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TENOFOVIR ICEREN LIPIT KAYNAKLI KENDILIGINDEN EMULSIFIYE ILAC TASIYICI
NANO SISTEMLERIN GELISTIRILMESI VE iN VITRO-IN ViVO DEGERLENDIRILMESI
(Doktora Tezi)

Derya BEKTAS

GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Ocak 2019

OZET

Tez kapsamindaki calismalar, hepatit B tedavisinde kullanilan tenofovirin disuk
biyoyararlanim probleminin yeni ilag tasiyici sistemlerle iyilestiriimesini hedeflemektedir. Bu
amagla, tenofovir iceren lipit kaynakl kendiliginden emulsifiye nano sistemler (SNEDDS) ve
S/YIS c¢oklu emiuilsifiye ilag¢ tasiyici sistemler (SDEDDS) gelistiriimis ve in vitro in vivo
degerlendirmeler yapiimistir. Uygun yag, yuzey etkin madde ve yardimci yuzey etkin
maddeler secilerek formulasyon ve islem parametrelerinin etkisini arastirmak amaciyla
formilasyon gelistirme slrecinde deneysel tasarim (DoE) yaklagimindan faydalaniimistir.
SNEDDS'in olusturulmasinda, kalite tasarimi (QbD) yaklagimiyla kritik kalite parametreleri,
kritik risk yonetim plani ve istatiksel deney tasarimi modeli kullanilarak tenofovir igin en
uygun formulasyonlar gelistiriimistir.Hazirlanan formulasyonlarin in vitro karakterizasyonlari
(damlacik buyuklugl, polidispersite indeksi, zeta potansiyel, tlrbidite ve viskozite)
yapiimistir. Elde edilen optimum formulasyonlarda da in vitro karakterizasyonlarin yaninda,
morfolojik degerlendirmeler, in vitro ¢ézliinme hizi, stabilite, ex-vivo permeabilite, in vivo
farmakokinetik ve biyoyararlanim c¢alismalari, aglik tokluk durumlarindaki varyasyon
degerlendirmeleri yapilmistir. Ayrica, lipit tagiyici sistemlerde, in vitro ¢6zinme hizi/salim
calismalari in vivoyu yeterince taklit edemediginden SNEDDS formulasyonlarinin ¢gézinme
ve sindirimini incelemek amaciyla acglik ve tokluk kosullarinda in vitro lipoliz testleri
gelistiriimistir. Calismalar sonucunda optimum damlacik boyutlu, termodinamik acgidan
dayanikl, ticari Griine (Viread® tablet) benzer hizli ¢éziinme (15 dk’da %85’den fazla)
gosteren SNEDDS ve SDEDDS elde edilmistir. Aglik ve tokluk ortamlarinda yapilan lipoliz
¢alismalarinda in vitro ¢ézlinme hizina benzer sonuglar elde edilmistir. Ex-vivo permeabilite
¢alismalarinda SDEDDS’in permeabilitesinin SNEDDS sistemlere gore yaklasik 2 kat daha
yuksek oldugu goértulmustir. SNEDDS formulasyonlarinin farmakokinetik profili ilk zaman
noktalarindaki konsantrasyonlarin saptanamamasi nedeniyle tanimlanamamistir. Coklu
emilsiyon formilasyonun aglik ve tokluk AUCo.degerlerinin ticari Grline gore yaklasik 2 kat,
Cmaks degerlerinin ise yaklasik 1,2 kat artis gosterdigi saptanmigtir. Coklu emulsiyonun aglk
ve tokluk biyoyararlanimlari arasinda da anlamh fark (p>0,05) bulunmadigi goéralmustur.
Sonuglar, lipit kaynakh ilag taslyici sistem olarak gelistirilen coklu emiuilsiyon
formulasyonunun tenofovirin  oral biyoyararlanimini  artirdigini  ve aclik tokluk
varyasyonunun bulunmadigini gostermektedir.

Bilim Kodu : 1020

Anahtar Kelimeler  : Tenofovir, nanoemdlsiyon, ¢oklu emiulsiyon, kalite tasarimi, lipoliz,
biyoyararlanim

Sayfa Adedi : 249

Danisman : Dog. Dr. Zeynep Safak TEKSIN



THE DEVOLEPMENT LIPID-BASE SELF EMULSIFYING DRUG DELIVERY NANO
SYSTEMS CONTAINING TENOFOVIR AND IN VITRO-IN VIVO EVALUATION
(Ph. D. Thesis)
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ABSTRACT

Thesis studies aims to improve the low bioavailability problem of tenofovir used in the treatment
of hepatitis B with new drug delivery systems. For this purpose, tenofovir-containing lipid-based
self-nanoemulsifying systems (SNEDDS) and W/O/W double emulsion drug delivery systems
(SDEDDS) were developed and these systems were evaluated in vitro and in vivo. In order to
investigate the effect of formulation and process parameters by selecting suitable oil, surfactant
and cosurfactants, design of experimental (DoE) approach was used in formulation development
process. The most appropriate SNEDDS formulations for tenofovir have been developed by using
critical quality parameters, critical risk management plan and statistical experimental design
model with quality by design (QbD) approach. In vitro characterizations of the prepared
formulations (droplet size, polydispersity index, zeta potential, turbidity, and viscosity) were
performed. In addition to in vitro characterizations, morphological evaluations, in vitro dissolution,
stability, ex-vivo permeability, in vivo pharmacokinetics, bioavailability studies, and fast and fed
state variation were evaluated in the optimum formulations obtained. In addition to investigate the
dissolution and digestion of SNEDDS formulations, in vitro lipolysis tests were developed in fast
and fed state conditions due to sufficiently to mimic in vivo conditions due to in vitro dissolution
rate/release studies in lipid-based drug delivery systems. As a result of studies, SNEDDS and
SDEDDS have been obtained which have the optimal droplet size, thermodynamically stable, fast
dissolution similar to commercial product (Viread® tablet) (more than 85% in 15 minutes). Lipolysis
studies performed in fast and fed state conditions gave similar results in vitro dissolution rate. In
the ex-vivo permeability studies, the permeability of SDEDDS was found to be approximately
2 times higher than that of the SNEDDS systems. The pharmacokinetic profile of SNEDDS
formulations could not be identified because of the concentrations at the first time points could not
be determined. The fast and fed states AUC,. values of the double emulsion formulation were
found to be approximately 2-fold higher than the commercial product and Cax values increased
approximately 1,2-fold. There was no significant difference (p>0,05) between the fast and fed
state bioavailability of double emulsion. The results show that the double emulsion formulation,
developed as a lipid-based drug delivery system, increases the oral bioavailability of tenofovir and
does not have fast and fed state variation.

Science Code : 1020

Key Words : Tenofovir, nanoemulsion, double emulsion, quality by design,
lipolysis, bioavailability
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1. GIRIS

GuUnumuzde daha etkin ve daha biyoyararli ilag sekillerinin arayislari sirmekte, etkili
ve duslk doz tedavi alternatifleri gibi yenilik¢i dozaj sekilleri ve tedavi
yaklasimlariyla, hastalarin yasam suresi ve yasam kalitelerinin artirilarak
surdirilmesi hedeflenmektedir. Ozellikle son yillarda yeni ilag taslyici sistemlerin
gelistiriimesi ve nanoteknolojiye dayali yeni yaklagimlarin kullaniimasi bu anlamda

onem kazanmistir.

Hepatit B kronik viral hepatitlerin en yaygin olan formu olup, dinyada yaklagik 240
milyon insanda gorulmektedir (Zampino ve digerleri, 2015). Siroz ve karaciger
kanserine yol acan hepatit B ve hepatit C virtislerinden kaynaklanan hepatit hastaligi
tedavi edilmezse, karaciger nakli kacginilmaz olmakta, karaciger hasari ve karaciger
yetmezligi ilerleyen vakalarda 6lume sebep olmaktadir. 2010 yilinda yapilan kuresel
hastalik risk raporu g¢alismasina gore, buyuk ¢ogunlugunun karaciger kanseri ve
siroza sebep olan hepatit B virUsunun yilda 786 000 6lumle sonug¢landigl tahmin
edilmektedir (MacLachlan ve Cowie, 2015).

Hepatit B tedavisi zor ve pahali bir tedavidir. 2001 yilinda FDA onay! alan tenofovir
disoproksil fumarat vicutta hizla tenofovire dénisen bir 6n ila¢ olarak, HIV/AIDS
(Peterson ve digerleri, 2007) ve hepatit B (2008) hastaliginin tedavisinde etkin
olarak kullaniimaya baglanmistir (Bhat ve Yelsangikar, 2009). Tenofovir,
Biyofarmasaétik Siniflandirma Sistemi (BCS) Sinif 3 yani ylksek ¢ozinurlikli ve
dusuk permeabiliteli P-glikoprotein (P-gp) substrati olan lipofilik bir etkin maddedir.
Permeabilitesinin  diguk olmasindan dolayr absorbsiyonu sinirhdir  ve
biyoyararlanim sorunu gostermektedir. Aclik oral biyoyararlanimi %25’dir ve
optimum etki igin yiyeceklerle birlikte yani tok karnina kullaniimasi gerekmektedir.
Yag icerigi yuksek yiyecek alimi, tenofovirin AUC’sinde yaklasik %40 ve Cmaks'ta
%14°IUK bir artigla oral biyoyararlanimini artirmaktadir (Kearney ve digerleri, 2004).
Tenofovirin  dlguk oral biyoyararlanimi klinik etkinligini sinirlandirmaktadir.
Tenofovir igeren UrUnler pazarinin  buydkligt géz 6nune alindiginda,
biyoyararlanimdaki %33'lik bir iyilesme ile standart 300 mg tenofovir dozunda 245

mg'a dusme ile sonuglanan doz azaltiminin, yillik 50-75 milyon dolar saghk


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MacLachlan%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25934461
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cowie%20BC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25934461
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harcamalarinda azalmaya yol actigi belirlenmistir (Watkins ve digerleri, 2017).
Tenofovirin biyoyararlanimini  dnemli Olgude iyilestirmek, Uulkeler igin saghk
harcamalarinda da énemli bir tasarruf saglayacaktir. Bunu basarmak igin, yenilikgi
ilag taslyici sistem stratejilerini uygulamak énemlidir. Tenofovirin biyoyararlanimini
artirmak icin degisik ila¢ tasiyici sistemlerin ve dozaj sekillerinin gelistiriimesine
yonelik ¢alismalar bulunmaktadir. Bunlar, polimerik (dendrimerler, nanopartikdller,
nanokapsduller, nanofiberler, miseller, nano-konjugatlar), lipit (lipozomlar, kati lipit
nanopartikiller, nanoyapili lipit tastyicilar), inorganik (altin, gimus, kalsiyum, demir
oksit, silika)  nanotasiyicilar  ve nanosuspansiyonlardir. Tenofovirin
biyoyararlanimini artirmak i¢cin, PLGA-nanopartikiller (Shailender ve digerleri,
2017b), sivi kristal prektrsoru (Patil ve digerleri, 2017), lipozom (Spinks ve digerleri,
2017), niozom (Kamboj ve digerleri, 2014) ve kitosan nanopartikulleri (Shailender
ve digerleri, 2018) gibi cesitli formulasyon yaklagimlari geligtiriimistir. Ayrica
nanoemulsiyon ve nanoemulgel sistemler transdermal olarak (Rambharose, 2017)
ve hibrit-polimer lipit nanotasiyici sistem de (Porkharkar ve digerleri, 2015),

tenofovirin nazal yoldan verilmesi igin gelistiriimis formulasyon yaklasimlaridir.

Hepatit B tedavisi zor ve pahali bir tedavi olup, yeni ilag lipit kaynakli tasiyici
sistemlerin ve nanoteknolojik yaklagimlarin bu tarz ilaglarin biyoyararlanim ve tedavi
etkinliklerinin artirimasi agisindan énemli oldugu disunulmektedir. Bu amagla, lipit
kaynakli ilag tasiyici sistemler suda ¢dzinurligu zayif olan ilaglarin yani sira lipofilik
yapidaki ilaglarin biyoyararlanimini artirmak igin alternatif bir yol olarak
dusundlmektedir. Bu sistemler ayni zamanda metabolizma ve effluks etkisini
azaltmak gibi yollarla lipofilik ilaglarin ¢ézinurliguni ve absorpsiyonunu da
artirmaktadir (Dahan ve Hoffman, 2008).

Son yillarda lipit formulasyonlarin ¢ogu, kendiliginden nano emdlsifiye olan sistemler
(SNEDDS) seklinde gelistiriimektedir. Bu sistemler ¢ok az su varliginda mide-
badirsak kanalinda kendi kendine yagd/su (Y/S) tipi nano emilsiyon olusturma
yetenegine sahiptir (Glrsoy ve Cevik, 2011). Lipit kaynakli kendiliginden emdlsifiye
olan sistemler, tenofovirin lipofilik 6zelligi nedeniyle biyoyararlaniminin artiriimasi
icin uygunluk gostermektedir. Bu amagla, tenofovirle yapilmis SNEDDS ve
SDEDDS galigsmalarina literatirde rastlanmamistir. Tez kapsaminda, SNEDDS yani

kendiliginden nano emulsifiye ve SDEDDS vyani kendiliginden ¢oklu emulsifiye
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sistemler geligtirilerek, tablet formulasyonuna gore absorbsiyonu ve biyoyararlanimi
artirlmis daha etkili bir dozaj seklinin olusturulmasi ve yiyecek etkisinin azaltiimasi

ile hepatit B tedavisinde alternatif bir yol olabilecegi distntlmektedir.

Kendiliginden emdlsifiye sistemler yag, surfaktan, yardimci ¢ozicu ve ilag
bilesenlerinden olugan, su ile dusik hizda karngtirildiklarinda yag/su
mikroemulsiyonu vaya nanoemdulsiyonu olusturabilen izotropik ve termodinamik
acidan dayanikli sistemlerdir (Glrsoy ve Cevik, 2011). Kendiliginden emdlsifiye
dozaj seklinin yapisinda bulunan surfaktan ve yardimci surfaktanlarin P-gp
inhibisyonu etkisiyle, uzun zincirli yag asitlerinin de lenfatik sisteme gecis etkisiyle
etkin maddenin absorpsiyonunu ve biyoyararlanimini  artirabilecegi de
belirtiimektedir (Glursoy ve Benita, 2004).

Tez kapsaminda, tenofovirin BCS Sinif 3 ilag olmasi ve suda ¢oézunarlugunun fazla
olmasi g6z o6nune alindiginda, SNEDDS’lerle karsilastirmak amaciyla SDEDDS
formllasyonu da hazirlanarak tenofovirin emilim ve biyoyararlanim artiginin
saglanabilecegdi dusunulmustar. Bu amacla, BCS Sinif 3 ilaglar i¢in son donemlerde
kullanilan SDEDDS’in tenofovirin de emilim ve biyoyararlanimini artirabilecek
alternatif bir dozaj sekli olabilecegi de dustnulmektedir. SDEDDS’ler genellikle
su/yag/su (S/Y/S) emdlsiyonlardir ve formilasyonu olusturmak igin hidrofilik ve
lipofilik strfaktanlarla birlikte kullanilmaktadir ve bu sistemlerin absorpsiyonu

artirma etkisi daha fazladir.

Tez galismalarinin diger bir amaci da lipit kaynakli ilag tasiyici sistemlerde, in vitro
¢6zinme hizi/salim galismalarinin in vivoyu yeterince taklit edememesinden dolayi,
optimum SNEDDS formulasyonlarin ¢bézunme ve sindirim  olaylarinin
degerlendiriimesinde aclik ve tokluk durumlarindaki in vitro lipoliz testlerinin
gelistiriimesini saglamaktir. Uygun yag, yuzey etkin madde ve yardimci yuzey etkin
maddeler secilerek yapilan 6nformilasyon c¢alismalarindan sonra, optimum
SNEDDS’lerin gelistiriimesinde, kalite tasarimi (QbD) yaklagimiyla kritik kalite
parametreleri, kritik risk yonetim plani ve istatistiksel deney tasarimi modeli (DoE)
kullanilmigtir. Hazirlanan formulasyonlarin in vitro karakterizasyon &zellikleri

(damlacik blyuklugu, polidispersite indeksi, zeta potansiyel, turbidite ve viskozite)
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incelenmigtir. Elde edilen optimum formulasyonlarda da in vitro karakterizasyonlarin
yaninda, morfolojik degerlendirmeler, in vitro ¢ézinme hizi, stabilite, ex-vivo
permeabilite, in vivo farmakokinetik ve biyoyararlanim c¢alismalari, acghk tokluk
durumlarindaki varyasyon degerlendirmeleri yapilmistir. Ayrica, lipit tasiyici
sistemlerde, in vitro ¢ozinme hizi/salim g¢aligmalari in vivoyu yeterince taklit
edemediginden SNEDDS formulasyonlarinin ¢ézinme ve sindirimini incelemek
amacliyla aclik ve tokluk kosullarinda gastrointestinal in vitro lipoliz testleri

gelistirilmigtir.

Hidrofilik ilaglar genel olarak ince bagirsakta paraselluler yolla gegmektedir. Limitli
yuzey alani ve siki-kavsak (tight-junctions) baglanti noktalari paraselller yolla
geciste ilacin biyoyararlanimini sinirlandirmaktadir. Lenfatik sistemle absorpsiyon,
ilk gecis etkisi ve zayif emilimden kaynakli dusuk biyoyararlanima sahip ilaglarin
emilimini artirabilir. Nano boyuttaki SNEDDS ve SDEDDS sistemler damlacik
boyutundan dolayl pasif sekilde retikilo endotelyal sisteme (RES) ilag
hedeflendiriimesini de saglayabilir. Hepatit B’'nin tedavisinde, RES sisteme pasif

hedeflendirmenin de tedaviye olumlu katki saglayabilecedi de dugunulmektedir.

Biyoyararlanim sorunu olan tenofovir igeren lipit kaynakl kendiliginden nano
emulsifiye ve kendiliginden coklu emiilsifiye sistemlerinin emilim, biyoyararlanim
artisi ve yiyecek etkisinden kaynaklanan varyasyonun azaltiimasi ile uygun birer
dozaj sekli olabilecegi diistinilmistiir. Bu amagla, TUBITAK 1001 arastirma projesi
ile desteklenen “Tenofovir iceren Lipit Kaynakl Kendiliginden Nano Emdilsifiye ilag
Tasiyici Sistemlerin Gelistiriimesi ve in Vitro in Vivo Degerlendiriimesi” tez galismasi
hepatit B tedavisinde kullanilan tenofovirin disuk biyoyararlanim probleminin lipit
kaynakl kendiliginden emulsifiye nano sistemler (SNEDDS) ve S/Y/S seklinde ¢oklu
emulsifiye ilag tasiyici sistemlerle (SDEDDS) iyilegtirilmesini hedeflemektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oral Biyoyararlanim Artirma Stratejileri

Yeni kimyasal molekullerin sadece %8'’i yuksek ¢ozunurlik ve yuksek permeabilite
gosterirken, yaklasik %40’1 suda ¢ozunurliGgunin zayif olmasiyla nedeniyle uygun
formulasyon gelistirme zorlugu gostermekte ve ila¢c gelistirme calismalarinda
basarisiz olmaktadir (Kansara ve digerleri, 2015). DSO listesinin LogP veya cLogP
permabilite/gecirgenlik korelasyonlarina dayanarak sirasiyla %43 ve %50'si
referans ilag metoprololden daha yuksek emilim gosterirken, sirasiyla %31,7 ve
%35 zayif emilim gostererek BCS Sinif 3'te yer almaktadir (Dahan ve digerleri,
2009). Suda ¢ozunurlagu dusiuk (BCS Sinif 2) ve lipofilik 6zellikte veya permabilitesi
zayif (BCS Sinif 3) olup ¢dzunurligu iyi olan ilaglarin suda ¢ézinurlUkleri veya
permeabiliteleri artirilirsa, in vivo etkinlikleri ve biyoyararlanimlari da arttiriimis
olacaktir. Bu ilaglarin biyoyararlanimini artirmak icin kullanilan yontemler asagida
sunulmaktadir (Kansara ve digerleri, 2015):

e Yardimci ¢ézucu kullanimi

e Mikronizasyon

e Amorf formlar

e Surfaktan kullanimi

e Kimyasal ilag modifikasyon

e Fonksiyonel polimer teknolojisi

e Kontrolli ¢gdktirme teknolojisi

e inkliizyon kompleksleri

e Nanopartikul teknolojisi

¢ Nanokristal teknolojisi

e Kendiliginden emdlsifiye olan lipit kaynakli sistemler

e Mikroemdulsiyon teknolojisi

e Miseller teknoloji

o Kati dispersiyon teknigi

e Basit otektik karisimlar

e Camsi ¢Ozelti ve camsi sUspansiyonlar
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2.2. Lipit Kaynakli ilag Taslyici Sistemler

Lipit kaynakh ilag tasiyici sistemler, suda ¢ozunurlugu dusuk ve lipofilik yapidaki
ilaglarin, ¢ozunurliUk ve biyoyararlanimini artirmak igin kullanilan en onemli
stratejilerden biridir. Gelisen teknoloji ve gerekliliklere bagli olarak yagli solisyonlar,
emulsiyonlar, mikroemdulsiyonlar (SMEDDS), nanoemulsiyonlar, coklu emulsiyonlar

(SDEDDS) ve lipozomlar gibi farkli dozaj sekilleri geligtirilmigtir.

Lipit kaynakli ilag tasiyict sistemler, kullanilan yardimci madde ve
formulasyonlardaki oranlari dikkate alinarak Pouton tarafindan 5 gruba ayrilmigtir
(Pouton, 2000). Bu yardimci maddeler trigliseritler, gliserit karigimlari, lipofilik
surfaktanlar, hidrofilik ylzey etkin madde ve suda ¢6zlnebilen yardimci
¢ozlcu/yardimcl yuzey etkin maddeler olarak siralanmistir. Tip | formulasyonlarda
ilacg, trigliserit veya gliserit karisiminda ¢ézunurken, Tip Il formllasyonlarda sadece
yuzey etkin madde bulunan yagh karisimlarda, Tip Il formUlasyonlar ise hidrofilik
yuzey etkin madde ve yardimci ¢ozucl/yardimci ylzey etkin madde igeren
karisimlarda ¢ozinmektedir. Tip Il formilasyonlar, formulasyonlarin hidrofilik
madde icerigine gore 2 gruba ayrilmig ve Tip IlIB formulasyonlar daha hidrofilik
formulasyonlar olarak tanimlanirken (Glrsoy ve Cevik, 2011), Tip [lA
formUlasyonlar da %40-80 yagl sivag bulundugundan daha lipofiliktir. Bu
siniflandirma; damlacik buyuklaga ve dagilimi, su ile seyreltilebilmesi, kullanilan
yaglarin sindiriminin formulasyon Uzerindeki etkisi hakkinda bilgi vermektedir
(Pouton, 2000).

Lipit kaynakli ilag tasiyici sistemlerin avantajlari su sekilde siralanabilir (Dahan ve
Hofman, 2008):
e (Cozunarlik problemi olan ilaglarin ¢dzinarlGguna artirmak
e Gastrik bosalma zamanini artirmak
e Lenfatik sistemle dolasim sistemine katilmasi ve intestinal permabiliteyi
artirmak
e Metabolizma ve effluks etkisini azaltmak gibi yollarla lipofilik ilaglarin

¢OzunurlGgund ve absorpsiyonunu artirmak
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Oral verilis sonrasinda, lipitler ve lipofilik yardimci maddeler ilacin absorpsiyonunu,
biyoyararlanimini ve dagihmini 3 temel mekanizma ile etkiler. Bunlar, intestinal
ortamin igerigi ve karakterizasyonun degismesi, lenfatik ilagc gecisinin etkisi ve
enterosit kaynakli gecis sistemi ile etkilesimdir (Porter ve digerleri, 2007; Glrsoy ve
Cevik, 2011). Ayrica lipit kaynakli sistemler, ilk gegis etkisine sahip ilaglarin emilimini
Peyer plaklari yolu ile lenfatik sistemle emilimini artirarak, midedeki enterositlerde
bulunan sitokrom P450 metabolizmasini azaltarak ve transselller-paraselller
emilim yolunu artirarak emilim ve oral biyoyararlanimi artirirlar (Porter ve Charman,
2001; Balakrishnan ve digerleri, 2009). Sekil 2.1’de lipit kaynakli sistemlerin

intestinal ilag transportunun sematik gosterimi sunulmaktadir:

@ su ile b Lipit sindirimi Monogliseritler,yag asitleri
(=]

i LJS‘I..’DH%W; fostotidilkolin
lioi Gastrik-pankreatik lipaz
ipit . - ..
formiilasvon ko-lipaz.fosfolipaz A2 u Safra salgisiflipitler
- . nn
ilag-misel g
" {0} o=
ince bagirsak {n) 0

AATA RARITA .mg I

Enterositler @' ‘:‘
{:,J s :
e L t I i
ipoproteinier lenfatik sist X

- - I —

Sistemik Dolasim

Sekil 2.1. Lipit kaynakli sistemlerin intestinal ilag transportu (Nekkanti ve Sandeep,
2012) (I: transseluler yol, II: paraseluler yol, 1ll-1V: lenfatik yol)

2.3. Kendiliginden Emiilsifiye ila¢ Tastyici Sistemler

Lipofilik yapidaki BCS Sinif 2 ilaglarin ¢6zinurliklerini ya da BCS Sinif 3 ilaglarin
emilimlerini artirmak amaciyla lipit kaynakl ila¢ tasiyici sistemler (emulsiyon,
SEDDS ve lipozom gibi) kullaniimaktadir. Son yillarda, lipit formalasyonlarin

kendiliginden emdlsifiye olan sistemler seklinde gelistiriimesi tercih edilmektedir. Bu


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098715001402#b0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098715001402#b0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098715001402#b0005
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sistemler, ¢cok az su varliginda mide-bagirsak kanalinda kendi kendine Y/S tipi
nanoemulsiyon olusturma yetenegine sahiptir (EInaggar ve digerleri, 2009). SEDDS
cesitli yaglar, yluzey etkin madde ve yardimci yuzey etkin maddelerden olusan, su
ile disuk hizda karistirildiklarinda yag/su mikroemdilsiyonu olusturabilen izotropik
ve termodinamik agidan dayanikli sistemlerdir (Gursoy ve Benita, 2004).
SEDDS’lerin geligsen teknoloji ile SMEDDS ve SNEDDS ile damlacik boyutlari
kUgultulmug ve mikro ve nano sistemler olarak gelistiriimektedir. Mikroemulsiyonlar,
nanosistemlere goére termodinamik olarak daha stabil sistemlerdir. Son vyillarda
yapilan galismalarda SMEDDS’lerin aslinda vicutta SNEDDS oldugu dusundlerek
SNEDDS formdulasyonlar gelistirilmistir (Christophersen ve digerleri, 2014).
Kendiliginden emdlsifiye olan sistemlerde kullanilan yaglar, ylizey etkin madde ve
yardimci yuzey etkin maddeler yag-su ara yuzey gerilimini dusurerek, P-gp
inhibisyonu, lenfatik yolun kullaniimasi gibi etkilerle ilaglarin ¢ozinurlik ve

biyoyararlanimlarinin artmasinda rol oynamaktadir (Mullertz ve digerleri, 2010).
2.3.1. Kendiliginden emiilsifiye sistemlerin avantajlari ve dezavantajlari

Kendiliginden emdlsifiye sistemlerin avantajlari su sekilde 6zetlenebilir (Naggadi ve
digerleri, 2012):
e Emilimi arttirarak biyoyararlanimda artis saglamasi, buna bagli doz
azaltilmaya gidilmesi
e ilaclarin mide ortaminda korunabilmesi
o Uretimlerinin kolay olmasi
e Mide-bagirsak kanalinda 6zel bdlgelerde emilime yoénelik olarak ilaglarin
hedeflenmesi, ilag emiliminin artirimasi ve lenfatik emilimi artirma
e Scale up calismalarinin yapilabilmesi ve kolaylikla Uretilebilirlik
e Yiyecek etkisini azaltma
e llag ylikleme kapasitesini artirma
e Sivi ya da kati dozaj form seklinde kullanilabilme

e Formulasyonda su icermemesi nedeniyle iyi bir fiziksel dayaniklilik

Kendiliginden emulsifiye olan sistemlerin pek c¢ok avantaji olmakla birlikte
dezavantajlari da su sekilde siralanabilir (Shukla ve digerleri, 2010):

e Lipit kaynakl sistemlerin genel stabilite problemlerinin gézlenmesi



e Ambalajlanmalari ve tagsinmalari sirasinda yagli sistemden sizmanin
gorulebilme olasiligi

e Bu sistemlerde kullanilan ylUksek ylzey etkin madde miktarinin
gastrointestinal sistemde irritasyon yapma olasiliginin bulunmasi

e Sivi SEDDS formulasyonlarin dolum yapilacagi yumusak jelatin kapsul

teknolojisinin pahali bir teknoloji olmasi

Kendiliginden emiuilsifikasyon disaridan enerji destegi olmadan, birbiri ile
karismayan iki sivinin temas halinde emdlsiyon olusturmasi esasina dayanan
surectir. Kendiliginden emdulsifikasyon terimi ilk defa 1878 yilinda Johannes Gad
tarafindan ortaya atiimistir (Gursoy ve Cevik, 2011). Kendiliginden emidilsifiye
sistemlerin potansiyel farmasotik yararini gosteren ilk galismalar, 1970’lerin basinda
Groves tarafindan baglamis (Groves ve Mustafa 1974; Groves ve Galindez 1976),
1980’lere Pouton ve grubunun yaptigi ¢alismalara ek olarak Charman, Wakerly,
Feeney ve grubunun yaptigi calismalarla (Pouton ve digerleri, 1985; Charman ve
digerleri, 1992; Wakerly ve digerleri, 1986, Feeney ve digerleri, 2016) devam
etmistir. ik ticari Griin siklosporin iceren Sandimmune® olmakla birlikte, ticari
preparatlar olarak Norvir®, Fortovase®, Agenerase®, Vesanoid®, Accutane®,

Sandimmun®, Kaletra®, Aptivus®, Solufen® ve Lipirex® sayilabilir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Yillar igerisindeki SEDDS c¢alismalarinin gelisimi ve ticari Urtnlere ait
ornekler (Feeney ve digerleri, 2016)

SNEDDS sistemlerle yapilan galisma ornekleri ile ¢dézunurlik ve biyoyararlanim

artisi Cizelge 2.1‘de degerlendirilmistir:


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169409X16301065#!
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ciclosporin
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169409X16301065#!
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Cizelge 2.1. Kendiliginden emdlsifiye sistemlerle yapilan ¢alisma ornekleri
. Etki Cozunirluk/Biyoyararlanim Referans
Etkin Madde
. o . Kopeklerde yapilan galismada biyoyararlanimi piyasadaki tablet | (Wei ve digerleri,
Karvedilol Antihipertansif
formilasyonuna kiyasla 4 kat artmistir. 2005)
Ind azi Antienflamatuar, Siganlarda yapilan ¢alismada sulu suspansiyon formuna goére | (Kim ve Ku,
ndometazin
Antiromatik 1,57 kat daha ylksek biyoyararlanim elde edilmistir 2000)
Ondansetron Ant ik Siganlarda yapilan ¢alismada piyasadaki agizda dagilan tablet | (Beg ve digerleri,
ntiemeti
HCI sekline gore biyoyararlanimi yaklasik olarak 10 kat artmistir. 2013)
) S ) Siganlarda yapilan galigmada ilacin sulu stispansiyon sekline | (Balakumar ve
Rosuvastatin Antihiperlipidemik . . Co . .
g6re SEDDS’in bagil biyoyararlanimi %245 bulunmustur. digerleri, 2013a)
Antiviral Siganlarda yapilan ¢aligmada ticari trtin stispansiyon formuna | (Chudasama ve
ntivira
Nevirapin g0re biyoyararlanimi yaklasik 2,5 kat artmistir. digerleri, 2014)
) . Siganlarla yapilan biyoyararlanim calismasinda ticari urine | (Seo ve digerleri,
Takrolimus Immunsupresif
kiyasla 2 kat biyoyararlanim artigi saglanmistir. 2015)
o L Siganlarda yapilan in vivo ¢alismada sulu suspansiyon formuna | (Weerapol ve
Nifedipin Ca kanal blokori . ) ) )
gore yaklasik 3 kat biyoyararlanimi artmigtir. digerleri, 2014)
) Siganlarda yapilan in vivo galismada sulu sispansiyon formuna | (Lee ve digerleri,
Dutaserid BPH -
gore yaklasik olarak 4 kat biyoyararlanimi artmistir. 2014)
Silastazol Kalp-damar Tavsanlarda yapilan in vivo calismada piyasadaki tablet | (Mahmoud ve
ilastazo
sistemi formilasyonuna gore biyoyararlanimi yaklasik 3 kat artmistir. digerleri, 2014)
Siganlarda yapilan biyoyararlanim c¢alismalarinda sivi-
) o . B (Inugala ve
Darunavir HIV tedavisi SNEDDS ve kati-SNEDDS toz darunavire goére sirasiyla 2 ve
) digerleri, 2015)
2,5 kat biyoyararlanimi artmistir.
Coziinme hizi galismalarinda, SNEDDS dozaj sekli 30 dk'da
. | %80 ¢oziinirken, toz etkin madde yaklasik %18,3 ¢b6zinmustir. | (Senapati ve
Efavirenz HIV/AIDS tedavisi

Sigcanlarda yapilan biyoyararlanim galismalarinda, stispansiyon

dozaj sekline gére, SNEDDS biyoyararlanimi 2,63 kat artmistir.

digerleri, 2016)

Androgrofolid

Antipiretik,

analjezik

Cozinme hizi galismalarinda 60 dk'da %25 g¢ozinirken,
SNEDDS formiilasyonda %85’e ulagsmistir. Tavsanlarda yapilan
biyoyararlanim calismalarinda ise toz etkin maddeye gore,
SNEDDS biyoyararlanimi 1,2 kat artmistir.

(Syukria ve
digerleri, 2018)

2.3.2. Kendiliginden emiilsifiye sistemlerin olugsma mekanizmasi

Kendiliginden emdilsifiye sistemler, olusturduklari kigik boyutlu damlaciklar ve

gastrointestinal kanalda lipoliz sonucu olugturduklari karisik miseller ile genis yuzey

alan saglamalari, ilag diflzyonunu artirmalari, ylzey etkin madde varligi ile olasi
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P-gp inhibisyonu ile ilag emiliminin artirnimasi ve lenfatik emilimi artirmalari
nedeniyle yuksek etkinlik gosterirler (Gursoy ve Benita, 2004).
Kendiliginden emuilsifikasyon mekanizmalari Uzerine c¢esitli gorlsler mevcuttur.
1986 yilinda Rieger tarafindan ortaya atilan kendiliginden emdlsifiye sistemlerin
olusum mekanizmalari Gg teori ile aciklanabilir (Rieger, 1986):

e Ara yuzey gerilimini dUsurmek ve termodinamik stabilizasyonu saglamak

e Bir ara yuzey filmi olugturmak ve koalesansa kargi mekanik bariyer saglamak

e Bir elektriksel gifte tabaka olusturmak ve elektriksel bariyer saglamak

Bunlarin disinda farkli teoriler de vardir. Bunlar, yluzeyler arasi tlrbllans, negatif

yuzeyler arasi gerilim, difizyon ve bukulme teorileridir (Gursoy ve Cevik, 2011).
2.3.3. Kendiliginden emiilsifiye sistemlerde kullanilan maddeler

Formullasyon gelistiriimesinde kullanilan yardimci maddelerin  segimi, etkin
maddenin ¢ozunurlGgund, emilimini ve formulasyonun olusumunu etkileyeceginden
cok kritiktir. Yardimci madde seciminde karigabilirlik, cozme kapasitesi, toksisite,
saflik, sindirilebilirlik, kimyasal dayaniklilik, kendiliginden emdlsifiye olma 6zelligi
gibi fizikokimyasal 6zellikler 6nemlidir (Mullertz ve digerleri, 2010; Pouton ve Porter,
2008a).

Bu sistemlerde kullanilan yardimci madde gruplart ve Ozellikleri asagida
siralanmigtir:
Yagdlar (Porter ve digerleri, 2008b; Mohsin ve digerleri, 2012; Pouton, 2007)

e Orta zincirli trigliseritler: Sindirilebilir ve emilebilir 6zelliktedir. Uzun zincirli yag
asitlerine gore daha iyi ¢cozme kapasitesine sahiptir. Migliyol 810-812-818,
Captex 300-355, Captex 810D, Neobee N5, Labrafac.

e Orta zincirli mono ve digliseritler: Capmul MCM C8-C10, imwitor 988-742-
928.

e Uzun zincirli yag asitleri: Soya yagi, susam yagi, misir yagi, zeytinyagi ve
fistik yagi.

e Uzun zincirli mono ve digliserit karisimlari: Maisine, Peceol.

e Propilen glikol esterleri: Capryol 90, Lauroglycol 90.
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Yizey etkin maddeler (YEM)

Yag-su ara yuzeyi enerjisini dusurerek emdulsiyonun olusumunu saglar ve
dayaniklihgini artirir. YEM’ler kendiliginden emdlsifiye olusturan sistemlerin en kritik
bilesenidir. YEM’ler suda ¢6zinen (>10 HLB) ve suda ¢6zinmeyen olarak
(<10 HLB) olarak ikiye ayrilir (Thanki ve digerleri, 2013):
e Suda ¢ozunmeyen YEM'ler: Oleat esterleri (Span 85) Span 20 ve gliseril
trioleat
e Suda ¢dézinen YEM’ler: Cremophor EL, Cremophor RH 40, Labrasol, Myrij,

Solutol
HLB degeri 10 altinda olan YEMler ile kendiliginden emdulsifiye sistem
gerceklesmez. Kendiliginden emdlsifiye olan sistemlerde genellikle yuksek HLB’ye

sahip noniyonik YEM kullanilir (Arslan, 2013).

Yardimcl yizey etkin maddeler (YYEM)

Yardimci yuzey etkin maddeler, yuzey etkin madde igerigi yuksek oldugunda
(>%40) dayanikli bir sistem elde edilmesi icin formilasyonlarda kullanilir. ilacin
¢6zinme kapasitesini artirmak ve su ile karsilasan formulasyonun ¢ékme oranini
azaltmak gibi etkileri vardir.

e Etanol, gliserin, propilen glikol, propilen karbonat, polioksietilen ve polietilen

glikol.

Diger yardimci maddeler (antioksidanlar)

Yagli bir sistem olan SEDDS’lerin oksitlenmesini ve bozunmasini énlemek amaciyla
formUlasyona eklenebilirler.
e o tokoferol, B karoten, buitil hidroksi anisol, butil hidroksi toluen (Arslan,
2013).

Kendiliginden emulsifiye olan sistemlerde kullanilan yad, YEM, YYEM ve

kosolvanlarin kullanim amaglari asagida verilmektedir:



13

e Formulasyonun kolaylikla olusumunu saglamak

e Yag-su arayuzey gerilimini dugurmek

e Kullanilan yardimci maddenin 6zelligine bagh olarak P-gp inhibisyonu
saglamak

e Lenfatik yolun kullaniimasi gibi etkilerle lipitlerin ¢ézunlrlik ve

biyoyararlanimlarinin artmasina yardimci olmak olarak sayilabilir.

2.3.4. Kendiliginden emilsifiye sistemlerin hazirlanmasi

Faz diyvagramlari

Kendiliginden emlilsifiye sistemlerin gelistirimesinde kullanilan (yag, YEM ve
YYEM) maddelerle optimum formulasyonu bulmak icin faz diyagramlarindan
yararlanilr (Sekil 2.3). YEM-YYEM karisimi yag fazi ile titre edilip Uggen faz
diyagramlari olusturularak yag fazini en fazla alan bdlge belirlenir (tektlr karigimi
olusturdugu alanin belirlenmesi). Yag fazini en fazla alan bolgeden hareketle Km
orani (YEM:YYEM) secilir (Beg ve digerleri, 2013; Weerapol ve digerleri, 2014). Km
oranina gore belirlenen YEM-YYEM ve yag fazi su ile titre edilir. Olusturulan tg¢gen
faz diyagramlarindan hareketle nanoemdulsiyon olusturma alanlari belirlenir.
Rastgele ya da uggen faz diyagraminin agirhk merkezinden hareketle secilen
formUlasyonlarin damlacik buyUkliglu ve dagilimi, zeta potansiyel, dansite ve

turbidite gibi 6zellikleri incelenir.

Lamellar
Leasasaad

Yuzey Etkin Madde

/‘\\ -
Y/S emiilsiyon y \ 7
/ -
% / -
L poas
R Tﬂ‘{ Ry
,I
/
o
1D 4 Ters Miseller Faz
<
’II \ . e
9% .
—— L
\\
20 \\
Su Yag

Sekil 2.3. Uggen faz diyagrami (Lawrence ve Rees, 2001)
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Yuzey etkin madde ve yardimci maddelerin birden fazla olmasi durumunda
olusabilecek yuzlerce formulasyonun arasindan daha kisa slUrede, daha etkili

optimum formulasyonu se¢cmek amaciyla farkli yéontemler kullaniimaktadir.

Tarama sistemi (High throughput screening system)

Bu ydntemde, formulasyonlari olusturan bilesenler robotik sivi karistiricisiyla
mikrolitre dulzeyinde hazirlanir, hizli bir tirbidite analizi ile faz stabilitesi ve
mikroemdulsiyon goruntuleri incelenip, uygun formulasyonlar segilir. Tarbidite
analizinde formulasyonlarin bulaniklik siddetleri dlgulmekte ve bu durum fiziksel
stabiliteleri hakkinda bilgi vermektedir (Gursoy ve Cevik, 2011). Bu sistem
kullanilarak gelistirlen SNEDDS formulasyonlara ait bazi 6rnekler asagida

verilmigtir:

Alzheimer tedavisinde kullanilan nilvadipinin tarama sistemi kullanilarak
kendiliginden mikroemulsifiye sistem formulasyonu hazirlanmistir. Robotik karisma
sistemi 40 dk’da 96 formulasyon hazirlamig, gorunti (saydam, yari-saydam, opak)
ve turbidite analizine gbére optimum formdlasyon segilmistir.  Segilen
formUlasyonlarin damlacik boyutu ve faz stabilitesi incelenmis ve yuksek verimli
goruntileme sisteminin uygun formulasyonlari hizli ve etkili bir sekilde belirledigi

gorulmustar (Sakai ve digerleri, 2009).

2018 yilinda kurkumin ile yapilan ¢alismada bitkisel kaynakli yagli madde olan
sulforafan ile kurkuminin tarama teknigi kullanarak en uygun formilasyon
gelistiriimistir. Secilen ylzey etkin maddeler, yagli sivag (sulforafan) ve etkin madde,
farkll oranlarda kullanilarak karistiriimis ve tiurbidite ve ¢okme 6zelliklerine gore

optimum oranlar segcilerek formulasyon gelistiriimigtir (Kamal ve Nazza, 2018).

Kalite tasarimi (QbD) yaklasimi

Kalite tasarimi yaklagimi, dnceden tanimlanmis hedeflere gore Grin ve siureg odakli,
kalite risk yonetimine gore proses kontrolu iceren sistematik bilimsel ¢alisma

sistemidir.
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ICH Q8 gore ise “Onceden tanimlanmis amaglarla, son drtn ile surecin bilim ve
kalite risk yonetimine dayali olarak anlasiimasini vurgulayan sistematik bir ilag
gelistirme yaklasimidir’. Farmasaétik gelisim slrecinin amaci, kaliteli bir Grin ve Grlin
icin 6ngorulen performansa tutarli olarak ulasilmasini saglayacak olan imalat
prosesinin tasarlanmasidir (Aksu, 2013). Cizelge 2.2’de kalite tasariminin

geleneksel formulasyon gelistirme proseslerine gore avantajlari degerlendirilmigtir:

Cizelge 2.2. QbD yaklasiminin geleneksel formulasyon gelistirme proseslerine gore
avantajlari (Aksu, 2013)

Kritik Siirecgler Geleneksel QbD
Formilasyon Deneysel, rastgele _ _ . _
o o Sistematik ve ¢ok degiskenli deneyler
gelistirme optimizasyon
Surec¢ kontrolu in-process kontroller Surekli sureg izleme
Uriin Seri verilerine gore kalite istenilen Grtiniin performansina bagl
spesifikasyonlari kontrol dlgimleri olarak tim asamalarda kalite kontrol

o Test ve denetim . o
Kontrol stratejisi _ . Risk tabanli kontrol stratejisi
mekanizmasina bagli

Yasam dongisu Tasarim alani icinde etkin, strekli
o Sorunlara duyarh o
yonetimi iyilestirme

QbD’nin ilk adimi, Urun icin tasarim hedeflerinin belirlenmesidir. ICH Q8 farmasotik
gelistirmede, “kullanim amaci ve uygulama yolu gozetilerek, mustahzarin kalitesi
icin kritik olan 6zelliklerin belirlenmesini” gerektirir. Hedef trln kalite profili (QTTP)

olusturulur ve kritik kalite 6zellikleri belirlenir.

Kritik kalite ozelliklerinin belirlenmesi kadar kritik risk yonetimini olusturmak da
onemlidir. Kritik risk yonetimi, driniin yasam dongusu boyunca kalitesine etki eden
risklerin degerlendiriimesi, kontroll, gézden gegiriimesi ve iletisimine dair sistematik
bir prosestir. Kritik risk yonetimini kolaylastirmak icin Ishikawa/Fishbone (neden-
sonug) diyagramlarindan yararlanilabilir. Tasarimda kalite yaklasiminda énemli bir
yere sahip olan istatiksel deney tasariminda (DoE), model olusturma ve
degerlendirme, istatiksel proses kontroll gibi amaglarla farmasaétik formulasyonlarin

gelisimi icin dnerilen ¢coklu degiskenli bir yaklagimdir.
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DoE, kritik proses parametrelerinin belirlenmesi ve tasarim alaninin olusturulmasi
evrelerinden olugur. DoE istastiksel olarak birgok avantajinin yani sira, optimum
etkinin belirlenmesine de yardimci olur. Bir seferde bir degisken yerine, bir seferde
birkag degiskeni degistirmek, etkin sonuglar alinmasini saglar. Degiskenler
arasindaki etkilesimler degisim yapilana kadar goérulemeyecek olan sorunlara
neden olabilir. DoE sayesinde birgok faktor es zamanli olarak degistirilirken, her bir
faktor birbirinden bagimsiz olarak degerlendirilir. lyi secilen tasarimlar, belirli bir
miktarda deneysel galisma icin elde edilebilecek bilgi miktarini en Ust dizeye ¢ikarir
(Aksu, 2013).

QbD yaklasimi  SNEDDS  formulasyonlarinin  gelistiriimesinde  siklikla
kullaniimaktadir. Asagida QbD yaklasimi ile geligtirilen SNEDDS formulasyonlari
degerlendirilmigtir:

e Kalp-damar sistemi hastaliklarinda kullanilan BCS Sinif 2 ilag olan
silastazolin kritik fizikokimyasal 6zellikleri olarak damlacik boyutu, zeta
potansiyel ve ¢ozunurligu dikkate alinarak kalite tasarimiyla kendiliginden
emdulsifiye sistem basariyla gelistirilmigtir (Pund ve digerleri, 2014).

e Alzheimer ve kanser tedavisinde farmasotik bir Gran gelistirmek amaciyla
caligilan bitkisel kaynakh kurkumin Gzerine vyapilan bir c¢alismada,
¢Ozunurlik, damlacik boyutu, polidispersite indeksi ve emulsifikasyon
zamani gibi kritik fizikokimyasal 6zellikleri dikkate alinarak kendiliginden
emulsifiye sistem gelistiriimistir (Wang ve digerleri, 2010).

e Kolesterol dusurtcu ilaclar arasinda bulunan BCS Sinif 2 ilag lovastatin kritik
kalite basamaklari dikkate alinarak, kendiliginden nano emdlsifiye ilag
sistemi basariyla gelistiriimistir (Beg ve digerleri, 2015).

e Anti-HIV tedavisinde kullanilan nelfinavir ile yapilan calismada, kalite
tasarimi yaklagimiyla SNEDDS formulasyon geligtirilmistir.  Yapilan
permeabilite ¢calismalarinda suspansiyon formuna goére 4,57 kat emilimi
artmigtir. Tavsanlarla yapilan biyoyararlanim calismalarinda,
biyoyararlanim 3,6 kat artmistir (Kamboj ve Rana, 2016).

e Hipertansiyon tedavisinde kullanilan BCS Sinif 2 ila¢ olan bosentanin kalite
tasarimi yaklasimiyla SNEDDS formulasyonlari gelistiriimigtir. Kalite

tasarimi yaklasimiyla segilen optimum formulasyondan 15 dk’da %98,5


https://www.researchgate.net/profile/Sunil_Kamboj6
https://www.researchgate.net/profile/Vikas_Rana3
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oraninda etkin madde salinmigtir. Kati toz sekli ile yapilan karsilastirmal
biyoyararlanim galigmalarinda oral biyoyararlanim yaklagik 2,5 kat artmistir
(Charan ve digerleri, 2018).

2.3.5. Kendiliginden emiilsifiye sistemlerde yapilan kontroller

Bu sistemlerde yapilan kontroller agagida verilmistir:

Morfolojik incelemeler: SNEDDS’lerde oncelikli olarak fiziksel incelemeler
yapilmaktadir. 50 nm boyutunda damlacik buyukligine sahip SNEDDS’ler
berrak ve seffaf bir gorinlise sahipken, damlacik buyuklugu arttikca
bulaniklik artmaktadir (Gursoy ve Cevik, 2011). Formulasyonlarin morfolojik
acidan gorintilenmesinde genel olarak Cryo-TEM (Larsen ve digerleri,
2012; Tran ve digerleri, 2017), gecirimli elektron mikroskobu (TEM) (Vatsraj
ve digerleri, 2014; Kassem ve digerleri, 2016; Senapati ve digerleri, 2016) ya
da taramali elektron mikroskobu (SEM) (Inugula ve digerleri, 2015;
HyuckPark ve digerleri, 2018) kullaniimaktadir.

Damlacik buydklugu ve dagihimi: Damlacik buyuklugu ve dagilimi, ilacin
¢cozinme hizi ve emilimini etkileyebilmektedir. Damlacik buyuklugunin
Olclilmesinde, foton korelasyon spektroskopisi ve dinamik i1sik sacilimi
teknigine gore galisan cihazlar kullaniimaktadir.

Zeta potansiyeli o6zellikleri: Zeta potansiyel, formulasyonda kullanilan
bilesenler (yag, YEM, YYEM) ve ilacin yukinden etkilenir. Damlaciklarin
yukinun ol¢tiimesinde elektroforetik 1s1k sagilmi ve dinamik 1sik sagilim
teknigini  kullanarak damlaciklarin yiku olctlmektedir. Damlacik yUku
formUlasyonun stabilitesinde etkili olmaktadir.

Reolojik 6zellikleri: Emulsiyonlarin viskozitesi stabilitesi ve formulasyonun
kapsul diginda verilmesi durumunda (6rn. kagsikla verilmesi) akigkanhgi
acisindan onemlidir. Emulsiyonlarda gerilim altinda viskozite artabilir veya
azalabilir. Bunlar incelme (shear thinning) ve koyulagsma (shear thickening)
olarak bilinir (Celebi, 2009).

Turbidite ozellikleri: Formulasyonun damlacik buyukligune gore turbiditesi
degismektedir. Formulasyonun damlacik boyutu ve stabilitesi hakkinda da

bilgi vermektedir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0927776517308573#!
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Stabilite calismalari: Termodinamik stabilite calismalari ve kisa sureli
hizlandiriimis stabilite ¢alismalari (4°C, 25£2°C/%60+5 ve 40+2°C/%75+5
sicaklik/bagil nem ortamlarinda) yapilmaktadir.

Salim/¢ézinme hizi galismalari: SNEDDS formulasyonlarda yapilan
salim/¢ézinme hizi ¢alismalarinda genellikle palet (Beg ve digerleri, 2013;
Balakumar ve digerleri, 2013b) ya da sepet yontemi (Syukri ve digerleri,
2018; Senapati ve digerleri 2016) kullanilmaktadir. Ayrica formulasyon
ortama verilirken, diyaliz membran (Elnaggar ve digerleri, 2009; Kang ve
digerleri, 2004; Inugala ve digerleri, 2015; Balakumar ve digerleri, 2013) ya
da kapsul (Hong ve digerleri, 2006; Syukri ve digerleri, 2018)
kullaniimaktadir.

Lipoliz galigmalari: Lipit kaynakli formulasyonlarin sindirimini/¢ézinme hizini

saptamak icin yapilan ¢caligmalardir.

2.4. Coklu Emiilsiyonlar

Kendiliginden ¢oklu emdlsifiye sistemler su/yagd/su (S/Y/S) ya da yag/su/yag (Y/S/Y)
emulsiyonlaridir (Besnard ve digerleri, 2013) (Sekil 2.4). Dis fazi su olan (su/yagd/su)
emulsiyonlar, kendiliginden ¢oklu emdulsifiye sistemler olarak da adlandiriimaktadir

(Qi ve digerleri, 2011). Su/yag/su emulsiyonlari yag fazi, su fazi, hidrofilik-hidrofobik

YEM'lerden olusmaktadir.

Yag
. Su
(> P ©" O
) O su O
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O —
Y/S/Y S/Y/S

Sekil 2.4. Coklu emulsiyonlar

Coklu emdlsiyon fikri ilk kez 1925 yilinda Seifriz tarafindan ortaya atilmis fakat
calismalar 1970’lerin sonunda baslamistir (Igbal ve digerleri, 2015). ilk calismalar
Florence ve Whitehill, Matsumoto ve Frenkel arkadaslar tarafindan yapilmistir

(Florence ve Whitehill, 1981; Matsumoto ve digerleri, 1980; Frenkel ve digerleri,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517315303264#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517315303264#bib0260
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517315303264#bib0260
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517315303264#bib0275
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1983). Florence and Whitehill tarafindan c¢oklu emdulsiyonlar 3 tip olarak
siniflandinimistir (Sekil 2.5). Tip A ve B daha kiguk i¢ faz damlaciklarindan
olusmaktadir. Tip C birden fazla kig¢ik damlacigin birlesmesinden olusmaktadir.
C’deki sistemin etkin maddeyi daha yavas salmasi beklenmektedir (Igbal ve
digerleri, 2015).

TiPB
Sekil 2.5. Coklu emdulsiyon tipleri (Igbal ve digerleri, 2015)

Coklu emiilsiyonlarin kontrolli salim, fiziksel stabiliteyi arttrici ve birden fazla etkin
maddeyi bir arada kullanilabilme gibi avantajlarindan dolayi oral, dermal, okuler ve

vajinal uygulamalari mevcuttur (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Coklu emulsiyonlarin uygulama alanlarina 6rnekler (Fidan, 2011)

Emiulsiyon _

tipi Etkin madde | Uygulama | Referans

S/IYIS C vitamini Dermal Gallarate ve digerleri, 1999
Y/ISIY Retinol Dermal Benichou ve digerleri, 2007
SIYIS Teofilin, insulin | Oral Nakhare ve Vyas, 1995
SIYIS Rifampisin Oral Cole ve Whataley, 1997
SIYIS Metronidazol | Vajinal Ozer ve Ozyapici, 2007
SIYIS Prednisolon Okduler Safwat ve digerleri, 1994

BCS Sinif 3 ilaglar igin son dénemlerde kullanilan SDEDDS, absorbsiyon problemi
bulunan ilaglarin permeabilite ve biyoyararlanimini artirabilecek alternatif dozaj
sekilleridir (Zhu ve Zhang, 2011; Chourasia ve Khutle, 2015; Hu, 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517315303264#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517315303264#!
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2.4.1. Coklu emiilsiyonun bilegenleri

e Yag fazi

Orta-uzun zincirli yag asitleri, digliseritler ve monogliseritler kullaniimaktadir.

e Yulzey etkin maddeler

Coklu emulsiyon hazirlanmasinda ylzey etkin maddenin seg¢imi ve oranlarinin
belirlenmesi ¢ok dnemlidir. Y/S tipi primer emulsiyonun olusumunda lipofilik ve hidrofilik
yuzey etkin maddeler kullanilirken, S/Y/S tipi ¢oklu emulsiyonlarin olusumunda ise,

hidrofilik yuzey etkin maddeler kullaniimistir.

e FElektrolit ve polimerler

Emdlsiyonlarin stabilitesini artirmak amaciyla, NaCl ve jelatin ¢ozeltisi, PLGA gibi
polimerler kullanilir. Elektrolitin su/yagd/su tipi coklu emdilsiyonun yag damlalari igindeki
su damlaciklari arasinda Ostwald ripening olayini engelledidi bildirilmektedir (Ali ve
digerleri, 2010).

2.4.2. Coklu emiulsiyonlarin hazirlama yontemileri

Coklu emulsifiye sistemler genel olarak; iki basamakli emdulsifikasyon, ters faz
yontemi ve membran emdulsifikasyon yontemleri ile hazirlanmaktadir. Formulasyon
geligtiriimesinde karistirma hizi, suresi ve sicaklik cok dnemlidir. Primer emulsiyon
hazirlanirken karigtirma hizinin yuksek, sekonder emdulsiyon igin ise dusuk olmasi
gerekmektedir. Primer emdulsiyon igin sicakhdin genellikle 70°C, sekonder (goklu

emulsiyon) emulsiyon igin ise 25°C olmasi istenir (Celebi, 2009).

e |ki adimda emiilsifikasyon

Oncelikle uygun yiizey etkin madde ile yag/su ya da sulyad primer emidilsiyon
hazirlanir. Hazirlanan primer emdlsiyona uygun YEM eklenerek, sekonder

emulsiyon olusturulur.
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e Ters faz yontemi

Hidrofilik YEM igeren sulu faz ve lipofilik YEM iceren yag fazi ylksek hizla karistirilir.
Bu iki faz karistiktan sonra hidrofilik YEM igeren su fazina ya da lipofilik YEM iceren

yag fazina sistem eklenir.

e Membran emiilsifikasyon yontemi

Dis fazi sul/i¢ fazi yag olan emulsiyon basing altinda dis fazi su olacak sekilde por6z

cam membrandan kontrollU bir sekilde gegirilir.
2.4.3. Coklu emiilsiyonlarin avantajlari ve dezavantajlari

SDEDDS’lerin avantajlari ve dezavantajlari asagida sunulmaktadir (Chourasia ve
Khutle, 2015).

SDEDDS’lerin avantajlart:

e Hidrofilik ve hidrofobik ozellikteki iki ayri etkin maddenin bir formulasyon icinde
verilebilmesi

e ¢ fazda hapsedilen etkin maddenin bozulmasinin engellenmesi ve birbiriyle
gecimsiz bilesenlerin bir arada verilebilmesi

e Etkin maddenin surekli ve kontrolli saliminin saglanmasi

e Tadi hos olmayan etkin maddeleri en i¢ faza saklayarak tatlarinin
maskelenebilmesi

e Midenin zararl etkilerinden koruma avantajlari

e Cevre kosullarina daha dayanikli olmasi

SDEDDS’lerin dezavantajlari ise:

e Formulasyonlarin gelistiriimesi ve islem basamaklarinin validasyonunun zor
olmasi

e Uzun sureli stabilite sorunlarinin gézlenmesi
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2.4.4. Goklu emiulsiyonlarin salim mekanizmasi

Coklu emulsiyonlarin salim mekanizmasi henuz tam olarak agiklanamamisgtir.

Bununla beraber, sistemin tasidigi etkin maddenin yapisina baglh olarak, u¢ gesit

salim mekanizmasi oldugu dugunulmektedir. Bu mekanizmalar:

e |yonize olmayan, yagda coziinen etkin maddenin yag tabakasindan
pasif diflizyon ile gegisi

e Yagh membranin sismesi ve kirilmasi yolu ile etkin maddenin
serbestlesmesi

e lIyonize olan ve olmayan maddelerin lipofilik ylizey aktif madde ile

kolaylastirilmig transportudur (Soyturk ve Tarimci, 2000).

2.4.5. Coklu emilsiyonlarda yapilan kontroller

Coklu emdlsifiye sistemlerde yapilan kontroller asagida veriimektedir:

Morfolojik calismalar: Coklu emdulsiyonlar gortintsU, renk ve faz ayrismasi olup
olmadigi hazirlama aninda ve saklama suresi boyunca incelenir.

Damlacik boyutu ve dagilimi: Gelistirilen ¢oklu emulsiyon ve primer emulsiyonun
damlacik boyutu ve dagilimi kontrol edilir. Coklu emdlsiyon sistemlerinin fiziksel
stabilitesini, damlacik boyutu dagihmindaki degisim etkilemektedir (Ursica ve
digerleri, 2005).

Viskozite: Hazirlanan primer ve ¢oklu emulsiyonlarin viskozitesi ve viskozitede
zamana bagli olarak olusan degisimler incelenir. Coklu emulsiyonlar uygun
viskozitede olmazsa faz ayrigmasi gerceklesebilir.

Turbidite caligsmalari: Formulasyonun berraklik 6lgutu olan turbiditesi incelenir.
Stabilite calismalari: Termodinamik stabilite ve kisa sureli hizlandiriimis stabilite
calismalari (4°C, 25+2°C/%60+5 ve 40+2°C/%751+5 sicaklik/bagil nem
kosullarinda) yapiimaktadir.

Salim galismalari: Palet ydntemi (Laugel ve digerleri, 2000), diyaliz kese yontemi
(Tirnaksiz ve Kalsin, 2005), diyaliz tip yontemi (Okochi ve Nakano, 1996) ve
Franz difizyon ydntemi (Yener ve digerleri, 2009) gibi birgok ydntemle
yapilmaktadir (Fidan, 2011).
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2.4.6. Coklu emiilsiyonlarla yapilan ¢aligmalar

2011 yihnda yapilan galismada immunomodulator 6zellik gosteren peptit yapidaki
pidotimod, yuksek suda c¢ozunurlik ve zayif emilim o6zelligi gdstermektedir.
Farelerde yapilan in vivo galismalarda, gelistirilen ¢goklu emulsiyon sulu sispansiyon

formuna gore biyoyararlanimi 2,56 kat artmistir (Qi ve digerleri, 2011).

2015 yilinda yapilan ¢aligmada trombolitik aktivite gosteren nattokinaz enzimi yuklu
uzatiimisg salim gdsteren, yaklasik %86,2 yukleme kapasitesi ve mide kosullarina
dayanikli ¢oklu emdulsiyon formulasyonlari gelistirilmigtir. Farelerde yapilan
farmakodinamik ¢aligmalarda doza bagli olarak kan pihtilagma zamaninin uzadigi

gorulmustir (Wang ve digerleri, 2015).

Matos ve arkadaslarinin 2018 vyilinda yaptigi c¢alismada, antioksidan,
antikanserojenik ve antienflamatuar 6zellige sahip resveratrol yukliu S/Y/S tipi goklu
emulsiyon gelistirilmigtir. Resveratrol suda ¢ozunurliga dusuk, 1si1ga duyarli,
yarilanma omru az ve hizli metabolize olan bir maddedir. Resveratrolu ¢evresel
sartlardan korumak ve daha yavas salimini saglamak amaciyla iki adimda
emulsifikasyon yontemi ile S/Y/S tipi ¢oklu emdulsiyon geligtiriimigtir. Geligtirilen
emulsiyonun %58 ylkleme kapasitesine sahip, karistirilinca-incelme davranigi
goOsteren, elastik karakter ve iyi stabilite ozelliklerine sahip oldugu belirtilmistir
(Matos ve digerleri, 2018).

2018 yilinda yapilan diger bir galismada, opal filmlerden Uretilen farkh boyutlardaki
silika materyaller ile bottom-up yaklasimiyla Y/S/Y tipi c¢oklu emilsiyon
gelistiriimistir. Genel olarak kullanilan hazirlama yéntemlerinin diginda kullanilan bu
yontem, istenilen damlacik boyutlarinda emulsiyon gelistirilebilme imkani
saglamaktadir (Ma, 2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009250918308042#!
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2.5. in Vitro Lipoliz Caligsmalar

2.5.1. Lipit kaynakh ilag tasiyici sistemlerde in vitro ¢éziinme hizi testleri

neden yeterli degildir?

Formulasyon geligtiriimesi sirasinda, ilaglarin in vivo performansini tahmin etmek
amaciyla in vitro testler yapiimaktadir. In vitro testler viicudumuzdaki olaylari ne
kadar iyi temsil ederse in vivo tahminler agisindan o kadar basgarili olabilir. in vitro
¢6zinme hizi testleri, ilacin kalitesinin ve performansinin bir gdstergesidir ve
Ozellikle konvansiyonel dozaj sekillerinin ¢ozunme hizi degerlendiriimesinde en

onemli adimdir.

in vitro ¢dziinme hizi testleri lipit kaynakli sistemlerin degerlendiriimesinde yeterli
degildir. Bu sistemlerde, tasiyici lipit karisimi igcerisinde olan etkin madde su ile
karsilastiginda YEM ve YYEM'lerle ara ylzey enerjisi diser ve su igerisinde yag
damlaciklari olusur. Formulasyonda kullanilan orta ve uzun zincirli trigliserit ve
digliseritler duedonumda safra tuzunun etkisiyle yltzey alanini artirir, pankreatik
lipaz ile de yag asitlerine parcalanir. Bu asamada, in vitro ¢ézliinme hizi testleri,
lipitlerin sindirimi ve emilen kisim olan misel karigimlari ve bunlarin ¢gdézinmeleri
hakkinda bilgi vermez. Ayrica, in vitro ¢dzinme hizi ¢alismalari lipit tasiyici
sistemler agisindan in vivo ortami yeterince taklit edemez. pH 6,4 duodenumu taklit
etmek i¢in yapilan ¢alismalarda, safra tuzu ve lipaz enzimi bulunmamaktadir. Yaglar
vucutta sindirilerek dolagsima katilan UrUnler oldugu igin, lipit tagiyici sistemlerin
sindiriminin incelenmesi gerekmektedir. Bu nedenle, in vivoya daha yakin bir model
olusturup, oral lipit formulasyonlarindaki ¢6ziinmeyi ve sindirimi gérmek igin in vitro

lipoliz testlerini gelistirmek amaglanmaktadir.
2.5.2. in vitro lipoliz testleri

Lipitler ana enerji kaynaklarindandir. Vicuttaki hormonlarin, ¢cogu vitaminlerin ve
hidcre zarinin yapisi lipitlerden olusmaktadir. Lipitlerin sindirimi gastrik lipazla
midede baslar ve emiilsifikasyon duodenumda gercgeklesir. Yag asitleri, fosfolipitler,
safra tuzlari ve kolesterol hidrofilik gruplar icerir. Polar grup su, non-polar grup yag
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fazina gelecek sekilde yagd-su ara yuzeyine yerlesen lipitler sulu ortamda miselleri

olustururlar.

Lipitlerin sindirimi midede gastrik lipazla baslar. Gastrik lipaz, lipit sindiriminin
yaklasik olarak %10-40’ini karsilar (Armand ve digerleri, 1995; Miled ve digerleri,
2000). insan gastrik lipazin ticari bir Griin(i bulunmamaktadir. Mikrobiyal yapidaki C.
antartica lipaz (Christophersen ve digerleri, 2014; Thomas ve digerleri, 2014) ya da
kopeklerden elde edilen lipaz kullaniimaktadir. Gastrik lipaza en ¢ok benzeyen C.

antartica lipazdir (Thomas ve digerleri, 2014).

Mideden sonra ince bagirsaga bosalan lipitler, iginde lipitlerin sindiriimesine
yardimci olan lipaz ve lipaz-kolipaz gibi enzimler bulunduran pankreas 6z suyuyla
karsilagsmaktadir. Ayrica bikarbonat sekresyonu pH arahidini 6-8 arasinda tutarak
pankreatik lipaz igin optimum bir pH araligi hazirlamaktadir (Thomas ve digerleri,
2012). Bu enzim, yag-su arayiizeyine girerek katalitik aktivite olusturur. insan
intestinal lipazi en iyi taklit eden domuz pankreatin oldugu anlasiimig ve
¢alismalarda genel olarak domuz pankreatini (intestinal lipaz) kullaniimistir (Alvarez
ve Stella, 1989; Dahan ve Hoffman, 2006-2007).

Kolipaz, pankreatik lipazin yag/su arayiuzeyine baglanmasini kolaylastirir. Safra
tuzlari ve fosfolipitlerin varliginda, pankreatik lipazin optimum aktivitesi i¢in kolipaz
gereklidir. Fosfolipaz Az fosfolipitlerin hidrolizinde, pankreatik lipaza yardimci olur
(Patton ve Carey, 1981; Larsen ve digerleri, 2011). Kolesterol esteraz, pankreatik
lipaz ve Fosfolipaz Az aracilhigiyla trigliseritlerine ayrilan fosfolipitlerin daha kuguk
parcalara hidrolize olmasini saglar (Patton ve Carey, 198; Larsen ve digerleri,
2011). Kolipaz-lipaz enzimi yaglarin sindiriimesi ve misellere parcalanmasinda
onemli rol oynamaktadir. Ayrica safra bezinden salgilanan safra asitleri de yaglarin
yuzey alanini artirmakla birlikte, yag-su ara yuzey enerjisini dusurerek lipitlerin
¢6zUnlrligini artirmaktadir. insanda safra tuzu konsantrasyonu aclik intestinal
sivilarda 2-5 mM, tokluk intestinal sivi da ise 8-15 mM araligindadir (Kalantzi ve
digerleri, 2006; Persson ve digerleri, 2005; Larsen ve digerleri, 2011). Safra tuzlari,
insanlarda taurin  konjuge (taurokolik asit, taurokenodeoksikolik asit,

taurodeoksikolik asit) ya da glisin konjuge (glikokolik asit, glikodeoksikolik asit,
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glikokenodeoksikolik asit) olarak bulunmaktadir. Caligmalarda safra tuzu kaynaklari
farklihk gosterebilir. Genellikle domuz kaynakl safra tuzlari kullaniimaktadir. Domuz
kaynakli safra tuzlari, insan safra tuzlarini kargilamakla birlikte blinyesinde insanda
olmayan farkli safra asitleri de bulunmaktadir (Larsen ve digerleri, 2008).
Fosfolipitler, safra tuzu varliginda su-yag ara yuzeyine baglanarak pankreatik lipaz
aktivitesini inhibe eder, fakat ortamda bulunan Fosfolipaz A2 bu durumu
engellemektedir. insandaki fosfolipit konsantrasyonu aclik durumunda 0,1-0,6 mM,
tokluk durumunda da 0,1-4,8 mM arahgindadir (Larsen ve digerleri, 2011). Oral lipit
formulasyonlari igin, in vitro kosullari olustururken gastrik-intestinal lipaz ve safra
tuzlarinin etkileri de incelenmelidir. Bu amagla in vitro lipoliz testleri gelistiriimektedir.
Sekil 2.6’da lipitlerin gastrointestinal sistemdeki sindirim sureci verilmektedir

(Kalepu ve digerleri, 2013).
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Sekil 2.6. Lipitlerin gastrointestinal sistemdeki sindirim streci (Kalepu ve digerleri,
2013)

2.5.3. Lipoliz deney ortaminin kosul ve bilegenleri

Lipoliz deney ortaminin kosul ve bilesenleri asagida verilmektedir:

e Safra tuzlar ve fosfolipitler

Safra asitleri dogal yuzey aktif maddelerdir, sindirim ve lipitlerin emiliminde dnemli
bir rol oynarlar. Safra kesesinden salgilanan safra tuzlari yaglarin ylzey alanini

arttirarak ve yag-su ara yuzeyi enerjisini dusurerek lipitlerin ¢ozunuarlugunu
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arttirmaktadir. VUcuttaki safra tuzlarinin konsantrasyonu, aglik halindeki 2-6,4 mM,
(Galia ve digerleri, 1998; Persson ve digerleri, 2005) tokluk durumunda 8-15 mM'dir
(Persson ve digerleri, 2006; Kalantzi ve digerleri, 2006). Fosfolipitler safra tuzlarinin
varliginda yag-su ara yuzeyine baglanarak pankreatik lipaz aktivitesini inhibe eder.
Vucuttaki fosfolipit konsantrasyonu aglk durumunda 0,1-0,6 mM iken, tokluk
durumunda 0,1-4,8 mM'dir (Kleberg ve digerleri, 2010; Larsen ve digerleri, 2011).
Lipoliz ortaminda kullanilacak safra tuzlar ve fosfolipit miktari, FASGIF, FESGIF
(Jantratid ve Dressman, 2009), FASSIF ve FESSIF ticari drlnlerinde bulunan

miktarlari dikkate alinarak kullaniimigtir.

e Lipaz kaynaklari

insan gastrik lipazin ticari bir Griin yoktur. Mikrobiyal yapida C. antartica lipaz, mide
lipazina en yakin olan lipazdir (Christophersen ve digerleri, 2014). Domuz
pankreatini insan intestinal lipazini en ¢ok taklit eden lipaz kaynagi oldugu igin
calismalarda siklikla kullaniimaktadir (Alvarez ve Stella, 1989; Dahan ve Hoffman,
2006-2007; Thomas ve digerleri, 2014). Domuz pankreatin, sindirim surecinde
bulunan tim enzimleri igerir. Lipoliz ¢alismasinda secilen enzim kaynaklari C.
antartica lipaz A ve domuz pankreatin (8xUSP), enzim aktivitesi de 1000 TBU/mL'dir
(Porter ve digerleri, 2004; Sek ve digerleri, 2001). Tributin Unitesi (TBU) enzim
aktivitesini gosteren bir terimdir. Kuru pankreatin tozunun her miligraminin tribGtin
Unitesi, dk’da 1 pmol bdatirik asit salgilayan enzim miktaridir (Benito-Gallo ve
digerleri, 2015).

e pH degeri

Gastrik-intestinal lipazin optimum aktivite profili, gastrointestinal sistemi temsil eden
fizyolojik pH'dan etkilenir. Gastrik lipaz i¢in pH 2, pankreatik lipaz icin ise pH 6,5-8
kullaniimigtir (Carriere ve digerleri, 1993, Larsen ve digerleri, 2011).
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e Kalsiyum ilavesi

Kalsiyum ¢esitli nedenlerle in vitro lipoliz deney ortamina eklenir. Lipoliz ortaminda
serbest yag asitlerinin varligi pankreatik lipazi inhibe eder. Lipoliz ortamina kalsiyum
ilavesinde, surekli ilave etmek ya da deneyin baslangicinda sabit bir miktarda ilave
etmek Uzere iki yaklagim vardir. Dinamik in vitro lipoliz modeli olarak da bilinen
Kopenhag modelinde kalsiyum surekli deney ortamina eklenirken (Zangenberg,
2001a), Monash ve Kudus modelinde deneyin baslangicinda lipoliz ortamina

eklenmektedir (Larsen ve digerleri, 2012).

Serbest yag asitleri, lipoliz ortaminda pankreatik lipazin aktivitesini pH‘l degistirerek
duslrmektedir. Ortamda Ca*? iyonu varliginda yag asitleriyle birleserek kalsiyum
sabunu olugturur ve yag asitlerini ortamdan uzaklastirir. Fizyolojik ortamda boyle bir
durum olmasa da kalsiyum ilavesi yag asitlerinin ortamdan uzaklastiriimasi igin

kullaniimaktadir.

¢ NAOH ve HCI konsantrasyonu

in vitro lipoliz deneyleri, kullanilan NaOH konsantrasyonu dikkate alinarak
yapilmalidir. Lipoliz boyunca agiga ¢ikan yag asitleri ortamin pH’sini dusarur.
Pankreatik lipazin optimum etkiyi gostermesi icin pH’in sabit tutulmasi gereklidir. Bu
asamada lipoliz ortami NaOH ile titre edilerek pH sabit tutulur. Yag asitleri
sabunlasarak ortamdan uzaklastirilir. Sabunlagsma sirasinda etkin madde kaybi da
olusabilir. Ayrica NaOH ve HCI konsantrasyonu yuksek oldugunda (1M), lipoliz

ortaminin pH’inin kontrol edilmesi zorlagmaktadir.

e Ornekleme
Ornekleme zamanlari, in vitro ¢éziinme hizi ¢alismalarinin drnekleme zamanlari
dikkate alinarak belirlenebilir. Tenofovir formulasyonlarinin ¢éziunme hizi
calismalari 90 dk yapiimis ve lipoliz ¢alismalari i¢in gastrik lipoliz deney suresi 30

dk ve intestinal lipoliz deney suresi ise 60 dk olarak belirlenmistir.

in vitro lipoliz modelinin olusturulmasinda kritik parametreler asagida verilmektedir:
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» Sicaklik

*  Optimum pH

* Lipaz enzim kaynaklari ve konsantrasyonu
« Ca*? tuzlari miktari ve konsantrasyonu

* NaOH etkisi ve miktari

in vitro lipoliz modelleri, genel olarak statik ve dinamik modeller olarak ikiye
ayrilmaktadir. Statik modellerde sindirim enzimleri, ilag ve diger yardimci maddeler
ortama eklenip, karistirilarak in vivo ortam taklit edilmeye calisilir. Tek faz statik
modellerde genellikle intestinal siviyr taklit etmek amaciyla pH 6,5da sabit
tutulurken, sequential (ardisik) faz statik modeller de yarim saat pH 5,5 gastrik
fazdan sonra pH 6,5’a getirilir ve intestinal faz taklit edilir. Dinamik lipoliz modeli in
vivo ortama daha yakin bir modeldir. Sindirim enzimleri kademeli olarak eklenir ve
gastrointestinal peristaltizm taklit edilmeye ¢aligilir. Bu amagla mide, ince bagirsak
ve kolon gibi gesitli fizyolojik Gniteler kombine edilebilir. Sekil 2.7°de in vitro lipoliz

model tasarimi verilmektedir.

NaOH

Sicakhik
pH kontrolll

Lipaliz Ortam
.

ao
ac
ao
oo

Manyetik Karistirici

Sekil 2.7. in vitro lipoliz model tasarimi

TNO gastrointestinal model (TIM) dinamik lipoliz modellerinden birisidir (Sekil 2.8).
TIM ile gastrointestinal sistemin dinamik kosullari olusturulmaya c¢alisiimigtir. Bu

sistemde sindirim enzimleri kontrolli bir sekilde verilir, gastrik bosalma zamani,
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sicaklik ve sindirim enzimlerinin sekresyonu gibi faktorlerle sistem kontrol edilir

(Abrahamse ve digerleri, 2012).

Sekil 2.8. TNO gastrointestinal model (TIM) dinamik lipoliz modeli (Abrahamse ve

digerleri, 2012)

Son yillarda yapilan in vitro lipoliz ¢alismalari, lipoliz modelini etkileyebilecek kritik

Ozellikler incelenerek lipoliz modeli kosullarini standartlagtirmaya yoneliktir. Yapilan

calismalar asagida degerlendiriimektedir:

2010 yihinda yapilan ilk galismada, model ilag olarak segilen sinnarizin etkin
maddesinin in vitro lipoliz deneyi boyunca ¢okmesinin nedenleri arastiriimistir.
NaOH miktarindaki artis etkin maddenin ortamda ¢ékmesini dogrusal olarak
artirmistir. Pellet fazdaki (¢okelti) etkin maddenin incelenmesi sonucunda, ¢coken
ilacin amorf yapida oldugu ve ¢ozinurligunun kati kristal haline gore arttigi
gorilmistir. in vitro lipoliz galismalarinin, etkin maddenin ¢dzinarligi Gzerine
negatif bir etkisi olmadigi anlasiimigtir (Sassene ve digerleri, 2010).

2012 yilinda yapilan diger calismada, in vitro lipoliz kosullari olusturulmaya
cahsilmis ve farkli formulasyon tiplerinin in vitro lipoliz modeli Uzerindeki etkisi
incelenmigtir. Model ila¢ olarak segilen danazolun lipit siniflandirma sistemine
(Pouton, 1985) goére 8 farkh formuilasyonu gelistiriimistir. Formulasyonda
kullanilan yag, YEM ve YYEM farkliliklarinin etkin maddenin ¢ézunurluguni ve
formualasyonun sindirimini etkiledigi anlagiimistir (Williams ve digerleri, 2012b).
2012 yilinda yaplilan bir galismada, safra tuzu konsantrasyonun ve ilag yukleme
kapasitesinin, in vitro lipoliz deneyleri boyunca etkin maddenin ¢dzinurligune

ve deney ortaminda ¢dkmesine olan etkisi incelenmistir. 3 mM ve Uzerindeki


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sassene%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20574997
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safra tuzu konsantrasyonu etkin madde ¢ozunuarlugunu artirmakla birlikte, ilacin
deney ortaminda c¢okmesini de azaltigi goézlenmistir. Uzun zincirli yag
asitlerinden olusan formulasyonda, ilacin ¢dkmesi orta zincirli yagd asitlerinden
olusan formilasyona goére daha az olmustur. Teorikte, ortamda c¢okelti
olusmadan maksimum ilag konsantrasyonundaki c¢ozunarlugunun, sindirim
ortamindaki ila¢ ¢Ozunurligline oranini maksimum supersatirasyon orani
(SRM) olarak tanimlanmistir. 2,5 Uzerindeki SRM oraninda, ilacin ¢okme
artisinin fazla olacagi ve buna dayali olarak lipit tasiyici sistemlere
yuklenebilecek maksimum ila¢g konsantrasyonu miktarinin lipoliz modellerinin
katkisiyla da saptanabilecegi belirtiimigtir (Williams ve digerleri, 2012a).

2013 yilinda yapilan galismada, lipit siniflandirma sistemine gére uzun ve orta
zincirli yag asitlerinden olusan formulasyonlardan hareketle, in vitro lipoliz testleri
boyunca olugsan ¢okme ve suUpersatirasyon orani degerlendirilmistir. Calisilan
tim formilasyonlarda SRM oraninin 3’Gn Uzerinde olmasi etkin maddenin
¢okme miktarini artirmistir (Williams ve digerleri, 2013).

2014 yilinda yapilan c¢alismada, in vitro lipoliz modellerinden hareketle,
formuUlasyonlarin dispersiyon ve sindirimini dikkate alan yeni bir lipit siniflandirma
sistemi dnerilmistir (Williams ve digerleri, 2014).

2014 yilinda yapilan gcalismada ise pankreatin ve Ca*? oranlarinin in vitro lipoliz
testi boyunca model ilag danazoliin dagilimi ve formilasyonlarin sindirimine olan
etkisi arastiriimistir. Pankreatin oranlari sindirimi etkilerken, ilacin ¢okmesini
etkilememistir. Ca*? orani sindirimi ¢ok az etkilerken, yliksek Ca*? seviyeleri
ilacin gokmesini artirmistir. Ayrica yiksek Ca*? seviyelerinin safra tuzlariyla
birleserek ¢okebilecegini ve bu durumun etkin madde ¢ozunurlugunu azaltacagi
disinilmektedir. in vitro sindirim modellerindeki, in vivo biyoyararlanima etki
eden fizyolojik seviyedeki kalsiyumun (1,4 mM aclik kosullari) etkin maddedeki
ve safra tuzundaki ¢ékme oranini artirsa bile tercih edilebilecedi sonucuna
varilmistir (Sassene ve digerleri, 2014).

2015 yilinda yapilan diger bir calismada ise aglik/tokluk kosullari altinda,
rekombinant kopek gastrik lipazi kullanilarak, gastrik ve intestinal pH’larda orta
ve uzun zincirli yag asitlerinden olusan formulasyonlardaki sindirimi 6lgmek igin
pH-stat teknigi kullaniimistir. Calisma sonucunda gastrik lipazin, lipit sindirimini

midede baglattigi ve ince bagirsakta da aktivitesini devam ettirdigi ve tim


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23030411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23030411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23030411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sassene%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20574997
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formulasyonlarin sindiriminde rol oynadigi anlasiimistir (Bakala-N'Goma ve
digerleri, 2015).

in vitro lipoliz testleri, lipit kaynakl sistemlerin etkin maddeyi c¢ozme ve
formuUlasyonlarin sindirimine olan etkisini incelemektedir. Lipoliz kosullarini
olusturmak igin yapiimis ¢alismalardan bazilari da Cizelge 2.4’de sunulmaktadir. in

vivoya en yakin ve sartlari optimize edilmis lipoliz kogullari heniz belirlenememistir.

Cizelge 2.4. in vitro lipoliz kosullarina yoénelik yapilan ¢alisma érnekleri (Thomas ve
digerleri, 2012)

Hacim Siire .
pH Tampon Lipaz kaynagi Safra tuzu Kalsiyum | Referans
(mL) (dk)
Tris- )
Pankreatin NaTDC Reymond ve
maleat 10mM
9 12 6,5 (24 TBU/mL) 8 mM Sucker, 1988
(2 mM)
Tris-
Domuz pankreasi NaTDC Alvarez ve
maleat 0-30 mM
5 - 8,5 (168-280 TBU/mL) 0-30 mM Stella, 1989
(50 mm)
Tris- Saflagtiriimig insan NaTC
Patton ve
maleat pankreatik sivi NaTDC 10 mM
10 - 6-9 Carey, 1981
(2 mMm) (1-8 TBU/mML) NaCDC 6 mM
Tris- Dahan ve
Domuz pankreatin NaTC
maleat 5mM Hoffman,
40 30 6,8-7,4 (1000 IU/mL) 5mM
(50 mMm) 2006-2007
Domuz safra Live
Fosfat Domuz pankreasi tip 2
37,5 20-120 7,0 ekstrati 10mM McClemens,
(5 mM) (100-400 U/mg)
20 mM 2010
T Domuz safra Surekli Larsen ve
ris-
eat Domuz pankreatin ekstrat ilave digerleri, 2008;
maleal
300 40-90 6,5 2 mM) (300-800 USP unit/mL) 5-30 mM/ (0,045- Fatouros ve
m
1-5mM PC 0,181 mM) | digerleri, 2007
Guine ve
Tris- . NaTDCllesitin
Domuz pankreatini digerleri, 2008;
maleat (5-20 mM) 5mM
10-40 30-60 75 (1000 TBU/mL) Kaukonen ve
(50 mM) /1,25-5 mM N )
digerleri, 2004
) Safra
Tris-
Pankreatin ekstrati (8 tuzu/lesitin Ali ve digerleri,
maleat 5mM
100 40 6,5 TBU/mg) (5mM) /1,25 2008
(50 mMm) M
m
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2.5.4. Lipoliz ile yapilan glincel ¢caligmalar ve degerlendirmeler

2017 yihnda BCS Sinif 2 ila¢ olan sinnarazin ile yapilan ¢alismada, ilag yikleme
kapasitesinin (%80 ve %200) ve dozaj seklinin (SNEDDS ve suspansiyon) emilim
ve biyoyararlanim Gzerine olan etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda, sulu fazdaki
etkin madde miktarinin lipoliz ve emilen miktarlar Uzerinde etkisi oldugu
gorulmustar. SNEDDS formulasyonlarin sulu fazdaki etkin madde miktarini,
formuUlasyonun yagli kismina olan yukleme miktar etkilemistir (Siqueira ve digerleri,
2017).

BCS Sinif 2 ilag¢ olan nimodipin ile yapilan galismada, SNEDDS formulasyonu kalite
tasarimi yaklasimiyla gelistiriimis ve formulasyon bilesenlerinin, formilasyonun
karakterizasyonuna, emililsifikasyonuna ve lipoliz sonuglarina olan etkisi
incelenmigtir. Calisma sonucunda, farkli oranlardaki formulasyon bilesenleri olan
yuzey etkin madde ve yagin, lipoliz sonuglarini etkiledigi goértulmuagstur. Damlacik
boyutu daha kii¢lk olan formulasyonlarin sindirimi artmistir. Ayrica lipoliz oranlarini,
aclik-tokluk lipoliz ortamlarinin enzimsel farkliliklari da etkilemistir (Alayoubi ve
digerleri, 2018).

2018 yilinda yapilan diger bir galismada, R3040 model maddesiyle SNEDDS
formllasyonu hazirlanmigtir.  Hazirlanan formilasyon insan ve sicanin
gastrointestinal enzimsel farkhliklari dikkate alinarak iki ayri lipoliz deney sartlari ve
lipoliz deney modeli hazirlanmis ve in vitro sonuglar siganlarda yapilan in vivo
¢alisma sonuglariyla kiyaslanmistir. Ayrica  SNEDDS formulasyonlara farkli
oranlarda (%80-%200) etkin madde yuklenerek, ylkleme kapasitesinin lipoliz
Uzerine etkisi incelenmigtir. Sigcanlarin gastrointestinal sistemini taklit eden modelde
gastrik ve intestinal enzimsel farklliklarla olusturulurken, insan modeli i¢in sadece
intestinal enzimsel farkliliklarin etkisi incelenmistir. YUkleme kapasitesinin lipoliz
sonuglarini etkilemedigi ve sadece formulasyonun yagh kismina yiklenen miktarin
énemli oldugu anlasiimistir. in vivo galismalar sonucunda, insan lipoliz modeli ile in
vivo sonugclar arasinda benzerlik kurulamazken, sican lipoliz modeli AUCo-1 ve Cmaks

sonuglari ile benzerlik gostermigtir (Daniela ve digerleri, 2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517318308093#!
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2018 yilinda yapilan diger bir calismada ise, dinamik in vitro lipoliz modeli
kullanilarak SNEDDS formulasyonun kapsulle verilmesi ve kalsiyum aljinat
boncuklarinin lipoliz Uzerine olan etkisi incelenmigtir. 1995 yilinda Minekus ve
arkadaslarinin  TNO gastrointestinal model 1 (TIM-1) modeli gelistirilerek
gastrointestinal dinamik lipoliz modeli olusturulmustur. Bu modelde mide, ince
bagirsak, ileum, jejenum sekresyonlari, pH kinetikleri ve gegis zamanlar bilgisayarl
sistemle kontrol edilmistir. Aljinat boncuklari ile gelistirlen SNEDDS formulasyon ya
da formulasyonun kapsullenmesinin, lipolizi erteledigi ve aljinat boncuklarinin da

lipaz enzim aktivitesini azalttigi gorulmustar (Corstens ve digerleri, 2018).

2.5.5. in vitro lipoliz verileriyle-in vivo veriler arasinda korelasyon

Biyofarmasoétik agidan IVIVC in vitro salim karakterleri ile in vivo biyoyararlanim
parametreleri arasindaki iliskiyi tanimlamaktadir. IVIVC, ilag seklinin in vitro 6zelligi
(ilacin ¢é6ziinme hizi veya ylzde ¢6zlinen miktar) ile in vivo yanit (plazma ilag

derisimi veya emilen ilag miktar1) arasindaki matematiksel iliski olarak tanimlanir.

in vitro-in vivo farmakokinetik korelasyon modelleri ilag kesfi ve gelistirme siirecinin
onemli bir pargasidir. Bu modeller ilaglarin in vivo davranisini, bir formulasyonun
gelistiriimesi ve Olgeklendiriimesi sirasinda farmakokinetik 6zelliklerin test edilmesi,
kalite guvencesi, kalite kontrolunu kapsayan in vitro ¢alismalarla dogru bir sekilde

tahmin edebilir (Gémez ve Valencia, 2015).

Edwards (1951) ve Nelson'un (1957) oral uygulama sonrasinda aspirin ve teofilin
¢ozUnme oranlarini, in vivo gorunumleriyle iliskilendirmedeki 6ncu ¢alismalari ile
IVIVC, farmasotik urin gelistirme alaninda giderek daha fazla 6nem kazanmistir (Lu
ve digerleri, 2011).

Lipit kaynakh sistemlerde in vitro ¢ozUnme hizi sonuglari yerine, in vitro lipoliz
sonuglarini kullanmak hedeflenmektedir. In vitro lipoliz verileriyle-in vivo veriler
arasinda kurulan korelasyon ornekleri Cizelge 2.5’de verilmektedir (Kollipara ve
Gandhi, 2014).
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Cizelge 2.5. in vitro lipoliz verileriyle-in vivo veriler arasinda kurulan korelasyon

ornekleri (Kollipara ve Gandhi, 2014).

llag Lipoliz verileri In vivo veri IVIVC Referans
Veriler arasinda
. Beagle cinsi kdpeklerle yapilan
LCT solusyon> . korelasyon var ) .
. galismada LCT soliisyon> B Khoo ve digerleri,
Halofantrin LCT/MCT karigim> LCT solusyon> MCT
. LCT/MCT karisim>MCT . 1998
MCT soliisyon . solusyon, fakat IVIVC
solusyon
kurulamadi
Kopeklerle yapilan calismada Veriler arasinda
. . MCT>LCT>SCT> Bates ve
Griseofulvin . MCT>LCT>SCT> sulu korelasyon var, fakat .
sulu formulasyon . Carrigan, 1975
formilasyon IVIVC kurulamadi
Kopeklerde yapilan ¢alismada
aclik kosullarinda SNEDDS> )
SNEDDS>tablet Christophersen
tablet — SNEDDS>tablet tokluk IVIVC kurulamadi
Aglik-tokluk ve digerleri, 2014
. . kosullarinda tablet
Sinnarazin
formulasyonun performansi artti.
Siganlarda yapilan galismada Dahan ve
Deksametazon MCT=LCT=SCT IVIVC kurulamadi
MCT=LCT=SCT Hoffman, 2007
Soliisyon> Kopeklerle yapilan galismada Veriler arasinda Port
orter ve
Danazol LC-SMEDDS> sollisyon>LC-SMEDDS>MC- korelasyon var, ancak . .
digerleri, 2004
MC-SMEDDS SMEDDS IVIVC kurulamadi
SMEDDS> Domuzlarla yapilan galismada, AFM modeliyle IVIVC
Fatouros ve
Probucol SNEDDS>yagl SMEDDS>SNEDDS>yagh kuruldu ) .
. . digerleri, 2008
sollisyon soliisyon korelasyon>0,91
N Dahan ve
Vitamin D3 MCT>LCT>SCT LCT>MCT>SCT IVIVC kurulamadi
Hoffman, 2005
Farelere siloheksimid enjekte
Vitamin D3, edilerek lenfatik sisteme gidisi IVIVC kuruldu Dahan ve
MCT>LCT>SCT _
progesteron engellendi. R?>0,99 Hoffman, 2006
MCT>LCT>SCT

( LCT: Uzun zincirli trigliserit, MCT: Orta zincirli trigliserit, SCT: Kisa zincirli trigliserit)

Yapilan tum calismalar sonucunda henuz in vitro lipoliz modeli sartlarinin

standartlagtiralamamis oldugu gorulmektedir.

Yapilan c¢alismalarda,

ortama

eklenen NAOH, yag asitleriyle birlikte etkin maddenin de c¢Okmesine sebep

olmustur. Gelecekte yaglarin ortamdan uzaklastiriimasi (yapay membran) icin farkh

deney diizenekleri olusturulabilir. in vitro lipoliz deney modeli sartlari insanlarda

bulunan enzimsel farkliliklar/miktarlar dikkate alinarak olusturulmaktadir. Fakat

si¢an ve farelerde safra tuzu miktari daha fazladir. Safra tuzu miktari ¢ézinurlik ve

biyoyararlanima olumlu katki saglarken, hayvanlarda yapilan in vivo deneyler in

vitroyla farklilik gosterebilmektedir. Ortam hacmi, deney suresi, aclik-tokluk kosullari

enzim ve pH farkhliklari dikkate alinarak lipoliz deney kosullarini olusturmak igin

calismalar devam etmektedir.
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2.6. Tenofovir

2.6.1. Fizikokimyasal, farmakokinetik ve farmokodinamik 6zellikleri

e Fizikokimyasal 6zellikleri

Nukleozid ters transkriptaz inhibitori olarak 2001’de FDA tarafindan HIV-AIDS
tedavisinde kullaniimak tzere onaylanan tenofovir disoproksil fumarat, én ilag olan
tenofovir disoproksilin fumarat tuzudur (Palacin ve digerleri, 2001). 2008 yilinda
hepatit B tedavisinde de etkin olarak kullaniimaya baglanmistir. Tenofovirin 6n ilag
formu olan tenofovir disoproksil fumaratin lipofilitesi (logP 1,2) tenofovirden
(logP -1,6) daha yuksektir (Yuan ve digerleri, 2001; Choi ve digerleri, 2008).
Tenofovir BCS Sinif 3’te bulunan suda ¢ozunurligu yiuksek permeabilitesi zayif bir
ilactir (Cizelge 2.6). Tenofovir P-gp substrati degilken, tenofovirin disoproksil
fumarat P-gp substratidir (Mallants ve digerleri, 2005; Kiser ve digerleri, 2008;
Shailender ve digerleri, 2017a).

Tenofovir disoproksil fumaratin kimyasal adi (Kurt ve digerleri, 2015); 9(R)2 [[bis
[[(izopropoksikarbonil) oksi] metoksi] fosfonil] metoksi] propil] adenin fumarat
(1:1)dir (Sekil 2.9). Kimyasal formUllu ise Ci9H3oNsO10P+C4H404 seklinde olup
molekuler agirligi 635,52 g/mol’dir (Hazra ve digerleri, 2004).
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Sekil 2.9. Tenofovir disoproksil fumaratin kimyasal yapisi (Rxlist, 2018)
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Cizelge 2.6. Tenofovirin fizikokimyasal 6zellikleri (25 °C) (FDA, 2012)

Cozunurluk | 13,4 mg/mL (distile su)
pKa 3,8 ve 6,7
cLogP 1,25 (pH 6,5)
Molekiil
L. 635,52 g/mol
Agirhgi

Tenofovir disoproksil fumarat igeren tablet dozaj seklinde referans (Viread®) ve
esdeger Urlnler (Abavir®, Doro®, Evasif®, Hiverac®, Nefovir®, Ovirproksil®, Sotacar®,
Tenevir®, Tenoviral®, Tenribel®, Ternavir®, Veforix®, Virsoem®, Virtenix®, Voxus®,

Zentovir®) ilag piyasasinda bulunmaktadir.

e Farmakokinetik 6zellikleri

Emilim

Tenofovir duslk absorbsiyon sorunu gdsteren, aglik biyoyararlanimi %25 olan (Lee
ve digerleri, 2010; Anderson ve digerleri, 2011; Murakami ve digerleri, 2015) lipofilik
bir etkin maddedir (Kearney ve digerleri, 2004; Gelder ve digerleri, 2002). Yiksek
yagh yiyecek alimi ile yapilan tokluk biyoyararlanim ¢alismalarinda, Cmaks %14 ve
AUC %40 artarak aglhk durumuna goére biyoyararlanimi artmistir (Kearney ve
digerleri, 2004; Cizelge 2.7). Referans urini Viread® tablettir ve tok karnina
alinmaktadir. Viread® tabletin tokluk biyoyararlanimi %45’in (zerindedir. Tenofovirin
biyoyararlanimi yuksek yagli gida alimindan etkilendigi icin yiyeceklerle birlikte
alinmasi onerilir, bu durum yaglarin, endojen lipazlar ve esterazlar i¢in alternatif
substratlar olarak tenofovirin metabolizmasini/pargalanmasini engellemede rolu
oldugu belirtiimektedir (Watkins ve digerleri, 2017). Farelerde, kdpeklerde ve
maymunlarda yapilan biyoyararlanim ¢alismalari sonucunda sirasiyla %2, %17,1
ve %5,3 zayif biyoyararlanim ve zayif absorpsiyon goOsterdigi gortlmastir
(Shailender ve digerleri, 2017b). Tenofovirin farmakokinetik 6zellikleri Cizelge

2.7’de verilmektedir:
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Cizelge 2.7. Tenofovirin farmakokinetik ézellikleri

Doz AUC-Cmaks tmaks t12
Gunde bir kez 300 mg Aclik:
tenofovir disoproksil 2287685 ng-sa/mL (AUC) Aclik:
fumarata esdeger 296190 ng/mL (Cmaks) 1,0+£0,4 sa 17 sa
245 mg tenofovir disoproksil Tokluk: Tokluk:
(fumarate olarak) veya 332411370 ng-sa/mL (AUC) 2 sa
136 mg tenofovir 326119 ng/mL (Cmaks)

Tenofovirin hayvanlarla yapilan biyoyararlanim ¢alismalarinda maksimum plazma
konsantrasyonuna 0,25-1,5 sa igerisinde ulasmis ve iki faz olarak azalmistir.
Tenofovirin en ylksek biyoyararlanimi kdpeklerde yapilan ¢alismada gortulmusttr

(Kearney ve digerleri, 2004).

Dagilim

intravendz uygulama sonrasinda, tenofovirin kararli durum dagihim hacminin
yaklasik 800 mL/kg oldugu tahmin edilmistir. Tenofovirin serum yarilanma oémra 17
saat ve hlcre ici yarilanma émru ise 60 saatin Uzerindedir. Proteinlere baglanma
orani %10’dan azdir (Kurt ve digerleri, 2015). Tenofovirin ultrasantrifrij yontemiyle
insan plazma ve serumunda degerlendirilen protein baglanma konsantrasyon
arahgi 0,01-25,01 mg/mL (FDA, 2007).

Metabolizma ve eliminasyon

Tenofovir disoproksil fumarat, ara metabolit olarak tenofovir monofosfonat ester ile
iki adimda tenofovire hidrolize olmaktadir. ilk adim karboksilesterazlar ve ikincisi
fosfodiesterazlar ile katalize edilir. Tenofovir, hiicre igi kinazlar ile aktif bifosforile

edilmig kismina donusturular (Watkins ve digerleri, 2017; Sekil 2.10)

Nukleozit analoglarinin, HIV ters transkriptaz 6zelliklerinin olusmasi igin htcresel
enzimlerle fosforilasyon gerekmektedir. Genellikle nlklezit analoglarinin 3-OH
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gruplari yoktur ve grubun olmamasi HIV-ters transkriptaz tarafindan viral DNA'ya
baglanarak, daha fazla DNA zincirinin olusmasini engeller. Nukleozidler hicrede,
trifosfat formlarina adim adim fosforile edilir ve bdylece HIV ters transkriptazi igin
potansiyel substratlar haline gelirler. Bu iglemde yer alan kinazlar, hicre igindeki

aktif ilag seviyesini korurlar (Varga ve digerleri, 2013)

TENOFOVIR DISOPROKSIL TENOFOVIR MONOESTER TENOFOVIR
NHg NHz NH,
o N N NF N N N
f I\JI > E I L)j: > l L >
o— 9 =y N sterazlar I ¢ =y n*  Esterazlar o S N
07"}‘-_,/0 o Fl'\/o HO*'T\/O\‘)
r CH. KD CH o CHy
3 3
o\l/o

Hicre ici

I NH2 NHz

N N NE N N N

[ > amPkinaz L > ampxi >

oy e gLy e, o SR LY
HD—TVOY] HO—T —O— ?\/O\H HO—FI’ —O—FI* — D—T\/o\‘)

OH OH OH OH OH OH

CHs CH, CHy
TENOFOVIR TENOFOVIR MONOFOSFAT TENOFOVIR DIFOSFAT

Sekil 2.10. Tenofovirin metabolizmasi (Watkins ve digerleri, 2017)

Ne tenofovir ne de tenofovir DF CYP enzim substrati degildir ve bu durumdan 6tira
ilac etkilesimleri daha az gorulmektedir (Shailender ve digerleri, 2017a). Tenofovir
glomertler filtrasyon ve aktif tlbuler sekresyon kombinasyonu ile elimine
edilmektedir. Toplam klerensin yaklasik 230 mL/s/kg (yaklasik 300 mL/dk) ve renal
klerensin ise yaklasik 160 mL/s/kg (yaklasik 210 mL/dk) oldugu tahmin edilmektedir
(Kurt ve digerleri, 2015).

Céziinme hizi galigmalari

FDA ¢dzinme hizi metotlarina ait veritabaninda tenofovir igin Onerilen in vitro

¢6zinme hizi ydnteminde, 900 mL 0,1 N HCI ortaminda 50 rpm’de palet yonteminin
kullanimi 6nerilmektedir (FDA, 2007).
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Biyofarmasétik siniflandirma sistemi

Tenofovir BCS Sinif 3’te bulunan suda ¢ozinurligu ylksek permeabilitesi zayif
lipofilik bir ilagtir (Patil ve digerleri, 2017).

Farmakodinamik calismalar

Tenofovir disoproksil fumarat, 6n ilag olan tenofovir disoproksilin fumarat tuzudur.
Tenofovir disoproksil absorbe edilir ve bir nukleotid analogu olan etkin madde
tenofovire donuasturtlir. Tenofovir daha sonra aktive T hucrelerinde iki etkin
metabolit tenofovir  difosfata  donustarilir.  Tenofovir  difosfat, dogal
deoksiribonukleotid substrati ile dogrudan baglanma rekabeti yaparak viral
polimerazlari inhibe eder ve DNA'ya girdikten sonra DNA zincirini sonlandirir
(Tenoviral®, 2019).

HIV-1'deki klinik etkinlik

Tenofovir disoproksil fumaratin HIV-1 ile enfekte yetigkinlerdeki etkisi 48 haftalik
calismalarda gosterilmigtir. 24. haftada, log10 plazma HIV-1 RNA duzeylerindeki
baslangica gore zaman agirlikli ortalama degisim 0,03 log10 kopya/mL ve -0,61
log10 kopya/mL’dir. Tenofovir disoproksil fumarata antiviral cevap 48 hafta boyunca

sUrmistir (Tenoviral®, 2019).

Kronik hepatit B'deki klinik etkinlik

Tenofovir disoproksil fumarat, kronik karaciger hastaligi olan, HBeAg pozitif ve
HBeAg negatif kronik hepatit B’li yetigkinlerde ve HIV-1 ve hepatit B virtsu ile ko-
enfekte hastalardaki histolojik, virolojik, biyokimyasal ve serolojik cevaplar esas
alinarak yapilan ¢alismalarda, tenofovir disoproksil fumarat, lamivudine direngle
iligkili mutasyonlari iceren hepatit B virlslU hastalarda anti-hepatit B virusu aktivitesi
gbstermistir (Tenoviral®, 2019).
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Yan etkiler

Hepatit B tedavisi sirasinda halsizlik, bulanti, kusma, karin agrisi, kas agrilari, bas
agrisi, istahsizlik, ALT yuksekligi ve trombositopeni gibi yan etkiler gorulmustur
(Demirturk ve Demirdal, 2011; Jenh ve Pham, 2010). Bazi durumlarda
osteomalasiye ilerleyebilen hipofosfatemi de gorulebilmektedir (Kim ve digerleri,
2015).

HIV enfeksiyonu tedavisinde, 2-9 yil sureyle tenofovir kullanan hastalarin %15’inde
fosfaturi, glikozuri, bikarbonat atilimi, proteinuri ve aminoasiduriyle karakterize renal
tubuler disfonksiyon bildirildigi gértlmektedir (Asci ve digerleri, 2015). Tenofovir, 65
yas ustl ve 18 yas alti hastalarda incelenmemistir. Yagl hastalarin bobrek ya da
karaciger fonksiyonlarinin azalmasi da olasidir, bu nedenle yash hastalar tenofovir

ile tedavi edilirken dikkatli olunmalidir.

2.6.2. Tenofovirin tedavideki yeri ve guncel yaklagimlar

Tenofovir, hepatit B ve insan immin yetmezlik virisi (HIV) enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullaniimaktadir. Tenofovir bir nukleotid ters transkriptaz inhibitorudur
ve viruslerin ¢cogalmasi icin esas olan enzimlerin (hepatit B'de DNA polimeraz,
HIV’de ters transkriptaz) ¢calismasini engelleyerek aktivite gdsterir (Kurt ve digerleri,
2015).

AIDS hastaliginin nedeni olan HIV virGsu, insan vicudunun hastaliklara karsi
direncini saglayan bagisiklik sistemini zayiflatmaktadir. HIV viristinun, bagisiklik
sistemini hastaliklarla micadele edemeyecek kadar zayif disurmesi nedeniyle
AIDS hastaligi olugsmaktadir (Kurt ve digerleri, 2015). Dinya ¢apinda yaklasik 240
milyon insan, hepatit B virisU enfeksiyonu tasimaktadir (Zampino ve digerleri,
2015). Hepatit B kronik viral hepatitlerin en yaygin olan formudur. Siroz ve karaciger
kanserine yol agan hepatit B ve hepatit C virislerinden kaynaklanan hepatit hastaligi
tedavi edilmezse, karaciger nakli kaginilmaz olmakta, karaciger hasari ve karaciger

yetmezligi ilerleyen vakalarda 6lime sebep olmaktadir.
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Tenofovirin duguk oral biyoyararlanimi klinik etkinligini sinirlandirmaktadir.
Tenofovir igeren drin pazarinin  buyudklugt g6z oOnune alindiginda,
biyoyararlanimdaki %33'lUk bir iyilesme ile standart 300 mg tenofovir dozunda 245
mg'a disme ile sonuglanan doz azaltimi, saglik harcamalarinda yillik 50-75 milyon
dolar azalmaya yol acgtigi belirlenmistir (Watkins ve digerleri, 2017). Tenofovirin
biyoyararlanimini 6nemli Ol¢ude iyilestirmek, Ulkeler icin saglik harcamalarinda
onemli bir tasarruf saglayacaktir. Bunu basarmak icin, yenilikci ilag tasiyici sistem
stratejilerini uygulamak énemlidir. Tenofovirin biyoyararlanimini artirmak igin degisik
ilagc tasiyici sistemlerin ve dozaj sekillerinin gelistiriimesine yonelik calismalar
bulunmaktadir. Bunlar, polimerik (dendrimerler, nanopartikiller, nanokapsduller,
nanofiberler, miseller, nano-konjugatlar), lipit (lipozomlar, kati lipit nanopartikdller,
nanoyapih lipit tastyicilar), inorganik (altin, gimus, kalsiyum, demir oksit, silika)
nanotasiyicilar ve nanosuspansiyonlardir. Tenofovirin biyoyararlanimini artirmak
igin, PLGA-nanopartikuller (Shailender ve digerleri, 2017b), sivi kristal prekursoru
(Patil ve digerleri, 2017), lipozom (Spinks ve digerleri, 2017), niozom (Kamboj ve
digerleri, 2014) ve kitosan nanopartikilleri (Shailender ve digerleri, 2018) gibi cesitli
formUlasyon yaklasimlari gelistirilmistir. Ayrica, nanoemdulsiyon ve nanoemulgel
sistemler transdermal olarak (Rambharose, 2017), hibrit-polimer lipit nanotasiyici
sistem de (Porkharkar ve digerleri, 2015) tenofovirin nazal yoldan verilmesi igin

gelistiriimis formulasyon yaklagimlaridir.

Lipit kaynakh ilag tagiyici sistemler, lipofilik ilaglarin biyoyararlanimini artirmak igin
kullanilan en énemli stratejilerdendir (Pouton, 2000; Nicolaos ve digerleri, 2003;
Thomas ve digerleri, 2012). Birgok ¢alisma, lipofilik ilaglarin lipit kaynakli ilag tasiyici
sistemler ile uygulandiginda biyoyararlanimlarinin arttigini géstermistir (Fatouros ve
digerleri, 2007; Mu ve digerleri, 2013). Lipit kaynakh ila¢ tasiyici sistemler,
yiyeceklerle  birlikte ahmin veya yiyecek yoklugunun neden oldugu
biyoyararlanimdaki varyasyonlari basarili bir sekilde azaltmigtir (Kovarik ve
digerleri, 1994; Mueller ve digerleri, 1994). Lipofilik ilaglarin emilimini arttirmak igin
lipit tasiyicilarin (ilag tasiyici sistemde veya gidada) kullaniimasi uzun yillardir
bilinmektedir (Fleisher ve digerleri, 1999).

Lipit kaynakl ilag tasiyici sistemler, lipofilik ilaglarin bagirsak gegirgenligini

etkileyerek de emilimini arttirabilir. Cesitli lipitlerin bagirsak duvarinin fiziksel bariyer
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islevini degistirerek gecirgenligini arttirdigi gosterilmistir (Constantinides ve Wasan,
2007; Dahan ve Hoffman, 2008; Mullertz ve digerleri, 2010). Farkh tiplerde lipit
kaynakl ilag tasiyici sistemler arasinda siklikla kullanilan, kendiliginden nano
emulsifiye ilag tasiyici sistemlerdir (Khan ve digerleri, 2012; Rehman ve digerleri,
2017). Bu sistemler, dusuk ¢ozunurlik, zayif absorpsiyon, kimyasal stabilite,
enzimatik degredasyon ve bagirsak duvarindan effluks etkisine ugrayan ilaglarin
oral biyoyararlanimini arttirmak amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir. Ayrica
dusuk permeabilite 6zelligi gosteren ilaglar igin gelistirilen sistemlerden biri de ¢oklu
emulsiyonlardir. Coklu emdulsiyonlar, birden fazla etkin maddenin tasinabilmesi
avantajiyla birlikte, etkin maddeyi c¢evre sartlarindan korumakta ve emilimini
arttirmaktadir. Tenofovir ile bugline kadar yapilmis kendiliginden nano emdilsifiye
sisteme ve ¢oklu emiulsiyona ait bir calisma bulunmamaktadir. Tenofovir BCS 3 ilag
olmasi nedeniyle suda ¢ozunurligunin fazla olmasi ve kendiliginden emulsifiye
sistemleri kargilastirma adina, son zamanlarda BCS 3 ilaglar i¢in tercih edilen goklu
emulsiyonlar da gelistirerek tenofovirin emilim ve biyoyararlanim artisi igin en uygun

sistemin gelistiriimesi tez kapsaminda gergeklestiriimistir.
2.6.3. Tenofovirle yapilan biyoyararlanim ¢aligmalari

Tenofovir ile yapilan biyoyararlanim c¢alismalarinda fareler, siganlar, kopekler ve
maymunlar kullaniimigtir (Prathipati ve digerleri, 2016; Shailender ve digerleri,
2017a; Shailender ve digerleri, 2017b). insanlarda yapilan in vivo galismalarin
tenofovir tayininde RP-HPLC (Onah ve digerleri, 2011) ve LC-MS/MS (Delahunty ve

digerleri, 2009) yontemleri kullaniimigtir.

Tenofovir, ylksek oranda yUkli fosfonat grubu bulunmasi nedeniyle ¢ok duslk
bagirsak gecirgenligine sahiptir. Yapilan bir calismada, tenofovirin (2 metil karbonat
esteri) biyoyararlanimi farelerde %20, kdpeklerde %30 ve insanlarda %30'un altinda
bulunmustur (Watkins ve digerleri, 2017). Fare, kdpek ve maymunlarda yapilan
farkli bir calismada da, en yuksek biyoyararlanimi kdpekler de (%17,1)
gostermesine ragmen (Kearney ve digerleri, 2004), sigcanlarla yapilan ¢alismalarin
uygulanabilirliligi daha fazla oldugundan in vivo calismalar kapsaminda deney
hayvan modeli olarak sigan kullaniimigtir. Ayrica siganlarda yapilan ¢alismalarda

intestinal enzim aktvitelerinin insanlara benzedigi tespit edilmistir (Yoshigae ve


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prathipati%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27497648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shailender%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27921450
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digerleri, 1998). Sicanlara verilecek doz, FDA insan dozunun hayvan dozuna
donustirme oranindan (yuzey alanina gore doz donusturme) hareketle
belirlenmistir (Nair ve Jacob, 2016). Siganlarda safra kesesi bulunmamakla birlikte
safra salgisi vardir. Pankreatik lipaz konsantrasyonu insanlara benzerken, safra
asidi/pankreatik lipaz orani insanlara kiyasla yuksektir (Sjogren ve digerleri, 2014).
Bu bilgiler goz 6nune alindiginda, in vitro lipoliz ¢alismalarinin in vivo ¢alismalarla
korelasyonu igin siganlarla yapilan ¢alismanin yeterli verileri saglamamasi olasidir.
Bu nedenle, siganlardaki in vivo c¢alismalardaki oncelikli amag¢ kiyaslamali
biyoyararlanim calismalari olarak belirlenmigtir. Tezdeki in vivo degerlendirmeler,
gelistirilen farkli formalasyon gruplarinin (SNEDDS ve SDEDDS) referans Urunle
farmakokinetik ve biyoyararlanim acisindan karsilastiriimasina, agclik/tokluk
biyoyararlanimlarindaki ~ degigkenligin  ve biyoyararlanim  farklilhklarinin

belirlenmesine yonelik olarak planlanmistir.

Tenofovirle 2017 yilinda yapilan bir calismada, ince bagirsak esterazlarinin
tenofovir disoproksil fumaratin emilimindeki roli de@erlendirilmistir. Ester
baglantilari bakimindan zengin ve esteraz inhibe etme kapasitesi olan meyve sulari
ve farmasotik eksipiyanlarin (ester baglari olan) tenofovirin metobolizmasi Uzerine
olan etkisi incelenmistir. in vitro ve ex-vivo ¢alismalar sonucunda, Cremophor-EL ve
en yuksek inhibisyon seviyesine sahip olan greyfurt suyunun tenofovirin
metabolizmasini azalttigr gordimastir. Ayrica siganlarda yapilan in vivo
calismalarda, tenofovirin greyfurt suyu ile birlikte verildiginde oral biyoyararlaniminin
%97 oraninda arttigi belirtimektedir (Shailender ve digerleri, 2017a).

2018 yilinda yapilan bir calismada ise, kitozan kaynakli nanopartiktillerin tenofovirin
emilim ve biyoyararlanim Uzerine olan etkisi incelenmistir. Kitozan kaynakh
polimerik nanopartikuller tenofovirin hizla metabolize olmasini koruyarak emilimini
artirmigtir.  Siganlarda  yapilan  biyoyararlanim ¢alismasinda, tenofovirin
biyoyararlanimi, kitozan nanopartikiller ile sulu stispande formuna goére %380
artmistir. Kitozan nanopartikullerinin klatrin bagimh endositoz yolu ile emilerek
tenofovirin emilimini ve biyoyararlanimini artirdidi1 belirtiimektedir (Shailender ve
digerleri, 2017b).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nair%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27057123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacob%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27057123
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

ADITEM 0. Evonik Nutrition&Care GmbH, Almanya
ArIACE] 20 . .. e Sigma, ABD
CapmUIMCM. ... ABITEC, ABD
(@7 T 0] () 151 2 ABITEC, ABD
Cremophor RH 40..... .. e Sigma, ABD
C.antartiCa liPaz A. ... Sigma, ABD
Disodyum fosfat dihidrat ..., Merck, Almanya
Fosfotungustik asit............coooiii Sigma, ABD
FOSTOtIAIKOIIN .. e Sigma, ABD
GeIUCITE 44 . . ... e Gattefossé, Fransa
(€] [T o) Sigma, ABD
HCI %37 (N/N). . s Merck, Almanya
Heparin ... Nevparin®, Tlrkiye
INWItOT 742, e IOl Oleo GmbH, Almanya
IMWItOr 988.... e, IOl Oleo GmbH, Almanya
IMWItOr 948, ..., IOl Oleo GmbH, Almanya
Kalsiyum KIOTUT. ... e Sigma, ABD
Ketamin %10 (h/h) ... Goksa Veteriner Klinigi, Turkiye
Labrafac Lipophile WL 1349..........cooiiii Gattefossé, Fransa
Labrafil M1944CS . ... .o, Gattefossé, Fransa
Labrasol........uiiii i Gattefossé, Fransa
= TRy [ T 1t Gattefosé, Fransa
Miglyol B8, . Sigma, ABD
Mono propilen gliKol........ ..o Sigma, ABD
NAOH . e Merck, Almanya
Nar gekirdegi Yagl.......oovveiiiiiii e Helvacizade, Turkiye

(@ 1Y 1 = 1= | Sigma, ABD


https://www.ioioleo.de/en/products/pharma/imwitor-948.php
https://www.ioioleo.de/en/products/pharma/imwitor-948.php
https://www.ioioleo.de/en/products/pharma/imwitor-948.php
https://www.ioioleo.de/en/products/pharma/imwitor-948.php
https://www.ioioleo.de/en/products/pharma/imwitor-948.php
https://www.ioioleo.de/en/products/pharma/imwitor-948.php
https://www.gattefosse.com/labrafac-lipophile-wl-1349
https://www.gattefosse.com/labrafac-lipophile-wl-1349
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PEG 400. ... i Sigma, ABD
Propilen glikol. ... Sigma, ABD
Potasyum dihidrojen fosfat..............cooi i, Merck, Almanya
PanKIr AN ...t Sigma, ABD
SaAfTA IUZU . Sigma, ABD
Sodyum asetat trihidrat..............ooi Merck, Almanya
SPAN 20 . ——— Sigma, ABD
SPaAN B . Sigma, ABD
SUSAM YAGI. ¢ttt Helvacizade, Turkiye
B =Y (o {0 Y/ Pharmactive, Turkiye
Viread® ..., Gilead Sciences, Almanya
TranSCULOl P ... Gattefossé, Fransa
Trizmamaleat ........c.ooiiii Sigma, ABD
TWEEN 20t Sigma, ABD
Uz0Om GeKirdedi Yagdl. .. ...ocoeeee e Helvacizade, Turkiye
4-bromobenzenboronik asit............ccooi e, Sigma, ABD

3.1.2. Kullanilan arag¢ ve geregler

Altil manyetik karistiric Variomag, USA
Bidistile su cihazi Barnstead D11901
Cozinme hizi test cihazi Varian VK-7000, ABD
Damlacik biiyikliigi ve zeta potansiyel dlcme cihazi  Malvern ZetaSizer, ingiltere

Distile su cihazi Nive NS112, ingiltere
Diyaliz membran (25mm, 24 000 Da) Sigma, ABD
DoE yazilim Design Expert Software Version 10, ABD
DSC Shimadzu DSC-60, Japonya
Enjektor 50 pL, 100 pL Hamilton, Avustralya
Etav Heraeus KT-500, Almanya
Franz diflzyon hucreleri Caliskan Cam, Turkiye

FT-IR spektrometre Perkin Elmeri, ABD
Hassas terazi Shimadzu AW-320, Kolombiya
Isiticili su banyosu Nuve NB-20, Turkiye

iklimlendirme dolabi Sanyo, ABD
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LC-MS/MS cihazi Shimadzu HPLC Sistemi & AB Sciex API 4000, Japonya
Lipoliz cihazi Metrohm 902 Titrando, Thiamo 1.3, isvigre
Manyetik karistirici Thermo Scientific, Almanya
Membran filtre 0,22 um, 0,45 um Sartorius, Almanya
Otomatik pipet 10-100 puL, 100-1000 puL, 1000-5000 uL Eppendorf, Almanya
Otomatik pipet seti Eppendorf, Almanya
Partikul bUyukltgu élgim cihazi Sympatec Gmbh System, Almanya
pHmetre Sartorious, Almanya
Polarize mikroskop Leica DMEP, Almanya
Rotasyonel vizkozimetre Brookfield DV IllI+ Rheometer, ABD
Santrifij Selecta Mixatasel, ispanya
Spektrofotometre kuvetleri Helma QS 100, Almanya
TEM FEI Tecnai G2 Spirit, ABD
Termostatl isiticl Nuve NB 20, Turkiye
Turbidimetre Velp Tirbidimeter, italya
Ultrasantrifuj Hitachi CS 150GXL, Japonya
Ultrasonik su banyosu Bransonic 221, Almanya
UV spektroskopi Shimadzu UV 1700, Japonya
3.2. Yontem

Calismanin bu bdoluminde tenofovirin fizikokimyasal Ozelliklerinin tespiti, miktar
tayini yontemlerinin geligtiriimesi, formulasyonlarin geligtirilmesi, in vitro ¢ézinme

hizi/permeabilite ve in vivo galismalara ait deneyler detayli olarak sunulmaktadir.

3.2.1. Etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinin tespiti

Cozunurlik

Tenofovirin ¢ézUnurligund belirlemek igin, etkin maddenin asiri miktari distile suya
eklenerek sispande ¢ozeltisi hazirlandi (n=3). Karisimlar, 37+0,5°C ve 25+0,5°C
sicakliktaki su banyosunda manyetik karistirici yardimiyla karisgtirildi. 0,5., 1., 2., 3.
4., 5., 6., 7. ve 8. saatlerde alinan érnekler, 0,45 pm’lik membran filtre kullanilarak

suzuldu. Uygun seyreltmeler yapilarak dnceden belirlenmis olan dalga boyunda
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(Amaks) UV spektrofotometre ile absorbans degerleri okundu. Belirlenen kalibrasyon
denkleminde, bu absorbanslar kullanilarak konsantrasyon degerleri bulundu.
Cozunurlik  calismalarinda 2. saatten itibaren konsantrasyon degeri

sabitlendiginden c¢aligmalar 8. saate kadar surdurulda.

Partisyon katsayisi

Tenofovirin partisyon katsayisinin belirlenmesi amaciyla, 300 mL su ve 300 mL
oktanol manyetik karistiricida 24 saat karistirilarak fazlarin birbirine doymasi
saglandi. Ayirma hunisiyle bu iki faz ayrildi. Tenofovirin stok ¢ozeltisi i¢in oktanolle
doyurulmus olan distile su kullanilarak, oda sicakliginda 1 mg/mL derisimde olacak
sekilde hazirlandi. Stok c¢oézeltiden hareketle, 10 mL stok c¢ozelti ve 10 mL
doyurulmus oktanol eklenerek her bir saat icin kullanilacak olan karisimlar
hazirlandi. Vicut sicakhgdi ve oda sicakhgini taklit etmesi agisindan 37+0,5°C ve
25%0,5°C sicakliklarda, isiticil manyetik karistirici ile karigtinildi. Karisimlar 1., 2.,
4., 6., 7. ve 8. saatlerde ayirma hunisi kullanilarak fazlari ayrildi. Tam bir ayrisma
saglanabilmesi igin ayirma hunisinde ayriimis olan su fazi 4000 rpm’de 15 dk
santrifuj edildi. Elde edilen su fazlarinin UV spektrofotometrede belirlenen Amaks’da
absorbanslari okundu. Kor olarak yaglarla doyurulmus olan su fazi kullanildi. Elde

edilen derisimlerden hareketle partisyon katsayisi hesabi yapildi (Esitlik 1).

Onformilasyon galismalarinda, gesitli orta ve uzun zincirli yag asitlerinde tenofovirin
partisyon katsayisi hesaplandi. Oktanol yerine yaglar kullanilarak 25°C’deki
partisyon katsayisini bulmak igin, 24 saat manyetik karistiriciyla karistirildi (Syukri
ve digerleri, 2018) ve tenofovirin partisyon katsayisini saptamak amaciyla yapilan
ve yukarida anlatilan deney tasarimi uygulandi. Elde edilen derisimlerden hareketle

partisyon katsayisini hesaplamak igin Esitlik 2 kullanildi.

_ C (Oktanol) .
Log K= log l—c Distile 50) (Esitlik 1)

_ C (yag) s
LOg K= |Og lm (E§|t|lk 2)

K: Partisyon katsayisi

C: Konsantrasyon
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Tenofovirin erime derecesinin tayini

Tenofovirin erime derecesinin tayini igin DSC aleti (DSC 60 Shimadzu) kullanildi.
10°C/dk tarama hizinda ve 300°C’ye kadar olan sicakhk arahgi kullanildi. Alet
acildiktan sonra nitrojen tupu vanasi agilarak azot gazi akigi saglandi. Bu akis dk’'da
50 mL olacak sekilde ayarlandi. Cihazin sol haznesine referans olarak aliminyum
pan yerlestirilirken, sag goézine de tenofovir iceren aliminyum &rnek kabi
yerlestirilip, 1sitma hicresine koyuldu. 0-300°C sicaklik araliginda, azot atmosferi

altinda calismalar gergeklestirildi.

Partikdl buyuklugunin belirlenmesi

Etkin maddenin partikul buyuklugu tayini icin Sympatec Helos aleti kullanilarak lazer
Isik difraksiyonu yontemi ile dlgimler yapildi. Lazer 1sik sacgilimi teknigi, partikdl
yuzeyine carpan isigin gosterdigi optik etki prensibiyle calisir. Bu etkilesmeler
sacilim ve absorbsiyona neden olur. Difraksiyon ise sacgilim ve absorbsiyondan
sonra 1$1gin geriye kalan kismidir. Enerji yogunlugu merkezden uzaklastikga duser.
Isik yogunlugu orantili bir akima dénusturiliip, kaydedilir ve degerlendirilir. Olgtimler

sonucu elde edilen verilerin Xort ve SS degerleri hesaplandi (n=3).

Stabilite calismalari

Tenofovirin distile sudaki stabilitesini belirlemek icin hazirlanan tenofovir ¢ézeltisi 0.
gun, 1. gun, 1 ay ve 3 ay suresince oda sicakhgdinda (25°C/%60 sicaklik/bagdil nem)
ve 4°C/ortam nemi saglayan iklim dolaplarinda bekletildi. Etkin maddenin dalga

boyu ve spektrumu kontrol edildi.

3.2.2. Spektrofotometrik miktar tayini yonteminin gelistirilmesi

Etkin madde icin Amaks degerinin hesaplanmasi

Tenofovirin Amaks degerinin belirlenmesi igin, distile suda 10 pyg/mL derisimde stok

¢Ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti kuvartz kivet hlcresi kullanilarak UV
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spektrofotometrede (UV 1700 Shimadzu) 200-800 nm arasindaki dalga boylarinda

tarandi ve tenofovirin Amaks degeri saptandi.

Kalibrasyon denkleminin hesaplanmasi

Tenofovirin standart dogru denklemini bulmak icin distile suda ve yaglardaki
¢6zUnUrligunu tespit etmek icin, yaglar, YYEM, YYEM ve etkin madde tenofoviri
¢6zebilen madde olarak etanolde (Valli ve digerleri, 2016) ¢alisildi. Tenofovirin
distile su ve etanolde 100 ug/mL'lik stok c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan stok
¢Ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak distile su i¢in 10-40 ug/mL ve etanol i¢in
10-35 pg/mL araligindaki derisimlerde c¢ozeltiler hazirlandi. Calismalar 3 paralel
olacak sekilde vyapildi. Onceden belirlenen Amas degerine Kkarsillk gelen
absorbanslar okundu ve ortalama absorbans degerleri hesaplandi. Regresyon

istatistikleri yapildi ve dogru denklemleri bulundu.

UV spektrofotometre ile miktar tayini ydonteminin validasyonu

Validasyon, kullanilan yontemin surekli olarak beklenen sonuglari sagladiginin
kanitlanmasi amaciyla yapiimasi gereken islemleri kapsamaktadir. Valide edilmis
bir yontem kullanildiginda yapilan islemin kesin, dogru, spesifik, gegerli ve guvenilir

oldugu garanti edilmis olur.

Dogruluk ve geri elde

Saptanan degerin gercek degere yakinligi olarak tanimlanir. Yéntemin dogrulugu
geri alma yuzdesine baglidir. Bu amagla kalibrasyon egrisinden hareketle en dusuk,
orta ve en yuksek U¢ degeri kapsayan 3 ayri derisimde geri elde ¢alismasi yapildi.
Tenofovirin distile su ve etanolde 100 pg/mL derisimde stok ¢dzeltisi hazirlandi.
Uygun seyreltmeler yaparak distile suda 40 pg/mL ve etanolde de 35 ug/mL
derisimde hazirlanan ¢ozelti %100 kabul edilerek iglemler yapildi. Calismalar 3
paralel olacak sekilde yapildi. Her bir ortam igin bulunan standart dogru
denklemlerinde absorbans degerleri yerine koyularak derisimler saptandi. Geri elde
yuzdesi asagidaki Esitlik 3 kullanilarak hesaplandi. ICH kilavuzuna goére, dogruluk
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ve geri elde ¢alismalari yuzde sonuglari etkin madde i¢in %97-%103 arasinda, dozaj
sekli igin de %95-%105 arasinda olmasi gerekmektedir (FDA, 2003).

C (Pratik)

%Geri Elde = [C( Teorth)

29| 100 (Esitlik 3)

Kesinlik

Kesinlik, bir yontemin birbirini takip eden ol¢gumlerinin birbiriyle olan tutarhliginin
OlcUsudur. Bu calismada analizler ayni laboratuvarda, tek bir arastirici tarafindan
yapildigi icin “repeatability” denilen kesinlik degeri hesaplandi. Ayni derisimde
hazirlanan numunenin art arda yapilan olgimlerinin birbirine yakinhgr yontemin
kesinligini, kesinlik de tekrar edilebilirligi gdsterir. Bu amagla, distile su ve etanol igin
kalibrasyon egrisinden hareketle en dusuk, orta ve en yuksek U¢ degeri kapsayan
derisimdeki ornekler kullanilarak 3 noktada 3 kez tekrar edildi ve absorbanslara
karsilik gelen derisimlere ait Xort, SS ve %BS hesaplandi. ICH kilavuzuna goére
kesinlik analizi minumum 3 noktada ve 3 tekrarl yapilabilmektedir ve kesinlik analiz
sonuglari %2'nin altinda %BS gostermelidir (FDA, 2003).

Ozgiinliik ve segicilik

Yontemin 6zgunluk ve segiciligini tayin etmek amaciyla ¢ézucu veya ¢ozeltilerinden
ileri gelebilecek herhangi bir girisimin olup olmadidi incelendi. Spektrofotometrik
yontemin sadece analizi istenen tenofoviri saptayabilmesi amaciyla, etkin madde
icermeyen distile su, etanol ve formulasyon bilesenlerinin 200-800 nm arasindaki

dalga boylarinda spektrumlari alindi.
Dogrusallik

Ornekteki etkin maddenin derisimi ile elde edilen deney bulgularinin belirli aralikta
orantili oldugunun gostergesidir. Distile su ve etanol igin dogrusallik caligmalari
yapildi ve absorbans degerlerine karsilik gelen derigsimlere dogrusal regresyon
yontemi uygulandi. Elde edilen sonuglara goére regresyon dogrusu gizildi ve

regresyon dogrusunun egimi ve determinasyon katsayisi (R?) hesaplandi. ICH
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kilavuzuna goére, dogrusallik analizi sonuglarinin R degeri 0,995’e esit ya da biyiik
olmasi gerekmektedir (FDA, 2003).

Duyarllik ve saptama siniri

Duyarlilik bir analitik yontemin saptayabilecegi en kligik konsantrasyon degeri olup,
saptayabilme sinirt (LOD) ve kantitatif olarak tayin edebilecedi en kuiguk
konsantrasyon degeri (LOQ) ile ifade edilir. Duyarlihk ve saptama siniri, agagidaki

esitliklerle hesaplanmaktadir.

Duyarhlik sinirt (LOD)= (3,3 x0)/S (Esitlik 4)
Saptama sinir (LOQ)=(10x o)/ S (Esitlik 5)

o: kalibrasyon araligindaki en dusuk derigimin standart sapmasi

S: kalibrasyon egrisinin egimi

3.2.3. Tenofovir-yardimci madde etkilesim/gecimsizlik ¢caligmalari

Etkin madde tenofovir ile yardimci madde arasinda etkilesim/gegimsizlik bulunup

bulunmadigi DSC ve FT-IR analizleriyle dederlendirildi.

Tenofovirin oleik asit, imwitor 742, coklu emiilsivon formiilasyonlarinda kullanilan

yardimcl maddelerle hazirlanan karisimlarinin DSC analizleri

DSC analizlerinde DSC-60 Shimadzu cihazi kullanildi. Alet agildiktan sonra nitrojen
tupl vanasi agllarak azot gazi akisi saglandi. Bu akis dk’da 50 mL olacak sekilde
ayarlandi. Cihazin sol haznesine referans olarak aliminyum pan yerlestirildi. Sag
gOze ise oleik asit, Tween 20, Cremophor RH 40 icin 5 uL’ye karsilik gelen
miktarlari, etkin madde tenofovirin ve etkin maddeyle 1:1 oraninda karismis oleik
asit, Tween 20, Cremophor RH 40, imwitor 742, Abil Em 90, Labrafil ve propilen
glikoliin 2 mg'1 sirasiyla pana yerlestirilerek géze koyuldu. On deneme galigmalari
acisindan yaglar 100°C’nin Uzerinde bozunup/ugabileceginden, sicaklik bilgisayar
programindan 100°C’ye ayarlandi. Orneklerin gikilacak sicakiigi her 1 dk’da 5°C
artisla toplam 100°C olarak belirlendi ve deney baslatildi.
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2. agsamada ise tenofovirin erime sicakhgi (121°C) g6z onune alinarak calisma
sicakhgi belirlendi ve tenofovir, tenofovir-oleik asit, tenofovir-imwitor 742, tenofovir-
Tween 20, tenofovir-Cremophor RH 40, tenofovir-propilen glikol, tenofovir-Abil Em
90, tenofovir-Labrafil érnekleri 150°C’ye ¢ikartildi. Bu sicaklikta yaglarin uguculugu
ve yag-tenofovir miktarindaki yag miktarinin azalmasi géz 6nune alinarak grafikler

degerlendirildi.

Tenofovirin oleik asit, imwitor 742 ve coklu emiilsiyon formiilasyonlarinda kullanilan

yvardimcl maddelerle hazirlanan karisimlarinin FT-IR analizleri

Etkin madde tenofovir, oleik asit-imwitor 742 iceren SNEDDS ve coklu emiilsiyon
formuUlasyonlarinin bilesenleri oleik asit, imwitor 742, Tween 20, Cremophor RH 40,
propilen glikol, Abil Em 90, Labrafilin etkin maddeyle 1:1 oraninda karismig ornekler
ATR (Attenuated Total Relectance) kristalinin Gzerine koyularak 650-4000 cm
araliginda FT-IR spektroskopisi ile olguldu.

3.3. Formiilasyon Gelistirme Calismalari

3.3.1. Kendiliginden emulsifiye nanoemiilsiyon formilasyonlarinin

gelistiriimesi

Tenofovirin yad, YEM ve YYEM’ deki cozunuirluk calismalari

Tenofovir iceren SNEDDS formulasyonlari gelistirmek amaciyla tenofovirin
oncelikle yag, YEM ve YYEM’deki ¢ozundurlikleri saptandi. Bu amagla, tenofovirin
gesitli uzun zincirli (Uzam ¢ekirdegdi yagi, susam yagi, nar ¢ekirdegi yagi, misir yag,
corek otu yagi, Maisine 35-1, oleik asit) ve orta zincirli yag asidi (Miglyol 818,
Labrafac, Miglyol 840, imwitor 742, imwitor 988, imwitor 948, Capmul MCM ve
Captex 355) iceren yagdlar, yuzey etkin madde (Cremophor RH 40, Cremophor EL,
Labrafil, Labrasol ve Abil Em 90) ve yardimci ylzey etkin maddelerdeki (Tween 20,
Tween 80, PEG 400, propilen glikol, mono propilen glikol, Transcutol P, Gelucire 44
ve gliserol) ¢6zUnurlGguna tespit etmek igin, tenofovirin asir miktari yag, YEM ve
YYEM’lerin 10 mL'sine eklendi. Karistiricili su banyosunda 37,0+0,5°C 24 saat
karistirildi (Syukri ve digerleri, 2018). Karisimlar 4000 rpm’de 30 dk santrifuj edildi.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1773224718301850#!
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Sulu kisimdan alinan Ornekler etanolle seyreltilerek UV spektrofotometrede
onceden belirlenen dalga boyunda absorbanslari okundu. Etanol igin bulunan

kalibrasyon denkleminde yerine koyularak ¢ozunurluk degerleri hesaplandi.

Yag, YEM ve YYEM secilmesi

Formulasyon gelistirme asamasinda ilk olarak yag, YEM ve YYEM, tenofovirdeki

¢ozunurltkleri ve hidrofilik-lipofilik balans (HLB) degerleri dikkate alinarak segildi.

HLB degeri

HLB degeri, yuzey etkin maddelerdeki, suda ¢6zlinen molekul ucun (bas) molekdl
agirhginin, yagda ¢ozunen molekuler kismin (kuyruk) molekal agirhgina oranidir.
1-20 arasindaki HLB degerleri arasinda 9'un Uzerinde hidrofilik, 9’un altinda ise

lipofilik 6zellik gosterir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. HLB degerlerine goére emdilgatorlerin kullanimlari (Im-Emsap ve
Siepmann, 2002)

HLB degeri Kullanim amaci
1,5-3 Kopuk giderici
3,5-6 Yag iginde su emdlsiyonu
4-10 Sitsi dagilim

7-9 Islatma ajani

8-18 Su iginde yag emillsiyonu
10-20 Islatici
13-15 Deterjan etkili
15-18 Cozundirme ajani

HLB dederinin hesaplanmasi

Emdulsiyonun o6zelliklerini ve tipini dnceden belirlemek i¢in ampirik bir hesaplama
yontemi olarak geligtirilmistir. Yag-YEM-YYEM karisimi kullanarak emulsiyonun
olusmasi igin istenilen HLB degeri asagida verilen esitlikle hesaplanabilir (Im-Emsap
ve Siepmann, 2002).
HLBkansm = Yag (HLB) x Yuzde (Yag) + YEM (HLB) x Yuzde (YEM) +

YYEM (HLB) x Yuzde (YYEM) (Esitlik 6)
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Faz diyvagramlari

Oncelikle SNEDDS formilasyonlari olusturan yag, YEM ve YYEM'nin birbiriyle
karigsabilme ve berrak bir karisim olusturabilme alanlari faz diyagramlarindan

yararlanilarak saptandi.

Calismanin ilk asamasinda segilen YEM (Cremophor RH 40) ve YYEM’nin (Tween
20) birbiriyle karisip karismadigi kontrol edildi. Sonraki asamada oleik asit-imwitor
742 (yag), Cremophor RH 40 (YEM) ve Tween 20 (YYEM)nin karigabilirligini
saptamak amaciyla, ¢esitli oranlarda YEM:YYEM karistirilarak yag ile titre edildi.
Farkli oranlarda YEM:YYEM ve yag karisimi ile olusturulan kaba emdulsiyonlarin en
fazla yagi aldigi YEM:YYEM orani bulundu. Sonrasinda farkli oranlarda
YEM:YYEM/yag karisimi ile olusturulan kaba emdulsiyonlar su ile karistirilarak,
emulsiyonlarin su alma kapasitesini de incelemek amaciyla, yag ve YEM:YYEM
karisimi su ile titre edildi. Titrasyon sonucunda elde edilen verilerle Uggen faz
diyagramlar olusturuldu. Kaba emdulsiyon ve nanoemulsiyon bolgeleri, yag, YEM,
YYEM ve yag, YEM:YYEM, su titrasyonlari sonucu elde edilen yuzdelerin tggen faz

diyagramina yerlestirilip noktalarinin birlestiriimesiyle belirlendi.

Calismalarda, uzun zincirli yagd asidi (oleik asit) iceren formulasyon F1, orta zincirli
yag asidi (imwitor 742) iceren formiilasyon F2 ve ¢coklu emiilsiyon formiilasyonu da

F3 olarak isimlendirilmistir.
3.3.2. Kalite tasarimi yaklagimi ile optimum formulasyonun geligtiriimesi

F1 formulasyonu icin deney tasarimi

QbD yaklagimi, dnceden tanimlanmis hedeflere gore Grin ve slreg¢ odakli, kalite
risk yonetimi ve proses kontrolinu igeren sistematik bilimsel ¢alisma sistemidir.
QbD’nin ilk adimi, Grln igin tasarim hedeflerinin belirlenmesidir (Cizelge 3.2). ICH
Q8 kilavuzuna goére farmasotik gelistirmede, “kullanim amaci ve uygulama yolu
gOzetilerek, mustahzarin kalitesi igin kritik olan 6zelliklerin belirlenmesini” gerektirir.
Hedef Grun kalite profili olusturulur ve kritik kalite 6zellikleri belirlenir (Cizelge 3.2-

3.3). Kritik kalite dzelliklerinin belirlenmesi kadar kritik risk yonetimini olusturmak da
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onemlidir. Kritik risk yonetimi, Grinun yasam dongusu boyunca kalitesine etki eden
risklerin degerlendiriimesi, kontroll, gdzden gecirilmesi ve iletisimine dair sistematik
bir prosestir. Kritik risk yonetimini kolaylastirmak icin Ishikawa/Fishbone (neden-

sonug) diyagramlarindan yararlanilabilir.

QbD yaklagiminda onemli bir yere sahip olan istatiksel deney tasarimi (Design of
Experiment, DoE), model olusturma ve degerlendirme, istatiksel proses kontroll gibi
amagclarla farmasoétik formulasyonlarin gelisimi icin dnerilen ¢oklu degiskenli bir
yaklasimdir. DoE, kritik proses parametrelerinin belirlenmesi ve tasarim alaninin
olusturulmasi evrelerinden olusur. Bir seferde bir degisken yerine, bir seferde birkag
degiskeni degistirmek, etkin sonuglar alinmasini saglar. DoE sayesinde birgok faktor
es zamanl olarak degistirilirken, her bir faktér birbirinden bagimsiz olarak

degerlendirilir.

Cizelge 3.2. Hedeflenen nanoemdulsiyonun ozellikleri

Etkin madde miktari 245 mg (referans Urline esdeger)
Damlacik boyutu <100 nm

Zeta potansiyel -30<ZP<30

Polidispersite indeksi (PDI) 0<PDi<0,1

Cizelge 3.3. Kendiliginden nanoemdlilsifiye sistem igin kritik kalite parametrelerinin

belirlenmesi
Etkin madde kalite Hedef Kritik mi? | Kritikligin dogrulanmasi
ozellikleri
T Diger parametreler kontrol altina
Gortintis Seffaf ve saydam Hayir alindiginda kritik degildir.
Coziinme hizi (15 dk) Min %85 Evet Formdlasyondaki YEM, YYEM
miktarlarindan etkilenir
R Diger parametreler kontrol altina
Emdiilsifikasyon zamani <1dk Hayir alindiginda kritik degildir.
. Etkin madde, YEM ve YYEM'in
Zeta potansiyel -30<ZP<30 Evet elektriksel yikiinden etkilenebilir.
Polidispersite indeksi 0<PDi<0,1 Evet Fgrmulasyondakl YEM YYEM
miktarlarindan etkilenir.
Damlacik biiyiiKliigii <100 nm Evet Formalasyondaki YEM, YYEM
miktarlarindan etkilenir.

Risk yonetim galigsmalari, tran Uretimini etkileyebilecek kritik materyal 6zellikleri
(CMA) ve kritik proses parametrelerini (CPP) tanimlamak seklinde yonetilir.

Fishbone diyagrami SNEDDS uretimini etkileyebilecek potansiyel risk faktorlerini
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tanimlamaktadir (Sekil 3.1). Tez galismalari kapsaminda formulasyon gelistirilirken
olusabilecek riskler g6z onune alinarak; CMA ve CPP’nin formulasyonun
hazirlanmasina olan etkisini tanimlamak i¢in her parametreyi distk-orta-yuksek risk

seviyesinde tanimlayan risk matrisi olusturuldu (Cizelge 3.4).

Makine

-Coziinme Hizi Aleti
-UV spektrofotometre

-Damlacik boyutu analiz cihazi

-Etanol -Zeta potansiyel analiz cihazi

-Asetonitril -Turbidite cihazi

Tenofovir
SNEDDS

A 4

-llag salimi -Nem - LogP
-Emlilsifikasyon zamani /-Sicaklik - pKa
- Karistirma hizi -Basing - Cozinarlik
-Damlacik buyuklugu -Kristal 6zellikleri
PDi élgtimii - Saflik
-Zeta potansiyel 6lgimu
islem Parametreleri Cevresel Etkin Madde

Sekil 3.1. Tenofovir iceren SNEDDS igin yapilan Ishikawa (Fishbone) diyagrami

Cizelge 3.4. Risk matrisi: Formulasyon gelistiriimesinde risk degerlendirmesi

Yiizey Yardimci Etkin
Uriin Uretimi | Yag Tipi Etkin Yiizey Etkin | Kangtirma Sicaklik Analiz Madde
CQAs ve Miktann | Madde Madde Hizi Cihazi Ozellici
Miktan Miktan g
Formulasyon Yiksek YUiksek Yiksek Disik Orta Diasik | Yiksek
Yukleme . . . i
- Yiksek YUiksek Yiksek Orta Orta Orta Disik
Kapasitesi
Coéziinme Hizi | Yuksek Yiksek Yiksek Dusuk Yuksek Yuksek | Yuksek
Viskozite Yiksek Yiksek Yiksek Yiksek Yiksek Diasik | Daslk
Damlacik - - - -
Yiksek Yiksek Yiksek Duislik Dislk Diusiik | Dusilik
Boyutu ukse Ukse Ukse usu usu usu usu

Risk matrisi, SNEDDS formulasyonun gelistiriimesinde kritik materyal 6zelliklerinin

onem tasidigini gostermektedir. Calismanin bu asamasinda, kalite tasarimi
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yaklagimi ile kritik materyal Ozelliklerinden hareketle deney tasarim modeli

olusturmak ve formulasyon optimizasyonu saglamak hedeflenmektedir.

Uggen faz diyagramlari olusturulduktan sonra, nanoemdilsiyon alanindan rastgele
noktalar secilerek ve bu noktalara karsilik gelen su, yag ve YEM:YYEM yuzdeleri
belirlendi. Uggen faz diyagrami nanoemiilsiyon olusturma alanindaki her noktayi
rastgele segimler ve dlgimlerle denemek zor olacadi ve uzun zaman alacagi igin

deney tasarim modeli olusturulmustur.

SNEDDS formulasyonu igin CMA; yag asidi, yuzey etkin madde, yardimci ylzey
etkin madde ve etkin maddedir. Yag asidi, yluzey etkin madde ve yardimci yluzey

etkin madde calismanin bagimsiz degiskenleridir.

Uggen faz diyagramindaki nanoemdilsiyon bélgesinden, yag, YEM ve YYEM karsilik
gelen alt-tst de@erler kullanilarak faktoriyel tasarim ile istatiksel deney tasarim
modeli olusturuldu (Cizelge 3.5). Hedeflenen formulasyonun belirlenmesinde yanit
cevaplar (bagimh degisken) olarak, damlacik boyutu ve polidispersite indeksi
secildi. Damlacik boyutu ve polidispersite indeksi, formulasyonun hedeflenen
Ozellikte olusup olusmadigini gosteren en dnemli karakterizasyon olgutlerindendir.
Zeta potansiyel ve tlrbidite, damlacik boyutu ve polidispersite indeksi 6zellikleriyle
benzer sonuglar gdsterebilmektedir. Ornegin, damlacik boyutu kiiclik olan
formUlasyon, damlacik boyutu blylk olan formulasyona goére daha berraktir
(turbidite). Polidispersite indeksi 6lgutu de formulasyonda yag, YEM, YYEM ve etkin
maddenin homojen dagilip dagilmadiginin géstergesidir. Bu durum formilasyonun

zeta potansiyelini de etkilemektedir.

Formulasyonlarin hazirlanmasinda kritik materyal oOzellikleri ve formuilasyonun
sonucunu belirleyen kritik sonuglar dikkate alinarak deney tasarim modeli gelistirildi.
Bu model ile 3 faktorli (alt-orta ve Ust deger)-3 degdisken (yag asidi-YEM-YYEM), 3
tekrarli ve 33 faktoriyel tasarim kullanildi, 81 adet formulasyon Design Expert
Software Version 10 programi kullanilarak olusturuldu. Cizelge 3.5'de verilen yag
asidi (oleik asit), YEM (Cremophor RH 40) ve YYEM (Tween 20) miktarlari oda
sicakliginda karistirildi ve 81 adet formulasyon hazirlandi. Sonug¢ formulasyonlara

250 mL su eklenerek nanomulsiyonlar olusturuldu. Sivi hacmi olarak 250 mL
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kullaniimasinin nedeni; EMA kilavuzunda ilacin bir seferlik dozu 250 mL hacmindeki
pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarinda ¢ézunuyorsa, ilacin ¢ozunurligunun yuksek
kabul edilmesidir (EMA, 2018). Hazirlanan nanoemdlsiyonlarin damlacik boyutu ve
polidispersite indeksleri Malvern Zetasizer Nano ZS ile 25+0,5°C sicaklikta olgulda.
Bu amagcla tek kullanimhk kivetler kullanildi, galismalar Ug¢ paralel olacak sekilde
yapildi. Formulasyona ait, ortalama damlacik buyuklagu ve polidispersite indeksi
verileri tablolastirilarak yazilima yuklendi. Yazilim araciligiyla, bagimsiz degisken
yagd, YEM, YYEM ile bagimli degisken ortalama damlacik biiyiikliigi ve PDI verileri

arasindaki iliski matematiksel modellerle saptandi.

Cizelge 3.5. F1 formulasyonun deney tasariminda kullanilan bagimsiz
degiskenlerin faktor seviyeleri (mL) ve yanitlar

Bagimsiz degisken Formiilasyonda kullanilan faktorlerin seviyeleri (mL)
Alt Orta Ust

Yag asidi miktari (mL) 1 2 3

Solvent miktari (mL) 1,4 1,6 1,8

Kosolvent miktari (mL) 5,6 6,4 7,2

Yanitlar

Damlacik Boyutu

Polidispersite indeksi

F2 formulasyonu icin deney tasarimi

Orta zincirli yag asidi olan imwitor 742 icin, uzun zincirli yagd asidi formiilasyonu olan
F1 formulasyonuna benzer kritik risk yonetim plani ve deney tasarim modeli
gelistirilmigtir. F2 formulasyonu igin de kritik materyal 6zellikleri; yag, YEM, YYEM
calismanin bagimsiz degiskenleri, damlacik boyutu ve PDi de deney tasarim
modelinin bagiml degiskenleridir. Ucgen faz diyagramindaki nanoemiilsiyon
bolgesinden, yag, YEM ve YYEM Kkarsilik gelen alt-Ust degerler kullanilarak
faktoriyel tasarim ile istatiksel deney tasarim modeli olusturuldu (Cizelge 3.6). Bu
model ile 3 faktorll (alt, orta ve Ust deger)-3 degisken (yag asidi-YEM-YYEM), 3
tekrarli ve 33 faktoriyel tasarim kullanildi, 81 adet formilasyon Design Expert

Software Version 10 yazilimi ile olusturuldu.
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Cizelge 3.6.F2 formulasyonun deney tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenlerin
faktor seviyeleri (mL) ve yanitlar

Bagimsiz degisken Formiilasyonda kullanilan faktorlerin seviyeleri (mL)
Alt Orta Ust

Yag asidi miktari (mL) 0,5 15 2,5

Solvent miktari (mL) 0,5 0,65 0,8

Kosolvent miktari (mL) 2 2,6 3,2

Yanitlar

Damlacik boyutu

Polidispersite indeksi

Cizelge 3.6'da verilen yag asidi, YEM ve YYEM oranlan dikkate alinarak 81 adet
formulasyon hazirlandi. Sonug¢ formulasyonlara 250 mL su eklenerek nanomdulsiyonlar
olusturuldu. Program yardimiyla bagimsiz degisken yag, YEM, YYEM ile bagimli
degisken ortalama damlacik biyikligi ve PDI verileri arasindaki iliski matematiksel

modellerle belirlendi.
3.3.3. Etkin madde yiikleme galigmalari

imwitor 742 ve oleik asit SNEDDS formUilasyonlarina, etkin madde yiikleme galismalari
yapildi. Tenofovirin asin miktari ve o©nceden belirlenen oranlardaki formilasyon
bilesenleri eklenerek karistirildi ve formulasyonlar elde edildi. Yikleme calismalari
sonucunda, nanoemullsiyonlardan drnekler alinip, etanolle uygun seyreltmeler yapilarak
UV spektrofotometrede 6nceden belirlenen dalga boyunda absorbanslari okunarak
yuklenen tenofovir miktari deneysel olarak saptandi. Ayrica yiklenen tenofovir miktari,
formullasyonun dayanikhh@i da incelenerek (isitma-sogutma ve faz ayrismasi) kontrol
edildi.

3.3.4. Geligtirilen F1 ve F2 formulasyonlarda yapilan kontroller

Nanoemdlsiyonlarda damlacik buyUkligu, polidispersite indeksi, zeta potansiyel,
turbidite (bulaniklik), viskozite ve morfolojik inceleme (yapi) kontrolleri yapilmigtir.

Damlacik boyutu ve polidispersite indeksi

Damlacik buyuklugu ve dagihmi ilag emilimini etkileyen bir faktordur. Kiguk damlacik

blyukligine sahip sistemler daha genis yuzey alani saglamalari nedeni ile ilag
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absorpsiyonunda da artis saglarlar. Hedeflenen SNEDDS formulasyonlari igin 100
nm’den kuguk damlacik boyutu ve sifira yakin polidispersite indeksi karakterizasyon
Ozellikleri istenmektedir. Gelistirilen formllasyonlarin damlacik blyUkligunt élgmek igin,
Malvern Zeta Sizer Nano ZS cihazi kullanildi. Bu cihaz dinamik ve elektroforetik isik
saclimasi yontemiyle calismaktadir. Bu cihaz ile damlacik boyutu/partiktl bayuklugu 0,6

ile 6000 nm araliginda 6lgum yapabilmektedir.

SNEDDS’lerin 1 mL’sinin Gzerine 250 mL distile su ile eklenerek seyreltiimesi (1:250)
sonrasinda olusan nanoemulsiyonlarin damlacik buyuUklUkleri 6lgtldi. Damlacik
buyuklagu olgumleri Malvern Zetasizer ile 25+0,5°C sicaklikta gerceklestirildi. Bu amagla
tek kullanimlik kivetler kullanildi, calisma Ug paralel olarak yapildi. Calisma sonucunda

ortalama damlacik buyuklugu degeri elde edildi.

Turbidite

Bulaniklik dlciimleri 25+0,5°C sicaklikta gerceklestirildi (Velp Turbidimeter, italya).
Olgtimler 0-20 NTU araliginda yapildi. Olgiim igin 5 mL érnek kullanildi. Calisma 3 paralel
olarak yapildi ve kuvetten kaynaklanabilecek hatayi engellemek amaciyla her 6lgimde

ayni kuvet kullanildi.

Zeta potansiyel

Zeta potansiyel damlaciklarin yuku ile birlikte formulasyonun stabilitesini gosteren 6nemli
parametrelerden birisidir. SNEDDS’lerin 1:250 oraninda distile su ile seyreltimesi
sonrasinda olugsan nanoemulsiyonlarin zeta potansiyel dlgimleri Malvern Zeta Sizer
cihazi kullanilarak yapildi. Olgtimler 3 paralel olacak sekilde gerceklestirildi. Bu cihazin
calisma prensibi elektroforezdir. Elektroforez ortamda bulunan partikillerin elektriksel
alandaki hareketini ifade eder. Zeta potansiyel dederi formilasyonda kullanilan yag,

yuzey etkin madde, yardimci yuzey etkin madde yukine bagli olarak degisebilir.
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Viskozite

Formulasyonlarin viskozite olgumleri i¢in rotasyonel koni plaka viskometresi kullanildi
(Brookfield Viskozimetresi, ABD). Bu c¢alismada her bir dlgim %ddénme momenti
(%torque) degeri 2-100 arasinda olacak sekilde yapildi. Olglimler oda sicakliginda 40
rpm’de (cpe-42 spindle) yapildi. Viskozimetrenin yazihm programinin (Rheocalc V2.4)
verdigi kayma hizi ve kayma geriliminden hareketle formulasyonlarin reolojik (akig)

Ozelligi saptandi.

Morfolojik ozellikler

Geligtirilmis SNEDDS formulasyonlarin morfolojik 6zellikleri TEM ile gérintilendi. 100 kv
potansiyel farki altinda oda sicakhginda 1:250 oraninda seyreltiimis o6rnek, 10
ML %1(a/h) fosfotungistik asit ¢ozeltisi ile boyanarak (Li ve digerleri, 2013) bakir grid
tizerine koyulduktan sonra oda sicakliginda 3 dk kurutuldu. Orneklerin TEM (FEl/Tecnai
G2 Spirit Biotwin, ABD) ile goruntileri alindl.

Emililsifikasyon zamani

Formulasyonlarin emulsifikasyon zamanini tespit etmek icin, ¢ézinme hizi deneyi ortami
kullanildi. 50 rpm ve 37+0,5°C sicakliktaki ¢coziinme ortamina formulasyon (1 mL) eklendi
ve nanoemulsiyon formulasyonlari gorsel olarak degerlendirildi, emulsifikasyon suresi
belirlendi. Kendi kendine emuilsifikasyon sureci, formulasyonun her biri igin ¢bztinme hizi
calismalan sirasinda gorsel olarak da izlendi. Gelistirilen formilasyonlarin dagiima
zamani, her bir formulasyon g¢alismasi igin  Olglldi.  Formulasyonlarin
dagilma/emulsifikasyon zamani 6zelliklerine gore, formulasyonlar i¢in derecelendirme
sistemi olusturulmustur (Gurpreet ve Singh, 2018). Grade A‘da nanoemuilsiyonlar 1 dk
icinde hizla olusur ve formulasyonun dagilma goérunttisu agik ya da mavimsi olur. Grade
B‘de nanoemdlsiyonlar hizla olusur. Fakat emulsiyonlarin mavimsi beyaz oldugu
gorulmektedir. Grade C'de nanoemdlsiyonlar ince sutumsu emulsiyondur ve bu durum 2
dk icinde olusur. Grade D‘de ise donuk, grimsi beyaz renkte ve biraz yagh gortinime
sahip emdlsiyonlarin olusumu daha yavastir (>2 dk). Grade E’de ise nanoemdlsiyonlar

zor olusur ve yuzeyde bluyuk yag damlaciklar vardir (Gurpreet ve Singh, 2018).
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3.3.5. Goklu emiilsiyonlar

BCS Sinif 3 ilaglar i¢in son donemlerde kullanilan SDEDDS’ler ilaglarin permeabilite ve
biyoyararlanimini artirabilecek alternatif bir dozaj seklidir. Yuksek ¢ozinurlik ve disik
permabiliteye sahip BCS Sinif 3 ilaglarin gastrointestinal sistemdeki sinirli absorbsiyon
basamag asildiginda dozaj seklinin biyoyararlaniminin da artmasi olasidir. Ozellikle, ilk
gecis etkisine maruz kalan ve sinirli absorbsiyona sahip ilaglarin, lipit kaynakli sistemlerle
lenfatik sisteme gegcisi artirarak, absorbsiyonunu ve biyoyararlanimini arttiracagi

dusunulmektedir. Bu amacla ¢oklu emdlsifiye sistemler gelistirilmistir.
3.3.6. Coklu emilsiyon formulasyonu gelistirme ¢aligmalari

Coklu emulsiyonu geligtirmek icin iki adimda emdlsifikasyon yontemi kullanildi (Sekil 3.2).

ilk asamada i¢ faz olan s/y emiilsiyonu olusturuldu.

S/Y emilsiyonu (primer emiilsiyon)

Primer emulsiyonu gelistirmek icin, tenofovirin yag, hidrofilik ve lipofiik YEM ve
YYEM'lerdeki ¢ozinurlUkleri hesaplandi. Etkin madde tenofovirin formulasyonun
hazirlanmasinda ¢ézunurlik calismalarina gore etkin maddenin en fazla ¢6zindugu yag
secildi. Hidrofilik/lipofilk YEM oraninin formalasyonun tipi, i¢c faz damlacik boyutu ve
polidispersite indeksi Uzerine olan etkisi incelendi. Belirlenen yag, hidrofilik-lipofilik YEM
ve YYEM 75+0,5°C sicaklikta, 750 rpm’de 45 dk karistinldi. Formulasyonun dis fazinin

yag olup olmadigi, distile su ile seyreltilerek kontrol edildi.

Sekonder emiilsiyon

Coklu emdlsiyonu hazirlamak igin, etkin maddenin ¢dzinurligindn en yiksek oldugu
hidrofilik YEM kullanilarak, primer emulsiyon hidrofiik YEM ile oda sicakliginda
kanistirildi. Formulasyonun 1mL’sinin Gzerine 250 mL su eklenerek, S/Y/S formulasyonu
olusturuldu ve 6rnekler Leica DMEP mikroskobu ve TEM ile incelendi. Gelistirilen
formilasyonun damlacik boyutu, PDI, zeta potansiyel, tiirbidite ve viskozite dzellikleri
tespit edildi (25°C+0,5).
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Sekil 3.2. Coklu emulsiyonun gelistirilmesi

3.3.7. Etkin madde yiikleme galigmalari

iki adimda emdilsifikasyon yéntemi ile hazirlanan formUlasyon igin en dnemli sorun etkin
madde yiikleme sorunudur. Onformiilasyon calismalari ile primer emiilsiyonun
karakterizasyonun, ¢coklu emulsiyon karakterizasyonu ve dayanikliligi Uzerine olan etkisi
incelendi. Tenofovirin asiri miktarina 6nceden belirlenen oranlardaki formilasyon
bilesenleri sira ile eklenerek formulasyon gelistirildi. Coklu emulsiyon gelistirildikten sonra
alinan ornekler etanolle seyreltilip UV spektrometrede okunarak ¢oklu emdalsiyonun

yukleme kapasitesi belirlendi.
3.4. in vitro Géziinme Hizi Galismalar

FDA ¢6zinme hizi metotlarina ait veritabaninda tenofovir i¢in dnerilen in vitro ¢dzinme

hizi ydntemi Cizelge 3.7°de sunulmaktadir:

Cizelge 3.7. FDA ¢6ziinme hizi metotlari veritabaninda tenofovir icin dnerilen in vitro
¢6zunme hizi yontemi (FDA, 2007)

ilag Dozaj Cihaz Hiz Coéziinme | Hacim | Ornekleme | Giincelleme
Sekli (rpm) Ortami (mL) Zamani Tarihi
(dk)
Tenofovir | Tablet Il 50 0,1 N HCI 900 10, 20, 30 01/03/2007
Disoproksil (Palet ve 45
Fumarat Ydéntem)
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Viread®igin yukaridaki kosullarda pH 1,2'de yapilan galismalarin yanisira pH 4,5 ve
pH 6,8 in vitro ortamlarinda da ¢ézinme hizi galismalari yapilarak ¢dézinme hizi
profilleri elde edilmistir. Bu amagcla oncelikle kalibrasyon ve validasyon galismalari

tamamlanmistir.
3.4.1. in vitro ¢6ziinme hizi ortamlarinin hazirlanmasi

Oral olarak alinan tenofovirin referans urunu ve geligtirilecek formulasyonlar igin
gastrointestinal sistemi taklit etmek amaciyla, pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ¢ozunme
ortamlari hazirlandi (USP 30).

Tamponlar igin gereken miktarlarda maddeler tartildi ve manyetik karistiricida
cozeltiler karistirildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin pH degerlerinin uygunlugu pHmetre ile
kontrol edildi (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 in vitro ¢dzinme ortamlari

pH 1,2

Sodyum Klordr ............... 2gr

Derisik HCI................... 7 mL

Distile su............. ym 1000 mL

pH 4,5

NaC;Hz02. 3H20 ............ 2,99 gr

2N CH3COOH................. 14 mL

Distile su............ ym 1000 mL

pH 6,8

0,2 M Monobazik potasyum fosfat ¢ézeltisi........ 250 mL
0,2MNaOH ... 112 mL
Distile SU......oviiiiiii ym 1000 mL

*Monobazik potasyum fosfat ¢ozeltisi hazirlamak icin, 27,22 gr monobazik potasyum
fosfat distile suda ¢6ztindu 1000 mL'’ye distile suyla tamamlandi.
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3.4.2. Coziinme ortamlan igin spektrofotometrik miktar tayini yonteminin

gelistiriimesi

Tenofovirin pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarindaki Amaks degerinin belirlenmesi icin,
¢6zinme ortamlari kullanilarak 100 ug/mL derisimde stok ¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan c¢ozeltiler uygun seyreltmeler yapilarak 200-800 nm arasindaki dalga
boylarinda tarandi ve kuvartz kivet kullanilarak UV spektrofotometrede (UV 1700

Shimadzu) absorbanslari dl¢uldu.

Kalibrasyon denklemlerinin eldesi

Tenofovirin standart dogru denklemini bulmak igin pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 tampon
cozeltiler kullanilarak 100 pg/mL stok c¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan stok
cOzeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak 10-40 pug/mL arasindaki derigimlerde
cozeltiler hazirlandi. Calismalar 3 paralel olacak sekilde yapildi. Onceden belirlenen
Amaks degerine karsilik gelen absorbanslar okundu ve ortalama absorbans degerleri
hesaplandi. Dogrusal regresyon analizi yapilarak ve her bir ortam ig¢in dogru

denklemleri bulundu.

in vitro yéntem validasyonu

Dogruluk ve geri elde

Bolum 3.2.2.‘de anlatildigi gibi en duguk, orta ve en ylksek U¢ degeri kapsayan 3
ayri derisimde geri elde calismasi yapildi. 100 pg/mL derisimde hazirlanan
¢Ozeltiden hareketle hazirlanan 40 ug/mL %100 kabul edildi.

Kesinlik

Bolum 3.2.2.‘de anlatildigi Uzere secilen drneklere ait dlgimlerin Xort, SS ve %BS

degerleri hesaplandi.
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Ozgiinliik ve secicilik

Spektrofotometrik ydntemin sadece analizi istenen tenofoviri saptayabilmesi
amacilyla, etkin madde igcermeyen ¢ézinme ortaminin ve formulasyon bilesenlerinin

200-800 nm arasindaki dalga boylarinda spektrumu alindi.

Dogrusallik

Dogrusallik, regresyon dogrusunun saptanmasi ve determinasyon katsayisinin

hesaplanmasi ile gosterildi.

Duyarllik ve saptama siniri

Bolum 3.2.2.‘de anlatildigi gibi analitik yontemin LOD ve LOQ degerleri hesaplandi.

3.4.3. Referans urinun in vitro ¢éziinme hizi galismalari

Viread® tablet (son kullanma tarihi 12/20 ve parti numarasi VHGWD) ile

gerceklestirilen in vitro ¢ézinme hizi test kosullari Cizelge 3.9’da verilmisgtir.

Cizelge 3.9. Referans urinun in vitro ¢dzunme hizi test kogullari

Yoéntem Palet Yontemi

Co6ziinme Ortami pH 1,2, pH 4,5, pH 6,8

Ortam Hacmi 900 mL

Dalga Boyu 258 nm (pH 1,2 ) ve 260 nm (pH 4,5 ve pH 6,8)
Ortam Sicakhgi 37+0,5°C

Hiz 50 rpm

Deney Siiresi 90 dk

Ornek Alma Siireleri 15, 30, 45, 60 ve 90 dk

Tablet Sayisi 6

C6zinme hizi deneyinde Varian VK 7000 ¢6ztnme hizi aleti kullaniimigtir. Paletler
ornek kabin tabanindan 2,5 cm yiiksekte olacak sekilde yerlestirildi. in vitro
¢ozunme ortamlari cam kaplara koyuldu. Tabletler ¢ozinme ortamina atilarak

Cizelge 3.9'da belirtilen deney kosullarina gére ¢ézinme hizi galismasi yapildi. 15,
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30, 45, 60 ve 90 dk zaman araliklarinda ¢éziunme ortamindan 5 mL 6rnek membran
filtreden (0,45 um) stzulerek alindi ve alinan her drnek i¢in yerine ayni hacimde (5
mL) ¢ozelti ¢6zlnme ortamina ilave edildi. Alinan érneklerde uygun seyreltmeler
yapllarak spektrofotometrik miktar tayini yapildi. Olgllen absorbans degerleri, farkli
ortamlara ait kalibrasyon denklemleri araciligiyla derigsime gevrildi ve zamana karsi
%yigilmal ¢bzunen tenofovir miktarlari grafige gecirildi. %yidiimali ¢ozinen

ortalama tenofovir miktarlari (Xort) ve %BS deg@erleri hesaplandi.
3.4.4. F1 ve F2 formilasyonlarin ¢éziinme hizi galigmalari

SNEDDS formulasyonlarda yapilan ¢ézinme hizi ¢alismalarinda diyaliz membran
(Kang ve digerleri, 2004; Inugala ve digerleri, 2015; Balakumar ve digerleri, 2013)
ya da kapsul (Hong ve digerleri, 2006; Syukri ve digerleri, 2018) kullaniimistir.
Geligtirilen orta (F2) ve uzun zincirli yag asidi (F1) iceren formulasyonlar sert jelatin
kapstllere (00, Coni-snap®) koyularak ¢oziinme ortamlarina eklenmistir (Resim
3.1). Boélum 3.4.3'de anlatilan ¢ézinme hizi galisma yontemi kullaniimigtir (Cizelge
3.10). Olgllen absorbans degerleri, farkli ortamlara ait kalibrasyon denklemleri
aracihgiyla derisime cevrildi ve zamana karsi %yigiimali ¢ézinen tenofovir
miktarlar grafige gecirildi. %yidiimali ¢ozunen tenofovir miktari (Xort) ve %BS

degerleri hesaplandi.

Cizelge 3.10. F1 ve F2 formulasyonlarin in vitro ¢ozinme hizi test kosullari

Yoéntem Palet Yontemi

Coézinme Ortami pH 1,2, pH 4,5, pH 6,8

Ortam Hacmi 900 mL

Dalga Boyu 258 nm (pH 1,2) ve 260 nm (pH 4,5-pH 6,8)
Ortam Sicakligi 37+0,5°C

Hiz 50 rpm

Deney Siiresi 90 dk

Ornek Alma Siireleri 15, 30, 45, 60 ve 90 dk

Kapsiil Sayisi 6
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3.4.5. F3 formiilasyonun ¢6ziinme hizi galigsmalari

Geligtirilen formilasyon (F3) sert jelatin kapsll (00, Coni-snap®) kullanilarak
¢6zinme ortamlarina eklenmigstir (Resim 3.1). Bolim 3.4.3’de anlatilan ¢dzlinme
hizi calisma ydntemi kullaniimistir (Cizelge 3.10). Olglilen absorbans degerleri,
farkh ¢ézunme ortamlarina ait kalibrasyon denklemleri araciligiyla derigsime gevrildi,
%yigilmal ¢ézinen ortalama tenofovir miktari ve %BS degerleri hesaplandi ve

zamana karsi %yigiimali ¢éztnen tenofovir miktarlari grafige gegirildi.

Resim 3.1. F1, F2 ve F3 formulasyonlarin sinker kullanilarak ¢6zinme hizi
caligmalar

3.5. Stabilite Galigmalar

3.5.1.Termodinamik stabilite galigmalari

Formulasyonlarin dayaniklihgini saptamak amaciyla yapilan termodinamik stabilite
calismalari 1sitma-sogutma dongusi ve santrifrljleme olmak Uzere 2 adimda
yapilmaktadir. Isitma-sogutma dongusu, formilasyonlarin stabilitelerine sicakhgin

etkisini gdozlemlemek amaciyla farkh sicaklik kosullarinda gergeklestirilir.

Dondurup-¢cézme calismalari: Yiksek sicaklik, koalesans ve kremalasma hizini
arttirir. Dondurma iglemi zorlanmis kosul olup, emulsiyonun dayanikhligina yuksek

sicakliktan daha ¢ok etki eder. Nedeni de donmanin emulgatérlerin ¢ozunurligine
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etki etmesidir ve buz kristallerinin emulsiyon damlaciklarinin kuresel seklini
bozmasidir (Celebi, 2009). Formulasyonlar 24 saat -81°C’de dondurulup, 24 saat
40°C’de bekletildi. Bu déngu bir gtin araliklarla 3 kez yapildi ve ¢alisma sonucunda
emulsiyonlarin damlacik buyukligu kontrol edildi ve kararli olan formulasyonlar

santrifijleme igin secildi.

Santrifrljleme: Santrifijleme emudlsiyonlarin, stabilitesini etkileyebilecek stres
kosullarindan biridir. Emdlsiyonlarin stabilitesini goézlemlemek amaciyla, 3000
rom’de 30 dk santriftj edildi.

3.5.2. Kisa sureli hizlandiriimig stabilite galismalari

Geligtirilen nanoemlilsifiye formulasyonlarin dayanikhligini igmek amaciyla, 4°C,
2512°C/%6015 ve 40+2°C/%7515 sicakhk/bagil nem ortamlarini karsilayan iklim
dolaplarinda 6 ay sureyle bekletilmistir. Calisma araliklan 0, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 ay
olarak belirlendi. Gelistirilen F1, F2 ve F3 formulasyonlarindan alinan orneklerle
damlacik buyikligi, PDI, viskozite, tirbidite ve zeta potansiyel dzelliklerindeki

degisim 6 ay suresince kontrol edildi.
3.6. in Vitro Lipoliz Galigmalari
3.6.1. Lipoliz caligsmalar1 deney proseduru

Lipoliz ¢aligsmalar igin, orta zincirli (imwitor 742) ve uzun zincirli (oleik asit) yag
asitleri, ylzey etkin madde (Cremophor RH 40) ve yardimci ylzey etkin
maddelerden (Tween 20 ve propilen glikol) olusan ve tenofovir iceren SNEDDS
formulasyonlar hazirlandi (61,25 mg/mL). in vitro lipoliz deneylerinde Metrohm
902 Stat Titrando cihazi kullanildi ve cihazin su banyosu ile koordineli bir sekilde

calismasi saglandi (Resim 3.2).
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Resim 3.2. in vitro lipoliz deney modeli

Lipoliz calismasi gastrik lipoliz ve intestinal lipoliz olmak Uzere iki asamada

yapimigtir.

Yaklasik 35 mL gastrik lipoliz ortami, 37+0,5 °C sicaklikta kontrollt bir sekilde pH 2
ve pH 5’e ayarlandi. SNEDDS formulasyonlar ortama eklendi.

e 35 mL ortam igine gastrik lipazi taklit etmesi icin 10 mg/mL (Christophersen
ve digerleri, 2014) insan gastrik lipaza benzer aktivite gosteren Candida
antartica lipaz A eklenerek (5 mL) 30 dk boyunca karigtirildi.

e Ortamda olan yag asitlerinin fazlasinin pH’I degistirmemesi i¢cin NaOH
(tokluk) ve HCI (aglik) ile titre edilerek ortamin pH’1 sabit tutuldu.

e 15. ve 30. dK’larda oérnekler alinip 25 L lipaz inhibitérd (1 M metanolde
4-bromobenzenboronik asit) eklenerek lipoliz durduruldu (Christophersen ve
digerleri, 2014) ve o6rnekler santrifrtj edildi.

e Sulu fazdaki etkin madde miktari tayin edildi.

Yaklasik 30 mL intestinal lipoliz ortami cihaza eklendi ve pH 6,5’a getirildi.

e Lipoliz ortamina, insan pankreatik lipaza en ¢ok benzeyen domuz pankreatin
lipaz eklendi. Pankreatin lipaz ¢dzeltisi 1000 USP lipaz aktivitesini saglamak
amaciyla 50 gr tartildi ve 100 mL distile su ile tamamlandi (Zangenberg ve
digerleri, 2001b). 37°C sicaklikta 15 dk karigtirildi ve 4000 rpm’de santrif(j

edildi. Deney ortamina 10 mL eklendi.
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e Ca(5mM), NaTDC (5 mM-15 mM), 2 mM trismaleat, fosfatidilkolin (0,75 Mm-
3,75 mM) eklendi. Ortamda olan yag asitlerinin fazlasinin ortamin pH’ini
degistirmemesi icin NaOH ile titre edilerek ortamin pH'I sabit tutuldu.

e 15, 30., 45. ve 60. dk’larda drnekler alinip lipaz inhibitéri koyularak 15 000
rom’de 30 dk santrifrij edilip sulu faz ve pellet faz ayrildiktan sonra sulu
fazdaki etkin madde miktar tayini yapildi.

e Gastrik lipoliz ve intestinal lipolizde harcanan NaOH ve HCI miktarlar (mL)

hesaplandi.

Gastrik lipoliz

Aclik gastrik ortami (FASGIF) temsil eden (Cizelge 3.11) yaklasik 35 mL ortam
sicaklik kontrollG bir sekilde (37+0,5 °C) pH 2'ye 0,1 M HCI ile ayarlanirken, tokluk
gastrik ortami (FESGIF) (Cizelge 3.11) ise pH 5’e 0,1 M NaOH ile ayarlandi. 0,5 mL
(61,25 mg/mL) SNEDDS formulasyonlar deney ortamina eklendi. 35 mL ortam igine,
gastrik lipazi taklit etmesi icin 10 mg/mL (Thomas ve digerleri, 2014) insan gastrik
lipaza benzer aktivite gosteren Candida antartica lipaz A (Christophersen ve
digerleri, 2014) eklendi (5 mL), 30 dk karistirildi ve 15. ve 30. dk’larda ornekler alinip
25 uL lipaz inhibitéri (1M metanolde 4-bromobenzenboronik asit) eklenerek lipoliz

durduruldu.

Ornekler santrifriij edilerek sulu faz ve pellet faz ayrildi (15 000 rpm 15 dk). Sulu
fazdan 100 uL alinarak 900 uL asetonitril ile seyreltilip tekrar santrifij edildi (15 000
rom 15 dk) ve etkin madde miktar tayini icin UV spektrofotometrede dnceden
belirlenen dalga boyunda absorbanslar saptandi. Uzun zincirli ve orta zincirli
formulasyonlar icin (n=3) FASGIF ve FESGIF ortam sartlari olusturularak deneyler

yapildi ve deney slresince harcanan HCI ve NaOH miktarlari hesaplandi.

Cizelge 3.11. Gastrik lipoliz ortam kosullari (FASGIF-FESGIF)

Safra o Trisma Asetik | Sodyum .
Ortam | pH Fosfolipit NaCl CacCl; _ St
tuzu maleat asit asetat

FASGIF | 2 | 0,08 mM | 0,02 mM 2mM 34,2 mM| 5 mM

237,02 17,12 29,75
FESGIF | 5 - - - 5mM 1:1
mM mM mM
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intestinal lipoliz

Aclik (FASSIF) ve tokluk (FESSIF) intestinal lipoliz ortamlari (Cizelge 3.12) sicaklik
kontrollG bir sekilde (37+£0,5 °C) 30 mL olacak sekilde ortama eklendi ve pH 6,5’a
getirildi. 0,5 mL (61,25 mg/mL) SNEDDS formulasyonlar deney ortamina eklendi.
intestinal lipoliz ortami igin, insan pankreatik lipaza en ¢ok benzeyen domuz
pankreatin lipaz ¢ozeltisi (Guine ve digerleri, 2008; Kaukonen ve digerleri, 2004;
Porter ve digerleri, 2004) kullanildi. Ortamda sindirilen/¢ézinen yag asitlerinin
fazlasinin ortamin pH’sini disurmemesi i¢in 0,1 M NaOH ile titre edilerek pH sabit
tutuldu. 15., 30., 45. ve 60. dk’larda ornekler alinip, 25 pL lipaz inhibitora ilave
edilerek santrifrujlendi. Sulu faz ve pellet faz ayrildiktan sonra sulu fazdan 100 pL
alinarak 900 uL asetonitril ile seyreltilip tekrar santritj edildi (15 000 rpm -15 dk) ve
etkin madde miktar tayini UV spektrofotometre ile tespit edildi. Uzun zincirli ve orta
zincirli formualasyonlar (n=3) icin FASSIF ve FESSIF ortam sartlar olusturularak

lipoliz deneyleri yapildi ve harcanan NaOH miktarlari hesaplandi.

Cizelge 3.12. intestinal lipoliz ortam kosullar (FASSIF- FESSIF)

Ortam pH Safratuzu | Fosfolipit Trisma maleat NacCl CacCl,
FASSIF 6,5 3mM 0,75 mM 10 mM 106 mM 5mM
FESSIF 6,5 15 mM 3,75 mM - 203 mM 5mM

3.6.2. Lipoliz orneklerinin analizi

Tenofovirin spektrofotometrik miktar tayini analizi ve asetonitril kalibrasyonu

Lipoliz deney yonteminde belirli zaman araliklarinda ornekler alinarak, etkin
maddenin %¢dzunen/sindirilen miktarlari tespit edildi. Tenofovirin lipoliz ortamindaki
¢OzUnUurligunu tespit etmek igin, lipoliz ortamini olusturan yagdlh maddeleri de
¢cOzebilen asetonitril ¢dzucu olarak kullanildi (Larsen ve digerleri, 2012). Asetonitril
icin 50 pg/mL stok c¢oOzelti hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden uygun
seyreltmeler yapilarak 10-40 ug/mL arasindaki derisimlerde c¢ozeltiler hazirlandi
(n=3). Tenofovirin standart dogru denklemini bulmak i¢in Bélum 3.2.2‘de anlatilan

kalibrasyon ve validasyon caligmalari yapildi.
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in vitro ydontem validasyonu

Dogruluk ve geri elde

Bolum 3.2.2.de anlatildigi Gzere 50 pg/mL derisimde hazirlanan ¢ozeltiden
hareketle hazirlanan 25 pg/mL %100 kabul edildi.

Kesinlik

Bolum 3.2.2°de anlatildigi Uzere 6rneklerin Xort, SS ve %BS degerleri hesaplandi.
Ozgiinliik ve segicilik

Spektrofotometrik yontemin sadece analizi istenen tenofoviri saptayabilmesi
amaciyla, etkin madde icermeyen asetonitril, asetonitril-lipoliz ortamlari ve
formUlasyon bilesenlerinin 200-800 nm arasindaki dalga boylarinda spektrumlari
alindl.

Dogrusallik

Asetonitril i¢cin dogrusallik, absorbans degerlerine karsilik gelen derisimlere
dogrusal regresyon yontemi uygulanarak regresyon dogrusu ve determinasyon
katsayisinin saptanmasiyla gosterildi.

Duyarlilik ve saptama siniri

Bolum 3.2.2'de anlatildigi gibi analitik yontemin LOD ve LOQ degerleri hesaplandi.

3.7. Tenofovir igeren Emiilsiyonlarin Franz Difiizyon Hiicresinde in Vitro ve

Ex-Vivo Olarak Gegisinin incelenmesi

BCS Sinif 3 bir madde olan tenofovirin permeabilite/gegirgenlik 6zelliklerini tespit
etmek amaciyla “Franz difuzyon hucresi yontemi” ile gecisi incelendi (Franz, 1975).

Oncelikle in vitro deneyler, diyaliz membran kullanilarak yapildi. Etkin madde igeren
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SNEDDS ve SDEDDS formulasyonlar (Cizelge 3.13) Franz difizyon hucresine her
hacreye 1 mL olacak sekilde eklendi ve 24 000 Dalton’dan kuguk molekullere

gecirgen olan diyaliz membrandan gegis incelendi.

Cizelge 3.13. Tenofovir iceren emdlsiyonlar

Oleik asit SNEDDS imwitor 742 SNEDDS S/Y/IS ¢oklu emiilsiyon

F1 F2 F3

Kullanilan membranlar, yatay Franz difiizyon hicresine yerlestirildi. Uzerine (donér
kisma), tenofovir iceren emdulsiyonlar eklendi. Hucrenin alt kismina (reseptor
kompartmanina) ise pH 6,8 tamponu ve kigik magnetler koyularak 6’li magnetik
kanistirici igeren 37+0,5°C sicakliktaki su banyosu Uzerine yerlestirildi (Resim 3.3).
Sabit hizda karistirma deney suresince devam etmistir. Gegis bdlgesinin alani 1
cm?dir. 15, 30, 60, 120, 360, 240 ve 360. dk’larda alt hiicre igindeki 6rnegin tamami
alindi ve yerine pH 6,8 tamponu eklendi. Alinan 6rneklerin absorbansi dnceden

belirlenen dalga boyunda UV spektrofotometre (UV 1700 Shimadzu) ile olgulda.

Ex-vivo deneylerde ise Franz difizyon hlcrelerine diyaliz membran yerine koyun
ince bagirsak dokusu koyularak F1, F2 ve F3 emdulsiyonlari i¢in gegis ¢alismalari
yapildi. Gegis ¢alismalarinda, difiizyonel kesit 1 cm? oldudu icin sigan gibi kiiglik
hayvanlarin bagirsagi kullanilamamistir. Franz diflizyon hucresinin reseptor
bdlmesi, taze hazirlanmis pH 6,8 fosfat tamponu ile dolduruldu. Verici ve reseptor
bdlmesi arasinda sikistirilan koyun ince bagirsak dokusu, epitelyal yluzeyin donor
kismina dogru yonlendirildigini dikkate alarak tespit edildi. Verici bolmesine,
tenofovir iceren formulasyonlar koyuldu (61,25 mg/mL). Numuneler yukarida
belirtilen periyodik zamanlarda reseptor fazindan alindi ve ayni hacimde tampon
cOzeltisi ilave edildi. Sonuglar standart dodru denkleminde yerine koyularak diyaliz
membrandan ve doku hucresinden gegen etkin madde miktari hesaplandi (n=3).
Spektrofotometrik olarak yapilan analizin ardindan kiimulatif miktardaki ntfuz eden
tenofovir miktarr zamana karsi grafige gecirildi. Egrilerin dogrusal kismindan aki
dederleri hesaplandi. Permeabilite katsayisi ise verici bdlmesindeki

aki/konsantrasyon oranindan hesaplandi.



Resim 3.3. Franz difiizyon yontemi ¢alismalari (n=3)

3.8. Biyoyararlanim Caligmalari

in vivo galismalar, Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanlhigrndan alinan 05.03.2015 tarihli, 66332047-604.01.02/27705 sayili yerel
etik kurul onay! (EK 1) ile Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar Yetistirme ve

Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nde yapildi.
3.8.1. Deney hayvanlari

in vivo deneyler icin 200-250 gr erkek Sprague Dawley siganlar kullanildi. Siganlarin
35 tanesi acglik grubunda, 35 tanesi tokluk grubunda (ad libitum beslenen grup) yer
aldi. Ad libitum beslenen sicanlar ve ag¢ siganlar standart laboratuvar kafeslerinde

18-22°C sicaklkta ve 12 saatlik aydinlik/karanlik fotoperiyodunda tutuldu.

Cozelti ve tabletin dispersiyon ortami distile sudur. Siganlar igin tenofovirin
uygulama dozu 61,25 mg/mL/gin olacak sekilde planlandi. Sigan agirliklarindan
hareketle kg basina verilecek doz hesaplari yapildi. Uygulamalar, 250 gr olan
sigana bir 1 mL formulasyon olacak sekilde oral gavaj ile yapildi. Kan numuneleri
alinmadan o6nce siganlar hayvanlarin hareketlerini kisitlayan alete (restrainer)
koyuldu. Kuyruklari sicak su ile yikanarak kuyruk venlerinin belirgin hale
getiriimesiyle rahat kan alinmasi saglandi (Resim 3.4).
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Kan numuneleri 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 ve 24. saatlerde 150 pL kuyruk veninden
toplanarak heparinli tiplere alindi. 4 000 rpm’de 20 dk boyunca oda sicakliginda

santrifij edildikten sonra slpernatant kismi ayrilarak analize kadar -81°C’de

saklandi.

Resim 3.4. Oral gavaj ile sicanlara formulasyonlarin verilmesi ve kuyruk veninden
kan orneklerinin alinmasi

3.8.2. Biyoyararlanim galigsma tasarimi

Biyoyararlanim calisma tasarimi Cizelge 3.14’de gosterilmektedir. Aglik grubundaki
sicanlara formulasyonlarin uygulamasindan 12 saat 6nce yemek (yem) verilmesi
kesildi ve sadece suya erigimleri saglandi. Uygulamadan 6 saat sonra yemek (yem)
verildi. Bu sekilde gece beslenen sigcanlarin hepsinin benzer tokluk duzeyine sahip
olmasi ve grup i¢i varyasyonun en aza indirgenmesi saglandi. Deney tasariminda
achk ve tokluk gruplarinin olusturulmasinin nedeni, tenofovirin aglik/tokluk
durumunda biyoyararlaniminin degisken olmasidir. Calismalarla, tenofovirin ticari
arind ve emulsifiye sistemlerin aclik/tokluk varyasyonu degerlendirildi. Oral
uygulamadan sonra tenofovirin yarilanma dmru yaklasik 12-18 saattir. Calismada

24. saate kadar kan toplama iglemi gercgeklestirilmigtir.
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Cizelge 3.14. Biyoyararlanim ¢alisma tasarimi

Aclik Grubu Ad libitum Beslenen Grup
Grup | Sigan Uygulama Grup | Sigan Uygulama
No Sayisi No Sayisi
1 7 Tenofovir ¢ozelti 1 7 Tenofovir ¢ozelti
2 7 Oleik asit-SNEDDS (F1) 2 7 Oleik asit-SNEDDS (F1)
3 7 imwitor 742-SNEDDS (F2) 3 7 imwitor 742-SNEDDS (F2)
4 7 Coklu emilsiyon-SDEDDS 4 7 Coklu emilsiyon-SDEDDS
(F3) (F3)
5 7 Viread® (ticari Grlin) 5 7 Viread® (ticari Grlin)

Kan o&rneklerinde tenofovir miktari LCMS/MS ydntemiyle analiz edilerek
konsantrasyonlar saptandi ve plazma-zaman profilleri ¢izildi. Verilerden hareketle
dogrusal olmayan regresyon programi WinNonlin™ kullanilarak, Cmaks (plazmadaki
maksimum konsantrasyon), tmaks (Cmaks’a ulasmak icin gegen sire), AUCo-24 (sifirdan
24. saate kadar plazma zaman egrisi altinda kalan alan), AUCo-- (sifirdan sonsuza
kadar plazma zaman egrisi altinda kalan alan), ka (uzaklasma hiz sabiti), ti2
(biyolojik yari émdar), Vda (dagihm hacmi) ve CI (klirens) gibi farmakokinetik
parametreler nonkompartimantal analiz ile hesaplandi ve biyoyararlanim

degerlendirmeleri yapildi.
3.8.3. Analiz yontemi

Plazma orneklerinden tenofovirin in vivo miktar tayini analizi ve validasyonlari
LC-MS/MS yontemi ile Ege Universitesi ila¢ Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma
Uygulama Merkezi (ARGEFAR)’'da yapilmistir.

Tenofovir LC-MS/MS miktar tayini yonteminin gelistiriimesi

LC-MS/MS yoéntemi icin Shimadzu HPLC Sistemi & AB Sciex API 4000 cihazi
kullanilmigtir. LC-MS/MS ¢alismalarinda maddeleri kutle/yik oranlarina gore
molekullerine ayiran bir sistemdir. Bu sistem sivi kromatografi sistemi ile maddelerin
analizine yardimci olmaktadir. Her iki sistemin ayirt edici 6zellikleri birlestirilerek sivi

kromatografi/tandem kutle spektrometrisi (LC-MS/MS) sistemi olusturulmustur.
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Sistemin tercih edilmesindeki en 6nemli ozellikler segicilik, hassasiyet ve hizdir
(Yilmaz, 2017).

LC-MS/MS sistemi calisma kosullari

Calismanin bu agamasinda, miktar tayini analizinin optimum parametrelerini bulmak
icin gesitli caligmalar yapilarak, etkin maddenin en yuksek intensite elde edildigi
metot gelistirilmistir. Uygun mobil fazi bulabilmek igin formik asitin iyonlastirmayi
arttirici etkisinden faydalanildi ve en uygun intensiteyi mobil faz A %0,1 ‘lik formik
asitli distile su, mobil faz B %0,1°lik formik asitli asetonitril ile yapilan ¢calismada elde

edilmigtir.

Sivi sistem 6zellikleri

Mobil Faz A: 1 M amonyum format ¢ozeltisinden 2 mL ve %99,8 saflikta formik
asitten 2 mL alinarak saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmistir.
Mobil Faz B: 1 M amonyum format ¢dzeltisinden 2 mL ve %99,8 saflikta formik

asitten 2 mL alinarak yuksek saflikta asetonitril ile 1000 mL’ye tamamlanmigtir.

Firin sicakhgi: 40°C

Otomatik érnekleyici sicakhgi: 40°C

Akis hizi: 0,9 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 20 pL

Kolon: C8 (4,6 x 100 mm 3,5 um)

Mobil Faz A: %0,1‘lik formik asitli distile su
Mobil Faz B: %0,1 ‘lik formik asitli asetonitril

HPLC Uzerine uygulanan akig diyagraminin (Sekil 3.3) parametreleri Cizelge
3.15’de gorulmektedir.
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Cizelge 3.15. HPLC sisteminin akis ozellikleri

Zaman Mobil Faz A Mobil Faz B
0,01 95
1,00 95 5
2,50 5 95
4,00 5 95
4,01 95 5
4,50 95
Gradient Curve
100 I I I
G e
m B0 i
#
S e
E e
0 | | |
0.0 1.0 20 30 40 45
Time (min.}

Sekil 3.3. Calismada kullanilan akis gradient

MS/MS Sistem Ozellikleri

Shimadzu HPLC Sistemi & AB Sciex APl 4000 cihazinin mass siresi 4,5 dk ve mass
kosullar Cizelge 3.16’da verilmigtir. En yuksek intensiteye sahip Q1 ve Q3 iyonlari
siraslyla tenofovir igin 288,086/176,1, i¢ standart ornidazol igin de 220,024/128

olarak belirlenmisgtir.

Cizelge 3.16. MS/MS sisteminin mass kosullari

Q1 Q3
Zaman CXP
Mass Mass ID DP (volts) | EP (volts) | CE (volts)
(dk) (volts)
(Da) (Da)
288,086 | 176,1 150 Tenofovir 61 10 35 14
Ornidazol
220,024 | 128,0 150 (I 81 10 23 12
Standart)
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Plazma orneklerinin ekstraksiyon yontemi

LC-MS/MS cihazinin ektraksiyon yontemi asagida anlatildigi gibi gelistirilmistir:

100 L sigan plazmasi tzerine 5 pg/mL derisimindeki i¢ standarttan (ornidazol) 10
uL eklenir ve 30 sn vortekslenir. Uzerine 900 uL ekstraksiyon solventi* ilave edilir.
5 dk vortekslenir. +4°C 15,300 rpm’de 10 dk santrifiijlenir. Ust faz 0,45 ym 13 mm
Nylon filtreden gegcirilerek HPLC vialine alinir ve enjeksiyon yapilir.

(*Solvent: %0,1 formik asitli su/%0,1 formik asitli asetonitril; (10/90; v/v))

Tenofovir LC-MS/MS miktar tayini yontemi validasyonu

Tenofovirin LC-MS/MS miktar tayini yontemi validasyonunda incelenen validasyon
parametreleri asagida sunulmaktadir:
1. Stok Coézelti Kararlligi
Carry-Over (Tasinma)
Dilusyon Dogrulugu
Gin igi Dogruluk ve Kesinlik
Gunler Arasi Dogruluk ve Kesinlik
Kisa Sureli Oda Sicakhgi Kararhligi
En Dusuk Miktar Saptama Alt Sinirn (LLOQ)
Matriks Etkisi
Segicilik-Segimlilik

© © N o g s~ w D

3.9. istatiksel Degerlendirmeler

in vitro ve in vivo ¢alisma sonuglari ort+SS seklinde verilmistir. Spektrofotometrik
miktar tayinin gelistiriimesinde, validasyonda, in vitro ¢6zinme hizi deneylerinde ve
permeabilite sonuclarinda %BS ile degerlendirmeler yapilmigtir. F1 ve F2
formulasyonlarinin geligtiriimesinde Design Expert Software Version 10 yazilimi
kullanilarak deney tasarimi yapilmistir (p<0,05).

in vivo calismalarin sonuglari ve farmakokinetik parametreler WinNonlin™ programi
kullanilarak hesaplanmis ve gelistirilen formilasyonun (F3) aglik-tokluk varyasyonu
t testi uygulanarak degerlendirilmigtir (p>0,05).
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4. BULGULAR

4.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Tayinine Ait Bulgular
4.1.1. Cozunurluk

Tenofovirin 37+0,5°C ve 25%0,5°C’deki ¢ozunurlik calismasi Bolum 3.2.1.de
anlatildigi sekilde yapilmistir. Tenofovirin 37°C ve 25°C’deki ¢ozUnurligu Xort ve SS

degerleri Cizelge 4.1’de verilmektedir.

Cizelge 4.1.Tenofovirin 25°C’de ve 37°C’de distile sudaki ¢o6zunlrlik degerleri

(n=3)

Sicaklik (°C) Coziiniurlik (mg/mL) (ort £ SS)
25 14,90+0,08
37 16,90+0,04

4.1.2. Partisyon katsayisi

Tenofovirin 371£0,5°C ve 25+0,5°C’deki partisyon katsayisi tayini Bolim 3.2.1'de
anlatildigi gibi yapilmistir. Tenofovirin 37°C ve 25°C’deki partisyon katsayilari

Cizelge 4.2'de sunulmaktadir.

Cizelge 4.2.Tenofovirin 25°C ve 37°C’de oktanol/distile su arasindaki partisyon
katsayisina ait bulgular

Sicaklik (°C) Partisyon Katsayisi
25 3,55
37 4,00

4.1.3. Partikiil buyukligliniin belirlenmesi

Bolum 3.2.1.’de anlatildigi gibi tenofovirin partikil bayUkligu analizi yapildi (Sekil
4.1). Calisma sonucunda tenofovirin ortalama partikil bayUklaga 171+17,8 pm
olarak tespit edildi (n=3, Xort + SS).
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Sekil 4.1. Tenofovirin partikil buyudklugu dagilim grafigi

4.1.4. Tenofovirin erime derecesinin tayini

Tenofovirin erime derecesinin tayini icin DSC aleti (DSC 60 Shimadzu) kullanildi.

Tenofovirin erime noktasi 118,73°C olarak tespit edildi (Sekil 4.2).

D¢ Thermal Analysis Result

Sekil 4.2. Tenofovirin erime derecesi

4.1.5. Stabilite galigmalari bulgular

Tenofovirin distile sudaki stabilitesini incelemek igin hazirlanan tenofovir ¢ézeltisi O.

gun, 1. gln, 1 ay ve 3 ay suresince oda sicakliginda (Sekil 4.3) ve 4°C’deki iklim



85
dolaplarinda (Sekil 4.4) bekletildi. Tenofovirin Amaks degeri 260 nm olarak bulundu.

Tenofovirin distile sudaki ¢ozeltisi U¢ ay boyunca oda sicakligi ve 4°C’de stabil
oldugu ve dalga boyunun degismedigi gozlendi.

1.0 T T
by
\
[
|
|
|
|
|
|
|
|
|
o 0.5 |
8
s |
|
|
l A
AR
W
\
0.0 -
ol v ey .
200,00 400,00 600,00 800,00
nm.
No. PV ‘Wavelength Abs,
1 ) 260,00 0.4
2 [+] 628.00 0.0
3 [+ 456,00 0.0
1.0
f\l
[
|
|
|
|
|
|
|
|
I
o 05 |
28
= | -
|
o
\ /A
A
/o
VAR
\
F \
0.0 __ =1
] P S S S S S S EE S S S SR S S S R
200,00 400,00 600,00 800,00
nm.
No. PV Wavelength Abs. Description
1 [ 260.00 0.4
2 [+ 456,00 0.0
3 L] 234,00 0.2




86

0.7 ]
= 7
£ ]
0.6 =
F E
| ]
| ]
| ]
| .
£ ]
o4l | =
\ ]
0.2 \ -
| ]
|
\ 7
\ ]
\ E
oof =
o b a1 P o o
200.00 400,00 600.00 800.00
nm.
No. PV Wavelength Abs.
il ) 344,00 6.0
F 3] 260.00 0.4
B [+ £28.00 0.0
0.5¢ T T T |
I 4
H 4
0.4 nl 7
F i ~ 4
F N 4
L [ 4
Il
i A 4
[
Lo ]
@ r [ 4
2 [ ]
= |
0.2 | [ -
L [ B
[ p
|
L ]
|
L ]
|/ | B
{ l 4
v | ~ -
[ \ T I 1
0.0 — — - -
oobw vy T S S S S S T T S S S S T SR SR S T 1
200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00
n
No. PV Wavelength Abs. Description
1 “ 894,00 0.0
2 Q 820,00 0.0
3 Q 634.00 0.0
4 @ 260.00 0.3

Sekil 4.3. Tenofovirin distile suda 25°C’deki stabilite ¢alismalari sonucunda elde
edilen spektrumlar a)0. glin, b)1.gln, c)1. ay, d)3. ay (260 nm)
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Sekil 4.4. Tenofovirin distile suda, 4°C’de yapilan stabilite ¢alismalari sonucunda
elde edilen spektrumlar a)0. gin, b)1.gun, c)1. ay, d)3. ay (260 nm)
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4.2. Spektrofotometrik Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesine ait Bulgular

4.2.1. Etkin madde igin Amaks degerinin hesaplanmasi

Tenofovirin Amaks degerinin belirlenmesi igin, distile sudaki 20 pg/mL ¢ozeltilerin Amaks
degeri 260 nm olarak saptandi (Sekil 4.5).

0.8

PR R P TR PP
400,00 00,00 200.00

No. PV Wavelength Abs. Description
472,00 o
60.00

e e

58
74,
32,00 0

Sekil 4.5. Tenofovirin distile sudaki UV spektrumu

4.2.2. Spektrofotometrik miktar tayini ve standart dogrusunun c¢izilmesi

Tenofovirin standart dogru denklemini bulmak igin distile suda 100 pg/mL stok
¢cOzelti hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak distile
suda 10-40 ug/mL, etanolde 10-35 upg/mL arasindaki derisimlerde ¢ozeltiler
hazirlandi. Tenofovirin distile suda (Cizelge 4.3) ve etanoldeki (Cizelge 4.4)

regresyon istatistikleri ve dogru denklemleri Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de sunulmaktadir.

Cizelge 4.3. Tenofovirin distile sudaki kalibrasyon parametreleri

Kalibrasyon Denklemi y = 20,06+0,007
R? 0,999

Regresyon standart sapmasi 0,005

Gozlem sayisi 7




0,8
0,7
0,6

Absorbans

0,5
0,4
0,3
0,2

0,1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04

Derisim (mg/mL)

Sekil 4.6. Tenofovirin distile sudaki kalibrasyon grafigi (n=3, ort + SS)

Cizelge 4.4. Tenofovirin etanoldeki kalibrasyon parametreleri

Kalibrasyon Denklemi y = 19,86x+0,094
R? 0,999
Regresyon standart sapmasi 0,0025

Gozlem sayisi 6
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0,4
0,3
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0,1
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0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04
Derisim (mg/mL)

Sekil 4.7. Tenofovirin etanoldeki kalibrasyon denklemi (n=3, ort + SS)
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4.2.3. Spektrofotometrik miktar tayini yontemlerinin validasyonu

Dogruluk ve Geri elde

Deneyler Bolim 3.2.2.’de anlatildigi gibi yapildi ve deney sonuglari Cizelge 4.5-

4.6'da gosterildi. Tenofovirin distile su ve etanol de u¢ farkh konsantrasyonda

hazirlanan ¢ozeltilerinden geri elde edilen miktarlari bulundu (Cizelge 4.5, Cizelge

4.6). Bu U¢ sonucun ortalamasi alinarak %geri elde hesaplandi. Etanol ve distile su

icin bulunan sonuglar distile suyun disuk konsantrasyonu diginda, %BS degerleri

%Z2‘den daha az oldugu ve %geri elde sonuglari %98-103 arasinda saptandigindan

sonuglar uygun bulundu.

Cizelge 4.5. Tenofovirin distile suda yapilan analizine ait geri elde sonuglari

0,005 mg/mL 0,02 mg/mL 0,04 mg/mL
Pratik ) Pratik . Pratik )
%Geri %Geri %Geri
Absorbans Derigim Absorbans Derisim Absorbans Derigim
Elde Elde Elde
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
0,112 0,0052 100,0 0,415 0,0203 101,5 0,810 0,0400 100,0
0113 00053 [™7100,0 0,418 0,0204 102,0 0,812 0,0401 100,3
0,118 0,0055 110,0 0,418 0,0204 102,0 0,808 0,0400 100,0
Xort 0,0053 103,3 Kort 0,0204 101,8 Xort 0,0403 100,1
SS 0,0002 SS 0,0001 SS 0,0001
%BS 2,88 %BS 0,080 %BS 0,140
Cizelge 4.6. Tenofovirin etanolde yapilan analizine ait geri elde sonuglari
0,01 mg/mL 0,02 mg/mL 0,035 mg/mL
Pratik ) Pratik ) Pratik )
%Geri %Geri %Geri
Absorbans Derisim Absorbans Derisim Absorbans Derisim
Elde Elde Elde
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
0,295 00100 | 1000 0,488 0,0198 99,0 0,790 0,0350 100,0
0,293 0,0100 100,0 0,490 0,0199 99,5 0,792 0,0350 100,0
0,290 0,0098 0,485 0,0197 0,794 0,0352
98,7 98,4 100,6
Xort 0,0099 99,6 Xort 0,0198 99,0 Xort 0,0351 100,2
SS 0,0001 SS 0,0001 SS 0,0001
%BS 1,16 %BS 0,500 %BS 0,330
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Kesinlik

Yontemin kesinligini dlgmek icin, distile su ve etanolde 3 farkli derisimde c¢alisma
tekrarlandi. Deneyler Bolum 3.2.2.°de anlatildi ve sonuglar Cizelge 4.7 ve Cizelge
4.8'de gosterildi. Bagil sapma sonuglari distile suyun dusuk konsantrasyonu
disinda, diger konsantrasyonlar ve etanolde %2’den az oldugu igin sonuglar uygun

bulundu.

Cizelge 4.7. Tenofovirin distile sudaki analizine ait kesinlik sonuglari

Derigim (mg/mL) 0,005 0,020 0,040
0,112 0,415 0,810

0,113 0,418 0,812

Absorbans

0,118 0,418 0,808

Xort 0,114 0,417 0,810

SS 0,003 0,002 0,002

%BS 2,81 0,415 0,247

Cizelge 4.8. Tenofovirin etanoldeki analizine ait kesinlik sonuglari

Derigim (mg/mL) 0,010 0,020 0,035
0,295 0,488 0,790

Absorbans 0,293 0,490 0,792
0,290 0,485 0,794

Xort 0,293 0,488 0,792

SS 0,002 0,002 0,002

%BS 0,860 0,516 0,253

Ozgiinliik ve secicilik

Geligtirilen analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi
saptayabildiginin, ¢b6zlici ortam ve formilasyon bilesenlerinden etkilenip
etkilenmediginin kontroli yapilmistir. Yapilan g¢alismalar sonucunda kullanilan
¢bzucu ortami ve formulasyon bilesenleri tenofovirle (260 nm) ayni dalga boyunda

absorbans vermemektedir (Sekil 4.8).
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d) Oleik asit
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g) Tween 20

T T 3
1 .
A 7
I\ 7
- \ ;
Z | ]
sof 3
E | ]
E | ]
F | ]
F | 7
4 20F | 3
= E | ]
E \ E
1.0F \ e
E AN 3
oof - = 3
04 E o PR P PR e T
200,00 400,00 600,00 800,00
nm.
No. PN Wavelength Abs.
1 ) 214.00 0.0
2 [ 04.00 0.0
3 [l 248,00 40
4 [ 564,00 -0.0
17— —— — — —
1.5 -
i ]
i ]
H 1
R .
L ]
al E
1, ]
% ]
2 ]
<< ]
Y ]
E ~\ 3
F N ]
0.5 N\, 3
" \ 1
= AN ]
o)< PR T PRI PR I SR T PP
200,00 400,00 600,00 800,00
nm.
No PN [Wavelength | Abs. |
1] T | 6358.00] 0.1]
0.9 F T T =
0.8f- =
i ]
il -
i) 3
o ]
F 3
3 2 E
= Eo ]
o4 -
E \ ]
o \ 3
o N 3
o —\ ]
[ \\ ]
o2 3
ol v v 1 M M PR P
200,00 400.00 600,00 800,00
nm.
No P Wavelength Abs.
1 ) 738,00 0,2
2 (] 620,00 0.2
3 & 496.00 0.2




95

J) Labrafil
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Sekil 4.8. Tenofovir, ¢6zinme ortami ve formuilasyon bilesenlerinin UV
spektrumlari a)Tenofovir, b)Distile su, ¢)Etanol, d)Oleik asit, e€)imwitor
742, f)Cremophor RH 40, g)Tween 20, h)Propilen glikol, i)Abil Em 90,
j)Labrafil

Dogrusallik

Dogrusallik, absorbans degerlerine kargilik gelen derisimlere dogrusal regresyon
yontemi uygulanarak regresyon dogrusunun saptanmasiyla goésterildi (Sekil 4.6-
4.7). Determinasyon katsayisi 1’e yakin ve 0,999 olarak saptanarak, sonuglarin

dogrusalligi kabul edildi.

Duyarlilik ve saptama siniri

Geligtirilen analitik yontemlerin LOD ve LOQ degerleri hesaplandi. Analitik ydontemin
distile su ve etanol igin sirasiyla LOD degerleri 0,538 ug/mL ve 0,418 pg/mL, LOQ
degerleri 1,630 ug/mL ve 1,267 pug/mL olarak bulundu.

4.3. Tenofovir-Yardimci Madde Etkilesim/Gegimsizlik Galigmalari Bulgulari
Etkin madde tenofovir ile yardimci madde etkilesim/gegimsizlik bulunup

bulunmadigi DSC ve FT-IR analizleriyle degerlendiriimis olup sonuglar asagida
sunulmaktadir:
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4.3.1. Tenofovirin oleik asit, Iimwitor 742 ve ¢oklu emiilsiyon
formulasyonlarinda kullanilan yardimci maddelerle hazirlanan

karigimlarinin DSC analizleri

On deneme c¢alismalari kapsaminda 100°C’de tenofovir, oleik asit, Cremophor RH
40 ve Tween 20’nin DSC analizleri yapildi. Sekil 4.9'da da goéruldagu gibi 100°C’de
yapilan ¢alismalarda tenofovir ve bilesenlerden herhangi bir bulgu alinamadigi i¢in
ve tenofovirin erime sicakligi (121°C) da g6z 6nlne alinarak tenofovir, tenofovir-
oleik asit, tenofovir-imwitor 742, tenofovir-Tween 20, tenofovir-Cremophor RH 40,
tenofovir-propilen glikol, tenofovir- Abil Em 90 ve tenofovir-Labrafil 6rnekleri

150°C’de analiz edildi. Analiz sonucu termogramlar degerlendirildi (Sekil 4.10).

a) Tenofovir

File Name: Tenofovir DF.tac
Detector: DSC-60
Acquisition Date 17/03/2<
Acquisition TimeD9:58:51(+0200
Sample Name: Tenofovir DF
Sample Weight: 2.000[mg
Annotation:

Tenofovir DF.tac DSC

DScC
mvw
-0.50¢

-1.00f
-1.50¢
-2.00f
-2.50¢
-3.00f
-3.50
-4.00
-4.50
-5.00

60.00 70.00 80.00 90.00 700.00
Temp [C]




b) Oleik asit, oleik asit-tenofovir

File Name: oleik asit.ta
Detector: DScC-60

i n Date17/03/2<

on TimeD8:49:37(+0200
Sample Name: oleik asi
Sample Weight: 4.480[mg
Annotation:

oleik asit.tar DSC

DsSC
mw

0.00F
-0.50:
-1.00F
-1.508
-2.00"
-2.50:
-3.00"

-3.50F

20.00 40.00 60.00
Temp [C]

80.00

700.00

File Name: Oleik asit -Tenofovir DF.ta
Detector: DSC-60

Acquisition Date17/03/24

Acquisition Timel0:26:14(+0200

Sample Name: Oleik asit -Tenofovir D
Sample Weight: 2.000[mg

Annotation:

—— Oleik asit -Tenofovir DF.ta DSC

DSC
mw

-0.50¢
-1.00}

-1.50¢
-2.00r
-2.50¢
-3.00F
-3.50¢

-5.00
-5.50¢

-6.00kt

60.00 70.00 80.00
Temp [C]

90.00

100.0C
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c) Tween 20, Tween 20-tenofovir

File Name: Tween 20.ta(
Detector: DSC-60
Acquisition Date 17/03/24
Acquisition Time09:40:53(+0200
Sample Name: Tween 2(
Sample Weight: 5.500[mg
Annotation:

Tween 20.tac DSC

40.00

60.00
Temp [C]

80.00

File Name: Tween 20- Tenofovir DF.ta
Detector: DscCc-60

Acquisition Date17/03/24

Acquisition Timel0:12:33(+0200

Sample Name: Tween 20- Tenofovir D
Sample Weight: 2.000[mg

Annotation:

Tween 20- Tenofovir DF.ta DSC

DSC
mvwwv

-0.50F
-1.00p
-1.50¢
-2.00F
-2.50¢
-3.00F
-3.50¢

-5.00¢
-5.50F

-6.00F

60.00 70.00

80.00
Temp [C]
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d) Cremophor RH 40, Cremophor RH 40-tenofovir

File Name: Cremophor RH 40.tac
Detector: DSC-60

Acquisition Date 17/03/24

Acquisition Time09:18:29(+0200
Sample Name: Cremophor RH 4C
Sample Weight: 5.000[mg
Annotation:

Cremophor RH 40.tac DSC
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DSC
mw

-0.50¢
-1.00|
-1.50¢
-2.00¢
-2.50¢
-3.00¢
-3.50¢

-5.00;
-5.50¢

40.00 60.00 80.00
Temp [C]

100.0C

File Name: Cremophor Rh 40 -T enofovir DF 30.ta
Detector: DscCc-60

Acquisition Date 17/03/24

Acaquisition Timel2:15:52(+0200

Sample Name: Cremophor Rh 40 -T enofovir DF 30
Sample Weight: 2.000[mg
Annotation:

Cremophor Rh 40 -T enofovir DF 30.ta DSC

DSC
mw

-0.50:
-1.00fF
-1.50:
-2.00f
-2.50

-3.00- 40.00 60.00 80.00

Temp [C]

100.00

Sekil 4.9. 100°C’deki DSC termogramlari a)Tenofovir, b)Oleik asit, oleik asit-
tenofovir, c)Tween 20, Tween 20-tenofovir, d)Cremophor RH 40,

Cremophor RH 40-tenofovir
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a) Tenofovir

File Name: Tenofovir DF 150.ta:
Detector: DSC-60
Acaquisition Date 17/03/2<
Acquisition Timel3:27:54(+0200
Sample Name: Tenofovir DF 15¢(
Sample Weight: 2.000[mg
Annotation:

Tenofovir DF 150.tac DSC

DSC
mw

0.50¢
0.00r
-0.50¢

50.00 100.00 150.00
Temp [C]

b) Oleik asit-tenofovir

File Name: Oleik asit -T enofovir DF 300.ta
Detecto DsScC-60
isition Date 17/03/24 —— Oleik asit -Tenofovir DF 300.te DSC

tion Timel0:49:44(+0200

Sample Name: Oleik asit -Tenofovir DF 30
Sample Weight: 2.000[mg

Annotation:

DSC
mw
.50

.50
.00
.50
.00
.50F
.00F
.50F
.0O0F
.50 ) ) )
100.00C0 200.0C 300.0C
Temp [C]

NNasbo0- NN

c) Tween 20-tenofovir

File Name: Tween 20- Tenofovir DF 150.te
Detector: Dsc-60

Acquisition Date17/03/24

Acaquisition Timel4:06:53(+0200

Sample Name: Tween 20- Tenofovir DF-15
Sample Weight: 2.000[mg

Annotation:

Tween 20- Tenofovir DF 150.te DSC

DSC
mw

0.00-
-0.50F

50.00 100.0C 150.00
Temp [C]




d) Cremophor RH40-tenofovir

File Name:
Detector: DScC-6
Acquisition Date17/03/24
Acquisition Timel2:46:45(+0200
Sample Name:
Sample Weight: 2.000[mg
Annotation:

Cremophor Rh40 -T enofovir DF150.ta
o]

Cremophor Rh40 -Tenofovir DF150.ta DSC

Cremophor Rh 40 -T enofovir DF 15
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DSC
mwW

0.50
0.00-
-0.50¢
-1.00r
-1.50¢
-2.00r

50.00

100.00
Temp [C]

150.00

e) Imwitor 742-tenofovir

Imwitor 742 T NF.ta
DsC-60

File Name:
Detector:

[Temp Program

Imwitor 742 T NF.ta DSC

Start Temp 25.C

Acquisition Date02/04/1z Temp Rate Hold Temp Hold Tim:
Acaquisition Tim&2:00:16(-0800 [C/min 1 rc 1 [ min
Sample Name: Imwitor 742 T NI 10.00 150.0 o
Sample Weight: 2.000[mg
Annotation:
DsC
mw/mg
0.00
‘\
-0.50+ -
-1.00F TT—
50.00 100.00 150.00
Temp [C]
File Name: Propilen glikol TNF.te [Temp Program
Detector: DscC-60 A i = Start Temp 25.0
Acquisition Date02/04/1% Propilen glikol TNF.tz DSC Temp Rate Hold Temp Hold Tim:
Acquisition Timé&®0:34:40(-0800 [C/min ] rc i [ min
Sample Name: Propilen glikol TN 10.00 150.0 o
Sample Weight: 2.000[mg
Annotation:
DsC
mW/mg
0.00+- \
-1.00+
-2.00+ \
-3.00 50.00 100.00
Temp [C]
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g) Labrafil-tenofovir

File Name: Labrafil T NF.ta [Temp Program

Detector: DSC-60 Labrafil_TNF.tar DSC Start Temp 25.C

Acquisition Date02/04/1Zz Temp Rate Hold Temp Hold Tim:
Acquisition Tim&1:19:28(-0800 [C/min ] [ c 1 [ min
Sample Name: Labrafil TNI 10.00 150.0 o

Sample Weight: 2.000[mg
Annotation:

DsC
mW/mg

o.50|

0.00} "
_o.50} -—

-1.00}

50.00 700.00 150.00

h) Abil Em 90-tenofovir

File Name: Abilem-90 TNF.ta [Temp Program
Detector: DSC-60 Start Temp 25.0
Acquisition Date02/04/11 Abilem-90 TNF.ta DSC Temp Rate Hold Temp Hold Tim:
Acquisition Tim&3:02:13(-0800 [T/min ] rc 1 [ min
Sample Name: Abilem-90 TN 10.00 150.0 o
Sample Weight: 2.000[mg
Annotation:
DsC
mW/mg
0.00 ~
\
\
\.
-0.50 I
-1.00( T
-1.50 T
50.00 100.00 150.00
Temp [C]

Sekil 4.10. 150°C’deki DSC termogramlari a)Tenofovir, b)Oleik asit-tenofovir,
c)Tween 20-tenofovir, d)Cremophor RH 40-tenofovir e)imwitor 742-
tenofovir, f)Propilen glikol-tenofovir, g)Labrafil-tenofovir, h)Abil Em 90-
tenofovir

150°C sicaklikta yaglarin uguculugu ve yag-tenofovir miktarindaki yag miktarinin
azalmasi g6z o6nunde  bulundurularak  termogramlar  degerlendirildi.
Termogramlarda formulasyon bilesenlerinin tenofovirle girisim yapacak bir
etkilesimde olmadigi gorildu. Tenofovirin yagl yapidaki yardimci bilesenlerle olan
birebir karigsimi, yagh bilesenlerle toz tenofovirin homojen dagiimamasindan dolayi,

bazi termogramlarda tenofovir piki daha ktglik gorulda.
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4.3.2. Tenofovirin  oleik asit, Iimwitor 742 ve ¢oklu emiilsiyon
formulasyonlarinda kullanilan yardimci maddelerle hazirlanan

karigimlarinin FT-IR analizleri

Yaglarin yuksek sicaklikta uguculugu ve bozunma ihtimali distntlerek, FT-IR ile
yap! analizlerinin de incelenmesine karar verildi. Tenofovirin FT-IR spektrumu
incelendiginde karakteristik pikleri, aromatik C-H ve O-H bandi 2800-3200 cm'de,
NH2- bandi 1600-1800 cm™ araliginda goriimastir (Sekil 4.11). Tenofovirin
geligtirilen  formulasyon bilesenleri  kullanillarak yapilan FT-IR analiz
spektrumlarinda, tenofovirin yapisini etkileyebilecek herhangi bir girisim

gorulmemigtir.

a) Tenofovir, oleik asit-tenofovir, oleik asit

Date: Thursday, March 23, 2017

101.2

* S,
80 \1' ‘
70
% 60 o i
AN i
v y'/ / N A
50
/ Al
\ I
40 |
ANAT
% \ i |
\ N l
\ R
20.5
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0

cm-1

tenofovir DF.sp

Oleik asit -Tenofovir DF.sp

Oleik asit.sp
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b) Tenofovir, Tween 20-tenofovir, Tween 20

Date: Thursday, March 23, 2017

103.7
100

% — Fu—/\ - )
: T |
: v i

40

30

219

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600
cm-1

tenofovir DF.sp

Tween 20 .sp

Tween 20-Tenofovir DF.sp

c) Tenofovir, Cremophor RH 40-tenofovir, Cremophor RH 40

650.0

Date: Thursday, March 23, 2017

99.5
95
9
85
80
75
70
65
%T 60
55
50
45
40
35
30

232

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
cm-1

tenofovir DF.sp

Cremophor RH 40 - Tenofovir DF.sp

Cremophor RH 40.sp

650.0
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d) Tenofovir, Imwitor 742-tenofovir, imwitor 742

Date: Thursday, January 25, 2018

100.0
95

90

85

80

75

%T 70
65

60

55

50

433

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
om-1

imwitor742+tenofovir.sp

imwitor742.sp

tenofovir.sp

Tenofovir, propilen glikol-tenofovir, propilen glikol

Date: Thursday, January 25, 2018

102.8
100

95
90
85
80
75
70
%T 65
60

55

50

45

40

35

305

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
com-1

tenofovir.sp

propilen glikol.sp

propilen glikol+tenofovir.sp
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f) Tenofovir, Labrafil-tenofovir, Labrafil

Date: Thursday, January 25, 2018

%T

55 ‘
an
50
| I

45 i ] i (

o ! I
36.3

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0

cm-1

tenofovir.sp

labrafil.sp

labrafil+tenofovir.sp

g) Tenofovir, Abil Em 90-tenofovir, Abil Em 90

Date: Thursday, January 25, 2018

37.3

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm-1

abilem90.sp

abilem90+tenofovir.sp

tenofovir.sp

Sekil 4.11. Tenofovir ve formulasyon bilesenlerinin 1:1 karisimlarindan elde edilen
FT-IR grafikleri a)Tenofovir, oleik asit, tenofovir-oleik asit, b)Tenofovir,
Tween 20, tenofovir-Tween 20, ¢)Tenofovir, Cremophor RH 40 tenofovir-
Cremophor RH 40, d)Tenofovir, imwitor 742, tenofovir-imwitor 742,
e)Tenofovir, propilen glikol, tenofovir-propilen glikol, f) Tenofovir, Labrafil,
tenofovir-Labrafil, g)Tenofovir, Abil Em 90, tenofovir-Abil Em 90
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4.4. Formilasyon Gelistirme Calismalari Bulgulari

4.4.1. Kendiliginden

gelistirilmesi

emulsifiye nanoemiilsiyon formulasyonlarinin

Tenofovir biyoyararlanim sorunu goéstermekte olup aclik oral biyoyararlanimi %25’dir ve
optimum etki igin yiyeceklerle birlikte yani tok olarak kullaniimasi gerekmektedir. Yag
icerigi yuksek yemek, tenofovirin AUC’sinde yaklagik %40 ve Cmaks'ta %14’lUk bir artisla
oral biyoyararlanimini artirmistir (Kearney ve digerleri, 2004). Tenofovirin lipofilik yapida
olmasi (Rompay ve digerleri, 2012; Spinks ve digerleri, 2017; Gasselin ve digerleri, 2009)

SNEDDS formulasyonlarin geligtiriimesinin uygun olabilecegini gostermigtir.

4.4.2. Tenofovirin yag, YEM ve YYEM’deki ¢oziinurluk/partisyon katsayisi ve
HLB bulgulari

Tenofovir iceren SNEDDS formulasyonlari gelistirmek ve yukleme kapasitesini artirmak
amaciyla gesitli yag, yuzey etkin madde ve yardimci yuzey etkin maddelerdeki tenofovirin
¢OzunurlGgu tespit edildi ve sonuglar Cizelge 4.9'da gosterildi. Ayrica tenofovirin yagd/su
arasindaki ilgisini anlamak amaciyla gesitli yaglarda partisyon katsayisi da hesaplandi.
Tenofovirin ¢dziniirliigi ve partisyon katsayisi en yiksek oleik asit ve imwitor 742

yaglarinda bulundu.

Cizelge 4.9. Tenofovirin 25°C’de orta ve uzun zincirli yaglar ve distile su arasindaki
ortalama partisyon katsayisi (A) ve yaglar (B), YEM-YYEM (C)
¢6zunurlik ve HLB degerlerine ait bulgular (n=3)

A)
Yag tipi Yaglar Partisyon katsayisi
Miglyol 818 0,00
Labrafac 0,250+0,010
Orta zincirli Miglyol 812 0,00
yag asidi Miglyol 840 0,00
imwitor 742 3,8310,02
imwitor 988 3,53+0,01
Uzim gekirdegi yag! 0,26+0,02
Susam yagi 0,05+0,02
Nar cekirdedi yagi 0,15+0,02
Uzun zincirli yag asidi Misir yagi 0,09+0,03
Corek otu yagi Hesaplanamadi
Maisine 35-1 Hesaplanamadi
Oleik asit 6,70+0,06



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Rompay%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22777046
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Cizelge 4.9. (devam) Tenofovirin 25°C’de orta ve uzun zincirli yaglar ve distile su
arasindaki ortalama partisyon katsayisi (A) ve yaglar (B), YEM-YYEM

(C) ¢ozunurlik ve HLB degerlerine ait bulgular (n=3)

B)
Yag tipi Yaglar Cozuniirlik (mg/mL) HLB
Miglyol 818 0,016+0,002 10
Labrafac 0,25+0,01 3-4
Miglyol 812 0,77040,019 5
Miglyol 840 0,460+0,010 5
Orta zincirli _
Imwitor 742 64,400+ 0,007 34
yag asidi _
Imwitor 988 48,300+0,005 34
imwitor 948 0,96+0,01 3-4
Capmul MCM 48,300+0,005 4,6
Captex 355 0,430+0,009 4-5
Uziim cekirdegi yagi 15,1+0,4 7
Susam yagi 3,30+0,02 7
Nar ¢ekirdegdi yagi 7,51+0,02 7
Uzun zincirli yag
o Misir yagi 2,104£0,02 1,2
asidi
Corek otu yagi 2,17+0,01 4-5
Maisine 35-1 13,60+0,01 4
Oleik asit 113+0,004 1
C)
Yiizey Etkin Madde-Yardimci Yiizey Coziiniirliik (mg/mL) HLB
Etkin Madde
Cremophor RH 40 18,100+0,004 15
Cremophor EL 126+0,005 12-14
Yuzey Etkin i
Labrafil 105+ 0,060 6-7
Madde
Labrasol 87+0,010 14
Abil Em 90 84+0,005 5
Tween 20 52,400+0,006 16,7
Tween 80 32,10+0,89 15
PEG 400 122+1,35 9,7
Yardimci i i
Propilen glikol 173+0,020 11,6
Yiizey Etkin
Monopropilen glikol 184+0,050 11-12
Madde
Transcutol P 33,6040,03 4,2
Gelucire 44 133+0,006 14
Gliserol 113+0,004 12-14
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4.4.3. Yag, YEM ve YYEM secgilmesi
Tenofovirin en fazla ¢6zUndugu uzun zincirli yag asidi olarak oleik asit, orta zincirli
yag asidi olarak da imwitor 742 tespit edildi ve bu yaglar yag fazi olarak segildi. YEM

ve YYEM seciminde, bilesenlerin tenofovirdeki ¢ézinurllkleri ve HLB degerleri

dikkate alinarak Cremophor RH 40 ve Tween 20 olarak secildi (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. SNEDDS formulasyonlarin bilesenleri ve HLB degerleri

Formiilasyon Tipi Yag asidi YEM YYEM
Uzun zincirli Oleik asit Cremophor RH 40 Tween 20
1) (15) (16,7)
Orta zincirli imwitor 742 Cremophor RH 40 Tween 20
(3-4) (15) (16,7)

4.4.4. Faz diyagramlari

Yag, YEM ve YYEM'nin karisabilirligini saptamak amaciyla, 1:4, 2:3, 3:2, 4:1
oranlarinda YEM:YYEM karistirilarak yag ile titre edildi. Kaba emulsiyonlarin en
fazla yagi aldigi YEM:YYEM orani bulundu. Bu asama Km oraninin (YEM:YYEM)
belirlenmesine yardimci oldu. Oleik asit ve imwitor 742 formiilasyonu igin, Km orani
1:4 olarak belirlendi. Ayrica 1:4, 2:3, 3:2, 4:1 oranlarda YEM:YYEM (1:4) ve yag
kullanilarak olusturulan kaba emiilsiyonlar su ile karistirilarak, emdulsiyonlarin su

alma kapasitesi de incelendi (Cizelge 4.11-4.12).

Titrasyon sonucunda elde edilen % verilerle Gg¢gen faz diyagramlari olusturuldu.
Kaba emdllsiyon ve nanoemdulsiyon bdlgeleri belirlendi (Sekil 4.12-4.13). Bu
¢alismalarin amaci yag, YEM ve YYEM'in nanoemulsiyon olusturma yuzdelerinin

belirlemek ve belirlenen tum bu alani deney tasarim modelinde kullanmaktir.
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Cizelge 4.11.Nanoemulsiyonlarin Yag-YEM-YYEM ve su yuzdelerini gdsteren
ucgen faz diyagramina ait veriler (Km 1:4)

%yag %YEM:YYEM %distile su
(oleik asit)
46,3 46,3 7,4
36,4 54,5 9,1
24,2 56,4 19,4
15,6 62,5 21,9
7,3 66,2 26,5

Cizelge 4.12.Nanoemulsiyonlarin Yag-YEM-YYEM ve su yuzdelerini gosteren
ucgen faz diyagramina ait veriler (Km 1:4)

%yag %YEM:YYEM %distile su
(imwitor 742)
63,5 15,9 20,6
46,2 30,7 23,1
211 31,5 47,4
9,5 38,1 52,4
Oleik asit (Ya)

Cremophor RHAO (YEM)

fl»'v
Sl wb‘-,v%g wE
l

ilnin.p AN IATATL Y P,
-'-n.;.;,. Ui o e N
-4 S . J
AT R Tt R AR
9 !

‘j']u'('1v[vl|y
A A

o|¢4|; aslt mgp Cremophor RH40: Tween 20 (YEM YYEM) Su
[ Yag+YEM+YYEM Uigld dlvawaml] |Ya-q: + YEM:YYEM + Su, clii faz diyagrami, Km 1:4

Sekil 4.12. Oleik asite ait G¢lu faz diyagramlar (Km 1:4)
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Cremophor RH 40 (YEM) inwitor 742 (Yag)

A

Tween 20 (YYEM)
[ Y YEMSYYEM il diyagram] Su

: A
Cremophor Rh 40:Tween ZOWEM:YYEW =

Yag+ YEM:YYEM+ Su Ulii faz Diyagrami Km 1:4|

Sekil 4.13. imwitor 742’ye ait ait ticli faz diyagramlari (Km 1:4)

Calismada oleik asit igeren formilasyon F1, imwitor 742 igeren formiilasyon F2 ve

coklu emulsiyon da F3 seklinde isimlendirilmistir.
4.4.5. Kalite tasarimi yaklagimi ile optimum formiilasyonun bulunmasi

Yizey etkin madde ve yardimci maddelerin birden fazla olmasi durumunda
olusabilecek ylzlerce formulasyonun arasindan daha kisa slUrede, daha etkili
optimum formulasyonu se¢gmek amaciyla kullanilan yontemlerden biri de kalite
tasarimi yaklasimi ve deney tasarim modelidir. U¢gen faz diyagrami nanoemdilsiyon
olusturma alanindaki her noktayi rastgele secimler ve dlgimlerle denemek zor

olacagi ve uzun zaman alacagi i¢in deney tasarim modeli olusturuldu.
4.4.6. F1 formulasyonu igin deney tasarimi

F1 formulasyonun deney tasarimini olusturan bagimsiz degdiskenlerin faktor
seviyelerinden hareketle 81 adet formuilasyon hazirlandi. Formulasyonlarin

ortalama damlacik bly(kligi ve PDi verileri Cizelge 4.13‘de verilmistir.
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Cizelge 4.13. F1 formulasyonuna ait deney tasarimi, formulasyonlar ve yanitlari

Formiilasyon Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Damlacik PDI
Yag YEM YYEM Boyutu (nm)
(mL) (mL) (mL)
1. 2 1,4 5,6 212,967 0,282
2. 3 1,8 5,6 325,770 0,522
3. 2 1,6 6,4 194,833 0,269
4. 3 1,4 7,2 211,100 0,339
5. 1 1,4 5,6 10,490 0,176
6. 3 1,6 6,4 224,220 0,472
7. 1 1,6 5,6 10,300 0,166
8. 3 1,8 5,6 333,830 0,549
9. 3 1,8 7,2 219,522 0,311
10. 2 1,6 7,2 144,300 0,241
11. 1 1,6 7,2 9,553 0,098
12. 1 1,4 6,4 10,350 0,112
13. 1 1,8 5,6 8,840 0,092
14. 2 1,8 7,2 185,967 0,276
15. 2 1,8 5,6 206,133 0,276
16. 1 1,4 6,4 10,800 0,115
17. 3 1,6 5,6 265,620 0,488
18. 2 1,4 7,2 173,967 0,276
19. 1 1,8 6,4 12,133 0,242
20. 1 1,8 7,2 9,693 0,082
21, 3 1,4 5,6 340,367 0,521
22. 1 1,6 7,2 9,376 0,073
23. 2 1,4 7,2 182,767 0,240
24. 1 1,8 6,4 11,833 0,236
25. 2 1,6 6,4 191,933 0,260
26. 2 1,4 7,2 181,000 0,258
27. 2 1,8 7,2 177,867 0,264
28. 2 1,4 5,6 201,867 0,295
29. 2 1,6 7,2 160,830 0,242
30. 3 1,8 7,2 212,960 0,312
31. 2 1,4 6,4 219,360 0,278
32. 1 1,4 5,6 10,390 0,178
33. 2 1,4 5,6 201,567 0,305
34. 3 1,4 6,4 213,667 0,478
35. 3 1,6 6,4 221,230 0,460
36. 3 1,8 6,4 223,700 0,474
37. 1 1,6 7.2 9,394 0,081
38. 3 1,4 5,6 342,633 0,544
39. 1 1,6 6,4 9,186 0,069
40. 2 1,8 6,4 187,000 0,259
41. 3 1,8 7,2 215,900 0,315




Cizelge 4.13. (devam) F1 formulasyonuna ait deney tasarimi, formulasyonlar
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ve yanitlari
42. 3 1,6 7,2 204,433 0,313
43. 2 1,4 6,4 214,100 0,270
44. 1 1,4 7,2 9,714 0,113
45, 1 1,8 6,4 11,473 0,222
46. 3 1,4 6,4 213,067 0,482
47. 3 1,6 5,6 267,820 0,490
48. 1 1,8 5,6 8,950 0,102
49. 2 1,8 5,6 206,367 0,286
50. 3 1,4 7,2 212,333 0,305
51. 2 1,6 6,4 186,367 0,275
52. 3 1,6 6,4 224,530 0,304
53. 3 1,6 5,6 267,255 0,498
54. 2 1,8 6,4 183,567 0,234
55. 1 1,4 7,2 9,496 0,097
56. 2 1,8 5,6 194,433 0,313
57. 3 1,4 5,6 342,300 0,533
58. 3 1,4 6,4 210,900 0,478
59. 1 1,6 6,4 8,856 0,077
60. 2 1,6 5,6 215,967 0,287
61. 3 1,8 6,4 223,533 0,470
62. 1 1,8 7,2 9,246 0,090
63. 3 1,4 7,2 211,000 0,321
64. 1 1,6 6,4 8,714 0,076
65. 3 1,6 7,2 188,833 0,311
66. 2 1,6 5,6 207,400 0,289
67. 1 1,4 6,4 11,200 0,119
68. 1 1,4 7,2 9,193 0,110
69. 3 1,8 5,6 335,700 0,556
70. 2 1,6 7,2 159,660 0,245
71. 2 1,8 7,2 177,567 0,261
72. 3 1,6 7,2 185,433 0,308
73. 1 1,8 7,2 9,193 0,106
74. 2 1,4 6,4 206,167 0,273
75. 2 1,8 6,4 181,667 0,296
76. 1 1,4 5,6 10,183 0,155
77. 1 1,6 5,6 11,5 0,123
78. 1 1,6 5,6 10,7 0,124
79. 3 1,8 6,4 227,367 0,484
80. 2 1,6 5,6 213,767 0,292
81. 1 1,8 5,6 9,050 0,089




114

Cizelge 4.14. F1 formulasyonu igin faktoriyel deney tasarim modeli ve yanitlari

Faktor isim Birim | Minimum | Ort. | Maksimum Standart
Sapma
A - -
Oleik asit mL 1,0 2,0 3,0 0,822
B Cremophor | mL 14 1,6 1,8
RH 40 0,164
C Tween 20 mL 5,6 6,4 7,2
0,657
Yanitlar Isim Birim | Minimum | Ort. | Maksimum Standart ) \./.erl_l_e.r.ln . Model
Sapma Doéniistiriilmesi
Y1l Damlacik nm Kubik
Buyukligi 8,714 |39,320| 342,633 106,673 Logaritmik
Y2 PDI Kibik
0,069 8,058 0,556 0,141 Gli¢ dondsimu

Yag asidi, YEM ve YYEM oranlari dikkate alinarak 81 adet formulasyona ait

damlacik boyutu ve PDIi sonug verileri normal dagilima getirildi. Damlacik boyutu

verileri logaritmik, PDI verileri de giic déniisimii modeliyle déniistiriildi (Cizelge

4.14-4.15).

Cizelge 4.15. F1 formiilasyonu icin damlacik boyutu ve PDI yanitlari verilerinin
donlstirilmesi (R? degerleri)

Damlacik Biiyiikliigii

PDI

Model Ayarlanmig R? Hesaplanmig R? Ayarlanmis R? | Hesaplanmig R?

Doénustiriilme 0,974 0,970 0,926 0,916
yapilmadi

Karekok 0,991 0,990 0,911 0,898
Logaritmik 0,997 0,996 0,881 0,863
Ters karekok 0,995 0,994 0,837 0,813
Ters 0,986 0,984 0,784 0,754
Gi¢ déoniisumi 0,974 0,970 0,926 0,911

Geligtirilen formulasyonlarin bagimsiz degiskenlerinin miktarlari ile polisipersite

indeksi ve damlacik boyutu sonuglar arasindaki etkilesimini agiklamak igin,

polidispersite ve damlacik boyutu polinom modelleri olusturuldu.
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Damlacik buyuklugu polinom denklemi:

y=+5,2+1,6*A-9,523E-003*B-0,11*C+9,374E-003*AB-0,088*AC+0,018*BC-
1,36*A%+0,064*B?+0,01*C?-0,011ABC

Polinom denklemine goére, diger faktorler sabit tutuldugunda A degeri olan yag asidi
miktar arttikca damlacik boyutu artarken, B degeri YEM miktari ve C degeri YYEM
miktari arttikga damlacik boyutu azalmaktadir. Cizelge 4.16’daki verilere gore model
p<0,0001 degeri ile istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica yag asidi miktari
(A) ve Tween 20 (C) miktari damlacik boyutunu etkileyen bagimsiz degiskenlerdir

(p<0,05). Cizelge 4.16’ya gore ikili etkilesimler anlamli degildir.

Cizelge 4.16. F1 formulasyonu i¢in damlacik boyutu modeli analiz tablosu

Kaynak Sum of df Mean F p-value
Squares Square Value Prob>F
Model 2165,980 10 216,600 253,860 <0,0001
A-Yag_miktar 1808,890 1 1808,890 2120,070 <0,0001
B-Crem_miktar 0,026 1 0,026 0,031 0,861
C-Tween20_miktar 20,30 1 20,300 23,790 <0,0001
AB 10,890 1 10,890 12,770 0,001
AC 0,100 1 0,100 0,120 0,731
BC 0,750 1 0,750 0,870 0,353
A2 321,460 1 321,460 376,760 <0,0001
B2 0,870 1 0,870 1,010 0,317
C? 0,700 1 0,700 0,820 0,368
ABC 2,000 1 2,000 2,340 0,131

Cremophor RH 40’in 1,4 mL olarak sabit tutuldugu Sekil 4.14‘deki kontur ve ylzey
grafiginde, yag miktarinin azalmasi ve Tween 20 miktarinin artmasi damlacik

boyutunu kugultmustar.



116

Design-E xpertd Software

342.633
a8ma 450

X1= A Yag_miltar

X2 = C:Tween20_mirmr 10
Actual =.wtpr
E Cram_miktar = 1.4 200
Damlacik
Buyukligu
100
7.
C: Tween20_miktar (mL) ' A Yag_miKtar (mL)
58 1
Design-£>pent® Sotvare Damlacik Biyikligii
342 63
g 714
X1 = A Yag_miklar e
X2 = C. Tween2(_miktar E
Actual Facior E
B Crem_miklar =1.4 ==
=
o
=i
=
an
=
'—
(&

A Yag_miktar (mL)

Sekil 4.14. F1 formulasyonuna ait bilesen miktarlarin damlacik boyutu Uzerine
etkisini gdsteren kontur ve yuzey grafikleri
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PDI polinom denklemi:

y=+0,27+0,15*A+1,222E-003*B-0,047*C-2,611E-003*AB-0,042*AC+4,500E-
003BC+5,130E-003*A%+0,028*B2-0,019*C?-1,000E-002*ABC

Polinom denklemine goére, diger faktorler sabit tutuldugunda A degeri olan yag asidi
miktari arttikga polidispersite indeksi artarken, B dederi YEM miktari ve C degeri
YYEM miktari arttikga polidispersite indeksi azalmaktadir. Cizelge 4.17‘deki verilere
gore model p<0,0001 degeri ile istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Yag asidi
miktari (A) ve Tween 20 (C) miktari polidispersite indeksini etkileyen bagimsiz
degiskenlerdir (p<0,05). Ayrica modelde A-C etkilesimi polidispersite indeksi
acisindan anlamli bulunmaktadir. Yag miktarinin her bir seviyesinde kullanilan

Tween 20 miktari polidispersite indeksi Uzerine anlamli degisim saglamaktadir.

Cizelge 4.17. F1 formiilasyonu icin PDi analiz tablosu

Kaynak Sum of Mean F p-value
Squares df Square Value Prob >F

Model 1,49 10 0,15 102,28 <0,0001
A-Yag_miktar 1,28 1 1,28 879,90 <0,0001
B-Crem_miktar 8,067E-005 1 8,067E-005 0,055 0,8145
C-Tween20_miktar 0,12 1 0,12 82,30 <0,0001
AB 2,454E-004 1 2,454E-004 0,17 0,6825

AC 0,063 1 0,063 43,58 <0,0001

BC 7,290E-004 1 7,290E-004 0,50 0,4814

A2 4,736E-004 1 4,736E-004 0,33 0,5701

B2 0,014 1 0,014 9,67 0,0027

Cremophor RH 40’in 1,4 mL olarak sabit tutuldugu Sekil 4.15’deki kontur ve ylzey
grafiginde ise yag miktarinin azalmasi ve Tween 20 miktarinin artmasi polidispersite

indeksini kugultmastur.
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Tahmini Veriler
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Sekil 4.16. F1 formillasyonuna ait damlacik bluyukligu ve polidispersite indeksi
deney verileri ile model sonucu olugan tahmini verilerin karsilastiriimasi

Damlacik bilyiikligi ve PDi deney verileri ile matematiksel model sonucunda elde
edilen tahmini veriler arasindaki iligkinin korelasyon grafigi Sekil 4.16'da
gorulmektedir. 100 nm altindaki formulasyonlarda (10 nm) gercgek veriler ile tahmini
degerler ¢cok yakin iken, 100 nm Uzerinde deney verileri ile tahmini veriler arasindaki

iliski azalmaktadir. PDi ve damlacik boyutu verileri 100 nm altindaki
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formUlasyonlarda gergek veriler ile model sonucu olusan veriler yakin ve anlamli

cikmistir.

Geligtirilecek SNEDDS formulasyonun hedeflenen karakterizasyon &zelliklerinin,
damlacik boyutu DB<100nm ve polispersite indeksi ise 0<PDi<0,1 olmasi
amaclanmaktadir. Sekil 4.17°de verilen model sonucu belirlenen yag, solvent ve
kosolvent miktarlari ve formulasyonun karakterizasyon 6zellikleri ve Cizelge 4.18’de
formilasyonun deney sartlarinda, 2 yonli %95 guven araliginda karakterizasyon

Ozellikleri olmasi gereken sinirlar arasinda yer almaktadir.

1 16 6.4

@ & &

1 3 14 18 56 1.2
& Yag_miktar = 1 B:Crem_muktar = 1,6 C:Tween2)_miktar = 64

Desirability = 1,000

8714 342833 0,068 0,556

Darmlacyk Blylkloda = 950232 PDI = 0,117383

Sekil 4.17. Hedef formulasyon bilesimi ve karakterizasyon 6zellikleri

Cizelge 4.18. Deneysel olarak hedef formulasyonun %95 guven araldinda
beklenen karakterizasyon bulgulari

Yanit Mean Median Std Sapma n %95 PI %95 PI

Damlacik
e e 9,50232 9,46744 0,81421 1 7,92012 11,31710
Buyuklugti (nm)

PDI 0,11738 0,11738 0,03815 1 0,03808 0,19668

Sekil 4.18'de secilen formilasyon, matematiksel model sonucu 2 yonli %95 guven
aralig1 analizi sonucundaki 9,50232 damlacik boyutu degeri deneysel ortamda
7,92012<DB<11,31710 arasinda olmasi gerekirken, 0,11738 PDi sonucu da
0,03808<PDi<0,19668 arasinda olmalidir (Cizelge 4.18).
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Segilen formiilasyonun deney sonucu olugan damlacik boyutu ve PDI sonuglar
(Cizelge 4.19, Sekil 4.18) %95 glven aralidinda istenilen aralikta ¢ikmis ve hedef
formuUlasyon belirlenmistir.

Cizelge 4.19. Deneysel olarak hedef formulasyonun karakterizasyon bulgulari (n=3,

ort+SS)
Damlacik boyutu (nm) PDi
9,64+0,04 0,085%0,012
Size (d.nm)}: % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 9,617 Peak 1: 10,48 100,0 3,060
Pdl: 0,073 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,926 Peak 3 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.18. Hedef formiilasyona ait damlacik boyutu ve PDI ézellikleri (n=3)

4.4.7. F2 formulasyonu igin deney tasarimi

F2 formllasyonun deney tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenlerin faktor
seviyelerinden hareketle yag asidi, YEM ve YYEM iceren 81 adet formulasyon
hazirlandi (Cizelge 4.20). Sonug¢ formilasyonlara 250 mL su eklenerek
nanomulsiyonlar olusturuldu. Hazirlanan nanoemdlsiyonlarin damlacik boyutu ve
polidispersite indeksleri Malvern Zetasizer Nano ZS ile 25£0,5°C sicaklikta olguldu.
Formiilasyonlarin ortalama damlacik biyikligi ve PDIi verileri Cizelge 4.20°de
verilmigtir.
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Cizelge 4.20. F2 formulasyonuna ait deney tasarimi, formulasyonlar ve yanitlari

Formiilasyon Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Damlacik Boyutu PDI
Yag (mL) YEM YYEM (hm)
(mL) (mL)
1. 2,5 0,8 3,2 222,433 0,524
2. 2,5 0,8 2 304,500 0,677
3. 0,5 0,65 2,6 8,414 0,082
4. 15 0,8 3,2 137,900 0,216
5. 0,5 0,5 3,2 9,204 0,144
6. 2,5 0,65 2 290,500 0,700
7. 15 0,5 2 159,233 0,295
8. 0,5 0,5 2 9,466 0,110
9. 2,5 0,5 3.2 266,433 0,560
10. 0,5 0,65 2,6 8,340 0,082
11. 15 0,8 3,2 144,100 0,263
12. 0,5 0,8 2 9,106 0,069
13. 2,5 0,5 2,6 270,300 0,576
14. 0,5 0,8 2 9,455 0,130
15. 1,5 0,5 2 158,267 0,328
16. 1,5 0,65 2 169,467 0,317
17. 2,5 0,65 3,2 224,733 0,582
18. 2,5 0,65 2,6 254,667 0,594
19. 2,5 0,8 2 315,933 0,691
20. 15 0,8 2,6 201,400 0,382
21, 2,5 0,65 3,2 236,500 0,549
22. 2,5 0,8 2,6 277,633 0,608
23. 0,5 0,5 3,2 8,928 0,093
24. 1,5 0,8 3,2 139,833 0,242
25. 0,5 0,8 2,6 9,049 0,165
26. 0,5 0,8 3,2 8,824 0,104
27. 1,5 0,5 3,2 20,130 0,645
28. 1,5 0,5 3,2 15,940 0,506
29. 15 0,65 2,6 152,900 0,280
30. 15 0,5 3,2 18,460 0,616
31. 0,5 0,65 3,2 8,790 0,131
32. 15 0,65 2,6 151,000 0,269
33. 0,5 0,65 2 9,410 0,133
34. 15 0,8 2,6 180,833 0,337
35. 2,5 0,65 2,6 251,933 0,579
36. 0,5 0,5 2,6 8,263 0,062
37. 2,5 0,5 3,2 262,100 0,545
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Cizelge 4.20. (devam) F2 formulasyonuna ait deney tasarimi, formulasyonlar ve

yanitlari
38. 15 0,65 2 147,367 0,328
39. 1,5 0,8 2 175,328 0,374
40. 0,5 0,5 3,2 8,925 0,104
41. 1,5 0,65 3,2 146,830 0,230
42. 2,5 0,8 3,2 206,033 0,500
43. 2,5 0,8 3,2 175,700 0,488
44. 0,5 0,8 2 8,805 0,130
45. 2,5 0,5 2,6 270,233 0,547
46. 2,5 0,65 2 294,833 0,849
47. 2,5 0,65 2,6 243,067 0,626
48. 15 0,65 2 170,067 0,332
49. 15 0,65 3,2 150,300 0,247
50. 15 0,65 3,2 145,900 0,234
51. 0,5 0,65 2,6 8,563 0,115
52. 2,5 0,5 2 262,167 0,643
53. 15 0,8 2 157,267 0,357
54. 2,5 0,8 2 290,633 0,665
55. 2,5 0,65 3,2 236,400 0,579
56. 15 0,5 2 159,133 0,330
57. 15 0,5 2,6 215,200 0,432
58. 0,5 0,65 2 9,314 0,108
59. 2,5 0,65 2 289,567 0,583
60. 2,5 0,8 2,6 273,900 0,638
61. 2,5 0,8 2,6 267,300 0,629
62. 0,5 0,5 2 9,966 0,055
63. 0,5 0,5 2,6 8,347 0,077
64. 0,5 0,5 2,6 8,334 0,098
65. 0,5 0,65 3,2 8,916 0,121
66. 0,5 0,65 2 9,276 0,116
67. 15 0,8 2 164,833 0,368
68. 2,5 0,5 2 275,900 0,701
69. 0,5 0,8 3,2 8,790 0,092
70. 0,5 0,8 3,2 8,793 0,104
71. 0,5 0,5 2 9,454 0,090
72. 15 0,65 2,6 154,500 0,284
73. 15 0,5 2,6 208,300 0,440
74. 2,5 0,5 2,6 272,167 0,565
75. 15 0,8 2,6 198,433 0,329
76. 0,5 0,8 2,6 8,656 0,090
77. 0,5 0,8 2,6 8,553 0,069
78. 15 0,5 2,6 212,033 0,463
79. 0,5 0,65 3,2 8,718 0,071
80. 2,5 0,5 2 257,567 0,903
81. 2,5 0,5 3,2 254,330 0,573
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Cizelge 4.21. F2 formUlasyonu igin faktoriyel deney tasarim modeli ve yanitlari

Faktor isim Birim | Minimum Ort. Maksimum | Standart
Sapma
A imwitor mL 1 2 3
742 0,822
B Cremophor mL 1,4 1,6 1,8
RH 40 0,164
C Tween 20 mL 5,6 6,4 7,2 0.657
Yanitlar Isim Birim | Minimum Ort. Maksimum | Standart Verilerin Model
Sapma | Dénitistiriilmesi
Y1 Damlacik nm . Kibik
Blyukligi 8,714 39,320 342,633 106,673 Ters karekok
Y2 PDI 0,069 | 8058 0,556 0,141 Karekdk Kibik

Yag asidi, YEM ve YYEM oranlari dikkate alinarak 81 adet formulasyona ait

damlacik boyutu ve PDI sonug verileri normal dagilima getirmek igin donusturildi.

Damlacik boyutu verileri ters karekok, PDi verileri de karekék modeliyle

donustaraldiu (Cizelge 4.21-4.22).

Cizelge 4.22. F2 formilasyonu igin damlacik boyutu ve PDI yanit verilerinin
donusturtlmesi

Damlacik Biiyiikliigii PDI

Model Ayarlanmis R? | Hesaplanmig R?> | Ayarlanmig R> | Hesaplanmig R?

Doénustiriilme 0,976 0,972 0,919 0,910
yapilmadi

Karekok 0,989 0,988 0,935 0,929
Logaritmik 0,997 0,996 0,924 0,912
Ters karekodk 0,998 0,998 0,888 0,867
Ters 0,997 0,997 0,821 0,786
Gig¢ donuisumi 0,976 0,972 0,919 0,910

Geligtirilen formulasyonlarin, bagimsiz degisken miktarlari ile polisipersite indeksi

ve damlacik boyutu sonuglari arasindaki etkilesimini aciklamak igin, polidispersite

ve damlacik boyutu polinom modelleri olusturuldu.
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Damlacik buyuklugu polinom denklemi:

y=+0,079-0,14*A+8,94E-004*B+3,142E-003*C+5,737E-004*AB9,854E004*AC
+1,591E-003*BC+0,12*A2-2,076E-003* B2-1,655E-003*C? +1,391E-003*ABC

Polinom denklemine gore, diger faktorler sabit tutuldugunda A deg@eri olan yag asidi
miktari arttikgca damlacik boyutu artarken, B degeri YEM miktari ve C degeri YYEM
miktari arttikga damlacik boyutu azalmaktadir. Cizelge 4.23’deki verilere gére model
p<0,0001 degeri ile istatiksel olarak anlaml bulunmustur. Ayrica yag asidi miktari
(A) ve Tween 20 (C) miktari da damlacik boyutunu etkileyen bagimsiz

degiskenlerdir (p<0,05). Cizelge 4.23’e gore ikili etkilesimler anlamli degildir.

Cizelge 4.23. F2 formUlasyonu igin damlacik boyutu modeli analiz tablosu

Kaynak Sum of df Mean F Value p-value
Squares Square Prob>F

Model 1,27 10 0,13 4575,94 <0,0001
A-Yag_miktari 1,00 1 1,00 36048,03 <0,0001
B-Solvent_miktari 4,319E-005 1 4,319E-005 1,56 0,2164
C-Kosolvent_miktari 5,330E-004 1 5,330E-004 19,20 <0,0001
AB 1,185E-005 1 1,185E-005 0,43 0,5157

AC 3,495E-005 1 3,495E-005 1,26 0,2657

BC 9,107E-005 1 9,107E-005 3,28 0,0744

A2 0,27 1 0,27 9679,36 <0,0001

B2 7,760E-005 1 7,760E-005 2,80 0,0990

C? 4,928E-005 1 4,928E-005 1,78 0,1871

Cremophor RH 40’in 0,5 mL olarak sabit tutuldugu $ekil 4.19'daki kontur ve yizey
grafiginde ise, yag miktarinin azalmasi ve Tween 20 miktarinin artmasi damlacik

boyutunu kigultmustar.
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Sekil 4.19. F2 formulasyonuna ait bilesen miktarlarin damlacik boyutu Uzerine
etkisini gosteren kontur ve yuzey grafikleri
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y=0,56+0,23*A+1,227E-003*B-0,033*C-0,013*AB-0,023*AC-6,745E-003*BC-
0,012* A%+4,897E-003*B2-8,138EE-003*C?+0,014*ABC

Polinom denklemine gore, diger faktorler sabit tutuldugunda A deg@eri olan yag asidi

miktari arttikga polidispersite indeksi artarken, B degeri YEM miktari ve C degeri

YYEM miktari arttikga polidispersite indeksi azalmaktadir. Cizelge 4.24’deki verilere

gore model p<0,0001 degeri ile istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Yag asidi

miktar1 (A) ve Tween 20 (C) miktar polidispersite indeksini etkileyen bagimsiz

degiskenlerdir (p<0,05).

Cizelge 4.24. F2 formilasyonu igin PDIi analiz tablosu

Kaynak Sum of df Mean F p-value
Squares Square Value Prob>F

Model 2,97 10 0,30 116,11 <0,0001
A-Yag_miktari 2,88 1 2,88 1123,47 <0,0001
B-Solvent_miktari 8,126E-005 1 8,126E-005 0,032 0,8591
C-Kosolvent_miktari 0,061 1 0,061 23,63 <0,0001
AB 6,015E-003 1 6,015E-003 2,35 0,1298

AC 0,019 1 0,019 7,40 0,0082

BC 1,638E-003 1 1,638E-003 0,64 0,4265

A2 2,463E-003 1 2,463E-003 0,96 0,3301

B2 4,316E-004 1 4,316E-004 0,17 0,6826

C? 1,192E-003 1 1,192E-003 0,47 0,4973

ABC 5,007E-003 1 5,007E-003 1,96 0,1664

Cremophor RH 40'in 0,5 mL olarak sabit tutuldugu Sekil 4.20’deki kontur ve ylzey

grafiginde ise yag miktarinin azalmasi ve Tween 20 miktarinin artmasi polidispersite

indeksini kugultmugtur.



128

Do clon-Sxme mE E0twanz

KimaE Ti.;_”':__'- —_
AIm -':EEDL'E‘"._"" L E
C
e &
o - oDl - | i} L] ;
=
=
-
=
x
]
m
E
m
=

Damlacik_buyukliugu (nm)

i
]

i
-

2 Kosdvert_miktan (mb)

Ao Yag_miktan {mlL)

Sekil 4.20. F2 formiilasyonuna ait bilesen miktarlarin PDi lizerine etkisini gdsteren
kontur ve yuzey grafikleri
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Tahmini Veriler
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Sekil 4.21. F2 formudlasyonuna ait, damlacik boyutu ve polidispersite indeksi
yanitlarina ait deney verileri ile model sonucu olusan tahmini verilerin
karsilastiriimasina ait grafik

Damlacik boyutu ve PDi deneysel veriler ile matematiksel model sonucunda elde
edilen tahmini veriler arasindaki iligkinin korelasyon grafigi Sekil 4.21'de
gorulmektedir. 100 nm altindaki formulasyonlarda (10 nm) gercgek veriler ile tahmini
degerler ¢cok yakin iken 100 nm Uzerinde ise deney verileri ile tahmini veriler

arasindaki iligki azalmaktadir.
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PDI ve damlacik boyutu verileri 100 nm altindaki (10 nm) formiilasyonlarda deneysel
veriler ile model sonucu olusan veriler yakin ve anlamh ¢ikmigtir. Geligtirilecek
SNEDDS formullasyonun hedeflenen karakterizasyon 6zelliklerinin  damlacik
boyutu<100 nm ve polispersite indeksin 0<PDi<0,1 olmasi amaclanmaktadir. Sekil
4.22'de model sonucu belirlenen yag, solvent (YEM) ve kosolvent (YYEM) miktarlar
ve formulasyonun karakterizasyon Ozellikleri ve Cizelge 4.25'de formulasyonun
deney sartlarinda, 2 yonll %95 guven aralidinda karakterizasyon 6zellikleri olmasi

gereken sinirlar arasinda yer almaktadir.

03 08 32

¢ L

05 25 05 08 2 32
Aag_miktan =05 B:Sobvent_miklan =08 C-Kasolvent_miklar = 3.2

Desirability = 1,000

8,263 294 833 0,055 0,903

Damlacik_buyuklugu = B,72703 Polidispersite_indeksi = 0,0910546

Sekil 4.22. Hedef formulasyon bilesimi ve karakterizasyon 6zellikleri

Sekil 4.22’de secilen formulasyon, matematik model sonucu 2 yonli %95 glven
araligr analizi sonucundaki 8,72703 damlacik boyutu degeri deneysel ortamda
8,15417<DB<9,34838 arasinda olmasi gerekirken, 0,0910546 PDi sonucu da
0,03475<PDi<0,16970 arasinda olmalidir (Cizelge 4.25).
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Cizelge 4.25.Deneysel olarak hedef formulasyonun %95 glven araliginda beklenen
karakterizasyon bulgulari

Standart
Yanit Mean Median n 95% PI 95% PI
Sapma
Damlacik
o 8,727 8,721 0,272 1 8,154 9,348
buyliklagi (nm)
Polidispersite
) ] 0,091 0,089 0,030 1 0,035 0,167
indeksi

Segilen formilasyonun deney sonucu olusan damlacik boyutu ve PDi sonuglari %95
guven araliginda istenilen aralikta ¢ikmis ve hedef formulasyon belirlenmistir
(Cizelge 4.26, Sekil 4.23).

Cizelge 4.26.Deneysel olarak hedef formullasyon karakterizasyon 6zellikleri (n=3,

ortxSS)
Damlacik Boyutu (nm) PDI
9,21+ 0,05 0,081+0,018

Size (d.mm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 9,394 Peak 1: 10,21 “100,0 2977
Pdli: 0,081 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,905 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
-1 T
E s e i
o
=2
= A0 i
B
S S (S
£ s B : : :
ol : :
0.1 1 100 1000 10000
Size (d.nmj)

Sekil 4.23. Deneysel ortamda hedef formiilasyona (F2) ait damlacik boyutu ve PDi
ozellikleri (n=3)

4.4.8. Etkin madde yukleme ¢alismalari

Etkin madde yukleme calismalari sonucunda formulasyonlara en fazla 49 mg/mL
derisimde tenofovir yuklendi. Formulasyonlarin etkin madde ylkleme kapasitesini
artirmak i¢in, etkin maddenin stabil ve en fazla ¢ézindugu YYEM geligtirilen

formilasyonlar 1:1 oraninda karistirildi. Propilen glikol tenofovirin en fazla
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¢ozundugu YYEM olarak segcildi. Formulasyonlarin dayanikliigini gormek igin,
yapilan santrifijleme ve dondurup ¢ézme galismalari sonucunda formulasyona en
fazla 61,25 mg/mL konsantrasyonda etkin madde yuklendi.

tasariminda orta ve uzun zincirli yag asitlerinin etkisini incelemek amaciyla deney

tasariminda formulasyon bilesenleri ayni oranda olacak sekilde segildi.

4.4.9. Gelistirilen formiilasyonlarda yapilan karakterizasyon bulgulari

Geligtirilen F1 ve F2 formulasyonlarin (Cizelge 4.27), damlacik buyudklaga,

polidispersite indeksi, zeta potansiyel, turbidite ve viskozite 6zellikleri incelenmigtir

(Cizelge 4.28).

Cizelge 4.27. Gelistirilen F1 ve F2 formulasyon bilesenleri

Formiilasyon TNF (mQ) Yag (%) YEM (%) YYEM (%)
F1 61,25 11,10 17,78 71,11
F2 61,25 11,10 17,78 71,11

Cizelge 4.28. Geligtirilen F1 ve F2 formulasyonlarin karakterizasyonlari (n=3)

Karakterizasyon F1 F2
Damlacik boyutu 12,20+0,12 11,20+0,29
(nm)
0,077+ 0,012 0,097+0,008
PDI
Zeta potansiyel 0,457+ 0,040 0,320+0,168
(mV)
Tirbidite 3,71+0,02 2,83+0,02
(NTU)
Viskozite (cP,40 rpm) 78 76

Formulasyonlarin karakterizasyon c¢alismalari sonucunda, damlacik boyutu olarak
nano boyutta, iyi dagihm gdésteren (PDIi<0,1), istenilen zeta potansiyel araliginda,

pseudoplastik akis gdsteren yadli karisim ve distile su ile seyreltildiginde berrak bir

goruntu elde edilen SNEDDS formulasyonlari gelistirilmigtir (Resim 4.1).

Formulasyon
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A) Flve F2

B) F1 ve Fl-seyreltiimis emulsiyon
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C) F2 ve F2-seyreltiimis emulsiyon

il k"o

Resim 4.1. Gelistirilen formulasyonlar ve 1:250 oraninda seyreltiimis sulu
emdllsiyonlarin gorinimu A)F1 ve F2, B)F1 ve Fl-seyreltiimis
emdlsiyon, C)F2 ve F2-seyreltiimis emulsiyon

Emulsifikasyon zamani

F1 ve F2 formulasyonlarinin emilsifikasyon zamani sirasiyla 15 ve 13 saniye olarak

dlclldi. Olglim sonuglarina gére formilasyonlar Grade A’'da yer almaktadir.

Morfolojik 6zellikler

Geligtiriimis  SNEDDS formulasyonlarin morfolojik 6zellikleri Bolum 3.3.1.’de
anlatildigi gibi TEM ile goruntilendi. Gelistirilen formulasyonlarin damlaciklarinin
kiresel ve 50 nm altinda oldugu goriimustir (Sekil 4.24).
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A) F1

B) F2

Sekil 4.24. Formulasyonlarin TEM gorantuleri A)F1, B)F2

4.4.10. Coklu emulsiyonlar

Formulasyonun geligtiriimesinde kullanilacak yag, YEM ve YYEMlerin
¢ozundurlukleri hesaplandi (Cizelge 4.29). Etkin madde tenofovirin yagda
¢6zUnUrlGgu suda c¢ozunurligunden daha ylksek oldugu igin, formulasyonun
hazirlanmasinda tenofovirin ¢dzinurligi en yiksek yag olan imwitor 742 yag fazi

olarak secildi.
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Cizelge 4.29. Coklu emulsiyona ait Yag-YEM-YYEM ¢o6zunurlik ve HLB degerleri

Maddeler Gozunurluk HLB
Captex 355 0,43+0,01 4-5
Capmul MCM 48,30+0,01 4.6
imwitor 742 64,40+ 0,01 3-4
imwitor 988 48,3040,01 3-4
Abil Em 90 84,310,1 5
Tween 20 52,40+0,01 16,7
Propilen glikol 173+0,02 11,6
Arlacel 20 1714 4-6
Span 20 Hesaplanamadi 8,6
Span 85 Hesaplanamadi 1.8

4:1, 3:2, 2:3,1:4 oranlarinda hidrofilik/lipofilik YEM karistirilarak, oranlarin emulsiyon
tipine olan etkisi incelendi (Cizelge 4.30). Primer emulsiyonun su alma kapasitesinin

artirllmasi ve emdulsiyonun Y/S emdulsiyonuna donismemesi igin %20 ya da %20’nin

altinda hidrofilik YEM kullaniimasi gerekmektedir (Cizelge 4.30).

Cizelge 4.30. Hidrofilik-lipofilik YEM oraninin emulsiyon tipine etkisi

Hidrofilik YEM (Labrafil) Lipofilik YEM (Abil Em 90) Emiilsiyon tipi
80 20 YIS
60 40 YIS
40 60 YIS
20 80 SIY

Calismada Labrafil hidrofilik YEM ve Span 85, Arlacel, Abil Em 90 da lipofilik YEM
olarak kullanildi. Labrafil ile sirasiyla Span 85, Span 20, Arlacel, Abil Em 90
kanigtirllarak yag ile titre edildi. Span 85, Span 20, Arlacel ve Abil Em 90
karsilastinimasinda en iyi karigilabilirlik Abil Em 90 ile gdzlendi. Diger lipofilik
YEM’ler kullanildiginda formulasyon olusturulamadi. Km orani  (hidrofilik
YEM/lipofilik YEM) 1:4, 1:7, 1:9, 1:11, 1:19 ve 1:39 olarak incelendi. Km oraninin
(Labrafil/Abil Em 90) i¢ faz damlacik boyutu ve PDi (izerine etkisi incelendi (Cizelge
4.31).



Cizelge 4.31. Primer emdulsiyonun Km oranina goére damlacik boyutu
polidispersite indeksi sonuglari
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ve

Km orani PDI Damlacik boyutu (nm)
1:4 0,3<pdi<0,7 100-200
1:7 0,5<pdi<1 100-200
1.9 0<pdi<0,3 100-200
1:11
1:19 Jellesme gozlendi.
1:39

Polidispersite indeksi ve damlacik boyutu olarak en iyi sonu¢ Km 1:9 oraninda

saglandi ve Km orani 1:9 olarak belirlendi. Formulasyonun viskozitesini artirmak

igin, yag fazina kivam artirici bir madde koyulmazken, su fazina %0,6 NaCl eklendi.

4.4.11. Coklu emiilsiyon formulasyonu

F3 Formulasyonu

Primer emiilsiyon formilasyonunu hazirlamak icin, %10 imwitor 742, %80 YEM
(Labrafil:Abil Em 90; 1:9) ve %10 distile su kullanildi. Formulasyon 75-80°C
sicaklikta 750 rpm’de 45 dk suresince karistirildi. Emulsiyonlar S/Y seklinde olup

olmadi§i kontrol edildi ve 1:10 oraninda imwitor 742 ile seyreltilerek damlacik

boyutu olguldu (Sekil 4.25).

Result quality : Refer to quality report

Z-Average (d.nm): 120,828 Peak 1:
Pdl: 0,004 Peak 2:
Intercept: 0,859 Peak 3:

Size (d.nm):
18,6
0,000
0,000

% Intensity: St Dewv (d.mm):
100,0 21,29
0,0 0,000
0.0 0,000

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)

Record 551: 1.0/w 1:82

Record S82: 1.0/w 1:9 3

Record S84: 1.0/w 1:9 2

Sekil 4.25. Primer emiilsiyonun damlacik boyutu ve PDi dagilimi (n=3)
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Coklu emdulsiyonu hazirlamak igin, etkin maddenin ¢dzunurligunin en yuksek
oldugu propilen glikol ikinci hidrofilik YEM olarak kullanildi. Primer emulsiyon farkh
oranlarda alinarak propilen glikol ile karistirildi (1:1, 2:1, 3:1). Deneylerde propilen
glikol orani arttikga jellesme miktarinin arttigi gézlendi. Jellesmenin olmamasi igin,
propilen glikol:primer emdilsiyon orani 1:1 segildi. Sonug olarak Imwitor 742 (1 mL),
Labrafil (0,8 mL), Abil Em 90 (7,2 mL) ve distile su (1 mL) 750 rpm’de 45 dk
kanigtirildi. Primer emulsiyon olusturuldu. Primer emilsiyon (10 mL) propilen glikolle
(10 mL) 1:1 oraninda karistirilarak ¢oklu emulsiyon gelistirildi. Coklu emdlsiyon
formulasyonu SNEDDS formulasyonlarla kiyaslamak adina 61,25 mg/mL olarak

yuklendi.

4.4.12. Gelistirilen ¢oklu emiilsiyon (S/Y/S) formiillasyonunun karakterizasyon
bulgulan (F3)

Gelistirilen formiilasyonun damlacik boyutu, PDI, zeta potansiyel, tirbidite, viskozite
Ozellikleri tespit edildi (25°C+0,5) (Cizelge 4.32).

Cizelge 4.32. Gelistirilen ¢coklu emilsiyonun karakterizasyon 6zellikleri (n=3, ort + SS)

. Coklu emilsiyon
Karakterizasyon
Primer emiilsiyon damlacik boyutu (nm) 126,048
Coklu emiilsiyon damlacik boyutu (nm) 1459,0+58,4
Primer emiilsiyon PDi 0,053+ 0,046
Goklu emiilsiyon PDIi 0,74+0,08
Zeta Potansiyel (mV) -3,39+£ 0,32
Tiirbidite (20-100 NTU) 31,340,2
Viskozite (cP,40 rpm) 54,7£0,6

Coklu emdilsiyonun, i¢ fazi olan S/Y emdulsiyonun emdlsiyon tipi dis fazi su ve yag
ile seyreltilerek kontrol edildi. S/Y emllsiyonu yag fazi ile karnigirken, su fazi ile
karismadi. S/Y/S ¢oklu emulsiyonun dis fazi da distile su ile seyreltilerek kontrol
edildi. Coklu emdilsiyonun i¢ faz PDIi degeri 0,1’in altinda ve anlamli, zeta potansiyel

degeri de emdlsiyonlar igin istenilen £35 araliginda ¢gikmistir. 1 mL formulasyon 250
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mL distile su ile kanstirildiginda bulanik bir gorintu olusmaktadir (Resim 4.2).
Emulsifikasyon zamani 33 sn olarak él¢limustir. Coklu emilsiyon seffaf olmadigi

icin Grade B’de yer almaktadir.

A) F3

B) F3 ve F3-seyreltiimis emulsiyon

Resim 4.2. Geligtirilen formudlasyon ve 1:250 oraninda seyreltimis sulu
emdulsiyonun goérinimu A)F3, B) F3 ve F3-seyreltiimis emilsiyon

Morfolojik Ozellikler

a) Formilasyonun Uzerine 250 mL su eklenerek, S/Y/S formulasyonu

olusturuldu ve 6rnekler Leica DMEP mikroskobu ile incelendi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. F3 formullasyonun polarize mikroskop gortntusu (40x)

b) TEM goérintusu

F3

p———————— 100 Nnm

Sekil 4.27.

F3 formulasyonun TEM analiz géruntileri




141

4.5. in Vitro Céziinme Hizi Galismalari Bulgulari

Oral olarak alinan tenofovirin referans urinu ve gelistirilen formulasyonlarin
gastrointestinal sistemdeki ¢6zinmesini taklit etmek amaciyla, Cizelge 3.8'de
verilen pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ¢ozunme ortamlari hazirlandi ve ¢ézunme hizi

calismalari igin oncelikle spektrofotometrik miktar tayini yontemi gelistirildi ve
yontemin validasyonu yapildi.

4.5.1. Tenofovirin in vitro ¢géziinme ortamlarindaki UV spektrumu

Tenofovirin pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarindaki Amaks degerinin belirlenmesi icin,
¢ozinme ortamlari kullanilarak 100 pg/mL derisimde stok ¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan c¢ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak 200-800 nm arasindaki

absorbanslar belirlendi. Tenofovirin Amaks degeri pH 1,2’de 258 nm, pH 4,5 ve pH
6,8’de 260 nm olarak saptandi (Sekil 4.28).

a) pH1,2
T E T T
1.0 -
Al
|
|
|
|
|
|
|
|
.
8 05f |
=< |
|
A
A
| \
| \
.“\
L \
\
0.0 T =
ol PO S T I S T Y SO S SR S S I T T R T R ST S T’
200,00 400,00 600,00 800,00
nm.
No. PV Wavelength Abs.
1 ) 474,00 0.0
2 [ 258,00 0.4
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b) pH 4,5
20
|
Fl
1‘5_—" =
|
|
| ]
o ]
F | 3
F | ]
. 1.0F | =
o F ]
&) Fo
=T
|
|
i FA\ ]
F | [\ ]
osfF |\ /| =
o /-'
oof - —
Y R R T R Ly ey 3
200,00 400,00 600,00 800,00
nm.
No. PV Wavelength Abs.
1 [ 774,00 0.0
2 [ 694,00 0.0
3 &= 470.00 0.0
a4 10 260,00 0.7
c) pH6,8
1.0
|
I
I
|
|
|
|
|
Lo
|
o 0.5 | —
E]
= F|
|
|
\ -
|/
\ /
./
0.0 - - — — —
0.1 L 1 L I S T N TR S T S R
200.00 400,00 600,00 800.00
nm.
No. PN Wavelength Abs.
1 3] 468,00 -0,0
2 @ 420,00 -0.0
3 Q 380.00 -0.0
4 [ 260.00 0.3

Sekil 4.28. Tenofovirin pH 1,2 (a), pH 4,5 (b) ve pH 6,8 (c) ortamlarindaki UV
spektrumliari

4.5.2. Spektrofotometrik miktar tayini ve kalibrasyonu

Tenofovirin standart dogru denklemini bulmak i¢in pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 tampon
gOzeltiler kullanilarak 100 upg/mL stok ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan stok
cozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak 10-40 pg/mL arasindaki derisimlerde
gozeltiler hazirlandi. Onceden belirlenen Amaks degerine karsilik gelen absorbanslar
okundu ve ortalama absorbans degerleri hesaplandi. Dogrusal regresyon analizi
yapilarak ve her bir ortam igin dogru denklemleri bulundu (Cizelge 4.33-Sekil 4.29;
Cizelge 4.34-Sekil 4.30; Cizelge 4.35-Sekil 4.31).
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Cizelge 4.33. Tenofovirin pH 1,2’deki kalibrasyon parametreleri

Kalibrasyon Denklemi y = 20,96x + 0,036

R? 0,999

Regresyon Standart Sapmasi 0,0016

Goézlem Sayisi 8

0,9

0,8

Absorbans

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045

Derisim (mg/mL)

Sekil 4.29. Tenofovirin pH 1,2 in vitro ortamindaki kalibrasyon dogrusu (n=3; ort£SS)

Cizelge 4.34. Tenofovirin pH 4,5°deki kalibrasyon parametreleri

Kalibrasyon Denklemi y = 20,994x + 0,0354
R? 0,999
Regresyon Standart Sapmasi 0,0008
Gozlem Sayisi 8
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0,9

0,8

Absorbans

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Derisim (mg/mL)

Sekil 4.30. Tenofovirin pH 4,5 in vitro ortamindaki kalibrasyon dogrusu (n=3; ortxSS)

Cizelge 4.35.Tenofovirin pH 6,8’deki kalibrasyon parametreleri

Kalibrasyon Denklemi y = 20,435x + 0,032
R? 0,999

Regresyon Standart Sapmasi 0,0007

Gozlem Sayisi 8

0,9

0,8

Absorbans

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045
Derisim (mg/mL)

Sekil 4.31.Tenofovirin pH 6,8 in vitro ortamindaki kalibrasyon dogrusu (n=3; ort+SS)



4.5.3. Spektrofotometrik miktar tayini yontem validasyonu

Dogruluk ve geri elde
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Bolum 3.2.2.°de anlatildigi gibi dogruluk ve geri elde calismalari yapildi. Sonuglar

Cizelge 4.36’da gosterildi. Hazirlanan pH 4,5 ¢ozeltisinden geri elde edilen miktarlar

bulundu. Bu U¢ sonucun ortalamasi alinarak %geri elde hesaplandi. Dogruluk ve

geri elde sonuglari, %BS sonuglarinin %2‘den az olmasi ve %99-103 arasinda geri

elde sonuglari ile uygun bulundu.

Cizelge 4.36. Tenofovirin pH 4,5 ortaminda geri elde sonuglari

0,005 mg/mL 0,02 mg/mL 0,04 mg/mL
Absorbans Pratik %Geri Absorbans Pratik %Geri Absorbans Pratik %Geri
Derisim Elde Derisim Elde Derigim Elde
0,143 0,00512 102,5 0,458 0,0201 100,7 0,878 0,0401 100,3
0,140 0,00500 99,7 0,451 0,0198 99,0 0,875 0,0400 100,0
0,141 0,00503 100,6 0,455 0,0200 99,9 0,880 0,0402 100,6
Xort 0,00504 100,9 Xort 0,02040 99,9 Xort 0,04010 100,3

SS 0,00042 SS 0,00010 SS 0,00010

%BS 1,44 %BS 0,078 %BS 0,299
Kesinlik

Bolum 3.2.2.‘de anlatildigi gibi en dusuk, orta ve en yuksek U¢ degeri kapsayan 3

ayri derisimde ornekler alinarak calismalar yapildi. Hesaplanan %BS degerleri

%171’in altinda oldugundan sonuglar uygun bulundu (Cizelge 4.37).
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Cizelge 4.37. Tenofovirin pH 4,5 ortaminda kesinlik sonuglari

Derisim 0,005 (mg/mL) 0,02 (mg/mL) 0,04 (mg/mL)
0,143 0,455 0,877
Absorbans 0,143 0,451 0,875
0,141 0,452 0,876
Xort 0,142 0,453 0,876
SS 0,001 0,002 0,001
%BS 0,811 0,460 0,114

Ozgiinliik ve secicilik

Bolum 3.2.2’de anlatildi§i gibi spektrofotometrik yontemin sadece analizi istenen

tenofoviri saptayabilmesi amaciyla ¢alismalar yapildi. Formulasyon bilesenleri ve

¢ozunme ortami tenofovir ile ayni dalga boyunda (260 nm) absorbans
vermemektedir (Sekil 4.32).
a) pH 4,5 ortami
0.0 —
r n i -
s 5
F 5
- ‘_./ B
0.1 :—I."I‘l _:
2 :l" ]
i ]
L i
{ -
o2 - ]
r ]
-0.3 E o o ]
Z00.00 400.00 - 600.00 800.00
No. | PV [wavelength | Abs, |
1] T 588.00] -0.0 |
E| [2] 456.00] -0.0 |
b) Oleik asit
i 1
[t 7
1.sp =
£ F I‘"\ . E
1.0 \ —
':\\ g
o.sf _ 3
2630-0{3. I4[)0‘ OG. IBDOI DDI IBD(:J {ela]
nml;lo PV Wavelength Abs.
1 [ 752,00 0.4
= (=) 706,00 0.4
= 53 646.00 0.4




c) Imwitor 742
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f) Propilen glikol
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Sekil 4.32. Tenofovirin F1, F2 ve F3 formilasyonlarinda kullanilan yardimci
maddelerin pH 4,5’daki UV spektrumlari; a)pH 4,5 ortami, b)Oleik asit,
c)imwitor 742, d)Cremophor RH 40, e)Tween 20, f)Propilen glikol, g)Abil
Em 90, h)Labrafil
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Dogrusallik
Dogrusallik absorbans degerlerine karsilik gelen derisimlere dogrusal regresyon
yontemi uygulanarak regresyon dogrusu saptandi (Sekil 4.30) ve determinasyon

katsayisi 0,999 degeri ile uygun bulundu.

Duvarlilik ve saptama siniri

Analitik yontemin pH 4,5 igin sirasiyla LOD degeri 0,18 ug/mL, LOQ degeri ise 0,55

Mg/mL olarak bulunmustur.

4.5.4. Ticari lirlinde in vitro ¢é6ziinme hizi galigmalari

Viread® tablet ile yapilan in vitro ¢dziinme hizi sonuglari Sekil 4.33 ve Cizelge

4.38’de verilmistir.

—@—pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
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Sekil 4.33. Viread® tabletin pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarindaki in vitro
¢6zunme hizi profilleri (n=6)
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Cizelge 4.38. Referans Grunin pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarindaki ¢béziinme

degerleri
Zaman (dk)
15 30 45 60 90

Xort (%) 85,9 93,6 99,9 100,0 100,0
pH1,2 %BS 0,832 0,642 0,687 0,976 0,573

Xort (%0) 84,1 99,9 100,0 100,0 100,0
pH 4,5 %BS 1,44 0,451 0,642 0,642 0,915

Xort (%0) 88,3 98,3 98,9 98,9 98,7
pH 6,8 %BS 0,701 1,01 0,054 1,05 0,817

%BS degeri %2’nin altinda oldugu igin sonuglar istatiksel olarak uygun bulunmustur.
Viread® tabletin ¢bzinme hizi galismalari sonucunda pH 1,2 ve pH 6,8’de gok hizli
(15 dk'da %85’den fazla), pH 4,5'da hizli ¢bézinme (30 dk’da %85’'den fazla)
gorulmustar (Cizelge 4.38).

4.5.5. F1 ve F2 formilasyonlarinin ¢éziinme hizi galigmalari bulgulari

Bolim 3.4.2’de anlatildigi gibi yapilan calismalarda, F1 ve F2 formulasyonlari igin
belirli zaman araliklarinda ¢ézinme ortamindan alinan drneklerle dlgllen absorbans
degerleri, farkh ¢6zinme ortamlarina ait kalibrasyon denklemleri aracihigiyla
derisime cgevrildi ve zamana karsi %yidiimali ¢ézinen tenofovir miktarlari (Xort)
grafige gecirildi (Sekil 4.34; Sekil 4.35). Verilerin Xort ve %BS dederleri hesaplanarak
Cizelge 4.39 ve Cizelge 4.40'da verildi.
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Sekil 4.34. F1 formialasyonun pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarindaki in vitro
¢6zunme hizi profilleri (n=6)

Cizelge 4.39. F1 formulasyonun pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ‘deki cozinme degerleri

Zaman (dk)
15 30 45 60 90
Xort (%0) 85,16 99,59 99,64 100,07 100,11
pH 1,2 %BS 0,018 0,011 0,009 0,009 0,010
Xort (%0) 95,99 99,57 99,69 99,9 100,01
pH 4,5 %BS 0,007 0,005 0,004 0,003 0,004
Xort (%0) 96,18 99,88 99,78 99,90 99,90
pH 6,8 %BS 0,002 0,003 0,004 0,004 0,003
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Sekil 4.35. F2 formalasyonun pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarindaki in vitro
¢6zinme hizi profilleri (n=6)

Cizelge 4.40. F2 formulasyonun pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8'deki cozunme degerleri

Zaman (dk)
15 30 45 60 90
Xort (%0) 86,95 100,45 100,76 100,73 100,78
pH 1,2 %BS 0,014 0,001 0,010 0,009 0,009
Xort (%0) 98,28 99,61 99,9 99,97 100,04
pH 4,5 %BS 0,007 0,005 0,004 0,003 0,004
Xort (%0) 98,34 99,51 99,88 100,00 100,00
pH 6,8 %BS 0,005 0,003 0,002 0,001 0,001

Calismalar sonucunda, emulsifikasyon zamani 30 saniyenin altinda olan F1 ve F2
formulasyonlari pH 4,5 ve pH 6,8‘de 15 dk’da %95'’in Gzerinde ¢dézinmustur. Ayrica
iki fomulasyon da pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ¢6zinme ortamlarinda ¢ok hizli (15
dk’da %85’den fazla) ¢ézinme gostermistir (Sekil 4.34-4.35). %BS degeri %1’nin
altinda olup sonuglar istatiksel olarak uygun bulunmustur. F1 ve F2 formulasyonlari
pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8'de 15 dk'da %85‘in (izerinde ¢dzlinerek, gastrointestinal
sistemde hizli salim yapan (IR) dozaj sekli gibi hizli ve yiksek oranda ¢ozunmustar
(Cizelge 4.39; Cizelge 4.40).
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Piyasa preparati ile yapilan kargilastirmali in vitro ¢ézinme hizi ¢alismalarinda,
geligtirilen  formdlasyonlar arasinda ¢d6zinme hizi  agisindan  farklilik
gorilmemektedir. Viread®tablet, F1 ve F2 formilasyonlari pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8

¢6zunme ortamlarinda 15 dk’da %85’in Uzerinde ¢6zinme gdstermistir (Sekil 4.36).

E ——\/iread® pH 1.2
= 100 = = ——Viread® pH 4.5
§D Viread® pH 6.8
2 g0

X F1pH 1.2

€0 ——F1pH 4.5

——F1pH6.8

40 F2 pH 1.2

F2 pH 4.5

20 F2 pH 6.8

0 -
0 20 40 60 80 100

Zaman(dk)

Sekil 4.36. Viread®, F1 ve F2 formilasyonun pH 1,2, pH 45 ve pH
6,8ortamlarindaki karsilastirmali in vitro ¢ézinme hizi profilleri (n=6)

4.5.6. Coklu emiilsiyonda ¢6ziinme hizi galigmalari bulgulari

Bolum 3.4.2°de anlatildigi gibi yapilan ¢alismalarda, F3 formulasyonu igin belirli
zaman araliklarinda ¢6zinme ortamindan alinan orneklerle odlgllen absorbans
degerleri, farkh ¢o6zinme ortamlarina ait kalibrasyon denklemleri araciligiyla
derisime gevrildi ve zamana karsi %yigiimali ¢ézinen tenofovir miktarlari grafige
gecirildi (Sekil 4.37). Verilerin Xort ve %BS degerleri hesaplanarak Cizelge 4.41°de

verildi.
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Sekil 4.37. F3 formulasyonun pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarindaki in vitro
¢6zinme hizi profilleri (n=6)

Cizelge 4.41. F3 formulasyonun pH1,2, pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarindaki ¢bzinme

degerleri
Zaman (dk)
15 30 45 60 90
Xort 77,53 85,12 94,82 99,93 100,03
pH 1,2 %BS 0,006 0,013 0,020 0,011 0,012
Xort 77,76 101,40 101,40 101,60 101,60
pH 4,5 %BS 0,017 0,016 0,017 0,016 0,016
Xort 74,06 99,51 99,88 100,00 100,00
pH 6,8 %BS 0,005 0,003 0,012 0,012 0,012

C6zinme hizi galismalari sonucunda formulasyon pH 1,2, pH 4,5 ve pH 6,8'de
hizli (30 dk’da %85’den fazla) ¢ozinme gorulmustir (Sekil 4.37; Cizelge 4.41).

4.6. Stabilite Caligmalari

Geligtirilen formulasyonlarda termodinamik ve hizlandirilmig kisa sureli stabilite

calismalari yapiimigtir.
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Dondurup-¢d6zme ve santrifrijleme galismalari sonrasinda, formulasyonlarda

faz ayrismasi, kristallenme, bozunma ya da renklenme gézlenmedi.

4.6.2. Hizlandirilmisg kisa siireli stabilite galigmalari

Geligtirilen F1 ve F2 formulasyonlarina ait stabilite bulgulari asagidaki tablolarda
verilmektedir (Cizelge 4.42).

Cizelge 4.42. F1 (A) ve F2 (B) formllasyonuna ait 25°C (a), 4°C (b) ve 40°C (c)
stabilite sonugclari

(Ilk 4 aylik viskozite élctimleri tek dlclim olarak yapilmistir.)

A) F1 formulasyonu
a) 25°C stabilite sonuglari (n=3)

0.ay l.ay 2.ay 3.ay 4.ay 5.ay 6.ay

Damlacik
boyutu 12,2040,12 | 12,80:0,19 | 12102005 | 15904003 | 13,30:0,50 | 12,30+0,47 | 11,80+0,20
(nm)
PDI 0,0770,012 | 0,070£0,012 | 0,065£0,026 | , 4gg.0 023 | 0,095£0,050 | 0,09+0,01 | 0,09+0,01
Zeta 0,46+0,04 0,64+0,01 1,21%0,18
potansiyel e e e 0,69+0,04 0,55+0,02 1,35+0,13 1,75+0,10
(mV)
(T,\‘I’{E')d'te 8712002 | 1,0420,01 | 1122001 | 456,001 | 1024001 | 1,040,083 | 1,2840,02
Viskozite | ;g 94 104 76,69 73,01 73,4+0,6 75,10,4
(cP,40rpm)

b) 4 °C stabilite sonuglari (n=3)

0.ay l.ay 2.ay 3.ay 4.ay 5.ay 6.ay

Damlacik

boyutu |12,20¢0,12  [13:80:0.12 12,7206 13,10£0,01  |13,6£0,2 12,6+0,7 12,9040,13

(nm)

ppi  |0077%0,012 10,080£0,042 1007820011 |, 7440010 [0,081£0,036 [0,108£0,010 |0,120£0,012

Zeta
potansiyel |0,45740,040 |0,64740,252 |0,463£0,097 |1,110,33  |1,82t017  |1,25¢0,19  |1,71£0.29

(mV)
T';,Z”T'S;te 3712002 11,19£001 10,990,014 45,005  |1,03£0,01  |1,13002  [0,910,01
Viskozite
(cP,40 rpm) |78 96 78 110,45 26,88 83,4401 82,040,5
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Cizelge 4.42. (devam) F1 (A) ve F2 (B) formulasyonuna ait 25°C (a), 4°C (b) ve 40°C
(c) stabilite sonuclari

b) 40 °C stabilite sonuglari (n=3)

0.ay l.ay 2.ay 3.ay 4.ay 5.ay 6.ay
Damlacik | 12,20£0,12 | 11,40£0,09 | 11,8%0,4 12,50£0,15 | 13,50+0,01 | 14,20%0,35 | 15,90,7
boyutu
(nm)
PDI 0,077£0,012 | 0,105+0,060 | 0,075+0,007 | 0,980%0,220 | 0,109+0,030 | 0,239+0,040 | 0,281%0,014
Zeta 0,457+ 0,46310,097 | 0,5510,080 | 0,744+0,120 | -1,66£0,20 | 2,50£0,34 -5,52£0,92
potansiyel | 0,040
(mV)
Turbidite | 3,71%0,02 1,04£0,01 1,1240,01 1,090£0,004 | 1,08+0,01 1,28+0,02 3,02£0,24
(NTU)
Viskozite | 78 82,6 83 68,69 71,04 108,0£0,2 125,020,2
(cP,40rpm)
B) F2 formulasyonu
a) 25 °C stabilite sonuglari (n=3)
0.ay l.ay 2.ay 3.ay 4.ay 5.ay 6.ay
Damlacik 11,2040,29 11,80+0,29 11,80+0,14
boyutu (nm) 12,50+¢0,11 | 12,80+0,25 | 12,300,68 | 12,50+0,12
PDi 0,097£0,008 | 0,060,040 | 0,170£0,016 | , 155, 340 | 0,148+0,140 | 0,10840,010 | 0,142+0,030
zeta 0,320+0,168 | 0,506£0,117 | 0,256+0,170
potansiyel | ~2<UEY VB, E90EY, 0,587+0,230 | 0,667+0,115 | 1,99+0,15 | 0,830+0,006
(cV)
T‘(’,[ﬁ'g;te 283002 | 0942001 | 0922001 | (g8.001 | 0782002 | 099:002 | 0,8740,01
Viskozite 76 77 47 64,64 62,40 76,80+0,14 | 81,8+0,1
(cP,40 rpm)
b) 4 °C stabilite sonuclari (n=3)
O.ay lay 2.ay 3ay 4.ay 5.ay 6.ay
Damlacik boyutu | 11,20£0,29 | 11,80+0,21 | 10,00+0,08 | 11,80:023 | 12,30:0,01 | 12,90+0,46 13,0£0,2
(hm)
PDI 0,0970,008 | 0,140+0,060 | 0,064x0,018 | 0,095:0,110 | 0,110,010 | 0,125¢0,020 | 0,128+0,017
Zetapotansiyel | 0,320%0,168 | 0,4190,170 | 0,48+0,04 0,64:022 | -3,82¢0,44 | 159:0,12 1,71%0,29
V)
Turbidite 2,8310,02 | 0,850£0,025 | 0,830,06 0,88£0,05 | 0,91%0,01 1,08:0,03 | 0,96£0,01
(NTU)
Viskozite 76 84 68 87,41 56,8 82,120,1 54,620,2
(cP,40 rpm)
c) 40 °C stabilite sonuglari (n=3)
0.ay l.ay 2.ay 3.ay 4.ay 5.ay 6.ay
Damlacik 11,2080,29 | 10,10+0,25 | 12,90+0,07 | 11,90%0,14 | 12,30%0,56 | 13,50+0,88 | 14,20+0,56
boyutu
(nm)
PDI 0,097+0,008 | 0,095+0,011 | 0,186%0,001 | 0,11£0,25 | 0,08+0,12 | 0,23%0,02 | 0,21%0,03
Zeta 0,320£0,168 | 0,3490,087 | 0,324+0,225 | 0,541%0,220 | 1,23%0,31 | 2,25¢0,283 | 5,520,902
potansiyel
(mV)
Turbidite 2,8310,02 0,7420,01 0,82+0,01 0,83:0,01 | 0,84%0,01 | 1,21x0,04 | 1,03%0,02
(NTU)
Viskozite 76 78 52 64,90 61,76 105,0¢0,2 | 116,0+0,4
(cP,40 rpm)
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Stabilite sonuclarina gore; 4°C’deki formulasyonlarda etkin maddenin bir kismi
kristallenmis olup karistirildiginda formualasyonlar tekrar eski haline donmustur.
40°C’de ise formulasyonlar renk degisimine ugramis ve karakterizasyon 6zellikleri
diger sicakliklara goére daha fazla degismistir. F1 ve F2 formulasyonlarinin zeta
potansiyeli bulgulari tim sicakliklarda (4 °C, 25°C ve 40°C) artmistir (Cizelge 4.42).

F3 Formulasyonuna ait stabilite bulgulari Cizelge 4.43’de verilmistir:

Cizelge 4.43. F3 formUlasyonun 25°C stabilite sonuglari

Karakterizasyon O.ay l.ay 2.ay 6.ay
Damlacik boyutu (nm) 1459,0+58,4 nm 133522 266,0+7,6 338,0+ 28,4
PDI 0,74+0,08 0,797+0,064 0,22+0,01 0,37+0,04
Zeta potansiyel (mV) -3,39+ 0,32 -2,93+0,09 -1,3840,05 -0,62+0,02
Tirbidite (NTU) 31,340,2 31,440,1 33,940,1 36,40+0,95
Viskozite (cP,40 rpm) 54,7+0,6 49,3+0,8 37,5+0,1 6,90+0,09

6 ay stabilite sonuclarina goére; 4°C’deki formulasyonlarda 1. ayda faz ayrismasi
gorulmustar. 40°C’de ise formulasyonlar renk degisimine ugramis ve kremalasma
g6zlenmistir. 25°C’de 1. ay karakterizasyon oOzellikleri ¢cok fazla degismemekle
birlikte, 6 ayin sonunda damlacik boyutu ve diger karakterizasyon ozellikleri

degismistir.
4.7. In Vitro Lipoliz Calismalan
4.7.1. Lipoliz gcaligmalari sonug¢ bulgulari

Gastrik Lipoliz

Hazirlanan lipit kaynakh kendiliginden nanoemdlsifiye ilag sekilleri igin in vitro
gastrointestinal lipoliz modeli olusturuldu. Orta ve uzun zincirli yag asitlerinden
olusan bu formulasyonlarda lipoliz agisindan farklliklar kontrol edildi. Ayrica uzun
zincirli ve orta zincirli formualasyonlar (n=3) i¢in FASGIF ve FESGIF ortam sartlar
olusturularak aclik-tokluk enzimsel farklihgin etkisi incelendi ve deney slresince
harcanan HCI (Sekil 4.38) ve NaOH (Sekil 4.39) miktarlari hesaplandi (Cizelge
4.45). Gastik lipolizde 15 dk’da tokluk gastrik ortamindaki sindirim/¢ézinme achk
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ortamindaki miktardan daha fazla ¢ikmigtir. Bu durumu, gastrik tokluk ortaminin

pH’nin acglik ortamina gore yuksek olmasi da etkilemis olabilir (Cizelge 4.44).

Cizelge 4.44. Gastrik lipolizde 15. dk’da ¢dzunen/sindirilen ortalama tenofovir
miktari (%; ortxSS)

Formiilasyon tipi Aclik durumu Tokluk durumu
Zaman (dk) 15. 30. 15. 30.
Uzun zincirli (F1) 88,1+0,0 92,610,0 99,3+0,0 100+0,0
Orta zincirli (F2) 91,1+0,0 92,71+0,0 96,810,0 97,2+0,0

Cizelge 4.45. Gastrik lipoliz aglik-tokluk durumunda harcanan sirasiyla HCl ve
NaOH miktarlari (mL; ortxSS)

Formiilasyon tipi Achik durumu Tokluk durumu
Uzun zincirli (F1) 1,75+0,22 1,50+0,39
Orta zincirli (F2) 1,83+0,11 1,09+0,20
2,5 FASGIF
-y
E
O 2
T
1,5
1
0,5
0
0 5 10 15 20 25 30
—@—OLC_SNEDDS —@—IMW_SNEDDS Kér Zaman(dk)

Sekil 4.38. FASGIF ortaminda harcanan HCI miktari (n=3)
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Sekil 4.39. FESGIF ortaminda harcanan NaOH miktari (n=3)

Gastik lipolizde harcanan HCI (aghk) ve NaOH (tokluk) miktarlar lipitlerin sindirimi
hakkinda kesin bilgi vermemektedir. A¢lik ortaminda harcanan HCI miktari, yag asitlerinin
sindirimini gostermezken, tokluk ortaminda kullanilan NaOH miktari da, tokluk ortaminda
kullanilan lipit yapidaki sutten etkilendigi icin formulasyonlardaki lipitlerin sindirimi

hakkinda net bilgi vermemektedir.

intestinal Lipoliz

Uzun zincirli ve orta zincirli formulasyonlar (n=3) icin FASSIF ve FESSIF ortam sartlari
olusturularak deneyler yapildi ve harcanan NaOH (Sekil 4.40, Sekil 4.41) miktarlar
hesaplandi (Cizelge 4.46). Aclik ve tokluk ortamindaki sindirimi/cozinmeyi gérmek igin
yapilan miktar tayini analizlerinde her iki ortamda da 15 dk’da formulasyonlar arasi fark

azalmis ve %85 Uzerinde ¢oézlinme/sindirim goérulmustir (Cizelge 4.47).

Cizelge 4.46.intestinal lipoliz aclik-tokluk durumunda harcanan NaOH miktari

(mL; ortxSS)
Formiilasyon tipi Aclik durumu Tokluk durumu
Uzun zincirli (F1) 1,22+0,05 1,10+0,03

Orta zincirli (F2) 1,32+0,06 1,22+0,04
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Cizelge 4.47. Intestinal lipolizde 15. dk'da ¢oziinen/sindirilen tenofovir miktar
a) Aclik durumu, b) Tokluk durumu (%; ort+SS)

a) Aclik durumu

Formiilasyon tipi Achik durumu (%)
Zaman (dk) 15. 30. 45, 60.
F1 96,8+0,0 98,940,0 99,50+0,01 100,0+0,0
F2 99,0+0,0 99,2+0,0 100,0+0,0 101,0+0,0

b) Tokluk durumu

Formiilasyon Tokluk durumu (%)
tipi
Zaman (dk) 15. 30. 45, 60.
F1 97,1+0,0 99,80+0,01 100,0+0,0 100,0+0,0
F2 98,0+0,0 99,80+0,01 100,0£0,0 101,040,0
FASSIF
~ 16
E
- 14
g
z 1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
0 10 20 30 40 50 60
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Sekil 4.40. FASSIF ortaminda harcanan NaOH miktari (n=3)
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Sekil 4.41. FESSIF ortamda harcanan NaOH miktari (n=3)

intestinal fazda kullanilan NaOH miktari, aciga cikan yag asitlerinin ortamin pH'ini
degistirmesini dnlemek amaciyla kullanildigindan lipitlerin sindirimi hakkinda bilgi
vermektedir. Aglik ve tokluk ortamlarinda, orta zincirli yag asidi olan imwitor 742 ile
hazirlanan SNEDDS formilasyonunda, uzun zincirli yad asidi iceren oleik asit
formllasyonuna goére daha fazla NaOH harcanmis ve daha fazla sindirime
ugramistir. Sonug¢ olarak lipofilik ve BCS Sinif 3 (ylUksek ¢ozunadrliklt, dusuk
permeabiliteli) bir ilag olan, tenofovir iceren SNEDDS sistemlerin daha dnce yapilan
in vitro ¢ézinme hizi ¢caligmalarinda pH 6,8'de 15. dk'da %85’den fazla yani ¢ok
hizli bir c6zinme saglanmistir (Cizelge 4.39, Cizelge 4.40). Bu sonug, lipoliz deney

sonuglari ile benzerlik gostermektedir (Cizelge 4.47).

Oleik asit ve imwitor 742 iceren formiilasyonlar, gastrik lipoliz (30 dk) ve intestinal
lipoliz (60 dk) suresince tenofovirin %c¢6ztinme/sindirim degerleri Sekil 4.42°da

verilmistir.
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Sekil 4.42. Gelistirilen oleik asit ve imwitor 742 formulasyonu FASGIF, FESGIF,
FASSIF, FESSIF lipoliz ortamindaki %yigiimali ¢oézinen tenofovir
miktari

4.7.2. Lipoliz 6rneklerinin analizi

Hazirlanan stok ¢ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak 10-40 ug/mL arasindaki
derisimlerde ¢ozeltiler hazirlandi. Spektrofotometrik miktar tayini yontemi kullanildi
(Sekil 4.43). Regresyon istatistikleri ve dogru denklemi bulundu (Cizelge 4.42; Sekil
4.44).

0.9

osfl | —

Abs.

0.0 A -
-0.1 P L 1 O S T S S S [ S S T S S T S
200,00 400,00 600,00 800,00
nm.
No. P Wavelength Abs,

1 3] 636,00 -0.0

2 @ 444.00 -0.0

3 [ 346.00 -0.0

3 @ 258,00 0.3

Sekil 4.43. Tenofovirin asetonitrildeki UV spektrumu
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Cizelge 4.48. Tenofovirin asetonitril ortamindaki kalibrasyon parametreleri

Kalibrasyon Denklemi y = 20,107x + 0,046
R? 0,999
Regresyon standart sapmasi 0,006
Gozlem sayisi 7
1
2 09
3
§ 0,8
2 07
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045

Derisim (mg/mL)

Sekil 4.44. Tenofovirin asetonitrildeki kalibrasyon denklemi (n=3, ort + SS)

4.7.3. Lipoliz 6rneklerinin analizinin yontem validasyonu

Dogruluk ve geri elde

Bolum 3.2.2'de anlatildigi gibi deneyler yapildi. %geri elde sonuglari Cizelge 4.49°da
verildi ve hesaplanan %BS degerleri %2'nin altinda bulunurken, geri elde yuzdesi

sonuglari da %98-103 arasinda bulunarak sonuglar uygun bulundu.
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Cizelge 4.49. Tenofovirin asetonitril ortamindaki %geri elde sonuglari

0,02 mg/mL 0,025 mg/mL 0,03 mg/mL
) ) Pratik . Pratik )
Pratik %Geri . %Geri . %Geri
Absorbans Absorbans | Derisim Absorbans | Derigim
Derigsim (mg/mL) Elde Elde Elde
(mg/mL) (mg/mL)
0,4580 0,0205 102.45 0,565 0,0260 103,25 0,645 0,029 99,30
0,4480 0,0199 99.96 0,548 0,0250 99.87 0,658 0,030 101,46
0,4550 0,0203 10170 0,555 0,0250 101,26 0,660 0,031 10179
Xort 0,0202 101,37 Xort 0,0250 98,98 Xort 0,030 100,85
SS 0,0003 SS 0,0004 SS 0,0004
%BS 1,26 %BS 1,68 %BS 1,33
Kesinlik

Bolum 3.2.2'de anlatildigi gibi kesinlik galismalar yapildi ve sonuglar Cizelge

4.50°de verildi. %BS sonuglari %2’nin altinda oldugu igin sonuglar uygun

bulunmustur.

Cizelge 4.50. Tenofovirin asetonitrilde yapilan analizine ait kesinlik sonuglari

Derigim (mg/mL) 0,020 0,025 0,03
0,458 0,565 0,645

Absorbans 0,448 0,548 0,658
0,455 0,555 0,660

Xort 0,454 0,556 0,654

SS 0,005 0,009 0,008

%BS 1,13 1,54 1,25

Ozgiinliik ve secicilik

Spektrofotometrik ydntemin sadece analizi istenen tenofoviri saptayabilmesi

amaciyla, etkin madde igcermeyen ortamlarda 200-800 nm arasindaki dalga

boylarinda spektrum alindi (Sekil 4.45).
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f) imwitor 742
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1) Propilen glikol
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Sekil 4.45. F1 ve F2 formulasyon bilesenlerinin lipoliz ortamindaki asetonitril ile
olusan UV spektrumlari a)FASGIF, b)FESGIF, c)FASSIF, d)FESSIF,
e)Oleik asit, f)imwitor 742, g)Cremophor RH 40, h)Tween 20, i)Propilen
glikol, j)Asetonitril

Dogrusallik

Dogrusallik absorbans degerlerine karsilik gelen derisimlere dogrusal regresyon
yontemi uygulanarak regresyon dogrusunun eldesiyle gosterildi (Sekil 4.44).
Determinasyon katsayisi sonucu 1’e yakin bulunarak, dogru denkleminin
dogrusalligi saptandi (R>= 0,999).
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Duyarlilik ve saptama siniri

Geligtirilen analitik yontemlerin LOD ve LOQ hesaplanmigtir. Analitik yéntemde

asetonitril igin LOD 0,84 ug/mL ve LOQ 2,60 ug/mL olarak bulunmustur.

4.8.Tenofovir iceren Emiilsiyonlarin Franz Difiizyon Hiicresinde in Vitro ve Ex-

Vivo Olarak Gegisine Ait Bulgular

Bolum 3.7'de anlatildigi sekilde pH 6,8 fosfat tamponunda yapilan, 24 000
Dalton’dan kuglk molekillere gegirgen olan membrandan emilsiyon
formUlasyonlarinin in vitro etkin madde gecis deneyine ait profiller Sekil 4.46'da
verilmistir. Profil incelendiginde, pH 6,8de 6. saatin sonunda F1 ve F2
formulasyonlarindaki tenofovirin diyaliz membrandan gegisi sirasiyla %45,4+2,50
ve %43,5+3,10 olarak bulunmustur. Buna karsin c¢oklu emilsiyon seklinde
hazirlanan F3 formullasyonu igindeki tenofovirin diyaliz membrandan gegisi
%70,6+4,50 olarak bulunmustur.

E 90
g g0
:% 70 T T —e—F1
o
£ 60 J l
2 T F2
§ 50 T l Ik T
0 r 1 |
. I | /I/ F3
20 i =
10 l 1/ ’/i
, L/I I
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Zaman (dk)

Sekil 4.46. F1, F2 ve F3 formulasyonlarin diyaliz membrandan gecen %tenofovir
miktari
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Ex-vivo gegirgenlik gcalismalarinda, koyun ince bagirsak dokusundan tenofovirin aki
ve permeabilite degerlerinin  ¢oklu emdulsiyon formdlasyonunda diger
formUlasyonlara gore daha fazla bulunmustur (Sekil 4.47; Cizelge 4.51). F3
formilasyonu 24 saat sonunda %78,5+11,8 olarak bulunurken, bu deger F1
formUlasyonu igin %33,1+4,90, F2 formulasyonu igin %37,9+5,70 ve tenofovir
cOzeltisi igin %43,5+6,50 olarak bulunmustur. Formulasyonlarin aki ve permeabilite

degerleri, F3 formllasyonunda en yuksek bulunmustur.
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Sekil 4.47. F1, F2 ve F3 emdlsiyonlarin koyun doku hiicresinden gegen %tenofovir
miktari

Cizelge 4.51.Tenofovir iceren emulsiyonlarin ve c¢ozeltisinin aki ve permeabilite

degerleri
Ornekler Aki (Flux) Permeabilite Katsayisi
(Mg.cm?.s71) (cm.s?)
F1 0,216+0,050 0,014
F2 0,256+0,027 0,017
F3 0,554+0,142 0,037
Tenofovir Cozelti 0,275+0,009 0,018
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4.9. Biyoyararlanim Calismalari

Biyoyararlanim ¢alismalarinda sigan plazma drneklerindeki tenofovir miktarini tespit
etmek icin LC-MS/MS yoéntemi kullanildi. Calismalarda ilk olarak miktar tayini

yonteminin gelistiriimesi ve validasyon ¢alismalari yapildi.
4.9.1.Tenofovir LC-MS/MS miktar tayini yontem gelistirilmesine ait bulgular

Tenofovirin sigan plazma 6rneklerindeki miktarini analiz etmek i¢in, LC-MS/MS
cihaziyla analitik miktar tayini yontemi gelistirildi (Cizelge 4.52). Sekil 4.48'de
tenofovire ait kromotogram, Sekil 4.49'da ise kalibrasyon verileri verilmistir.
Kalibrasyon egrisi noktalarinin derigsimleri 10 ng/mL, 15 ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL,
60 ng/mL, 80 ng/mL ve 100 ng/mL’dir (Cizelge 4.53). Bulunan R? dederi regresyon
esitliginin uygunlugunu géstermektedir (Sekil 4.49).

Cizelge 4.52. Tenofovire ait analiz veriler-tenofovir ve ornidazol

Hedef iyon Tenofovir
Analit Tutulma Zamani (dk) 1,78

Analit Pik Alani 4525,764
IS Pik Alani 9378,717

a) Tenofovir (10 ng/mL)

- Siddet,cps

!
LT
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0 e . ey P T P & p )

0.5 1.0 15

20
Zaman (dk)
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b) Ornidazol (5 ng/mL)

Siddet,cps
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Zaman (dk)

D 32 34 35 38 40 42

Sekil 4.48. Tenofovir (a) ve ornidazol (b) ait kromatogramlar

Cizelge 4.53. Tenofovir kalibrasyon konsantrasyon araligi

M Pt

Kons. (hg/mL) Sayi Ort.Hesaplanan Kons. %kesinlik
(ng/mL)
10 1 9,67 96,70
15 1 16,11 107,40
20 1 19,22 96,10
40 1 39,72 99,30
60 1 64,05 106,70
80 1 78,97 98,70
100 1 95,03 95,00




- Analit Alani

Analit Konsantrasycnu
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Sekil 4.49. Tenofovire ait kalibrasyon egdrisi (Regresyon esitligi: y = 0,212x +
0,00399, R?=0,9942)

4.9.2. Tenofovir LC-MS/MS miktar tayini yonteminin validasyonu

Stok cozelti kararlihgi

Stok c¢dzelti kararlih@i bulgular ICH kilavuzlarina goére %RSD’nin %15'den az

seviyelerinde kabul edilebildidi icin sonuclar uygun bulunmustur (Cizelge 4.54).

Cizelge 4.54. Stok ¢ozelti kararlih@i bulgular

Diisiik Derigim (10 ng/mL) Yiiksek Derigim (80 ng/mL)
Gergek Gercek
Prl Kons. Ort. SS % Dnger. % Kons. Ort. SS %RS Deger %
RSD Sapma D Sapma
Sapma Sapma
1.Giin 1 25,450 87,095
0.Saat 2 30,037 | 29,219 | 3,434 | 11,75 | -2,603 79,235 | 81,39 | 4,992 | 6,133 | 1,735
3 32,170 77,834
1.Gi 1 | 28,260 1081 7510 1614
6..5:5:1 2 29,013 | 28,912 | 0,608 | 2,10 | -3,627 78,645 | 75,14 | 3,856 | 5,132 | -6,073
3 29,463 75,771
Diigiik Derigim (10 ng/mL) Yiiksek Derigim (80 ng/mL)
Gercek Gercek
Pri Kons. Ort. SS % Deger. %Sap Kons. Ort. SS %RS Deger. | %Sapma
RSD ma D
Sapma Sapma
1.Giin 1 25,450 87,095
0.Saat 2 30,037 | 29,219 | 3,434 | 11,75 | -2,603 79,235 |81,39 | 4,992 | 6,133 | 1,735
3 32,170 77,834
1 | 25638 0973 51435 4,289
G?;in 2 31,505 | 28,935 | 3,000 | 10,37 | -3,551 83,565 | 84,88 | 4,255 | 5,013 | 6,098
3 29,661 89,635
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Carry over (tasinma) bulgulari

Cizelge 4.55. Carry over (taginma) bulgulari

Anl.Std. i Std.
RT Alan Alan % RT Alan Alan %
PELLOQ 1,683 3196,193 3,639 9793,526
PK7 1,714 27327,703 3,673 68008,554
PK 147,912 4,628 - 26,881 0,274

Anl.Std.: Tenofovir

Dilisyon dogrulugu bulgulari

ic Std.:Ornidazol

Miktar tayini ydntemine ait dilisyon bulgulari %5’in altindaki %RSD sonuglari ile

uygun bulunmustur (Cizelge 4.56).

Cizelge 4.56. Dilusyon dogrulugu bulgulari

Hesaplanan Derigim (ng/mL)

Diliisyon-1 505,839
Diliisyon-2 487,189
Diliisyon-3 547,620
Diliisyon-4 509,162
Diliisyon-5 512,731
Ortalama 512,508
SS 21,964
%RSD 4,29
%SAPMA 2,502

Gun ici dogruluk ve kesinlik bulgulari

GuUn igi dogruluk ve kesinlik bulgularn Cizelge 4.57°de verilmistir. %RSD sonuglari

disuk derisimde %8'in Ustinde ve ylksek derisimlerde %3’in altinda olarak

bulunmustur ve istatistiksel agidan uygundur (Cizelge 4.57).




Cizelge 4.57. GUn i¢i dogruluk ve kesinlik bulgulari
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LLOQ DERISIiM DUSUK DERISIM ORTA DERISIM YUKSEK DERISIM
(10 000 ng/mL Anl.Std.) | (30 000 ng/mL Anl.Std.) | (50 000 ng/mL Anl.Std.) (80 000 ng/mL Anl.Std.)
Hesap. %Geri Hesap. %Geri Hesap. %Geri Hesap. %Geri
Derisim Kazanim Derisim Kazanim Derisim Kazanim Derisim Kazanim
N 1 enjek. | 10,579 105,790 31,331 104,437 58,052 116,104 90,898 113,623
N 2. enjek. 9,499 94,990 33,752 112,507 55,013 110,026 92,996 116,245
N 3. enjek. 8,880 88,800 32,062 106,873 57,006 114,012 90,095 112,619
N 4. enjek. 10,848 108,480 37,404 124,680 53,945 107,890 93,800 117,250
N s. enjek. 10,114 101,140 30,490 101,633 56,080 112,160 86,601 108,251
Ort. 9,984 99,840 33,008 110,026 56,019 112,038 90,878 113,598
SS 0,802 8,018 2,735 9,117 1,614 3,229 2,825 3,532
%RSD 8,03 8,03 8,29 8,29 2,88 2,88 3,11 3,11
Sapma
%Gun -0,160 -0,160 10,026 10,026 12,038 12,038 13,598 13,598
ici

Gunler arasi dogruluk ve kesinlik bulgulari

Gunler arasi dogruluk ve kesinlik bulgulari Cizelge 4.58’de verilmigstir. Sonuglara ait

gunler arasi RSD degerleri %15’in altinda bulunmustur (Cizelge 4.58)

Cizelge 4.58. Gunler arasi dogruluk ve kesinlik bulgulari (1.gun, 2.gtn, 3.gln ve
gunler arasi)

LLOQ DERISIiM DUSUK DERISIM ORTA DERISIM YUKSEK DERISIM
1.6ON (10 000 ng/mL) (30 000 ng/mL) (50 000 ng/mL) (80 000 ng/mL)
Hesap. %Geri Hesap. %Geri Hesap. %Geri Hesap. %Geri
Derigim Kazanim Derisim Kazanim Derisim Kazanim Derisim Kazanim
N1, enjek. 8,516 85,160 35,259 117,530 56,132 112,264 93,384 116,730
N2. enjek. 10,667 106,670 32,681 108,937 0,000 0,000 92,156 115,195
N3 enjek. 10,332 103,320 32,331 107,770 57,726 115,452 91,248 114,060
Ort. 9,838 98,383 33,424 111,412 56,929 75,905 92,263 115,328
SS 1,157 11,574 1,599 5,330 1,127 65,755 1,072 1,340
%RSD 11,8 11,8 4,78 4,78 1,98 86,6 1,16 1,16
%Sapma
Giin igi -1,617 -1,617 11,412 11,412 13,858 -24,095 15,328 15,328
Tekrar.
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Cizelge 4.58. (devam) Gunler arasi dogruluk ve kesinlik bulgulari (1.gun, 2.gun,
3.gln ve gunler arasi)

LLOQ DERISiM DUSUK DERISIM ORTA DERISIM YUKSEK DERISIM
2.GUN (10 000 ng/mL) (30 000 ng/mL) (50 000 ng/mL) (80 000 ng/mL)
Hesap. %Geri Hesap. %Geri Hesap. %Geri Hesap. %Geri
Derisim Kazanim Derisim Kazanim Derisim Kazanim Derisim Kazanim
N2 11,343 113,430 33,844 112,813 48,269 96,538 90,829 113,536
enjek.
N2 12,498 124,980 31,062 103,540 52,934 105,868 79,887 99,859
enjek.
Na. 11,987 119,870 31,703 105,677 52,705 105,410 98,446 123,058
enjek.
Ort 11,943 119,427 32,203 107,343 51,303 102,605 89,721 112,151
SS 0,579 5,788 1,457 4,856 2,630 5,259 9,329 11,661
%RSD 4,85 4,85 4,52 4,52 5,13 5,13 10,4 10,4
%Sapma
Giin ici 19,427 19,427 7,343 7,343 2,605 2,605 12,151 12,151
Tekrar.
LLOQ DERISiM DUSUK DERISIM ORTA DERISIM YUKSEK DERISIM
3.GON (10 000 ng/mL) (30 000 ng/mL Anl.Std.) | (50 000 ng/mL Anl.Std.) | (80 000 ng/mL Anl.Std.)
Hesap. %Geri Hesap. %Geri Hesap. %Geri Hesap. %Geri
Derisim Kazanim Derisim Kazanim Derisim Kazanim Derisim Kazanim
N 1. enjek. 11,809 118,090 32,635 108,783 57,169 114,338 86,768 108,460
N 2. enjek. 0,000 0,000 33,658 112,193 51,034 102,068 83,160 103,950
N 3. enjek. 11,900 119,000 34,041 113,470 55,323 110,646 83,400 104,250
Ort 11,855 79,030 33,445 111,482 54,509 109,017 84,443 105,553
SS 0,064 68,444 0,727 2,423 3,148 6,295 2,017 2,522
%RSD 0,543 86,6 2,17 2,17 5,77 5,77 2,39 2,39
%Sapma
Giin ici 18,545 -20,970 11,482 11,482 9,017 9,017 5,553 5,553
Tekrar.
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Cizelge 4.58. (devam) Gunler arasi dogruluk ve kesinlik bulgulari (1.gun, 2.gun,
3.gun ve gunler arasi)

L&gc‘;“ogﬁzﬁ'ﬁ" DUSUK DERISIM ORTA DERISIM Y‘:S"Osg(')‘ozgzﬁ""'
Anl.Std.) (30 000 ng/mL Anl.Std.) (50 000 ng/mL Anl.Std.) Anl.Std.)
Hesap. %Geri Hesap. %Geri Hesap. %Geri Hesap. %Geri
Derisim | Kazanim Derisim Kazanim Derisim Kazanim Derisim Kazanim
1';‘:" 9,838 98,383 33,424 111,412 56,929 75,905 92,263 115,328
2. Gin
ort 11,943 119,427 32,203 107,343 51,303 102,605 89,721 112,151
3. Giin
ort 11,855 79,030 33,445 111,482 54,509 109,017 84,443 105,553
Ort 11,212 98,947 33,024 110,079 54,247 95,843 88,809 111,011
SS 1,190 20,204 0,711 2,370 2,822 17,561 3,989 4,986
%RSD
Gunler |6 20,4 2,15 2,15 5,20 18,3 4,49 4,49
arasi
Tekrar.
%Sapma
Giinler
12,118 -1,053 10,079 10,079 8,494 -4,157 11,011 11,011
arasi
Tekrar.

Kisa sureli oda sicakhdl (KSOS) kararlilidi bulgulari

Kisa sureli oda sicakhdi kararlihigi bulgulari %RSD sonuglari uygun bulunmustur.

(Cizelge 4.59).

Cizelge 4.59. Kisa sureli oda sicakligi (KSOS) kararlihgi bulgulari

Diisiik Derigim (30 000 ng/mL) Yiiksek Derigim (80 000 ng/mL)
Prl 9 | Gercek Gercek
Derisim| Ort. | SS RSOD Degerden| %Sapma |Derisim| Ort. SS |%RSD|Degerden(%Sapma
Sapma Sapma
1 {29,367 90,812
0.SAAT 32,701|2,995(9,16| 9,003 - 96,292(11,881| 12,3 | 20,365 -
2 | 35,162 109,924
3 33,574 88,140
1 29,310 94,311
24 SAAT 31,218|1,867(5,98| 4,060 -4,535 88,299| 5,367 | 6,08 | 10,373 | -8,301
2 {31,302 83,991
3 | 33,042 86,594
Sapma | g 553 Sapma 0.saat | 20,365
0.saat
Sapma 24.saat| 4,060 Sapma 24.saat| 10,373
%Sapma: [(24.saat Derigim ortalama— 0.saat Derigim ortalama) / 0.saat Derigim ortalama ]*100
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LLOQ bulgulari

Tenofovire ait LLOQ bulgulari Cizelge 4.60'da verilmistir. Tenofovir igin LLOQ

ortalama degeri 0,056 ng/mL olarak bulunmustur.

Cizelge 4.60. Tenofovir ve i¢ standart ornidazole ait LLOQ bulgulari

Tenofovir I¢ Std -Ornidazol
Derisim Heisght He’i\éjht SIN k LOQ Derisim|S Height|N Height| S/N k LOQ
LOQ-1| 0,500 - - 80,800 | 5,000 |0,031 LOQ-1| 5,000 - - 177,400 | 5,000 |0,141
LOQ-2| 0,500 - - 36,000 | 5,000 |0,069 LOQ-2| 5,000 - - 154,400 | 5,000 |[0,162
LOQ-3| 0,500 - - 46,100 | 5,000 [0,054 LOQ-3| 5,000 - - 168,400 | 5,000 |0,148
LOQ-4| 0,500 - - 72,500 | 5,000 |0,034 LOQ-4| 5,000 - - 170,400 | 5,000 |0,147
LOQ-5 0,500 - - 79,200 | 5,000 |0,032 LOQ-5| 5,000 - - 156,600 | 5,000 [0,160
LOQ-6| 0,500 - - 31,500 | 5,000 |0,079 LOQ-6| 5,000 - - 160,500 | 5,000 |0,156
LOQ-7| 0,500 - - 27,900 | 5,000 |0,090 LOQ-7| 5,000 - - 175,500 | 5,000 |0,142
LOQ ort| 0,056 LOQ ort|0,151

Matriks etkisi bulgulari

Dusuk derisim (30 ng/mL) ve yuksek derisime (80 ng/mL) ait bulgular Cizelge
4.61’de verilmistir. %RSD degerleri, %8’in altinda bulunmustur.

Cizelge 4.61. Matriks etkisi bulgulari

Diistik Derigim (30 ng/mL) Yiiksek Derigim (80 ng/mL)
Alan ) Alan i
Pik Alan % Pik Alan %
Std I¢ std Std lg std
KE 1182,628 189647,430 - 6043,745 184822,050 -
MF 1 12140,960 91001,412 2139,458 33241,795 85603,171 1187,524
MF 2 13551,977 85759,652 2534,069 33318,691 89892,997 1133,469
MF 3 13226,489 85589,036 2478,137 31156,253 84720,585 1124,615
MF 4 12993,778 88306,956 2359,605 33482,595 87463,424 1170,686
MF 5 13330,293 90337,416 2366,306 35029,054 84950,267 1260,989
MF 6 14449,708 87097,167 2660,442 34022,985 83272,794 1249,444
Ortalama 2423,003 Ortalama 1187,788
SS 178,541 SS 57,260
%RSD 7,37 %RSD 4,82
MF: Matrix Faktor | Anl. Std.: Tenofovir ic std: Ornidazol
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Secicilik bulgulari

Kan plazma galismalari miktar tayininde kullanilan koérler Cizelge 4.62’de verilmistir.
Sekil 4.50’de verilen sonuglara gore tenofovirle kor ¢dzeltiler arasinda herhangi bir

etkilesim bulunmamaktadir.

Cizelge 4.62. Yontem secimligi bulgular

Anl. STD Ig STD
RT Alan Alan % RT Alan Alan %
LOQ 1,687 4525,764 - 3,649 9378,717 -
Koér-1 1,724 111,309 2,459 3,607 35,822 0,382
Koér-2 1,746 177,764 3,928 3,931 50,633 0,540
Koér-3 1,742 70,267 1,553 3,790 24,800 0,264
Kor-4 1,680 165,350 3,654 3,723 39,281 0,419
Kér-5 1,694 132,272 2,923 3,642 24,111 0,257
Kér-6 1,721 124,721 2,756 3,503 28,589 0,305
Anl. Std.: Tenofovir i¢ Std.: Ornidazol
a) Tenofovir
Hedef iyon Tenofovir
Analit Tutulma Zamani 1,78
Analit Pik Zamani 4525,764
IS Pik Alani 9378,717
Hesaplanmis Konsantrasyon 0,000
100
101 Siddet (cps) o
1 | Siddet (cps)

e At vt s i P St o p g pa pdr i S WA p miin | [P \oe o s
i — i
401 1 20 010 32 M O3 W 4 42 W

0 At sn A Ve P N pee P g gy

Zaman (dk)
5 20
Zaman (dk)
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b) Kor 1
Hedef iyon Tenofovir
Analit Tutulma Zamani 1,78
Analit Pik Zamani 111,309
IS Pik Alani 35,822
Hesaplanmis Konsantrasyon 0,000
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c) Kor 2
Hedef iyon Tenofovir
Analit Tutulma Zamani 1,78
Analit Pik Alani 177,764
IS Pik alani 50,633
Hesaplanmis konsantrasyon 0,000
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d) Kor3
Hedef iyon Tenof
Analit Tutulma Zamani 1,78
Analit Pik Alani 70,267
IS Pik Alani 24,800
Hesaplanmis Konsantrasyon 0,000

- Siddet (cps) ’ | saseom
1 7 | |
| | ‘ ’ |
) \P'ﬁ'n“ }’I\ I il ﬂ| H | | ‘ H
‘ L p | ( Wl | ”U il l‘ | H|
i[l' . 1||\ LMl w i W!“\ i I\\ u’ u||| [ Hll
e) Kor4

Hedef Iyon Tenofovir

Analit tutulma zamani 1,78

Analit pik zamani 165,350

IS pik alani 39,281

Hesaplanmis konsantrasyon 0,000
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f) Kor5
Hedef iyon Tenofovir
Analit tutulma zamani 1,78
Analit pik alani 132,272
IS Pik alani 24,111
Hesaplanmis konsantrasyon 0,000
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g) Kor6
Hedef iyon Tenofovir
Analit tutulma zamani 1,78
Analit pik alani 124,721
IS pik alani 28,589
Hesaplanmig konsantrasyon 0,000
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Sekil 4.50. Tenofovire ait segicilik/segimlilik kromotogramlari a)Tenofovir, b)Kor 1,
c)Kor 2, d) Kor 3, e) Kor 4, f) Kor 5, g) Kor 6




183

4.9.3. Farmakokinetik ve biyoyararlanim sonuglari

in vivo biyoyararlanim caligmalari Bolim 3.2.4’de anlatildigi sekilde yapilmistir.
SNEDDS formulasyonlarinin (F1 ve F2) farmakokinetik profili ilk zaman
noktalarindaki konsantrasyonlarin saptanamamasi nedeniyle tanimlanamamis,

¢ozelti, Viread® ve ¢oklu emiilsiyon (F3) gruplarinda degerlendirmeler yapilmistir.

Aclik ve tokluk sigan gruplarindan elde edilen plazma konsantrasyonu-zaman
grafikleri Sekil 4.51-Sekil 4.58 arasinda, verilerden hareketle WinNonlin™ programi
kullanilarak hesaplanan farmakokinetik parametreler Cizelge 4.63 ve Cizelge
4.64’de verilmektedir.
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Sekil 4.51. Cozelti aclik grubu siganlara ait plazma konsantrasyonu-zaman
grafikleri A)Cdzelti, B)Ortalama ¢ozelti (n=5)
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Sekil 4.52. Viread® acglik grubu siganlara ait plazma konsantrasyonu-zaman

grafikleri A) Viread®, B) Ortalama Viread® (n=4)
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Sekil 4.53. Coklu emdulsiyon aglik grubu siganlara ait plazma konsantrasyonu-
zaman grafikleri A)Coklu emulsiyon, B)Ortalama ¢oklu emulsiyon(n=5)
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Sekil 4.54. Cozelti tokluk grubu siganlara ait plazma konsantrasyonu-zaman

grafikleri A)Cozelti, B)Ortalama ¢ozelti (n=3)
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Sekil 4.55. Viread® tokluk grubu siganlara ait plazma konsantrasyonu-zaman
grafikleri A) Viread®, B) Ortalama Viread® (n=4)
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Sekil 4.56. Coklu emdlsiyonun tokluk grubu siganlara ait plazma konsantrasyonu-
zaman grafikleri A) Coklu emulsiyon, B) Ortalama ¢oklu emulsiyon (n=5)
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Sekil 4.57. Cozelti, Viread® ve c¢oklu emilsiyona ait aglik sigan grubu ortalama
plazma konsantrasyonu-zaman grafigi
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Sekil 4.58. Cozelti, Viread® ve ¢oklu emilsiyona ait tokluk sigan grubu ortalama
plazma konsantrasyonu-zaman grafigi



Cizelge 4.63. Aclik grubuna ait farmakokinetik parametreler

vd_F CLF

Kd tue tmaks Cmaks AUCO—t AUCo.oo MRT L_k L _k k
Gruplar (1/dk) (dk) (dk) (ng/mL) | (dk.ng/mL) | (dk.ng/mL) |  (dk) (mL/kg) (mL/dk/kg)
Gozelti | 0,067+0,041 | 16,6+15,5 | 0,667+0,289 | 418+224 | 1785+837 | 4434+3787 | 26,6+25.4 | 31565+27269 | 20489+11733
Viread® | 0,064+0,041 | 15,5+9,90 | 0,875+0,250 | 553+185 | 3167+1463 | 5700+3339 | 22,1+14,2

234517+27550 | 1463149004

Coklu
(EFrg)ulsuyon 0,037+0,019 | 24,0+14,1 | 0,700+0,274 | 683+130 | 56731408 | 12893+5240 | 37,0421,7 | 1 coocn auane | 54842650

T6T



Cizelge 4.64. Tokluk grubuna ait farmakokinetik parametreler

tue

tmaks

Cmaks

AUCo.

AU CO—oo

MRT

Gruplar Vd_F Cl_F
(2/dk) (dk) (dk) (ng/mL) | (dk.ng/mL) | (dk.ng/mL) (dk) (mLkg) (mL/dk/kg)
Tenofovir Coézelti | 0,050+0,056 | 28,1+19,7 | 0,550+0,274 | 637+90,9 | 4122+1473 | 8231+3422 | 39,8+27,4 | 270620+123581 | 123581+6387
Viread® 0,040+0,033 | 30,9+27,2 | 0,50+ 0,00 | 713+320 | 3762+956 890545031 | 43,8+40,3 | 272594+ 89734 | 9128+5965
Coklu
Emiilsiyon 0,051+0,059 | 31,8+25,8 | 0,400+0,335 | 847+214 | 6486+3284 | 18993+12309 | 46,1+36,8 | 137485+47124 5881+6034

(F3)

6T
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in vivo biyoyararlanim ¢aligmalari sonucunda, ¢oklu emiilsiyon formiilasyonun (F3)
achk AUCo-t ve Cmaks de@erleri 5673 dk.ng/mL, 683 ng/mL, tokluk AUCo-t ve Cmaks
degerleri 6486 dk.ng/mL, 847 ng/mL olarak bulunmustur. Ayrica ¢oklu emdilsiyon
formilasyonu ticari Griine gore aclik durumunda 1,8 (AUCo-t) ve 1,2 (Cmaks), tokluk
durumunda ise 1,7 (AUCo-t) ve 1,2 (Cmaks) katlik artig gosterdigi saptanmistir. Coklu
emulsiyonun aglik ve tokluk gruplarinda ticari Griin Viread®dan daha yiliksek Cmaks
ve AUCo.t degerleri sagladigi gorulmastur (Cizelge 4.63, Cizelge 4.64). Ayni doz oral
cOzelti ile karsilagtinlan goklu emulsiyon formulasyonun bagil biyoyararlanimi, achk
durumunda yaklasik %290, tokluk durumunda ise %230’dur. Ayrica, tenofovir ¢oklu
emulsiyonun aclik ve tokluk biyoyararlanimlari arasinda anlamh fark (p>0,05)

bulunmadigi gérulmustar.
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5. TARTISMA

Tenofovir, hepatit B ve HIV/AIDS tedavisinde kullanilan nikleozid ters transkriptaz
inhibitéradtr. BCS Sinif 3’te bulunan tenofovir suda ¢6zinUrlGgu yUksek
permeabilitesi zayif lipofilik bir ilagtir (Patil ve digerleri, 2017). llag piyasasinda 245
mg film kapli tablet kati dozaj sekli olarak referans (Viread®) ve esdeger Urlnleri
bulunmaktadir. Tenofovir biyoyararlanim sorunu gostermekte olup aglik oral
biyoyararlanimi %25’dir ve optimum etki icin yiyeceklerle birlikte yani tok karnina
kullanilmasi gerekmektedir. Yag icerigi yuksek yemek, tenofovirin AUC’sinde
yaklasik %40 ve Cmaks'ta %14°luk bir artisla oral biyoyararlanimini artirmigtir
(Kearney ve digerleri, 2004). Lipit kaynakli ilag tasiyici sistemler suda ¢ozunurligu
zayif olan ilaclarin yani sira, lipofilik yapidaki ilaglarin da ¢o6zunarlGgini ve
biyoyararlanimini artirmak igin kullanilmaktadir. Tez kapsaminda yapilan
calismalarla kendiliginden ¢oklu emulsiyon formulasyonuyla, tablet formalasyonuna
gbre absorbsiyonu ve biyoyararlanimi artirimig, daha etkili bir dozaj seklinin

gelistiriimesiyle aclik tokluk varyasyonun da azaldi§i gértlmustur.

Bu bolumde tez kapsaminda vyapilan deneysel c¢alismalarinin sonuglari
degerlendirilmigtir. Bu amacla tenofovirin fizikokimyasal 6zellikleri, miktar tayini igin
geligtirilen spektrofotometrik analiz yéntemleri ve yontem validasyonlari,
formulasyonlarin gelistiriimesi icin yapilan dnformulasyon, formulasyon ¢aligmalari
ve geligtirilen formulasyonlara ait karakterizasyon/kontrol ¢alismalar tartigiimigtir.
Ayrica gelistirlen SNEDDS ve SDEDDS formdilasyonlarin siganlarda yapilan
biyoyararlanim c¢alismalari ile ticari Grinun karsilastirimasi ve farmakokinetik

degerlendiriimesi yapilmistir.
5.1. Tenofovirin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Tayini

Tenofovir igeren formilasyonlari gelistirmek igin, dncelikle tenofovirin ¢ozUnurllk,
partisyon katsayisi, erime noktasi, partikil buyukligu ve stabilite ozellikleri

incelenerek dnformulasyon ve formulasyon geligtirme ¢alismalari yonlendirilmigtir.

Tenofovir yluksek suda ¢ozinlrlik ve disuk permeabilite 6zelligine sahiptir.
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Tenofovirin fizikokimyasal 6zelliklerinden 25°C’deki suda ¢ozunurligua 13,4 mg/mL
ve partisyon katsayisi 1,2 olarak verilirken (Spinks ve digerleri, 2017; FDA, 2018),
tez kapsaminda yapilan ¢ézunurlik ¢calismalarda 15 mg/mL ve partisyon katsayisi
da 3,55 olarak bulunmustur. Bu sonuglarla, tenofovirin hidrofilik 6zelligiyle birlikte
lipofilik yapida da olmasi (Rompay ve digerleri, 2012; Spinks ve digerleri, 2017,
Gasselin ve digerleri, 2009) lipit kaynakli ilag sistemlerin gelistiriimesinin uygun

olabilecegini gostermigtir.

Erime noktasi maddeleri birbirinden ayirt eden, maddenin kendine &zgu
Ozelliklerinden biridir. Tenofovir, erime noktasi 112-114°C ve 114-118°C olmak
Uzere iki sekilde bulunmaktadir. Piyasadaki formulasyonlarda bulunan form, 118°C
erime noktasina sahip formudur (Whopar, 2010). Calismalar sonucunda tenofovirin
erime noktasi 118,73°C’dir ve tenofovir tozlarinin pik endotermi, piyasadaki
formUlasyonlarda bulunan formun sahip oldugu 118°C degerini dogrulamaktadir
(Bkz. Sekil 4.2).

Tenofovirin partikul buyudklugu tayini icin lazer 11k difraksiyonu yontemi ile dlgimler
yapilarak, tenofovirin partikil bayukligu ve dagilimi 171+17,8 ym olarak tespit
edilmigtir (Bkz. Sekil 4.1).

Tenofovirin distile sudaki stabilitesini degerlendirmek igin hazirlanan tenofovir
¢Ozeltisi 0.gun de, 1. gun, 1. ay ve 3. ay suresince oda sicakliginda (25°C/%60
sicaklik/bagil nem) ve 4°C/ortam nemi saglayan iklim dolaplarinda bekletilmis,
tenofovirin Amaks‘in (260 nm) ve spektrumlarinin degismedigi gorulmustir (Bkz. Sekil
4.3-4.4).

5.2. Spektrofotometrik Miktar Tayini Yonteminin Gelistiriimesi ve

Validasyonu

Tenofovirin Amaks’Inin tespit edilmesi ve miktar tayini analizi icin, birgok ¢alismada
spektrofotometrik analiz yontemi kullanilmigtir (Shirkhedkar ve digerleri, 2009;
Sharma ve Mehta, 2010; Choudhari ve digerleri, 2011, Panigrahi ve digerleri, 2018).
Tez c¢aligmalarinda da tenofovirin distile suda, yad, YEM ve YYEM'deki


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spinks%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28260952
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Rompay%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22777046
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¢ozunurlugunu tespit etmek igin etanolde, gastrointestinal ortamlari temsilen pH 1,2,
pH 4,5, pH 6,8de ve lipoliz galigmalarinda kullanilmak Uzere asetonitrilde
spektrofotometrik miktar tayini yontemi geligtiriimigtir.  Geligtirilen analitik
yontemlerin gegerli ve guvenilir oldugunu gostermek amaciyla distile su, etanol, pH
4,5 ve asetonitrilde dogruluk-geri elde, kesinlik, 6zgunluk-segicilik ve dogrusallik

calismalarini kapsayan validasyon ¢aligsmalari yapilmistir.

Tenofovirin distile su ve etanol igin gelistirilen analitik yonteme ait kalibrasyon
calismalar sonucu regresyon istatistikleri R?=0,999 bulunurken, regresyon hatasi
verileri 0,005’ten kuguk bulunmustur. Tenofovirin pH 1,2, pH 4,5, pH 6,8 ¢cbzinme
ortamlarinda gelistirilen analitik yonteme ait regresyon istatistikleri ise U¢ ortam igin
de R?=0,999 bulunurken, regresyon hatasi verileri 0,002'den kiiglk bulunmustur.
Lipoliz galismalarinda kullaniimak igin asetonitril ortaminda gelistirilen analitik
yontem regresyon istatistikleri ise R?=0,999 bulunurken, regresyon hatasi verisi de
0,006’dan kuguk bulunmustur. Veriler arasindaki iliskiyi gdsteren regresyon
istatistikleri degeri R?=0,999 ile veriler arasindaki iligkinin (absorbans-
konsantrasyon) yuksek oldugunu ve regresyon hatasi degerinin de 1’in altinda
bulunmasi analizdeki hata oraninin dusuk oldugunu gostermektedir. Tenofovirin
miktar tayini analizi i¢in kullanilan tim ortamlardaki kalibrasyonuna ait veriler

istatistiksel olarak uygundur.

Validasyon degerlendirmelerinde, dogruluk ve geri elde g¢alisma sonuglari ICH
kilavuzuna gore etkin madde igin %97-%103, dozaj sekli igin de %95-%105
araliginda olmasi gerekmektedir. Kesinlik analizi minumum 3 noktada ve 3 tekrarli
olarak yapilarak, %BS sonuglari %2’nin altinda bulunmalidir (FDA, 2003).
Validasyon c¢alismalari sonucunda tenofovirin etanol ve distile suda bulunan %BS
degerleri, distile suyun dusik konsantrasyonu disinda %2‘nin altinda bulunmustur.
Gastrointestinal ortami taklit etmek amaciyla hazirlanan ¢ézinme ortamlarini
temsilen (pH 1,2, pH 4,5, pH 6,8) pH 4,5 ortami validasyon calismalarinda
kullaniimigtir. Bu ¢alismalar sonucunda dogruluk-geri elde ve kesinlik sonuglarinin
%BS degerleri %1’in altinda bulunurken, asetonitril ortamindaki %BS degerleri de
%2’nin altinda bulunmustur. Geri elde ylzdeleri distile suda %100-103, etanolde
%98-101, pH 4,5’da %98-103 ve asetonitrilde %98-103 arasinda bulunmustur. Geri
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elde yuzdelerinin ICH kilavuzuna gore istenilen araliklarda olmasi, gelistirilen
analitik yontemlerin uygun oldugunu gostermektedir. Kesinlik sonuglart %BS
verilerinin de %2’nin altinda olmasi yontemin tekrarlanabilirliligini gdstermektedir.
Bu veriler sonucunda; distile su, etanol, pH 4,5, ve asetonitrii ortamlarinda
geligtirilen analitik ydontemlerle, saptanan derigimlerin istenilen dogruluk ve kesinlikte
oldugu sonucuna varilmigtir. Tenofovirin konsantrasyonu ile absorbansi arasindaki
iliskinin, distile su, pH 4,5 ve asetonitrilde 10-40 pg/mL ve etanolde de 10-35 ug/mL

araliginda dogrusal oldugu bulunmustur.

C6zinme ortamlarinda tenofovir igin saptanan Amaks'larda alinan absorbanslarin,
formiilasyon bilesenleri olan oleik asit, imwitor 742, Cremophor RH 40, Tween 20,
propilen glikol, Abil Em 90 ve Labrafil ve ¢6zinme ortamlarindan etkilenip
etkilenmedigi degerlendirilmistir. Calismalar sonucunda distile su, etanol, pH 4,5 ve
asetonitril ortamlarinda gelistirilen analitik yontemler sadece tenofoviri analiz eden

O0zgun yontem oldugu kanitlanmistir.

Geligtirilen analitik yontemlerin LOD ve LOQ degerleri de hesaplanmistir. Analitik
yontemin distile su ve etanol icin sirasiyla LOD degerleri sirasiyla 0,54 pg/mL ve
0,42 ug/mL, LOQ degerleri, 1,63 mg/mL ve 1,27 ug/mL olarak bulunurken, pH 4,5
icin sirasiyla LOD degeri 0,18 ug/mL, LOQ degeri 0,55 pg/mL ve asetonitril igin
sirasiyla LOD degeri 0,84 pg/mL ve LOQ degeri 2,60 ug/mL olarak bulunmustur.

Distile su, etanol, pH 4,5 ve asetonitrilde gelistirilen analitik yontemlerle yapilan
kalibrasyon ve validasyon calismalariyla, yontemlerin kesin, dogru, spesifik, tutarl,

gecerli ve guvenilir oldugu kanitlanmigtir.
5.3. Tenofovir -Yardimci Madde Etkilesim/Gegimsizlik Caligmalari

Formulasyon gelistiriimesi asamasinda kullanilan yardimci maddelerin tenofovirle

etkilesim iginde olup olmadigi DSC ve FT-IR analiz yontemleri ile tespit edilmigtir.

DSC analizinde tenofovir ve gelistirlen SNEDDS (F1 ve F2) ve SDEDDS (F3)
formUlasyon bilesenleri oleik asit, imwitor 742, Cremophor RH 40, propilen glikol,
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Abil Em 90, Labrafil ve tenofovirle 1:1 oranda karismis bilesenlerin termogramlari
incelenerek, tenofovirin erime noktasi piki (Bkz. Sekil 4.2) ile etkilesim iginde
olmadiklari goértlmustir. Tenofovirin yagh yapidaki yardimci bilesenlerle olan 1:1
karisimi, yagh bilesenlerle toz tenofovir karisiminin homojen dagilmasinin
guclugunden dolayi, bazi termogramlarda tenofovir piki daha kuguk gorulmustar.
DSC analiz sonuglari tenofovire ait erime noktasi pikinin degismedigini ve fiziksel
karisim igerisindeki etkin maddenin Ozelligini korudugunu gostermektedir.
Termogramlarda sadece tenofovirin piki gorulirken, formulasyon bilesenleri ile

tenofovir arasinda girisim yapacak bir etkilesim gortlmemistir (Bkz. Sekil 4.10).

Gelistirilen formulasyon bilesenleri yagli maddelerin ylksek sicaklikta uguculugu ve
bozunma ihtimali dislUnUlerek, FT-IR analizleri yapilmistir. Tenofovirin FT-IR
spektrumu incelendiginde karakteristik pikleri, aromatik C-H ve O-H bandi 2800-
3200 cmt'de, NH2- bandi 1600-1800 cm™ aralijinda oldugu goriimistir (Bkz.
Sekil 4.11).

Tenofovirle yapilan bir galismada, tenofovirin karakteristik pikleri 3322,75, 2985,27,
1736, 1689, 1267,97, 1103,88, 727,996, 681,22 ve 627,77 cm™t gorilmustir (Lee
ve digerleri, 2010). Tenofovir ile yapilan diger bir calismada ise, aromatik C-H bandi
3110 cm'de, zayIf siddetteki genis O-H bandi 3200 ve 3300 cm'de, 1680 cm~"de,
1410 ve 1450 cm™ ciftlerinde aromatik C=N bandi, orta C-N deformasyonu bandi
1250 cm™, -NH2 makaslama bandinin orta gerilimi 1550 ve 1570 cm~"'de, 660-900
cm'de gesitli N-H salgi bantlari ve 900-600 cm™*'de C-H bantlari gérilmustir (Zidan
ve digerleri, 2010). Literatlr calismalarinda tenofovire ait verilen karakteristik
piklerin yapilan FT-IR analiz sonuglarinda da gorulmus ve literatlr bilgileri deney

calismalarini dogrulamistir.

5.4. Formiilasyonun Gelistirme Caligmalari

Tenofovirin lipofilik yapisi (Bkz. Cizelge 4.2) ve daha 6nceden tenofovir igeren
SNEDDS ya da SDEDDS formilasyonlarin gelistiriimemis olmasi nedeniyle,
tenofovirin emilim ve biyoyararlanimini arttirabilecegi dusincesiyle lipit kaynakl

formUlasyon gelistirme calismalari yapiimistir. Bu ¢alismalar gesitli yag, YEM ve
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YYEM’'deki tenofovirin ¢ozunurligunun tespiti, faz diyagramlarinin ¢ikarilmasi,
kalite tasarimi yaklagsimiyla SNEDDS formulasyonlarinin ve ¢oklu emdulsiyon

formUlasyonun gelistiriimesini kapsamaktadir.

5.4.1. Kendiliginden emiilsifiye nanoemilsiyon formiilasyonlarinin

gelistiriimesi

Tenofovirle daha 6nce yapilmis kendiliginden emulsifiye sisteme ait bir galismanin
olmamasi ve BCS Sinif 3 madde olan tenofovirin emilim ve biyoyararlanimini
artirmak igcin SNEDDS sistemlerin kullanilabilecegi literatir calismalariyla
desteklenerek (Rao ve digerleri, 2008; Zhang ve digerleri, 2015; Beg ve digerleri,
2017; Qiao ve digerleri, 2018) kendiliginden emdulsifiye nanoemdulsiyon
formuUlasyonlari gelistiriimistir. FormUlasyonu olusturan yag asidi tipinin etkisini
goérmek amaciyla uzun (F1) ve orta zincirli (F2) yag asitlerinden olusan SNEDDS

formuUlasyonlari hazirlanmigtir.

Tenofovirin yagd, YEM ve YYEMdeki coziinurlik calismalari ve yad, YEM ve

YYEM’nin belirlenmesi

Tenofovirin uzun zincirli (UzUm c¢ekirdegi yagdi, susam yagi, nar ¢ekirdegi yagi, misir
yagi, ¢orek otu yadi, Maisine 35-1, oleik asit) ve orta zincirli yag asidi (Miglyol 818,
Labrafac, Miglyol 840, imwitor 742, imwitor 988, imwitor 948, Capmul MCM, Captex
355) iceren yadlar, ylzey etkin madde (Cremophor RH 40, Cremophor EL, Labrafil,
Labrasol, Abil Em 90) ve yardimci yuzey etkin maddelerdeki (Tween 20, Tween 80,
PEG 400, propilen glikol, monopropilen glikol, Transcutol P, Gelucire 44, gliserol)
¢ozunurlUkleri tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.9). Tenofovirin ¢dzinurligunin en
yuksek oldugu uzun zincirli yag asidi olarak oleik asit (113+0,004 mg/mL) ve orta
zincirli yag asidi olarak da imwitor 742 (64,350+ 0,007 mg/mL) bulunmustur.

Formulasyon gelistirme calismalarinda, tenofovirin P-gp substrati (Mallants ve
digerleri, 2005; Kiser ve digerleri, 2008; Moss ve digerleri, 2017; Shailender ve

digerleri, 2017a) olmasi gdéz 6nune alinarak, P-gp inhibitort olan noniyonik surfaktan
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Tween 20 (Kulsirirat ve digerleri, 2017) ve Cremophor RH 40 (Tayrouz ve digerleri,
2013) kullaniimigtir.

Literatirde oleik asit kullanilarak tenofovirin mikroemiulsiyon formulasyonu
geligtiriimigtir. Bu c¢alismada, oleik asitteki ¢ézunurlugu 26,69+0,30 mg/mL ve
Tween 20°deki ¢ozunurlugu 33,31+£1,50 mg/mL olarak tespit edilirken (Divya, 2014),
tez kapsaminda yapilan ¢ozunurlUk caligsmasinda ise oleik asitin ¢ozunurlugu
113+£0,004 mg/mL ve Tween 20’nin ¢dzunurliglu ise 52,410,006 mg/mL
bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.9).

Faz diyagramlari

Lipit kaynakli sistemlerin (mikroemulsiyon, SNEDDS, SEDDS, Y/S emulsiyonu, S/Y
emulsiyonu, miseller) gelistirimesinde faz diyagramlarindan yararlanilmigtir
(Balakrishnan ve digerleri, 2009; Beg ve digerleri, 2013, Kim ve digerleri, 2018, Tung
ve digerleri, 2018). Tez calismasinda faz diyagramlari, kalite tasarimi yaklasimi ile
optimum formulasyonun geligtiriimesi igin kritik materyalleri olusturan yag, YEM ve
YYEM miktarlarinin faktoriyel tasarim igin gerekli olan alt-Ust degerlerini tespit etmek

amaciyla kullaniimistir.

Oleik asit (F1) ve imwitor 742 (F2) iceren SNEDDS formdilasyonlar igin, titrasyon
yontemi ile Km orani 1:4 olarak tespit edilmigstir. Yag, YEM ve YYEM’in
nanoemdulsiyon olusturma ylzdeleri hesaplanmistir. Daha sonra optimum
formUlasyonun tespiti icin deney tasarim modeli olusturulmasinda kullaniimigtir. Bu
yuzdeler, F1 formulasyonun deney tasarim modeli igin alt ve Ust degerler olarak,
oleik asit i¢in 1-3 mL, Cremophor RH 40 1,4-1,8 mL, Tween 20 5,6-7,2 mL olarak
belirlenirken; F2 formulasyonu igin, imwitor 742 0,5-2,5 mL, Cremophor RH 40
0,5-0,8 mL ve Tween 20 miktari da 2-3,2 mL olarak belirlenmistir.

Kalite tasarimi yaklasimi ile optimum formiilasyonlarin bulunmasi

Literatirde kalite tasarimi yaklagimiyla, silastazol (Pund ve digerleri, 2014),
kurkumin (Wang ve digerleri, 2010) ve nelfinavir (Kamboj ve Rana, 2016) SNEDDS
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formulasyonlari  geligtirilmistir. Kalite tasarimi yaklasimi, QTPP ve CQA
tanimlamasini igerir. Sonrasinda kritik kalite 6zelliklerini belirleyen CMA ve CPP
belirlenir. Formulasyon, uygun model kullanilarak yanit yizey metodolojisi (RSM)
ve DoE kullanilarak optimize edilir (Panigrahi ve digerleri, 2018). Tez ¢alismasinda
da optimum orta ve uzun zincirli formulasyonu gelistirmek amaciyla kalite tasarimi
yaklasimi kullaniimis ve tenofovir iceren SNEDDS formulasyonlar ilk kez

gelistirilmigtir.

F1 ve F2 formilasyonlari icin deney tasarimi

Deneysel tasarim yaklasimi, bagimsiz degigkenler arasi etkilegimlerle birlikte,
bagimsiz degigken ile bagiml degiskenler arasindaki iligskiyi de incelediginden
optimum formulasyona ulagsmada avantaj saglamaktadir. Literatr ¢calismalari (Beg
ve digerleri, 2015; Beg ve digerleri, 2017; Panigrahi ve digerleri, 2018)
degerlendirilerek kalite tasarimi ve deney tasarim modeli ile SNEDDS
formilasyonlar gelistiriimistir. Uggen faz diyagraminin nanoemdilsiyon olusturma
alanindaki her noktayl segmek ve dlgumlerle denemek zor ve uzun zaman alacag!

icin DoE kullaniimistir.

Calismada ilk olarak hedef Grun kalite profili olusturulmustur (Bkz. Cizelge 3.2) ve
SNEDDS formiulasyonlari igin CQA belirlenmistir (Bkz. Cizelge 3.3). Formilasyon
geligtirilirken CMA ve CPP‘den hareketle risk matrisi (Bkz. Cizelge 3.4) ve
Ishikawa/Fishbone diyagramlari olusturulmustur (Bkz. Sekil 3.1). Risk matrisinde
kendiliginden emdilsifiye sistemlerin gelistirimesinde yag asidi, ylizey etkin madde
ve yardimci yuzey etkin maddenin son urunu etkileyebilecegi gorulmustur. Yag
asidi, yuzey etkin madde ve yardimci ylzey etkin madde calismanin bagdimsiz
degiskenleri olarak belirlenmigtir. Hedeflenen formulasyonun belirlenmesinde

bagimh degisken olarak da damlacik boyutu ve polidispersite indeksi belirlenmistir.

Kalite tasarimi yaklasimiyla gelistirilen formulasyonlara ait birgok ¢alismada, Design
Expert Software yazilimi kullaniimistir (Parmar ve digerleri, 2015; Ghori ve digerleri,
2017; Panigrahi ve digerleri, 2018; Salem ve digerleri, 2018). Tez ¢alismasinda da
33 faktoriyel tasarim kullanilarak, 3 faktorli (alt-orta ve st deder)-3 degdisken (yag
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asidi-YEM-YYEM), 3 tekrarli deney tasarimi ile 81 adet formulasyon Design Expert

Software Version 10 yazilimi kullanilarak olusturulmustur.

F1 formudlasyonunu olusturan oleik asit, Cremophor RH 40, Tween 20 bilesenlerinin
damlacik buyuklugu Uzerine olan etkisi matematiksel denklem yardimiyla
aciklanmistir. Cizelge 4.16’daki verilere gore matematiksel model p<0,0001 degeri
ile istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Polinom denklemine gore, diger
faktorler sabit tutuldugunda yag asidi miktari arttikga damlacik buyudklaga artarken,
YEM miktari ve YYEM miktari arttikca damlacik bayukligu azalmaktadir. Cizelge
4.16'daki verilere gore yag asidi miktari ve Tween 20 miktari p<0,0001 degeri ile
damlacik boyutunu etkileyen bagimsiz degiskenlerdir (p<0,05). Ayrica yag, YEM ve
YYEM’nin ikili etkilesimleri anlamh bulunmamistir. F1 formulasyon bilesenlerinin
polidispersite indeksi Uzerine olan etkisi de matematiksel denklem yardimiyla
aciklanmigtir. Cizelge 4.17°deki verilere gore model p<0,0001 degeri ile istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Polinom denklemine gore, diger faktorler sabit
tutuldugunda yag asidi miktari arttikga polidispersite indeksi artarken, YEM miktari
ve YYEM miktari arttikga polidispersite indeksi azalmistir. Cizelge 4.17°deki verilere
gore yag asidi miktari ve Tween 20 miktari p<0,0001 degeri ile damlacik boyutunu
etkileyen bagimsiz degiskenlerdir (p<0,05). Ayrica modelde oleik asit-Tween 20 ikili

etkilesimi polidispersite indeksi acisindan anlamli bulunmustur.

F2 formilasyonunu olusturan imwitor 742, Cremophor RH 40 ve Tween 20
bilesenlerinin damlacik buyukligu Uzerine etkisi de matematiksel denklemlerle
aciklanmistir. Cizelge 4.23'deki verilere gére model p<0,0001 degeri ile istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Polinom denklemine gore, diger faktorler sabit
tutuldugunda yag asidi miktari arttikga damlacik bayukligu artarken, YEM miktari
ve YYEM miktari arttikga damlacik buyudklaga azalmistir. Ayrica yag asidi miktari ve
Tween 20 miktar da damlacik buyuklugunu etkileyen bagimsiz degiskenlerdir
(p<0,05). Cizelge 4.23’e gore yad, YEM ve YYEM'nin ikili etkilesimleri anlamh
bulunmamistir. F2 formulasyon bilesenlerinin polidispersite indeksi Uzerine olan
etkisi de matematiksel denklemlerle agiklanmistir. Cizelge 4.24‘deki verilere gore
model p<0,0001 degeri ile istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0,05).

Polinom denklemine goére, diger faktorler sabit tutuldugunda yag asidi miktari
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arttikca polidispersite indeksi artarken, YEM miktari ve YYEM miktari arttikca
polidispersite indeksi azalmaktadir. Yag asidi miktari ve Tween 20 miktar

polidispersite indeksini etkileyen bagimsiz degiskenlerdir (p<0,05).

F1 ve F2 formulasyon bilesenlerinin etkisi matematiksel modellerle birlikte 3D-ylzey
ve 2D-kontur grafikleri kullanilarak da agiklanmistir (Bkz. Sekil 4.14-4.15; Sekil 4.19-
4.20). Her iki formulasyon igin damlacik boyutu ve polidispersite indeksi yanitlari

yag miktarinin azalmasi ve Tween 20 miktarinin artigina bagli olarak azalmistir.

SNEDDS formulasyonlari karakterizasyon o6zelliklerinin, damlacik boyutu 100
nm’nin altinda ve polispersite indeksin 0<PDi<0,1 arasinda olmasi hedeflenmistir.
Hedeflenen karakterizasyon ozelliklerini saglamak amaciyla program tarafindan
belirlenen yag, YEM ve YYEM miktarlari ile olugan formulasyonun karakterizasyon
Ozellikleri, Design Expert yazilimi kullanilarak %95 glven araliginda olmasi gereken
karakterizasyon sinirlari  belirlenmistir.  Deney sartlarinda  olusturulan
formUlasyonlarin karakterizasyon 6zellikleri de bu sinirlar igerisinde bulunmus ve

optimum formalasyonlar olarak belirlenmigtir.
5.4.2. Etkin madde yukleme galigmalari

Formulasyonlarin etkin madde yukleme kapasitesini artirmak igin, tenofovirin en
fazla ¢o6zindugu YYEM olan propilen glikol (173+0,020 mg/mL) ile gelistirilen
formUlasyonlar 1:1 oraninda karistirlmistir.  YYEM sec¢iminin formulasyonun
stabilitesine olan etkisi kontrol edilmistir. Bu amacla santrifij ve dondurup-¢ézme
c¢alismalari yapilmistir. Formulasyon bilesenleri Cremophor RH 40 ve propilen glikol
sicaklikla ¢6zinUrligu etkilenen yardimci maddeler oldudu igin, stabilite sorunu
(etkin maddenin ¢Okmesi) olusmadan formulasyonlara en fazla 61,25 mg/mL

konsantrasyonda etkin madde yuklenmistir.
5.4.3. Geligtirilen formiilasyonlarda yapilan kontroller

Geligtirilen orta ve uzun zincirli formulasyonun damlacik boyutu ve dagilimi,
viskozite, tlurbidite, zeta potansiyel, kendiliginden emdulsifikasyon zamani ve
morfolojik 6zellikleri kontrol edilmistir (Bkz. Cizelge 4.28).



205

Formullasyonun ¢ozunurluk, c¢o6zunme hizi ve emilimini etkileyebilecek
Ozelliklerinden biri damlacik boyutudur. Damlacik boyutu F1 formulasyonunda
12,2+0,120 nm, F2 formulasyonunda ise 11,2+0,290 nm olarak tespit edilmistir.
Damlacik buyudkligd 100 nm’nin altinda olan formilasyonlar nanoemdlsiyon olarak
tanimlanmigtir (Patel ve digerleri, 2014; Ke ve digerleri, 2016). F1 ve F2

formuUlasyonlari nano boyutta geligtirilmigtir.

Formulasyonlara (yag-YEM-YYEM) ciplak goézle bakildiginda berrak bir sekilde
gorunmekle birlikte, distile su ile seyreltildiginde de (250 mL) seffaf bir géruntu elde
edilmistir. 0-20 NTU araliginda yapilan tiurbidite olgimlerinde F1 formulasyonu
3,71£0,02 NTU olculirken, F2 formulasyonu 2,83+0,02 NTU olarak bulunmustur.
Formulasyonlarin turbidite ozellikleri, damlacik buyuklugu sonuglariyla paralellik
g6stermektedir. iki formiilasyon da distile su ile seyreltildiginde seffaf bir goriint
olustururken, damlacik buyuklugu daha buylk olan F1 formulasyonun tarbidite

Olcim sonuglari F2 formullasyonuna goére daha yuksek ¢cikmistir.

F1 ve F2 formulasyonlarinin zeta potansiyelleri de dlcuimustur. Emalsiyonlarin zeta
potansiyeli £35 arasinda olmasi beklenmektedir (Celebi, 2009). Zeta potansiyel,
emllsiyonlarin stabilitesini etkileyen dnemli parametrelerden biridir. Olgiilen zeta
potansiyel dederlerinin sifira yakin olmasi damlaciklarin elektriksel agidan yukstz
oldugunu gdéstermektedir. Gelistirilen formtlasyonlarda da tenofovir ve formulasyon
bilesenleri ylksuzdur. F1 ve F2 formulasyonlarinin zeta potansiyelleri sirasiyla

0,45%0,04 ve 0,32+0,19 degerleriyle yuksuz olan formulasyonlardir.

Misel boyutuna yakin olan formulasyonlarin, TEM ile elde edilen goéruntuleri kiresel
olup damlacik buyukligu tayinini desteklemektedir (Bkz. Sekil 4.24).
Formilasyonun ¢éziinme hizi ve stabilitesini etkileyebilecek olan PDI verilerinin
0,7’in altinda olmasiyla iyi bir dagihm gdsterdigi gérulmustir. F1 formulasyonu igin
PDi sonuclari 0,077+0,012, F2 formilasyonu icin de 0,097+0,008 olarak

bulunmustur.

Formulasyonlarin kendiliginden emdlsifiye olma 6zelliklerini tespit etmek amaciyla
emulsifikasyon testi yapilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda F1 formulasyonu 13



206

sn, F2 formulasyonu da 11 sn’de emulsifiye olmustur. Formulasyonlar iyi emulsifiye

olma 6zelligi gostermekte ve Grade A’da yer almaktadir.

Sonug olarak, orta ve uzun zincirli yaglardan olusan F1 ve F2 formulasyonlari stabil,
damlacik boyutu ve dagilimi iyi, zeta potansiyel ve viskozite agisindan uygun, hizli

emulsifiye olan sistemlerdir.
5.4.4. Coklu emiulsiyon formulasyonlarinin geligtiriimesi

Dis fazi su olan (S/Y/S) emiilsiyonlar, kendiliginden ¢oklu emdlsifiye sistemler olarak
da adlandiriimaktadir (Qi, 2011). Yuksek ¢ozunurlik ve dusik permeabiliteye sahip
(BCS Sinif 3) olan ilaglarin emilim ve biyoyararlanimini artirmak igin, ¢oklu
emulsiyonlar kullaniimistir (Zhu ve Zhang, 2011; Chourasia ve Khutle, 2015; Wang
ve digerleri, 2015; Hu ve digerleri, 2016). Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarla,

tenofovirin ilk kez goklu emulsiyonu (S/Y/S) gelistirilmigtir.

Tenofovirin formialasyonda kullanilacak olan yag (Captex 355, Capmul MCM,
imwitor 742, imwitor 988), yiizey etkin madde ve yardimci yiizey etkin maddelerdeki
(Abil Eoptim-90, Tween 20, mono propilen glikol, Labrafil, propilen glikol, Arlacel 20,
Span 20, Span 85) ¢dzunurlUkleri saptanarak (Bkz. Cizelge 4.29) yag fazi olarak
imwitor 742 (64,40+0,01 mg/mL) segilmistir.

Literatlr calismalarina gore, iki adimda emudlsifikasyon yéontemi ¢coklu emdalsiyonlari
gelistirmek amaciyla en sik kullanilan yontemlerden birisidir (Florence ve Whitehill,
1982; Okochi ve Nakano, 1996; Ito ve digerleri, 2012; Allouche ve digerleri, 2003;
Matos ve digerleri, 2018). Tez calismasinda da S/Y/S emiuilsiyonunu gelistirmek icin,
bazi modifikasyonlarla iki adimda emiuilsifikasyon yontemi kullaniimistir (Bkz. Sekil
3.2). Abil Em 90 S/Y emdlsiyonu gelistirmek amaciyla lipofilik YEM olarak
calismalarda siklkla kullaniimaktadir (Courtois ve digerleri, 2009; Vasiljevic ve
digerleri, 2009; Choi ve digerleri, 2009). S/Y emdlsiyonu hazirlamak igin de hidrofilik
YEM %20’nin altindaki oranlarda kullaniimistir (Matos ve digerleri, 2018). Tez
¢alismasinda da iki adimda emudlsifikasyon yonteminin ilk adimi primer emulsiyonu

hazirlamak igin, hidrofilik YEM olarak %20’nin altindaki oranlarda Labrafil ve lipofilik
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YEM olarak da Abil Em 90 kullaniimistir. Km oraninin i¢ faz damlacik boyutu ve
polidispersite indeksi Uzerine olan etkisi incelenmis Km orani 1:9 olarak
belirlenmistir. Primer emulsiyon igin sicakhidin genellikle 70°C, sekonder (¢oklu
emulsiyon) emdlsiyon igin ise 25°C olmasi beklenmektedir (Celebi, 2009).
Formulasyon gelistirme asamasinda, primer emdulsiyon 75°C, sekonder (goklu
emulsiyon) emdulsiyon icin ise 25°C’deki sicakliklar kullaniimistir. Ayrica ¢oklu
emulsiyonlarda, primer emdulsiyon hazirlanirken genellikle yiksek hizda (>10 000
rpm) karistirilarak emdilsiyonlar olusturulmustur (Okochi ve digerleri, 1996; Allouche
ve digerleri, 2003; Matos ve digerleri, 2018). Tez galismasinda da S/Y emulsiyonu
daha uzun slrede (45 dk) ve daha yavas (750 rpm) karistirilarak gelistirilmistir.
Elektrolitlerin emdulsiyonlarin stabilitesini artirdi§i ¢alismalarda bildirilmigtir (Ali ve
digerleri, 2010; Jiang ve digerleri, 2013). Bu amagla formilasyona, S/Y primer
emulsiyonun viskozitesini ve stabilitesini artirmak icin %0,6 oraninda NaCl ilave

edilmistir.

S/Y/S emililsiyonlarini gelistirmek icin yapilan ¢alismalarin ikinci adiminda primer
emulsiyon karistirma hizina goére daha dusuk hizda igerisinde hidrofilik YEM igeren
sulu faza eklenerek olusturulmaktadir (Okochi ve Nakano, 1996; Matos ve digerleri,
2018). Tez ¢alismasinda ise hidrofilik YEM olarak propilen glikol primer emulsiyonla
1:1 oraninda karnistinlmis ve tenofovir iceren S/Y/S ¢oklu emdlsiyon ilk kez

gelistirilmigtir.

Coklu emiulsiyonun karakterizasyon ozellikleri

Primer emulsiyonun damlacik boyutu 126,3+4,8 nm, PDI degeri 0,053+0,046, coklu
emilsiyonun ise 1459,0+58,4 nm, PDi degeri 0,74+0,08 olarak saptanmigtir.
Yapilan galismalarda genellikle daha blyuk damlacik boyutuna sahip (>10 um)
coklu emiilsiyonlar gelistirilirken (Okochi ve Nakano, 1996; Ito ve digerleri, 2012),
calismada farkh boyutlarda ve 1,5 ym‘den kigik ¢oklu emulsiyon elde edilmigtir.

Formulasyonun viskozitesindeki degisim formulasyonun stabilitesini etkilemektedir.
Gelistirilen ¢oklu emilsiyonun 40 rpm‘deki viskozite sonucu 54,7+0,6 rpm olarak
saptanmistir ve formulasyon pseudoplastik akis gostermektedir.
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Yagli emulsiyon giplak gozle sutsu kivamda gorunurken, 250 mL distile su eklenerek
seyreltiimesiyle olusan emdulsiyon bulaniktir. Coklu emulsiyonlarin seyreltiimesiyle
olusan goérunti, SNEDDS emdlsiyonlar gibi berrak degildir. Emulsiyonlarin damlacik
boyutu arttikga bulanikliklari da artmaktadir (Bkz. Cizelge 4.32, Resim 4.2).

Farkli boyutlarda damlaciklara sahip goklu emulsiyon formulasyonu, emulsifikasyon

zamani siniflandirma sistemine gére Grade B’de yer almaktadir.

Coklu emulsiyonun zeta potansiyel dlguimleri —3,39+0,32 olarak saptanmistir. Zeta
potansiyel dlcim degeri emulsiyonlarin stabil olmasi igin istenilen £35 araliginda
cikmigtir (Celebi, 2009).

Literatur calismalarinda gelistirilen ¢oklu emdulsiyonlarin morfolojisi genellikle TEM
mikroskobu ya da optik mikroskopla incelenmektedir (Wang ve digerleri, 2015;
Matos ve digerleri, 2018; Qi ve digerleri, 2011). Gelistirilen ¢oklu emulsiyon da optik
mikroskop ve TEM ile incelenmis ve morfolojik olarak ¢oklu emiulsiyonun olustugu
saptanmigtir (Bkz. Sekil 4.26-4.27).

Etkin madde yukleme calismalarinda, gelistirlen SNEDDS formulasyonlarla

kiyaslamak adina ¢oklu emllsiyona da 61,25 mg/mL tenofovir yuklenmistir.
5.5. In Vitro Céziinme Hizi Calismalari

Tenofovir iceren F1, F2 ve F3 formulasyonlari ve piyasa preparati ile pH 1,2, pH 4,5
ve pH 6,8'de ¢b6ziunme hizi c¢aligmalari yapilmis ve ¢ozlinme hizi profilleri
cikarilmigtir. Viread®igin FDA veri tabaninda bulunan pH 1,2°'de yapilan galismalarin
yani sira pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlarinda da ¢dézinme hizi ¢aligmalari yapilarak

¢6zunme hizi profilleri elde edilmigtir.

SNEDDS ya da c¢oklu emdlsiyonlarla yapilan ¢6ézinme hizi g¢aligmalarinda,
formilasyonlar ¢éziinme ortamina eklenirken sert jelatin kapsul (Hong ve digerleri,

2006; Syukri ve digerleri, 2018) kullaniimaktadir. Tez ¢alismasinda da gelistirilen
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F1, F2 ve F3 formiilasyonu sert jelatin kapstl (00, Coni-snap®) kullanilarak ¢oziinme

ortamlarina eklenmisgtir.

Tenofovirin mikroemulsiyon formilasyonunda yapilan in vitro ¢6zinme hizi
calismasinda, sadece pH 1,2 ortami kullaniimis ve galismalar sonucunda 2. saatin
sonunda %87 oraninda ¢6zunme gostermigtir (Divya ve digerleri, 2014). Tez
calismalarinda ise pH 1,2'de yapilan ¢gdziinme hizi galismalarinda Viread®, F1, F2
ve F3 formullasyonlarinda 15. dk’da ¢6zinen %tenofovir miktarlari sirasiyla %86,
%85, %87 ve %78 olarak bulunmustur. Gelistirilen F1, F2 ve F3 formulasyonlarinda

yapilan ¢ézinme hizi galismalarinda 90. dk’da %100’e ulasmistir.

Viread®, F1, F2 ve F3 formilasyonlarinin 15 dk’da %g¢6zinen tenofovir miktari pH
4,5 ortaminda sirasiyla %84, %96, %98 ve %78 bulunurken, pH 6,8 ortaminda
sirasiyla %88, %96, %98 ve %74 olarak bulunmustur. Geligtirilen formulasyonlarin
piyasa preparati ile yapilan karsilastirmali céziinme hizi galisma sonuglari benzerlik
gOstermistir (Bkz. Sekil 4.36).

F1, F2 ve F3 formulasyonlarinda, ¢ézunme hizi %BS degerleri sonuglari %1’in
altinda ¢ikmis ve istatiksel olarak uygun bulunmustur. F1 ve F2 formulasyonlari, pH
1,2, pH 4,5 ve pH 6,8'de ¢ok hizli ¢dzinme gdstermistir (Bkz.Cizelge 4.39-4.40).
Coklu emtilsiyon formulasyonu ise U¢ pH ortaminda da hizli ¢éztinme gostermistir
(Cizelge 4.41).

5.6. Gelistirilen Formiilasyonlarda Stabilite Caligmalar

Geligtirilen F1, F2 ve F3 formulasyonlarinin dayaniklihdini incelemek icin éncelikle
termodinamik stabilite c¢alismalari yapilmigtir. Dondurup-¢ézme c¢aligmalari
sonucunda formilasyonlarda faz ayrigmasi, kristallenme, bozunma ya da renk
degisikligi gézlenmemis ve santrifrijleme ¢alismalarina gecilmistir. Santrifijleme
calismasi sonrasi formilasyonlarda kistallenme ya da faz ayrismasi da

gozlenmemisgtir.
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Kisa sureli hizlandiriimis stabilite galismalariyla F1 ve F2 formulasyonlarn 0, 1, 2, 3,
4 ve 6 aylarda damlacik buytkligu, PDI, zeta potansiyel, viskozite ve tiirbidite tayini
ile formilasyonlarin karakterizasyon &zellikleri degerlendirilmistir. Orneklerin
hicbirinde faz ayrimi goériimemistir. 4°C’de gerceklesen kristallenmenin,
formUlasyonlarin oda sicakhdina getirilip karistirnimasiyla ortadan kalktigi
gorulmastur. 25°C’de etkin maddede ¢okme ya da renk degisikligi gozlenmemigtir.
40°C’de ise renk degisimi gézlenmistir. F1 ve F2 formulasyonlarinin 4°C ve 40°C’de
damlacik buyuklugu, zeta potansiyeli, viskozite ve turbidite 6zellikleri degismistir. F1
formUlasyonu igin damlacik boyutu 12,240,120 nm, F2 formulasyonun damlacik
boyutu ise 11,2+0,290 nm olarak saptanmigtir. Formulasyonlarda 25°C’de yapilan
6.ay Olgumlerinde F1 ve F2 formilasyonlarinin damlacik boyutu sirasiyla
11,840,200 ve 12,540,120 nm olarak bulunmus ve formilasyonlarin damlacik
boyutu agisindan stabil oldugu kanitlanmistir. F1 ve F2 formilasyonlari igin PDI
sonuglari baslangigta sirasiyla 0,077+£0,012 ve 0,097+0,008 bulunurken, 6.ayin
Olcimlerinde 0,092+0,010 ve 0,142+0,030 olarak saptanmistir. 25°C’de yapilan
stabilite calismalari sonucunda F1 ve F2 formiilasyonlari damlacik boyutu ve PDi

acisindan stabil bulunurken, zeta potansiyeli ve viskozitesi degismigtir.

Coklu emulsiyonda 4°C, 25°C/%60 sicaklik/bagil nem ve 40°C/%75 sicakhk/bagil
nemde gerceklestirien 6 aylk stabilite calismalari sonucunda formulasyonlar,
25°C’de 1. ayin sonunda damlacik buyukligu stabil kalirken, 40°C ve 4°C’de
damlacik buyukligu degismis ve formulasyonlarda faz ayrismasi gozlenmigtir.
25°C'de yapilan stabilite galismalarinda ise 2. ayda formulasyonun damlacik
bayukliglu degismistir. Coklu emdlsiyonlarin dezavantajlarindan biri, farkh
boyutlarda damlacik buyukligine sahip olmasidir (Bkz. Sekil 4.26-4.27). Florence
and Whitehill tarafindan 3 tip olarak siniflandirilan (Bkz Sekil 2.5) c¢oklu
emulsiyonlardan, gelistirilen formilasyonun daha ¢ok A ve B tipi damlaciklardan
olustugu dusunulmektedir. Formulasyonun zamanla damlacik boyutunun
degismesi, C tipi (birden fazla damlacigi iceren) ve kinetik enerjisi daha ylksek olan
damlaciklarin zamanla bozulmasi olarak dugunulebilir. 2. aydan itibaren kontrol
edildiginde damlacik boyutunun daha az degistigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak,
coklu emdlsiyonlar igin beklendigi gibi stabil sonuglar elde edilememistir. Coklu
emdlsiyonlarin stabilitelerini artirmak igin, i¢ ve dis faza viskozite artirici maddeler
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eklenebilecegi belirtiimektedir (Celebi, 2009). Gelistirilen c¢oklu emdulsiyonun
stabilitesini artirmak icin de formulasyona viskozite artirici yardimci maddelerin

ilavesi dusunulebilir.
5.7. in Vitro Lipoliz Galismalari

Formulasyon geligtiriimesi sirasinda, ilaglarin in vivo performansini tahmin etmek
amacilyla in vitro testler kullanilmaktadir. in vitro gbziinme hiz testleri lipit kaynakli
sistemlerin degerlendiriimesinde yeterli degildir. Formulasyonda kullanilan orta ve
uzun zincirli trigliserit ve digliseritler duedonumda safra tuzunun etkisiyle ylzey
alanlari artar ve pankreatik lipaz ile de yag asitlerine pargalanirlar. Bu asamada, in
vitro ¢dzunme hizi testleri, lipitlerin sindirimi ve emilen kisim olan misel karigimlari
ve bunlarin gozunmeleri hakkinda bir bilgi vermez. Bu nedenle, in vivoya daha yakin
bir model olusturup, oral lipit formuilasyonlarindaki ¢éztiinmeyi ve sindirimi gérmek

igin gastrointestinal lipoliz testi gelistirilmigtir.

5.7.1. Analiz yonteminin gelistirilmesi

in vitro lipoliz deney ortamlarindaki tenofovir miktarini saptamak igin yapilan
¢alismalarda érneklerin analizinde ¢ézlcu olarak etanol (Dahan ve Hoffman, 2006),
metanol (Daniela ve digerleri, 2018) ya da asetonitril (Christophersen ve digerleri,
2014) kullanilmigtir. Tez calismasinda da lipoliz érneklerinin analizi igin ¢ozuicu
olarak asetonitril kullaniimistir. Bu amacla tenofovirin asetonitril spektrofotometrik
analiz yontemi geligtiriimig, kalibrasyon ve validasyonu yapilmistir. Calismalar
sonucunda elde edilen verilerin uygunlugu Bolum 5.2’de tartisilmis ve asetonitril
¢ozlicu ortami kullanilarak geligtirilen analitik yontemle tenofovirin istenilen

dogruluk, kesinlik, dogrusallik ve secicilikte elde edilebilecegi sonucuna varilmistir.
5.7.2. in vitro lipoliz deney modeli

Lipoliz gcalismalarinda uzun zincirli (F1) ve orta zincirli (F2) yag asitleri, yuzey etkin
madde (Cremophor RH 40), yardimci yuzey etkin maddelerden (Tween 20 ve
propilen glikol) olusan ve tenofovir iceren SNEDDS formulasyonlari

degerlendirilmistir.
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LiteratUrde in vitro lipoliz deney ¢alismalarinin bayuk bir kismi, dinamik lipoliz modeli
kullanilarak potansiyometrik titrasyon yontemi ile yapilmistir (Larsen ve digerleri,
2012; Tran ve digerleri, 2017; Daniela ve digerleri, 2018; Siqueira ve digerleri, 2017;
Bakala-N'Goma ve digerleri, 2015; Sassane ve digerleri, 2014). Tez calismasi
kapsaminda da yapilan deneylerde dinamik lipoliz modeli ve potansiyometrik

titrasyon yontemi kullaniimistir.

Dahan ve Hoffman’in yaptigi lipoliz deney calismasi 6rneginde, 40 mL deney
ortami, pH 6,8-7,4 araliginda, 1 000 IU domuz pankreatin ¢ozeltisi ilave edilip, Ca
deney baslangicinda 5 mM kullanilarak dinamik lipoliz deney kosullari
olusturulmustur (Dahan ve Hoffman; 2006,2007). Yapilan dinamik lipoliz gcalismalari
genel olarak aglik ortam sartlarina gore tasarlanirken (MacGregor ve digerleri, 1997;
Zangenberg ve digerleri, 2001a; Dahan ve Hoffman; 2006,2007), yapilan bir diger
calismada ise aglik-tokluk gastrointestinal model gelistiriimistir (Christophersen ve
digerleri, 2014). Tez kapsaminda in vitro lipoliz deney modeli kosullari
olusturulurken, deney ortami 40 mL olarak belirlenmis, Ca deney baslangicinda
5 mM olarak eklenmistir. Sonu¢ olarak aclik-tokluk gastrointestinal lipoliz modeli
SNEDDS sistemler icin ilk kez gelistirilmistir. Calismalarda aclik-tokluk GI sistemi
taklit eden FASGIF, FESGIF, FASSIF ve FESSIF ortamlar hazirlanmis ve pH

farkliliklari dikkate alinarak lipoliz yontemi tasarlanmistir.

Yapilan gastrik lipoliz gcalismalarinda insan gastrik lipazi temsilen genellikle Candida
antartica lipaz (Christophersen ve digerleri, 2014; Thomas ve digerleri, 2014)
kullanilmistir. intestinal lipoliz calismalarinda ise insan intestinal lipazi temsilen
domuz pankreatin ¢ozeltisi kullaniimis ve pankreatin ¢ozeltileri deney ortamina, 800
USP (Daniela ve digerleri, 2018), 1000 USP (Guine ve digerleri, 2008; Kaukonen ve
digerleri, 2004; Porter ve digerleri, 2004; Sek ve digerleri, 2001), 300-800 USP
(Larsen ve digerleri, 2008; Fatouros ve digerleri, 2007), 1000 TBU (Guine ve
digerleri, 2008; Kaukonen ve digerleri, 2004) gibi lipaz aktivitelerinde eklenmistir.
Tez galismalarinda da gastrik lipazi temsilen Candida antartica lipaz kullanilirken,
intestinal lipazi temsilen de domuz pankreatin lipaz ¢ozeltisi 1000 USP olarak

kullaniimigtir.
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Calismalar sonucunda hazirlanan lipit kaynakli kendiliginden nanoemdulsifiye dozaj
sekli icin in vitro gastrointestinal lipoliz deney modeli olusturularak, orta ve uzun
zincirli yag asitlerinden olusan bu formulasyonlarda lipoliz agisindan farkhliklar

incelenmistir.

Yapilan gastrik lipoliz galismalarinda harcanan HCI (a¢lik) ve NaOH (tokluk)
miktarlarinin lipitlerin sindirimi hakkinda kesin bilgi vermedigi goértulmustir. Gastrik
aclik ve tokluk ortamlarindaki sindirilen/¢éztnen tenofovir miktari 15. dk’da tokluk

ortaminda daha yuksek bulunmustur.

intestinal lipoliz calismalarinda aciga c¢ikan yag asitlerinin ortamin pH’ini
disurmesini engellemek amaciyla kullanilan NaOH miktari lipitlerin sindirimi
hakkinda bilgi vermektedir. Aglik ve tokluk ortamlarinda, orta zincirli yag asidi olan
imwitor 742 ile hazirlanan F2 formiilasyonunda, uzun zincirli yag asidi olan oleik asit
iceren F1 formilasyonuna gére daha fazla NaOH harcanmis ve formulasyonun
daha fazla sindirime ugradidi bulunmustur. Aclik ve tokluk ortamlarindaki
sindirilen/¢dzinen tenofovir miktari 15. dk'da %85’in Uzerinde bulunmus ve
formulasyonlar arasi fark gorulmemistir. SNEDDS sistemlerle yapilan in vitro
¢ozinme hizi galismalarinda pH 6,8’de 15 dk'da %85’den fazla yani ¢ok hizli bir
¢6ziinme saglanmistir ve bu sonug intestinal lipoliz (pH 6,5) deney sonuglariyla da

benzerlik gostermistir (Bkz. Cizelge 4.47).

Literatir degerlendirmelerine goére su ana kadar in vitro lipoliz modeline ait
standardize bir yontem bulunmamaktadir. Bazi literatir calismalarinda lipoliz
sonucu acgiga ¢ikan yag asitlerinin, pH’1 degistirmemesi igin ortama eklenen NaOH
yag asitleriyle birlikte etkin maddenin de ¢oktugi gortlmustir. in vitro lipoliz deney
modeli sartlari insanlarda bulunan enzimsel farkhliklar ve miktarlar dikkate alinarak
olusturulmaktadir. Fakat sigcan ve farelerde safra tuzu miktarinin daha fazla oldugu
bilinmektedir. Yapilan bir galismada safra tuzu miktarinin farkhligina bagli olarak in
vitro lipoliz galismalari ve siganlarda yapilan in vivo galigsmalarla iligkilendirilirken,
insanlardaki  korelasyon degerlendirmeleri acisindan farkhlik  goruldigu

belirtiimektedir (Siqueira ve digerleri, 2018). in vitro lipoliz deney kosullarini



214

olusturmak icgin, lipaz kaynagi, pH, safra tuzu, fosfolipit miktar ve kaynaklari

acisindan yapilan ¢alismalar devam etmektedir.

5.8. Tenofovir igeren Emiilsiyonlarin Franz Difiizyon Hiicresinde Gegisinin

incelenmesi

BCS Sinif 3 bir madde olan tenofovirin permeabilite 6zelliklerini tespit etmek
amaciyla “Franz difuzyon hucresi yontemi” kullaniimigtir (Franz,1975). Tenofovirin
F1, F2 ve F3 emdllsiyonlarindan diyaliz membran ve koyun ince bagirsak
dokusundan gegisi incelenmistir. Sigan ince bagirsak dokulari, Franz difiizyon
hdcrelerine buyuklik agisindan uygun olmadigi igin sigan dokusu yerine koyun ince

bagirsak dokusu kullaniimistir.

Ex-vivo permeabilite ¢alismalarinda, koyun ince bagirsak dokusundan tenofovirin
aki ve permeabilite de@erleri, F3 formllasyonunda diger formulasyonlara gére daha
yuksek bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.51). F3 formulasyonunda tenofovirin 24. saatin
sonunda koyun dokusundan gegisi %78,5£11,8 olarak bulunurken, F1
formUlasyonu icin %33,1+4,90, F2 formilasyonu igin %37,9+5,70 ve tenofovir
gozeltisi igin %43,5+6,50 olarak bulunmustur. Ayrica, F3 formulasyonunda aki ve

permeabilite degeri en yuksek bulunmustur.

Tenofovir ile yapilan permeabilite calismasinda, kegi ince bagirsak dokusu
kullaniimis ve tenofovir sispansiyonun 10. saatin sonunda permeabilite ylzdesi
%38,0£1,50 olarak bulunmustur (Patil ve digerleri, 2017). Tez c¢alismasi
kapsaminda koyun doku hucresi kullanilarak yapilan permeabilite ¢alismalarinda
24. saatin sonunda tenofovir ¢ozeltisinin permeabilite yizdesi %43,5+6,50 olarak
bulunmustur.

BCS Sinif 3 laglar igin, c¢oklu emdlsiyonlarin ilaglarin permeabilite ve
biyoyararlanimini artirabilecek alternatif bir dozaj sekli oldugu calismalarla
bildirilmistir (Chourasia ve Khutle, 2015; Zhu ve Zhang, 2011; Hu ve digerleri, 2016).
Coklu emdlsiyonlar, disperse bir faz icerisinde dis faz ile ayni yapiya sahip daha
kiguk damlaciklar olan, emulsiyon olarak tanimlanmaktadir. Coklu emulsiyonlarin

salim ve emilim mekanizmasi kesin olarak bilinmemektedir (Soyturk ve Tarimci,
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2000). Fakat, sistemin tasidigi etkin maddenin yapisina bagh olarak, Ug¢ ¢esit salim
mekanizmasi oldugu dusunulmektedir. Bu mekanizmalar; iyonize olmayan, yagda
¢ozlinen etkin maddenin yag tabakasindan pasif difizyon ile salinmasi, yagh
membranin sismesi ve kirllmasi yolu ile etkin maddenin serbestlesmesi, iyonize olan
ve olmayan maddelerin lipofilik yuzey aktif madde ile kolaylastiriimis transportudur
(Soyturk ve Tarimci, 2000). Calismada tenofovir SNEDDS sistemlerde yag fazina
yuklenirken, ¢coklu emilsiyonda yag fazi ve su fazina yuklenmistir. Bu durum c¢oklu
emulsiyonla BCS Sinif 3 ilag olan tenofovirin, ¢éziinme ortamina/vicut sivilarina
kagmadan daha fazla taginmasina sebep olmus olabilir. Ayrica ¢oklu emulsiyonlarin
yapisinda bulunan birden fazla damlacikla membranin gegirgenligini artirarak

tenofovirin emilimini de artirmis olabilecegi dustntlmektedir.
5.9. in Vivo Calismalar
5.9.1. Tenofovir LC-MS/MS miktar tayini yonteminin geligtiriimesi

Tenofovir ile yapiimis in vivo galigmalarda insan plazmasindaki tenofovir tayininde
RP-HPLC (Onah ve Ajima, 2011) ve LC-MS-MS (Delahunty ve digerleri, 2009)

yontemleri kullaniimistir.

ARGEFAR'da geligtirilen LC-MS/MS yonteminde Shimadzu HPLC Sistemi & AB
Sciex APl 4000 cihazi kullaniimistir. Siganlarda LC-MS/MS yontemi kullanilarak
yapilan bir biyoyararlanim calismasinda, Polar-RP kolonu (4 pm, 2.1x150 mm),
mobil faz olarak 3/1/96 asetonitril/asetik asit/su ile kullaniimis, akis hizi da 0,6 mL/dk
olarak verilmistir. Tenofovirin Q1/Q3 iyonlari sirasiyla 288,1/176,1 Da bulunmustur
(Watkins ve digerleri, 2017). Tez kapsaminda da LC-MS/MS yontemi kullanilarak
gelistirilen analiz yonteminde, C8 kolonu (4,6 x100 mm 3,5 ym), mobil faz olarak
%0,1‘lik formik asitli su (mobil faz A) ve %0,1°lik formik asitli asetonitril (mobil faz B)
kullaniimigtir. Akis hizi 0,9 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 20 pL gergeklestirilmigtir.
Tenofovir igin Q1 ve Q3 iyonlari sirasiyla 288,1/176,1 Da olarak bulunmustur.

Tenofovir igin geligtirilen in vivo analiz yonteminin kalibrasyon sonugclarinin
determinasyon katsayisi R?=0,9942 olarak yiksek bulunmustur. Sigan plazma

ornekleri icin dogrusal aralik degeri 10-100 ng/mL’dir. Validasyon caligmalarinda
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matriks etkisi ve proses etkinligi, stok ¢ozelti kararliligi, gun i¢i ve gunler arasi
tekrarlanabilirlik, kisa sureli oda sicakhgi kararllik bulgulari galigmalarinda %RSD
degerleri %15'dan kiguk bulunmustur. Tenofovir icin LLOQ degeri 0,056 olarak
hesaplanirken, segicilik c¢alismasinda herhangi bir girisim gozlenmemistir.

Validasyon sonuglari uluslararasi kabul kriterleri ile uyumludur.
5.9.2. Biyoyararlanim ¢aligmalari

in vivo calismalar kapsaminda yapilan bagil biyoyararlanim ¢alismalarinda, 70 adet
200-300 gr erkek Sprague Dawley sican kullaniimigtir. Calisma gruplari temel
olarak aclik ve tokluk olmak Uzere iki gruba ve her iki grup kendi arasinda tenofovir-
gozelti, Viread®, oleik asit, iImwitor 742 formilasyonu ve goklu emdlsiyon olmak

uzere 5 alt gruba ayriimistir (Bkz. Cizelge 3.14).

Tenofovir biyoyararlanim sorunu gostermekte olup aglk oral biyoyararlanimi
%25'dir ve optimum etki igin yiyeceklerle birlikte yani tok karnina kullaniimasi
gerekmektedir. Yag igerigi yuksek yemek, tenofovirin AUC’sinde yaklasik %40 ve
Cmaks'ta %14’lUk bir artisla oral biyoyararlanimini artirmigtir (Kearney ve digerleri,
2004). Tenofovirin biyoyararlaniminda aglik-tokluk durumu varyasyonu oldugu ve
geligtirilen lipit kaynakli emulsiyonlarin bu varyasyonu azaltmasi hedeflendigi icin,

biyoyararlanim galismasi aglik-tokluk galismasi olarak yapilmigstir.

Uzun zincirli yag asidi olan oleik asitle yapilan bir caligmada, oleik asitin sistemik
dolasima katilirken lenfatik sistemi tercih ettigi géraimustir (Hyun ve digerleri,1967).
Lipit kaynakli sistemlerin lenfatik sistemle emilimini artirarak, intestinal
permeabiliteyi artirabileceqi literatlrlerde bildirilmistir (Dahan ve Hofman, 2008;
Porter ve Charman, 2001; Balakrishnan ve digerleri, 2009). Tez ¢alismasinda uzun
zincirli yag asidi oleik asit ve orta zincirli yag asidi imwitor 742 iceren SNEDDS
formuUlasyonlarin, yag asidi igerigi farklihginin biyoyararlanim Gzerine olan etkisini
incelemek amaciyla, in vivo calismalarda oleik asit ve imwitor 742 SNEDDS
formilasyonlari kiyaslanmasi amacglanmistir. Ayrica gelistirilen formilasyonlar,
coklu emuilsiyon, tenofovir ¢ozeltisi ve ticari trin ile farmakokinetik degerlendirme

acisindan karsilastirilmasi planlanarak in vivo galismalar yapilmigtir. Ancak, in vivo


https://www.researchgate.net/scientific-contributions/35323314_SA_Hyun
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galismalar sonucunda, oleik asit (F1) ve imwitor 742 (F2) formilasyonlarinin erken
zaman noktalarinda plazmadaki tenofovir miktarina ait analiz sonuglari elde
edilememistir. Erken zaman noktalarinda analiz sonuclarinin alinamamasinin
nedeni, damlacik boyutu yaklasik 10 nm olan uzun (F1) ve orta zincirli (F2)
formulasyonlarinin pasif hedeflendirme ile karacigere yonelerek daha hizli
metobolizasyonu olabilir. Ayrica yapilan bir galigmada Caco-2 hicre kulturinde
tenofovirin ABCB1 ilag effluks transportu tarafindan intestinal membrandan elimine
edildigi bildirilmistir. Fakat siganlarda yapilan in situ perfizyon ¢alismalarinda ise
ABCBL1 effluks inhibitor etkisi gdzlenmemistir. Tenofovirin insanlarda siganlara gore
ileum ve duodenumda bulunan enterositlerde daha hizli bozunmasinin bu duruma
sebep olabilecedi bildirilmistir (Moss ve digerleri, 2017). Sonug olarak, tenofovirin
sicanlardaki intestinal davranisinin, insanlardan farkli olabilecedi gosterilmigtir.
Ayrica tenofovirin metabolizmasinin artmasi lipofilik karakterinin azalmasina sebep
olmakta ve bu durum permeabilitesini de etkilemektedir (Kearney ve digerleri, 2004).
SNEDDS ile yapilan in vivo ¢alismalarda domuzlarin kulllanildigi da goralmustar
(Fatouros ve digerleri, 2008; Nielsen ve digerleri, 2008). Van Gelder ve
arkadaslarinin 2000 yilinda yaptidi bir calismada ise tenofovirin metabolize olma
hizi siganlar>insanlar>domuzlar>Caco-2 hucreleri siralamasi seklinde oldugu
bildirilmistir (Gelder ve digerleri, 2000).

Biyoyararlanim c¢alismasinda orta ve uzun zincirli formulasyonlarin, erken zaman
noktalarinda (15 dk, 30 dk, 1 sa, 2 sa) analiz sonuglarinin alinamamasindan dolayi
farmakokinetik ve biyoyayararlanim degerlendirmeleri yapilamamistir. Sonug olarak
tenofovir ¢ozeltisi, Viread® tablet ve gelistirilen ¢oklu emilsiyonun bagil

biyoyararlanim sonuglari tez kapsaminda degerlendirilmigtir.

Tenofovir ¢ozeltisi, Viread® tablet ve gelistirilen ¢oklu emdlsiyonun in vivo analizler
sonucunda elde edilen zamana bagli konsantrasyon degerlerinden hareketle
WinNonlin™ programi kullanilarak farmakokinetik verilerin degerlendiriimesi
yapilmistir. Tenofovir ¢ozeltisinin aglik ve tokluk durumlarindaki AUCo-t degerleri
siraslyla, 1785 ng.dk/mL ve 4122 ng.dk/mL olarak bulunmustur. Cmaks degerleri
sirasiyla 418 ng/mL ve 637 ng/mL bulunurken, tenofovirin yari omri achk
durumunda 16 dk ve tokluk durumunda ise 28 dk bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.63-
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4.64). Ticari Granun biyolojik yari 6mri a¢lik durumunda 18 dk, tokluk durumunda

ise 30 dk olarak bulunmustur.

Coklu emdlsiyonun aglik ve tokluk durumlarindaki AUCo-t degeri, 5673 ng.dk/mL ve
6486 ng.dk/mL olarak bulunmustur. Coklu emulsiyon aglik ve tokluk gruplarinda
Viread®dan daha yiiksek Cmaks ve AUCo+ degerlerinin elde edildigi gorilmustir.
(Bkz. Cizelge 4.63-4.64). Ticari Urine gore biyoyararlanim parametrelerinde aglik
durumunda 1,8 (AUCo-t) ve 1,2 (Cmaks), tokluk durumunda ise 1,7 (AUCo-) ve 1,2
(Cmaks) katlik artig goralmastir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede, tenofovirin
¢coklu emulsiyon formulasyonunun acglik ve tokluk biyoyararlanimlari arasinda

anlaml bir fark (p>0,05) bulunmadigi da goralmustar.
5.10. in Vitro- in Vivo Korelasyon Degerlendirmeleri

Tez calismalari kapsaminda IVIVC degerlendirmesinde hedeflenen amag,
gelistirilen formulasyonlarin in vitro ¢béziinme hizi (%¢6zinen miktar), in vitro lipoliz
deney sonuglari (%sindirilen miktar) ve in vivo deney sonuglari (%emilen miktar)
arasinda iliski kurmaktir. Ancak, in vivo ¢alismalarda SNEDDS formulasyonlarinin
erken zaman noktalarinda analiz sonuglarinin alinamamasi ve konsantrasyon-
zaman profillerinin elde edilememesi sonucunda in vitro ¢dzinme hizi/lipoliz

sonuglari ile in vivo sonuglar arasinda korelasyon kurulmasi mimkudn olmamistir.

in vitro-in vivo farmakokinetik korelasyon cgalismalarinda, in vitro veri olarak
genellikle ¢oziUnme hizi verileri kullanilmakla birlikte, bazi caligmalarda permabilite
verileri ile in vivo veriler korele edilmistir (Gébmez ve Valencia, 2015; Cucullo ve
digerleri, 2007). Tez calismasinda coklu emulsiyon formuilasyonuyla tenofovir
¢Ozeltisinin ex-vivo ve in vivo degerlendiriimesi yapiimistir. Ex-vivo permeabilite
calismalarinda koyun ince bagirsak dokusundan tenofovirin permeabilite degerleri,
¢oklu emdlsiyon formulasyonunda 24. saatin sonunda %78,5£11,8 olarak
bulunurken, tenofovir ¢ozeltisi icin %43,5+6,50 olarak bulunmusgtur. Biyoyararlanim
sonuglari da permeabilite galigmalari ile benzerlik gostermis olup, ¢oklu emulsiyon
formdlasyonunun aghk AUCo+t ve Cmaks degerleri sirasiyla 5673 dk.ng/mL,
683 ng/mL, tokluk AUCo-t ve Cmaks degerleri 6486 dk.ng/mL, 847 ng/mL olarak
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bulunurken, tenofovirin gozeltisi aclik AUCo-t ve Cmaks degerleri 1784 dk.ng/mL,
418 ng/mL, tokluk AUCo-t ve Cmaks degerleri 4123 dk.ng/mL, 637 ng/mL olarak
bulunmustur. Coklu emilsiyonun biyoyararlanim sonuglari, tenofovirin ¢ozelti

sekline gore permeabilite sonuglariyla benzer bir sekilde daha yuksek ¢ikmigtir.

SNEDDS sistemlerin ¢6zinme hizi galismalarinda pH 6,8'de 15 dk’da %85’den
fazla yani ¢ok hizli bir ¢6ziinme saglandigi géralmustir (Bkz. Cizelge 4.39, Cizelge
4.40). Aglik ve tokluk ortamindaki sindirimi/céziinmeyi gérmek i¢in yapilan intestinal
lipoliz calismalarinda her iki ortamda da 15 dk’da %85’in Uzerinde ¢ozUnme/sindirim
gorulmustir (Bkz. Cizelge 4.47). Sonug olarak, intestinal lipoliz (pH 6,5) deney
sonuglari ile in vitro ¢ézinme hizi (pH 6,8) sonuglarinin benzerlik gosterdigi

saptanmisgtir.

Sonug olarak IVIVC agisindan, tenofovir ¢ozeltisi ile geligtirilen ¢oklu emulsiyon
formUlasyonunun ex-vivo-in vivo calisma sonuglari ile gelistirlen SNEDDS
formUlasyonlarinin  intestinal  lipoliz-in  vitro  ¢bzinme hizi  sonuglari

degerlendirilmigtir.
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6.SONUG

Hepatit B tedavisinde kullanilan BCS Sinif 3 etkin madde olan tenofovirin lipit
kaynakli formulasyonlarinin gelistirimesini amaglayan tez kapsamindaki deneysel

calismalardan asagida 6zetlenen sonuglar elde edilmistir:

1. Onformiilasyon galismalari sonucunda uzun zincirli yag asidi olarak oleik asit ve orta
zincirli yag asidi olarak imwitor 742, Cremophor RH 40 (ylizey etkin madde) ve
Tween 20 (yardimci yluzey etkin madde) iceren SNEDDS formulasyonlari kalite
tasarimi (QbD) yaklasimi kullanilarak gelistirildi.

2. QbD yaklasimiyla, CQA etkileyen CMA belirlenerek, deney tasarimiyla formulasyon
optimizasyonu saglandi. CMA parametreleri yag, YEM, YYEM ve etkin maddedir.
CMA parametreleri miktarindaki degisimin etkisi, polidispersite indeksi ve damlacik
blyUkligundn sonuglari incelenerek optimum formulasyon bulundu.

3. CQA parametreleri agisindan; gorunusu seffaf ve saydam, damlacik buyuklaga 100
nm’nin altinda, polidispersite indeksi 0-0,08 aralidinda, zeta potansiyel £30 mV,
¢ozinme hizi 15 dk.’da %85'in Uzerinde olarak hedeflenen kalite 6zelliklerinde
tenofovir iceren SNEDDS formuilasyonlar gelistirildi.

4. Kalite tasarimi yaklasiminda QTPP olusturuldu ancak SNEDDS formulasyonlar icin
hedeflenen urun profiline, calismalarda az sayida deney hayvani kullaniimasi (n=7),
sicanlarda olasi hizli metabolizasyon gibi nedenlerle beklenen biyoyararlanim
sonucuna ulagilamadi.

5. Tenofovirin BCS 3 ilag olmasi nedeniyle suda ¢dzunuragunin fazla olmasi goz
onune alinarak ve kendiliginden emdilsifiye sistemleri karsilastirma adina, son
zamanlarda BCS 3 ilaglar icin tercih edilen ¢coklu emulsiyon (S/Y/S) formulasyonu ilk
kez gelistirildi.

6. Dinamik in vitro lipoliz modeli kullanilarak sicaklik, hacim, pH, tampon, yaglarin
sindiriminde rol oynayan gastrik ve intestinal lipaz enziminin etkisi, safra tuzlari,
kalsiyum tuzu, NaOH etkisi, lipoliz testinin stresinin belilenmesi ile in vitro lipoliz test
kosullarinin optimizasyonu saglandi ve in vitro lipoliz sartlarinda aglik-tokluk ortam
farklilginin etkisi incelendi. intestinal lipoliz deney boyunca harcanan NaOH

etkisi incelendi. Ayrica tenofovirin aglik-tokluk ortamlarinda miktar tayini yapilarak



222

10.

%¢g06zunen/sindirilen tenofovir miktarlari bulundu. Tenofovir iceren SNEDDS
formulasyonlar igin ilk kez in vitro lipoliz testlerinin sonuglari degerlendirildi.

BCS Sinif 3 bir madde olan tenofovirin permeabilite 6zellikleri tespit edildi. Etkin
madde igeren emdlsiyonlarin (F1, F2 ve F3), diyaliz membran ve koyun ince
bagirsak doku hucresinden gegisi incelendi. Gelistirilen ¢oklu emulsiyonun,
tenofovirin permeabilitesini artirdigi goruldu.

Coklu emulsiyonun aglik ve tokluk gruplarinda ticari tiriinden (Viread®) daha yiksek
Cmaks Ve AUCo+ dederi sagladigi goruldu. Ticari Urine gore aglik durumunda 1,8
(AUCo-+) ve 1,2 (Cmaks), tokluk durumunda ise 1,7 (AUCo-) ve 1,2 (Cmaks) katlik artis
gosterdigi saptandi.

Tez calismasinin ana hedefi kapsaminda gelistirilen c¢oklu emdulsiyon
formulasyonunun ticari Griine goére tenofovirin permeabilitesini ve biyoyararlanimini
artirdigi bulundu.

Tenofovirin coklu emulsiyonun aglik ve tokluk biyoyararlanimlari arasinda anlamli bir
fark (p>0,05) bulunmadigi goéruldi. Coklu emdilsiyon formulasyonu ile aghk-tokluk

biyoyararlanimi arasindaki fark azaldi.

Sonug olarak, tez ¢alismasinda tenofovirin oral biyoyararlaniminin artiriimasi ve aglik-

tokluk varyasyonunun azaltiimasi hedefine ulasiimistir. Geligtirilen ¢oklu emulsiyon

formulasyonu hepatit B tedavisinde yeni bir dozaj sekli olarak disunulebilir. Bu amagla,

coklu emuilsiyon formulasyonun uzun sureli stabilite calismalarinin ve daha fazla sayida

deney hayvaniyla kargilastirmali biyoyararlanim degerlendirilmelerinin yapiimasi uygun

olacaktir.
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