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ONSOZ

Bu c¢alismada, diisiik ¢oziiniirlik ve degisen biyoyararlanim gibi sorunlar
teskil eden yeni etkin maddelerin, ¢oziiniirliiklerini ve biyoyararlanimlarini artirmak
amaciyla arastirilan, ilag tasiyict sistemler sinifindan niozomlarin 6n ilag sekli olan
proniozomlar incelenmistir. Yaptigimiz ¢alismada, diisik ¢Ozlnirliige sahip
kandesartan sileksetil, model etkin madde olarak kullanilmistir ve hazirlanan
formiilasyonlar arasindan en iyi sonucu veren formiilasyon secilerek oral yoldan
kullanima uygun tablet formu gelistirilermis, ayrica hayvan deneklerde
biyoyararlanimlarinin gelistirilmesi amaglanmistir.

Yiiksek lisans egitimim ve caligmalarim siiresince bilgisi ve tecriibesiyle bana
yol gosteren, ilgisini egitimimi ve 6zel hayatimi ayirt etmeksizin, ne sekilde olursa
olsun eksik etmeyen canim hocam Sayin Prof. Dr. Niliifer Yiiksel’e tesekkiirii bir
borg bilirim.

Calismalarimda, yardimlarini eksik etmeyen, kiymetli zamanlarmi ve
tecriibelerini benimle paylasan hocalarim Prof. Dr. Tanju Ozgelikay’a ve Dr. Ecz.
Zerrin Sezgin Bayindir’a ¢ok tesekkiir ederim.

Calismalarim boyunca A. U. Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji
Anabilim Dali ve Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali’nda mevcut cihazlardan
faydalanmami saglayan ve gerekli yardimlar1 gdsteren hocalarima ayrica tesekkiir
ederim.

Calismamin en basindan sonuna kadar siirdiiriilmesi i¢in destek projesiyle
katkis1 olan TUBITAK’a tesekkiirlerimi arz ederim.

Isimlerini ayr1 ayr1 yazamasam da calismalarim boyunca destek ve
motivasyonlarmni eksik etmeyen arkadaslarima ve attigim her adimda beni
destekleyen, sevgisiyle saran annemle babama sevgilerimi sunarim.
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T Sicaklik
Te Kraft noktasi sicakligi
Tm Ortalama faz degisim sicaklig1
T max Maksimum konsantrasyona ulasma siiresi (kanda)
TEM  Transmission electron microscopy
T Zaman
Td Etkin maddenin % 63,2’sinin ¢éziinmesi i¢in gegen siire

Wo '3 Farmasstik dozaj formunda baslangigtaki etkin madde miktarinin
kiipkokii

W;*'® t zamaninda farmasotik dozaj formunda aciga ¢ikmadan kalan etkin
madde miktarmin kiipkoki
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GIRIS ve AMAC

Arastirma agamasinda ya da halihazirda ticari olarak erisilebilir olan pekgok
etkin madde, degisen biyoyararlanim ile sonuclanan diisiik ¢oziiniirliiklere sahiptir
(Solanki ve ark., 2008). laglarin verilisi icin baslica tercih edilen yol oral yoldur.
Bununla birlikte oral yoldan uygulamada mevcut olan ve yeni kesfedilen etkin
maddelerin ¢ogu, zayif ¢oziinilirlik, Oongoriilemeyen absorbsiyon, bireylerici ve
bireyleraras1 degiskenlik ve doz orantisizhigi gibi nedenlerden dolayr siklikla
biyoyararlanim  sorunu  olusturmaktadwr. Coziinmeyen etkin  maddelerin
¢cOziinlirliiglinli artirmak amaciyla kompleks olusturma, etkin madde tiirevlendirme,
kat1 durum oOzelliklerinin uygun hale getirilmesi, yilizey aktif maddelerin dahil
edilmesi, mikronizasyon ya da nanonizasyon ile ylizey alani artirma, piiskiirterek
kurutma ve mikro- ve nanoenkapsiilasyon seklinde yaklasimlar mevcuttur (Gurrapu
ve ark., 2011).

Lipozomlar veya niozomlar gibi kolloidal boyutlarda ilag tasiyici sistemler,
geleneksel dozaj sekilleri ile kiyaslandiklarinda ¢ok farklhidir; ¢iinkii kolloidal
partikiiller, etkin madde igeren rezervuarlar gibidir ve partikiil yapis1 ya da ylizeyi
islenerek igerdigi etkin maddenin salim hizi ya da hedeflenen bolgeye affinitesi
degistirilebilmektedir (Gurrapu, A. ve ark., 2011). Bununla birlikte, lipozom ve
niozomlarm genel olarak ilag uygulamalarinda stabil olmamalar1 gibi Onemli
problemler de mevcuttur. Provezikiiler yaklasim, lipozom ve niozom gibi geleneksel
vezikiiler sistemlere iliskin stabilite sikintilarmi ¢ézmek icin gelistirilmistir.
Provezikiiler sistemler fosfolipitler/iyonik olmayan (noniyonik) yiizey aktif maddeler
ve organik ¢oziiciide ¢oziinen etkin maddeleri tagiyan, tastyici olarak suda ¢oziinen
pordz tozlardan olusurlar. Kuru, serbest akan graniiler yapidaki bu {riin
kullanilmadan hemen O©nce hidrate edilir; bdylece sulu vezikiiler sistemlerle

baglantili pek ¢ok problemden kaginilabilir (Jukanti, R.ve ark., 2010).

Kandesartan sileksetil suda hemen hemen hi¢ ¢oziinmemektedir ve GI

kanaldan tam absorbe olmamasi nedeniyle oral yoldan veriliste elde edilen mutlak



biyoyararlanimi %15 dolaymdadir. GI kanaldan emilimi sirasinda ester hidrolizine
ugrayarak asil etkiyi gosteren kandesartana doniismektedir. Bu g¢alismada model

etkin madde olarak kandesartan sileksetil kullanilmistir.

Calismanin amagclar1 genel olarak asagidaki maddeler halinde ifade edilebilir:

e Teknolojik olarak proniozomlarin iiretim islemlerinin validasyonunun
saglanmasi (farkli tasiyici, rotavaporda donii hizi, sicaklik, membran yiik
durumu degerlendirmeleri),

e Farkli islem parametreleri ile hazirlanan kandesartan sileksetil yukli
proniozomlarin spesifikasyonlarinin test edilmesi,

e En uygun kalite 6zellikleri ve ¢Oziinme performansina sahip kandesartan
sileksetil  ylklii proniozom formiilasyonunun secilmesi ve segilen
proniozomdan tablet basimi ve tabletlerde performans galigmalar1 yapilmasi,

e Secilen formiilasyon ile hazirlanan proniozom tabletlerin oral yolla veriliste

in vivo performansinin belirlenmesi.



1. GENEL BILGILER

1.1. Niozomlar

Niozomlar bir ya da daha fazla noniyonik yiizey aktif madde ve kolesterolden
olusan cift tabakali bir yapida hapsolmus sulu bir g¢ekirdekten olusan sentetik
mikroskobik vezikiillerdir. Bu olusum nadiren kendiliginden olmakla beraber
genelde fiziksel calkalama ya da 1sitma gibi enerji girisleri gerektirmektedir. Yeni
ilag tasiyict sistemlere ait olan yeni bir grubu temsil etmektedir. Kozmetik
endiistrisinde 1975 yilinda piyasaya ilk tanitilmalarindan bu yana diger uygulama
alanlarina da gecis yapmiglardir. Siirekli salim yapan ve hedeflendirilmis ilag tasiyici
sistemler i¢in potansiyel olarak arastirilmalari siirdiirilmektedir (Azeem va ark.,

2009, Leekumjorn, 2004, Uchegbu ve Vyas, 1999).

En cok kullanilan vezikiiler tasiyici sistemler olan lipozomlar genis bir
yelpazesi olan dogal ve sentetik fosfolipitleri icermektedir. Lipozomlarin ¢esitli
tipteki etkin maddeleri kontrollii ya da siirekli bicimde hedeflenen bolgeye kadar
tasimalar1 konusunda etkinlikleri kanitlanmistir, fakat formiilasyon maliyetinin
fazlalig1 ve smirh raf 6mrii, lipozomlarin bu eksikliklerinin iistesinden gelebilecek
diger vezikiiler sistemlerin gelistirilme ihtiyacina sebep olan temel faktorler
olmustur. Niozomlar, lipozomlara alternatif olarak pahali olmayan ve daha stabil
olan yapilar olarak tiretilmislerdir ve olduk¢a yogun sekilde galisilan sistemlerdir.
Ciinkii lipozomlarla ayni fiziksel 6zelliklere sahiptirler ve fosfolipit vezikiilleriyle
aynt yontemle hazirlanabilirler, ancak genellikle daha yiiksek kimyasal stabilite
sergilerler. Daha uzun raf 6mriine, stabiliteye ve biyoyararlanimi artiran, kontrollii ya
da stirekli tarzda hedeflenen bolgeye ilag tasima yetenegine sahiptirler. Biyolojik
olarak uyumlu, parcalanabilen, toksik olmayan, immiinojenik ve karsinojenik
olmayan maddelerden firetilirler (Azeem va ark., 2009, Leekumjorn, 2004, Mahale
ve ark., 2012, Baroli ve ark., 1999). Hidrolitik degradasyona karsi yiiksek rezistans
ile birlikte, ¢cok farkl tiirde ¢6ziinen maddenin enkapsiilasyonun saglamaktadirlar

(Barolli ve ark., 1999; Uchegbu ve Vyas, 1998) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Niozom olusumunun sematik gosterimi

1.2. Provezikiiler Sistemler

Lipozomlar ve niozomlarm, hazirlama, sterilizasyon ve depolama sirasinda
baz1 dezavantajlara sahip olduklar1 bildirilmistir. Bu dezavantajlar asagida verildigi

gibidir (Walve ve ark., 2011, Aggarwal ve ark., 2012):

e Lipozomlar ve niozomlar sulu disperse sistemlerdir ve hidroliz ya da
oksidasyon yoluyla bozunma problemleri mevcuttur,

e Lipozomlar ve niozomlar 0zel depolama ve saklama kosulu
gerektirmektedirler,

e Saklama asamasinda genellikle sedimantasyon, agregasyon ya da flizyon
gbzlenmektedir,

e Lipozomlarda dogal fosfolipitlerin saflig1 degiskenlik sergilemektedir,

e Sterilizasyon, nakletme, dagitma, depolamada doz tekdiizeligi ve oOlgek
biiyiitme giicliikleri mevcuttur,

e Hazirlanmalarinda kullanilan ¢oziiciilerin uygun olmamasi problemi vardir,

e Yiiksek tliretim maliyeti gerektirmektedirler,



e Hidratasyon islemi boyunca iiretim kabi1 cidarinda olusturulan lipit/ylizey
aktif madde film tabakasinin yetersiz hidrate edilmesi s6z konusu
olabilmektedir,

e Enkapsiile edilmis etkin madde vezikiillerden sizabilmektedir.

Provezikiiler sistemlerin yapilar1 ve Ozellikleri klasik vezikiiler sistemlere
benzemekle birlikte, onlara ek olarak gelismis bir stabilite (fiziksel stabilite)
saglarlar. Prolipozomlar ve proniozomlar, yapilarinda fosfolipidler, kolesterol ve
cesitli yiizey etkin maddeler tasiyan, su ile hidrate edildiklerinde kendiliginden
lipozomlara veya niozomlara doniisebilen kuru toz, miseller ¢ozelti ya da jel
halindeki formiilasyonlardir. Yapi olarak birbirlerine c¢ok benzeyen bu iki
formiilasyondan proniozomlarin prolipozomlardan farki, yapilarinda fosfolipidler
yerine noniyonik yiizey etkin maddeleri i¢cermesidir. Genel olarak bu etkin madde
tastyict sistemler kuru graniiler form ve sivi kristal jel formu olmak tizere iKi farkli
tipte formiile edilebilmektedir (N.K.Jain, Progress in Controlled and Novel Drug
Delivery Systems, Boliim: Provesicles As Surrogate Drug Carriers). Calismamizda

kuru graniiler formda proniozomlarin olusturulmasi hedeflenmistir.

1.3. Proniozomlar

Niozomal ilag tasiyici sistemlerin yeteneklerine miidahalede bulunmaksizin
stabilize etmeye yoOnelik yaklasimlar, gelecek vadeden ilag tasiyicilar olan
“proniozom”larm gelistirilmesi ile sonuglanmistir. Proniozomlar ¢okme, agregasyon
gibi fiziksel stabilite problemlerini ve tutulan etkin maddenin sulu ortama
sizabilmesi sonucunda hidroliz, degradasyon ve oksidasyon gibi kimyasal stabilite
problemlerini 6nlemekte veya azaltmaktadir; bu nedenlerle tasima, dagitim, saklama
ve depolama agisindan daha uygun formlardir. Proniozomlar, gerektiginde dlgiilerek
(belli miktara) ayrilabilen ve kullanimdan 6nce sicak sudaki birkag¢ dakikalik kisa bir
calkalama ile hizli bir sekilde niozom dispersiyonu olusturmak i¢in dehidrate
edilebilen, yiizey etkin madde ile kapli olan suda ¢oziinebilir tasiyici partikiillerin
kuru formiilasyonlaridir (Sudhamani ve ark., 2010, Akhilesh ve ark., 2012). Kuru toz



formun hidratasyonu sonucunda olusan niozomlar, geleneksel olarak hazirlanan
niozomlarla ayni yapidadir ve boyut olarak daha tekdiize 6zellik saglamaktadir. Bu
Ozellikler proniozomlari, genis bir araliktaki aktif bilesenler i¢in potansiyel, ¢ok
amacli bir tasiyici sistem yapmaktadir (Hu ve Rhodes, 1999, Sankar ve ark., 2010).
Uretim teknikleri basittir ve dlgek biiyiitme kolaylig1 saglamaktadir.

Proniozomlar ¢ok yonlii bir salim vezikiilii konsepti sunarlar ve 6zellikle basit
iiretim teknikleri ve 6lgek biiylitmedeki kolayliklar1 sayesinde gelecek vadeden ilag
tastyict sistemlerdir. Bu nedenle, transdermal, oral, okiiler ya da enjeksiyonluk
preparatlar olarak kullanildiklarinda etkin madde tutma etkinligi ve salimini kontrol
eden faktorlerin uygun hale getirilmesi ¢cok onemlidir (Sankar ve ark., 2010, Zidan ve
Mokhtar, 2010).

Proniozomlar kuru graniiler form ve sivi kristal jel formunda olmak iizere iki

sistem halinde bulunmaktadirlar.

Kuru graniiler tipteki proniozomlar: Glukoz, fruktoz, laktoz, sorbitol ya da
maltodekstrin gibi suda ¢oziinebilen bir tagiyicinin iizerine organik solvan icersinde
¢Ozlilmiis olan lipid veya yilizey etkin maddenin bir film tabakasi seklinde
kaplanmasi ile olusturulan kuru, serbest akan bir graniiler toz kiitlesi seklindedir.
Tasiyic1 madde tizerine kaplama islemi sonucunda, suda ¢6ziinebilen her partikiiliin

etrafinin ince bir yiizey etkin madde tabakasiyla kaplandig1 kuru bir formiilasyon

elde edilmektedir (Blazek-Welsh ve Rhodes, 2001).

Kuru toz halinde niozomlar oral, peroral, nazal, intravenoz veya diger yollarla
uygulanabilmektedirler. Ozellikle peroral uygulama i¢in dogrudan tablet, kapsiil ya
da boncuk gibi kat1 dozaj formlar1 haline doniistiiriilebilme olasiliklari, bu sistemler
icin biiytiik bir potansiyel olugturmaktadir. Bu sayede de hasta ilact kullanana dek ilag
hicbir sekilde sivi ile etkilesmemis olur. Kat1 ilag sekilleri iginde bulunan
proniozomlar, viicuda alindiktan sonra viicut sivilartyla niozomal dispersiyon haline

gelebilmektedir.



St kristal jel proniozomlar: Yiizey etkin madde molekiilleri su ile temas
halinde olduklarinda, ylizey etkin maddenin lipofilik zincirlerinin “liyotrofik sivi

kristal durumu” denen diizensiz, s1vi duruma doniistiiriilmesi li¢ yolla miimkiindiir:

e Kraft noktasindaki (T¢) sicakligi artirmak,
e Yaglar1 ¢ozen ¢oziicli eklemek,

e Sicaklik ve ¢oziicii faktorlerini birlikte kullanmak.

Stv1 kristal faz ya da lamel fazi, su ortaminda birbirinin iizerine gelecek
sekilde dizilmis ¢ift katl tabakalar icerir. Bu tipteki yapilar tipik X-1sm1 kirmimi
gosterir ve polarize mikroskopta ¢ift kirilan yapida lifler goziikiir. Uglii lesitin-yiizey
aktif madde-alkol sistemi igin, ¢ift katmanli siv1 kristaller kraft sicakliginda alkol
varliginda olusmaktadir. Bu lamelli siv1 kristal fazi, su (veya sulu tampon) ilave
edilip daha sonra oda sicakligina sogutuldugunda bir jel yapisi olusur. Cift katmanli
kristal faz daha yiiksek oranda su igerigi oldugu durumlarda niozom dispersiyonu

haline dontismektedir (Walve ve ark., 2011,).
S1vi kristal jel proniozomlar su avantajlara sahiptirler(Walve ve ark., 2011)

e Stabilite,

e Yiiksek etkin madde yilikleme etkinligi,

e Penetrasyon artirici nitelikleri,

e Stratum korneum’un membran 6zelliklerini bozmamalari,

e Dogrudan transdermal flaster olarak tiretime uygun olmalar1 ve polimer
matris i¢inde disperse edilmelerine gerek duyulmamasi,

e Cok uzun islem basamaklar1 olmaksizin 6lgek biiyiitmedeki kolaylik ve

ayrica farmasotik olarak uygun olmayan katki maddelerinin kullanilmamasi.

1.4. Proniozomlarin Hazirlama Yontemleri

Proniozomlarin hazirlanmasi i¢in yontemler agsagida verilmektedir.



1.4.1. Bulama¢ Yontemi

Blazek-Welsh ve Rhodes (2001) bu yontemi tasiyicisi maltodekstrin olan
proniozomlar1 liretmek i¢in gelistirmistir. Bu yontemde proniozomlarin {iretilmesi
icin gereken zaman, ylizey aktif madde ¢ozeltisinin tagiyict materyale oranindan
bagimsizdir. Bu yontem, tasiyici igeren yuvarlak dipli bir balon iizerine, dnceden
hazirlanan yiizey aktif madde ¢ozeltisinin ilave edilmesi ve bir bulama¢ olusturmasi
esasina dayanmaktadir. Bu balon rotavapora tutturulmakta, belli sicaklikta akici bir
kuru toz elde edene kadar vakum uygulanmaktadir. Daha sonra balon sistemden
c¢ikarilip bir gece boyunca vakum altinda birakilmaktadir. Elde edilen toz kiitle kapali
kaplara konup uygun kosullarda saklanmaktadir (Solanki ve ark., 2007, Sankar ve
ark., 2010).

Yontemin avantajlar:

e Maltodekstrin suda kolaylikla ¢oziinebilen bir polisakkarittir ve formiilasyon
icinde tasiyic1 materyal olarak kullanilmaktadir. Kuru maltodekstrine organik
¢oziicii igindeki ylizey aktif maddenin ilave edilmesi islemiyle maltodekstrin
partikiilleri kolayca kaplanmaktadir,

e Tasiyiciin yiizeyi tekdiize kaplanabildigi i¢in, yilizey aktif madde ve etkin
maddeyi hidroliz, oksidasyon vb. durumlardan korumaktadir,

e Daha fazla yiizey alani, daha ince yiizey aktif madde kaplamasi saglar ve bu

durum rehidratasyon islemini daha etkili kilar.
Yontemin dezavantajlari:

e Metod zaman gerektirmekte, vakum ve azot gazi gibi 06zel ekipman
icermektedir,

e ince film yaklasimi daha Onceden belirlenmis 6lcek boyutu icin gecerli
olmaktadir ki materyalin kiiclik miktarlarda ya da kii¢iik dozlu 6lgeklerde

iretilmesi uzun zaman alabilir (Walve ve ark., 2011).



1.4.2. Sprey-Kaplama Yo6ntemi

Bu yontemde, ylizey aktif madde organik ¢oziicii icine ilave edip sorbitol
tizerine spreylenmektedir. Daha sonra bu ¢ozelti buharlastirilmaktadir. Bu islem,
istenen yiizey aktif madde kaplamasi saglanana kadar tekrarlanir, ¢linkii tasiyici
organik ¢oOziiciide ¢Ozlinebilir yapidadir. Tastyict ilizerine yapilan kaplama cok
incedir ve tasiyici ¢oziilerek hidrate edilen kaplama ¢ok tabakali vezikiillerin
olusumuna olanak saglamaktadir. Bu yontem, lipit siispansiyonu i¢indeki hidrofobik
bir etkin maddenin, slispansiyonun stabil olmamasi ya da aktif maddenin hidrolize
olan hassasiyeti sorunlar1 olmadan formiilasyonu igin uygun bir metod olarak
onerilmektedir. Ancak bu yontemin, sorbitoliin, yiizey etkin madde kaynagi olarak
kullanilan organik ¢oziciiler icinde c¢oziinmesi sebebiyle sikint1 yarattigi

bildirilmistir (Sankar ve ark., 2010, Jukanti ve ark., 2010).
Y ontemin avantajlar:

e Basittir ve hidrofobik etkin maddelerin stabil olmama ya da hidrolize

hassaslig1 gibi sorunlar olmadan uygulanabilecek bir yontemdir.
Yontemin dezavantajlari:

e Yiizey aktif madde ¢ozeltisi sorbitoliin lizerine ¢ok hizli uygulanirsa, sorbitol
partikiilleri bolzulacaktir ve numune viskoz bir bulamag haline gelecektir,

e Sorbitoliin, etkin maddenin yiiklenme etkinligine girisim yaptigi
bulunmustur,

e Proniozom formiilasyonunda yiizey aktif madde c¢ozeltisinde kullanilan
coziicide sorbitoliin  ¢Ozlinmesi yiiziinden, bu metodun problem

olusturabilecegi rapor edilmistir (Walve ve ark., 2011).

1.4.3 Faz ayrnismasi (Koaservasyon) Yontemi

Bu yontem Vora ve ark. tarafindan 1998 yilinda gelistirilmistir ve daha ¢ok
proniozomal jel olusturmak i¢in kullanilmaktadir. 5.0 ml kapasitesindeki genis agizli

cam numune kabina, miktarlar1 tam olarak tartilmis yiizey aktif madde, lipit ve etkin
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madde alindiktan sonra alkol (0,5 ml) ilave edilmektedir. Ttim bilesenler cam baget
ile ya da ¢alkalama ile kolesteroliin tamami ¢6ziiniinceye kadar iyice karistirilip, cam
numune kabinin agzi ¢oziliciiniin u¢gmasini engellemek i¢in kapatilip yiizey aktif
madde karigimi tamamen ¢dziinene kadar bir su banyosu iizerinde 5 dakika boyunca
60-70°C’ye kadar isitilmaktadir. Calisilan 6rnek kabma sulu faz (%0,1 gliserol
¢ozeltisi) ya da sicak su ilave edilip berrak ya da yar1 saydam bir ¢ozelti olusuncaya
dek 1sitilmakta, daha sonra soguyunca proniozomal jel haline doniismektedir (Sankar

ve ark., 2010, Mokhtar ve ark., 2008).

Yontemin avantajlar:

e Metod basittir ve c¢ok zaman gerektirmez, ayrica 6zel ekipman
gereksinimi yoktur,
e Jel hazirlanmasi i¢in 6zel olarak uygulanmaktadir,

Kiiciik miktarlar ya da diisiik dozlu formiilasyonlar laboratuvar 6lgekli tiretilebilir

(Walve ve ark., 2011).

1.5. Formiilasyon: Bilesenler ve Etkileri

Proniozom hazirlamak i¢in segilen tasiyici kolay akabilen, toksik olmayan,
kullanilan organik ¢oziiclideki ¢Ozlniirligli olmayan veya cok diisikk olan ve
hidratasyon i¢in sudaki ¢Oziiniirliigli iyi olan toz Ozelliklerini tagimalidir. Degisik
tastyicilar, ylizey aktif maddeler, membran stabilizatorleri, yiizey yilikii saglayan
maddeler ve coziiciiler Cizelge 1.1°de gosterilmektedir (Pandey, 2011, Aggarwal ve
ark., 2012).
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Cizelge 1.1. Proniozom hazirlamada kullanilan noniyonik yiizey aktif maddeler ve

tastyict materyalleri

Kullanilan Noniyonik Yiizey
Aktif Maddeler

Span 20
Span 40
Span 60
Span 80
Span 85
Tween 20
Tween 60
Tween80

Kullanilan Tasyict
Materyalleri

Sukroz stearat

Sorbitol

Maltodekstrin (M500, M700)
Glukoz Monostearat

Laktoz monohidrat
Piiskiirterek kurutulmus laktoz

Membran Stabilizatorleri

Kolesterol
Lesitin

Yiizey Yiikii Saglayict

Disetil fosfat

Maddeler Stearilamin
Etanol
Metanol
Seiiciil
Cozicitler Propanol
Izopropanolol

1.5.1. Noniyonik Yiizey Aktif Maddeler

Noniyonik yiizey aktif maddeler, anyonik, amfoterik veya katyonik emsalleri

ile kiyaslandiklarida toksisite, stabilite ve uyumluluk ac¢isindan daha tistiin yararlar

sergilediklerinden yiizey aktif maddeler grubunun en ¢ok kullanilan iiyeleridir.

Genellikle daha az toksik, daha az hemolitiktirler ve hiicre yilizeyinde daha az

irritasyon yaparlar ve fizyolojik pH’lara yakin ¢ozeltilerde kendi yapilarini siirdiirme
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egilimindedirler. Iyonik olmayan yiizey aktif maddeler, hidrate edilmelerini takiben
cift tabakali, nano- ve mikroboyutlarda vezikiiller olan niozomlarin temel yapilarini
olusturmaktadirlar. Farkli pH’larda 1slatici, ¢oziindiiriicii ve gecirgenligi artiric1 gibi
fonksiyonlarmi siirdiirme yetenekleri, onlari niozom olustururken kullanmak ig¢in
uygun kilmaktadir. Ayrica doksorubisin ve daunorubisin gibi antikanser etkin
maddeler, hidrokortizon ve deksametazon gibi steroidler, ritonavir ve sakuinavir gibi
HIV proteaz inhibitorleri, digoksin ve kinidin gibi kardiyovaskiiler etkin maddeler ve
asebutolol ve timolol gibi beta blokorler igin gosterilmis spesifik dokulara etkin
madde hedeflemede ve etkin madde emilimini artirmada yararl bir 6zellik olarak iyi

bir P-glikoprotein inhibitoriidiirler (Kumar ve Rajeshwarrao, 2011)

Yiizey aktif maddelerin faz degisim sicakliklar1 etkin maddenin vezikiillerde
tutulmasinda etkili rol oynamaktadir. Spanlar en yiiksek faz degisim sicakligina
sahiptirler ve boylece en yiiksek etkin madde tutulumu bu grup yilizey aktif
maddelerde gozlenmektedir. Span 40 ve Span 60 daha fazla etkin madde tutulumu ile
daha biiyiik vezikiilleri olusturmaktadirlar. Vezikiilden etkin maddenin sizmasi, faz
degisim sicakliklarinin yiiksek olmasi ve diisiik gegirgenlikleri nedeniyle azalmistir.
Tween’in etkin madde tutma kapasitesi Span’la kiyaslandiginda distktiir; cilinkii
Tween daha az lipofilik oOzellik sergiler ve olusturdugu vezikiiller daha biiyiik
caphdir. Span niozom olusturmada kullanildigi zaman olusturulan {iriiniin
lipofilisitesini de artirmaktadir (Aggarwal ve ark., 2012). Hidratasyon ortaminin
sicaklig1 da niozom olusumunda, partikiil biylkligli ve yapisinda etkili bir rol
oynamaktadir. Sistemin sicakligi mutlaka faz degisim sicakliginin {iizerinde
olmalidir. Sicaklik yiizey aktif madde molekiillerinin dizilimini ve bdylece vezikiil

seklini etkilemektedir (Mahale ve ark., 2012, Nasseri, 2005).

Noniyonik yilizey aktif maddeler polar ve nonpolar bdliimlerden
olusmaktadirlar ve yiiksek seviyede arayiizey aktivitesi sergilemektedirler. Misellerin
aksine cift tabakali vezikiillerin olusumu yiizey aktif maddeye ait hidrofilik lipofilik
dengeye (Hydrophilic Lipophylic Balance, HLB), bilesenlerin kimyasal yapilarina ve
kritik yerlesim parametresine baghdir (Critical Packing Parameter, CPP). Bir yiizey
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aktif maddenin CPP’si temel alindiginda olusturulacak vezikiil Sekil 1.2°de verildigi
tizere tahmin edilebilmektedir (Uchegbu ve Vyas, 1998).

e
Hacim V \

Alan ao
i )
Ic Xa,

a,

Hidrofitik asmm y Hidrofobik kisim

Sekil 1.2. Bir amfifil molekiiliin kritik yerlesim parametresi (Kumar ve
Rajeshwarrao, 2011)

CPP sekilde de gosterildigi gibi hidrofobik kismin hacminin, kuyruk
uzunlugu ve hidrofilik alanin ¢arpimma bdliinmesiyle elde edilmektedir. CPP <0,5
ise miseller yap1 olusmakta, CPP=0,5-1 ise kiiresel vezikiiler yap1 olusur, CPP >1 ise

ters miseller yap1 olugsmaktadir.
Hidrofilik grubun ve zincir uzunlugunun niozomlarda etkin madde tutulumuna etkisi

Sekil 1.3 (Mahale ve ark., 2012) ile 6zetlenebilir:

Zincir uzunlugu Grup zincir uzunlugu

' '

Uzun: Stearil Kisa: Lauril Uzun alkil zinciri  Kisa alkil zinciri
Zincir uzunlugu: Zincir uzunlugu ve uzun hidrofilik Ve uzun
C18 | Cs zincir I hidrofobik zincir
Fikin madde Etkin madde Hidrofilik etkin Hidrofobil etkin
tutulumunu artipy  t0tulumunu azaltie maddelerin maddelerin
tutulumunda tutulumunda

Sekil 1.3. Zincir uzunlugu ve hidrofilik grubun etkisi (Mahale ve ark., 2012)
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Cok sayida ylizey aktif madde mevcuttur ve yiizey aktif madde seciminde HL.B
degerlerinin temel alinmasi1 gerekmektedir. HLB degeri 4-8 arast olanlar vezikiil
olusumu i¢in uygun bulunmustur. Etkin madde tutulma orani iizerinde de HLLB sayis1

etkilidir. HLB degerlerinin niozom olusumuna etkisi Cizelge 1. 2’de goriilmektedir:

Cizelge 1.2. HLB degerlerinin formiilasyon iizerindeki etkisi

HLB degeri Formiilasyon iizerindeki etkisi
14-16 Proniozom olusturamazlar
8,6 Etkin madde tutulum etkinligi fazladir
1,7-8,6 Etkin madde tutulum etkinligi azdir

Cift katmanlh vezikiil olusturmalar1 i¢in
>6 yaptya kolesterol eklenmelidir

Stabiliteyi  artrmak  i¢in  yapiya
Daha diisiik degerler kolesterol eklenmelidir

1.5.2. Kolesterol ve Lesitin

Kolesterol, vezikiil olusumunda zorunlu olan bir bilesendir. Daha c¢ok
hayvansal sistemlerde bulunan hiicre membran bilesenidir. Membranin akiskanlhigini,
elastik yapismi ve proteinler membrana gémiilii olduklarinda, diger yag tiirlerinin
eksik dizilimiyle olusan bosluklarin kapanmasiyla gecirgenligi denetler. Vezikiiller
icinde kolesterol, ¢ift katmanl yapiy1 stabilize etmekte, sizintiy1 6nlemekte ve sulu
cekirdekte enkapsiile edilen maddelerin permeasyon hizin1 azaltmaktadir.
Kolesteroliin yapidaki konsantrasyonu etkin madde yiiklenmesi agisindan 6nemli bir
rol oynamaktadir. Partikiil boyutuna ve kolesterol molekiiliiniin vezikiil yapisindaki
konumuna bagli olarak, yag ve kolesterol arasindaki en iyi molar oranin 1:1 oldugu

bildirilmistir ( Leekumjorn, 2004, Devaraj ve ark., 2002, Aggarwad ve ark., 2012).

Niozom membraninin ¢ift katmaninda kolesterol ve sorbitan monestearat
arasindaki olasi1 etkilesmeyi, Sekil 1.4 sematik olarak gostermektedir. Cift katmanlar
arasinda yer alan kolesterole ait hafif hidrofilik 3B-hidroksil (B-OH) bas grubu,
kendini sorbitan monostearatin ester grubu civarinda yerlestirebilir ve hidrofobik

steroid halka, kendini noniyonik yiizey aktif maddenin paraleline yonlendirir. Bu
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durum, alkil zincirinin ¢ift katmanda hareketini kisitlayacak sekilde etki edebilir.
Sekil 1.4’te goriildiigii iizere kolesteroliin B-OH grubu sorbitan monostearata ait ester
grubundaki oksijenle hidrojen bagi olusturabilmektedir. Bununla birlikte, sorbitan
monostearatin diger islevsel oksijen gruplariyla da membran stabilitesini artiran
hidrojen baglar1 olusturmasi miimkiindiir. Bu etkilesimler, membranin mekanik
direncindeki artigta gosterildigi gibi membran kohezyonunda artis olacak sekilde

sonug¢lanmaktadir (Nasseri, 2005).

Kolesterol
O—H
S HO OH
0=
I s
Ve N S Yl VW e N Vg
. O 9]
Sorbitan monostearat, kolesterol OH
(Span 60)

Sekil 1.4. Kolesteroliin f-OH grubu ve Span 60’1n 6ncelikli olarak keton grubundaki

ve daha zayif olarak ester grubundaki oksijenleri arasindaki olas1 H-baginin sematik

gosterimi (Kumar ve Rajeshwarrao, 2011)

Fosfotidil kolin lesitinin ana bilesenidir. Isimlendirilmelerinde elde edildikleri
kaynaga bagli olarak soyadan elde ediliyorsa soya lesitini (soya lecithin),
yumurtadan elde ediliyorsa yumurta lesitini (egg lecithin) ismini almaktadir.
Fosfotidil kolin suda diisiik ¢Ozilinlirliige sahiptir. Lesitinin niozom yapisina
girmesiyle birlikte, yliksek faz degisim sicakligina sahip olmasmdan Gtiiri
permeasyon artirict olarak rol oynamakta, etkin maddenin sizmasimi 6nlemekte ve
etkin madde ylikleme etkinligini artirmaktadir. Yapisal bilesenlerindeki farkliliklar
nedeniyle soya lesitiniyle olusturulan niozomlar yumurta lesitini kullanilarak
olusturulan niozomlara gore daha biiylik vezikiil ¢apina sahiptirler (Aggarwal ve

ark., 2012).
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1.5.3. Yiizey Yiikii Veren Maddeler

Niozomlar1 stabil hale getirmek i¢in kullanilan bir diger yontem de membran
yapisina yilk veren molekiiller eklemektir. Disetil fosfat (DSP) ve fosfatidik asit
negatif yiik verici molekiiller olarak kullanilirken, stearilamin (STR) ve
setilpridinyum kloriir pozitif yiik verici molekiiller olarak kullanilmaktadir ki her iki
grup madde de niozomlarin agregasyonunu Onlemek icin kullanilmaktadir.
Normalde, yiik veren molekiillerin formiilasyona eklenme miktar1 % 2,5-5
(mol/mol)’diir. Ciinkii yiiksek miktarda eklenen yilik verici molekiiller niozom

olusumunu engelleyebilmektedir (Junyaprasert ve ark., 2008).

Flurbiprofenle yapilan bir c¢alismada, ylizey yilikii veren maddelerin etkin
madde yiikleme etkinligine (% Entrapment Efficiency, % EE) etkisi, incelenen
parametrelerden birisi olmustur (Mokhtar et al., 2008). Yiizey yiikii olusturmak i¢in
kullanilan DCP ve STR orant (umol/ml) degistirilmis, diger degiskenler sabit
tutulmustur. Elde edilen veriler grafige gecirilmis (Sekil 1.5) ve bu verilere gore su

yorumlar yapilmistir:

e DCP ilavesiyle %EE’de goriilen azalma, flurbiprofen molekiiliindeki ¢ift
katmanli lipit yapisina katilimi saglayan karboksil grubu ile negatif olarak
yiiklenmis yag tabakasi arasindaki itici gii¢ etkilesiminden kaynaklanabilir.

e STR, flurbiprofen molekiiliindeki karboksil grubuna zit yiikk tasimasina
ragmen yine %EE azaltmistir. Bu durum elektrostatik olarak zincir
egiliminin indiiklenmesi ve yiikk verici ajanlar sayesinde c¢ift katmanl
tabakada sonradan meydana gelen yan dizilimlerdeki degisimlerle
aciklanabilir.

e 10 ve 20pumol/ml konsantrasyonlarinda niozom formiilasyonlarma eklenen
STR’in, Spmol/ml konsantrasyonunda eklenen STR formiilasyonuna gore
onemli oranda %EE’ni artirdigi gozlenmektedir (p<0,05). Bu durum
STR’deki pozitif yiiklii bas grubu ile disosiye durumdaki flurbiprofen
molekiillerindeki karboksil gruplar1 arasinda elektrostatik ¢ekimden

kaynaklaniyor olabilir.
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Sekil 1.5. Yiiklenmis lipit tabakasinin, %60/10 Span60/kolesterol niozom
formiilasyonu i¢indeki flurbiprofenin %EE {izerinde etkisi (Mokhtar ve ark., 2008).

1.5.4. Coziiciiler

Coziiclinlin secimi, transdermal uygulamada vezikiil biiyiikliigii ve deriden
etkin madde gecisi oraninda biiyiik bir etkiye sahip oldugu i¢in 6nemli olan diger bir
konuyu olusturmaktadir. Degisik alkoller kullanilarak hazirlanan degisik biiyiikliige
sahip vezikiiller su siray1 takip etmektedir: etanol>propanol>biitanol>izopropanol.
Etanolle olusturulan vezikiillerin biiylik vezikiil boyutuna sahip olmalar1 etanoliin
sudaki ¢oziiniirliigiiniin daha fazla olmasi ile ve en kiigiik vezikiillerin izopropanolle
iiretilmesi ise izopropanoliin kendi icinde dallanmis olmasi ile agiklanmistir.
Etanoliin membran ile lipit-polar baslik arasindaki etkilesimi azaltiyor olabilecegi ve

bdylece cilt gecisini artirabilecegi belirtilmistir (Aggarwal ve ark., 2012).

1.5.5. Etkin Maddenin Etkisi

Vezikiil olusumunda 6nemli etkiye sahip bir diger konu da enkapsiile edilen
etkin maddenin yapisidir (Cizelge 1.3). Amfifilik bir etkin madde olan doksorubisin
pH’ya baghh bir sekilde heksadesil digliserol eter (Ci16G2) niozomlarinda
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elektroforetik mobiliteyi degistirmistir. Bu da amfipatik etkin maddenin vezikiil

membranina birlesmis oldugunu gostermektedir (Sahin, 2007).

Cizelge 1.3. Etkin Madde Yapismin Niozom Olusumu Uzerindeki Etkisi (Sahin,

2007).

Etkin maddenin | Vezikiilden Stabilite Diger Ozellikler

yapisi S1zmt1 Durumu

Hidrofobik Azalir Artar Geligmis transdermal tasima

Hidrofilik Artar Azalir -

Amfifilik Azalir - Artan enkapsiilasyon,
degisen elektroforetik
mobilite

Makromolekiiler Azalir Artar -

1.6. Proniozomlardan Niozomlarin Olusturulmasi

Niozomlar, proniozomlarin iizerine yiizey aktif maddenin ortalama faz
degisim sicakligindan yiliksek sicaklikta sulu fazin ilave edilmesi ve kisa bir

calkalama islemi uygulanmasi ile elde edilebilmektedir.
T>Tm
T=Sicaklik (Sulu faz)

Tm=Ortalama faz degisim sicaklig1

7"07_) -0

Yiizey etkin Proniozom
madde

Ta;n‘im
Niozom

Sekil 1.6. Proniozomlardan niozom olusumu

Bu yontem minimum tasiyict kalintisiyla niozomlarm hizli bir sekilde yeniden

yapilandirilmasini saglar (Shukla ve Tiwari, 2011).
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1.7. Hazirlanan Proniozomlarda Yapilan Kontroller

Proniozomlarda yapilan kontrolleri iki alt baglikta toplamak gerekirse:

e Kuru toz proniozomlarda yapilan kontroller

e Proniozomlardan elde edilen niozomlarda yapilan kontroller

1.7.1. Kuru Toz Proniozomlarda Yapilan Kontroller

1.7.1.1. Proniozomlarin morfolojisinin tayini

Yiizey morfolojisi yani yuvarlaklik, piiriizsiizliik ve kiitlelerin bi¢cimlemesi
taramal1 elektron mikroskobisi ile incelenmektedir. Proniozomlar ¢ift tarafli yapiskan
bir bandin {izerine tutturulur ve bu bant da aliiminyum bir silindir iizerine
yerlestirilmektedir. Ornekler, otomatik bir piiskiirtiicii baslik kullanilarak piiskiirterek
kaplama islemi ile altin ve/veya paladyum ya da platin ile ince bir tabaka halinde
kaplanmaktadir. Bu aliiminyum silindir taramali elektron mikroskobunda bulunan
vakum ¢emberine yerlestirilmektedir. Ornekler morfolojik karakterizasyon igin (gaz
gibi) hafif olan ikincil elektron dedektorii ile izlenmektedir (Solanki ve ark., 2007,
Blazek-Welsh ve Rhodes, 2001, Raja ve ark., 2011).

1.7.1.2. Diferansiyel taramah kalorimetri

Etkin madde ile formiilasyonda yer alan yardimc1 maddeler ve formiilasyonun
kendisi ile arasindaki olast etkilesmeleri incelemek i¢in diferansiyel taramali
kalorimetri (Differential Scanning Calorimetry, DSC) analizi yapilmaktadir. DSC
egrileri diferansiyel taramali kalorimetre cihazi ile elde edilmektedir. Etkin madde ve
her bir yardimci madde ve ayrica bos lretilen proniozomlar da bu analize tabi
tutulmaktadir. Cihaz saf (9%99,9) indium ile kalibre edilmektedir. Her bir 6rnek diiz
dipli yatay aliiminyum kaplara konularak (3-4 mg) aliiminyum kapaklarla kapatilip,

belirlenen sicaklik araliginda, zamana karsi sabit bir sicaklik artisiyla, azot gazi
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altinda Slgiimler gerceklestirilmektedir (Gurrapu ve ark., 2011, El-Laithy ve ark.,
2011, Aburahma ve Abdelbary, 2012).

1.7.1.3. Tozlarn akis 6zellikleri

Proniozom tozlarda bu alanda simdiye kadar yapilan tek ¢aligma yigin acisi
olmustur. Bu calismanin yapilma amaci, yiizeyi kaplanan toz kiitlesinin, yiizey
ozelliklerinin diizelmesi ile nihai {iriin ile ¢alisilan diger formiilasyonlar ve/veya

tastyict toz kiitlesinin arasindaki farkliligin degerlendirilmesi olmustur.

Yigin agist, partikiillerarasi siirtiinme ya da partikiilleraras1 harekete direng ile
alakali bir 6zelliktir. Avrupa Farmakopesi’nde (EP 6, 2011) yigin agis1 igin tavsiye
edilen yontem su sekildedir: Akis deligi uygun sekilde kapatilmis bir huniden duyarh
bir sekilde tartilmis test 6rnegi sikistirilmadan doldurulur. Yiiksekligi 2-4 cm arasi
degisen bir yiikseklikteki huniden diiz bir zemin iizerine tozun akitilip simetrik bir
koni elde edilmesi yontemine dayanmaktadir. Yigin agisi, bu koninin yiiksekligi ve
zemine gelen taban kisminin ¢apmin Olciilmesinden sonra su formiile uygulanmasi

ile bulunmaktadir:

Yikseklik
tanag = —— Esitlik 1.1
0,5X¢cap

Proniozomlarla yapilan ¢aligmalarda, kesik uclu huni metodu ile kuru toz
proniozomlarin yigin agist Sl¢iilmiistiir. Akis delik ¢apt 13 mm olan huni diiz bir
zeminden 5 cm yiikseklikte olacak sekilde yerlestirilmis ve proniozom kiitlesi bu
huniye doldurulmustur. Toz huniden akitilarak zemin iizerinde bir koni olusturulmus
ve yigm acist bu koninin yiikseklik ve tabandaki cap degerlerinden hareketle
hesaplanarak bulunmustur (Chintankumar ve ark., 2009, Sudhamani ve ark., 2010).
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1.7.2. Proniozomlardan Elde Edilen Niozomlarda Yapilan Kontroller

1.7.2.1. Optik mikroskopla goriintiileme

Yapilan ¢aligmalarda, proniozomlardan firetilen niozomlar, uygun bir
dilisyon isleminden sonra morfolojik inceleme i¢in bir cam lamin {izerine
yerlestirilmis ve morfolojik yap1 tayini i¢in belirli 6lgekte biiyiitme ile bir
mikroskopla gozlenmistir. (Blazek-Welsh ve Rhodes, 2001,Gurrapu ve ark., 2011).
Ayrica baska bir calismada hazirlanan niozom siispansiyonu cam lamel {izerine
damlatilmis ve gece boyunca sabit sekilde oda sicakliginda kurutularak niozom
stispansiyonundan elde edilen ince kuru tabaka ile vezikiillerin yapis1 gdzlenmistir

(Akhilesh ve ark., 2012).

1.7.2.2. Zeta potansiyeli

Kolloidal boyutlardaki niozomlarin stabilitesini tayin etmek igin zeta
potansiyeli analizi yapilir. Niozomlar1 stabilize etmede kullanilan metodlardan birisi
de membrana yiiklii molekiil ilave edilmesidir. Disetil fosfat (DCP) ve fosfatidik asit
negatif yiikk veren molekiiller, stearilamin (STR) ve setilpridinyum kloriir ise pozitif
yiik veren molekiillerdir. Bu maddeler niozomlarin agregasyonunun énlenmesi igin

kullanilirlar.

Uygun sekilde proniozomlardan diliisyonu yapilmis niozomlarin zeta
potansiyeli, elektroforetik 1s1k sag¢ilimi ve lazer Doppler velosimetre metodu temeline
dayanan zeta potansiyeli analiz cihazi kullanilarak belirlenmektedir (Akhilesh ve
ark., 2012, Junyaprasent ve ark., 2008)
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1.7.2.3. Partikiil boyutu 6l¢iimii

Partikiil boyutunun tayini, yapilan farkli calismalarda lazer kirmnim teknigi ve
foton korelasyon teknigi yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu yontemler
icin niozomal siispansiyon sulu ortamda uygun konsantrasyonlara seyreltilmektedir.
Hazirlanan Ornekler Olgtim hiicresine alinmadan oOnce sonikasyon islemine tabi
tutulmaktadir. Hu ve Rhodes, ortalama partikiil biyiikligiinin  niozomlarda
yaklagik olarak 14um, proniozomlardan hazirlanan niozomlarda ise 6 um civarinda

oldugunu kaydetmislerdir (Gurrapu ve ark., 2011, Hu ve Rhodes, 1999, Nasr, 2009).

Polidispersite indeksi, partikiil boyutu dagiliminin genisliginin bir Sl¢iisiidiir
ve boyut heterojenlegini gdstermektedir ve birimsizdir. Bu nedenle ortalama cap
boyutu veya biiyiikligii belirlenirken bu indeksin de verilmesi gerekmektedir. Bir
polidispersite indeksinde 1 degeri partikiil boyutu dagilimmin genis oldugunu, 0
degeri ise partikiil boyutunda herhangi bir dagiliminin olmadigi anlamina gelir.
Genellikle 0,5’ten daha kiigiik olan degerler digerlerine gore monodispers olarak
derecelendirilir. 0,7°den daha biiyiik degerler, numunenin ¢ok genis bir partikiil
boyutu dagilimina sahip oldugunu gosterir ve dinamik 151k kirmimi yontemiyle
Olciim i¢in muhtemelen uygun degildir. Partikiil dagilimi degisiminin algoritmalar1

bu iki u¢ nokta arasina diisen verilerle ¢alisir (Malvern, Inform White Paper).

Yapilan bir caligmada, proniozomlardan iiretilen niozomlarda partikiil boyutu
analizi, partikiillerin %90’inda 0,1167 polidispersite indeksi ile partikiil boyutunun
ortalamasi=SS (Standart Sapma) olarak 1+0,12 um boyutu sergilemistir. (Nasr,
2009).

1.7.2.4. Vezikiil yiizey yapisimin tayin edilmesi

Niozomal vezikiillerin ylizey yapismin incelenmesi i¢in gegirimli elektron

mikroskobisi (Transmission Electron Microscopy, TEM) kullanilmaktadir. Bu



23

yonteme gore provezikiiler tozun distile su ile hidrate edilmesiyle elde edilen
niozomal vezikiiller TEM kullanilarak incelenmektedir. Niozomal dispersiyondan bir
damla, karbon kapli bakir levhanin {izerine damlatilarak ince bir film tabakasi
olusturulmakta ve daha sonra fosfotungustik asidin %1,5’lik (a/h) c¢ozeltisi
kullanilarak boyanmaktadir. Numune TEM kullanilarak goriintiilenmektedir

(Aburahma ve Abdelbary, 2012).

1.7.2.5. Etkin madde yiikleme etkinlig¢inin tayin edilmesi

Niozomal dispersiyonlarda etkin madde tutulumu i¢ farkli yontemle

yapilabilmektedir:

Jel filtrasyon yontemi: Tutulmayan etkin madde bir Sephadex-G 50 kolonu
boyunca niozomal dispersiyondan jel filtrasyon teknigi ile ayrilmakta ve uygun

mobil fazla seyreltilerek secilen analiz yontemiyle analiz edilmektedir (Sudhamani

ve ark., 2010).

Diyaliz yontemi: Diyaliz i¢in kullanilacak membran 24 saat boyunca ¢dziinme
ortami i¢inde 1slatildiktan sonra icine belirli miktarda niozom konularak agzi
kapatilmaktadir. Diyaliz kesesi uygun ¢oziinme ortamia birakilip oda sicakliginda
diyaliz islemi gergeklestirilmektedir. Belli zaman araliklarinda ortamdan alinan

numunelerle tutulmayan etkin madde miktar1 hesaplanmaktadir.

Bu yontemde diger bir uygulama sekli de ortam c¢oziiclisiinlin siirekli
degistirilmesi islemidir. Bu isleme goére ¢oziicii igine, diyaliz membran i¢ine konmus
niozom dispersiyonu yerlestirildikten sonra belli zaman araliklarinda (30 dakika)
coziicii degistirilmektedir. Bu islem, degistirilen ¢0ziicii icinde niozom igine
yiklenen maddenin tespit edilemedigi noktaya kadar tekrarlamali olarak

uygulanmaktadir (Devaraj ve ark., 2002, Raja ve ark., 2011).
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Santrifiij yontemi: Proniozomlardan elde edilen niozomlar santrifiij edilmekte
ve siipernatan ayrilmaktadir. Elde edilen siipernatan etkin maddenin maksimum
absorbans verdigi dalga boyunda uygun seyreltme yapildiktan sonra okunmaktadir
(Sudhamani ve ark., 2010). Bu teknigin kullanildigi bir ¢alismada, tiipte kalan
niozom kalmtis1 kullanilan ¢oziicliyle tekrar siispande edilmis ve santrifiij islemine
tabi tutulmustur. Bu islem elde edilen niozomlar arasindaki bosluklarda etkin madde
kalmayincaya dek siirdiiriilmiistiir. Toplanan siipernatan uygun sekilde seyreltilerek

miktar tayini yapilmistir (Nasr, 2009).

Ayrica yapilan baska bir ¢alismada, ultrafiltrasyon teknigi kullanilmistir. Bu
yontemde, i¢ tiipliniin altinda bir membran filtre (MWCO 20.000 Dalton) olan bir
ultrafiltrasyon tiipiiniin 3500 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij edilmesinin
ardindan, sulu fazdaki etkin maddenin analiz edilmektedir. Daha sonra kullanilan
etkin madde miktarinin yiizde degerinden analiz edilen madde miktar1 yiizdesi
cikarildiginda elde edilen sonugla tutulan madde miktar1 hesaplanmaktadir (Gurrapu

ve ark. 2011).

Kalan niozomlardaki madde buradan hesaplanabilecegi gibi niozomlar i¢inde
tutulan etkin madde, vezikiillerin biitiinliigiiniin %50 n-propanol ya da %0,1 triton X-
100 ile bozulmasindan sonra sonug ¢ozelti iginde etkin maddenin uygun bir metod ile
miktar tayininin yapilmasi seklindedir. Tutulan etkin madde miktar1 Esitlik 1.2 ile

hesaplanmaktadir.

Toplam miktari—Tutulmayan miktar

%Tutulan madde miktar1 = x 100 Esitlik 1.2

Toplam miktar

1.8. Proniozomlarda Coziinme Hiz1 Yontemleri

In vitro etkin madde c¢oziinme calismalari, formiilasyonun in vivo
performansinin dnceden tahmin edilmesinde ve tutarli tahmin edilmesini saglamada

kabul edilebilir bir aract temsil etmektedir (Aburahma ve Abdelbary, 2012).
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Provezikiiler sistemlerden ve proniozomlardan in vitro ila¢ salimini ve deriye niifuz
etme calismalarini degerlendirmek i¢in Franz difiizyon hiicresi, Keshary-Chien
diftizyon hiicresi, USP ¢0ziinme cihazi I, USP ¢oziinme cihazi II, Spectrapor
molekiiler por6z membran tiipii, diyaliz tiipii ve ters diyaliz yontemi gibi ¢ok ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir (Jukanti ve ark., 2010, Aburahma ve Abdelbary, 2012,
Sudhamani ve ark., 2010).

Proniozom tozlarda yapilan ¢6ziinme g¢alismalarinda kullanilan yontemlere

deginilecek olursa:

USP C(oziinme Cihazi Il (Palet Yontemi): Yapilan g¢alismalarda secilen
¢Ozlinme ortamimin 900 ml hacminde, 37+0,5°C sicaklikta ve 50 rpm donii hizindaki
ortama birim ila¢ miktar1 birakilarak, ortamdan belirlenen zaman araliklarinda
belirlenen miktarda numune alinmistir. Alinan numuneler 0,45 ya da 0,2 um ¢aph
membran filtrelerden gecirilmis ve uygun yontemle analiz edilmistir (Gurrapu ve

ark., 2011, Aburahma ve Abdelbary, 2012, Nasr, 2008).

Diyaliz Yontemi: Daha Once yapilan ¢alismalarda bu yontemde, oncelikli
olarak niozomlar disinda tutulmayan maddeyi wuzaklastirmak i¢in niozom
dispersiyonuna santrifiij islemi uygulanmistir. Siipernatan kisim ayrildiktan sonra
secilen tamponla disperse edilen niozomal siispansiyon diyaliz membran igine
alinmis ve bu membran 100 ml’lik ¢oziinme ortamma birakilmistir. Ortam daha
onceden 37+1°C olarak kosullanmis olup ve donii hizi 100 rpm olarak belirlenmistir.
Belirlenen zaman araliklarinda ortamdan numune ¢ekilmis ve ¢ekilen numune yerine
taze ortam eklenmistir. Ortamdan alman numuneler belirlenen analiz yontemiyle
analiz edilmistir (Chiantankumar ve ark., 2009,Raja K ve ark., 2011, Chandra ve
ark., 2009).
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1.9. Coziinme Test Sonuclarinin Degerlendirilmesinde Kulanilan Kinetik

Modeller

1.9.1. Sifir Derece Kinetik

Sifir derece kinetik oral ozmotik tabletler, transdermal sistemler, diisiik
coziinlirliikteki maddeler i¢in matriks tabletler ve diger tasiyici sistemler gibi bir ilag
tastyici sistemden etkin madde salimi kararli olan islemleri tanimlarken kullanilir.
Burada “kararli” salim ile birim zamanda ¢ikan madde miktarinin sabit oldugu

tanimlanmaktadir (Martin’s physical pharmacy). Basit haliyle,
Q=Qo+Kot Esitlik 1.3

Q : Salinan ya da ¢6ziinen etkin madde miktar1
Qo . Cozeltide baslangigtaki etkin madde miktar1
Ko . Sifir derece hiz sabiti

t : Zaman

Sifir derece kinetikte, t’ye kars1 Q degerleri grafige gecirildigi zaman egimi
Ko olan bir dogru elde edilmektedir. Bu kinetige gore dozaj formundan birim
zamanda c¢ozeltiye gecen etkin madde miktar1 sabit olmaktadwr. Salim hizi
degistirilmis pek c¢ok dozaj formunda, 6zellikle kontrollii/siirekli salim yapan
formlarda asil olarak bu tip ¢Oziinme kinetiklerine uyum saglanmasi

hedeflenmektedir (Banakar, 1992, Physical Pharmacy 2nd edition).

1.9.2. Birinci Derece Kinetik

Noyes-Whitney esitligi agagida verilmektedir.
dC/dt=K(Cs-C) Esitlik 1.4

Buna gore K “birinci derece” ¢oziinme sabitidir. Etkin madde ¢6ziinme ortaminin
tamaminda homojen bir konsantrasyondadir. Kati-diflizyon tabakasi ara fazinda,

katidaki etkin madde, difiizyon tabakasindaki etkin madde ile denge halindedir.
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Difilizyon tabakasini gegiste mesafeye bagli olarak konsantrasyondaki degisim (veya
gradyan) sabittir. Bir etkin maddenin doygunluk c¢oziiniirligi, Cs, Noyes-
Whitney esitliginin anahtar faktoriidiir. Coziinme ig¢in itici gilig, smir tabaka
mesafesinde etkin maddenin konsantrasyon gradyanidir. Bu sebeple, itici gili¢ sinir
tabakanin kalinlig1 ve halihazirda ¢oziinmiis olan etkin madde konsantrasyonuna
dogrudan baghdir. Coziinen etkin maddenin konsantrasyonu, C, doygunluk
konsantrasyonunun, Cs, %20’sinden daha diisiik ise sistem “sink kosulu” altinda
islemektedir denir. Sistem sink kosulu altinda oldugunda ¢6ziinme i¢in itici gii¢ en
iyl durumdadir. Sink kosulu altinda esitlik su sekilde basitlestirilmis formda
yazilmaktadir (Martin’s Phsysical Pharmacy 6th Edition):

In Q= In Qq + In Kit Esitlik 1.5

Q: . t zamaninda agiga ¢ikan etkin madde miktar1
Qo . Cozeltide baslangigtaki etkin madde miktari
K1 : Birinci derece hiz sabiti

t : Zaman

1.9.3. Hixson-Crowell Kiipkok Kanunu

Bu kanun partikiiliin normal ylizeyinin onun hacminin kiipkokiine orani
olarak tanimlamakta ve su esitlikten tiiretilen bir yontemle agiklanabilmektedir

(Costa ve Lobo, 2001) :

Wo 13 -wt t3= K¢t Esitlik 1.6

W, '3 :Farmasétik dozaj formunda baslangigtaki etkin madde miktarnin kiipkokii
W, *'3 : t zamaninda farmasétik dozaj formunda a¢iga ¢ikmadan kalan etkin madde
miktarinin kiipkokii

Ks . Yiizey-hacim iligkisi ifade eden sabit
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Bu kanun su varsayimlar1 igermektedir:

(Coziinme islemi partikiilin ylizeyine dik olarak gergeklesir ve katinin yiizey
alanmin tamamina kars1, karistirilma etkisi esas olarak ayni derecededir.
Cogunlukla kiiresel sekilde olan ¢ogu partikiil, ¢c6ziinme islemi siiresince seklini
korur.

(oziinen partikiiliin belirli bir geometrik sekilde olmasi gerekmez ve dolayisiyla
agirlik disinda diger 6l¢iimlerin yapilmasi gerekmez.

Bu kosullar altinda, farkli yilizeylerden ¢o6ziinme hizlarindaki farkliliklar
onemsizdir, ¢linkli tlimii, ortalama bir hiz olusturmak iizere birlestirilmis bir
isleme katkida bulunmaktadir.

Partikiiliin etrafinda yogun bir karistirma s6z konusudur; bdylece bu bolgede
diflizyonun yavaslamasina neden olacak sekilde duragan bir sivi tabakasi

olusmamaktadir (Hixson ve Crowell, 1931).

1.9.4. Weibull Modeli

Weibull esitligi ¢éziinme verilerinin dogrusallastirilmasi ve parametrelerle

tanimlanmas1 amaciyla uygulanan diger bir modeldir (Costa ve Lobo, 2001).

Td

log[ In(l/1-¢)] = Plogt — Blogty Esitlik 1.7

: Cozlinen etkin madde % 'si
- Sekil faktorii
: Zaman

: Etkin maddenin % 63.2'sinin ¢dzlinmesi i¢in gegen siire

Bu esitlik, y=px+a seklinde bir dogru denklemi olup x=log 1 ve y=log[In(1/1-

¢)]’dir. Dogrunun egimi  ve ordinat kesisimi, a=-Blogty’dir. Sistemi tanimlayan iki

onemli parametre tq Ve [ parametreleridir. B parametresi orijinal ¢dziinme

profillerinin sekillerini sayisal olarak karakterize etmektedir.
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1.9.5. Higuchi Esitligi

Bu esitlik karekok kanunu olarak bilinmektedir (Washington, 1990). Salinan
etkin madde miktar1 zamanin karekokiine karsi grafige gecirildiginde, eger etkin

madde salimi difiizyon kontrollii ise egimi k sabitine esit olan bir dogru elde

edilmektedir.
Q=kt'” Esitlik 1.8
Q : t zamaninda salian etkin madde miktari
k : Salim hiz1 sabiti
t : Zaman

Bu modelde, etkin maddenin dnce matrisin ylizey tabakasindan ¢oziindiigi,
bu tabakanin bosalmasmi takiben bir sonraki tabakanm, matristen ¢Oziinme ve
difiizyon vasitasiyla distaki ¢ézeltiye dogru bosalmaya basladigi varsayilmaktadir.
Boylece ¢Oziinmiis etkin maddeyi i¢eren bolge ve disperse haldeki etkin maddeyi
iceren bolge arasindaki araylizey, matrisin daha i¢ cephesine dogru hareket
etmektedir. Matematiksel modelin tiliretilmesinde yapilan varsayimlar sunlardir
(Longer ve Robinson, remington, 1985):

e Etkin madde salimi aninda psédo denge durumu saglanmaistir.

e Matrisin birim hacmindeki etkin madde miktari, etkin maddenin matris
maddesindeki doygunluk konsantrasyonundan biiytktiir.

e (0ziinme ortaminda daima ideal sink kosulu saglanmistir.

e Etkin madde partikiilleri, ortalama difiizyon mesafesinden ¢ok daha kiigiik
captadir.

¢ Diflizyon katsayisi sabittir.

¢ Etkin madde ve matris maddesi arasinda etkilesme yoktur.
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1.10. Proniozomlarin Tablet Formlarinin Hazirlanmasi icin Basilabilirlik

Incelenmesi ve Heckel Esitligi

Toz karisimlarinin basilabilirlik 6zelligi genellikle, porozite ile sikismis kiitle
ve basing arasindaki iliskiyi aciklayan c¢ok iyi bilinen Heckel Esitligi ile karakterize
edilmektedir. Heckel 1961 yilinda, konsantrasyon yerine porozitenin, zaman yerine

basincin geldigi birinci derece kimyasal bir reaksiyon gibi diisiindiigii kendi esitligini

gelistirmistir.
Vp
In——=KP+In——
Vp —Va V0 — Va Esitlik 1.9
Vp
In———=KP +Inl
Vp — Vo

Esitlik 1.10

Vp : Basilan tabletin her bir basingtaki hacmi

Voo : Basilan tabletin ger¢cek hacmi (porlar olmadan)
Vo : Basilan tabletin ilk hacmi
K : Egimden hesaplanan sabit

| - Kesigim degeri

Bu esitlige gore, basinca karsilik gelen yogunluktaki degisimin orani, kiitle
icinde varolan porozite ile dogrudan iligkilidir. Heckel sabiti K’nin tersi cogunlukla
hesaplanarak beceri stresi ya da beceri basincini (Py-yield stress/pressure) ifade
etmek igin degerlendirilir. Beceri stresi plastik deformasyonun basladigi stres olarak
ifade edilir. Egimin en st kismindan elde edilen kesisim degeri, sikistirma
isleminden sonraki yogunlugun bir etkisi/yansimasidir. Kismen diisiik basingta
olusan K degeri, plastik deformasyonun baglangicinin belirtisidir. Bu nedenle K, bir
Mmateryalin sabiti olarak goriiliir. I sabiti, zzmbanin dolumu sirasindaki yogunlagma
ve partikiillerin baglanmadan onceki (kendi i¢inde) yeniden diizenlenmesiyle

iliskilidir. K ve beceri stresi Py arasindaki korelasyon su esitligi verir:
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I

Esitlik 1.11

Yiiksek bir Py degeri partikiillerin yeniden diizenlenmesinden dolay1 {iriinde
yiiksek bir hacim azalmasi oldugunu gosterir. I sabitinin plastik deformasyona sebep
olmas1 i¢in gereken ortalama {iriin basmcmnin tersine (K) esit olmasi gerektigi
gosterilmistir. Daha biiylik bir I degeri (diistik {iriin basinci), plastik deformasyonun
kismen daha diisiik bir basingta basladiginin géstergesidir, bu belirti materyalin daha
basilabilir oldugunu gosterir (Pharmaceutical Manufacturing Handbook: Production
and Processes, 2008, Physical Pharmacy 6h Ed, 2006).

1.11. Proniozomlarda Stabilite

Yapilan c¢aligmalarda stabilite c¢aligmalar1 hazirlanan proniozomlarin
buzdolabi sicakligi (2-8 °C), oda sicakligi (25°C, %60 bagil nem) ve yiiksek sicaklik
(45 +0,5 °C) gibi degisik sicaklik kosullarinda, sik1 kapali kaplarda bir aydan ii¢ aya
kadar saklanmasi sonucu tamamlanmistir. Etkin madde miktarindaki degisim,
vezikiil yapisindaki degisim, tozun goriintiisii gibi degisik oOzellikleri belirli
periyotlarda izlenmistir (Chandra ve ark., 2009, Gupparu ve ark., 2011, Kumar ve
Rai, 2011).

ICH kilavuzlary, ilaglar i¢in stabilite calismalarini, hizlandirilmis kosullarda
%75 bagil nemde ve 40°C’de, her iklim kusagi ve o kusaga ait kosullar altinda
yapilmasmi onermektedir. Uzun siireli stabilite ¢aligmalart i¢in kosullar, iklim
kusagi I ve II’de yer alan iilkeler i¢in 25°C / %60 bagil nem, iklim kusag: III ve
IVa’da yer alan iilkeler i¢in 30°C / %65 bagil nem ve iklim kusagi IVb’de yer alan
iilkeler icin 30°C / %75 bagil nemdir (Akhilesh ve ark., 2012, Jukanti ve ark., 2010,
Markens, 2009).
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1.12. Proniozomlarla Yapilmis Cahsma Ornekleri

Oral olarak kullanilmast i¢in selekoksib ile yapilan bir ¢alismada, sudaki
cOziiniirligi diisiik olan selekoksib, ardigik sprey metodu ile hazirlanan
proniozomlara yiiklenmistir. Proniozomlarda span 60, kolesterol ve disetil fosfat
sirastyla 1:1:0,1 molar oranlarda kullanilmistir. Etkin madde tutulma yiizdesi %95
civarinda bulunmustur. Hazirlanan proniozomlarm saf selekoksib toz ile
kiyaslandiginda ¢o6ziiniirligli 6nemli Olciide artirdigr bulunmustur. 200 mg tek
dozluk selekoksibin proniozom formiilasyonu ve klasik ticari selekoksib kapsiilii
biyoyararhilik ¢alismalar1 goniillii insan deneklerde gerceklestirilmistir. Elde edilen
sonuclar gostermistir ki proniozomal toz selekoksibin absorpsiyon miktarini klasik

kapsiile gore 6nemli 6lgiide artirmustir (Sekil 1.7 ve 1.8) (Nasr, 2010).

100+
- Selekoksib Proniozomlart

—a—Saf selekoksib

% Coziinen Selekoksib

1 1 1 1
0 50 100 150 200 250
Zaman (Dakika)

Sekil 1.7. Selekoksib proniozomlar1 ve saf selekoksibin ¢oziinme hiz1 grafigi (Nasr,
2010).
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300 -

800+

700+ —s— Proniozomal Kkapsiil
600 = Ticari kapsiil

500+

e
S & 8

Selekoksib plazma konsantrasyonu

Zaman (Saat)

Sekil 1.8. Insan deneklerde (n=6) 200 mg tek dozluk proniozomal formiilasyon ve
ticari kapsiil uygulamasindan sonra ortalama plazma konsantrasyonu-zaman egrisi
(£SS) (Nasr, 2010).

Chandra ve Sharma (2008), piroksikam etkin maddesine ait proniozom
formiilasyonunun, jel formiilasyonu halindeki ¢ikis deneylerini siganlarin karin
derisinde incelemigler, klasik jel formiilasyonuna gore madde ¢ikisinda daha fazla
gelisim gozlemislerdir. Olusan niozomlar vezikiil bliyiikligli ve etkin madde tutulma
yiizdesi agisindan degerlendirilmistir. Span 60’la hazirlanan vezikiiller hem daha
kiiciik hem de daha fazla etkin madde tutulumu sergilerken, span 80’le hazirlanan
vezikiiller en az etkin madde tutulumu sergilemislerdir. Lesitinin ilavesi daha fazla
etkin madde tutulumu saglamustir. Maksimum akis-35,61pg/cm®/s degeri, bir kontrol

jeliyle kiyaslandiginda 7,39 kez daha fazla akisa ulasildig1 gézlenmistir.

Chandra ve ark. (2009), en yiiksek etkin madde tutulumunu sergilemesi
yoniinden degisik ylizey aktif madde ve kolesterol oranlar1 kullanarak bir dizi
proniozom formiilasyonu hazirlamiglardir. Tutulan madde ylizdesi, tutulmayan
kismm diyaliz yontemiyle ayrilmasi ile hesaplanmistir. Mikroskopla inceleme, tiim
formiilasyonlardan elde edilen niozomlarmm benzer sekil ve partikiil boyutu

sergiledigini gostermistir. Niozomlardan hazirlanan 24 saat boyunca siirdiiriilen in
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vitro salim c¢aligmalari, uzatilmig bir salim sergilemistir. Stabilite ¢aligmalarinda
goriilmiistiir ki vezikiillerden en az 4°C’ de saklamada ve sirasiyla 25° ve 37°C’ de
saklamada ila¢ sizmtisi olmustur. In vitro ¢alisma sonuglarindan hareketle en iyi
tutulmay1 gosteren ve uygun salim sekli sergileyen formiilasyon in vivo olarak
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak niozomal indometazin formiilasyonu artan
biyoyararlililk ve wuzatilmig ilag salim profiliyle ilag tasiyict sistem olarak

kullanilmay1 vaat edebilir.

Mokhtar ve ark. (2008), antienflamatuvar bir etkin madde olan flurbiprofeni
proniozomlar i¢ine yikleyip jel ve ¢ozelti halinde viicuda uygulamay:
amacglamislardir. Calismada noniyonik yiizey etkin madde olarak span 80, span 60,
span 40 ve span 20 kullanilmistir. Sonug olarak etkin madde yilikleme etkinliginin
formiilasyondaki lipid miktarma, kolesterol miktarina, etkin madde miktarma ve
serbest etkin maddenin niozomal vezikiillerden ayrilmasinda kullanilan yonteme
bagli oldugunu saptamuslardir. Ayrica en stabil vezikiiller Kkolesterol miktari

formiilasyonun % 10’u oldugunda elde edilmistir.

Hu ve Rhodes (1999) yaptiklar1 ¢alismada sorbitolii tastyici olarak kullanarak
Span 60-kolesterol-disetil fosfat’in kloroform:etanol karisimi iginde ¢ozeltisi ile
kaplamiglar ve tasiyici maddenin ve proniozomal tozun yiizey morfolojisini tarayici
elektron mikroskobu ile incelemislerdir. Tastyic1 maddede keskin kenarli yapilar gibi
bircok diizensizlik oldugunu saptamislardir, proniozomal tozda ise bu
diizensizliklerin azaldigini1 ve yapmin daha piiriizsiiz hale geldigini saptamislardir
(Sekil 1.9). Ayrica tasiyict madde olan sorbitoliin yigin agisinin proniozomal tozdan
fazla oldugunu saptamislardir. Hatta proniozom yapisindaki sorbitol miktar1 iki
katina c¢ikarildiginda bile yigin acis1 degerinin sade haldeki sorbitolden daha az
oldugunu saptamislardir. Bu sonu¢ proniozomal tozun serbest haldeki tasiyici
maddeden daha iyi akig 6zelligine sahip oldugunu gostermektedir (Cizelge 1.4) (Hu
ve Rhodes, 1999).
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Sekil 1.9. Tasiyict madde ile proniozomal tozun ylizey morfolojilerinin tarayici
electron mikroskobu ile karsilastirilmasi (Hu ve Rhodes, 1999).

Cizelge 1.4. Tastyict madde olan sorbitol tozu ile proniozomal tozlarm yigin
acilarinin karsilastirilmast (2x: Iki kat sorbitol igeren proniozom) (Hu ve Rhodes,
1999)

Yigin Agis1 + S.S.*
Sorbitol 43,19 + 0,75
Proniozom 34,66 + 2,10
Proniozom (2x) 37,65 + 1,07

*: Standart Sapma

Elektron mikroskop bulgularina gore, proniozomlarm hidratasyonuyla elde
edilen niozomlar, klasik niozomlara gore daha tekdiize ve daha homojen oldugu
gbzlenmistir (Sekil 1.10). Proniozomlarin morfolojileri, partikiil biiyiikliikleri ve
partikiil biiytikligii dagilimlar1 ve in vitro mide ya da bagirsak sivisi igindeki etkin
madde (ibuprofen) salim performanslarmin en az klasik niozomlar kadar 1yi oldugu
saptanmistir; proniozomlar, ibuprofenin mide sivisinda salimini azaltirken bagirsak

stvisinda artrmistir (Sekil 1.11.) (Hu ve Rhodes, 1999).

(A) (B)

Sekil 1.10. A: Konvansiyonel niozomlarin, B: Proniozomlarin hidratasyonuyla elde
edilen niozomlarin optik mikroskop goriintiileri (Hu ve Rhodes, 1999)
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Sekil 1.11. (A) suni mide s1visinda ve (B) suni bagirsak sivisinda ibuprofenin salimi
(e: proniozomlarin dehidratasyonu ile olusturulan niozomlar; m: klasik niozomlar; ¢:
ibuprofen ¢ozeltisi) (Hu ve Rhodes, 1999).

Mokhtar ve Zidan (2010), flurbiprofen etkin maddesini igeren, bir seri yiizey
aktif madde (Span 20/40/60) ve kolesterol kullanilarak iiretilen proniozom jel
formiilasyonlarmi1 hazirlamislardir. Kararli durum transdermal akig (SSTF),
permeabilite katsayis1 (PC) ve tutulan etkin madde ylizdesini incelemislerdir.
Doymus yag bolgesindeki (hidrofobik) zincir uzunlugu permeabilite ve etkin madde
tutulumunu etkileyen en Onemli faktordiir. Ayrica, kisa hidrofobik zincir ve
minimum kolesterol igerigiyle permeasyonun en yiiksek oldugu ve etkin madde

tutulumunun en diisiik oldugu yap1 saglanmastir.

Solanki ve ark. (2008), aseklofenak etkin maddesini proniozomlar igine
yiiklemiglerdir. Formiilasyonda etkin maddenin lipit tabakasina orani, yiizey aktif
madde miktar1 ve hidratasyon hacmi se¢ilen degiskenler olmus ve bu degiskenler
ortalama partikiil ¢ap1 ve yliklenen etkin madde yiizdesine (sabitler) gore
degerlendirilmistir. Bir polinom esitligi hazirlayarak en uygun formiilasyonu

se¢cmisler ve bu formiilasyon iizerinde stabilite ¢aligmalar1 yapmiglardir.
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Solanki ve ark. (2007), yaptiklar1 calismada tasiyict madde olarak
maltodekstrin ve proniozom tozunun yilizey morfolojilerini incelemislerdir; tasiyici
partikiillerinin pordz yiizey yapisinin yiizey etkin madde ile efektif bir kaplama i¢in
uygun oldugunu ve daha biiyiik bir alan olusturdugunu belirtmislerdir. Soldan saga
artan miktarda kaplamanin (2. ve 3. resim) ise proniozomlarin yiizeyinin
diizglinliglini ve kaplamanin homojen dagilimini bozdugunu gozlemislerdir

(Sekill.12).

S T
Tasiyicr madde ¢

i

Sekil 1.12. Tasiyict maddenin ve proniozomlarin tarayict elektron mikroskop
gorintileri (Solanki ve ark., 2007)

Cizelge 1.5.te daha once yapilmis olan ¢alismalarin kisa bir 6zeti sunulmaktadir.
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Cizelge 1.5. Proniozomlarla yapilmis ¢aligma 6rnekleri (Aggarwal ve ark., 2012)

Etkin Madde Kategori Kullanilan Sonug
Maddeler
Flurbiprofen NSAIl Span (20, 40, 60, Kolesterolsiiz proniozomlarda

Levonorgesterol

Selekoksib

Piroksikam

Haloperidol

Ketorolak

Kaptopril

Ostradiol

Losartan
potasyum

Klorfeniramin

maleat

Tenoksikam

Alprenolol
hidroklorid

Anti kontraseptif

Siklooksijenaz
inhibitori

NSAIl

Noroleptik etkin
madde

NSAIl

Antihipertansif

Steroidler

Antihipertansif

Antihistamin

NSAII

Antihipertansif

80), mutlak etanol,
kolesterol

Span 40, kolesterol,
alkol, lesitin,

Spanlar, kolesterol,
lesitin, metanol,
etanol

Span 60, lesitin,
kolesterol, etanol

Yiizey aktif
maddeler, alkol,
kolesterol

Span 60, etanol,
kolesterol, lesitin
Yiizey aktif
maddeler, alkol,
kolesterol, lesitin,
Span, tween, lesitin,
kolesterol

Span (20,40,60,80),
tween(20,40,60),
kolesterol

Span 40, alkol,
kolesterol, lesitin

Tween 20, spanlar,
kolesterol, alkol

Maltodekstrin, yiizey

aktif maddeler,
kolesterol, alkol

etkin madde salim hiz1 daha
yiiksek bulunmustur.

Caligma gostermistir ki
levonorgesterol igerikli
proniozomal transdermal jeller
etkili kontrasepsiyon i¢in uygun
bulunmustur.

Selekoksibte biyoyararlanim
artisi

Lipit vezikiillerine gére Span 60
kaynakli lesitin vezikiilleri daha
fazla etkin madde tagimasi saglar
Tek bir yiizey aktif madde
kullanimi, birden ¢ok yiizey aktif
madde kullanimina goére
derinden emilimi
artirabilmektedir.

Vezikiiller igerisine yiiklenmis
etkin madde oram artmustir.
Kaptoprilde uzatilmig salim

Proniozomal formiilasronlardaki
yonik olmayan ylizey aktif
maddeler etkin maddenin
deriden emiliminde artisa
yardimc1 olmuslardir.

Etkin maddenin biyoyararlanimi
ve deriden emiliminde artig

Span 40 proniozomlari en uygun
stabilite, yiikleme etkinligi,
partikiil biiyiikliigii ve etkin
maddenin transdermal taginmasi
icin uygun ¢ikis kinetikleri
sergilemistir.

Lesitinsiz proniozomal jel en
yiiksek stabilite ve etkin madde
yiikleme etkinligi sergilemistir
Maltodekstrinin kullanimi etkin
maddenin salinimina yardimci
olmaktadir.
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1.13. Kandesartan Sileksetil

1.13.1. Kandesartan Sileksetilin Fizikokimyasal Ozellikleri

Beyazla kirli beyaz arasi degisen kristal yapida bir tozdur. Mevcut {i¢
polimorfu bulunmaktadir: stabil olan form I ve form II, stabil olmayan amorf formu.
Ticari olarak bulunan stabil olan formlI’dir. (Matsuna ve ark., 1999). Molekiil agirlig:
610,67 (g/mol)’diir. Pratik olarak suda ¢ozinmez [5x10® g/I, 0,0003 mg/ml
(Nekkanti ve ark., 2009)], metanolde zor ¢oziiniir (PDR 2007, Clarke’s Analysis of
Drugs and Poisons, Atacand Tablet Folder).

1.13.2. Kimyasal Yapis1 ve Kapah Formiilii

Kimyasal yapisi:(+)-1-(Siklohekziloksikarboniloksi)etil-2-etoksi-1-[[2’-(1H-tetrazol-
5-il)bifenil-4-il]metil]-1Hbenzimidazol-7-karboksilat

Kapali Formiilii: C33H34NgOg
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1.13.3. A¢ik Formiilii

NSy
CH,CH,0 —< J\(
N e
N—N H
HN/ /\N ) coo‘c::ocooO Kandesartan
CH, Sileksetil
)
RN '
Ester hidroliz balgeleri
| Ester hidrolizi
] “,J'_ GH3
S—o
M MN=M
’ \ Kandesartan
N NH

1.13.4. Farmakolojik Ozellikleri

Kandesartan sileksetil, yiiksek tansiyon ve konjestif kalp yetmezligi
tedavilerinde kullanilan peptid olmayan yapida anjiyotensin II tip-I (AT1) reseptor
antagonistidir (Neeharika ve ark., 2012). Oral kullanima uygun bir 6n ilagtir. Gastro-
intestinal kanaldan emilimi sirasinda ester hidrolizi sonucu hizla, aktif formu olan

kandesartana doniistir. (PDR, 2007).

Kandesartan, ATI1 reseptorlerine selektif olarak siki baglanan ve yavas

ayrilan, bir anjiyotensin II reseptor antagonistidir. Agonist aktivitesi yoktur.
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Hipertansiyon ve kalp yetmezliginde endikedir. Piyasa preparatlarinda tiyazid grubu
diiiretiklerle kombine halde bulunabilir. Piyasa preparatlar1 4 mg, 8 mg, 16 mg ve 32
mg’lik tabletler halindedir.

1.13.5. Farmakokinetik Ozellikleri

Oral yolla kandesartan sileksetil uygulamasmi takiben, kandesartana ait
mutlak biyoyararlilik %15 olarak tespit edilmistir. Plazma yar1 omrii 9 saattir.
Plazmada proteinlere %99°dan daha fazla baglanir. Kan hiicrelerine baglanmaz.
Dagilma hacmi 0,13 L/kg’dir. Kandesartan esas olarak idrar ve safra yoluyla
degismeden atilir, cok kiiciik bir kismi karacigerde metabolize edildikten (CYP2C9
ile) sonra atilir. Kanda maksimum konsantrasyona (Cpax) ulasma stiresi (Tmax) 3 ila 4

saat arasimdadir.

Karacigerde O-deetilasyon ile mindr hepatik metabolizmaya maruz kalarak
inaktif metabolitine doniisiir. Kandesartanin serum konsantrasyonu-zaman egrisi
altindaki alan (AUC) gida alimindan belirgin olarak etkilenmez. Yiiksek yag
icerigine sahip besinler kandesartan sileksetil uygulamasindan sonra kandesartan

biyoyararhiligini etkilemez.

Kandesartan esas olarak idrar ve safra yoluyla degismeden atilir, ¢ok kiiciik
bir kismi karacigerde metabolize edildikten sonra atilir. Kandesartanin toplam
plazma klerensi yaklasik 0.37 ml/dak/kg, renal klerensi ise yaklasik 0.19
ml/dak/kg'dir. Kandesartanin renal eliminasyonu, hem glomeriilar filtrasyon hem de
aktif tiibiiler sekresyon ile gergeklesir. C14 isaretli kandesartan sileksetilin oral
uygulanmasindan sonra dozun yaklasik %26’s1 idrarla kandesartan olarak, %7’si
inaktif metabolit olarak, yaklasik %56’s1 da feceste kandesartan olarak ve % 10’u

inaktif metabolit olarak atilir.
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1.13.6. Tanima ve Miktar Tayini Yontemleri

Ultraviyole Spektrum: Sulu asitte (0,2 M H,SO,) 246-281 nm; etanolde 251 nm;
sulu baz ortamda (0,5 M NaOH) 251 nm (Clarke’s Analysis of Drugs and Poisons
5th Ed.).

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi: Serumda ya da idrarda kandesartanin

teshis alt smir1 2 pg/L, kandesartan sileksetilin 10 pg/L’dir (Clarke’s Analysis of
Drugs and Poisons 5th Ed.).

-Kandesartan sileksetilin kare dalgali adsorblayict voltametrik tayini (Siislii ve ark.,

2009).

- Siv1 kromatografisi ve sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi (Mehta ve ark.,
2009).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Aletler ve Kimyasal Maddeler

2.1.1. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Cam malzemeler

C8 ters faz HPLC kolonu

(250mm x 4,6 mm x S5pum)

Coziinme hizi cihazi

Dagilma testi cihazi

Taramal1 elektron mikroskobu

Hassas terazi

Iklim dolab1

Kumpas

Liyofilizator

Manyetik karistiric

Membran filtre (Seliiloz asetat, 0,45 pum)
Mikropipetler (10-100 pl ve 100-1000 pl)
Mikropipet uglar1 (10-100 ul ve 100-1000 pl)

Mikroskop

[ldam (Tiirkiye)

Phenomenex Luna C8 (ABD)

Sotax AT7 SMART (isvicre)
Aymes (Tirkiye)

FEI Quanta 400 FEG (ABD)
Sartorius BL 210 S (Almanya)
Niive ID 501 (Tiirkiye)
Inoxyd (Almanya)

Christ Gamma 2-16 LSC (Almanya)
Heidolph (Almanya)

Sartorius (Almanya)

Rainin (ABD)

LP Italiana Spa (italya)

Leica DM 4000B (Almanya)



Monsanto sertlik tayin aleti
Paket Programlar
pH-metre

Plastik enjektor
Rotavapor

Santrifiij cihazi

Su aritma sistemi
Ultrasantriflij cihazi
Ultrasantrifiyj tiipii
Ultrasonik banyo

UV Spektrofotometre

Vorteks

Yiiksek basingli stvi kromotografisi (HPLC)

Zeta potansiyel ve partikiil biiyiik[iigii 6l¢iim

cihazi
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Pennwalt Stokes (ABD)

SPSS 9,0 (ABD); Kinetika (ABD)
Mettler Toledo S-20 K (Isvigre)
Ayset (Tiirkiye)

BUCHI R200 (Almanya)
Hettich-Mikro 12-24 (Almanya)
Milipor Mili-Q Gradient A10 (ABD)
Beckman Optima XL-100K (Almanya)
Beckman (Almanya)

Ultrasonic LC 30 (Almanya)
Schimadzu Mini 1240 (Japonya)
Heidolph reax-top (Almanya)
Agilent 1100 series (Almanya)

Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments

(Ingiltere)



2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit

Asetonitril (HPLC grade)
Cinko stilfat

Disetil fosfat (DCP)
Disodyum hidrojen fosfat
Formik asit (% 98-100)
Granulac 70

Granulac 200

Granulac 230

Heparin

Hidroklorik asit (% 37a/h)
Hidroksipropil metilseliiloz
Irbesartan

Kandesartan

Kandesartan sileksetil
Kloroform (HPLC grade- LiChrosolv)
Kolesterol

Kollidon CL

Magnezyum siilfat

Maltodekstrin
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Riedel de Haen (Almanya)
Merck (Almanya)
Kimetsan (Tiirkiye)
Sigma (ABD)

Fluka (Almanya)

Riedel de Haen (Almanya)
Meggle (Almanya)
Meggle (Almanya)
Meggle (Almanya)

Sigma (ABD)

Merck (Almanya)

Sigma, ABD

Sigma (ABD)

Dr.Reddy’s (Hindistan)
Dr.Reddy’s (Hindistan)
Merck (Almanya)

Sigma (Japonya)

Basf (Almanya)

Merck (Almanya)

Aldrich (ABD)



Metanol (HPLC grade)
Mikrokristal seliiloz
Monobazik potasyum fosfat
Potasyum dihidrojen fosfat
Sodyum asetat

Sodyum hidroksit

Sodyum kloriir

Sorbitol

Span 60

Stearilamin

Tersiyer biitil metil eter

Kandesartan sileksetil ticari tabletleri (8 mg)

Tween 20

Tween 80
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Merck (Almanya)

FMC (Belgika)
Sigma-Aldrich(Almanya)
Merck (Almanya)

Merck (Almanya)

Riedel de Haen (Almanya)
Carlo Erba (Italya)
BioShop (Kanada, Burlington)
Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Merck (Almanya)

Lot No: Nach092015
Merck (Almanya)

Merck (Almanya)
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2.2. Yontem

2.2.1. Kandesartan Sileksetilin UV Spektrumunun Belirlenmesi

Kandesartan sileksetilin miktar tayinlerinde kullanilacak olan standart dogru
denkleminin olusturulmasi i¢in UV spektrumu alinmistir. Bunun i¢in 25 mg
kandesartan sileksetil 50 ml metanol i¢cinde coziilerek stok c¢ozeltisi hazirlanmistir;
bu stok ¢ozeltiden almman numunelerin, miktar tayininde ve ¢oziinme testlerinde
kullanilacak olan farkli ortamlarla seyreltildikten sonra UV spektrofotometresinde
200-400 nm arasinda spektrumlar1 alinmig ve maksimum absorbans gosterdikleri

dalga boylar1 (Ymax) saptanmustir.

2.2.1.1. Kandesartan Sileksetilin UV Spektrofotomerik Yontemle Standart

Dogrularimin Hazirlanmasi

Metanol i¢inde kandesartan sileksetilin 25 mg/50ml’lik stok ¢ozeltisinden
alinan farkli miktardaki numuneler, miktar tayini i¢in metanol ile ve ¢ézlinme testi
icin asagida belirtilen ¢6ziinme ortamlar1 ile 10’ar ml’ye seyreltilerek, her bir ortam
icin bir seri artan konsantrasyonda etkin madde iceren ¢ozelti elde edilmistir. Bu
coOzeltilerin absorbans degerleri, Boliim 2.2.1°de anlatildigi sekilde belirlenen ymax
dalga boylarinda okunmustur. Elde edilen absorbans verileri ile konsantrasyona
bagl olacak sekilde SPSS(IBM® SPSS® Statistics Version 20) paket programmda
lineer regresyon denklemleri olusturulmustur. Determinasyon katsayisi en yiiksek ve
artik kareler ortalamas: en diisiik olan seriye ait dogru denklemi ¢6ziinme hizi

caligmalarinda kullanilmak {izere se¢ilmistir (n=3).
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2.2.1.2. Coziinme Hizx Testlerinde Kullanilan Ortamlar

pH 1,2 suni mide sivis1
%0,2 a/h Tween 80 igeren pH 1,2 suni mide s1visi
pH 4,5 asetat tamponu
%0,2 a/h Tween 80 igeren pH 4,5 asetat tamponu
pH 6,8 fosfat tamponu
%0,2 a/h Tween 80 igeren pH 6,8 fosfat tamponu

N o g s~ w Dh e

%0,35 Tween 20 iceren pH 6,5 fosfat tamponu

pH 1,2 Enzimsiz Suni Mide Sivis1 (USP 30-NF 25)

Hidroklorik asit, derisik ...........coooviiriiiii e, 7 mL
Sodyum KIOTir. . ..o 29
Distile SU......oovviiiii y.m............ 1000 mL
Hazirlanisi:

Sodyum kloriir, balonjojede derisik hidroklorik asit ¢ozeltisinde ¢oziiliir ve distile su

ile I L’ye tamamlanir.

% 0,2 a/h Tween 80 i¢eren pH 1,2 Enzimsiz Suni Mide Sivis1 (USP 30-NF 25)

Hidroklorik asit, derisik ..............coooiiii i, 7 mL
Sodyum KIOrlir. ..o 29
TWeen 80. ... 29
DiStile SU...ouiniiiiie YM...ooo.. 1000 mL

Hazirlanisi:
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Sodyum kloriir derisik hidroklorik asit ¢ozeltisinde ¢oziiliir; Tween 80 eklenir ve

distile su ile 1 L’ye tamamlanir.

pH 4,5 Asetat tamponu (USP 30-NF 25)

Sodyum asetat (NaC;H302.3H20).....c.ooviviiiiiiiieene 2,99 g
Asetik asit (2N CH3COOH)...........coviiiiiiiiiiiee 14 mL
Distile SU.......c.oovviiiiii YoM............ 1000 mL
Hazirlanisi:

Sodyum asetat ve asetik asit distile su ile 1 L’ye tamamlanr.

% 0,2 a/h Tween 80 iceren pH 4,5 Asetat tamponu (USP 30-NF 25)

Sodyum asetat (NaC,;H302.3H20).....covvinviiiiiiiene 2,99 g
Asetik asit (2N CH3COOH)...........coovviiiiiiiiiiiee 14 mL
TWEEN B0 ...ttt e 29
DIiStile SU...vvntieiieeiee e y.m... 1000 mL
Hazirlanisi:

Sodyum asetat ve asetik asit lizerine Tween 80 eklenir ve distile su ile 1 L’ye

tamamlanir.

pH 6,8 Enzimsiz Suni Barsak Sivis1 (USP 30-NF 25)
I. Monobazik potasyum fosfat (KH,PO,) ¢ozeltisi............ 250 mL

IT 0,2 N Sodyum hidroksit(NaOH) ¢ozeltisi..................... 77 mL
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Distile SU.....c.oeiriiiiiii e y.m........ 1000 mL
I. 6,8 g monobazik potasyum fosfat 250 mL distile suda ¢oziiliir.

[1. 8g sodyum hidroksit 1000 mL distile suda ¢oziiliir.

Hazirlanist:

250 mL I. ¢ozelti izerine 77 mL II. ¢ozelti eklenir . 0,2 N hidroklorik asit veya 0,2 N

sodyum hidroksit ile pH 6,8’e ayarlanir ve distile su ile 1 L’ye tamamlanur.

% 0,2 a/h Tween 80 iceren pH 6,8 Enzimsiz Suni Barsak Sivis1 (USP 30-NF 25)

I. Monobazik potasyum fosfat (KH,PO,) ¢ozeltisi............ 250 mL
IT 0,2 N Sodyum hidroksit(NaOH) ¢ozeltisi..................... 77 mL
TWeen 80.....ooniiii i e 29

Distile SU......ooviiiiii y.m.......... 1000 mL

I. 6,8 g monobazik potasyum fosfat 250 mL distile suda ¢oziiliir.

II. 8g sodyum hidroksit 1000 mL distile suda ¢oziiliir.

Hazirlanisi:

250 mL I. ¢ozelti lizerine 77 mL II. ¢bzelti eklenir ve 2g Tween 80 eklenir. 0,2 N
hidroklorik asit veya 0,2 N sodyum hidroksit ile pH 6,8’¢ ayarlanir ve distile su ile 1

L’ye tamamlanur.
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%0,35 a/h Tween 20 iceren pH 6,5 Fosfat tamponu (FDA Dissolution Methods
Database, USP 30-NF 25)

I. Monobazik potasyum fosfat (KH2PO,) ¢ozeltisi............... 250 mL
IT 0,2 N Sodyum hidroksit(NaOH) ¢ozeltisi........................ 75 mL
TWeEen 20 . . oo, 359

Distile SU....ooitii i y.M........... 1000 mL

I. 6,8 g monobazik potasyum fosfat 250 mL distile suda ¢oziliir.

I1. 8g sodyum hidroksit 1000 mL distile suda ¢oziiliir.

Hazirlanisi:

250 mL 1. ¢ozelti lizerine 75 mL II. ¢ozelti ve 3,5g Tween 20 eklenir. 0,2 N
hidroklorik asit veya 0,2 N sodyum hidroksit ile pH 6,5’¢ ayarlanir ve distile su ile 1

L’ye tamamlanir.

2.2.1.3. Kandesartanin Plazmadaki Miktar Tayinini Yapmak Amaciyla Yiiksek

Basinch Sivi Kromatografisi ile Standart Dogrusunun Hazirlanmasi

In vivo galismalarda plazmada etkin madde miktar tayini i¢in yiiksek basingl
stvi kromatografisi (HPLC) kullanilmustir. Oncelikle kandesartanin ve internal
standart olan irbesartanin metanol ic¢indeki stok ¢6zeltileri kullanilarak, HPLC’de
mobil faz oranlari, akis hizi, enjeksiyon hacmi gibi parametreler degistirilmistir ve
iki maddeye ait piklerin ¢akismadigi en uygun HPLC parametreleri belirlenmistir.
Segilen yontemde mobil faz olarak sirasiyla 26:26:48 (h/h) oranlarinda
asetonitril:metanol:tampon bilesimi segilmistir. Kullanilan tampon, pH’s1 3 olan 10
mM KH3PO, tamponudur. Mobil faz akis hizi1 1 ml/dak, enjeksiyon hacmi 35 pl,
sicaklik 35°C olarak ayarlanmistir. Kullanilan kolon phenomenex C8 kodlu HPLC

kolonudur.
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Kandesartanin metanol igindeki bir seri farkli konsantrasyonda g¢ozeltisi
hazirlanarak asagida verilen akis semasina gore kalibrasyonu yapilmistir. Ayni islem
i¢ farkli stok c¢ozelti lizerinde tekrarlanmistir.  Bilinen kandesartan
konsantrasyonlarina (x) karsi elde edilen kandesartan/irbesartan alan orani (y)

degerleri grafige gecirilerek standart dogru denklemi hazirlanmaistir.

Akis Semasi

100pl plazma

+
50 pl 2pg/ml Irbesartan’ i metanoldeki ¢ozeltisi (i¢ standart)
+
50ul metanol i¢inde farkli konsantrasyonlarda kandesartan ¢6zeltisi
+
100ul Asetonitril:Metanol (3:1)

+

0,1 mg ZnSO,4
+

0,1 mg MgSOq4
l

10 dakika vorteks

l
15 dakika 15000 rpm’de santrifiij

l

Ust fazin almip HPLC viallerine konmas1

!
HPLC analizi

pH 3, 10 mM Fosfat Tamponunun hazirlanisi

Monobazik potasyum fosfat (KH2POg4)....c.ovvivivviiiini, 1,36 ¢
Distile Su ..o.vveiiii /28 11 PO 1000 mL
Hazirlanisi:

1,36 g potasyum fosfat 1000 mL suda ¢oziiliir. 0,2 N HCl ile uygun pH’ya getirilir.
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2.2.1.4. Farkh Ortamlardaki Standart Dogrularin Analitik Validasyonu ve
Istatistiksel Verileri

ICH Q2 (R1)’de analitik yontemin validasyonunda, hangi kategorilerde hangi
parametrelerin valide edilecegi Cizelge 2.1’de verilmektedir. Burada teshis testleri,
bir ornekteki analiti tanimay1 saglamak icin tasarlanir. Normalde bir Ornege ait
herhangi bir 6zelligi (6rn; spektrum, kromatografik ozellikler, kimyasal aktivite vs.)
bir referans ile karsilastirma sonucu elde edilir. Impiiriteler icin yapilacak testler
nicel ya da limit(sinir) testi olabilir. Her iki test de drnekteki impiiriteyi dogru olarak
yansitir sekilde tasarlanmistir. Farkl 6zellikteki gecerlilik karakterleri limit testinden
cok nicel testler i¢in gerekmektedir. Analiz yontemleri ise verilen 6rnekteki mevcut
analiti 6lgmek icin tasarlanmistir. Analiz etkin maddeye ait verilen numunede var
olan énemli icerikleri nicel 6l¢iim seklinde sergilemektedir. ilag seklinde de benzer
gecerlilik karakterlerinin 6zellikleri uygulanabilir olmalidir (etkin madde ya da

secilen diger maddeler i¢in).

Cizelge 2.1. Analitik validasyon parametreleri [ICH Q2(R1)]

Analitik basarim Teshis Saflik analizi Analiz
gostergeler Miktar Tayini Sinir Testleri

Dogruluk ve Geri| - + - +
Elde

Kesinlik

Tekrarlanabilirlik - + - +
Tekraryapilabilirlik | - + - +
Ozgiilliik + + + +
Tayin sinir1 - - + -
Niceleme siir1 - - - -
Dogrusallik - - - +
Aralik - - - +

2.2.1.4.1. Dogruluk ve Geri Elde

Bunun i¢in her bir ortamda 3 farkli konsantrasyonda numune ¢ozeltileri

hazirlanmig ve her birinden 6 kez 6lglim yapilmstir. Standart dogru denklemlerinden
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hesaplanan konsantrasyon degerlerinden hareketle % geri elde degerleri
bulunmustur. Sonuglar % geri elde degerlerinin ortalamasi, standart sapmast ve %

bagil standart sapmasi seklinde verilmistir.

2.2.1.4.2. Kesinlik

Bir analitik islemde kesinlik, belirlenen sartlar altinda ayni homojen
numunenin birden fazla sayidaki analizinden elde edilen dl¢limlerin yakinligini ifade
eder. Kesinlik 3 baslik altinda incelenmektedir: Tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve

tekrar elde edilebilirlik.

Tekrarlanabilirlik, ayni kosullar altinda ve kisa bir zaman araliginda yontemin
kesinligini gostermek i¢in yapilir. Ayni analist tarafindan yiiksek, orta ve diisiik
konsantrasyondan etkin maddeye ait ¢ozeltiler hazirlanarak bu ¢6zeltilerden 6 okuma
yapilmis ve kalibrasyon denkleminde yerine konarak konsantrasyonlar hesaplanmis

ve yiizde bagil sapma (% BS) degerleri bulunmustur.

Tekrar elde edilebilirlik, farkli cihaz, farkli giin, farkli analist ile yapilan
degisiklikler sonucu yontemin kesinligini tanimlamak i¢in yapilir. Etkin maddenin
miktar tayininde kullanilmak i¢in yapilan kalibrasyonlarda farkli giinlerdeki ara
kesinligin tayini i¢in analist tarafindan yliksek, orta ve diisiik konsantrasyonda
¢ozeltiler hazirlanarak spektrofotometrede 3 giin ardi ardina 6’sar okuma yapilmustir.
Okunan degerler standart dogru denkleminde yerine konularak konsantrasyonlar ve

elde edilen sonuglara ait % BS degerleri hesaplanmustir.

Farkli analistlere ait ara kesinligin tayininde ise UV-spektrofotometresinde
farkli ortamlarda 0,015 mg/ml teorik konsantrasyonundan hareketle c¢ozeltiler
hazirlanarak 6’sar okuma yapilmig ve elde edilen absorbanslar standart dogru
denkleminde yerine konularak konsantrasyonlar ve bunlara ait % BS degerleri

hesaplanmuigtir.



55

2.2.1.4.3. Teshis ve Tayin Alt Smiri

Herbir ortam igin 1ii¢ paralel kalibrasyonun en diisik degerindeki
absorbanslarindan standart sapma degerleri hesaplanmig ve bu degerlerin ortalamast,
secilen kalibrasyon dogrusunun egimine bolinmiistiir. Bu deger 3,3 ile ¢arpilarak

teshis sinir1 (LOD), 10 ile ¢arpilarak da tayin smir1 (LOQ) belirlenmistir.

2.2.2. Proniozom Formiilasyonlarimn Hazirlanmas1 ve Kritik Tslem

Parametrelerinin Belirlenmesi

Formiilasyonlarin iiretiminde bulama¢ yontemi kullanilmistir. Bu yOnteme
gore hesaplanan miktarlarda kandesartan sileksetil, span 60, kolesterol ve disetil
fosfat (DCP) tartilarak yuvarlak dipli cam bir balona alinmig, 10 ml kloroform
eklenmis ve sonikasyon islemine tabi tutulmustur. Sonikasyon isleminden sonra elde
edilen ¢Ozelti lizerine tasiyici olarak tartilip hazirlanan sorbitol (partikiil biiytikligii:
0,25-0,50 mm) ilave edilmis ve bulamag halindeki karisimdan ¢6ziiciiniin ¢ekilmesi
icin balon, 10 dakika siireyle rotavaporda buharlastirma islemine tabi tutulmustur.
Islem kosullar1 ve formiilasyon degiskenleri Cizelge 2.2°de verilmistir.  Siire
sonunda elde edilen kuru toz proniozomlar, artik solvanin ugurulmasi i¢in bir gece
boyunca liyofilizatdrde bekletilmis ve kiitle iyice kurutulmustur. Elde edilen {iriin
sik1 kapali kaplara almarak desikatorde, oda sicakliginda muhafaza edilmis ve
formiilasyonun karakterizasyonu amaciyla asagidaki bagliklar altinda verilen
kontrollere tabi tutulmustur. Yapilan ilk {iretim sonrasi ilk varyasyon tasiyict
materyalin ilizerinde olmustur. Aynm kiitledeki ve ayni partikiil boyutu araliginda
maltodekstrin ile islem kosullar1 degistirilmeden iiretim yapilmistir. Ayrica farklh
partikiil bityiikligii ortalamasina sahip Granulac® tiirleri ile de niozom olusturulmas:
incelenmistir. Bu ve bundan sonra yapilan her iiretimden elde edilen kiitle, ayni
saklama kosulu ve kontrollere tabi tutulmustur. Tasiyict performansi
degerlendirildikten sonraki degisim donii hizinda yapilmistir. Bu adimi sicaklik ve

sonrasinda yiik verici ajanlarin formiilasyon tizerindeki etkileri izlemistir. .



Kullanilan tastyicilar: Sorbitol, maltodekstrin, Granulac® 200, 230 ve 70
Dénii hizi (rpm): 30 rpm, 60 rpm, 90 rpm
Sicaklik: 30°C, 60°C, 90°C

Yiik verici ajan: DCP, stearilamin ve yiiksiiz formiilasyon
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Cizelge 2.2. Formiilasyona ve isleme ait degiskenler

Formiilasyon F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Kodu

Formiilasyon
Bilesenleri
Kandesartan sileksetil 69,61mg | 69,61mg | 69,61mg | 69,61mg | 69,61mg | 69,61mg | 69,61 mg | 69,61 mg
Kolesterol 44,23mg 44,23mg 44,23mg 44,23mg 44,23mg 44,23mg 44,23mg | 44,23 mg
Span 60 49,28mg 49,28mg 49,28mg 49,28mg 49,28mg 49,28mg 49,28mg 49,28mg
DCP 6,49 mg 6,49 mg 6,49 mg 6,49 mg 6,49 mg 6,49 mg - -
Stearilamin - - - - - - - 3,23 mg
Kloroform 10,00 ml 10,00 ml 10,00 ml 10,00 ml 10,00 ml 10,00 ml 10,00 ml 10,00 mi
Sorbitol 2,00 g - - - - - - -
Maltodekstrin - 2,009 2,009 2,00 g 2,00 g 2,00 g 2,00 g 2,00 g
Isleme Ait Degiskenler
Rpm 60 60 30 90 60 60 60 60
Sicaklik 45 °C 45 °C 45 °C 45 °C 30°C 60°C 60°C 60°C
Siire 10 dak 10 dak 10 dak 10 dak 10 dak 10 dak 10 dak 10 dak

LS
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2.2.3. Hazirlanan Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Kontroller

2.2.3.1. Formiilasyonlarda Uriin Verimi Tayini

Formiilasyonda yer alan toplam kat1 miktarindan, ve final {iriin olarak elde

edilen proniozomal tozdan hareketle % tiriin verimi hesaplanmustir (Esitlik 2.1.)

% Uriin Verimi = (A / B) x 100 (Esitlik 2.1)
A : Elde edilen kiitlenin miktar1 (mg)
B : Formiilasyondaki toplam kat1 miktari (mg)

2.2.3.2. Proniozomlardan Hazirlanan Niozomlarda Etkin Madde Yiikleme

Etkinliginin Hesaplanmasi

Tiim formiilasyonlardan elde edilen proniozomal tozun 1g’1, 60°C’deki distile
su ile 10 mL’ye tamamlanip hidrate edilmistir ve 2 dakika vorteks islemi ve takiben
45.000 rpm’de 4°C’de 1 saat slireyle ultrasantrifiij islemi uygulanmistir.
Ultrasantriflij islemi sonrasinda, santrifiij tiipiinde stteki berrak kisim (siipernatan)
niozomal vezikiillerin i¢ine yiiklenemeyen serbest etkin maddeyi igermektedir; alt
kisimdaki ¢okelek (presipitat) ise etkin madde yiiklenmis olan niozomal vezikiilleri
icermektedir. Ust kisimdaki siipernatan, bir mikropipet yardimiyla presipitattan
ayrilarak miktar1 not edilmistir. Analiz i¢cin elde edilen siipernatan kisimdan farkl
deney tiiplerine, 1’er ml alimmistir ve tizerlerine 4’er ml metanol eklenmistir (n=3).
Maltodekstrin metanolde ¢oziinmedigi ve ¢oktiigii icin hazirlanan ¢ozelti 0,45 pm
seliiloz asetat filtrelerden siiziildiikten sonra UV - spektrofotometrede metanol
ortaminda tespit edilen dalga boyunda okunmustur. Bulunan absorbans
degerlerinden, etkin maddenin metanol ortamindaki standart dogru denklemi
kullanilarak konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Sonuglar, yiizde etkin madde yiikleme

etkinligi (% EE) seklinde verilmistir.
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Yiiklenen Etkin Madde Miktari .iqe
%% EE= ——nen B : X 100 (Esitlik 2.2)
Teorik Etkin Madde Miktari

2.2.3.3. Proniozomlardan Elde Edilen Niozomlarda Partikiil Biiyiikliigii Tayini

Dinamik 1s1k sa¢ilimi (DLS) prensibi ile 6l¢iim yapan zetasizer cihazi
kullanilarak, niozomal siispansiyonlarda partikiill biiylikligii dagilimi  ve
polidispersite indeksi tayini yapilmistir. Analizler 25°C’de He-Ne lazer (633 nm) ile
175°1ik sagilim agis1 kullanilarak yapilmistir.

Olgiimii yapilacak olan niozom dispersiyonu, 100 mg proniozomun tartilip,
bir ependorf tiip i¢inde 60°C sicaklikta 1 mL su ile 2 dakika vorteks islemi
maruziyeti sonrasinda tasiyicinin ¢Oziilmesi saglandiktan sonra 50 uL’sinin oda
sicakligindaki 4 ml distile su ile seyreltilmesi seklinde hazirlanmistir. Bu
dispersiyon, Whatman no.42 filtre kagidindan siiziildiikten sonra Glgiim hiicresine

almmis ve her bir numune i¢in 6 okuma yapilmistir.

2.2.3.4. Proniozomlardan Elde Edilen Niozomlarda Zeta Potansiyeli Analizi

Niozom formiilasyonlarinda zeta potansiyel tayini yapmak amaciyla PALS
(Phase Analysis Light Scattering) teknigi ile Olgiim yapan Zetasizer cihazi
kullanilmigtir.  Olglimii yapilacak olan niozom dispersiyonu, Bolim 2.2.3.3’te

anlatildig1 sekilde hazirlanmis ve her bir numune i¢in 6 okuma yapilmaistir.

2.2.3.5. Proniozomlardan Elde Edilen Niozomlarin Optik Mikroskop ile

incelenmesi

Proniozomlardan olusturulan niozom dispersiyonu mikropipet yardimiyla lam
iizerine damlatilmis ve, lam iizerinde yayma islemi yapilmistir. Sonra iizerlerine

lamel kapatilmistir ve ¢esitli biiyiitme derecelerinde (10x, 40x, 100x) elde edilen
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niozomal vezikiillerin optik mikroskop goriintiileri incelenmistir. 100x biiylitmede

gorilintiiyli netlestirmek amaciyla immersiyon yagi kullanilmustir.

2.2.3.6. Proniozomlarda Coéziinme Hiz1 Cahismalar:

Coziinme hiz1 ¢aligmasi igin kandesartan sileksetilin piyasa preparatmna ait,
FDA’de verilen yontem segilmistir. Coziinme hizi testinde 8 mg kandesartan
sileksetil icerecek sekilde hesaplanan miktarda proniozom kiitlesi kullanilmustir
(FDA, Dissolution Methods). Buna gore 900 ml, %0,35 Tween 20 igeren 0,05M, pH
6,5 fosfat tamponunda, 50 rpm’de ve 37°C sicaklikta, palet yontemi (USP cihaz II)
ile yapilan ¢oziinme testi 4 saat siirdiiriilmiis, belirlenen zaman noktalarinda (10., 30.,
60., 120. ve 240. dakikalar) ortamdan 5’er ml numune alinmig ve yerine ayni
miktarda taze ¢oziinme ortami ilave edilmistir. Alinan Ornekler, ¢ozelti icinde
disperse olan niozom vezikiillerinin ¢oktiiriilmesi amaciyla 1 saat 45000 rpm donii
hizinda, 4°C’de ultrasantrifiij islemine tabi tutulmustur. Islem sonras santrifiij tiipii
iizerinden (niozomlar ¢oktiiriildikten sonra) 3 ml ¢ozelti almmis, UV-
spektrofotometrede okuma yapilmistir. Elde edilen absorbans degerleri secilen
ortama ait standart dogru denkleminde yerine konarak c¢oziinen madde miktari
bulunmustur. Her bir zaman noktasi i¢in etkin maddenin salinan miktari, % ¢ikan

madde miktar1 olarak hesaplanmuistir.

2.2.4. Sonu¢ Formiilasyonun Secilmesi ve Tablet Formiilasyonunun

Gelistirilmesi

Farkli islem parametreleri ve formiilasyon degiskenleri kullanilarak
hazirlanan formiillerde (F1-F8) etkin madde yiikleme yiizdesi, zeta potansiyeli,
partikiil boyutu ve dagilimi, ¢6zlinme hizi sonuglar1 gdzoniinde bulundurularak

secilen formiilasyon F7 kodlu formiilasyon olmustur.
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Bu formiilden stabilite ve tablet basimi islemi igin yeteri kadar kiitle elde
etmek tlizere seriler tretilmistir. Bu seriler birlestirildikten sonra miktar tayini, zeta
potansiyeli, partikiil biiyiikliigii incelemesi, etkin madde yiikleme yiizdesi, ¢oziinme

hiz1 ve optik mikroskop incelemeleri yapilmistir. Bu formiil FS olarak kodlanmustur.

Sonu¢ formiilasyondan tablet basilmasi i¢in bir takim 6n ¢aligmalar
yapilmistir. Basim ¢aligsmalar1 ve basim islemi el presiyle manuel olarak ve 10 mm
capta tablet zimbasi kullanilarak gerceklestirilmistir. On formiilasyon hazirlik
asamasinda basilabilirlik ¢alismalari, sertlik, dagilma ve ayrica basima etki eden toz
ozelliklerini degerlendirmek amaciyla akis hizi, yigin agist ve konsolidasyon

ozellikleri degerlendirilmistir.

2.2.4.1. Konsolidasyon Ozellikleri Tayini

Konsolidasyon ozellikleri degerlendirilecek toz kiitlesi, 10 ml’lik darasi
almmis bir meziire, 10 ml hacminde doldurularak agirligi saptanmis ve kiime
dansitesi (KD) hesaplanmistir. Meziir 2,5 cm yiikseklikten tahta bir zemin istiine
disiirme hareketiyle belli sayilardaki vuruslardan (5, 10, 20, 30, 50, 75, 100, 125,
200, 300, 500) sonra toz hacmine bakilarak hacimdeki azalmalar not edilmistir. Bu
islem kiitlenin hacmi degismeyinceye kadar siirdiiriilmiistiir. Buradan elde edilen
sikistirilmis hacimden hareketle sikistirilmis dansite (SD) hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglardan bagil dansite degisimi (A) belirlenmistir (Esitlik 2.4.) :

_ SD-KD
T sD

A (Esitlik 2.3)

Vuruglarin dogal logaritmasma karsilik bagil dansite degisiminin dogal

logaritmasi grafige gecirilerek lineer regresyon hesaplamasi yapilmistir.

Ayrica, deney sonrasinda ulasilan sonu¢ hacimden hareketle sikistirilmig

dansite hesaplanmis ve Hausner indeksleri (HI) tayin edilmistir (Esitlik 2.4).
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Hi= SD/KD (Esitlik 2.4)

2.2.4.2. Y1gin Acis1 Tayini

Yigin acis1 calismasinda Avrupa Farmakopesi 6’da belirtilen yontem
kullanilmistir. Burada belirtilen yonteme gore ucu zeminden 2,5 cm yukarda olan
kesik uglu bir huniye doldurulan 30 ml proniozom kiitlesi, diiz ve titresimsiz zemine
diizglin bir koni olusturacak sekilde bosaltilmistir. Olusan koninin yiiksekligi ve
farkli noktalardan 3 kez alinan g¢apin ortalamasi Ol¢lilmiistiir. Bu islem bes defa

tekrarlanmis ve Boliim 1.7.1.3.te verilen Esitlik1.1. ile yigin agis1 hesaplanmustir.

2.2.4.3. Akis Hiz

Akis hizi caligmasinda kiitle az oldugu i¢in farmakope yontemi
kullanilamamisg, bu yontem modifiye edilmistir. 10 g proniozom kiitlesi kesik uglu
huniye doldurulmus, zaman tutularak huninin i¢indeki tozun akig siiresi
belirlenmistir. Bu islem bes defa tekrarlanmis ve elde edilen sonuglarin ortalamasi

alinmustir.

Akan toz kiitlesinin agirhigi(g)

Akis Hiz1 =

(Esitlik 2.5)

Tozun akmasi i¢in gecen zaman(sn)

2.2.5. Tablet Formiilasyonunun Gelistirilmesi

Bu c¢aligmalar swrasinda Oncelikle herhangi bir yardimci madde
kullanilmaksizin,  iretilmis proniozom kiitlesinde kayrp olmamast igin
maltodekstrinle basim yapilmistir. Buradan elde edilen verilerden hareketle
proniozom kiitlesine ge¢is yapilmis, ancak kaplama sonucu toz o6zelliklerindeki
degisim nedeniyle proniozomlarda farkli basing kullanilarak tablet formu

olusturulmustur. Baslangicta tablet sertliginin yaklasik olarak 7-8 kg olmasi icin
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basimda  kullanilacak  basing  secilmistir.  Tabletlerin ~ dagilma  siireleri
degerlendirilerek, miimkiin olan en kisa silirede proniozomlar halinde dagilmasini
saglamak amaciyla dagitici ajanlar tablet formiilasyonuna eklenmistir. Tabletlerde
yer alacak proniozom miktar1 8 mg etkin maddeye karsilik gelecek sekilde

belirlenmistir. Nihai tablet formiilasyonu Cizelge 2.3’te gdsterilmistir.

Cizelge 2.3. Hazirlanan tablet formiilasyonu ve bilensenlerin miktarlar

Tablet Formiilasyon Bilesenleri Miktar (mg) % ala
Proniozom Formiilasyonu
Proniozom kiitlesi Kandesartan Sileksetil 69,61 mg
(8 mg Kandesartan Span 60 49,28 mg 241 mg 76,99
Sileksetile Esdeger) Kolesterol 44,23 mg
Maltodekstrin 2000 mg
Kollidon-CL 24 mg 7,67
Avicel PH 101 48 mg 15,34
Bir Tablet Kiitlesi 313 mg 100

2.2.5.1. Basilabilirlik

Basilabilirlik ¢alismasi, ayr1 ayr1 maltodekstrin, proniozom kiitlesi ve Cizelge
2.3.te verilen tablet formiilasyonu iizerinde yapilmistir. Basilabilirlik c¢aligmasi
sirasinda Bolim 1.10°da verilen Heckel esitliginden yararlanilmistir. Her bir
materyalden, etkin madde miktarindan bagimsiz olarak, ayni kiitle tizerindeki basing
etkisini gérebilmek adina, teorik olarak hesaplanan basilacak tablet kiitlesi kadar toz
tartilmig ve farkl basinglarda basim islemi yapilmistir (Cizelge 2.4). Her bir basingta
sertlik, ¢ap ve kalinlik degerlendirilmistir. Bu islem her bir materyal i¢in 3 kez

tekrarlanmustir.
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Cizelge 2.4. Basilabilirlik caligmasinda etkisi incelenen faktorler

Kullamilan Materyaller e Maltodekstrin

e Proniozom

e Tablet i¢in hazirlanan proniozom

kiitlesi

Basinclar (MPa) o 43,33

e 86,65

o 17331

e 259,96

o 346,62

o 433,27

e 51992
Degerlendirilen Kriterler e (Cap (mm)

e Kalinlik (mm)

o Sertlik (kg)

2.2.6. Proniozom Tozlardan Basilan Tabletlerde Yapilan Kontroller

Proniozom igeren tabletler iiretildikten sonra dagilma, sertlik, ¢ap-kalinlik,
¢oziinme hizi, zeta potansiyeli, PDI, partikiil biiyiikliigii, optik mikroskopla

goriintiileme analizlerine tabi tutulmustur.

2.2.6.1. Sertlik, Cap-Kalnhk

Sertlik Ol¢limii i¢gin monsanto aleti kullanilmistir. Cap ve kalinlik

Ol¢iimlerinde kumpas kullanilmistir.

2.2.6.2. Dagilma Siiresi Tayini

Dagilma siiresinin incelenmesi i¢in Avrupa Farmakopesi 6’da belirtilen
yontem kullanilmistir. Bu yonteme goére 900 ml, 37°C’deki dagilma ortaminda

calistirilan farmakopede belirtilen, 6 adet hiicreden olusan cihaza, tabletler atilarak
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dagilma siireleri hesaplanmistir. Yontemden hareketle 900 ml distile su olarak

secilen ortamda 3 adet tablet kullanilarak dagilma siireleri tespit edilmistir.

2.2.6.3. Tabletlerden Elde Edilen Niozomlarda Zeta Potansiyeli, Partikiil
Biiyiikliigii Tayini

100 mg proniozom igeren tablet kiitlesine 60°C distile su i¢inde iki dakika
vorteks islemi uygulandiktan sonra elde edilen niozomlarda Bolim 2.2.3.3 ve

2.2.3.4’te anlatildig1 sekilde zeta potansiyeli ve partikiil bliylikligii tayini yapilmistir.

2.2.6.4. Tabletlerden Elde Edilen Niozomlarin Optik Mikroskopla incelenmesi

100 mg proniozom igeren tablet kiitlesine 60°C distile su i¢cinde iki dakika
vorteks islemi uygulandiktan sonra elde edilen niozomlarda Bolim 2.2.3.5°te

anlatildig1 gibi yapilmastir.

2.2.6.5. Tabletlerde Coziinme Hiz1i Calismasi

Tabletlerde ¢6ziinme hiz1 testi, Boliim 2.2.3.6°da anlatildig1 gibi yapilmistir.
Proniozomlardan hazirlanan tabletlerin ¢6ziinme performansini ticari tabletler ve saf
etkin madde ile kiyaslamak amaciyla, Bolim 2.2.1.2°de verilen farkli ¢dziinme
ortamlarinda ¢dziinme hizi tayini yapilmistir. Elde edilen ¢dzlinme verileri sifir
derece, birinci derece, Hixson-Crowel kiipkok kanunu, Weibull dagilimi ve Higuchi

esitligi gibi matematiksel modellere uygulanmastir.

2.2.7. Sonu¢ Formiilasyonda Morfolojinin Incelenmesi

Uretilen final formiilasyona ait proniozomlarin, final formiilasyon

kullanilarak basilan tabletlerin kirilmas: ile elde edilen parcalarmm ve kaplama
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yapilmamis tasiyici partikiillerinin yiizey yapilari, taramali elektron mikroskobisi
(SEM) ile incelenmistir. SEM analizi i¢in ¢ift tarafli yapiskan karbon bir bant
aliminyum silindir {izerine yapistirildiktan sonra diger ylizeyine numuneler
yerlestirilmistir. Bu numuneler piiskiirtiicii bir baglhk yardimiyla altin ve paladyum
ile kaplanmistir. Yiiksek vakum altinda, 30 keV enerjide elektron tarama yontemiyle

numunelerin yiizeyleri gériintiilenmistir.

2.2.8. Stabilite Calismalar:

Gerekli hesaplamalar yapilarak proniozomlar toz halinde ve tabletler halinde
agz1 siki kapali kaplara alinmis, 25°C+2 ve % 60+5 bagil nem ortammda (ICH
Q2(R1), USP 30, EMEA) tutularak alt1 ay siire ile stabilite testi uygulanmistir.
Karistirma isleminden sonra tozlar iizerinde yapilan kontroller yenilenmistir.
Baslangig, 3. ve 6. aylarda alinan mununeler lizerinde proniozomlar i¢in Boliim
2.2.3’te verilen, tabletler i¢cin ise Boliim 2.2.6°da verilen kontroller uygulanmustir.
Coziinme testi i¢cin sadece FDA’de verilen ¢Oziinme ortaminda ¢oziinme testleri

yuriitilmiigtir.

2.2.9. Formiilasyonlarin Oral Yolla Veriliste Biyoyararlahklarmmn Incelenmesi

Formiilasyonlarin in vivo etkinliginin deney hayvanlarinda incelenebilmesi
icin Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan uygunluk
alinmustir (Tarih: 27.04.2011; Karar no: 2011-111-416). Hazirlanan proniozomlardan
kandesartan sileksetilin oral biyoyararlanimini degerlendirmek amaciyla yapilacak
deneyde her birinde 9’ar hayvan olan deney gruplar1 asagidaki sekilde

olusturulmustur:

Grup 1: Etkin maddenin sulu siispansiyonunun oral yolla verilisi (kontrol grubu)

Grup 2: Etkin madde igeren proniozom siispansiyonunun oral yolla verilisi
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Grup 3: Etkin maddenin ticari tabletlerinin toz edilerek hazirlanmis siispansiyonunun

oral yolla verilisi

Calismada Sprague-Dawley tiirii erkek sicanlar kullanilmistir.  Sicanlarin
bakimlar1 fakiiltemiz hayvan evinde (07:00-19:00 saatleri aras1 aydinlik 19:00-07:00
saatleri arasi karanlik, oda sicakliginda 25+1°C) standart kafeslerde yapilmistir.
Biitiin siganlar pellet seklinde hazirlanmis standart bir diyetle beslenmistir. Sican
agirlhiklar1 280-340 g arasi degisim gostermistir. Sicanlara deneyden 6nceki 12 saat

stire boyunca yem verilmezken su ad libitum olarak verilmistir.

Hayvanlarin agirliklarma gére 10 mg/kg dozda kandesartan sileksetil i¢erecek
sekilde etkin madde, proniozom ve kirilarak toz haline getirilen tabletlerin %0,45
(a/h) hidroksipropil metil selilloz ¢ozeltisi i¢inde siispansiyonlar1 hazirlanmis ve
hayvanlara gastrik gavaj yontemi ile verilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda
(0.25, 0.5, 1,2,4,6,8,10 ve 24. saat) hayvanlarm kuyruklarina kesi yapilarak mikro
ependorf tiiplere yaklasik olarak 300 pl kan, 7 tiinite heparin igeren ve iginde
heparinize kilcal boru bulunan tiiplere alinarak 15000 rpm’de 5 dak santrifiij edilip
ayrilan plazmadan 100 pl alinmistir. Hayvanlara 6. saatin sonunda tekrar yem
verilmistir. Alman plazmalar -80°C’de muhafaza edilmistir. Numuneler HPLC
yontemi ile belirlenen yontemle ekstrakte edilmistir. Secilen yontem in akis semasi

asagida verilmektedir.
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Akis Semast:

100ul plazma
+

50 pl 2pg/ml Irbesartan’in metanoldeki ¢ozeltisi (i¢ standart)
+

50ul Metanol
+

100ul Asetonitril:Metanol (3:1)
+

0,1 mg ZnSO,4
+

0,1 mg MgSO,

!
10 dakika vorteks

l
5 dakika 15000 rpm’de santrifiij

l

Ust fazin almip HPLC viallerine konmasi

!
HPLC analizi

HPLC ¢alismasi i¢in seg¢ilen yontemde mobil faz asetonitril:metanol:tampon
(26:26:48) olarak segilmistir. Kullanilan tampon, pH’s1 3 olan 10 mM KH,PO,
tamponudur. Mobil faz akis hiz1 1 ml/dak, enjeksiyon hacmi 35 pl, sicaklik 35°C
olarak ayarlanmistir.  Olgiilen plazma konsantrasyonlar1 i¢in paralel sonuglar
arasinda atilmasi gereken degerler olup olmadigini bulmak i¢in Dixon-Massey testi

uygulanmistir (Hinchen, 1969). Bunun i¢in kullanilan esitlik asagida verilmistir.

ry = -t (Esitlik 2.6.)

Xn : Siiphelenilen deger
Xn1  :Siiphelenilen degere en yakin deger

X2 :Siiphelenilen degere en uzak ikinci deger
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Plazma konsantrasyon degerlerinden hareketle farmakokinetik parametreler
kompartiman modelinden bagimsiz analiz ile (Thermo Kinetika ver. 5.0, Thermo

Fisher Scientific, USA) hesaplanmustir.

Uygulanan her bir formiilasyon i¢in kandesartanin kanda ulastigi maksimum
konsantrasyon (Cmax) degerleri ve bu konsantrasyona ulagsmak i¢in gegen siireler
(Tmax) dogrudan plazma konsantrasyonu-zaman egrileri itizerinde tespit edilmistir.
Kandesartanin plazma konsantrasyonu-zaman egrisinin altinda kalan alan
(AUC_,24) log lineer trapezoidal yontem ile hesaplanmistir. Lz etkin maddenin
plazmadan genel ¢ikisini gostermektedir, biitiin atillm ve metabolizma yollarmni
kapsamaktadir. Plazmadaki etkin madde konsantrasyonunun zamana karsi ¢izilen
logaritmik grafiginde absorbsiyondan sonraki fazin egimi genel uzaklasma hiz

sabitini (Lz) vermektedir.

Elde edilen parametrelerin istatistiksel karsilastirmast SPSS programinda t testi

ve tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmustir.

Ayni yoldan uygulanan formiilasyonlar1 karsilastirmak amaciyla Esitlik 2.6

kullanilarak % bagil biyoyararlanim (%BB) degerleri hesaplanmaistir.

%BB = w x100
AUCref (Esitlik 2.7)
% BB :% Bagil Biyoyararlanim
AUC test : Proniozomlarin deney hayvanlarina verilisi neticesinde elde edilen
AUC degeri.
AUC ref : Saf etkin maddenin ve ticari tabletlerin deney hayvanlarina verilisi

neticesinde elde edilen AUC degeri,
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3. BULGULAR

3.1. Kandesartan Sileksetilin UV Spektrumunun Belirlenmesi

Boliim 2.2.1.°de anlatildigr gibi farkli ¢6ziinme ortamlar1 ve metanolde etkin
maddeden elde edilen UV spektrumlart Sekil 3.1-Sekil 3.2’de ve maksimum

absorbansin elde edildigi dalga boylar1 (Amax) Cizelge 3.1°de goriilmektedir.

1.0}

0800

Ahsorhans
o
[=.}
o
[=]

0.400
a
b ———
- & - a . DIUDD. L 1 a |
D TA | 1m04 2000 200.0 240.0 2R0.0 320.0
Braligs B fmmj Dalga Boyu
1.000 1000
0800 0300
D600 0600
]
L)
q %
t 2 0.400
_Equm * 04007
=
0200 02000 4
C
0000 .
0.000 . ; ;
2000 2200 2400 2600 2500 3000 000 2200 2400 2600 2300 3000
Dalga Bovu

D[alza Bovo
Sekil 3.1. Kandesartan sileksetilin metanol (a), %0,35 (a/h) Tween 20 igeren pH 6,5

fosfat tamponu (b), pH 1,2 suni mide sivisi (¢), %0,2 Tween 80 igeren pH 1,2 suni
mide sivisi (d) ortamlarindaki UV spektrumu
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Sekil 3.2. Kandesartan sileksetilin pH 4,5 asetat tamponu (e), %0,2 Tween 80
iceren pH 4,5 asetat tamponu (f), pH 6,8 fosfat tamponu (g), %0,2 Tween 80 igeren
pH 6,8 fosfat tamponunda(h) UV spektrumu
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Cizelge 3.1. Kandesartan sileksetilin farli ortamlarda maksimum absorban verdigi
dalga boylar1.

Ortam Amax (NM)

Metanol 254,0
%0,35 Tween 20 iceren pH 6,5 fosfat tamponu 258,5
pH 1,2 suni mide s1vis1 248,0
%0,2 Tween 80 iceren pH 1,2 suni mide stvist 255,0
pH 4,5 asetat tamponu 256,5
%0,2 Tween 80 iceren pH 4,5 asetat tamponu 258,0
pH 6,8 fosfat tamponu 256,5
%0,2 Tween 80 iceren pH 6,8 fosfat tamponu 259,0

3.1.1. Kandesartan Sileksetilin UV Spektrofotomerik Yontemle Standart

Dogrularinin Hazirlanmasi

Etkin maddenin Bolim 2.2.1.1.°de anlatildig1 iizere yapilan 6l¢iimlerden
sonra olusturulan standart dogrular ise Sekil 3.3. — Sekil 3.10.’da verilmistir. Standart
dogru denklemlerinin olusturulmasina yonelik istatistiksel sonucglar ise Cizelge

3.2°de yer almaktadir.

1,0 -
09 -
08 -
0,7 -

_‘if; 0,6 -

g 0,5 -

204 -
03 -
02 -
01 -
0,0 . . . . . . .

0,000 0,005 0010 0015 0020 0025 0030 0,035

Konsantrasyon (mg/ml)

A=29,79C +0,0115
R?=0,9999

Sekil 3.3. Metanolde kandesartan sileksetilin standart dogrusu
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1,0 -
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0,6 -
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0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035

Konsantrasyon (mg/ml)

Absorbans

A =28,45C+ 0,009
R*=0,9997

Sekil 3.4. 90,35 Tween 20 igeren pH 6,5 fosfat tamponunda kandesartan sileksetilin
standart dogrusu

o
(o]
1
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o
(o)}
1
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>
1

A=31,81C+0,050
R*=0,9959

e
N
1

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

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.5. pH 1,2 suni mide sivisinda kandesartan sileksetilin standart dogrusu
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Sekil 3.6. %0,2 Tween 80 igeren pH 1,2 suni mide sivisinda kandesartan sileksetilin
standart dogrusu
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1 1 1 1 1 ]
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e o e
= N W
1 1 1
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o

Sekil 3.7. pH 4,5 asetat tamponunda kandesartan sileksetilin standart dogrusu
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Sekil 3.8. %0,2 Tween 80 iceren pH 4,5 asetat tamponunda Kandesartan Sileksetilin
standart dogrusu

1,2 -

Absorbans

A=32,86C - 0,026
R*=0,9988

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

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.9. pH 6,8 fosfat tamponunda Kandesartan Sileksetilin standart dogrusu
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Absorbans
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Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.10. %0,2 Tween 80 igeren pH 6,8 fosfat tamponunda Kandesartan
Sileksetilin standart dogrusu



Cizelge 3.2. Farkli ortamlarda kandesartan sileksetilin ve plazmada kandesartanin miktar tayinine ait standart dogru denklemlerinin

istatistiksel verileri
%00,35 %00,2 Tween
Metanol Tween 20 80 %0,2 Tween 9%0,2 Tween
etano pH 1,2 suni pH 4,5 asetat | 80 iceren pH | pH 6,8 fosfat | 80 iceren pH Plazma
ortami iceren pH mide s1visi iceren pH tamponu 4.5 asetat tamponu 6,8 fosfat ortami
6,5 fosfat 1,2 suni tamponu tamponu
tamponu mide s1visi
Dogrusallik 0,0025- 0,0025- 0,0025- 0,0025- ) 0,0025- 0,0025- 0,0025- i
0,0300 0,0300 0,0300 00300 | P002500300 | 6300 0,0300 00300 | 19001833
ve Arahgi mg/ml mg/ml ma/ml ma/ml g mg/ml mg/ml mg/ml g
Egim 29,79 28,45 31,81 28,55 29,01 28,29 32,86 30,69 29,08x10™
Alt Sinir: Alt Sinir: Alt Sinir: Alt Sinir: Alt Sinir: Alt Sinir: Alt Sinir: Alt Sinir: Alt Sinir:
Egimin % 95 ) 29,41 27,93 29,46 27,51 26,69 27,74 31,55 29,83 27,44x10*
Giiven Arah@ Ust Sinir: Ust Sinir: Ust Sinir: Ust Sinir: Ust Sinir: Ust Sinur: Ust Sinir: Ust Sinir: Ust Sinir:
30,17 28,96 34,15 29,59 31,34 28,85 34,18 31,55 30,34x10™
Egimin
Onemlilik Degeri 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*
()
Kesisim (n) 11,45x10° 90,33x10™ 49,29x10° 10,68x10° 67,01x10° -30,53x10" | -25,67x10° | 11,52x10™ 30,90x10™
Kesisimin % 95
Giiven Arahg *0,005/0,018 | *0,000/0,018 | *0,007/0,092 -0,008/0,029 *0,025/0,109 -0,010/0,009 *-0,049/-0,002 | -0,019/0,015 -0,143/ 0,136
(n)
Determinasyon 0,9999 0,9997 0,9959 0,9990 0,9952 0,9996 0,9988 0,9992 0,9960
Katsayis1 (r‘)
* : p<0.05 ise sonug nemlidir

**

'n %95 gliven araligy sifir1 icermedigi taktirde sonug énemlidir.

LL
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3.1.2. Kandesartanin Plazmadaki Miktar Tayinini Yapmak Amaciyla HPLC

ile Spektrumunun Elde Edilmesi ve Standart Dogrusunun Hazirlanmasi

Kandesartanin mobil fazda (26:26:48, metanol:asetonitril:tampon) ile miktar
tayininde belirlenen kosullar Cizelge 3.3’te, bu kosullara géore HPLC’de elde edilen
kandesartanin pikini gosteren spektrum Sekil 3.10’da verilmistir. HPLC’de yapilan
Olgtimler sonucu elde edilen kandesartanin kalibrasyonuna ait veriler Cizelge 3.4’te,
bu verilere ait standart dogru Sekil 3.12°de ve istatistiksel verileri Cizelge 3.2°de

goriilmektedir.

Cizelge 3.3. Kandesartanin mobil fazdaki HPLC ile tayininde belirlenen kosullar

Cihaz Agilent Series 110
Kolon Phenomenex C8
Akis hizi 1 ml/dk
Enjeksiyon Hacmi 35ul
Dalga Boyu 252 nm
Mobil Faz Metanol:Asetonitril:pH 3 mM fosfat tamponu
Kandesartamn Alikonma Zamam 12,5 dak
Irbesartamin Alilkonma Zamani 16,1 dak
o] Kandesartan

Irbesartan

Sekil 3.11. Kandesartanin plazma ortaminda belirtilen kosullarda elde edilen HPLC
kromatogrami
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Cizelge 3.4. Kandesartanin standart dogrusuna ait HPLC analizinden elde edilen
konsantrasyon ve alan oranlar1 verileri

Konsantrasyon Alan
(x10%, ng/ml)  oranlan

1 83,33 0,205
2 166,7 0,431
3 250 0,773
4 333,3 0,979
5 500 1,656
6 666,7 1,839
7 1000 2,773
8 1333 3,840
9 1666 4,926

Alan oranlarni
w
1

A =0,0029C-0,0031
r?=0,9960

O T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Konsanrasyon (ng/ml)

Sekil 3.12. Kandesartanin HPLC analizinden elde edilen standart dogrusu
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3.1.3. Farkh Ortamlardaki Standart Dogrularin Analitik Validasyonu ve

istatistiksel Verileri

3.1.3.1. Dogruluk ve Geri Elde

Kandesartan

Sileksetilin

metanol

A%~

segilen ¢Oziinme

ortamlarinda,

Kandesartanin plazma ortamlarindaki miktar tayini yonteminin dogruluk ve geri elde

caligmas1 Bolim 2.2.1.4.1°de belirtildigi sekilde tayin edilmistir. Kandesartan

sileksetilin ve kandesartanin belirtilen ortamlarda yapilan miktar tayini yonteminin

analitik validasyonundan elde edilen dogruluk ve geri elde sonuglar1 Cizelge 3.5 -

Cizelge 3.13’te verilmistir.

Cizelge 3.5. Metanolde kandesartan sileksetilin dogruluk ve geri elde testine ait

veriler
1. konsantrasyon 2. Konsantrasyon 3. Konsantrasyon
(0,005 mg/mL) (0,015 mg/mL) (0,025 mg/mL)
Abs.* | C** % Geri Abs. C % Geri Abs. C % Geri
mg/mL | Elde mg/mL | Elde mg/mL | Elde
0,164 | 0,0051 | 102,4 0,454 | 0,0148 | 99,03 0,753 | 0,0249 | 99,57
0,158 | 0,0049 | 98,36 0,452 | 0,0147 | 98,59 0,755 |0,0249 | 99,84
0,161 | 0,0050 | 100,4 0,456 | 0,0149 | 99,48 0,754 |0,0249 | 99,70
0,161 | 0,0050 | 100,4 0,457 | 0,0149 | 99,71 0,76 0,0251 | 100,5
0,159 | 0,0050 | 99,03 0,456 | 0,0149 | 99,48 0,757 | 0,0250 | 100,1
0,161 | 0,0050 | 100,4 0,454 | 0,0148 | 99,03 0,758 | 0,0250 | 100,2
Ortalama 100,2 Ortalama 99,22 Ortalama 99,99
SS *** 1,387 | SS 0,411 SS 0,354
%BSS **** 1,384 | %BSS 0,414 %BSS 0,354

* :Absorbans

**  :Konsantrasyon

*k*x

:Standart sapma

**** :Bagil standart sapma
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Cizelge 3.6. %0,35 Tween 20 iceren pH 6,5 fosfat tamponunda kandesartan
sileksetilin dogruluk ve geri elde testine ait veriler

1. konsantrasyon
(0,005 mg/mL)

2. Konsantrasyon
(0,02 mg/mL)

3. Konsantrasyon
(0,03 mg/mL)

Abs. | C % Geri Abs. | C % Geri Abs. C % Geri
mg/mL | Elde mg/mL | Elde mg/mL | Elde

0,154 | 0,0051 |101,9 0,578 | 0,020 99,94 0,879 | 0,031 101,9
0,151 | 0,0050 99,77 0,576 | 0,0199 | 99,59 0,883 | 0,031 102,3
0,153 | 0,0051 |101,2 0,578 | 0,020 99,94 0,882 | 0,031 102,2
0,152 | 0,005 100,5 0,575 | 0,0199 | 99,42 0,884 | 0,031 102,5
0,151 | 0,0050 99,77 0,574 | 0,0198 | 99,24 0,886 | 0,031 102,7
0,15 | 0,0050 99,06 0,576 | 0,0199 | 99,59 0,885 | 0,031 102,6
Ortalama 100,4 Ortalama 99,62 Ortalama 102,4
SS 1,034 | SS 0,281 |SS 0,291
%BSS 1,031 | %BSS 0,282 | %BSS 0,284

Cizelge 3.7. pH 1,2 enzimsiz suni mide sivisinda kandesartan sileksetilin dogruluk

ve geri elde testine ait veriler

1. Konsnatrasyon 2. Konsantasyon 3. Konsantrasyon
(0,005 mg/ml) (0,015 mg/ml) (0,025 mg/ml)
Abs. [ C %Geri Abs. | C % Geri Abs. | C % Geri
(mg/mL) | Elde (mg/ml) | Elde (mg/ml) | Elde
0,180 | 0,410 82,06 0,442 | 0,123 82,27 0,787 | 0,232 92,75
0,184 | 0,423 84,57 0,446 | 0,125 83,11 0,789 | 0,233 93,00
0,185 | 0,426 85,20 0,448 | 0,125 83,53 0,793 | 0,234 93,50
0,189 | 0,439 87,71 0,449 | 0,126 83,73 0,797 | 0,235 94,00
0,192 | 0,448 89,60 0,451 | 0,126 84,15 0,799 | 0,236 94,26
0,195 | 0,457 91,49 0,454 | 0,127 84,78 0,802 | 0,237 94,63
Ortalama 86,77 Ortalama 83,59 Ortalama 93,69
SS 3,484 SS 0,866 SS 0,737
BSS (%) 4,015 BSS (%) 1,036 BSS (%) 0,786
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Cizelge 3.8. %0,2 Tween 80 iceren pH 1,2 enzimsiz suni mide sivisinda kandesartan
sileksetilin dogruluk ve geri elde testine ait veriler

1. Konsnatrasyon (0,005

2. Konsantasyon (0,015

3. Konsantrasyon (0,025

mg/ml) mg/ml) mg/ml)
Abs. | C(mg/ml) | % Geri | Abs. | C(mg/ml) | % Geri | Abs. | C (mg/ml) | % Geri
Elde Elde Elde

0,137 | 0,442 88,47 0,412 | 0,141 93,70 0,696 | 0,24 96,01
0,138 | 0,446 89,17 0,415 | 0,142 94,40 0,699 | 0,241 96,43
0,141 | 0,456 91,28 0,417 | 0,142 94,87 0,702 | 0,242 96,85
0,143 | 0,463 92,68 0,418 | 0,143 95,11 0,703 | 0,242 96,99
0,144 | 0,467 93,38 0,421 | 0,144 95,81 0,706 | 0,244 97,41
0,145 | 0,47 94,08 0,421 | 0,144 95,81 0,708 | 0,244 97,69
Ortalama 91,51 Ortalama 94,95 Ortalama 96,90
SS 2,288 SS 0,818 | SS 0,618
BSS (%) 2,500 BSS (%) 0,861 | BSS (%) 0,638

Cizelge 3.9. pH 4,5 asetat tamponunda kandesartan sileksetilin dogruluk ve geri elde

testine ait veriler

1. Konsnhatrasyon

2. Konsantasyon

3. Konsantrasyon

(0,005 mg/ml) (0,015 mg/ml) (0,025 mg/ml)
Abs. | C Geri Elde | Abs. | C %Geri Abs. | C % Geri
(mg/ml) | (%) (mg/ml) | Elde (mg/ml) | Elde

0,203 | 0,469 93,75 0,481 | 0,143 95,13 0,776 | 0,244 97,75
0,205 | 0,475 95,13 0,483 | 0,143 95,59 0,776 | 0,244 97,75
0,207 | 0,482 96,51 0,487 | 0,145 96,51 0,775 | 0,244 97,61
0,204 | 0,472 94,44 0,488 | 0,145 96,74 0,778 | 0,245 98,03
0,208 | 0,486 97,20 0,486 | 0,144 96,28 0,781 | 0,246 98,43
0,207 | 0,483 96,51 0,488 | 0,145 96,78 0,783 | 0,247 98,71
Ortalama 95,59 Ortalama 96,16 Ortalama 98,05
SS 1,356 SS 0,662 SS 0,440
BSS (%) 1,418 BSS (%) 0,688 BSS (%) 0,448
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Cizelge 3.10. %0,2 Tween 80 iceren pH 4,5 asetat tamponunda kandesartan
sileksetilin dogruluk ve geri elde testine ait veriler

1. Konsnatrasyon

2. Konsantasyon

3. Konsantrasyon

(0,005 mg/ml) (0,015 mg/ml) (0,025 mg/ml)
Abs. | C(mg/ml) | % Geri | Abs. | C (mg/ml) | % Geri Abs. | C (mg/ml) | % Geri
Elde Elde Elde
0,140 | 0,494 98,75 0,427 | 0,151 100,5 0,708 | 0,250 100,1
0,139 | 0,490 98,05 0,429 | 0,152 101,0 0,707 | 0,250 99,91
0,141 | 0,497 99,46 0,429 | 0,152 101,0 0,707 | 0,250 99,91
0,140 | 0,494 98,75 0,429 | 0,152 101,0 0,708 | 0,250 100,1
0,141 | 0,497 99,46 0,430 | 0,152 101,3 0,710 | 0,251 100,3
0,138 | 0,487 97,34 0,432 | 0,153 101,7 0,711 | 0,251 100,5
Ortalama 98,64 Ortalama 101,1 Ortalama 100,1
SS 0,826 SS 0,385 | SS 0,232
BSS (%) 0,838 BSS (%) 0,381 | BSS (%) 0,232

Cizelge 3.11. pH 6,8 fosfat tamponunda kandesartan sileksetilin dogruluk ve geri
elde testine ait veriler

1. Konsnhatrasyon

2. Konsantasyon

3. Konsantrasyon

(0,005 mg/ml) (0,015 mg/ml) (0,025 mg/ml)
Abs. | C (mg/ml) | % Geri | Abs. | C (mg/ml) | % Geri Abs. | C (mg/ml) | % Geri
Elde Elde Elde
0,140 | 0,494 98,75 0,427 | 0,151 100,5 0,708 | 0,250 100,1
0,139 | 0,490 98,05 0,429 | 0,152 101,0 0,707 | 0,250 99,91
0,141 | 0,497 99,46 0,429 | 0,152 101,0 0,707 | 0,250 99,91
0,140 | 0,494 98,75 0,429 | 0,152 101,0 0,708 | 0,250 100,1
0,141 | 0,497 99,46 0,430 | 0,152 101,3 0,710 | 0,251 100,3
0,138 | 0,487 97,34 0,432 | 0,153 101,7 0,711 | 0,251 100,5
Ortalama 98,64 Ortalama 101,1 Ortalama 100,1
SS 0,826 SS 0,385 | SS 0,232
BSS (%) 0,838 BSS (%) 0,381 | BSS (%) 0,232
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Cizelge 3.12. 9%0,2 Tween 80 iceren pH 6,8 fosfat tamponunda kandesartan
sileksetilin dogruluk ve geri elde testine ait veriler

1. Konsnatrasyon

2. Konsantasyon

3. Konsantrasyon

(0,005 mg/ml) (0,015 mg/ml) (0,025 mg/ml)
Abs. | C (mg/ml) | Geri Elde | Abs. | C (mg/ml) | Geri Elde | Abs. | C (mg/ml) | Geri
Elde
0,155 | 0,501 100,2 0,468 | 0,152 101,4 0,764 | 0,249 99,41
0,154 | 0,498 99,56 0,467 | 0,152 101,2 0,763 | 0,248 99,28
0,153 | 0,495 98,91 0,467 | 0,152 101,2 0,764 | 0,249 99,41
0,153 | 0,495 98,91 0,465 | 0,151 100,7 0,766 | 0,249 99,67
0,154 | 0,498 99,56 0,467 | 0,152 101,2 0,763 | 0,248 99,28
0,153 | 0,495 98,91 0,466 | 0,151 101,0 0,764 | 0,249 99,41
Ortalama 99,35 Ortalama 101,1 Ortalama 99,41
SS 0,532 SS 0,224 | SS 0,143
BSS (%) 0,536 BSS (%) 0,222 | BSS (%) 0,144
Cizelge 3.13. Kandesartanin plazmada yapilan miktar tayininin analitik
validasyonundan elde edilen dogruluk ve geri elde sonuglari
1. Konsantrasyon 2. Konsantrasyon 3. Konsantrasyon
(166,6 ng/ml) (500 ng/ml) (1333,3 ng/ml)
Alan | C % Geri Alan C % Geri Alan C (ng/ml) | % Geri
(ng/ml) | Elde (ng/ml) | Elde Elde
9,600 | 138,4 83,09 31,400 | 456,0 91,20 83,600 | 1254 94,09
8,500 | 120,2 72,16 32,100 | 484,4 96,89 82,800 | 1232 92,38
8,200 | 117,0 70,20 30,800 | 477,3 95,47 84,100 | 1337 100,3
8,700 | 121,6 72,96 32,100 | 474,1 94,82 84,200 | 1216 91,19
9,000 | 123,7 74,27 32,100 | 449,2 89,84 84,300 | 1305 97,85
8,400 | 116,9 70,19 32,500 | 458,5 91,70 82,600 | 1203 90,22
Ortalama 73,81 Ortalama 93,32 Ortalama 94,34
SS 4,815 SS 2,785 SS 3,969
BSS (%) 6,524 BSS (%) 2,985 BSS (%) 4,207
3.1.3.2. Kesinlik

Kandesartan sileksetilin kalibrasyonu yapilan ortamlardaki miktar tayini

yonteminin kesinlik ¢aligmas1 Boliim 2.2.1.4.2.°de anlatildig: sekilde tayin edilmistir.

Kandesartan sileksetilin belirtilen ortamlarda yapilan miktar tayininin analitik
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validasyonundan elde edilen tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait sonuglar Cizelge 3.14,

3.15 ve 3.16°da verilmistir.

Cizelge 3.14. Kandesartan sileksetilin ¢0ziinme ortamlarinda yapilan miktar
tayininin analitik validasyonundan elde edilen tekrarlanabilirlik sonuglar1

%0,2 %0,2 %0,2

Teorik pH 1.2 | Tween80 |\ /o | Tweenso | pHeg | JWeeen

Konsantrasyo | Metanol suni | iceren pH asetat | iceren pH | fosfat MU
n s Lz sunl tamponu | 4,5 asetat | tamponu [ e
Swist mide fosfat

tamponu

NAYAYS tamponu

0,005 0,0049 1 0,0043 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050
0,005 0,0050 | 0,0044 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050
0,005 0,0051 | 0,0045 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050
0,005 0,0051 | 0,0043 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050
0,005 0,0050 | 0,0044 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050
0,005 0,0050 | 0,0045 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050
Ortalama 0,0050 | 0,0040 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050
SS 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
BSS(%) 1,338 2,033 1,500 1,335 0,6400 0,9340 0,5360
0,015 0,0149 | 0,0130 0,0140 0,0140 0,0150 0,0150 0,0150
0,015 0,0149 | 0,0130 0,0140 0,0140 0,0150 0,0150 0,0150
0,015 0,0148 | 0,0130 0,0140 0,0140 0,0150 0,0150 0,0150
0,015 0,0149 | 0,0130 0,0140 0,0140 0,0150 0,0150 0,0150
0,015 0,0150 | 0,0130 0,0140 0,0140 0,0150 0,0150 0,0150
0,015 0,0150 | 0,0130 0,0140 0,0140 0,0150 0,0150 0,0150
Ortalama 0,0149 | 0,0130 0,0140 0,0140 0,0150 0,0150 0,0150
SS 0,0001 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
BSS(%) 0,4190 | 1,5980 0,5940 0,5040 0,2740 1,0310 0,6020
0,025 0,0250 | 0,0230 0,0240 0,0240 0,0250 0,0250 0,0250
0,025 0,0251 | 0,0240 0,0240 0,0240 0,0250 0,0250 0,0250
0,025 0,0251 | 0,0240 0,0240 0,0240 0,0250 0,0250 0,0250
0,025 0,0251 | 0,0240 0,0240 0,0240 0,0250 0,0240 0,0250
0,025 0,0249 | 0,0240 0,0240 0,0240 0,0250 0,0250 0,0250
0,025 0,0251 | 0,0240 0,0250 0,0240 0,0250 0,0250 0,0250
Ortalama 0,0250 | 0,0240 0,0240 0,0240 0,0250 0,0250 0,0250
SS 0,0001 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
BSS(%) 0,3130 | 0,3810 0,5630 0,2140 0,1650 0,3080 0,3760
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Cizelge 3.15. Kandesartan Sileksetilin %0,35 Tween 20 igeren pH 6,5 fosfat
tamponunda yapilan miktar tayininin analitik validasyonundan elde edilen

tekrarlanabilirlik sonuglar1

Teorik C Pratik C Teorik C | Pratik C Teorik C | Pratik C
(mg/mL) (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL)
0,005 0,0050 0,0200 0,0202 0,0300 0,0307
0,005 0,0050 0,0200 0,0201 0,0300 0,0307
0,005 0,0050 0,0200 0,0201 0,0300 0,0307
0,005 0,0050 0,0200 0,0200 0,0300 0,0308
0,005 0,0051 0,0200 0,0200 0,0300 0,0308
0,005 0,0050 0,0200 0,0200 0,0300 0,0307
Ortalama 0,0050 Ortalama | 0,0200 Ortalama | 0,0307
SS 3,63x10™ | SS 9,60x10™ [ SS 5,17x10™
%BSS 0,726 %BSS 0,478 %BSS 0,168
Cizelge 3.16. Kandesartanin plazmada yapilan miktar tayininin analitik
validasyonundan elde edilen tekrarlanabilirlik sonuglar1
Teorik C Pratik C Teorik C Pratik C Teorik C Pratik C
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
166,7 125,6 500,0 484,4 1333 1337
166,7 116,9 500,0 477,3 1333 1216
166,7 121,6 500,0 474,1 1333 1303
166,7 123,7 500,0 462,2 1333 1343
166,7 122,4 500,0 465,0 1333 1238
166,7 116,9 500,0 480,7 1333 1305
Ortalama 121,2 Ortalama 4740 Ortalama 1290
SS 3,582 SS 8,756 | SS 52,12
BSS(%) 2,957 BSS(%) 1,847 | BSS(%) 4,039

Kandesartan sileksetilin ve Kandesartanin belirtilen ortamlarda yapilan miktar
tayininin analitik validasyonundan elde edilen ara kesinlik degerlendirmesinde farkli
analistler ¢aligmasina ait sonuclar Cizelge 3.17, farkl giinlere ait sonuglar Cizelge

3.18-22’de verilmistir.



. Cizelge 3. 17. Kandesartan sileksetilin farkli ¢oziinme ortamlarinda farkli analistler ile yapilan ara kesinlik sonuglari

0,020 mg/ml
0,020 mg/ml
0,020 mg/ml
0,020 mg/ml
0,020 mg/ml
0,020 mg/ml
Ortalama
SS

BSS(%)

Metanol pH 1,2 suni mide sivis1 | pH 4,5 asetat tamponu | pH 6,8 fosfat tamponu
Konsantrasyon | Analist 1 Analist 2 Analist1  Analist2 | Analistl  Analist2 | Analistl  Analist 2
(Teorik)
0,015 mg/ml 0,0149 0,0150 0,0128 0,0130 0,0138 0,0126 0,0149 0,0149
0,015 mg/ml 0,0151 0,0149 0,0128 0,0130 0,0138 0,0125 0,0150 0,0150
0,015 mg/ml 0,0152 0,0148 0,0129 0,0131 0,0138 0,0127 0,0150 0,0150
0,015 mg/ml 0,0151 0,0149 0,0130 0,0132 0,0139 0,0126 0,0149 0,0149
0,015 mg/ml 0,0152 0,0150 0,0131 0,0133 0,0139 0,0128 0,0149 0,0149
0,015 mg/ml 0,0152 0,0151 0,0131 0,0133 0,0140 0,0127 0,0150 0,0150
Ortalama 0,0151 0,0149 0,0129 0,0132 0,0139 0,0127 0,0149 0,0149
SS 10,6x10° 10,3x10° 12,6x10°  11,8x10° |7,8x10°  8,3x10° 3,7x10° 3,7x10°
BSS(%) 0,6992 0,6883 0,9721 0,8990 0,5595 0,6594 0,2466 0,2466
%0,35 Tween 20 iceren pH %0,2 Tween 80 iceren | %0,2 Tween 80 iceren | %0,2 Tween 80 iceren
,65 fosfat tamponu pH 1,2 suni mide sivis1 | pH 4,5 asetat tamponu | pH 6,8 fosfat tamponu
Analist 1 Analist 2 Konsantrasyon | Analist1  Analist2 | Analistl  Analist2 | Analistl  Analist 2

(Teorik)

0,0183 0,0199 0,015 mg/ml 0,0139 0,0142 0,0148 0,0151 0,0150 0,0151
0,0182 0,0198 0,015 mg/ml 0,0139 0,0141 0,0148 0,0151 0,0150 0,0151
0,0183 0,0198 0,015 mg/ml 0,0140 0,0142 0,0149 0,0150 0,0149 0,0151
0,0184 0,0197 0,015 mg/ml 0,0140 0,0142 0,0149 0,0150 0,0150 0,0151
0,0184 0,0197 0,015 mg/ml 0,0141 0,0142 0,0150 0,0150 0,0149 0,0152
0,0184 0,0198 0,015 mg/ml 0,0141 0,0143 0,0150 0,0150 0,0149 0,0151
0,0183 0,0198 Ortalama 0,0140 0,0142 0,0149 0,0150 0,0150 0,0151
7,37x10%® 6,57x10%® | SS 8,2x10°  5,4x10° 7,3x10°  4,1x10° 3,9x10° 3,9x10°
0,402 0,332 BSS(%) 0,5866 0,3822 0,4899 0,2748 0,2638 0,2609

L8



Cizelge 3. 18. Kandesartan sileksetilin metanol ve %0,35 tween 20 igeren pH 6,5 fosfat tamponundan yapilan miktar tayininin analitik
validasyonundan elde edilen farkli giinlere ait ara kesinlik sonuglar1

Metanol %0,35 Tween 20 iceren pH ,65 fosfat tamponu

Teorik 1. giin 2. giin 3. giin Teorik 1. giin 2. giin 3. giin
Konsantrasyon Konsantrasyon

0,005 mg/ml 0,0050 0,0050 0,0052 0,005 mg/ml 0,0050 0,0050 0,0053
0,005 mg/ml 0,0050 0,0049 0,0051 0,005 mg/ml 0,0050 0,0051 0,0053
0,005 mg/ml 0,0050 0,0049 0,0052 0,005 mg/ml 0,0050 0,0051 0,0054
0,005 mg/ml 0,0050 0,0050 0,0051 0,005 mg/ml 0,0051 0,0051 0,0053
0,005 mg/ml 0,0051 0,0050 0,0051 0,005 mg/ml 0,0050 0,0051 0,0054
0,005 mg/ml 0,0051 0,0051 0,0052 0,005 mg/ml 0,0051 0,0051 0,0054
Ortalama 0,0050 0,0050 0,0051 Ortalama 0,0050 0,0051 0,0054

SS 57,82x10° 77,77 x10° 49,41 x10° SS 51,71x10° 52,89 x10° 48,00 x10°
BSS(%) 1,151 1,562 0,9642 BSS(%) 1,0305 1,041 0,8969
0,015 mg/ml 0,0151 0,0152 0,0152 0,02 mg/ml 0,0198 0,0198 0,0201
0,015 mg/ml 0,0149 0,0152 0,0151 0,02 mg/ml 0,0198 0,0199 0,0202
0,015 mg/ml 0,0148 0,0151 0,0152 0,02 mg/ml 0,0199 0,0199 0,0202
0,015 mg/ml 0,0148 0,0152 0,0153 0,02 mg/ml 0,0199 0,0199 0,0202
0,015 mg/ml 0,0149 0,0153 0,0153 0,02 mg/ml 0,0199 0,0199 0,0203
0,015 mg/ml 0,0151 0,0152 0,0153 0,02 mg/ml 0,0197 0,0198 0,0202
Ortalama 0,0149 0,0152 0,0152 Ortalama 0,0198 0,0199 0,0202

SS 11,71x10° 45,87x10° 65,15x10° SS 6,82x10™ 5,29 x10°% 5,17 x10™%
BSS(%) 0,7850 0,3022 0,4278 BSS(%) 0,3436 0,2661 0,2559
0,025 mg/ml 0,0249 0,0248 0,0254 0,030 mg/ml 0,0307 0,0309 0,0313
0,025 mg/ml 0,0250 0,0247 0,0254 0,030 mg/ml 0,0307 0,0310 0,0313
0,025 mg/ml 0,0250 0,0249 0,0253 0,030 mg/ml 0,0308 0,0311 0,0313
0,025 mg/ml 0,0251 0,0250 0,0255 0,030 mg/ml 0,0308 0,0311 0,0313
0,025 mg/ml 0,0251 0,0249 0,0256 0,030 mg/ml 0,0307 0,0312 0,0313
0,025 mg/ml 0,0251 0,0248 0,0256 0,030 mg/ml 0,0307 0,0312 0,0313
Ortalama 0,0250 0,0248 0,0255 Ortalama 0,0307 0,0311 0,0313

SS 75,56 x10° 10,11x10° 10,27x10° SS 51,71 x10° 90,02 x10°® 3142 x10°
BSS(%) 0,3021 0,4068 0,4034 BSS(%) 0,1683 0,2896 0,1004
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Cizelge 3. 19. Kandesartan sileksetilin pH 1,2 suni mide sivis1 ve %0,2 Tween 80 i¢eren pH 1,2 suni mide sivisi ortamindan yapilan miktar
tayininin analitik validasyonundan elde edilen farkli giinlere ait ara kesinlik sonuglar1

pH 1,2 suni mide sivisi %0,2 Tween 80 iceren pH 1,2 suni mide sivisi

Teorik 1. giin 2. giin 3. giin Teorik 1. giin 2. giin 3. giin
Konsantrasyon Konsantrasyon

0,005 mg/ml 0,0042 0,0041 0,0041 0,005 mg/ml 0,0047 0,0047 0,0046
0,005 mg/ml 0,0043 0,0042 0,0042 0,005 mg/ml 0,0047 0,0046 0,0047
0,005 mg/ml 0,0044 0,0042 0,0043 0,005 mg/ml 0,0048 0,0047 0,0048
0,005 mg/ml 0,0044 0,0043 0,0044 0,005 mg/ml 0,0047 0,0046 0,0047
0,005 mg/ml 0,0044 0,0044 0,0045 0,005 mg/ml 0,0048 0,0047 0,0047
0,005 mg/ml 0,0045 0,0045 0,0045 0,005 mg/ml 0,0047 0,0047 0,0047
Ortalama 0,0044 0,0043 0,0043 Ortalama 0,0047 0,0047 0,0047

SS 96,22 x10° 15,24 x10™ 15,46 x10™ SS 42,42 x10° 42,42 x10° 54,26 x10°
BSS(%) 2,1913 3,5645 0,9642 BSS(%) 0,8973 0,9063 1,1535
0,015 mg/ml 0,0129 0,0128 0,0129 0,015 mg/ml 0,0141 0,0142 0,0141
0,015 mg/ml 0,0129 0,0129 0,0129 0,015 mg/ml 0,0141 0,0142 0,0142
0,015 mg/ml 0,0130 0,0130 0,0130 0,015 mg/ml 0,0141 0,0143 0,0142
0,015 mg/ml 0,0131 0,0131 0,0130 0,015 mg/ml 0,0142 0,0143 0,0143
0,015 mg/ml 0,0131 0,0131 0,0130 0,015 mg/ml 0,0143 0,0143 0,0143
0,015 mg/ml 0,0132 0,0131 0,0131 0,015 mg/ml 0,0142 0,0143 0,0144
Ortalama 0,0130 0,0130 0,0130 Ortalama 0,0142 0,0143 0,0143

SS 88,92 x10° 10,03 x10® 64,94 x10° SS 86,98 x10° 51,56 x10° 90,43 x10°®
BSS(%) 0,6824 0,7708 0,4278 BSS(%) 0,6140 0,3612 0,6344
0,025 mg/ml 0,0234 0,0234 0,0235 0,025 mg/ml 0,0245 0,0244 0,0245
0,025 mg/ml 0,0235 0,0235 0,0236 0,025 mg/ml 0,0245 0,0245 0,0244
0,025 mg/ml 0,0236 0,0235 0,0237 0,025 mg/ml 0,0246 0,0246 0,0245
0,025 mg/ml 0,0237 0,0236 0,0237 0,025 mg/ml 0,0245 0,0246 0,0245
0,025 mg/ml 0,0237 0,0237 0,0238 0,025 mg/ml 0,0246 0,0246 0,0245
0,025 mg/ml 0,0238 0,0238 0,0239 0,025 mg/ml 0,0246 0,0246 0,0245
Ortalama 0,0236 0,0236 0,0237 Ortalama 0,0245 0,0245 0,0245

SS 15,61 x10® 14,84 x10® 15,33 x10” SS 48,28 x10° 72,35 x10°® 36,73 x10°
BSS(%) 0,6612 0,6293 0,6469 BSS(%) 0,1967 0,2948 0,1501
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Cizelge 3. 20. Kandesartan sileksetilin pH 4,5 asetat tamponu ve %0,2 Tween 80 igeren pH 4,5 asetat tamponundan yapilan miktar
tayininin analitik validasyonundan elde edilen farkli giinlere ait ara kesinlik sonuglar1

pH 4,5 asetat tamponu

%0,2 Tween 80 iceren pH 4,5 asetat tamponu

Teorik 1. giin 2. giin 3. giin Teorik 1. giin 2. giin 3. giin
Konsantrasyon Konsantrasyon

0,005 mg/ml 0,0045 0,0047 0,0046 0,005 mg/ml 0,0049 0,0049 0,0049
0,005 mg/ml 0,0046 0,0046 0,0045 0,005 mg/ml 0,0049 0,0050 0,0049
0,005 mg/ml 0,0047 0,0046 0,0047 0,005 mg/ml 0,0049 0,0049 0,0049
0,005 mg/ml 0,0046 0,0046 0,0046 0,005 mg/ml 0,0049 0,0049 0,0049
0,005 mg/ml 0,0047 0,0047 0,0047 0,005 mg/ml 0,0049 0,0049 0,0050
0,005 mg/ml 0,0047 0,0048 0,0047 0,005 mg/ml 0,0049 0,0049 0,0049
Ortalama 0,0046 0,0047 0,0046 Ortalama 0,0049 0,0049 0,0049

SS 74,46 x10° 7230 x10° 6036 x10° SS 22,35 x10° 36,50 x10° 42,80 x10°
BSS(%) 1,608 1,554 1,300 BSS(%) 0,4573 0,7432 0,8736
0,015 mg/ml 0,0140 0,0125 0,0126 0,015 mg/ml 0,0149 0,0150 0,0149
0,015 mg/ml 0,0140 0,0126 0,0127 0,015 mg/ml 0,0149 0,0150 0,0150
0,015 mg/ml 0,0140 0,0126 0,0127 0,015 mg/ml 0,0149 0,0149 0,0150
0,015 mg/ml 0,0140 0,0127 0,0128 0,015 mg/ml 0,0149 0,0150 0,0149
0,015 mg/ml 0,0141 0,0127 0,0128 0,015 mg/ml 0,0150 0,0150 0,0149
0,015 mg/ml 0,0140 0,0127 0,0127 0,015 mg/ml 0,0149 0,0149 0,0149
Ortalama 0,0140 0,0127 0,0127 Ortalama 0,0149 0,0150 0,0149

SS 40,29 x10° 71,20 x10° 48,74 x10° SS 37,07 x10° 26,61 x10° 41,32 x10°
BSS(%) 0,2878 0,5623 0,3833 BSS(%) 0,2487 0,1779 0,2767
0,025 mg/ml 0,0235 0,0237 0,0236 0,025 mg/ml 0,0252 0,0251 0,0250
0,025 mg/ml 0,0236 0,0237 0,0237 0,025 mg/ml 0,0251 0,0251 0,0251
0,025 mg/ml 0,0237 0,0236 0,0237 0,025 mg/ml 0,0251 0,0251 0,0251
0,025 mg/ml 0,0236 0,0237 0,0238 0,025 mg/ml 0,0251 0,0252 0,0250
0,025 mg/ml 0,0238 0,0238 0,0237 0,025 mg/ml 0,0251 0,0251 0,0251
0,025 mg/ml 0,0238 0,0238 0,0237 0,025 mg/ml 0,0251 0,0251 0,0250
Ortalama 0,0237 0,0237 0,0237 Ortalama 0,0251 0,0251 0,0251

SS 97,49 x10° 59,37 x10° 60,36 x10° SS 41,32 x10° 36,50 x10° 44,71 x10°
BSS(%) 0,4117 0,2500 0,2547 BSS(%) 0,1645 0,1453 0,1783
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Cizelge 3. 21. Kandesartan sileksetilin pH 6,8 fosfat tamponu ve %0,2 Tween 80 igeren pH 6,8 fosfat tamponundan yapilan miktar
tayininin analitik validasyonundan elde edilen farkli giinlere ait ara kesinlik sonuglar1

pH 6,8 fosfat tamponu

%0,2 Tween 80 iceren 6,8 fosfat tamponu

Teorik 1. giin 2. giin 3. giin Teorik 1. giin 2. giin 3. giin
Konsantrasyon Konsantrasyon

0,005 mg/ml 0,0146 0,0146 0,0146 0,005 mg/ml 0,0050 0,0050 0,0049
0,005 mg/ml 0,0147 0,0146 0,0147 0,005 mg/ml 0,0049 0,0051 0,0049
0,005 mg/ml 0,0147 0,0146 0,0146 0,005 mg/ml 0,0049 0,0049 0,0049
0,005 mg/ml 0,0146 0,0146 0,0146 0,005 mg/ml 0,0049 0,0049 0,0049
0,005 mg/ml 0,0146 0,0146 0,0147 0,005 mg/ml 0,0050 0,0049 0,0049
0,005 mg/ml 0,0146 0,0146 0,0146 0,005 mg/ml 0,0050 0,0050 0,0049
Ortalama 0,0146 0,0146 0,0146 Ortalama 0,0050 0,0050 0,0049

SS 44,79 x10° 29,92 x10° 35,57 x10° SS 47,96 x10° 50,47 x10° 24,53 x10°
BSS(%) 0,3063 0,2049 0,2433 BSS(%) 0,9644 1,0139 0,4997
0,015 mg/ml 0,0048 0,0049 0,0049 0,015 mg/ml 0,0151 0,0149 0,0150
0,015 mg/ml 0,0048 0,0049 0,0048 0,015 mg/ml 0,0150 0,0149 0,0149
0,015 mg/ml 0,0048 0,0048 0,0048 0,015 mg/ml 0,0149 0,0150 0,0149
0,015 mg/ml 0,0049 0,0049 0,0048 0,015 mg/ml 0,0149 0,0149 0,0150
0,015 mg/ml 0,0049 0,0048 0,0048 0,015 mg/ml 0,0150 0,0150 0,0150
0,015 mg/ml 0,0048 0,0048 0,0049 0,015 mg/ml 0,0150 0,0150 0,0150
Ortalama 0,0048 0,0048 0,0048 Ortalama 0,0150 0,0150 0,0150

SS 43,03 x10° 46,15 x10° 43,03 x10° SS 49,05 x10° 53,20 x10° 24,53 x10°
BSS(%) 0,8911 0,9526 0,8911 BSS(%) 0,3272 0,3557 0,1638
0,025 mg/ml 0,0244 0,0245 0,0244 0,025 mg/ml 0,0250 0,0251 0,0250
0,025 mg/ml 0,0245 0,0245 0,0245 0,025 mg/ml 0,0251 0,0250 0,0249
0,025 mg/ml 0,0245 0,0244 0,0245 0,025 mg/ml 0,0251 0,0251 0,0251
0,025 mg/ml 0,0245 0,0245 0,0245 0,025 mg/ml 0,0251 0,0250 0,0250
0,025 mg/ml 0,0245 0,0245 0,0245 0,025 mg/ml 0,0250 0,0251 0,0251
0,025 mg/ml 0,0245 0,0245 0,0245 0,025 mg/ml 0,0251 0,0251 0,0251
Ortalama 0,0245 0,0245 0,0245 Ortalama 0,0251 0,0251 0,0250

SS 41,95 x10° 35,57 x10° 45,81 x10° SS 63,23 x10° 47,96 x10° 58,28 x10°
BSS(%) 0,1714 0,1453 0,1872 BSS(%) 0,2521 0,1912 0,2327

16
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Cizelge 3. 22. Kandesartanin plazmadan yapilan miktar tayininin analitik

validasyonundan elde edilen farkli giinlerdeki ara kesinlik sonuglar1

Teorik 1. giin 2. giin 3. giin
Konsantrasyon

166,6 ng/mL 138,4 121,6 128,0
166,6 ng/mL 125,6 124,0 116,5
166,6 ng/mL 121,6 127,3 118,8
166,6 ng/mL 123,7 122,0 120,6
166,6 ng/mL 122,4 121,9 129,3
166,6 ng/mL 132,2 119,3 1221
Ortalama 127,3 122,7 1225
SS 6,639 2,697 5,078
BSS(%) 5,215 2,198 4,144
500 ng/ml 484,4 4555 473,7
500 ng/ml 477,3 499,7 4879
500 ng/ml 4741 503,3 471,7
500 ng/ml 462,2 500,5 458,4
500 ng/ml 465,0 495,2 481,2
500 ng/ml 480,7 4924 459,9
Ortalama 4740 491,1 4721
SS 8,756 17,87 11,6
BSS(%) 1,847 3,640 2,450
1333 ng/mL 1337 1236 1221
1333 ng/mL 1215 1283 1265
1333 ng/mL 1303 1236 1211
1333 ng/mL 1342 1232 1260
1333 ng/mL 1238 1247 1220
1333 ng/mL 1304 1348 1299
Ortalama 1290 1264 1246
SS 52,12 45,36 34,32
BSS(%) 4,039 3,588 2,753

3.1.3.3. Teshis ve Tayin Sinir1

Secilen ¢Ozlinme ortamlarmna ait miktar tayini yOntemlerinin analitik

validasyonunda teshis ve tayin alt smir1 bolim 2.2.1.4.3.°te anlatildig1 sekilde

yapilmistir. Miktar tayinine ait yontemin teshis ve tayin alt sinir1 Cizelge 3.23.’te

verilmistir.
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Cizelge 3.23. Farkli ortamlarda Kandesartan Sileksetilin ve plazmada Kandesartanin
miktar tayinine ait standart dogrularin teshis ve tayin siirlari

Tayin Sinir1

Teshis Sinir1

Metanol ortamm

11,23 x10 *mg/ml

3,71 x10 *mg/ml

%0,35 Tween 20 iceren pH
6,5 fosfat tamponu

1,11x10 *mg/ml

0,365x10 *mg/ml

pH 1,2 suni mide s1vis1

3,82x10 “ mg/ml

1,26x10 ®mg/ml

%0,2 Tween 80 iceren pH
1,2 suni mide s1visi

3,02x10 *mg/ml

1x10 * mg/ml

pH 4,5 asetat tamponu

6,27x10 ° mg/ml

2,07x10 ® mg/ml

%0,2 Tween 80 iceren pH
4,5 asetat tamponu

2,6x10 *mg/ml

0,86x10 * mg/ml

pH 6,8 fosfat tamponu 2,97x10 *mg/ml 0,98x10 ~ mg/ml

%0,2 Tween 80 iceren pH

-3
6,8 fosfat tamponu 2,04x10 “mg/ml

0,67x10 *mg/ml

Plazma ortami 155,199ng/ml 51,216ng/ml

3.2. Hazirlanan Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Kontrollere Ait Bulgular

Formiilasyonlar, iiretim islemi boyunca firetimi ve elde edilen {iriiniin
performansmi etkileyecek degiskenlere bagli olarak hazirlanmistir. Bunlardan ilki
farkli tasiyic1 materyal kullanimi olmustur. Granulac 70, 200 ve 230 ile yapilan
iiretimlerde, bulamag, solvan ugurma islemi sonrasinda balon yiizeyini kaplamis ve
akic1 kuru toz elde edilememistir. Bu nedenle formiil kodu verilmemistir. Diger
formiilasyonlarla elde edilen formiilasyonlar F1-F8 olarak kodlanmistir. FS
formiilasyonu daha ileri derecede caligmalarin siirdiiriilecegi formiilasyondur ve F7
formiilasyonundan hareketle herbiri 2.0-2,1g miktarinda toplam 18 sayida {iretilen

serilerin birlestirilmesi ile olusturulmustur.

3.2.1. Formiilasyonlarda Uriin Verimi Bulgular

Uriin verimi Boliim 2.2.3.1.°de anlatildig1 sekilde yapilmustir. Cizelge 3.24’te islem
gelistirme formiilsyonlarina (F1-F8) ve sonu¢ formiilasyona (FS) ait iirlin verimi
sonuclar1 gosterilmektedir. Uriin verimi degerleri, % 60,90 ile %93,80 arasinda

bulunmustur.
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Cizelge 3.24. Farkli formiilasyonlarla hazirlanan proniozomlar i¢in iiriin verimi

Formiilasyon Kodu

Uriin Verimi (%)

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
FS

80,13
92,85
90,62
60,90
90,62
93,80
92,90
93,60
93,20

3.2.2. Proniozomlardan Hazirlanan Niozomlarda Etkin Madde Yiikleme

Etkinligine Ait Bulgular

Etkin madde yiikleme etkinligi tayini Bolim 2.2.3.2.°de anlatildig1 gibi

yapilmistir. Calisma sonuglar1 Cizelge 3.25’te gosterilmektedir. Etkin madde

yiikleme etkinligi % 97,28-99,80 degerleri arasinda degigsmektedir.

Cizelge 3.25. Hazirlanan FI1-FS kodlu formiilasyonlarda etkin madde yiikleme

etkinligi ve standart hatalar

Formiilasyon % Yiiklenen Etkin SH*
Madde
F1 98,65 0,09
F2 97,34 0,07
F3 98,60 0,02
F4 97,28 0,09
F5 99,25 0,04
F6 99,80 0,02
F7 99,09 0,04
F8 99,19 0,08
FS 99,20 0,02

*:Standart hata




100,5
100,0
99,5
99,0
‘#98,5
]
:598,0
97,5
97,0
96,5
96,0
95,5

Yiiklenen etkin madde

99,8
99,25 ] 9909 9919 992
98,65 98,6 = 1 [
I N
97,34 97,28
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 FS

Farkh islem Kosullariyla Hazirlanan Formiilasyonlar
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Sekil 3.13. Hazirlanan F1-FS kodlu formiilasyonlarda etkin madde ytikleme etkinligi

ve standart hatalari

3.2.3. Proniozomlardan Elde Edilen Niozomlarda Partikiil Biiyiikliigii Analizi

Bulgularn

Bolim 2.2.3.3.’te belirtildigi sekilde DLS cihaz1 ile yapilan partikiil

biiytikligli 6l¢iimlerinin sonuglar1 Cizelge 3.26°’da verilmektedir. Proniozomlardan

elde edilen niozomlarin partikiil bliyiikliigii 185-375 nm arasinda degismektedir. PDI

degerleri ise 0,306 — 0,519 arasinda olmustur. F8 formiilasyonundan elde edilen

niozomlar sulu dispersiyonunda agregat olusturarak yiizeye ¢ikmustir; bu nedenle

partikiil boyutu 6l¢timii yapilamamuistir.
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Cizelge 3.26. F1-FS kodlu formiilasyonlarin partikiil biiyiikliikleri ve polidispersite
indeksleri

Formiilasyon e
Ko duy Biiyiikliigii PDI*+SH
(nm)+SH

323+4 0,519+0,006

264+5 0,471+0,031

185+1 0,392+0,002

21782 0,408+0,015
PDI: Polidispersite indeksi

: Sonug¢ Formiilasyon

Vezikiil Cap1 (nm)

450 -

400 -

375
323 334
264
i 212 204 217
F1IF2IF3IF4IF5IF6IF7IFS*

Farkl islem Kosullariyla Hazirlanan Formiilasyonlar
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Sekil 3.14. F1-FS* kodlu formiilasyonlara ait partikiil biiyiikliigii dagilimi

*

: Sonug Formiilasyon
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Farkli islem Kosullariyla Hazirlanan Formiilasyonlar

Sekil 3.15. F1-FS kodlu formiilasyonlara ait PDI dagilimi

3.2.4. Proniozomlardan Elde Edilen Niozomlarda Zeta Potansiyeli Analizi

Bulgulan

Zeta potansiyeli analizi tayini Bolim 2.2.3.4.’te anlatildig1 gibi yapilmstir.
Calisma sonuglar1 Cizelge 3.27°de gosterilmektedir. Pozitif yiik verici stearilaminin
kullanildig1 F8 formiilasyonu disinda zeta potansiyel degerleri -42 mV ile -49 mV

arasinda bulunmustur.

Cizelge 3.27. F1-FS kodlu formiilasyonlarin zeta potansiyelleri

Formiil Kodu Zeta Potansiyeli (mV) £SH

F1 -42,35+0,71
F2 -43,08+0,06
F3 -32,9310,44
F4 -43,50+0,10
F5 -42,13+0,22
F6 -49,00+0,87
F7 -43,65+0,54
F8 -6,17+0,18

FS -45,75+0,42
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Farkli islem Kosullariyla Hazirlanan Formiilasyonlar

0 . . . . . . . . . .
-10 -6,17
-20
-32,93
435 -42,13
-49

Zeta Potansiyeli (mV)
A w
o o

-42,35 43,08 -43,65 45 75

-60 -

Sekil 3.16. Farkli formiilasyonlara ait zeta potansiyeli dagilimi

3.2.5. Proniozomlardan Elde Edilen Niozomlarin Optik Mikroskop ile

incelenme Goriintiileri

Proniozomlardan hazirlanan niozomlarin optik mikroskop kullanilarak
goriintiilenmesi Boliim 2.2.3.5.’te anlatildig1 sekilde yapilmustir. Islem gelistirmede

uretilen F1-F8 formiilasyonlar1 ve FS formiilasyonu optik mikroskopta

gortintiilenmistir. Goriintiilemede secilen biiylitme oran1 x40 olmustur.

......

a) F1 formiilasyonu b) 2 Formlsyon
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»

)

e5 formiilasyn o | f) Fo formulayonu

g) F7 formiilasyonu . h)F8 formiilasyonu
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1) FS formiilasyon
Sekil 3.17. Proniozomlardan iiretilen niozomlarin optik mikroskopta incelenmesi:
a)F1 formiilasyonu, b)F2 formiilasyonu, ¢) F3 formiilasyonu, d) F4 formiilasyonu, ¢)
F5 formiilasyonu, f) F6 formiilasyonu, g) F7 formiilasyonu, h) F8 formiilasyonu, 1)FS

Formiilasyonu

3.2.6. Proniozomlarda Céziinme Hizi1 Calismalar1 Bulgulari

Sekil 3.18’de proniozomlardan kandesartan silekselitin salim profilleri yer
almaktadir. Sekil 319’da ise ¢oziinme hizi testinin son 4. Saatinde salinan etkin
madde ylizde degerleri goriilmektedir. Buna gore etkin madde salimi1 % 71,31-94,73

arasinda degismektedir.



100 +

90 ~

80 -

60 -

40 -+

Salinan etkin madde yiizdesi
(O]
o

30 -

20 -

10 ~

XXX

eeeecccccccccccce

........ﬂ-

—

g

4%_ !

——F2
-@- F3
e F4
=>c=F5
—% =F6
ceepes F7
— - -F8

FS

0 =
0

60

120

Zaman (dk)

180

240

Sekil 3.18. %0,35 Tween 20 igeren pH 6,5 fosfat tamponunda tiim proniozom toz formiilasyonlarin ¢dziinme hiz1 verilerinin

karsilastirilmasi (n=4)

TOT
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100 - 9188 94,73 92,75

90 - 8259 Iy #00 70,04 81,56
80 1 71 92 71 31 T

70

60

50

40

30

20

10

0 -

Farkll Islem Kosullarlyla Haurlanan Formulasyonlar

4. saat sonunda salinan etkin made
yiizdesi

Sekil 3.19. Farkli formiilasyonlara ait proniozom tozlarin ¢6ziinme hizlarinda son
saatte elde edilen saliman madde miktar1 (%)

3.3. Sonu¢ Formiilasyonun Secilmesi ve Tablet Formiilasyonunun Gelistirilmesi

Bolim 2.2.4.te belirtildigi  sekilde proniozomlar {izerinde yapilan
karakterizasyon sonuclarina bagli olarak secilen F7 formiilasyonundan seri
iretimlerle tablet hazirlama ve stabilite i¢in gerekecek kadar iiretim yapilmistir  (FS
formiilasyonu). Tablet basimi i¢in konsolidasyon, yigm agisi, akis hizi ve
basilabilirlik ¢alismalar1 i¢in hazirlanan kiitleden faydalanilmigtir. Basim islemine
karar verildikten sonra kalan kiitle kullanilarak, hem tabletlerde hem de tozlarda

proniozomlarin ylizey yapisi goriintiilenmistir.

3.3.1. Konsolidasyon Ozelliklerine Ait Bulgular

Bir meziir i¢indeki secilen toz kiitlesinin sikistirma islemi i¢in yukaridan asagi
birakildigi ve hacmindeki goézlenen degisimlerin kaydedildigi islem Bolim
2.2.4.1.°de anlatildigi gibi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.28’de

verilmigtir. Esitlik 2.3.’e gore her bir vurus icin hesaplanan bagil dansitelerin
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degisimi (A) grafiksel olarak Sekil 3.20°de verilmistir. Sekilde ayrica bu degisimin
dogrusalligin1 incelemek icin yapilan lineer regresyon isleminin parameterleri de

gorilmektedir.

Cizelge 3.28. Maltodekstrin, proniozom (FS) ve proniozom tablet basim kiitlesine ait
konsolidasyon 6zellikleri

Sikistiriimis

0,245 mg/ml 0,295 mg/ml 0,310 mg/ml

HI 1,512 1,220 1.208

Etim 0,129 0,136 Ut

*:Hausner indeksi (Esitlik 2.4)

y=-0,129x + 1,745
r?=0,8854

y=-0,136x + 2,479
2,500 r2=0,9715
2,000 \z oo
' —~— r2=0,9182
< S—
g 100 \M
1,000

0,500

3,000

0,000
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000

In (vurusg sayisi)

=—&— Maltodekstrin == Proniozom Tablet Formali

Sekil 3.20. Bagil dansite degisiminin (A) dogal logaritmasinin, yapilan vurus
sayisinin dogal logaritmasina kars1 degisimi
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3.3.2. Yigin Aqisi ve Akis Hizi Tayinlerine Ait Bulgular

Y181n agis1 ve akis hizi tayininde tastyici olan maltodekstrin, proniozom kiitlesi
ve tablet basiminda kullanilacak proniozom igeren toz karisimi kullanilmistir. Yigin
acis1 tayini Boliim 2.2.4.2.’de anlatilan sekilde yapilmis, Bolim 1.7.1.3.’te verilen
Esitlik 1.1. ile yiZm agist hesaplanmistir. Akis hizi analizi Bolim 2.2.4.3.’te
anlatildig1 gibi yapilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 3.29°da verilmistir.

Cizelge 3.29. Maltodekstrin, proniozom Kkiitlesi ve tablet basiminda kullanilacak
proniozom toz karigim kiitlesinde yi1gin acis1 ve akis hizi

Proniozom tablet

Proniozom vt e
basim Kkiitlesi

Maltodekstrin

Y181n acisi

Akis hiza

1,306+£0,068 g/san  3,124+0,071g/san  2,94+0,042 g/san

3.3.3. Basilabilirlik Bulgulan

Basilabilirlik ¢alismasi Boliim 2.2.5.1°de anlatildig1 gibi yapilmistir ve Bolim
1.10°da verilen Esitlik 10’a goére K (egimden elde edilen sabit) degerleri

hesaplanarak buradan Py (beceri stresi) degerleri elde edilmistir.

Cizelge 3.30. Maltodekstrin, proniozom ve tablet basimi i¢in proniozom toz
karisiminda basilabilirlik verileri

L . Proniozom tablet
Heckel esitligi parametresi | \altodekstrin Proniozom formiilasyonu
K (egim) 0,0158+0,0017 0,0143-+0,0009 0,0106+0,0010
Py (I/K; MPa) 64.9748.16 70,75£4,97 96.55+10,05
I (kesigim) 0,878+0,133 0,986+0,093 1,248+0,0060
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3.3.4. Proniozom Tozlardan Basilan Tabletlerde Yapilan Kontroller

Proniozom tabletler, iiretildikten sonra dagilma, sertlik, ¢ap-kalinlik, ¢6ziinme
hiz1 tayini yapilmistir. Proniozom tablet kiitlesinin hidratasyonu ile elde edilen
niozomlarinzeta potansiyeli, partikiil biiytikliigli incelenmis ve optik mikroskopla

goriintiileri almmustir.

3.3.4.1. Sertlik, Cap-Kalnhk
Sertlik Ol¢timii ve cap-kalinlik 6lglimii BOolim 2.2.6.1°de anlatildig1 gibi
yapilmistir.

Cizelge 3.31. Uretilen tabletlerde sertlik, cap ve kalmlik inceleme sonuclar (SH:
standart hata)

Kahnhk Cap Sertlik (kg)
Ortalama | SH Ortalama | SH Ortalama | SH
0,3cm 0 1cm 0 7,625 0,125

3.3.4.2. Dagilma Siiresi Tayini

Dagilma siiresinin incelenmesi i¢in Boliim 2.2.6.2.’de anlatildig1 gibi ¢aligma
yiirlitiilmiistiir. Dagilma siiresi tayini i¢in 3 tablet kullanilmistir ve ortalama dagilma

stiresi 8 dakika 25 saniye (+0,0085) bulunmustur.
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3.3.4.3. Tabletlerden Elde Edilen Niozomlarda Zeta Potansiyeli ve Partikiil
Biiyiikliigii Tayini Bulgulan

Zeta potansiyeline ve partikiil biiyiikliigiine yonelik c¢alismalar Bolim
2.2.6.3.’te anlatildig1 gibi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.32°de

sunulmaktadir.

Cizelge 3. 32. Proniozomlardan iiretilen tabletlerde zeta potansiyeli ve partikiil
biiyiikliigii sonuglar1 (SH: Standart hata)

Zeta Potansiyeli(mV) | partikiil biiyiikliigii(nm) PDI
ort SH Ort SH Ort SH
-45,6 0,354 221,7 1,877 0,364 0,003

3.3.4.4. Tabletlerden Elde Edilen Niozomlarin Optik Mikroskopla incelenmesi

Proniozom tabletlerden elde edilen niozomlarin optik mikroskopla

goriintliilenmesi Bolim 2.2.6.4.°te anlatildigi sekilde yapilmistir. Elde edilen goriintii

Sekil 3.21°de goriilmektedir.

Sekil 3.21. Tabletten olusan niozomlarin optik mikroskopta goriintiisii
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3.3.5. Tabletlerde Coziinme Hizi Cahsmasina Ait Bulgular

Proniozom tabletlerin yanisira karsilastirma amaciyla ticari tabletler ve saf
etkin madde ile yapilan ¢6ziinme hizi ¢alismalar1 Bolim 2.2.6.5te anlatildig: sekilde
yapilmistir. Coziinme hizina ait veriler ve bu verilerin matematiksel modellerle

degerlendirildigi sonuglar Sekil 3.22-3.24 ve Cizelge 3.33 ve.34’te gosterilmistir.

100 -
T I = *

90 - +

80 -

60 -

Salinan Etkin Madde Yiizdesi
U
o

40 -+

30 A

20 -

10 —h— L 7\
0 ] - ] - ] - e

0 60 120 180 240 300 360 420 480
Zaman (Dakika)

=$—=pH 1,2 == pH 1,2_Tween ==f=pH 4,5 =>¢=pH 4,5 Tween
==ie=pH 6,8 =0=pH 6,8_Tween ====pH6,5_ Tween

Sekil 3.22. Proniozom tabletlere ait farkli pH’larda gerceklestirilen ¢oziinme hizi
testi sonuglari
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Sekil 3.23. Ticari tabletlere ait farkli pH’larda gerceklestirilen ¢dziinme hizi testi
sonuglar1

100
90
'z 80
<
S 70 » — e —
S 60
= = —i—
= 50
2
= 40
g
g 30
5 20
— = == =
10 — —— —- -
0 e ¥ o K—
0 60 120 180 240 300 360 420 480
Zaman (Dakika)
et pH 1,2 =0==pH 1,2_Tween ==ie=pH 4,5 Ase.
=4=pH 4,5 Ase. Tw 80 %0,2  ===pH 6,8 Fos. Tamp. ==d=pH 6,8 Fos. Tw. 80 %0,2
==e=pH 6,5 Fos. Tw 20 %0,35

Sekil 3.24. Etkin maddeye ait farkli pH’larda gergeklestirilen ¢ozlinme hizi testi
sonuclari
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Cizelge 3.33. Coziinme hiz1 deneyi sonunda FS tablet formiilasyonu, saf etkin madde
ve ticari preparattan elde edilen ¢6ziinen madde miktarlar1 (% degerler)

Proniozom Tablet

Saf Etkin Madde

Ticari Preparat

Coziinme ortam 4. saat sonunda coziinen etkin madde yiizdesi

pH 1,2 - - B

pH 1,2 Tween - - -
pH 4,5 10,47+0,139 -

pH 4,5 Tween 56,14+0,227 12,49+0,251 22,68+0,77
pH 6,8 45,95+1,539 16,47+0,059 23,48+0,505

pH 6,8 Tween 78,23+0,329 56,44+0,226 76,77+0,32
pH 6,5 96,97+0,669 70,13+0,246 97,35+0,235

3.3.6. Sonu¢ Formiilasyonda Morfolojinin Incelenmesi

Tabletlerde, proniozomlarda ve maltodekstrinde morfolojinin incelemesi

Boliim 2.2.6.°da anlatildig1 sekilde yapilmustir.



Cizelge 3.34. Tim pH’larda yapilan ¢6ziinme hizi caligmalarina ait matematiksel model verileri (PT:Proniozom tablet; EM:Etkin madde; TT:Ticari

tablet)
pH 6,8 Fosfat Tamponu pH 6,8 Fosfat Tamponu pH 6,5 Fosfat Tamponu pH 4,5 Asetat Tamponu pH 4,5 Asetat Tamponu
%00,2 Tween 80 900,35 Tween 20 %00,2 Tween 80
——r PT* EM**  TT*** PT EM TT PT EM TT PT EM TT PT EM TT

Kinetikler
0 Derece
K (%/dak x10" | 84,63 18,52 29,78 122,9 69,68 119,2 142,5 62,19 373,2 197,5 15,93 30,67 27,61 - -
% 0,7214 | 0,3375 | 0,4119 | 0,4872 | 0,422 0,5577 | 0,4430 | 0,2237 0,6670 | 0,7014 | 0,4163 | 0,4478 | 0,6318 - -
2
r
1.Derece
K (1/dak x107) | 1,848 0,5354 | 0,8309 | 1,799 0,9234 | 1,949 1,831 0,2544 5,106 4,493 0,7356 | 0,8716 | 1,553 - -
r? 0,7556 | 0,8739 | 0,5569 | 0,3427 | 0,4722 | 0,4155 | 0,2912 | 0,7545 0,5002 |} 0,5849 | 0,8306 | 0,6587 | 0,7821 - -
Hixson-
Crowell 1,428 0,1449 | 0,8309 | 2,622 0,9465 | 2,421 4,518 0,5339 23,11 3,306 0,1451 | 0,3216 | 0,4464 - -
Ig(%”/dak x10% | 0,9013 | 0,9036 | 0,6266 | 0,5811 | 0,6045 | 0,6605 | 0,6266 | 0,7951 0,9915 ] 0,7982 | 0,8752 | 0,7594 | 0,6409 - -
r
Weibull
B 0,3373 | 0,0795 | 0,1514 | 0,4923 | 0,2096 | 0,4822 | 0,6484 | 0,06644 | 1,051 0,5206 | 0,1093 | 0,1475 | 0,2447
Td (dak) 1042 49,73x | 13,67x | 93,84 805,4 1455 43,28 29,85 38,98 263,2 19,62x | 18,67x | 18,92x - -

10° 10° 10° 10° 10° - -
r2 0,9966 | 0,9899 | 0,9098 | 0,7972 | 0,8549 | 0,8570 | 0,8224 | 0,9893 0,9935 ] 0,9435 | 0,9912 | 0,9221 | 0,9695
Higuchi
K (dak'?) 2,192 0,2235 | 0,6502 | 2,591 1,168 2,583 2,988 0,4619 6,258 3,189 0,2308 | 0,4883 ] 0,5871 - -
r? 0,9102 | 0,9806 | 0,8624 | 0,6273 | 0,7131 | 0,7272 | 0,5537 | 0,8984 0,6751 ] 0,8864 | 0,9607 | 0,8564 | 0,7490 - -

* :Proniozom tablet
** - Etkin madde
*** - Ticati tablet

oTT
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Sekil 3.25. Farkli ¢oziinme ortamlarinda formiilasyona bagli (proniozom tablet, ticari tablet ve etkin madde) ¢oziinme oOzelliklerinin
incelenmesi: a) pH 4,5%0,2 Tween 80 iceren asetat tamponu, b) pH6,8 fosfat tamponu, c¢) pH 6,8 %0,2 Tween 80 iceren fosfat tamponu,
d)pH 6,5 %0,35 Tween 20 igeren fosfat tamponu

11T
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3.3.7. Stabilite Calismalar:

Bolim 2.2.8.’de anlatildig1 sekilde agzi siki kapali cam kaplar i¢inde ve
25°C’de % 60 bagil nemde saklanan proniozom toz ve proniozomlardan basilan
tabletlerin 6 ay siire stabiliteleri izlenmistir. Yapilan kontroller hidrate edilen
formlardan elde edilen niozomlarda tutulan etkin madde miktari, zeta potansiyel ve
partikiil biiyiikliigii tayini ve proniozom toz ve tabletlerden etkin madde salim testleri
ve ilaveten tabletler iizerinde yapilan ¢ap, kalinlik, sertlik ve dagilma testleridir.
Proniozom tozlar iizerinde yapilan testlerin sonuglar1 Cizelge 3.35 ve Sekil 3.27 ve
3.28’de gosterilmektedir. Proniozomlardan hazirlanan tabletlerin stabilite sonuglari

Cizelge 3.36. ve Sekil 3.29 ve 3.30’da gosterilmektedir.

Cizelge 3.35. Proniozom tozlarda (FS formiilasyonu) yapilan stabilite ¢aligmalarinin
baslangig, 3. ve 6. aylarda elde edilen sonuglar1 (SH:Standart hata)

Testler BaslangicSH 3. Ay Sonuc¢lan£SH | 6.Ay Sonuclar+SH
Zeta
S -45,75+0,417 -45,325+0,409 -46,63+0,076
Potansiyeli(mV)
Partikiil
Biiyiikliigii

PDI 0,402+0,015 0,59+0,024 0,625+0,046
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Sekil 3.27. Proniozom tozlarin optik mikroskop goriintiisii: a) baslangig
proniozomlarindan elde edilen niozom siispansiyonu, b) ii¢lincii ay proniozomdan
elde edilen niozom siispansiyonu, c) altinci ay proniozomdan elde edilen niozom
siispansiyonu.

100
90
80
70
60
50 == Baslangi¢

40 —¢— Uglincii ay

30 === Altinci ay
20

10

Salinan etkin madde yiizdesi

0 40 80 120 160 200 240 280
Zaman (Dakika)

Sekil 3.28. Proniozom tozlarin (FS formiilasyonu) baslangig, iiclincii ve altinci ay
proniozom toz ¢dziinme hizi test sonuglari
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Cizelge 3.36. Proniozom tabletlerde yapilan stabilite ¢aligmalar1 sonuglari
(SH:Standart hata)

=

Baslangi¢ =SH 3.Ay = SH

Testler ’i

Zeta  Potansiyeli
(mV)

Partikiil
Biiyiikliigii (nm)

-45,60+04 -45,87+0,38 -43,3+0,4

PDI 0,364=+0,003 0,374+0,030 0,471+0,021
I

Cap (cm) .00 1,080,014 1,09£0,013
Dagilma Siiresi

(dak) 8,42 £0,03 8,16+0,03 8,05+0,12

Sekil 3.29. Proniozom tabletlerin optik mikroskopla goriintiisii: a) baslangi¢
proniozomdan elde edilen niozom siispansiyonu, b) ii¢lincii ay proniozomdan elde
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edilen niozom siispansiyonu, c¢) altinct ay proniozomdan elde edilen niozom
slispansiyonu

120
B 100
3 T -
:% 80 k
©
©
(5]
€ 60 2
£
£
1]
c 40
(5]
c
8 20 | iy

ol
0 40 80 120 160 200 240 280
Zaman (Dakika)
—fi—Baslangi¢ tablet == Uciincii ay tablet Altinci ay

Sekil 3.30. Baslangig, l¢lincli ve altinci aylarda yapilan proniozom tabletlerde
¢Oziinme hiz1 test sonuglari

3.4. Formiilasyonlarin Oral Yolla Veriliste Biyoyararlahklarin Incelenmesine
Ait Bulgular

Biyoyararlanim ¢alismas1 Bolim 2.2.9°da anlatildig1r sekilde yapilmustir.
Uygulama seklinin etkinligini gérmek igin 6nce her gruptan birer hayvana gruplarina
ait ila¢ sekli uygulanmis ve plazmalarinda Kandesartanin tayin edilebilip edilemedigi
incelenmistir. Yontemin uygulugu goriildiikten sonra gruplar arasi1 varyans
minimuma inecek sekilde caligma sirdirilmiistir. Calisma sirasinda proniozom
grubundan bir havyan kendini yaraladigi i¢in kaninda madde saptanamamuistir ve bu
hayvan calisma dis1 kalmistir. Ayrica ¢alisma sonunda elde edilen veriler istatistiksel
olarak degerlendirilmis ve grup i¢i varyansi artiran hayvanlara ait veriler deney
sonuglarna katilmamistir(etkin maddeye ait gruptan bu sekilde bir hayvan deney dis1

birakilmstir).
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Elde edilen verilerle farmakokinetik hesaplamalar yapilmistir ve sonuglar1 Cizelge
3.37°de goriilmektedir. Ayrica gruplara ait kan profilleri de Sekil 3.31°de

gorilmektedir.



Cizelge 3.37. Oral yolla verilen proniozom tablet, ticari tablet ve saf etkin maddeden elde edilen bulgulara ait biyoyararlanim parametreleri

1 907,7 3125 8215 | | 3711 6118 4530 | 3188 2168 3931
2 _—-—--_--
3 984,8 411,3 951,8 | | 5312 2518 5813 | 5125 2201 4895
4 _—-—--_--
5 7434 329,1 869,2 | | 4905 2113 5800 | 3763 1659 4907
6 _—_—_____
7 830,7 228,6 504,2 | | 5264 - 6023 | 3227 4838 3419
8 _—-—--_--
9 290,2 | | | 2047
Ort? _—-—-----
SEP 94,91 25,57 158,5 | , | 333,5 532,3 540,5 | 4139 393,6 541,5
%95 GA® | | |

0
AS® _—-—-----
Us® 1195 631,7 -139,8 | -0,6 | 4178 1933 -373,2 | 4178 2205 -246,8
P degeri' __—-—-----
2 Ortalama ® Standart Hata
€ %95 Giiven Aralig1 4 Alt Sir
*Ust Sinr P<0,05 (Onemli)

811
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Sekil 3.31. Ratlara verilis sonras1 FS proniozom tablet, ticari preparat ve saf etkin
maddenin zamana bagli plazma konsantrasyonlar1
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4. TARTISMA

4.1. Kandesartan Sileksetilin ve Kandesartanin Standart Dogrularinin

Hazirlanmasi ve Analitik Validasyonuna Iliskin Bulgularin Degerlendirilmesi

Kandesartan sileksetilin metanol ve Bo6lim 2.2.1.2°de verilen ¢6ziinme
ortamlarinda miktar tayinini yapabilmek i¢cin UV spektrofotometre ile ve in vivo
calismalarda plazmadaki kandesartan miktarini tayin etmek amaciyla ise HPLC ile

miktar tayini yontemleri gelistirilmistir.

Boliim 2.2.1.1°de UV spektorofotometri ile 6l¢iim i¢cin kandesartan sileksetilin
farkli ortamlarda Sekil 3.1-3.2°deki spektrumlar1 vasitasiyla belirlenen, maksimum
absorbans verdigi dalga boylar1 (Cizelge 3.1) literatiirle uyum gostermektedir
(Moffat ve ark., 2005). Etkin madde miktar tayinlerinin hesaplanmasi ig¢in
kullanilacak standart dogru denklemlerinin parametreleri ve istatistiksel bulgulari
Cizelge 3.2°de verilmistir. Yiiksek determinasyon katsayilari, dogru denklemlerinin
giivenilir kullanimini1 gostermektedir. Boliim 2.2.1.4°te belirtildigi sekilde etkin
madde miktar tayini ydntemlerinin analitik validasyonlar1 yapilmustir. In vitro
caligmalar i¢in dogruluk, geri elde ve kesinlik ¢alismalarinda hesaplanan % BSS
degerleri genellikle % 2’nin altinda olmustur. Sadece en diisiikk konsantrasyonlarda
bu deger % 4’¢ kadar c¢ikmistir(Cizelge 3.5.-3.13.). Plazmada miktar tayini
validasyon verilerinde ise % BSS degerleri daha yiiksektir; ancak biyolojik numune
calismalarida bu deger % 10-15’e ¢ikabilmektedir (Ozkan ve ark., 2011). Boylece

miktar tayini yontemlerinin dogrulugu gosterilmistir.

Diger analitik validasyon parametreleri olan tekrarlanabilirlik ile farkli
giinlerde ol¢ctim ve farkli analistler tarafindan 6l¢iim seklinde incelenen ara kesinlik
caligmalarinin bulgular1 incelendiginde, % BSS degerleri, % 2 altinda olmustur
(3.14, 3,15, 3.17-3.21). Plazma ortaminda bu validasyon parametreleri igin en
yiksek % BSS degeri 5,215 olmustur(3.16, 3.22). Bu sonuglarla uygulanan

yontemlerin saglamligi, dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi ispat edilmistir.
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Kullanilan yardimci maddelerle ve solvanlarla kandesartan sileksetil piki girigim
yapmamaktadir, bu da yontemin 6zgilinligliinii gostermektedir. Cizelge 3. 23’te
uygulanan miktar tayini yontemleri i¢in teshis ve tayin limitleri goriilmektedir. Bu

degerler etkin maddenin ¢aligilan aralik i¢inde incelenmesi i¢in uygundur.

4.2. Proniozom Formiilasyonlarmmn Hazirlanmas1 ve Kritik Islem

Parametrelerinin Belirlenmesine iliskin Bulgularin Degerlendirilmesi

Proniozom formiilasyonlarinin hazirlanmasi icin kolay ve biiyiik capta
iretime olanak veren bulamag¢ yontemi kullanilmistir (Solanki ve ark., 2007).
Proniozomlar1 olusturmak ve formiilasyon hazirlamada kullanilacak uygun
parametreleri secmek amaciyla formiilasyon calismalar1 yapilmistir (Cizelge 2.2).
Calismada oncelikle proniozomlar i¢in uygun tasiyici se¢ilmistir. Bu amagla sorbitol,

maltodekstrin, Granulac® 200, 230 ve 70 kullanilmstur.

Granulac® materyalleri degisik ve c¢ok kiiciik partikiil bityiikliigiine sahip
laktoz kokenli maddelerdir. Tasiyici olarak farkl partikiil biiyiikliiklerina sahip
Granulac® tozlarin kullanildigi formiilasyonlarda, proniozomlar elde edilememistir.
Bu nedenle formiilasyon tablosunda bu formiilasyonlara yer verilmemistir. Bu
formiilasyonlarda organik ¢6ziiciiniin buharlastirilmas: sirasinda toz kiitlesinin cam
balonun g¢eperine yapistigr gorilmiistiir. Normalde laktoz kloroform igerisinde
coziinmemektedir, ancak formiilasyonda yer alan yiizey aktif madde ile birlikte bir

¢Oziiniirlestirme etkisi beklenebilir.

Hazirlanan formiilasyonlar i¢in iirlin verimi % 60,90 ile % 93,80 arasinda
degismektedir (Cizelge 3.24). Sorbitol ile hazirlanan F1 formiilasyonunda iiriin
verimi % 80,13 olarak bulunmustur.Ancak sorbitoliin, organik solvanda ¢dziinmesi
ve bulamag¢ yonteminden ziyade sprey yontemine daha uygun bir tastyict oldugu
belirtilmektedir (Sankar ve ark., 2010, Jukanti ve ark., 2010). Bu nedenle {iriin verimi
diger formiilasyonlara gore daha diisiik olmustur. Diger bir tasiyict materyal olarak

maltodekstrin ile de formiilasyon ¢alismalar1 yiiriitiilmistiir. Caligmada incelenen ilk
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kritik islem parametresi rotavaporun ¢oziicii buharlagtirma islemi sirasindaki doni
hiz1 olmustur. Sirasiyla 60, 30 ve 90 rpm’lerde buharlastirma islemi yapilarak, F2, F3
ve F4 formiilleri hazirlanmistir. Donli hizi olarak 60 rpm’de hazirlanan F2
formiiliinde % 92,85 olan iiriin verimi, donii hiz1 30 oldugunda F3 formiilii i¢in %
90,62 ve ve donii hizt 90 rpm oldugunda F4 formiilii i¢in % 60,90 olmustur.
(Cizelge 3.24). F3 ve F4 formiilasyonlarinin hazirlanmasi sirasinda kiitlenin cam
balonun c¢eperlerine yapistigi ve proniozomlarmin agregatlar seklinde oldugu
gozlenmistir. Diisiik donii hizinda, ¢6ziici buharlagsmasinin yavas olmasi nedeniyle
bulama¢ viskozlugunun artmasi agregat olusumuna neden olurken, hizli doniis
sirasinda balon i¢indeki bulamacin balonun c¢eperlerine homojen bir sekilde
dagilamamasi nedeniyle agregat olusmaktadir. Sonu¢ olarak solvanin ortamdan
uzaklagmasiyla balonda kalan kiitle akiskanlig1 kétii ve agregatlar igeren bir yapida
olmaktadir. Bu nedenle optimum donii hizi, {iriin veriminin de en yiiksek oldugu 60

rpm olarak belirlenmistir.

Organik solvanin uzaklagtirilmas: islemi amaciyla {ii¢ farkli sicaklik
kullanilmistir. Swrasiyla F2, F5 ve F6 proniozomlar1 kloroformun 45°C, 30°C ve
60°C’ de ugurulmasiyla elde edilmistir. Uriin verimisicakliktan 6nemli derecede
etkilenmemekle birlikte en yliksek iiriin verimi (% 93,80) 60°C’ de hazirlanan F6
formiilasyonunda olmustur (Cizelge 3.24). Bu nedenle 60°C en uygun ¢oziicii

buharlastirma sicakligi olarak secilmistir.

Bu asamada proniozomlardan olusacak niozomlarda stabilite agisindan
kullanilan negatif yiik verici disetil fosfat (DCP) ilave edilmeksizin F7 formiilasyonu
ve pozitif yiik verici stearilamin kullanilarak F8 formiilasyonu hazirlanmstir. Her iKi

formiilasyonun {iriin verimi de yiiksek olmustur.

Etkin madde ytikleme etkinliklerinin hazirlanan formiilasyonlarda % 97,28 - %
99,80 gibi dar bir aralikta ve oldukga yiiksek oldugu bulunmustur (Cizelge 3.25,
Sekil 3.13). Bu sonug tiim proniozom formiilasyonlarinin temel bilesimi olan Span
60 ve kolesteroliin kandesartan sileksetili basarili bir sekilde enkapsiile ettigini

gostermistir. Etkin madde yiikleme etkinliginin ¢6ziicii buharlastirma esnasindaki
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sicaklik ve donii hizi gibi islem parametrelerinden etkilenmedigi bulunmustur.
Ayrica tastyict ve yik verici ajanlar da ylikleme etkinligini degistirmemistir.
Kandesartan sileksetil pratik olarak suda ¢dziinmeyen, lipofilik bir etkin maddedir.
Bu nedenle HLB’si diigiik olan Span 60 (HLB 4,70) ile hazirlanan proniozom
formiilasyonlarinda etkin madde yiikleme etkinligi yiiksek olmustur (Bayindir ve

Yuksel, 2010).

Proniozomlarin hidratasyonu ile olusturulan niozomlarin partikiil biyiikligi
nanometre boyutlarinda, 185-375 nm arasinda degismektedir, PDI degerleri ise 0,306
— 0,519 arasmnda olmustur (Cizelge 3.26). Ozellikle 60°C’de hazirlanan
proniozomlardan elde edilen niozomlarin boyutlar1 daha kiigiiktiir (Sekil 3.14).
Diistik PDI degerleri partikiil boyutu dagilimmin homojenligini gostermektedir. Yik
verici olarak stearilaminin kullanildigi F8 formiilasyonunun partikiil biiytikligii,

olusturulan niozom dispersiyonunda sedimantasyon nedeniyle 6lgiilememistir.

F1 ve F6 formiilasyonlarinda yiik verici ajan olarak DCP mevcuttur ve
Olglilen zeta potansiyel degerleri -32,93 mV ile -49,00 mV arasindadir. F7
formiilasyonu DCP olmamasina ragmen diger formiilasyonlarla karsilastirilabilir
negatif yiik (-43,65 mV) gostermistir (Cizelge 3.27, Sekil 3.16). Bu etkin maddenin
yapisal olarak negatif yiik tasimasi ile iliskilidir. Yapida etkin maddenin karboksil
grubu ile olusan bir ester yapisi yan1 sira azot ve oksijen ilizerindeki serbest elektron
ciftleri bu negatif yiikii olusturmaktadir. Stearilaminle yapilan formiilasyonda zeta
potansiyeli agregasyonu Onleyecek degerden ¢ok diistiktiir (-6.166 mV) (Cizelge
3.27, Sekil 3.16); bu nedenle olusturulan niozom dispersiyonunda sedimantasyon
gbézlenmistir. Calismanin  sonucu bu etkin maddenin niozomlar1 i¢in DCP

kullaniminin gerekli olmadigini gostermektedir.

Optik mikroskop incelemeleri proniozom formiilasyonlarmin hidratasyonu

neticesinde kiiresel niozom vezikiillerinin olustugunu gostermistir (Sekil 3.17).

Hazirlanan proniozomlarm FDA’da verilen ¢ozliinme ortaminda (% 0,35

Tween 20 iceren pH 6,5 fosfat tamponu) ¢ozlinme hiz1 verileri incelendiginde F4 ve
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F5 formiillerinden 4. saat sonunda salinan etkin madde yiizdesinin % 71,9 ve 71,3
oldugu ve diger formiillere gore daha az bir etkin madde ¢ikist oldugu bulunmustur
(Sekil 3.18 ve Sekil 3.19). F4 formiilasyonunun hazirlanmasinda en yiiksek donii hizi
olan 90 rpm uygulanmstir. Daha 6nce belirtildigi gibi bu yiiksek hiz, balon geperine
bulamacin homojen yayilimini engelleyerek bireysel akici partikiiler toz yerine
agregat olusumuna neden olmaktadir. Dolayisi ile bu agregatlarin dagilmas: ile
proniozomlarin olusmasi1 ve olusan proniozomlardan da niozomlarin olusumu
gecikmistir ve bu da daha yavas etkin madde salimi ile sonug¢lanmistir. F5
formiilasyonunda ise islemde uygulanan sicaklik diisiiktiir; (30°C) ve tam olarak
cekilemeyen organik solvan nedeniyle akiskan bir toz kiitlesi elde edilememistir. En
yiiksek etkin madde ¢ikis1 (% 91,9 ve 94,7) F2 ve F7 formiilasyonlarindan elde
edilmistir (Sekil 3.18 ve Sekil 3.19). Elde edilen sonucglar proniozom imalatinda yer
alan kritik islem parametrelerinden ¢oziicli buharlastirma sicakligl ve donii hizinin in

vitro etkin madde salim profillerini etkiledigi sonucuna varilmistir.

Bu caligsmalar sonucunda F7 formiilasyonu bilesimi ve islem kosullar1
incelenen spesifikasyonlara bagli olarak en uygun formiilasyon olarak belirlenmistir.
Daha ileri caligmalar i¢in bu formiilasyon 18 seri halinde tiretilip bir araya getirilerek
FS olarak kodlanmis ve tiim diger formiillerle birlikte kontrolleri yapilmistir. Bu
formiil orijinal formiilasyonu olan F7 ile ayn1 6zellikleri gostermistir (Cizelge 3.24 -

3.27; Sekil 3.18 -3.19).

4.3. Secilen Proniozom Formiilasyonunun Tablet Haline Getirilmesi

Proniozomlarin niozomlarla karsilastirildiginda oral yolla verilis icin bir
avantaji, bu formlarin sert jelatin kapsiiller i¢ine doldurulabilmesi veya tablet haline
getirilebilmesidir. Bu c¢alismamizin amaclarindan birisi de segilen proniozom
formiilasyonun tablet haline getirilmesi ve Ozelliklerinin degisip degismediginin

incelenmesidir.
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Tablet formiilasyonuna proniozomlar yanisira sigsme ve kapiler etki ile
tabletlerin dagilmasin1 saglayan bir siiper dagitici olarak c¢apraz bagli polivinil
pirolidon (Kollidon-CL) ve kapiler etki ile dagilma saglayan bir dagitict olarak
mikrokristal seliiloz (Avicel PH 101) ilave edilmistir (Cizelge 2.3). Bdylece
tabletlerin hizla dagilarak proniozomlarin agiga ¢ikmasi hedeflenmistir. Tabletlerin
dagilmasini geciktirmemesi i¢in basimda uygulanacak basing ile tablet sertligi

yaklasik olarak 7,5 kg olarak ayarlanmistir.

Bu sekilde belirlenen tablet formiilasyonu, maltodekstrin ve proniozomlarla
karsilagtirmali olarak toz akis 6zellikleri, konsolidasyon ve basilabilirlik acgisindan

incelenmistir.

4.3.1. Konsolidasyon ve Akis Ozellikleri

Tablet basiminda graniil akiskanlig1 ve konsolidasyonu (sikisabilirligi), basim
kiitlesinin tablet zzimbasi1 i¢ine tektiir dolumu, tablet i¢inde tektiir bir dansite dagilimi
ve tabletlerin mekanik Ozellikleri agisindan 6nemli Ozelliklerdir. Konsolidasyon
(bagil dansite degisimi) ve Hausner indeks (HI) degerleri, toz karisimlarmnin

akigskanlig1 ve sikisabilmesi hakkinda gostergelerdir (Yuksel ve ark., 2007).

Bolim 2.2.4.1°de belirtildigi sekilde tasityict maltodekstrin, proniozom ve
proniozom iceren tablet formiilasyonu (basim Kkiitlesi) {izerinde yapilan
konsolidasyon incelemesinin sonuglar1 Sekil 3.20°’de ve Cizelge 3.28°de

verilmektedir.

Tablet olusumu esnasinda ilk adim, toz partikiillerinin birbirine yakin sekilde
yerlesmeleri i¢in sikigabilmeleri, kiime hacimlerinin azalmasi yani konsolide
olabilmeleridir. Sonrasinda plastik deformasyon ve kirilma ile tabletlerin olusumu
gerceklesmektedir. Baslangic yerlesim hizi, Sekil 3.20°de vurus sayisina karsilik
bagil dansite degisimi (A) grafiginde goriildiigii sekilde, olusan dogrunun egimi ile

yorumlamak miimkiindiir. Buna gore en yavas yerlesim maltodekstrinde
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goriilmektedir. Sonra sirasi ile proniozomlar ve proniozom basim kiitlesi i¢in bu hiz
bagil olarak artmaktadir (Cizelge 3.28). Bu sonu¢ HI degerleri ile de uyumludur.
Maltodekstrin i¢in HI degeri 1,512 olup ¢ok zayif akis 6zelligine karsilik gelirken,
strastyla proniozom ve proniozom basim kiitlesinin 1,220 ve 1,203 olan HI degerleri

akis agisindan kabul edilebilir degerlerdir (EP 6.0).

Tozlarin akigkanligi yigm acist ve akis hizi ile belirlenmektedir. Bu
parametrelere ait veriler Cizelge 3.29’da verilmistir. Maltodekstrin i¢in 36.22 derece
olan yi1gm agis1 toz akis Ozelligi acisindan sadece kabul edilebilir goriiniirken,
proniozomlar i¢in 29,85 derece degeri ile miikemmel ve proniozom basim kiitlesi
icin 31,44 derece ile iyi olarak nitelendirilmektedir (EP 6.0). Ayni sekilde en hizli

akis da proniozomlar ve sonrasinda proniozom basim kiitlesi i¢in gozlenmistir.

Bu sonuglar maltodekstrin iizerine kaplanan yiizey aktif madde filminin

partikiillerarasi etkilesimi azaltarak akigkanligini artirdigini géstermektedir.

4.3.2. Basilabilirlik

Boliim 1.10°da anlatilan Heckel esitligi uygulanarak elde edilen basilabilirlik
parametreleri, ortalama beceri basinci, Py (1/egim) ve I, kesisim degerleri Cizelge
3.30°de verilmektedir. Py degeri bir materyalin basim esnasinda deformasyona karsi
direncini ifade etmektedir. I degeri ise baslangic yerlesim asamasmda kiitlenin
dansifikasyonunun olglisiidiir. Bu degerler maltodekstrin (0,878) — proniozom
(0,986) - proniozom basim kiitlesi (1,248) arasinda istatistiksel olarak
karsilastirildiginda maltodekstrin ile proniozom basim kiitlesi arasinda % 10

diizeyinde (p<0,10) 6nemli derecede farklilik gozlenmistir.

Proniozom tablet formiilasyonunun en diisiik egimi (0,0106) ve buna karsilik
en yiksek Py degeri (96,55 MPa), kiitlenin plastik Ozelliginin azaldigint ve
deformasyon i¢in daha biiylik basing gerektigini gostermektedir. Maltodekstrin ve
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proniozomlar i¢in Py degerleri sirastyla 64,97 MPa ve 70,75 MPa’dir (Cizelge 3.30).
Genel olarak 80MPa altinda Py degerlerinin esas olarak plastik deformasyonu

gosterdigi belirtilmektedir (Yuksel ve ark., 2003).

Cizelge 3.31°de verilen tablet oOzelliklerine gore proniozomlar: igeren

tabletlerin sertlikleri 7,625 kg’dir ve dagilma siiresi yaklagik 8 dakika olmustur.

4.3.3. Tabletlerden Elde Edilen Niozomlarin Ozellikleri

Tablet basimi Oncesinde Dbelirlenen proniozom 6zelliklerinin  tablet
basimmdan sonra degisip degismedigini gozlemleyebilmek i¢in Bolim 2.2.6.3 —
2.2.6.4’te anlatildig1 sekilde tabletlerden elde edilen niozomlarin partikiil biiytkligii,
zeta potansiyeli ve optik goriintiileri incelenmistir (Cizelge 3.32 ve Sekil 3.21). Bu
incelemeler, basim 6ncesi proniozomlardan elde edilen niozomlarin ozellikleri ile
karsilagtirildiginda, tablet basiminda uygulanan basincin, dzellikleri degistirmedigini

gostermistir.

4.3.4. Farkh Coziinme Ortamlarinda Tabletlerden Etkin Maddenin Coziinme
Hiz1 Tayini

Bu c¢alismada baslica amag¢ ¢Oziniirliigii diisiik bir etkin maddenin
proniozomlar vasitasi ile ¢oziiniirliigliniin artirilmasidir. Bu nedenle secilen sonug
formiilasyon ile hazirlanan proniozomlari (FS) igeren tabletlerin, saf etkin maddenin
ve ticari olarak bulunan tabletlerin gastrointestinal sistemde karsilasilabilecek pH
degerlerinde ve ylizey gerilimini diisiirerek 1slatma etkisi i¢in ilave edilen yiizey aktif

madde olan ve olmayan ortamlarda (Boliim 2.2.1.2) ¢oziinme hizlar1 test edilmistir.

Sekil 3.22°de proniozom igeren tabletlerin ¢ozlinme profilleri goriilmektedir.
Suni mide sivis1 - pH 1,2 tween iceren ve icermeyen ¢dziinme ortamlarinda etkin

madde c¢ikist gozlenmemistir. Yiizey aktif madde icermeyen ortamlarda etkin
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maddenin ¢ikis1 daha da diisiik olmustur. En uygun ¢ikis, FDA tarafindan 6nerilen ve
% 0,35 a/h Tween 20 pH 6,5 fosfat tamponunda ve takiben % 0,2 a’/h Tween 80
iceren pH 6,8 fosfat tamponunda gozlenmistir. Sekil 3.23’te ticari tabletlerin ve Sekil
3.24’te saf etkin maddenin ¢oziinme profilleri goriilmektedir. Her ikisi i¢in de suni
mide svist - pH 1,2 tween igeren ve igermeyen ¢oziinme ortamlarinda ve Tween
icermeyen pH 4.5 tamponda etkin madde ¢ikis1 gozlenmemistir. Cizelge 3.33°te
¢coziinme deneyleri sonunda ulasilan etkin maddenin yiizde ¢6ziinme degerleri
verilmektedir. Buna gore proniozom tabletler i¢in en yiiksek degerler elde edilmistir.
Bu sonug, proniozomlarin kandesartan sileksetilin ¢oziliniirliigiinii dolayist ile

¢coziinme hizini artirdigini géstermektedir.

Farkli ¢6ziinme ortamlarinda yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler
karsilagtrma amaci ile Bolim 1.9’da verilen kinetik modellere uygulanmistir.
Sonuglar Cizelge 3.34°‘te goriilmektedir. Etkin madde, proniozom tabletler ve ticari

tabletlerden ¢6ziinme verileri Weibull modeline uyum gdstermistir. Etkin maddenin
% 63,2°sinin ¢oziindiigli zamanlar (Tg) agisindan bir karsilastirma yapildiginda

proniozom tabletlerin ¢dziinme ortamlarinda (pH 6.5, % 0,35 Tween 20 iceren ortam

disinda) daha kisa siirelerde bu degere ulastigir gozlenmektedir. Etkin madde, pH

6.5, % 0,35 Tween 20 iceren ortamda en diisik Tg degerini vermistir, ama

sonrasinda ¢ozlinmesi durmustur. Beta sekil faktorii () degerleri genellikle birden
kii¢iik olmustur. Budegerin birden kiiciik ya da bire esit olmasi baglangicta hizli etkin
madde salimini takiben basit birinci derece egri ile uyumlu hizda bir platoya
ulagilmas1 s6z konusudur (Langenbucher, 1981). Benzerlik faktorii kiyaslamasi
gostermistir ki, ¢oziinmenin yiiksek oldugu ortamlarda ticari preparatla proniozom
tabletlere ait ¢oziinme hizi profilleri benzerken, ¢oziinme hizinn diisiik oldugu

pH’larda benzerlikten s6z edilememektedir.
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4.3.5. Sonu¢ Formiilasyonun Morfolojisinin Degerlendirilmesi

Proniozom olusumunda tasiyict materyal olan maltodekstrin partikiilleri
(0,25-0,50 um) yiizeyine, organik solvan iginde ¢6ziilmiis olan noniyonik yiizey aktif
madde, bulamag yontemi ile kaplanmistir. Bu olusum sirasinda materyal yiizeyinde
ve sonrasinda tablet basimi sirasinda yiizey yapisindaki degisimleri gdzlemek i¢in
SEM analizi yapilmistir. Sekil 3.26°da goriildiigi gibi kaplanmamis maltodekstrin
partikiilleri belirli bir sekle sahip degildir ve ylizeyinde katlanma ve porlar
bulunmaktadir. Diiz yiizeyler iizerine yiizey aktif madde homojen ve ince bir film
seklinde kaplanirken, ylizeydeki porlar ve katlanmalar ylizey aktif madde ile
dolmakta ve bu da daha kalin bir kaplama tabakasi1 olugsmasima neden olmaktadir. Bu
nedenle proniozomlarda tasiyicinin yiizey ozelliklerinin ve ylizey alanmin yiizey
aktif madde yiiklemesinde etkili oldugu belirtilmektedir (Blazek-Welsh ve G.
Rhodes, 2001). Bununla birlikte Sekil 3.26’da verilen proniozomlarin goriintiisii
kaplanmamis olanla ¢ok fazla bir fark gostermemektedir. Dolayisi ile proniozomlarin
hazirlanmasi sirasinda maltodekstrinin ylizeyinin ince bir film tabkasi ile kaplanmis
oldugu anlasilmaktadir.. Proniozomlardan hazirlanan tabletler toz edilmeksizin
kirillarak SEM ile incelenmistir. Tabletlerin kirilma yilizeylerinde, tablet basimi
sirasinda uygulanan basincin sonucu olarak artan bir dansite ve yer yer catlaklarin
oldugu bir yap1 gozlenmektedir. Sekil 3.26’da yer alan diger bir mikrograf ise
proniozomlar hidrate edilip bir desikatorde kurutulmasmdan sonra elde edilen

partikiiler bir niozom ve maltodekstrin partikiillerinin karisimini géstermektedir.

4.4. Stabilite Calismalar1 Sonucunda Elde Edilen Bulgularin Degerlendirilmesi

Stabilite caligmalarinda baslangig, iiclincli ve altinci ay sonuglar1 alinmistir.
Proniozom tozlardan elde edilen veriler Cizelge 3.35 ve Sekil 3.27ve 3.28’de
verilmistir. Buna goére proniozomlardan elde edilen niozomlarmn O6zelliklerinde
onemli derecede bir degisiklik gozlenmemistir. Ancak proniozomlardan hazirlanan
tabletlerin sertligi, kalinlik ve ¢apinda degisiklikler gozlenmistir (Cizelge 3.36).

Genel olarak tabletlerde basim sonrast Olgiilen sertlik degeri bekletme ile
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degismektedir. Bu basing uygulamasi sirasinda tablet i¢inde kalan stresin bekletme
sirasinda saliverilmesi ile olusan gevsemenin sonucudur. Proniozom tabletlerden elde
edilen niozomlarm 3. ve 6. ay sonunda boyutu ve yiizey yiki degisiklik
gostermemistir (Cizelge 3.36, Sekil 3.29). Etkin madde salimi agisindan da
proniozom tabletlerde bir fark olugsmamustir (Sekil 3.30).

4.5. Formiilasyonlarin  Oral Yolla Veriliste Biyoyararhhklarinin

Degerlendirilmesi

Calismamizda ii¢ farkli dozaj formunun (saf etkin madde, FS proniozomlar1
ve etkin maddenin ticari preparati) degerlendirilmesi i¢in kompartiman modelinden
bagimsiz  farmakokinetik analiz uygulanmustir; belirlenen  farmakokinetik

parametreler, AUC, ., AUC,_, Cmax V& Tmax olmustur.

Sekil 3.31°’de oral yolla verilen formiilasyonlarmm plazma konsantrasyonu-
zaman egrileri goriilmektedir. Uygulanan formiilasyonlarda en son 10. saatte kanda
kandesartan miktar1 tayin edilmistir. Plazma konsantrasyonu-zaman egrilerinin inis
kisimlar1 incelendiginde, 6zellikle ticari preparat, saf etkin madde ve proniozomlar
icin etkin maddenin eliminasyonunun bifazik tarzda oldugu goriilmektedir (Sekil
3.31). Buna gore erken zaman noktalarinda kandesartan konsantrasyonundaki azalma

hizlidir ve sonraki zaman noktalarinda azalmaktadir.

Cmax degerleri proniozom formu icin 937,09+94,91 ng/ml, saf etkin madde i¢in
274,29+25,57 ng/ml ve ticari preparat icin 844,45+158,53 ng/ml olmustur; bu sira ile
Tmax degerleri ise 10,21 saat, 240,63 saat ve 2+0,28 saat’tir (Cizelge 3.37). Cmax
degerleri proniozom ve ticari preparat uygulamalarinda saf etkin maddeye gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,01). Proniozom uygulamalarinda elde
edilen Tmax degeri istatistiksel olarak diger formiiller i¢in elde edilen degerlerden
onemli derecede kisadir (p<<0,01). Bu sonug etkin madde ¢6ziinme sonuglarindan da
tahmin edilebilmistir. Terapdtik etkinin daha hizli bir sekilde ortaya ¢ikmasmin

istenecegi yiiksek tansiyon rahatsizliginda erken etki gostermesi acgisindan
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calismamizda hazirlanan proniozom formiilleri saf etkin madde ve ticari preparattan

daha Ustiin 6zelliktedir.

AUCo+ ve AUCy., degerleri proniozomlarin ve ticari preparatin uygulandigi
sicanlarda saf etkin madde uygulanan gruba gore Onemli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0,05). AUC, Cmax V& Tmax degerlerinin saf etkin maddeye gore daha
yiiksek olusu formiilasyonlarin, igerdikleri etkin maddenin daha yiiksek oranlarda
kana gecisini saglayarak etkinligini artirdigini gostermistir. Ticari preparatin etkin
maddeye gore bagil biyoyararlaniminin 1,93 kat arttigi gézlenmistir. Oral olarak
uygulanan proniozom formiilasyonlar1 ise hem saf etkin madde hem de ticari

preparata gore biyoyararlanimi 2,20 ve 1,14 kat artirmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Lipozomlar ve niozomlar gibi vezikiiller sistemlerin ticari forma
doniistiiriilebilmeleri ciddi fiziksel stabilite problemlerinden dolay1 olduk¢a smirlidir.
Vezikiiler sistemlerin sahip oldugu ustiin ozellikleri degistirmeksizin daha stabil
formlar1 olan provezikiiler sistemlere doniistiirtilmesi vezikiiler sistemlerin hastalarin
kullanima girmesini biiyiik 6lciide artracaktir. Ozellikle kuru graniiler formdaki
proniozomlarin oral yolla ilag verilisi icin farmasotik formlar kapsiil, tablet veya
kullanimdan hemen once hazirlanan ¢6zelti seklindedir ve bu formlar hasta uyuncu
ve kullanimi acgisindan en fazla tercih edilen formlardir. Bu formlar ayni zamanda
biiylik capli liretim agisindan da esneklik saglayacaktir. Vezikiiler sistemlerin
iretiminde karsilagilan yiiksek maliyet sikintisini diisiirecektir. Proniozomlar kuru ve
serbest akan toz iriinler olduklar1 i¢in niozomal sistemlerin stabilite ile ilgili
sorunlarmi1 Onemli derecede azaltirlar; depolama ve sterilizasyon sirasinda
niozomlara gore daha stabil sitemlerdir. Tasima, dagitma, depolama ve 6l¢iim yapma
kolaylig1 proniozomlar1 genis bir etkin madde ¢esitliligi ile kullanilabilir kilan

sistemler haline getirmistir.

Bu c¢ahismada antihipertansif etkili Kandesartan Sileksetilin  proniozom
formiilasyonlarinin hazirlanarak tablet haline getirilmis ve in vivo olarak siganlarda
biyoyararliliklar1 incelenmistir. Bu nitelikte bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.
Ayrica proniozomlar ile ilgili genellikle topikal uygulama ¢aligsmalar1 bulunmaktadir
ancak oral yolla uygulanmalarmma iliskin ¢alisma sayisi smirlidir. Bu acidan

gerceklestirilen bu proje literatiire katkida bulunacaktir.
Bu tez calismasi sonucunda asagidaki sonuglara ulasilmistir:
e Kandesartan sileksetil’in metanol ve gastrointestinal sistem kosullarmi

yansitacak farkli ¢oziinme ortamlarinda miktar tayinini yapabilmek igin

spektrofotometri ve in vivo ¢alismalarda plazmadaki Kandesartan miktarini
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tayin etmek amaciyla ise HPLC ile etkin madde miktar tayini yontemleri

gelistirilmistir ve analitik validasyonu yapilmistir.

Calismada farkl formiilasyon (tastyict materyal, yiikk verici ajan) ve igslem
parametreleri (organik ¢oziiciiyii uzaklastirma asamasinda kullanilan doni
hiz1 ve sicaklik) kullanilarak bulamag¢ yontemi ile Span 60 i¢eren proniozom
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Kandesartan sileksetil yiiksek yiikleme
etkinligi (% 97,28 - % 99,25) ile hazirlanan tiim formiillere basariyla
yiiklenmistir.

Uygun tastyict  materyal olarak  maltodekstrin  secilmistir.  Islem
parametrelerinin proniozom spesifikasyonlarini (iirlin verimi, etkin madde
¢ikisi, hidrate niozomlarm partikiil boyutu ve yiizey yiikii) degistirdigi tesbit
edilmistir. Optimum organik ¢oziicii buharlastima sicakligi 60°C ve donii hizi
60 rpm olarak belirlenmistir. Bu kosullarda iiretilen ve tasiyict olarak
maltodekstrin kullanilan, yiikk verici ajan icermeyen F7 formiilasyonu en
uygun formiilasyon olarak belirlenmistir. Bu formiilasyon g¢ogaltilarak FS

formiilii olusturulmustur.

FS proniozomlarindan tablet basimi ve tabletlerde performans g¢alismalari
yapilmistir. Proniozom fromiilasyonuna ¢esitli dagiticilar ilave edilerek elde
edilen tablet basim kiitlesi, maltodekstrin ve proniozomlar karsilastirmali
olarak toz akis Ozellikleri, konsolidasyon ve basilabilirlik agisindan
incelenmistir. Proniozom formiilasyonunun ve tablet basim kiitlesinin akis

ozelliklerinin maltodekstrine gore daha iyi oldugu bulunmustur.

Tabletleme isleminin hidratasyon neticesinde olusan niozomlarin 6zelliklerini
(partikiil biiylikligii, zeta potansiyeli ve optik goriintil) degistirmedigi

bulunmustur.

Proniozom tabletleri tlizerinde farkli ¢6ziinme hizi ortamlarinda yiritiilen
etkin madde ¢ikis deneylerinde piyasa preparatina gore etkin madde ¢ikisinin

daha yiiksek oldugu bulunmustur.
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Maltodekstrin ve proniozomlarin SEM analizinde literatiirle uyumlu olarak
tastyict partikiillerinin yiizeylerinin kaplama ile degismedigi ancak tablet
basimi sirasinda yiizeyde catlakliklar/kirikliklar olustugu goriilmiistiir.

Secilen formiilasyon ile hazirlanan proniozom tabletlerin saf etkin madde ve
ticari preparat ile karsilagtirmali olarak in vivo performansi belirlenmistir.
Oral yolla  Sprague-Dawley tiiri  erkek  sicanlara  uygulanan
formiilasyonlardan elde edilen farmakokinetik veriler incelendiginde
proniozomlar ve ticari preparat ile saf etkin maddeye gore AUC degerinde
onemli artiglar saglamistir.  Oral olarak uygulanan  proniozom
formiilasyonlarmin saf etkin madde ve ticari preparata gore biyoyararlanimi

2,20 ve 1,14 kat artirdig1 bulunmustur.

Oral yolla uygulanan proniozomlar sayesinde Kandesartan sileksetil, ticari
preparata ve saf etkin maddeye gore daha kisa siirede kandaki maksimum
seviyesine ulagmistir. Terapotik etkinin daha hizli bir sekilde ortaya
cikmasimin istenecegi yliksek tansiyon rahatsizliginda erken etki gostermesi
acisindan ¢alismamizda hazirlanan proniozom formiilleri saf etkin madde ve

ticari preparattan daha {istiin 6zelliktedir.

Bu calismada niozomlarm sahip oldugu {istiin 6zellikleri degistirmeksizin
daha stabil formlar1 olan proniozom formiilleri basariyla hazirlanmistir
boylece vezikiiler sistemlerin hastalarin kullanima girmesini saglayacak bir

formiilasyon basariyla olusturulmustur.

Elde edilen sonuglara bagl olarak, proniozomlar, asagidaki alanlarda

calismalarn yiiriitilmesi igin de 6nerilmektedir:

Proniozom igeren tablet formiilasyonlarinin gelistirilmesi ayr1 bir proje
konusu olarak incelenmeli ve proniozomlarin kati dozaj formu haline
getirilmesi lizerinde daha ileri caligmalar yapilmalidir.

Ozellikle son zamanlarda farmasotik teknoloji alaninda pek ¢ok calismaya
konu olan agizda dagilan/¢oziinen tablet formiilasyonlar1 olarak

proniozomlar1 igeren tabletler incelenebilir.
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Analjezikler, antihistaminikler gibi 6zellikle hizli etki gostermesi istenen
etkin maddelerin formiilasyonu i¢in proniozomlarin c¢alisilmasi uygun
gorilmektedir.

Proniozom formiilasyonlari, diisiik ¢oziiniirlik problemi yiiziinden formiile
edilemeyen ve oral biyoyararlanimi smirli olan diger lipofilik etkin
maddelerin (antikanser ilaglar gibi) de oral biyoyararlanimini artirmak

acisindan iimit vericidir; daha pek ¢ok calisma yapilmasi miimkiin olacaktir.
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OZET

Kandesartan sileksetil iceren proniozomlarin iiretilmesinde islem parametrelerinin
degerlendirilmesi ve in vivo biyoyararlanimlarinin incelenmesi

Suda ¢oziinlirliigh diisiik etkin maddelerin ilag tagiyict sistemler ile ¢oziliniirlestirilerek
oral biyoyararlanimlarinin artirilmasi farmasotik teknoloji  alaninda baslica ¢alisma
alanlarindan birisidir. Ozellikle niozomlar gibi kolloidal vezikiiler sistemlerdir oral
biyoyararlammlarinin  artirtlmast  agisindan umut vericidir. Ancak bu sistemlerin
sedimantasyon, agregasyon gibi fiziksel stabilite ve hidroliz, oksidasyon gibi kimyasal
stabilite problemleri ile saklama sirasinda olabilecek etkin madde sizintis1 problemlerinin
tistesinden gelinmesi gerekmektedir. Bu amagla yakin zamanlarda gelistirilen bir yaklagim
provezikiiler sistemlerinin hazirlanmasidir. Bu ¢alismada diisiik suda ¢oziiniirliigii nedeniyle
oral veriliste biyoyararliligi yiizde 15 diizeyinde olan kandesartan sileksetilin proniozom
formiilleri ile ¢oziiniirliigliniin ve ¢6ziinme hizinin artirilmasi ve in vivo performansinin
incelenmesi amaglanmustir.

Kandesartan sileksetil yiiklii proniozomlar degisik tasiyici materyaller iizerine yiizey
aktif madde, Span 60, kolesterol, yiikk verici maddenin organik solvandaki ¢ozeltisinin
kaplanmasi ile olusturulmustur. Uretim isleminin kritik parametreleri, tastyici tipi (sorbitol,
maltodekstrin, Granulac), yiikk verici madde ilavesi, islem sicakligi, donii hizi olmustur.
Uygun tastyict materyal olarak maltodekstrin segilmistir. Islem parametrelerinin proniozom
spesifikasyonlarini (liriin verimi, etkin madde ¢ikisi, hidrate niozomlarin partikiil boyutu ve
yiizey yiki) degistirdigi tesbit edilmistir. Optimum organik ¢6ziicli buharlastima sicakligi
60°C ve donii hiz1 60 rpm olarak belirlenmistir. Segilen formiilasyonun yardimci maddeler
varliginda akis ozellikleri, konsolidasyonu ve basilabilirligi degerlendirilerek tablet formu
gelistirilmistir. Tabletleme isleminin hidratasyon neticesinde olusan niozomlarin 6zelliklerini
(partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyeli ve optik goriintii) degistirmedigi bulunmustur. Ug aylik
stabilite sonuclar1 hem tabletlerden hem de proniozomlardan olusturulan niozomlarin
ozelliklerinin degismedigini gdstermistir. Saf etkin madde, proniozomlar ve ticari tabletin
sicanlarda oral yolla veriliste biyoyararliklar1 belirlenmistir. Sonu¢ olarak uygulanan
proniozom formiilasyonunun saf etkin madde ve ticari preparata gore biyoyararlanimi 2,20
ve 1,14 kat artirdigi bulunmustur. Oral yolla uygulanan proniozomlar sayesinde Kandesartan
sileksetil, ticari preparata ve saf etkin maddeye gore daha kisa siirede kandaki maksimum
kandesartan seviyesine ulagmustir.

Proniozom formiilasyonlari, diisilk ¢ozilinilirliikk problemi yiiziinden formiile
edilemeyen ve oral biyoyararlammu sinirli olan diger lipofilik etkin maddelerin (antikanser
ilaglar gibi) de oral biyoyararlanimini artirmak acgisindan {imit vericidir; daha pek ¢ok
calisma yapilmas1 miimkiin olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Proniozom, tasiyici, yiizey etkin madde, bulamag¢ yontemi, islem
validasyonu, kandesartan sileksetil, biyoyararllik.
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SUMMARY

Evaluation of process parameters for the preparation of proniosomes containing
candesartan cilexetil and assessment of their in vivo bioavailabilities

Solubilization of poorly water-soluble drugs using drug carrier systems to enhance
their oral bioavailibility is a major research area in pharmaceutical technology. Especially
colloidal vesicular systems such niosomes are promising systems for enhancing oral
bioavailibility. However, it is necessary to overcome the physical stability problems like
sedimentation, aggregation and chemical stability problems such as hydrolysis, oxidation
and drug leakage during storage of these systems. For this purpose, a recently developed
approach is preparation of provesicular systems. In this study, we aimed to enhance the
solubility and dissolution rate of candesartan cilexetil, which has an oral bioavailability of
around 15% due to low aqueous solubility, by preparing its proniosome formulations and
evaluate its in vivo performance.

Candesartan cilexetil loaded proniosomes were prepared by coating the solution of
non ionic surfactant (Span 60), cholesterol, charge inducing agents in the organic solvent
into various types of carriers. The critical parameters of the production process were, types
of the carriers (sorbitol, maltodextrin, Granulac), addition of charge inducing agents,
temperature and rotation speed. Maltodextrin was chosen as the appropriate carrier. The
process parameters changed the specifications of proniosomes (such as production yield,
drug release, particle size and surface charge of assembled niosomes after hydratation of
proniosomes). The optimum temperature and rotation speed for organic solvent evaporation
were found to be 60°C and 60 rpm respectively. The flow properties, consolidation and
compressibility properties of the selected formulation in the presence of tableting excipients
were evaluated and their tablet form was produced. The tableting process did not change the
properties (particle size, zeta potential and optical micrographs) of niosomes that assemble
after hydratation. The results of three month stability test revealed that the properties of both
proniosomes and assembled niosomes did not change during storage. The bioavailabilities of
pure active agent, proniosomes and marketed dosage form were evaluated upon oral
administration. As a result the bioavailability of Candesartan cilexetil was increased 2.20 and
1.14 times compared to pure drug and marketed dosage form. Candesartan reached to its
maximum level in plasma within a shorter period of time after oral proniosom application
compared to pure drug and marketed dosage form.

The proniosom formulations are promising for enhancing the oral bioavability of other
lipophilic agents (such as anticancer agents) which cannot be formulated and demonstrate
limited oral bioavability due to solubility problem; the area is open for further studies.

Keywords: Proniosome, carrier, surfactant, slurry method, process validation, candesartan
cilexetil, bioavailability.
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