”'( AtrCa F3-SMEDDS  P3-Pellet $:|:|\; at"Siyone'
1 3.828 15.92 12.58 18.05
2 1.018 16.73 131 17.55
3 3.744 12.78 0.67 15.78
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Tablo 78: Bazolateral yonden Apikal yone dogru yapilan gecis calismalari boyunca hiicre
membranlarinin TEER degerindeki % degisim

TEER degerindeki % degisim

::J'I‘:f”k AtrCa F3-SMEDDS  P3-Pellet $:tr)ll\<la at"Siy°ne'
1 17.3 20.49 19.43 21.27
2 28.205 19.92 23.79 18.71
3 21.047 17.04 18.80 18.84

5.1.9.14  Hiicre Canlilig: ve Sitotoksisite Calismalarina Ait Bulgular

Yontem 4.2.9.2° de anlatildigi sekilde Caco-2 hicrelerinin canlihigl Uzerine
gelistirilen formilasyon sistemlerinin etkisi ve sitotoksisitesini incelemek amaciyla
1x10* hiicre/mL konsantrasyondaki Caco-2 hiicrelerinden 96 gozlii hiicre kiiltiiri
kaplarina 100’er pL ekildi. 24 saat sonunda 96 gozli hicre kialtlrtu kaplarindaki
ortamlar uzaklastirilarak sitotoksisite calismalarina baslandi. Hiicre canhligini test
etmek icin absorbans degerleri 238 nm’de ELISA mikroplaka okuyuculu UV
spektrofotometre (Thermo vario scan-FHA multiplate reader) ile okutulup
degerlendirildi. Hicre canlilik % si hesaplanip grafige gecirildi. Elde edilen sonuclar

asagidaki grafiklerde Sekil 76’ de gosterilmistir.

100,0
90,0
80,0
70,0 H AtrCa
60,0 m SMEDD
50,0 B SMEDD-AtrCa
40,0 M P3 pellet
30,0 m P3 pellet-AtrCa
20,0 M Ticari formilsyon
10,0
0,0

0 24 48 72

Sekil 76: Hazirlanan AtrCa icermeyen ve iceren formilasyonlarina ait % canllik grafigi
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6 TARTISMA VE SONUC

6.1 Genel Degerlendirme

Tezimizde model etkin madde olarak kullanilan AtrCa, BSS 2 sinifi bir etkin
madde olup dustk ¢ozlnirlik ve yiiksek permeabilite gostermektedir. Bu etkin
maddenin biyoyararlanimi %14’tir (187, 188). Son yillarda dusik c¢ozlntrlak
gosteren etkin maddelerin formilasyon gelistirme ¢alismalarinda artis olmustur. Bu
amacla bircok yeni ilag tasiyici sistemler kullanilmistir. Fakat AtrCa etkin maddesinin
¢ozundrliginld arttict formulasyon c¢alismalari olduk¢a sinirlidir (189, 193).
SEDD/SMEDD/SNEDD ve SMEDD-pellet formiilasyonlari ile suda dustk ¢ozunarluk
gosteren etkin maddelerin oral biyoyararlanimini arttirmada basarili sonuglar elde

edilmistir (9,13, 190, 191).

Tez calismasina baslarken amacimiz hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilan
bir statin olan AtrCa’ un yag/su tipinde kendiliginden mikro/nano emdilsifiye olabilen
ilag tasiyici sistemlerini gelistirmek ayrica bu sistemlerin kati bir faza emdirilmesi ile
pellet formilasyonu elde etmek ve sistemlerin fizikokimyasal karekterizasyon
galismalarini yaparak gelistirilen dozaj formlarini hiperkolesterolemi tedavisinde
alternatif dozaj sekli olarak dnermektir. Son vyillarda yapilan ¢alismalarda, bircok
etkin maddenin biyoyararlanimini arttirmada ve daha etkin bir tedavi saglamada
SMEDDS/SNEDDS sistemlerinin kullanildig1 bilinmektedir (16, 24, 192). Bu nedenle
de calismamizda atorvastatin kalsiyum iceren kendiliginden mikro/nano emiilsifiye

olabilen ilag tasiyici sistemleri gelistirilerek literatiire katki saglanacaktir.

Gelistirilen formilasyonlarin karakterizasyon, in vitro salim c¢alismalari ve
Caco-2 hicrelerinden gecis calismalari yapilmistir. AtrCa iceren, kendiliginden
olusan mikro/nano emiilsifiye olabilen sistemler ve mikroemdlsifiye sistemlerin
pellet haline getirilmesi ile olusan formiulasyonlar ticari farmasotik sekil ile
karsilastirmali olarak in vitro salim ve Caco 2 hiicrelerinden gecis calismalari
incelenmistir. Asagida yapilan calismalardan elde edilen bulgular sirasi ile

tartisimistir.
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6.2 Atorvastatin Kalsiyumun Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Bu amagla ilk olarak AtrCa’un fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmeye ¢alisildi ve
literatlirle uyumu arastirildi. Bu dogrultuda AtrCa’un UV ve IR spektrumlari
cekilmistir. En yuksek absorbans degerini 238 nm’de verdigi gorilmustir. Bulunan
bu absorbans degeri literatir ile uyumlu bulunmustur (206). IR spektrumunda elde
edilen pik degerleri AtrCa’ un yapisinda bulunan pirol, fenil ve hidroksil gruplarinin
varligini gostermistir. 3296 cm™? O-H oksijenle hidrojen arasindaki tek bag
gerilmesini, 1313.56 cm™ C-N karbon-azot gerilmesini, 3059.15 cm™ C-HO alkol
gruplari gerilmesini, 1564.97 cm? C=0 cift bag gerilme bandini, 3403.97 cm™ N=H
gerilme bandini, 1656.97 emt c=C gerilme ve egilme bandini, 1104 cm™? O-H
bikilme bandini, 696.95 cm™ alkol grubuna ait C-F gerilme bandini ifade
etmektedir. Sonucta elde edilen bulgularin literatlir kayitlarina uygun oldugu

gorilmustir (193, 207).

6.3 Atorvastatin Kalsiyumun HPLC Metodu ve Validasyon
Calismalarinin Degerlendirilmesi

AtrCa’ un yapilacak olan in vitro salim, permeabilite ve stabilite calismalarinda
kullanilmak Uzere HPLC yontemi gelistirilip; yontem valide edilmistir. Validasyon,
FDA tarafindan onerilen kriterlere goére dogrusallik, dogruluk, kesinlik, 6zgtinlik ve
kararhlik parametreleri acisindan degerlendirilmistir. Dogrusallik yo6nilinden
incelenirken kalibrasyon egrisinin dogrusalligini gosteren determinasyon katsayisi
(R?) metanol, pH 1.2, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda sirasi ile 0.9996, 0.993, 0.9998,
0.999 bulunmustur. Bu degerler egrilerin % 99.96, % 99.3, % 99.98, % 99.9
dogrusallik gosterdigini belirtmektedir. Disik, orta ve yiksek derisimlerde (8, 10 ve
12 pg/mL) dogruluk calismasinda ayni derisimde yapilan U¢ paralel enjeksiyon
sonucunda hesaplanan % dogruluk degerleri Tablo 19, Tablo 21, Tablo 23 ve Tablo
25’de verildigi gibi % 99’un Uzerindedir. FDA tarafindan vyapilan validasyon
calismalarinda beklenen dogruluk degeri ise % 80’den biiyik olmasidir. Dogruluk
calismamiz bu kriterleri karsilamistir. istatiksel olarak yapilan degerlendirmede, hem
her bir derisim icin yapilan l¢ enjeksiyondan hesaplanan dogruluk degerleri
arasinda hem de derisimler arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).

Metanol, pH 1.2, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda deney ici kesinlik ¢calismalarinda yine
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duslk, orta ve yuksek olacak sekilde segilen 8, 10 ve 12 pg/mlL’lik derisimlerde
yapilan alti paralel enjeksiyonlarla elde edilen alan degerlerinin kalibrasyon egri
denkleminden hesaplanmasi ile elde edilen derisim degerleri Tablo 18, Tablo 20,
Tablo 22 ve Tablo 24’de belirtilmistir. Hesaplanan % RSS degerleri FDA tarafindan
(194, 195) onerilen dusuk derisimler igin % 20, orta ve yiuksek derisimler icin %
15’den kiguk olmasi kosulu; metanol, pH 1.2, pH 6.8 ve HBSS ortamlarinda diistik
derisimler icin sirasi ile % 0.63, % 3.36, % 10.70, % 4.77; orta derisim icin sirasi ile %
0.2, % 5.25, % 5.56, % 1.07; yliksek derisim icin sirasi ile % 0.2, % 2.35, %3.94, % 2.13
degerleri ile istenen sinirlar icinde bulunmustur. Metanol, pH 1.2, pH 6.8 ve HBSS
ortamlarinda deneyler arasi kesinlik ise diislik, orta ve yiksek derisimlerde (8, 10 ve
12 pg/mL) birbirini takip eden iki farkl giinde alti paralel enjeksiyonla 6lgilmus ve
Tablo 30, Tablo 31, Tablo 32 ve Tablo 33’de gosterilmistir. Elde edilen sonuclarin %
RSS’leri her bir derisim icin hesaplanmistir. % RSS verileri FDA’nin yukarida da dislik,
orta ve yuksek derisimler igin belirtilmis olan % RSS degerleri ile birbirine uygundur.
istatiksel analizde her bir derisimde yapilan alti enjeksiyon arasinda fark
gozlenmemistir (p>0.05). Validasyonun 6zginlik yoniinden degerlendiriimesinde,
Sekil 28’ de mobil faz ve AtrCa’un birlikte enjeksiyonunda gorildiga gibi AtrCa piki
7.1 dakikada gelmis, bu stirenin 6ncesinde ve sonrasinda gelen pikler ise Sekil 27’ de
gorildigl tzere mobil faza aittir. Bu durumda in vitro calismalar icin 6zglinligin
saglandigi gosterilmistir. Yontemin kararliligi icin disik ve yiksek derisimde (8 ve 12
ug/mL) calisiimis, % RSS degerleri her bir derisim igin istenen sinirlarda
bulunmustur. Ayrica 0, 12 ve 24. saatlerde yapilan 24 saatlik enjeksiyonlardan elde
edilen derisimler istatiksel analize tabii tutulmus ve aralarinda anlamh bir fark
bulunmamistir. % RSS degerleri her bir derisim igin istenen sinirlarda bulunmustur
(% RSS < %15). Elde edilen tiim parametrelerin sonucunda, HPLC yontemi FDA’da
belirtilen kriterlere gore dogru, kesin, 6zglin, hassas ve kararli bulunmustur. Ayrica
yapilan validasyon c¢alismalarinda, HPLC aletinin otomatik 0Ornekleyicisinin
kullanilabilirligini ve ayni derisim icin yapilan paralel enjeksiyonlar da elde edilen %
RSS degerleride aletin validasyonunu da ifade etmektedir. HPLC y&nteminin
uygunlugunun degerlendirilmesinde yukarida da belirttigimiz metadoloji ile FDA'nin

analitik yontem validasyon kriterleri esas alinmistir.
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6.4 SMEDD Formiilasyonu i¢cin Kullanilacak Yardimci Maddelerin
Secimi ve Formiilasyon Gelistirme Calismalarinin
Degerlendirilmesi

SMEDD formilasyonunun gelistiriimesinde lGggen faz diyagramlari
kullanilmaktadir (196). Yaptigimiz SMEDD gelistirme ¢alismalarinda ilk olarak gesitli
yag, YEM ve YYEM icerisinde AtrCa’ un c¢ozlnirliglu degerlendirilip en yliksek
¢ozunirlugin elde edildigi bilesenlerle liggen faz diyagramlarini kullanarak optimum
formulasyonlarin gelistirilmesine calisilmistir. CozUnurlik galismalarinin sonuglari
Tablo 42’ de gosterilmistir. Cozinurlik ¢alismalarinin sonuglarindan yola ¢ikarak yag
fazi olarak oleik asit, YEM olarak Tween 20, Span 80, YYEM olarak Etanol ve su fazi
olarak distile su kullaniimistir. Bu yag/YEM/YYEM ve distile su kullanilarak
YEM/YYEM oranlan 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1,
7:1, 8:1, 9:1 olmak Uzere on yedi formiilasyon ile denemeler gerceklestirilmistir. Bu
formulasyonlarin tg¢gen faz diyagramlari bilgisayar programi ile gizilmistir (202) ve

alan degerleri Tablo 43’ de, Gicgen faz diyagramlari ise Sekil 35’ de gosterilmistir.

Cizilen Ucggen faz diyagramlari arasinda en yiksek ¢ mikroemdlsiyon alanini
veren YEM/YYEM oranlar 1:3, 1:7 ve 2:1 dir. Bu (¢ orana ait ¢izilen li¢cgen faz
diyagramlarinin (Sekil 37, Sekil 38, Sekil 39) agirlik merkezlerine karsilik gelen
formilasyonlar belirlenerek  optimum  formilasyonlar hazirlanmistir.  Bu
formiilasyonlarin etkin madde miktari piyasa preparati ile uyumlu olacak sekilde 10
mg/mL AtrCa icermektedir. Hazirlanan AtrCa (10 mg/mL) iceren SMEDD
formilasyonlari etkin maddenin tamamiyle ¢ézlinmesi sonrasi homojen ve berrak

formilasyonlar olusturmustur.

Yukardaki bélimde de belirtildigi gibi gelistirilen formulasyonlar igin gizilen
Ucgen faz diyagramlarinda en yiksek tg¢ alani veren YEM/YYEM oranlan 1:3, 1:7, 2:1
olan formdulasyonlardir. 1:3, 1:7, 2:1 YEM/YYEM oranlari icin cizilen lggen faz
diyagramlarinin agirhk merkezlerinden hesaplanan optimum formiulasyonlar sirasi
ile F3, F7 ve F10 formilasyonlaridir. F3 formilasyonunun terkibi Tablo 44’ de, F7
formilasyonunun terkibi Tablo 45’ de ve F10 formilasyonunun terkibi Tablo 46’ da
verilmistir. Bu (¢ formilasyon ile termodinamik stabilite calismalari yapiimistir. Bu

amacla santriflij, dondurma-¢c6zme, Isitma-sogutma calismalari gerceklestirilmistir
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(197). Termodinamik stabilite sonucu F7 ve F10 formiilasyonunda isitma sogutma ve
dondurma ¢6zme c¢alismalari sonunda faz ayrismasi gozlenmistir (Tablo 47). F7 ve
F10 formilasyonlari bu asamada elenmistir. Bundan sonraki calismalara F3
formulasyonu ile devam edilmistir. F3 SMEDD formilasyonundan AtrCa’ un %
miktari HPLC de analiz edilmis ve Tablo 54’de belirtildigi gibi % 101.5 t+ 4.5
bulunmustur (n=6). Bu deger 10 mg/mL degerini dogrulamaktadir. F3 formiilasyonu

ile fizikokimyasal 6zelliklerinin analizleri ve stabilite ¢aligmalari yapilmistir.

6.5 SMEDD Formiilasyonunun Fizikokimyasal Ozelliklerinin ve
Stabilitesinin Degerlendirilmesi

Hazirlanan F3 SMEDD formilasyonuna ait fizikokimyasal analizler asagida

tartisilmistir.

Elektrik  iletkenligi  oOlglilerek  mikroemilsiyon  sistemlerinin  fazlar
belirlenebilmektedir. Elektriksel iletkenlik, dis fazi su olan sistemlerde 6lglilmesine
karsin mikroemiilsiyonun dis fazi hakkinda bilgi vermesi ve faz dontisiimi ihtimalinin
incelenmesi icin s/y mikroemiilsiyonlarinda da olcilebilmektedir. Elektriksel
iletkenlik  6lgimleri  mikroemilsiyon formilasyonunun dayanikliiginin  bir
gostergesidir. F3 SMEDD formiulasyonunun elektrik iletkenligi l¢gen faz
diyagraminda belirtilen su miktarina karsilik gelen miktarda su kullanilarak
Olctlmustlr. Bu formulasyonlarin elektrik iletkenligi 6lguldiginde 69 ps/cm olarak
bulunmustur. Ayrica elektriksel iletkenlik degerinin ylksek olmasi, dis fazin su
oldugunun kanitidir. Stabilite calismalari 6 ay boyunca iki farkli sicaklkta (25°C,
40°C) yapilmistir ve Tablo 55’de de belirtildigi gibi elektriksel iletkenlik 68 ps/cm ile
69 us/cm degerleri arasindadir. Bu da mikroemdlsiyonun, yapilan uzun sureli ve
hizlandirilmis stabilite ¢alismalari boyunca faz donisimi gegirmedigini ifade
etmektedir. istatistiksel acidan her bir 6lcim arasinda anlamh bir fark

gbzlenmemistir (p>0.05).

Bir cozeltinin asitlik veya bazlik derecesini tarif eden olcli birimi olan pH
Olclimleri stabilite calismalari stiresince yapilmistir. SMEDD formilasyonunun pH
degeri 6 ay slresince 5.12-5.13 arasinda degismistir ve her bir ay icin olglilen pH

degerleri arasinda istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05) (Tablo 53).
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Bir 151tk demetinin yogunluklari farkh iki ortam arasinda yon degistirmesine
refraksiyon (kirilma) denir. Bir maddenin refraktif indeksi, onun karakteristiginin bir
isaretidir (209, 211). Hazirlanmis SMEDD formiulasyonunun refraktif indeksi tc¢ defa
Olcilmis ve Olgimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli fark
bulunmamigtir. Hazirlanan SMEDD formilasyonunun refraktif indeksi 1.512 + 0.003
bulunmustur. 6 ay boyunca yapilan uzun sireli ve hizlandinlmis stabilite
calismalarinda elde edilen refraktif indeks degerleri, Tablo 53’de belirtildigi gibi O.

zamanda olcilen refraktif indeks degerleriyle benzerdir (p>0.05).

Kendiliginden emdiilsifikasyonda emdiilsifiye olabilme zamani ve hizi sistemin
etkinligi hakkinda bilgi vermektedir (197). SMEDD formilasyonu seyreltme
ortaminda hafif bir ¢calkalama ile tamamen ve hizlica disperse olmalidir (197, 205).
Balakumar K. ve arkadaslarinin (197) yaptig1 benzer bir calismada da emdilsifikasyon
zamani bir dakikadan kii¢tk olan formiilasyonlarin stabil olacagini belirlemislerdir.
F3 SMEDD formilasyonu da literatlirle uyumlu, 10 saniye gibi kisa bir slirede

tamamen dagilmis ve dagilmis hali Sekil 40’da gosterilmistir.

Farkh seyreltme oranlarinda ve ortamlarinda homojen SMEDD formiilasyon
karisiminin olusmasi in vivo ortamda etkin maddenin ¢Okelmeyip absorpsiyonu
etkilemeyeceginin bir gostergesi oldugu icin 6énemli bir parametredir (205). Karasulu
H. Y. ve arkadaslarinin (208) yaptigi benzer bir calismada da dagilim dayanikhligin
SMEDD formiilasyonun stabilitesi lizerine etkisi gdzlenmistir. SMEDD formiilasyonun
dagilim dayanikliigi farkh ortamlarin (su, mide vasati ve bagirsak vasati), farkli
seyreltme oranlarinda (1:1, 1:10, 1:50, 1:100, 1:250, 1:500, 1:1000) seyreltmeler
yapilarak degerlendirilmistir (192). 1:1000 seyreltme oraninda yapilan ¢alismalarda
belirli zaman araliklarinda (0., 2., 4. ve 24. saatlerde) 6rnekler alinip damlacik
boyutlari Ol¢lilmustiir. Distile su ortaminda 1:1000 seyreltmede 0. dakika da
damlacik boyutu 169.815.6 bulunurken 24. saat sonunda bu damlacik boyutu 170.
1.3, pH 1.2 ortaminda 0. dakikada 187.1+5 24. saat sonunda 189.9+1.5, pH 6.8
ortaminda 0. dakikada 214.2+1.9 24. saat sonunda 281.4+1.6 olarak bulunmustur.
Yapilan seyreltme g¢alismalari sonucu bu parametrelerde istatiksel olarak anlamli bir

degisimin olmadigi gozlenmistir (Tablo 48-51) (p>0.05). Bu zaman araliklarinda
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Olcilen damlacik boyutlarinda polidispersite degeri 0.85 degerinden kuglk

bulunmustur.

Gelistirilen formiilasyonunun karakterizasyonunda 6nemli parametrelerden
bir tanesi de damlacik blyukligliniin 6l¢tlmesidir (192). SMEDD, SNEDDS ve SEDD
sistemler damlacik boyutlarina gore (ic grup altinda toplanabilirler; 200 nm ile 5 um
araliginda damlacik boyutuna sahip olan sistemler kendiliginden emdiilsifiye olabilen
sistemler (SEDD), <250 nm damlacik boyutuna sahip olan sistemler kendiliginden
nano emdilsifiye olabilen sistemler (SNEDDS), 100 nm ve altinda seffaf gérinimli
sistemlere ise kendiliginden mikro emiilsifiye olabilen sistemler (SMEDDS)
denilmektedir (11, 203). Etkin madde icermeyen F3 SMEDD formilasyonunun
partikil boyutu 106.73 £ 1.11 polidispersite indeksi 0.436 + 0.08; etkin madde
iceren F3 SMEDD formilasyonunun partikil boyutu 112.36 + 0.58 ve polidispersite
indeksi 0.426 £ 0.05 seklinde bulunmustur (Tablo 52).

Optimize edilmis formiilasyonlarda zeta potansiyel degerinin sabit olmasi
durumu sistemin stabilizasyonu hakkinda bilgi vermektedir. Genellikle £ 30mV luk
zeta potansiyel degerine sahip olan sistemler stabil olarak kabul edilmektedirler
(205). F3 SMEDD formilasyonunun zeta potansiyeli alti paralel 6l¢lilmis ve sonuglar
birbiri ile uyumlu olmakla berber “-7.83 mV” olarak bulunmustur. Zeta potansiye
degerindeki negatif deger ise sistemdeki serbest yag asitlerini gostermektedir (12,

40).

Bulaniklik  noktasi SMEDD formdilasyonlarinda  basarili  stabil  bir
mikroemiilsiyon elde etmede 6nemli bir parametredir. Bulaniklik noktasindan daha
yiksek sicaklikta donlsimsiiz faz ayrismasi gozlenir ve etkin madde absorpsiyonu
azalr (205, 197). Mide bagirsak yolu boyunca faz ayrismasinin 6niine gecmek igin
bulaniklik noktasinin 37°C den yiiksek olmalidir, F3 SMEDD formulasyonun bulaniklik
noktasi 75°C olarak bulunarak mide bagirsak yolu boyunca stabil bir formilasyon

olarak ilerleyecegi sdylenebilir.

6 ay slre ile yapilan uzun siireli (25+ 2°C %6045 bagil nem) ve hizlandiriimis
(40 £ 2 °C %755 bagll nem) stabilite c¢alismalari sonucunda F3 SMEDD
formilasyonun fizikokimyasal analizleri ve icerik miktari testleri yapilmistir. Etkin

madde igerik miktarlarinda istatiksel olarak anlamh bir degisme olmazken
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fizikokimyasal analizleri de 6. ayin sonunda yukarida da tartisildigi gibi baslangi¢

degerlerine benzerdir (Tablo 54, Tablo 55).

6.6 Pellet Formiilasyonu Gelistirme Calismalari

Pellet formilasyonu gelistirme ¢alismalarinda oncelikli olarak yag fazi olarak
oleik asit, YEM olarak Tween 20 ve Span 80 kullaniimis ve bu HLB degerleri 12.5 ve
15.5 olan ve yag/ylizey etkin madde oranlari 6/4 ve 5/5 olmak lizere toplamda dort
formulasyon igin ¢ozunurlik ¢alismasi yapilmistir (F18, F19, F20, F21). F18 ve F19
formilasyonlarindaki etkin madde c¢o6zinirligl daha yiksek oldugu icin bu
formulasyonlarin  YYEM iceren terkiplerinin ¢ozlintrlikleri degerlendirilmistir.
Bunun igin formulasyon olustururken toplam YEM ve YYEM oraninin %10 u kadar
YYEM eklenmistir. YYEM olarak transkutol ve 1- metil-2 pirolidon (MP) bilesenleri
kullanilmistir. Yeni formilasyonlarda yag/YEM/YYEM oranlar 6/4 ve 5/5 olacak
sekilde dort formilasyonda tekrar ¢ozunirlik degerlendirmesi yapilmistir (F22-T,
F23-MP, F24-T, F25-MP). Bu formiilasyonlarin icerisinden ¢oziinirlGgi en fazla olan
F23-MP formulasyonu secilerek pellet c¢alismalarinda kullanilacak SMEDD
formulasyonu belirlenmistir. F23-MP SMEDD formiilasyonun su igerigini belirlemek
icin %40 (E1), %50 (E2) , %60 (E3), %70 (E4) ve %80 (E5) yag/YEM/YYEM iceren
emdlsiyon sistemleri olusturulmustur. Bu mikroemilsiyonlarin stabiliteleri
tirbidimetre cihazi ile Olcilmis ve tim mikroemilsiyonlar stabil olarak
bulunmustur (Sekil 46). E1, E2, E3, E4 ve E5 mikroemilsiyonlarinin iletkenligi
Olcilmis, %80 vyag/YEM/YYEM iceren formilasyonunun iletken olmadig
gozlenmistir. Nihai formulasyonun y/s formilasyonu olmasi amaclandigi icin E5
mikroemiilsiyonu elenmistir. E4 formilasyonun ise cok viskoz bir yapi olusturdugu
icin pellet yapimina uygun olmadigi kararlastirilmistir. Bu durumda en yiksek
yag/YEM/YYEM ve dolayisi ile en yiksek miktarda AtrCa etkin maddesi iceren
emilsiyon sisteminin E3 mikroemilsiyon formiilasyonu olmasina karar verilmistir.
E3 mikroemilsiyonunun bir kismi ultrasonikasyondan, diger kismi ise
homojenizatérden gecirilerek olusturulan pellet formilasyonlari arasindaki
farklanma incelenmistir. E3 mikroemilsiyonunun emdirilecegi kati faz olarak
maksimum mikroemilsiyon formiilasyon miktari ile graniilasyon noktasina ulasan

kati faz icerigi 14 gram aerosil ve 7 gram avisel olarak belirlenmistir.
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Granillasyon noktasina ulagilmasi igin homojenizatérden gegirilmis etkin
madde icermeyen E3 mikroemilsiyonundan 40 mL (P1 pellet formilasyonu),
ultasonikasyondan gecirilmis etkin madde icermeyen E3 mikroemilsiyonundan 42
mL sarfedilmistir (P2 pellet formilasyonu). Daha sonrasinda mL sinde 50 mg AtrCa
bulunan homojenizatérden gegirilen E3 mikroemilsiyonundan 40 mL (P3 pellet
formulasyonu), mL sinde 50 mg AtrCa bulunan ultasonikasyondan gegirilen E3
mikroemilsiyonundan da 40 mL sarfedilerek (P4 pellet formiilasyonu) yas
granillasyonlar olusturulmustur. Yas graniileler once ekstriider, sonrasinda
sferonizerden gegcirilmis ve en sonunda etivde kurutularak doért ayri pellet

formulasyonu elde edilmistir.

6.7 Pellet Formiilasyonunun Fizikokimyasal Ozelliklerinin ve
Stabilitesinin Degerlendirilmesi

Elde edilen P1, P2, P3, P4 formilasyonlarinin yogunluk, kiime ve sikistirilmis
dansite, hausner ve carr indeks, friabilite gibi fiziksel analizleri yapilmistir. Bu pellet
formulasyonlarinin kati fazlari ayni oldugu icin yogunluklarinda buyik bir farklanma
gozlenmemistir (Tablo 59). Kime dansite, tap dansite ve buradan hareketle
hausner orani ve carr indeksleri hesaplandiginda tiim pelletlerin miikemmele yakin
akiglar gosterdigi gozlenmistir (Tablo 60). Friabilite sonuglari degerlendirildiginde en
az ufalanmanin %1.30 degeri ile P3 pelletinde ve daha sonrasinda %3.90 degeri ile
P1 pelletinde gorildigi gozlenmistir. Ultrasonikasyona maruz birakilmis pelletlerde

(P2 ve P4) ufalanmanin oldukca fazla gézlendigi gortulmustir (Tablo 61).

P1, P2, P3 ve P4 pelletlerinin mikroskop ile goriintileri incelendiginde partikul
yapilarinin arasinda farklanma olmadigi ve titresimli elek testinde her birinin en
yogun oldugu partikiil boyutu araliginin 850-1200 pm oldugu gozlenmistir (Sekil 47,
Sekil 48, Sekil 49, Sekil 50, Tablo 62, Tablo 63, Tablo 64, Tablo 65).

P3 ve P4 pelletlerinin HPLC ile miktar tayinleri gercgeklestirildiginde P3
pelletinin icerik miktari %106 + 10.33, P4 pelletinin icerik miktari ise %100 + 3.74
olarak bulunmustur (Tablo 67, Tablo 68) (n=6).

6 ay boyunca yapilan uzun sireli stabilite (25 2°C %6015 bagil nem) ve
hizlandirimis stabilite (40 £ 2 °C %755 bagil nem) degerlendirmesi sonucunda P3

pellet formilasyonun fizikokimyasal analizleri ve icerik miktar testleri yapilmistir.
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icerik miktarlarinda istatiksel olarak anlaml bir degisme olmazken fizikokimyasal

analizlerinde de 0. ay sonuglarina ¢ok yakin bulunmustur (Tablo 67, Tablo 69).

6.8 Gelistirilen Formiilasyonlarin ve Ticari Preparatin invitro Salim
Calismalarinin Degerlendirilmesi

AtrCa etkin maddesinin, F3 SMEDD formilasyonunun, P3 ve P4
formulasyonunun pH 6.8 ortaminda jelatin kapsilli ve kapstlsiz salimlarinda
farklanma  gozlenmemistir.  Bu  nedenle  yalnizca  kapsilli  salimlari
grafiklendirilmistir. AtrCa iceren SMEDD formilasyonunun pH 1.2 ortaminda 240.dk
da ancak %19.5 kadar salim gosterebildigi gozlenmistir (Sekil 51). AtrCa icin FDA
tarafindan belirlenen in vitro salim kosulu pH 6.8 fosfat tamponu olmasi nedeni ile
diger tim salim calismalari bu tampon ortaminda yapilmistir (198). pH 6.8
ortaminda AtrCa’un 240. dk da %97.4 ‘Unu saldigi gorilmektedir (Sekil 52).
Konvansiyonel tablet formilasyonu 30. dk da %90 larda bir salim degerine
ulasabilirken, F3 SMEDD formilasyonu 15. dk da %93.8 lik ve 60. dk da %100 ik bir
salim degerine ulastigl gozlenmistir (Sekil 53, Sekil 54). P3 pellet formilasyonu ile
15. dk da %78 lik bir degere ulasmis ve 180. dk da %100 liik bir degerlere
ulagabilmisken, P4 formilasyonu ise 15. dk da %79 lik bir deger ve 150. dk da %100
lGk bir deger elde edilmistir (Sekil 55, Sekil 56).

lla¢ salim profillerinin kinetik olarak degerlendirilmesinde kullanilan ¢ok sayida
tanimlanmis model bulunmaktadir. Hazirlanan formulasyonlarin (F3 SMEDD, P3
pellet, P4 pellet) ve ticari formilasyonun salim profilleri tanimlanan bu modellerden
sifir derece, birinci derece, Higuchi ve Langenbucher modellerine uyum yoéniinden
incelenmistir. Elde edilen sonuglarin modele uyumunun goéstergesi olan regresyon
dogrusunun tanimlayicilik katsayisi (R°) ve modele uygunlugunu belirleyen artik
kareler toplami degeri incelendiginde (Tablo 70) F3 SMEDDS formiilasyonu 0.9992
degeri ile Weibull (212) tarafindan tanimlanan ve Langenbucher (213) tarafindan
gelistirilen modele uyum sagladigi goriulmistir. Ayrica hem ticari hem de pellet
formilasyonlari da bu modele uyum saglamaktadir. Weibull denklemi her tirli in
vitro salim profilline uygulanabilir ve logaritmik bir modeldir (214). Bu model ile
farkli salim sdreclerini tarif etmek mimkindir. Elde edilen salim profillerinin

iIsiginda ve AtrCa’un sudaki ¢ozlinurliginin disik olmasi da gozoninde

152



bulunduruldugunda gelistirilen formdilasyonlarin ve ticari formilasyonun salimin
temel mekanizmasinin difizyon olmadigi ve matrisin ve/veya yag fazinin erozyonu

ile kontrol edildigi distiniImektedir (215).

6.9 Gelistirilen Formiilasyonlarin ve Ticari Preparatin invitro
Permeabilite ve Sitotoksisite Calismalarinin Degerlendirilmesi

Son zamanlarda Caco-2 hucreleri kullanilarak in vitro ortamda ilacin
absorpsiyonu ile ilgili pek cok calisma yapilmaktadir (149, 159, 199). Caco-2
hicreleri sahip oldugu siki baglar, mikrovili seklindeki yapisi sayesinde bagirsak
epitelyumuna benzemektedir. AtrCa’un gegirgenligi agisindan ilag siniflandirma
sisteminde siniflandirmak icin, in vitro olarak bagirsak epitelyumuna benzerligine
dayanarak Caco—-2 hiicreleriyle gecis calismalari yapilmistir. Caco—2 hicreleriyle

yapilan gegis calismalari bulgulari asagidaki bolimlerde tartisiimistir.

in vitro gecis calismalarinda kullanilacak Caco—2 hiicrelerinin  yapmis
oldugumuz g¢alisma igin uygun hale getiriimesinde 37°C'de ve % 95 hava-%5
karbondioksit ortaminda Uretim sonrasi mikroskop ile yapilan yasayan hiicre sayisi
sayimi sonugclari Tablo 71’da gosterilmistir. Elde edilen canli hiicre sayisi 175x10° ile
186 x10° degeri arasindadir. Bu degerler literatirlerde hiicre kiltlirt ¢alismalari igin
Onerilen epitelyum hiicre dizinleri icin ideal morfolojik 6zellikler gosterdigi degerler

(10° — 10° hiicre/mL yogunluk) arasindadir (200).

Caco-2 hicrelerinin FBS (fetal sigir serum) iceren DMEM ortaminda yapilan
gecis calismalarinda, hicre kiltird ¢alisma besiyeri iceriginin ve bilesimine konan
serum (FBS) miktarinin hiicre farklilagsmasi tzerinde anlamli etkiye sahip oldugu

gbzlenmis ve bu nedenle ortam olarak FBS iceren DMEM secilmistir (172).

AtrCa’un gecis calismalari icin hicre kiltiri destek membrani olarak 3um’lik
por buylkliglinde membran secilmistir Benzeri membran secimi Gonzalez ve
arkadaslarinin (201) 3um’lik por buyiklGgline sahip olan polikarbonat filtrelerin

Caco-2 hiicrelerinden yaptiklari gecis calismalari icinde kullaniimistir.

Formilasyonlarin permeabilite calismalarinda besiyeri ortaminda, gelistirilen
F3 SMEDD formilasyonunun, P3 pellet formiilasyonu icin de ayni oranda seyreltme

yapilip ticari formilasyonla karsilastirmali olacak sekilde calisiimistir. Caco-2
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hicrelerinden gecis ¢alismalari iki yonli olarak tasarlanmistir. Bunlar apikal yénden
bazolateral yone dogru olan, bagirsakta absorpsiyon olayinin mukozadan (apikal
membrandan) serozal tabakaya (bazolateral membran) dogru (A->B) tasinan ilag
molekillerinin kilcal damarlar vasitasiyla sistemik dolasima gec¢mesini taklit
etmesidir. Bazolateral yonden apikal yone dogru olan ise eksorpsiyon olarak ifade
edilen ilaglarin kandan bagirsak limenine gecisi olarak tanimlanan ve bazolateral

membrandan apikal membrana dogru olan gecisi taklit etmesidir (B>A) (202).

Caco—2 hiicrelerinde A—B yone dogru yapilan gecis calismalarinda AtrCa’ un
bazolateral kisimdaki derisim miktarini 120. dakika sonunda % X%SS olarak
degerlendirecek olursak; 10 mg/mL icin apikal kisima konan AtrCa’un ortalama (3.03
mg/mL) % 30.3+0.99’ u, 10 mg/mL AtrCa igeren SMEDD formilasyonunun ortalama
(9.13 mg/mL) % 91.3+0.68" i, 10 mg/mL AtrCa iceren P3 pellet formulasyonun
ortalama (6.80 mg/mL) % 68+0.305" i, 10 mg/mL AtrCa iceren ticari tablet
formilasyonu ortalama (6.42 mg/mL) % 64.2+1.02’ si bazolateral kisma gegmistir.
Ayni hiicreler ile B>A yone dogru yapilan gecis ¢alismalarinda ise; 10mg/mL igin
bazolateral kisima konan AtrCa’ un yaklasik (5.37 mg/mL) % 50.37+0.247’ si, 10
mg/mL AtrCa iceren SMEDD formilasyonu igin (6.90 mg/mL) % 69.0+0.07’ si, 10
mg/mL AtrCa igeren P3 pellet formilasyonu igin (7.76 mg/mL) % 77.6+0.173’ G, 10
mg/mL AtrCa igeren ticari tablet formulasyonu icin (6.72 mg/mL) % 67.2+0.73 apikal
kisma ge¢mis olarak bulunmustur. Caco-2 hiicrelerinde yapilan gegis ¢alismalarinda
AtrCa’un etkin maddesinin A>B yone dogru hesaplanan permeabilite degerleri
B—>A yone dogru hesaplanan permeabilitelere gére daha disiik bulunmustur. Apikal
yonden bazolateral yone dogru yapilan gecis calismalarinda en yiksek etkili
permeabilite F3 SMEDD formiilasyonunda elde edilmistir. Daha sonra permeabilite
degeri sirasi pellet formilasyonlari, konvansiyonel tablet formilasyonu ve AtrCa
etkin maddesi ile yapilan calismalarda elde edilmistir (Sekil 67). Bazolateral yonden
apikal yone dogru yapilan gecis calismalarinda ise; gecis calismalari sirasi ile P3
pellet formulasyonu, F3 SMEDDS formiilasyonu, konvansiyonel tablet formilasyonu
ve AtrCa etkin maddesi olarak bulunmustur (Sekil 66). Gelistirilen formulasyonlar
ticari formulasyonla kasilastirildiginda, apikal yonden bazolateral yone dogru elde

edilen permeabilite degerleri (Pab), bazolateral yonden apikal yone dogru elde
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edilen permeabilite degerine (Pba) gore daha ylksek bulunmustur. F3 SMEDD, P3
pellet formilasyonlari icin Pab degerinin literatiirlerde belirtilen 1x10° cm/s
degerinden (143) biylk oldugu gozlenmistir. Yani gelistirilen formilasyonlar AtrCa
etkin maddesi ve ticari formilasyonla kiyaslandiginda AtrCa permeabilitesini

arttirmaktadir.

Tim formilasyonlar igin yapilan gegcis ¢alismalarinda kullandigimiz yontemin
gecerliligini test etmek icin Tablo 75 ve Tablo 76’ de gostermis oldugumuz kontrol
parametrelerinden membrandaki ilag miktarini temsil eden A, ve hiicre igindeki ilag
miktarini temsil eden Aoy degerleri tayin limitlerimizin altindadir. Bu durumda tim
AtrCa derisimlerinde AtrCa’ a ait kayip olup olmadigl da kontrol edilmistir. Burada
yasanabilecek kayiplar, AtrCa’ un membran Uzerinde kalabilecegi veya hiicrelerin
icine diflize olabilecegidir. Yapilan hesaplar sonucunda membran ve hiicre icindeki
miktar dnemsenmeyecek kadar az oldugu icin AtrCa’ a ait herhangi bir kaybin

olmadigi da gézlenmistir.

AtrCa etkin maddesinin, gelistirilen F3 SMEDD formilasyonunun, P3 pellet
formilasyonunun ve konvansiyonel tablet formilasyonunun hem AtrCa etkin
maddesini icermeyen, hemde iceren hallerinin sitotoksisitesi Caco-2 hiicreleri
kullanilarak yapilmistir. Hlcre canhligl degeri 72. saat sonunda Caco-2 hiicreleri
Uzerindeki canlilik degerleri; AtrCa etkin maddesi icin %72, AtrCa icermeyen F3
SMEDD formilasyonu igin %85.9, F3 SMEDD-AtrCa formulasyonu igin %98.9, AtrCa
icermeyen P3 pellet formilasyonu icin %88.9, P3- AtrCa pellet formilasyonu
icin %85.9, ticari formulasyon igin %89.9 olarak bulunmustur (Sekil 76). Bu sonuglar
F3 SMEDD-AtrCa formilasyonun ve diger formilasyonlarin Caco-2 hiicreler (izerinde

sitotoksik etkisinin olmadigini gdstermektedir.

Hiicre calismalari 06zelinde c¢alismanin bitiminde tim deney boyunca
calismanin dogru yapildigini gosteren bir kalite kontrol parametresi TEER (trans
epitelyal elektrik rezistansi) degerinin 6lcimudir. TEER degerinin ol¢imi ile hem
hiicre kalturd ile Gretilen dokularin gelisimi kontrol edilmekte, hem de olasi
permeabilite etkilesimleri hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Dogru calisan bir
sistemde calisma baslamadan dnce ve ¢alisma bitiminde TEER degerinin 1500-1800

ohmxcm? araliginda olmasi istenir (140, 141, 159, 172). Gerek deney oncesi gerek
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deney sonrasi Olglilen TEER degerleri Sekil 68 ile Sekil 75 arasindaki grafiklerde
gosterilmistir. Olcilen bu degerler 800-1300 ohmxcm? olarak bulunmustur. Deney
Oncesi ve sonrasl apikalden bazoretale olan degerlerindeki % degisim Tablo 77’ de,
bazoretalden apikale olan degerlerindeki % degisim ise Tablo 78’ da gosterilmistir.
Bu degerler ideal degerlerin arasinda oldugu igin ¢alismanin dogru olarak baslayip
yurataldugini ve sonlandirildigini gostermektedir. Sonug olarak ¢calisma yaptigimiz
kuyucuklarin yilizey alanlari, ekim yapilan hiicre sayilari, kiiltlir ortami ve pasaj

numarasi Caco-2 hicrelerinin TEER agisindan uygunlugunu belirlemislerdir.

Sonug olarak yapilan karakterizasyon, stabilite, in vitro salim ve permeabilite
bulgulari 1siginda AtrCa iceren SMEDD sistemler hiperlipidemi tedavisinde alternatif
dozaj sekli olarak onerilebilir. Ayrica AtrCa gibi disuk ¢ézundrlik gésteren BSS 2
sinifi  bircok etkin maddenin hem ¢o6zindrlGgini arttirmada hem de oral
biyoyararlanimini arttirmada SMEDD ve SMEDD-pellet formiilasyonlarinin gelecekte

umut veren farmasotik dozaj sekilleri olacagi distinilebilir.
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