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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI
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kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 digindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, baskalarmmn haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakk: bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmas: zorunlu metinlerin
yazili izin alinarak kullandigimu ve istenildiginde suretlerini

Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

o Tezimin/Raporumun tamam diinya capinda erisime acilabilir ve
bir kismui veya tamaminin fotokopisi alinabilir.
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acilmasim ve fotokopi alnmasim (i¢ kapak, Ozet, Icindekiler ve
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tezimin/raporumun tamami her yerden erisime agilabilir, kaynak
gosterilmek sartiyla bir kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir)
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o Serbest Secenek/Yazarin Secimi

27/04/2018

uriye DEMIR KABAS



ETIiK BEYAN

Bu caligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonugclar bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Levent ONER danismanliginda
tarafimdan {iretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez

Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Uzm. Ecz. Huriye DEMIR KABAS



Vi

TESEKKUR

Yiiksek lisans ve doktora egitimim boyunca beni yonlendiren ve her asamasinda
bilimsel bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim, ilgisi ve destegiyle yanimda olan

danisman hocam Prof. Dr. Levent ONER’e

Tez calismam siiresince bilgisi, sabri ile her zaman yanimda olan ¢aligmalarimda beni

cesaretlendiren ikinci danismanim Prof. Dr. Selma SAHIN’e

Bilimsel katkilarindan dolayr doktora tez izleme komitemdeki hocalarim Prof. Dr.
Imran VURAL ve Dog. Dr. Zeynep Safak TEKSIN’e

Calismalarimda yardimci olan Dog. Dr. Erol SENER, Dog. Dr. Emirhan NEMUTLU
Yrd. Dog. Dr. M.Hacer OZKAN ve Dr. Ecz. Tugba GULSUN INAL’a

Tezimin her asamasinda bana yardimeci olan ve destek veren Ecz. Naile OZTURK,
Dr.Ecz. Yagmur AKDAG CAYLI, ve Ecz. Nihan IZAT, basta olmak iizere Farmasotik

Teknoloji Anabilim Dal1 hocalarima, elamanlarina ve arkadaslarima

Tez galigmalarmmu yiiriitmem icin proje destegi saglayan TUBITAK’a (SBAG
113S200) ve H.U Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon Birimine (THD-2017-13071
ve 17137)

Doktora ¢alismalarimi gergeklestirebilmem icin gerekli izni her kosulda saglayan Op.

Dr. Alper DELIER, Ozcan BULUT ve Hicabi UZUN’a
Son olarak tiim yasamim boyunca oldugu gibi doktora tez caligmam sirasinda da daima
yanimda olan, sevgi ve destegini esirgemeyen, bana inanan ve giivenen aileme ve bu

tez ¢alismasi sirasinda kolum kanadim olan canim esime, tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimi kizim Ece Su ve dogacak olan oglum Efe’ye ithaf ederim.



vii

OZET

Demir Kabas H., Rivaroksaban Nanokristallerinin Hazirlanmasi ve In Vitro - In
Vivo Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyofarmasotik ve Farmakokinetik Doktora Programm, Ankara, 2018. Bu tez
calismasinda dogrudan etkili faktér Xa inhbitorii ve Biyofarmasotik Siniflandirma
Sistemi Sinif II bir ilag olan Rivaroksabanin (RXB) diisiik ¢oziiniirliigiine bagl yiiksek
dozlarinda karsilasilan doz orantisallig1 sorunun ¢dziilmesi amaglanmistir. RXB’nin
¢Ozilinlirligliniinii artirmak amaciyla nanokristal formiilasyonlar1 hazirlanmis ve
fizikokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Pluronik F 127 ve Pharmacoat 603 stabilizan
olarak kullanilarak ultra turaks, bilyeli degirmen ve yiiksek basingli homojenizasyon
yontemlerinin kombinasyonu ile nanosiispansiyonlar hazirlanmigtir. Nanokristal
teknolojisi ile partikiil biiyiikligl kiigiiltiilmiis, in vitro ¢oziinmesi ve gegirgenlik
katsayist artirtlmigtir. Kristal yapinin varligi ve rivaroksabanin kimyasal yapisinin
korundugu tespit edilmistir. En iyi partikiil biiyiikliigii dagilimi, in vitro ¢oziinme
profili ve gecirgenlik sonuglari elde edilen nanosiispansiyon formiilasyonu tavsanlara
3 mg/kg,10 mg/kg ve 15 mg/kg dozlarda oral gavaj ile uygulanmistir. Plazma RXB
diizeyleri LC/MS/MS yontemi ile tayin edilmistir Elde edilen egri altinda kalan alan
ve maksimum plazma konstrasyonu parametreleri doz orantisalligi yoniinden
degerlendirilmistir. Basit dogrusal regresyon, varyans analizi ve esdegerlik kriteri
yontemlerinden elde edilen sonuglar 3 mg-15 mg ve 10 mg -15 mg dozlar: arasinda

doz orantisalliginin saglandiginin gosterilmistir.

Anahtar  Kelimeler:  Biyoyararlanim, doz  orantisalligi, LC/MS/MS,

nanosiispansiyon, rivaroksaban.

Destekleyen Kurumlar: Bu ¢alisma TUBITAK (Proje numarasi: 1135200) ve H.U
Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon Birimi (Proje numaralari: THD-2017-13071 ve
17137) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Demir Kabas H., Preparation of Rivaroxaban Nanocrystals and In Vitro - In
Vivo Assays, Hacettepe University Institute of Health Sciences, PhD Thesis in
Biopharmaceutical and Pharmacokinetic, Ankara, 2018. The aim of this thesis is
to solve the dose-proportionality problem encountered in high doses as a result of low
solubility of rivaroxaban (RXB) which is a direct factor Xa inhibitor and a
Biopharmaceutical Classification System Class Il drug. To increase the solubility of
RXB, its nanocrystal formulations were prepared and their physicochemical
characterizations were examined. Pluronic F 127 and Pharmacoat 603 were used as the
stabilizers to prepare nanosuspensions with a combination of ultra turrax, ball mill and
high pressure homogenization methods. With nanocrystal technology, the particle size
is reduced, the in vitro dissolution and permeability coefficient is increased. The
presence of crystal structure and the chemical structure of RXB have been found to be
preserved. The nanosuspension formulation with the best particle size distribution, in
vitro dissolution profile and permeability results was applied by oral gavage to rabbits
at doses of 3 mg / kg, 10 mg / kg and 15 mg / kg. Plasma RXB levels were determined
by LC / MS / MS method. The area under the curve and the maximum plasma
concentration parameters were evaluated in terms of dose proportionality. The results
obtained from simple linear regression, analysis of variance and equivalence criterion
methods showed that dose proportionality between 3 mg-15 mg and 10 mg -15 mg

doses were achieved.

Key words: Bioavailability, dose proportionality, LC-MS/MS, nanosuspension

rivaroxaban,

Supporting Institutions: This work was supported by TUBITAK (Project number:
113S200) and HU Scientific Research Coordination Unit (Project numbers: THD-
2017-13071 and 17137).
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SEKILLER

Oral yol ile uygulanan kati dozaj seklinden etkin maddenin
absorpsiyon siireci.

Stabilizanlarin partikiil kiigiilmesindeki (1) etki mekanizmasi;
Sterik stabilizasyon (2), elektrostatik stabilizasyon (3).

RXB’nin kimyasal yapisi.

Doz orantisalligt (a) ve doz dogrusalligit (b) durumunda
konsantrasyon (C) ve doz arasindaki iligki o>0.

RXB’nin ACN:su (80:20, h:h) igindeki ¢oOzeltisine ait UV
spektrumu.

RXB’a ait IR spektrumu.

RXB’a ait DSC Termogramu.

RXB’a ait X- 1511 kirinimi difraktograma.

RXB’nin baglangi¢c (t=0), ve 25 £2°C ve % 60+5 bagil nem
ortaminda 6 ay sonundaki SEM goriintiileri (x250, x500, x1000).
RXB’nin partikiil biiyiikliigli dagilimi.

RXB’nin liyofilizasyon sonrasi X-1s1n1 kirinimi difraktogrami.

RXB’nin 25 +2 °C ve %6045 bagil nem ortaminda 6. ay sonundaki
X-1s1m1 kirmim difraktogrami.

RXB’nin 25°C+2 °C ve % 60+5 bagil nem ortaminda 6. ay
sonundaki IR spektrumu.

RXB’nin baglangi¢ ve 25°C+2 °C, % 60+5 bagil nem ortaminda
pH 4,5 asetat tamponu+% 0,4 SDS ortamindaki in vitro ¢oziinme
profilleri.

SDS iceren (% 0,4 a/h) pH 4,5 asetat tamponuna formiilasyon
caligmalarinda kullanilan stabilizanlarin (P 603, P 127) % 0,4 (a:h)
konsantrasyondaki ¢ozeltisinin eklenmesi ile elde edilen HPLC
kromatogrami.

ACN:su  (80:20, h:h) ¢oziicii sisteminde 80 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanan RXB’nin enjeksiyonuyla elde edilen
HPLC kromatograma.

SDS iceren (% 0,4 a/h) pH 4,5 asetat tamponuna RXB (80 pg/mL)
ilave edildikten sonra elde edilen HPLC kromatogramu.

RXB’nin % 0,4 SDS igceren pH 4,5 asetat tamponundaki
kalibrasyon dogrusu ve denklemi.

RXB’nin ACN:Su (80:20, h:h) ¢6ziicli ortamindaki kalibrasyon
dogrusu ve denklemi.
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Pozitif ESI altinda RXB iyonlarinin kiitle spektrumu (437 m/z).

RXB’nin pozitif ESI’da % 0,1 formik asit igeren su ve % 0,1 formik
asit iceren ACN karisimli hareketli fazdaki kromatogrami.

RXB’nin 437 m/z igin 176 V fregman voltajinda SIM
kromotograma.

RXB’nin 176 V freg voltaj ile kiitle spektrumu.
RXB’nin 40 enerjide kiitle spektrumu.

RXB’nin negatif ESI modunda % 0,1 formik asit su ve % 0,1
formik asit ACN karisimli hareketli fazdaki kiitle spektrumu.

RXB’nin negatif ESI’da % 0,1 formik asit iceren su ve % 0,1
formik asit igeren ACN karisimli hareketli fazdaki kromatograma.

RXB’nin +ESI’da 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit
iceren su ACN karisimi hareketli fazdaki kromatograma.

RXB’nin +EST’da 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit
iceren su ACN karisimi1 hareketli fazdaki kiitle spektrumu.

RXB’nin +EST’da 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit
iceren su ACN karisimi hareketli fazdaki kromatograma.

RXB’nin 144,7 m/z ve 231 m/z ‘de kiitle spektrumu.

ACN’in +ESI’da 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit
iceren su ACN karisimi hareketli fazdaki kromatograma.

ACN’e ait 144,7 m/z ve 231 m/z ‘de kiitle spektrumu.

RXB’nin 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit i¢eren su
asetonitril karigimi hareketli fazdaki kalibrasyon dogrusu.

RXB’nin tavsan plazmasindaki kalibrasyon dogrusu.
Metanol i¢indeki bos plazmaya ait kromatogram.
ACN i¢indeki bos plazmaya ait kromatogram.

ACN i¢indeki 1000 ng/mL konsantrasyondaki RXB’ye ait
kromatogram.

Metanol icindeki 1000 ng/mL konsantrasyondaki RXB’ye ait
kromatogram.

BD’de  farkli  stabilizanlar ile  hazirlanan  nanokristal
formiilasyonlarinin liyofilizasyon Oncesi ve sonrasi ortalama
partikiil biiytikliikleri.

RXB, liyofilize RXB, BD ile hazirlanmis formiilasyona iligkin X-
1511 kirinimi difraktogramlari.

RXB nanosiispansiyonlarinin farkli 6giitme siirelerine bagl
partikiil biiytikliigii dagilimi1 ve PDI’ler1.
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YH’de yapilan dongii sayisinin partikiil biiylikliigli ve PDI {izerine
etkisi-F1.

YH’de yapilan dongii sayisinin partikiil biiyiikliigii ve PDI {izerine
etkisi-F2

6-UT+BD formiilasyonunun SEM goriintiisii
1-UT+YH+BD formiilasyonunun SEM goriintiisii
3-UT+BD+YH formiilasyonunun SEM goriintiisii.

6-UT+BD, 3-UT+BD+YH, 1-UT+YH+BD, formiilasyonlarinin
DSC termogramlari.

6-UT+BD formiilasyonunun X-1s1n1 kirinimi difraktograma.
3-UT+BD+YH formiilasyonunun X-1s1n1 kirinimi difraktogrami
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Nanokristal 6n formiilasyonlarin in vitro ¢éziinme profilleri.

6-UT+BD yontemi ile hazirlanan formiilasyonun liyofilizasyon
Oncesi (nanosiispansiyon) ve sonrast (nanonkristal) in vitro
¢coziinme profili.

UT, BD, YH kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonlara iligkin
partikil biiyiikliigii dagilimi grafikleri.

UT, BD, YH kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonlarin
liyofilizasyon sonrasi biiyiikliigii dagilimi grafikleri.

0811AUTBDYH formiilasyonunun DSC termogramu.
0811BUTYHBD formiilasyonunun DSC termogrami.
0911CUTYHBD formiilasyonunun DSC termogrami
0911DUTBDYH formiilasyonunun DSC termogrami
2412AUTBDYH formiilasyonunun DSC termogrami
2412BUTBDYH formiilasyonunun DSC termogrami
Formiilasyonda kullanilan yardimci maddelerin DSC termogrami
RXB’nin X- 1g11 kirinimi difraktogramu.

081TAUTBDYH formiilasyonunun X-1s1n1 kirinimi difraktograma.
0811BUTYHBD formiilasyonunun X-1sin1 kirmnimi difraktograma.
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Formiilasyonlarda kullanilan yardimci maddelere ait X-1s1n1
kirinimu difraktogramlari.

RXB ve 0811AUTBDYH, 0811BUTYHBD, 0911CUTYHBD,
0911DUTBDYH, 2412AUTBDYH, 2412BUTBDYH
formiilasyonlarmin IR spektrumlari.

Nanokristal formiilasyonlarinin SEM gortintiileri.

RXB’nin ve nanokristal formiilasyonlarinin % 0,4 SDS iceren pH
4,5 tamponunda in vitro ¢dziinme profilleri

40°C ve % 75 bagil nem ortaminda 1 ay ve 6 ay siireyle bekletilen
formiilasyonlarin  t=0 zamanindaki ¢0ziinme profilleriyle
karsilastirilmasi.

3 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra her bir
tavsandan elde edilen plazma konsantrasyon - zaman profilleri.

10 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra her
bir tavsandan elde edilen plazma konsantrasyon - zaman profilleri

15 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra her
bir tavsandan elde edilen plazma konsantrasyon - zaman profilleri

Biitiin tavsanlara ait 3 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg uygulama
sonrasi ortalama plazma konsantrasyon - zaman profilleri

Biitiin tavsanlara ait 3 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg uygulama
sonrast ortalama yari logaritmik plazma konsantrasyon - zaman
profilleri

Biitlin tavsanlara ait 3 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg uygulama
sonrast doza gore normalize edilmis plazma konsantrasyon - zaman
profilleri

3 mg-15 mg doz araliginda gézlemlenen ve tahmin edilen Cmaks
degerleri arasindaki iliski (dogrusal log-log, gii¢ modeli)

3 mg-15 mg doz aralifinda gozlemlenen ve tahmin edilen EAAo+
degerleri arasindaki iliski (dogrusal log-log, gii¢ modeli)

3 mg-15 mg doz araliginda gozlemlenen ve tahmin edilen EAAo
degerleri arasindaki iliski (dogrusal log-log, gii¢ modeli)
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TABLOLAR

Yeni oral antikoagiilanlarin VKA olan varfarin ile karsilastirilmasi.

Mide bagirsak sisteminde ilacin c¢oOziinmesine etki eden
fizikokimyasal ve fizyolojik etkenler ve in vitro yansimalari.

Nanokristal hazirlamada kullanilan yontemler.

Nanokristal Teknolojisi ile tiretilmis FDA tarafindan onaylanmis
piyasadaki ilaclar.

Nanokristal teknolojisi iiretim yoOntemlerinin {stlinlikleri ve
sakincalari

2002-2006 yillar1 aras1 doz orantisalliginin degerlendirildigi
literatiir say1lari.

Nanokristal hazirlamada kullanilan yontem kombinasyonlart.

Plazmadan RXB tayini yontemine iliskin mobil faza ait akis
gradiyenti.

Deney hayvanlar1 olarak kullanilan tavsanlarin agirlik degisim
tablosu.

Tavsanlara uygulanan formiilasyonlar.

RXB’nin farkli ortamlarda ¢oziiniirliikk degerleri.

RXB’nin 25 £2°C ve %60+5 bagil nem ortaminda 12 ay sonundaki
partikiil biiytikligi.

RXB’nin ¢dziinme profilleri i¢in tayin edilen f2 benzerlik faktorii
degerleri.

RXB’ye ait dogrusallik bulgulari.

RXB’nin ACN:Su (80:20,h:h) i¢indeki dogruluk sonuglart.

RXB’nin % 0,4 SDS iceren pH 4,5 tamponundaki dogruluk
sonuglart.

RXB’nin miktar tayini yontemlerine ait tekrar edilebilirlik
sonuglart.

RXB’nin miktar tayini yontemlerine ait ara kesinlik sonuglari.

RXB’nin miktar tayini yontemlerine ait tekrar elde edilebilirlik
sonuglart.

RXB’nin analiz siiresince stabilite sonuclari.

RXB’nin LC/MS/MS miktar tayini yontemine ait dogrusallik
bulgulart.

RXB’nin LC/MS/MS 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik
asit iceren Su:ACN (80:20,h:h) i¢indeki dogruluk sonuglari.
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RXB’nin LC/MS/MS miktar tayini yontemine ait tekrar
edilebilirlik sonuglart.

RXB’nin LC/MS/MS miktar tayini yontemine ait ara kesinlik
sonuglart.

RXB’nin LC/MS/MS tayini yontemine ait tekrar elde edilebilirlik
sonuglart.

RXB’nin LC/MS/MS ile miktar tayininde analiz siiresince stabilite
sonuglart.

RXB’nin LC/MS/MS ile miktar tayininde sistem uygunluk
parametreleri.

RXB ve i¢ standartin iyonlagma tirlinlerine iligkin bilgiler.

RXB’nin plazmadan LC/MS/MS yoOntemiyle tayinine ait
dogrusallik bulgulari.

RXB’nin plazmadan LC/MS/MS yontemiyle tayinine ait dogruluk
bulgulart.

RXB’nin plazmadan LC/MS-MS yo6ntemiyle tayinine iligkin tekrar
edilebilirlik bulgular

RXB’nin plazmadan LC/MS/MS yontemiyle tayinine ait ara
kesinlik bulgulart.

SDS, P 127 ve HPMC ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina
iliskin parametreler ve ortalama partikiil biiyiikliigii degerleri

Bilyeli degirmen ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina ait
parametreler ve ortalama partikiil biiytikliigli degerleri.

BC yontemi ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iligkin
yontem parametreleri.

BC yontemi ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iliskin
ortalama partikiil biiyiikliigii, PDI ve ZP sonug¢lari

Iki farkli stabilizan ve BD yontemi ile hazirlanan nanokristal
formiilasyonlarina iligkin yontem parametreleri.

BD yontemi ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iliskin
partikiil biiyiikliigii, PDI ve ZP sonuglari.

Iki hazirlama ydnteminin kombinasyonu ile hazirlanan nanokristal
formiilasyonlarina iliskin yontem parametreleri.

Iki hazirlama ydnteminin kombinasyonu ile hazirlanan nanokristal
formiilasyonlarina iligkin partikiil biiyiikliigii, PDI ve ZP sonuglari

Ug nanokristal hazirlama ydnteminin kombinasyonu ile hazirlanan
nanokristal formiilasyonlarina iligkin yontem parametreleri.
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Ug farkli nanokristal hazirlama yénteminin kombinasyonu ile
hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iligkin ortalama partikiil
bliytikliigii, PDI ve ZP degerleri.

RXB’nin partikiil biiylikliigline yontem ve stabilizan etkisi.

RXB nanosiispansiyonlarinin farkli 6giitme siirelerine bagli olarak
elde edilen ortalama PB, PDI ve ZP degerleri.

YH’de yapilan dongii sayisinin PB, PDI ve ZP degerleri iizerine
etkisi- F1.

YH’de yapilan dongii sayisinin PB, PDI ve ZP degerleri iizerine
etkisi -F2.

Kriyoprotektan olarak MN ilavesinin partikiil biiytikliigiine etkisi.

Nanokristal formiilasyonlarindan % 0,4 SDS iceren pH 4,5 asetat
tamponundaki % ¢ozlinen RXB degerleri ve f2 benzerlik faktorleri.

Farkli yontemlerin kombinasyonu ile hazirlanan nanokristal
formiilasyonlari.

RXB nanokristal formiilasyonlarma iliskin PB, PDI ve ZP
degerleri.

RXB nanokristal formiilasyonlarinin  farkli  ortamlardaki
cozliniirliik degerleri.

RXB’nin ve RXB nanokristal formiilasyonlarinin in vitro ¢dzlinme
testi sonuglart.

RXB nanokristal formiilasyonlarinin stabilite ¢calismasi sonuglari

40°C ve % 75 bagil nem ortaminda 1 ay ve 6 ay siireyle bekletilen
formiilasyonlarin t=0 zamanindaki f2> benzerlik faktorleri.

Toz RXB ve RXB nanokristal formiilasyonlarina ait gecirgenlik
katsayilari.

Nanokristal formiilasyonlarinin PB, PDI ve ZP’lerine iliskin
degisim tablosu.

Uygulama oncesi nanosilispansiyonlardaki mL’deki RXB
miktarlari.

3 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde
edilen plazma RXB diizeyleri.

10 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde
edilen plazma RXB diizeyleri.

15 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde
edilen plazma RXB diizeyleri

3 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde
edilen farmakokinetik degerler.
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10 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde
edilen farmakokinetik degerler.

15 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde
edilen farmakokinetik degerler.

RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde edilen
ortalama farmakokinetik degerler.

RXB’nin doz orantisalliginin gii¢ modeli ile degerlendirilmesi.

RXB’nin doz normalize edilmis dogal logaritmas: alinmis
farmakokinetik verilerine ait varyans analizi 6zeti.

Cmaks i¢in ikigerli gruplar halinde ANOVA tablosu.
EAAo.t i¢in ikiserli gruplar halinde ANOVA tablosu.
EAAo-» icin ikiserli gruplar halinde ANOVA tablosu.

Doz normalize edilmis ve logaritma doniistiiriilmiis farmakokinetik
verilere iligkin basit dogrusal regresyon analizi sonuglari.

Doz normalize edilmis ve dogal logaritmast alinmis
farmakokinetik verilere iliskin % 90 giiven aralig1 sonuglari.
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1. GIRIS

Venéz tromboembolizm (VTE); derin ven trombozu (DVT) ve pulmoner
emboli (PE) gibi hastaliklar1 tanimlayan, yeni taburcu olmus veya hastanede yatmakta
olan hastalarda genellikle morbitide ve mortaliteye neden olan bir durumdur (1, 2).
Epidemiyolojik model ¢alismasinda Avrupa’da yilda her 100.000 kisiden 148’inde
DVT ve her 100.000 kisiden 95’inde PE goriildigi tahmin edilmektedir (3).
Semptomatik VTE'li hastalarda, 6zellikle bir anda VTE goriilen hastalarda yillarca
VTE tekrarlama (6liimciil olmayan ve 6liimciil PE dahil) riski devam eder (4). Bunun
yaninda uzun dénemde PE sonrasi kronik pulmoner hipertansiyon ve DVT sonrasi
post-trombotik sendrom gibi komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (2). Bu nedenle
VTE, tedavisi mutlaka yapilmasi gereken bir rahatsizliktir. Tedavinin amaci pithtinin
yayilimint durdurmak ve yeniden pihtinin tekrarlamasini 6nlemektir (5). Hem akut
DVT igin hem de PE i¢in medikal tedavinin temel tasi antikoagiilasyondur (2).
Antikoagiilan tedavi amaciyla heparin, vitamin K antagonistleri (VKA), faktér Xa
inhibitorleri, dogrudan trombin inhibitorleri ve trombolitikler kullanilmaktadir (6, 7).
Dogrudan etkili faktér Xa inhibitorlerinden baska tromboembolik hastaliklarin
tedavisinde oral olarak kullanilan diger VKA’lerinin, etkilerinin yavas baglamasi ve
yavas durmasi, ilag etkilesimlerinin ¢ok olmasi, dar terapdtik indeksli ilaglar olmalari
ve izleme gerekliliklerinden dolay1 kullanimlart sinirhidir. Ayrica birgok ilag ve besin
ile etkilesime girmektedirler. Bu nedenle farmakodinamik ve farmakokinetik profili
tahmin edilebilir 1yi oral biyoyararlanima sahip faktor Xa inhibitorleri iizerine
yogunlasilmstir (8). Kalga ve diz protezi ameliyatlari sonrast DVT ve PE profilaksisi
gibi tromboembolik hastaliklarin uzun siireli 6nlenmesinde kullanilmak tizere yeni
oral antikoagiilanlar (6r. rivaroksaban, dabigatran, apiksaban) gelistirilmistir (9, 10).
VKA’larin aksine, yeni oral antikoagiilan ilaglarin farmakokinetik ve farmakodinamik
profilleri dogrudan tahmin edilebilir, daha diisiik potansiyelde ilac-ila¢ etkilesimi
gozlenir, sabit dozda verilip koagiilasyon izlemesine gerek yoktur ve etkileri daha
hizlidir.



Bu ilaglardan biri olan rivaroksaban (RXB) yiiksek secicilikte dogrudan faktor
Xa inhibitori bir ilagtir (11). RXB, DVT ve ayni patolojik siirecin farkli bir sekli olan
PE tedavisi ve Oonlenmesi ile VTE tekrarin1 6nlemek i¢in oral olarak uygulanan bir
ilagtir. RXB Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da gesitli tromboembolik
endikasyonlarda kullanimi i¢in onaylanmustir. Yetiskin hastalarda kalgca veya diz
protezi ameliyatlarinda VTE’nin 6nlemesi, bir veya daha fazla riskli valviiler olmayan
atriyal fibrilasyonlu hastalarda iskemi ve sistemik emboliden korunmak igin
kullanilmaktadir. Ayrica Avrupa’da aspirin ve/veya klopidogrel veya tiklopin gibi
tienopiridinler ile kombine olarak kardiyak biyolojik belirtegleri yiikselmis akut
koroner sendrom sonrasi aterotrombotik olaylarin 6nlenmesinde ikincil olarak
kullanilmaktadir (12, 13). RXB’nin farmakokinetik bulgulari incelendiginde 1 mg
intravendz inflizyon ¢ozeltisi ile 5 mg tablet ve 20 mg tablet ile yapilmis ¢aligmalarda
sirasiyla 5 mg tablette absorpsiyon (fabs) tamamlanmis (% 100), 20 mg tablette ise faps
% 66 olarak bulunmustur. Yiiksek dozda ise doz orantisalligindan daha diisiik egri
altinda kalan alan (EAA) artis1 ve maksimum konsantrasyon (Cmaks) artist oldugu
goriilmistiir. Coziiniirliige bagl sinirh absorpsiyon sebebiyle yarilanma dmriinde de
artis gézlenmektedir. Bu bulgular flip-flop kinetigi olabilecegine de isaret etmektedir
(10). Yiiksek dozlardaki doz orantisalliginin saglanamamasiin nedeni diisiik
¢Oziinlirliige baglh diisiik absorpsiyondur. 20 mg dozda yiyecek etkisinin incelendigi
calismalarda ise EAA % 39 ve Cmas % 76 oraninda artmustir. Bu durum aglik
kosullarinda ilacin biyoyararlaniminda hiz kisitlayic1 basamak olan ¢éziinme hizinin
diisiik olmasma baglanmaktadir. Yiyecek etkisinin karsilastirildigi randomize
caligmalardan elde edilen sonuglara gore [EAA10 mg (0,93-1,05, %90 giiven araligi
(CI)), EAA2 mg (1,29-1,49, %90 CI)] 10 mg dozda yiyecek etkisi olmadigi ancak 20
mg dozda yiyecek etkisinin oldugu goriilmektedir (10, 14). RXB etkin maddesi
Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemine (BSS) gore diisiik ¢oziiniirliige ve yiiksek
gecirgenlige sahip smif II bir ilagtir. Farmasatik ilag gelistirme alanindaki en 6nemli
sorun, gelistirilen bir¢ok ila¢ etkin maddesinin RXB gibi diisiik ¢oziiniirliige sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir. Diisiik c¢oziiniirlikteki ilaglarin  ¢oziiniirliik
problemleri ¢6ziinme hizinda dolayisi ile biyoyararlanimda hiz kisitlayici bir etken
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Diisiik ¢oziiniirliikk ve ¢6ziinme hizina bagl olarak diistik

biyoyararlanim, aglik/tokluk kosullarindaki varyasyonlarda artis, gecikmis etki, doz



orantisalligmin saglanamamasi gibi sorunlari beraberinde getirmektedir. ilacin
absorpsiyonunda hiz kisitlayict basamaklardan biri de ilacin ¢ézlinmesi oldugundan
ilacin ¢oziintirliigii ve ¢oziinmesi ilag etkinligi i¢in 6nemli bir noktay1 olusturmaktadir
(15). Coziiniirlik ve ¢dziinme sorunu formiilasyon tasarimi ve klinik testlerin yaninda
farmakolojik aktivite i¢in de olduk¢a dnemlidir, bu durum etkin maddelerde diisiik ve
degisken biyoyararlanim sorunlari ile karsimiza ¢ikmaktadir (16-18). RXB gibi diisiik
¢Oziiniirliikteki etkin maddeler ile hazirlanan formiilasyonlarin da performanslar
diizensiz ve degiskendir. Bu nedenle RXB formiilasyonlarinda da yukarida bahsedilen
diisiik ¢oziintirliige bagh biyoyararlanim problemleri ortaya ¢ikmaktadir (14, 19). Son
yillarda, yeni gelistirilen diisiik c¢ozinirlikteki RXB gibi etkin maddelerin
performansin1  artirmak {izere bircok yontem gelistirilmeye calisilmaktadir.
Coziinmeye etki eden etkenler arasinda etkin maddeye ait partikiil biyikligi, tuz
sekli, polimorfizm, solvatlar gibi fizikokimyasal parametreler sayilabilir. ilaglarin
¢cozlinlirliiglinii  artirmada  partikiil biiytikliigliniin  kiictiltme yontemleri siklikla
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden birisi de nanokristal veya nanokristallerin
siispande edilmesi ile olusturulan nanosiispansiyon formiilasyonlar1 gelistirilmesidir.
Nanokristal formiilasyonlar1 ile ¢dziinmeye bagli olarak yiiksek dozlarda azalan
biyoyararlanimda artis saglanarak doz orantisalligi saglanabilir, aghk ve tokluk
biyoyararlanimlar1 arasindaki degiskenlik azaltilabilir (20-23). Literatiirde Jinno ve
ark. (24)’nin hazirladigr silostazol nanokristal formiilasyonu kullanildiginda ¢oziinme
artirilarak yiyecek etkisi ortadan kaldirilmistir. Bu ¢alismada RXB etkin maddesinin
yiikksek dozlarda biyoyararlanim sorununu ¢6zmek igin Oncelikle nanokristal
formiilasyonlar1 hazirlanarak in vitro ¢oziiniirliik testleri yapilmistir. Daha sonra
RXB’nin nanokristal teknolojisi ile hazirlanan en iyi in vitro performansa sahip
formiilasyonu ile tavsanlarda in vivo biyoyararlanim ¢aligmasinin yapilmasi
hedeflenmistir. Bu c¢alismada RXB nanokristal formiilasyonunun in vivo
biyoyararlaniominda artis olup olmadiginin, yiiksek dozlarda doz orantisalliginin
saglanip saglanmadiginin gosterilmesi amaglanmaktadir. Ayrica RXB’nin yiiksek
dozlarinda da aglik kosullarindaki biyoyararlanimin artmasi ve bdylece yiyecek
etkisinin ortadan kaldirilmasi hedeflenmistir.  Yukarida belirtilen amaglar

dogrultusunda asagida yer alan ¢alismalar yapilmistir.



e RXB etkin maddesinin ¢6ziinme hizim1 artirmak amaciyla nanokristal
formiilasyonlarinin hazirlanmasi,

e RXB’nin fizikokimyasal karakterizasyonu,

e In vitro ¢dziinme ortamlarindan elde edilen Srneklerin miktar tayini icin
yontem gelistirilmesi ve validasyonu,

e Nanokristal hazirlanmasinda kullanilacak yontem ve stabilizanlarin
belirlenmesi i¢in 6n denemeler,

e Belirlenen yontem ve stabilizanlar ile nanokristal formiilasyonlar1 hazirlanmasi
ve fizikokimyasal karakterizasyonlari,

e Etkin maddenin ve formiilasyonlarin in vitro ¢dziinme ve ¢oziiniirlik
deneyleri,

e Etkin maddenin ve nanokristal formiilasyonlarinin kararlilik ¢calismalari,

e Hiicre kiiltiirii ortamlarindan elde edilen 6rneklerin miktar tayini i¢in yontem
gelistirilmesi ve validasyonu,

e (Caco-2 hiicre kiiltiir ortaminda gegirgenlik (permeabilite) ¢caligsmalari,

e Tavsan plazmasindan elde edilen Orneklerin miktar tayini i¢in yontem
gelistirilmesi ve validasyonu,

e Nanokristal teknolojisi ile hazirlanan formiilasyonlarin Yeni Zelanda cinsi
tavsanlara oral gavaj yoluyla uygulanarak toplanan plazma Orneklerin
LC/MS/MS ile analiz edilmesi ve RXB nanokristal formiilasyonuna ait EAA,
Cmaks, maksimum konsantrasyona erisme zaman (tmaks), terminal yari dmiir (ti)
gibi farmakokinetik parametrelerin hesaplanmasi.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda nanokristal teknolojisi ile hazirlanan
formiilasyonlarin, yiiksek dozlarda elde edilen farmakokinetik sonuglarin
tyilestirilmesine yardimci olup olmadigi, doz orantisallig: ile birlikte ilacin plazma
konsantrasyon-zaman profilinde EAA degerinin de ayni oranda artip artmadig
incelenmistir. Yiiksek dozlarda c¢oziiniirliiglin diisiik olmasindan dolay1r ilacin
absorpsiyonunun tamamlanamama durumu, hazirlanan formiilasyonlar ile ¢6ziime

kavusturulmaya ¢alisilmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Ven6z Tromboembolizm Tedavisi

VTE; miyokard enfarktiisi ve inmeden sonra igiincii en sik goriilen
kardiyovaskiiler hastaliktir (25, 26). VTE’nin goriilme sikligi yaklagik 1000
kisi/yil’dir. (27-29). VTE en sik DVT seklinde bacaklarda goriiliir. VTE'nin potansiyel
olarak yagami tehdit eden en 6nemli komplikasyonu PE olusturmasi ve pulmoner
arterlerde bir trombiisiin embolizasyonudur. Cogunlukla kendiliginden veya herhangi
bir hastaligin komplikasyonu ve cerrahi miidahaleler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu
gibi durumlarda diisiik doz antikoagiilasyon tedavisi ile profilaksi etkili olmaktadir.
Uzun yillar boyunca akut VTE’nin tedavisi diisiik molekiil agirlikli heparin veya
fondaparinuks ve devaminda oral VKA uygulanmasi ile yapilmistir (30). Bu tedavi
rejimi tekrarlayan VTE’in 6nlenmesinde oldukga etkili bir yontemdir. Bununla birlikte
VKA dar terapétik indeksli ilaglar olmalar1 nedeniyle yakin izlem gerektiren ve
kanama komplikasyonlar1 nispeten yiiksek ilaglardir. Bunun yaninda VKA’nin
etkisinin baslamasi ge¢ oldugu i¢in akut VTE tedavisi diisiik molekiil agirlikli
heparinler ve fondaparinuksun subkiitan enjeksiyonu ile parenteral antikoagiilasyon
gerektirmektedir. Giiniimiizde antikoagiilan tedavi amaciyla heparin, VKA, faktér Xa
inhibitorleri, dogrudan trombin inhibitérleri ve trombolitikler kullanilmaktadir (6, 7).
Uzun yillar boyunca oral antikolagiilan olarak sadece VKA kullanilmigtir. Ancak,
etkili olmalarina ragmen yavas etki baslangici ve dengesine sahip olmasi, bir¢ok ilag
ve besin ile etkilesmesi ve Ongoriilemeyen farmakodinamik yanit olusturabilmesi
nedeniyle doz ayarlamasi ve siirekli olarak koagiilasyon izlemesi gerekebilmektedir.
Antikoagiilan ilaglarin bu kisitlamalarini agsmak {izere son yillarda 6zellikle tek bir
pihtilagma faktoriinii (6rnegin faktér Xa veya trombin) dogrudan hedef alan oral
antikogiilanlar gelistirilmistir (31, 32). Faktor Xa, kan pihtilasmasinda merkezi bir rol
oynar ve hem i¢ hem dis pihtilasma yollarinda etkinlestirilir. Faktér Xa; protrombini
protrombinaz kompleksi ile dogrudan trombine doniistiiriir (33). Trombin ile fibrin
piht1 olusumu trombosit aktivasyonuna neden olur. Klinik dncesi ve klinik ¢aligmalar
faktor Xa ve trombinin antikoagiilan etki i¢in uygulanabilir oldugunu gdstermistir.

Dogrudan faktér Xa inhibitorleri ve dogrudan trombin inhibitorleri, yapilan klinik



calismalarda tromboembolik endikasyonlarin bircogunda VKA ve diisiik molekiil
agirliklt heparinler gibi konvansiyonel antikoagiilanlar ile karsilastirildiginda benzer
veya daha iyi etkinlik ve giivenlik profili gostermistir. Dogrudan etkili faktér Xa
inhibitorlerinden baska tromboembolik hastaliklarin tedavisinde oral olarak kullanilan
diger VKA, yukarida da belirtildigi gibi etkilerinin yavas baslamasi ve yavas durmasi,
ilag etkilesimlerinin fazla olmasi, dar terapdtik indeksli ilaglar olmalar1 ve izleme
gerekliliklerinden dolayr kullanimlart simirhidir. Ayrica birgok ilag ve besin ile
etkilesime girmektedir. Bu nedenle farmakodinamik ve farmakokinetik profili tahmin
edilebilir yiiksek oral biyoyararlanima sahip faktor Xa inhibitorleri iizerine
yogunlagilmistir (8). Kalga ve diz protezi ameliyatlari sonrasi DVT ve PE
profilaksisinde kullanilmak tiizere RXB, apiksaban, dabigatran gibi yeni ilaglar
gelistirilmistir (9, 10). Bu yeni oral antikoagiilanlarin farmakokinetigi ve farmakolojisi
VKA olan varfarinden farklidir. Bulgular Tablo 2.1.’de karsilastirmali olarak
gosterilmistir (28, 34).

VKA’larin aksine, yeni oral antikoagiilanlarin farmakokinetik ve
farmakodinamik profilleri dogrudan tahmin edilebilir, daha diisiik potansiyelde ilag-
ilag etkilesimi gozlenir, sabit dozda diizenli olarak verilebildiginden koagiilasyon

izlemesine gerek olmamaktadir ve daha hizli etki etmektedir (31, 32).

Bu bilesikler (RXB, apiksaban, dabigatran eteksilat) spesifik tromboembolik
hastaliklarda kullanilmak iizere faz III c¢aligmalarinin sonuglarina dayanarak
ruhsatlandirilmistir. Bu ilaglardan RXB yiiksek se¢icilikte dogrudan faktor Xa
inhibitori bir ilagtir (11). RXB protrombinaz ve piht1 baglayici faktér Xa aktivitesini
inhibe eder (35). RXB, DVT ve ayni patolojik siirecin farkli bir sekli olan PE tedavisi
ve Onlenmesi ve VTE tekrarini 6nlemek i¢in oral olarak uygulanmaktadir. Tekrarlama

riskinin 6nlenmesi i¢in kisa donemli tedaviler etkilidir.



Tablo 2.1. Yeni oral antikoagiilanlarin VKA olan varfarin ile karsilastiriimasi.

Parametre Varfarin Dabigatran RXB Apiksaban
Etki VKOR Direkt trombin  Faktor Xa Faktor Xa
mekanizmasi inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu
(geri doniistir) (geri (geri
dontistir) dontistir)
Etki baglama Yavas Hizli Hizli Hizli
Etki durmasi Uzun Kisa Kisa Kisa
Absorpsiyon Hizh Hizli-asit Hizli Hizl
bagiml
Biyoyararlanim 100 6,5 80* 50
(%)
tmaks(Saat) 2-4 1-3 2,5-4 1-3
Vd(L) 10 60-70 50-55 21
Proteine 99 35 95 87
baglanma
t1/2 (Saat) 40 12-17 9-13 8-15
Idrar ile atilim 80 33 25
Disk1 ile atilim 20 28 50-70
CL/F(L/saat) 0,35 70-40 10 5
Yiyecek etkisi Absorpsiyona Gecikmis Gecikmis
etkisi yok diyet absorpsiyon, absorpsiyon
ile alian Vit. K biyoyararlanima , artmis
farmakodinamik  etkisi yok biyoyararla
olarak etkilidir nim
Ilag tastyicist P-gp P-gp, BCRP P-gp,
BCRP
CYP aracili CYP2C9, CYP3A4/5, CYP3AA4/5,
metabolizma CYP3A4 CYP2J2 CYP2J2
CYP2C19, (esit) (mindr),
CYP1A2 CYP1A2
(mindr)

BCRP: meme Kanseri rezistans proteini (Breast cancer resistance protein), CL/F(L/saat): goriiniir
klerens, P-gp:P-glikoprotein, CYP450: sitokrom P450 izoenzim tmaks(Saat) : maksimum konsantrasyona
erigme zamani, ty (Saat): terminal yarilanma 6mriit VKOR: Vitamin K epoksid reduktaz enzim, Vd(L):

dagilim hacmi *Biyoyararlanim doza (10 mg'dan fazla) ve gida alimina baglidir. Bu nedenle, 10 mg'dan
daha fazla RXB dozu gida ile birlikte verilmelidir. Bununla birlikte, 10 mg RXB’nin, sadece elektif
kalca veya diz cerrahisi sonrasi tromboemboli profilaksisi i¢in ruhsati vardir.



2.2. flaclarda Biyoyararlanmim Cahsmalar1 ve Biyoyararlamm Etkileyen

Faktorler

Biyoyararlanim, oral olarak uygulanan dozun sistemik dolasimda absorplanan
fraksiyonunu ifade eder baska anlatimla bir farmasétik dozaj seklinden (intravendz yol
ile kullanilanlar hari¢) etkin maddenin absorpsiyon hiz ve derecesidir (36-38). Oral
alinan ilaglarin biyoyararlanimi uygun bir referans iriin ile sistemik profilin
karsilastirilmasi ile elde edilebilir. Profil etkin maddenin sistemik dolagimda zamana
kars1 konsantrasyonun &lciilmesi ile elde edilir. Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)
ilaglarin biyoyararlanim c¢aligsmalarinda referans {iriiniin iv enjeksiyon dozaj seklinde
olmasimi onermektedir. Referans iirlin olarak iv enjeksiyon kullanilmasi ile etkin
maddenin ne kadar absorbe oldugu saptanir, bu calismalar mutlak biyoyararlanim
olarak degerlendirilir (38). FDA diizenlemelerinde etkin maddenin absorpsiyon hiz ve
derecesi genellikle biyoyararlanim olarak tanimlamaktadir. Sistemik dolasima gecen
ilacin gosterilebilmesi i¢in kan, plazma, serum gibi biyolojik sivilardan elde edilen
Olctimler ile farmakokinetik verilerin elde edilmesi 6nerilmektedir. Biyoyararlanim ve
biyoesdegerlik calismalarinda genellikle absorpsiyon derecesini degerlendirmek igin
EAA, hizin1 degerlendirmek i¢in Cmaks Ve tmaks degerleri kullanilmaktadir. Caligmalar
capraz tasarim uygulanarak yiiriitilmektedir. Boylece goniilliilerin birey igi ve bireyler
aras1 degiskenliklerinin azaltilmasi buna bagli olarak formiilasyonlar arasindaki
farkliliklarin ayirt edilmesi saglanir. Biyoyararlanim/biyoesdegerlik caligmalarinin
genellikle aclik kosullarinda yapilmasi  Onerilmektedir. Yiyecek etkisinin
degerlendirilecegi caligsmalar ise, ilgili kilavuzlar dogrultusunda tasarlanmalidir.
Insanlarda yapilan ¢alismalarda genellikle piyasadaki en yiiksek dozda ¢alisma
yapilmasi ve oral kat1 dozaj sekilleri i¢in 240 mL su ile alinmas1 6nerilmektedir. Her
bir donem arasinda en az 5 yarilanma 6mrii kadar siirenin gegmesi gerekmektedir. En
az 3 veya daha fazla terminal yar1 6miir igerecek ve EAA’nin %90 nim1 kapsayacak

kadar zaman araliginda 6rnek toplanmalidir (38).

Bir ilag tablet, kapstil gibi kat1 dozaj sekilleri araciligi ile oral yol ile alindiginda
biyoyararlanimindan bahsedebilmek icin oOncelikle Once mide-bagirsak sistem

stvilarinda ¢oziiniir olmasi ve absorplanmasi gerekmektedir. Oral yolla uygulanan kati



dozaj sekillerinden etkin maddenin absorpsiyon hiz ve derecesini sinirlayan etkenler

ise asagidaki gibi agiklanabilir (39):

1. Ilacin absorpsiyon bélgesine ulasmadan énce farmasétik dozaj seklinden
salinmamasi,

2. Ilacin mide bagirsak kanalinda parcalanmas1 veya absorplanmayan
kompleksler haline doniismesi,

3. 1lacin etkin bir sekilde bagirsak duvarindan apikalden bazolateral ydne
taginmamasi,

4. Tlacin sistemik dolasima girmeden dnce metabolizasyona ve eliminasyona

ugramasi

Bir ilacin oral biyoyararlaniminda etkin maddenin ¢oziiniirliigli ve gegirgenligi
kritik parametrelerdir. Kat1 bir dozaj seklinin oral uygulamasindan sonra ilag

absorpsiyonundaki basamaklar Sekil 2.1’de gosterilmistir (39).

Sistemil: dolasimda ilac
[ ' A
1 t | Metabolizasyon
-
I Eliminasyon

Absorpsivon bilgesinde
Dekompozisyon ilac cozeldsi
Adsorpsivon .! & + e
Kompleks olusumu '

S T XS DDA G

Dekompozisyon + + * —_— -
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A iv bl ind
Kompleks olusummu sarpsLyon ba'gesmde
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T L) ¥

Sistemilk dolasumda ilac

Sekil 2.1. Oral yol ile uygulanan kat1 dozaj seklinden etkin maddenin absorpsiyon
stireci (39).

Etkin maddenin absorpsiyon hiz ve derecesini sinirlayan etkenlerden 1. ve 3.
madde BSS ile agiklanmaktadir. BSS etkin maddeleri ¢6ziiniirlik ve gegirgenlik
ozelliklerine gore smiflandiran bilimsel bir yaklagimdir. BSS’e gore hemen salim
saglayan oral kat1 dozaj sekillerinden etkin maddenin kana gecis hiz ve derecesini

belirleyen etkenler etkin maddenin ¢oziiniirliigl, farmasotik dozaj seklinden etkin



10

maddenin in vitro ¢éziinmesi, etkin maddenin mide bagirsak sistemi mukozasindaki

gecirgenligi, seklinde siralanmaktadir (40).

BSS’e gore yiiksek ¢oziiniirliik ve yiiksek gegirgenlige sahip ilaglar sinif I,
diisiik ¢oziintirliige ve yiiksek gecirgenlige sahip ilaglar sinif 11, yiiksek ¢oziiniirliik ve
diisiik gecirgenlige sahip ilaglar simif 111, ve diisiik ¢oziiniirliik ve diisiik gegirgenlige
sahip ilaglar ise sinif IV olarak degerlendirilmistir (40).

Piyasadaki ilaglarin % 40’1 birgok organik c¢oziiciide diisik ¢oziiniirliige
sahiptir (41). Disiik c¢ozinirlik, dozaj seklinden diizensiz salim,  diizensiz
absorpsiyon ve diisiik oral biyoyararlanima neden olmaktadir. BSS sinif II’de yer alan
ve diistik ¢oziintirliige sahip ilaclar yiiksek gecirgenlige sahip oldugu icin bu ilaglarin
absorpsiyonunda hiz kisitlayici basamak ¢6ziinme hizidir. Bu nedenle bu ilaglarin
transferi ve oral biyoyararlanimi kisithdir. Intravendz enjeksiyon ise ¢ok biiyiik
miktarda ¢Oziicii  gerektirmesi nedeniyle alternatif verilis yolu olarak

kullanilamamaktadir.

Cozlinme hizt kati dozaj seklinden birim zamanda c¢oziinerek ¢dziinme
ortamina gecen etkin madde miktar1 olarak tanimlanmistir. Coziinme hizi ilk olarak
Noyes ve Whitney tarafindan tanimlanmugstir (Esitlik 2.1.). Diflizyon tabakasi (difusion
layer) ¢oziinme teorisine gore ¢oziinme siirecinde, kati etrafinda “h” kalinlikta bir sivi
difiizyon tabakasi (duragan bir film tabakasi) bulundugu varsayimindan hareket edilir.
[k basamakta kati siv1 ara yiizeyinde, kararli bir doymus tabaka, ikinci basamakta ise
konsantrasyonun yiiksek oldugu (Cs) bir tabaka yer almaktadir. Bu ara yiizeyden
konsantrasyonun daha diisiik oldugu c¢oziinme ortamina diflizyon ile ¢dziinme
gerceklesir. Noyes-Whitney ¢oziinme modeli daha sonra Nernst-Brunner tarafindan
degistirilmis ve ilacin ¢6zlinme kinetiginde 6nemli olan etkenler Esitlik 2.2.” deki gibi

tanimlanmustir (39, 42, 43)

dC/dt=k(Cs-C) 2.1)

dC/dt=DS/Vh(Cs-C) (2.2.)
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dC/dt: t zamamnda etkin maddenin ¢dziinme hizi, k: Céziinme hiz sabiti, Cs : flacin doygunluk
konsantrasyonu, C: t zamaninda V ¢dziinme hacmindeki ¢dziinmiis madde miktar1, S: flacin spesifik

yiizey alani, D: Difiizyon katsayisi, h: Diflizyon tabakasinin kalinligi

[laglarm gériiniir ¢oziiniirliigii sadece ilag bilesigine, ¢dziinme ortamina ve
sicakligina degil, ayn1 zamanda 1 um'nin altinda oldugunda pargacik boyutuna da
baghdir. Ostwald-Freundlich esitligine (Esitlik 2.3.) gore, sivi damlaciklarinin buhar
basinci, azalan damlacik yarcapi ile damlacik / buhar ara yiizey geriliminin artmasi
nedeniyle degisir. Damlacik yarigap1 azaldikca, yiiksek damlacik yiizey gerilimi daha
yiiksek bir buhar basincina yol agar. Sivi damlaciktan bir gaz fazina molekiil aktarimi
islemi, kat1 fazdan (nanokristallerden) siv1 faza (¢oziinme ortami) molekiil aktarimi
islemiyle benzerdir. Buhar basinci ¢oziinme basincina esdegerdir. Boylece
nanokristallerin goriiniir doygunluk ¢oziintirliigii, yiiksek ylizey gerilimi ve ¢oziinme

basinci ile artar (44, 45).

pv L in 2 = st

Sr
M =~ S r (2.3)

S : 1 yarigapindaki partikiillerin ¢oziiniirligii, S» :Kati ylizeyin ¢oztiniirliigi (biiyiik partikiilleri igeren)
Js1 = Yiizeylerarast gerilim M : Molar kiitle, p :Yogunluk v : Bir mol elektrolitten olusan iyon mol

sayist V elektrolit olmayanlar i¢in 1’e esittir R : Gaz sabiti, T :Mutlak sicaklik

Ayrica ilacin fizikokimyasal oOzellikleri (6r. c¢oziiniirliigli, kristal sekli,
difiizlenebilirligi, molekiil yapisi), formiilasyona ait etkenler (6r. yardimci maddeler,
kaplama, iiretim parametreleri), in vitro ¢6ziinme yontemine ait etkenler (6r. aygit tipi,

hacim, yiizey gerilimi, ortamin pH’s1, viskozite) de ¢oziinmeye etki etmektedir.

[lacin sistemik dolagimdaki profili ilacin dozaj seklinden salimi ve salim
sonras! presistemik ve sistemik dolasimdaki olaylardan etkilenmektedir. ilacin mide
bagirsak sistemindeki ¢oziiniirliigiine etki eden etkenler; bagirsak sivilarinin igerigi,
hacmi ve ila¢ alimini takiben meydana gelen hidrodinamik davraniglardir. Bir ilacin in
vivo ¢0ziiniirligii ve ¢dzliinme hiz1 birgok fizyolojik islem sonucunda gerceklesmekte
oldugundan mide bagirsak sisteminin motilitesi gibi faktorlerden de etkilenmektedir
(46). 1lag ile birlikte alinan sivilar ve gidalarin disinda mide bagirsak sisteminde cesitli
stvilar salgilanmaktadir. Hidroklorik asit, bikarbonatlar, enzimler, yiizey etkin

maddeler, elektrolitler, mukus ve su bunlardan birkag¢idir. Bu nedenle mide bagirsak
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sistemi pH’s1, tamponlama kapasitesi, ylizey etkin madde konsantrasyonu, sivi hacmi,
viskozite, iyonik gii¢ ve gidalarin varligr ilacin ¢oziiniirlik ve ¢6ziinme hizini
etkilemektedir (39). Coziinmeye etki eden fizikokimyasal, fizyolojik etkenler ve

bunlarin in vitro ortamdaki yansimalar1 Tablo 2.2.” de 6zetlenmistir (47, 48).

Tablo 2.2. Mide bagirsak sisteminde ilacin ¢éziinmesine etki eden fizikokimyasal ve
fizyolojik etkenler ve in vitro yansimalart.

Fizikokimyasal

Parametre Fizyolojik etken In vitro etken
etken
A Partikiil biiyiikligi  Mide sivisinda yiizey Yiizey etkin madde
etkin madde ve safra tuzu varligi
varlig
D Molekiil biiytikliigli Liimen igi stvisinin Ortamin viskozitesi
viskozitesi
h - Mide bagirsak sistemi Karigtirma hizi ve
motilitesi ve hiz1 sistemin
hidrodinamigi
Cs Hidrofilik 6zellik,  pH, safra tuzu, pH ve ylizey etkin
kristal yap, tamponlama kapasitesi, madde
¢oziiniirlik gida icerigi
C - Gegirgenlik -
\Y - Mide bagirsak sistemi Coziinme hacmi

sivilarinin hacmi,
sekresyonu ve alinan sivi
miktari

A:Yiizey alani, D:Difiizyon katsayisi, h:Diflizyon tabakasinin kalinhigi, Cs: Ilacin doygunluk
konsantrasyonu, C: t zamaninda V ¢6ziinme hacminde ¢6ziinmiis madde miktari, V:Co6ziinme hacmi

Ilaglarin  ¢dziiniirliigli yardimer ¢dziicii  (ko-solvan), siklodekstrinler ve
mikronizasyon gibi geleneksel yontemler ile artirilabilmektedir. Buna ragmen
biyoyararlanim sorunu birgok durumda ¢dziimlenememektedir. Ornegin, cok az
¢ozilinen ilaglarin mikronizasyonu ile ¢oziinmeyi arttirmak i¢in yeterince biiyiik bir
yiizey olusturulamaz. Bunun sonucu olarak mikronizasyon yerini nanonizasyona

birakmistir (49-51). Bu ilaglarin ¢ozlintirliigiinii artirmak i¢in birgok strateji
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gelistirilmistir. Bu yaklagimlar ¢6ziiniirliigii ve ylizey alani artirmaya yonelik fiziksel
ve kimyasal degisikliklerdir. Fiziksel modifikasyonlar partikiil biiytikligiini
kiigiltmek  (mikronizasyon, nanonizasyon), psodopolimorflarin/polimorflarin
olusturulmasi (solvat iceren), kompleks olusturma/¢éziindiirme (siirfaktanlar veya
siklodekstrin kullanarak), dendrimerlere konjugasyon ve yardimci ¢oziicti eklenmesi
ve ilaclarin tasiyicilar i¢inde dispersiyonlarinin hazirlanmasimi (6tektik karigimlar,
non-molekiiler kat1 dispersiyonlar, kat1 c¢ozeltiler) kapsamaktadir. Kimyasal
degisiklikler ilaglarin ¢oziinebilen 6n ila¢ ve tuz sekillerinin Sentezlenmesini
kapsamaktadir (44, 49, 52-54).

Partikiil biiylikligiiniin kiigiiltilmesi uzun yillardir kullanilan bir yaklagimdir.
Ilag etkin maddelerinin mikronizasyonu ile yiizey alam artirilarak ¢ziinme hizi ve
absorpsiyon hizi orantisal olarak artmaktadir. Buna ragmen diisiik ¢oziiniirliikteki
bilesiklerde mikronizasyon doygunluk ¢oziiniirliiglinii ve biyoyararlanimi artirmada
basarisiz olmaktadir. Bu nedenle partikiil boyutunun nanometre boyutuna azaltilmasi

kesfedilmistir (55).
2.3. Nanokristal Teknolojisi

[lag nanokristalleri nanometre boyutunda ve kristalin karaktere sahip
nanopartikiillerdir seklinde tanimlanabilmektedir. Nanokristaller ise bu alandaki ilk
patentlerde 2000 nm altindaki partikiiller olarak tanimlanmistir (56-58). Kristal
yapidaki nanopartikiiller olmalarindan yola ¢ikildiginda ise 1000 nm ve altindaki
partikiiller olarak tanimlanabilmektedir. Nanopartikiil tanim1 hakkinda ise farkl
disiplinler arasinda tartismalar vardir, kolloidal kimyada 100 nm veya 20 nm alti
nanopartikiil olarak tanimlanmaktadir. Farmasotik alanda ise nanopartikiiller 1000 nm
alt1, mikropartikiiller ise 1-1000 um araligindaki partikiiller olarak tanimlanmaktadir.
[lag nanokristalleri, %100 ilag igeren, tasiyict veya polimerik nanopartikiil igermeyen
partikiillerdir. ~ la¢ nanokristallerinin ~ dispersiyonuna  nanosiispansiyon  adi
verilmektedir. Genellikle disperse partikiillerin ylizey etkin maddeler veya polimerik
stabilizanlar ile stabilize edilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Dispersiyon ortami su,
sulu ¢ozeltiler veya susuz ortamlar olabilir (sivi polietilen glikol gibi) (44, 59).
Hazirlama yontemine bagli olarak o6zellikle c¢oktiirme islemi uygulandiginda

mikrokristalin formdan nanopartikiile geciste kristal veya amorf yap1 elde edilebilir.
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Esasen amorf yapidaki nanopartikiiller nanokristal olarak degerlendirilmemelidir (44).

Nanokristal teknolojisinin son yillarda 6nemli hale gelmesi gesitli istiinliiklerine

baglanabilir. Bunlar;

Oral biyoyararlanimi artirir

Hizl etki gosterir

Doz orantisalligini iyilestirir

Yiiksek biyoyararlanimdan dolay1 doz azaltilabilir

Su bazli olabilir, organik ¢oziicii kullanilmayabilir

Mikronize edilmis ilaglarin aksine nanokristaller bir¢ok yol ile uygulanabilir
Uretim sekli ve uygulamasi kolaydir

Olgek biiyiitme isleminin uygulanabilirligi kolaydir

Suda ¢Oziiniirliigli az olan lipofilik ilaglarda gozlenen acglik ve tokluk
durumlarindaki biyoyararlanim farklilig1 nanokristal teknolojisi ile azaltilabilir
Aglik tokluk kosullarindaki degiskenlik azaltilir

Hizli, basit ve ucuz formiilasyon gelistirilir (21, 60-62)

Artan giivenilirlik; genellikle yan etkiler ila¢ konsantrasyonu ile orantilidir, bu
yiizden aktif ila¢ maddelerinin azalan konsantrasyonu hastalar i¢in artirilmig
giivenilirlik saglar (61, 62)

Stirekli kristal yapi; nanokristal teknolojisi partikiiliin kristal morfolojisini
koruyarak partikiil boyutunun kiiciiltiilmesi ile ylizey alaninin artirilmasi
sonucu ¢oziinme hizinda bir artisa yol agar (62, 63)

Artirllmg stabilite; stabilizan ilavesi ile yeniden agregasyonun oniine gecilmis
olur. Stispansiyon halindeki nanokristaller yiizey etkin madde ve polimerler ile
stabilize edilir

Biitiin az ¢oziinen ilaglara uygulanabilir (62).
2.3.1. Nanokristal Hazirlama Yontemleri

Nanokristal hazirlamada asagidan yukariya (bottom-up) yaklasimlar ve

yukaridan asagiya (top-down) yaklasimlar olmak {iizere iki farkli yaklasim

bulunmaktadir. Yukaridan asagiya yontemlerde biiylik partikiiller daha kiiglik

partikiillere doniistiiriiliir (0r. yas 6giitme, yiiksek basingli homojenizasyon), agagidan

yukartya yontemlerde ise genellikle nanoboyutlarda partikiil elde etmek iizere
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molekiiller ¢oziindiiriliir (6r. ¢oktiirme) (59). Bu yontemler kullanilarak hazirlanan ve

piyasada mevcut preparatlar Tablo 2.3.’de verilmistir.

Tablo 2.3. Nanokristal hazirlamada kullanilan yontemler.

Yontem Nanokristal Firma
Coktiirme Asagidan Yukar1 Hydrosol ® Sandoz/Novartis
CoOktiirme Asagidan Yukart Nanomorph® Soligs/Abbott
Yas Ogiitme Yukaridan NanoCrystal® Nanosystems/Elan

Asagiya
Yiiksek Basingl Yukaridan IDD-P ® SkyePharma
Homojenizasyon Asagiya Canada Inc
Yiiksek Basingl Yukaridan Discocubes ® SkyePharma
Homojenizasyon Asagiya
Yiiksek Basingl Yukaridan Nanopure® Pharmasol
Homojenizasyon Asagiya
Kombine - NanoEdge® Baxter
Y ontemler
Kombine - SmartCrystal® Pharmasol
Y ontemler Berlin/Abbott

Asagidan Yukariya (Bottom-Up ) Teknikler

Coktiirme yontemi uzun yillar boyunca kiigiik partikiiller hazirlamak igin
kullanmilmistir ve 1988 yilindan itibaren ise nanopartikiil ila¢ hazirlamasinda
kullanilmaya baslanmistir. Asagidan yukari teknik ile nanosiispansiyon hazirlamadaki
ana prensip ¢oziicliden ¢oziinmiis molekiillerin ¢oktiiriilerek nanopartikiil boyutunun
biliylimesidir. Niikleasyon ve kristal biiyiimesi nanokristal olusumundaki iki ana
basamag1 olusturmaktadir. List ve Sucker tarafindan 1988 yilinda kontrollii ¢oktiirme
yontemiyle Hydrosol® hazirlanmasi rapor edilmistir, ilk fikri miilkiyet hakk: bugiin
Sandoz firmasina aittir (64). Daha sonra rapor edilen Nanomorph® teknolojisi ise
kararli amorf ilag nanopartikiillerinin hazirlanabildigi bir diger ¢oktiirme yontemidir.

Bu teknik Soligs/Abbott (6nceden Knoll/BASF)’e aittir (44).
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Coktiirme teknolojileri dort farkli yontemden olugmaktadir; sivi ¢oziicii-
anticoziicii eklenmesi ile ¢oktiirme, siiperkritik sivi varliginda ¢oktiirme, ¢oziicii
uzaklastirmasi ile ¢oktiirme ve yiiksek enerji yontemi ile ¢oktiirme (65). Bunlardan
s1v1 ¢dziicii-antigoziicii eklenmesi en ¢ok kullanilan ve basit bir yontemdir. ilag bir
¢Oziicii i¢inde ¢oOziindiiriliir, daha sonra karisabilir bir antigoziicii karistirma ve
sonikasyon ile ortama eklenir. Doygun ilag anti¢6ziicii ilavesiyle 6nce biiyiik ¢ekirdek
(nuclei) olusturur daha sonra ¢ekirdekler biiyliyerek nanopartikiilleri olustururlar. Bu
yontemde ¢ekirdeklenme ve kristalizasyonu kontrol eden ajitasyon ve ultrason,
molekiiler difiizyonu ve kiitle transferini kolaylastiran yontemlerdir (66). Molekiiler
birlesme ve kristal biiyiimesini dnlemek ic¢in ¢dziicii ve antigOziicliye stabilizan
eklenmelidir. Coziicii icindeki ila¢ konsantrasyonu, anti¢éziicii hacmi, karistirma hiz1
veya ultrasonikasyon zamani gibi enerji girisleri, ¢coktiirme sicakligi, stabilizanlar gibi
bircok deneysel parametre nanokristal olusumunu etkileyebilir (67, 68). Etkin madde
konsantrasyonunun fazla olmasi nedeniyle iki faz arasinda diflizyonun
gerceklesmemesi sonucu tekdiize olmayan siipersatiirasyon gerceklesir. Ayrica yiiksek
etkin madde konsantrasyonu agregat olusumuna da neden olabilir (69). Anti¢oziicii
secimi siipersaturasyon derecesini belirlediginden o6nemlidir. Yiiksek diizeyde
stipersatiirasyon hizli ¢ekirdeklenme hizina ve kiiciik ¢ekirdek biiyiikliigiine neden
olmaktadir. Biiyiik miktarlarda ¢ekirdek ayni anda meydana gelir ve ¢ekirdeklerin aynm
anda biiylimesi ayni bilyiikliikteki kiigiik kristallerin olusmasini saglar (70).
Coziniirliigii zayif olan ilaclar i¢in su en ¢ok kullanilan anti¢6ziiciidiir, ancak bazi
durumlarda hem ¢oziicii hem antigziicii organik yapidadir (71).

Stiperkritik ¢ozelti varliginda ¢oktiirme, stiperkritik ¢ozeltinin hizli genlesmesi
(RESS, rapid expansion of supercritical solution), Siiperkritik bir ¢6zeltinin sivi
¢oziicl igine hizli genlesmesi (RESOLV, rapid expansion of a supercritical solution
into aliquid solvent) veya siiperkritik anti¢coziicii (SAS, supercritical antisolvent)
teknikleri ile de nanokristal hazirlanabilmektedir (65). Farmasotik uygulamalarda en
¢ok kullanilan superkritik ¢oziicii CO2’dir. Bir baska anti¢dziicii yontemi olan ¢ok
girisli girdapli karistirict (MIVM, multi-inlet vortex mixer) yonteminde, ani ve
homojen c¢ekirdeklenmeyi gerceklestirirken istenen boyutun Otesinde partikiil
bliylimesini stabilizanlar yardimi ile baskilayarak daha hizli ve tam bir sivi

mikrokaristirma saglanabilir (72, 73).



17

Literatiirde asagidan yukariya teknikleri ile hazirlanmig bir¢ok nanokristal
ornegi bulunmaktadir. Mou ve ark. (74) c¢ozinirligii pH’ya bagimli olan
itrakanazoliin nanosiispansiyonunu hazirlamak i¢in asit baz ndtralizasyonunu
kullanmislardir. ilag hidroklorik asit ve etanol karisiminda (1:10,h:h) ¢oziindiiriilmiis,
ve sodyum hidroksit c¢ozeltisi nétralizasyon gerceklesene kadar karistirilarak
eklenmistir. Antihelmentik bir ila¢ olan albendazoliin formik asit icerisindeki organik
¢ozeltisi stabilizan ¢ozeltisine eklenerek 1200 rpm’de homojen bir siispansiyon elde
edilene kadar karistirilarak nanokristalleri hazirlanmis ve doygunluk ¢6ziiniirliigii saf
albendazole gore 9 kat artmis ve daha hizli bir ¢oziinme profili elde edilmistir. Bunun
yaninda kristal yap1 varligi, X-isimi difraktogramlarinda goriilmiis ve stabilite
caligmalar1 sonrasinda da kristal yap1 varhigmi korumustur (75). Mikroakiskan
nano¢oktlirme islemi kullanilarak hazirlanan hidrokortizon nanosiispansiyonda ilag
organik bir ¢oziiciide ¢Oziindiriiliir ve stabilizan igeren anti¢oziicii fazi (6rn:su)
mikrokanallardan dokiiliir ve difiizyon tabakasinda ¢ekirdek olusumu gozlenir (76,
77). Sivi atomizasyon tabanli piskiirterek kurutma (spray drying) (78),
elektroptiskiirtme (electrospraying) (79), aerosol akis reaktor (aerosol flow reactor)

(80) nanokristal iiretmede kullanilan diger yontemlerdir.

Bu teknik farkli ¢oziicii karisimlarinda etkin maddenin ¢6ziinmesi gibi
uistiinliiklere sahip olmakla birlikte partikiiller biiylime egilimindedir. Bu partikiillerin
biiylimesini engellemek i¢in ortama stabilizan eklenmelidir. Tekdiize partikiiller elde
edebilmek i¢in bazi parametreler (karistirma hizi, ¢oziicii ve anti ¢oziicii orani, etkin
madde igerigi, sicaklik) optimize edilmelidir. Karistirma hizinin artmasi partikiil
biiyiikliigiiniin azalmasini iyilestirir (81). Bu yontemin kullanilabilmesi i¢in etkin
maddenin en az bir ¢6ziiclide ¢oziinmesi, ¢oziicli ve anti¢dziicliniin karigabilir olmasi
ve kullanilan ¢oziiciiniin kabul edilebilir limitler dogrultusunda uzaklagtirilmasi
gerekir (49). Yukaridan asagiya yontemlerinden farkli olarak, asagidan yukariya
yaklasiminin, daha diisiik enerjili islemleri, daha basit ekipmanlar1 ve daha az masrafli
olmast ve diislik sicaklikta caligilabilir olmasi bu yontemi 6zellikle 1stya duyarli
maddeler i¢in uygun hale getirmektedir (82). Asagidan yukariya teknikler laboratuvar
Olcekte oldukca fazla calisilmistir, ancak 6lgek biiylitme genellikle sorunludur. Ayrica
partikiil boyutu bliylimesini kontrol etmede, uygun bir c¢oziicii/anticoziicii

kombinasyonunun bulunmasinda ve ¢6ziiciilerin hacimlerine bagli olarak uzaklastirma
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islemlerinde genellikle zorluklarla karsilasilmaktadir. Ozellikle ¢oziicii/anti¢dziicii
islemlerinde ilaglarin zayif ¢oziliniirliik 6zelliklerinden dolayr ¢ogunlukla organik
¢oziiciilerin kullanilmasimi gerekmektedir (83). Ozellikle s1v1 atomizasyon teknikleri,
son derece hizli uzaklastirma islemi nedeniyle amorf maddeler iiretebilir. ilag

kristallesmeye basladiginda stabilite sorunlarina neden olabilmektedir (83, 84).
Yukaridan Asagiya (Top-Down) Teknikler

Yukaridan agagiya nanokristal hazirlama yontemleri agagidaki basliklar altinda
verilebilir (44, 85).
a. Bilyeli degirmende 6giitme (Nanosytems/Elan teknoloji) (BD)
b. Yiiksek basingli homojenizasyon (YH)
e Mikroakigkan teknoloji (IDD-PTM)
e Sui¢inde piston bosluk homojenizasyon (Dissocubes® teknoloji
e Su veya susuz ortamda piston bosluk homojenizasyonu (Nanopure
teknoloji)
C. Kombine teknolojiler
J NanoEdge teknoloji

o SmartCrystal teknoloji

Bilyeli degirmende 6giitme yontemi tipik bir yukaridan asagiya yontemdir. Inci
ogilitme teknigi (Nanocrystal®) 1990 yilinda Liversidge tarafindan gelistirilmistir.
Eskiden Nanosystems sirketine ait olan bu yontem simdilerde Elan Drug Delivery
Systems sirketine aittir (86, 87). Bu yontemde, 6glitme haznesi inci bilyeler, ilag,
stabilizan ve dispersiyon ortami ile doldurularak yiiksek hizda dondiirtliir.

Bilyelerin donmesi ile ilacin bilyeler, diger ilag molekiilleri ve 6giitme haznesi
ile ¢arpisma hareketi ve yliksek kayma giicii ile birlikte ilag kristalleri nano boyutlu
partikiiller halinde kirilir. Ogiitme amaciyla ¢inko oksit, paslanmaz celik, cam ya da
yiiksek diizeyde c¢apraz baglanmis polistiren regine gibi bir¢ok materyal kullanilir.
Islem toplu veya siirekli sekilde devam ettirilebilir. Ogiitme siiresi dgiitme araglari,
Oglitme parametreleri, seri biiylikliigli ve bilesenlere bagli olarak 30-60 dakikadan
birkag¢ giine kadar devam edebilir. Uzun stireli 6glitme islemleri mikrobiyal iireme ve

kararlilik sorunlar1 ve maliyet gibi riskler tasir.
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Ogiitme sonuglarmi bircok faktdr etkilemektedir. Etkin maddenin 6zellikleri
(sertlik, yogunluk), konsantrasyonu ve stabilizan tipi, siispansiyonun viskozitesi,
ogiitme kabindaki ila¢ miktari, bilyelerin yarigap1 ve yogunlugu, hiz ve zaman gibi
ogiitme parametreleri bu faktdrlere &rnek olarak verilebilir (88, 89). Ogiitmede
kullanilan bilyelerin sertligi ve yogunlugu, oglitme haznesi 6nemlidir. Bilyelerin
biiyiikliigii 0,01- 20 mm arasinda degismektedir. Genellikle daha kiiciik bilyeler daha
fazla ¢arpisma noktasi olusturduklari i¢cin daha iyi nanopartikiil olustururlar. Fakat ¢ok
kiiciik (0,03 veya 0,015 mm) bilyeler 6gilitme i¢in iyi bir se¢im degildir. Cilinkii hafif
olmalar1 nedeniyle ila¢ i¢in yeterli carpma enerjisini saglayamazlar (90). Yiiksek
yogunlukta ¢ok sayida bilye daha iyi partikiil dagilimi i¢in yararlidir. Griseofulvinin
yas Oglitme yontemi ile nanokristallerinin hazirlandig1 bir ¢aligmada her bir 6giitme
hizinda en diisiik partikiil biiytikliigiinii elde etmek icin ideal bilye biiytikliigiiniin
oldugu ortaya konmustur. Bu ¢alismada hidrodinamik parametreler bilye boyutunun
diismesinin, daha az enerji ile daha fazla ¢arpigsma olduguna dair etkilerinin oldugunu
ortaya ¢ikarmaktadir (91). Uzun &giitme zamani ve yiiksek hiz daha kiigiik
partikiillerin ylizdesini artirmaktadir ancak uzun siireler baz1 durumlarda partikiil
biyiikliigiinii artirmaktadir. Yiiksek hiz ogiitme siiresini azalmaktadir. Ogiitme
haznesine en az ila¢ dolum miktar1 bilyelerin ve haznenin asinmasini énlemek igin
gerekli iken yiiksek konsantrasyon carpisma olasiligini artiracaktir. Normal ilag
konsantrasyonu bir haznede 1-400 mg/mL arasinda degismektedir.

Bu teknik, organik ¢oziicii kalintisin1 6nlemesi ve ilag yiikleme etkinliginin
yiiksek olmasi gibi tistlinliikleri nedeniyle ticarilesebilir. Islak 6gilitme islemi boyunca
polimerik gegis sorun teskil etmez ve ilacin kristal yapis1 bozulmaz, iy1 bir kararlilik
ve yar1 dmiir saglar (92). Ogiitme isleminde ana sorunlardan biri bilyelerin asinmasi
sonucu kontaminasyon olusmasidir. Ogiitme ortaminin parcalari 6giitiilmiis Srneklerin
icinde bulunmustur (68). NanoCrytals® teknolojisinde kullanilan yiiksek diizeyde
capraz bagl polistiren regine ile kaplanmis bilyelerin kullanilmasi ile bu asinma en
aza indirilebilir (93). Bir diger sorun ise ilacin, 6gilitme kab1 ve bilyelerin yiizeylerine
yapismasina bagl kaybidir. Bu durum 6zellikle pahali ilaglar i¢cin 6nemli bir konudur

(94).
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Yiiksek basingli homojenizasyon bir diger nanokristal hazirlama teknigidir. Bu
amagcla kullanilan iki homojenizator tipi bulunmaktadir; Piston-bosluk homojenizator
(6rn: APV Gaulin, Avestin ) ve mikroakiskan homojenizatorler (microfluidics).

Piston-bosluk homojenizatorlerde su iginde homojenizasyon (DissoCubes ® )
Miiller ve ark. (95) tarafindan gelistirilmistir. Homojenizasyondan 6nce toz halindeki
etkin madde veya yiizey etkin madde ¢ozeltisinde disperse edilmis etkin madde jet
oglitme (86), basit homojenizatorler (96, 97), sonikasyon (98) gibi yontemler ile
homojenizasyon boslugunu tikamayacak sekilde mikropartikiil haline getirilir.
Mikronize siispansiyon 3 c¢cm yarigapindaki (APV LAB 40) silindire koyulur dar bir
bosluktan ( yaklasik 25 pm) gectiginde, oda sicakliginda sivi buhar basincindan daha
diisiik bir degere diiser ve sivi kaynar. Sonug olarak, homojenizasyon boslugunda gaz
kabarciklarinin olusumu ve patlamasi kavitasyon olusumu partikiillerin kirilmasini
saglar. Giglii kavitasyon kuvvetleri, yiiksek kayma kuvvetleri ve pargaciklarin
birbirlerine kars1 ¢arpismasi, nanokristal iiretmek icin gerekli ana giigleri olusturur.
Elde edilen partikiil biiytikliigii ve dagilimi, uygulanan homojenizasyon basinci, dongii
sayist ve ilacin sertligi ile iliskilidir. PX-18 maddesinin yiiksek basingh
homojenizasyon ile hazirlanan nanosiispansiyonunda homojenizasyon dongiisi
artikca partikiil biyiikligii dogrusal bir azalma gostermek yerine iissel olarak
azalmistir (99). Bu durum etkin maddenin daha kolay kirilabilen zayif noktalari
olduguna isaret etmektedir.

Piston-bosluk homojenizatérlerin ikinci jenerasyonu Nanopure® teknoloji
olarak isimlendirilmektedir. Bu yontemde susuz ortam kullanilir. Baz1 amaclar ve
verilis yolu nedeniyle bazi ilaglarin susuz ortamlarda disperse edilmesi gerekir. Ornek
olarak yumusak jelatin kapsiillerde kullanilmak iizere veya iv enjeksiyon i¢in izotonik
slispansiyonlar (su-gliserol karisimlari), kolay kuruma ic¢in su-etanol karisimlari
verilebilir (59).

Mikroakiskan homojenizatorler jet akis prensibi ile ¢alismaktadir. Bu yontem
SkyePharma Canada tarafindan gelistirilmistir. Mikron boyutun altindaki ¢ziiniirligii
diisiik olan ilaglarin nano boyutta partikiilleri tiretilmis ve IDD-P® (Insoluble Drug
Delivery Particle Technology) olarak adlandirilmistir (85). ilag siispansiyonu
etkilesim hiicresinden yiiksek basingta gecirilir. Mikroakigkan teknolojisi yumusak
etkin maddeler i¢in kullanilabilir bir yontemdir. Cok sayida dongii yapilmasi
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gerekliliginden dolayr (50-100 dongii) biiyiik hacimdeki iiretimler igin elverisli
degildir (100). Akis yoniine bagli olarak iki farkli tipte homojenizasyon hiicresi
kullanilmaktadir; Z-tipi ve Y-tipi. S1v1 siipersonik hiz ile insan sag telinden daha ince
bir kanal i¢inde birbirlerine ve hiicre ¢eperlerine karsi bir tiirbiilans olusturur. Partikiil
biyiikliigii, yiiksek kayma enerjisi, tiirbiilans, carpma ve kavitasyon ile kiigiiliir. Bu
yontemin sakincasi genis partikiil blytkligi dagilimidir (101). Hao ve ark. (22)
mikroakiskan  teknolojisi ile amiton B  nanokristallerini  hazirlamistir.
Nanosiispansiyonun partikiil biiyiikliigii 256 nm ve polidispersite indeksi (PDI) 0.206
olarak bulunmustur. Verna ve ark. (102) tasarimda kalite yaklasimimi kullanarak
mikroakigkan yontemi ile nanosiispansiyon hazirlamistir. Zaman, basing, stabilizan
tipi, islem sicakligi ve stabilizan konsantrasyonu indometazin nanokristali hazirlamada
kritik parametreler olarak belirlenmistir. Xiong ve ark. (103) basing, dongii sayisi ve
parcalama prensiplerinin nanosiispansiyonun partikiil biiyiikliigii ve polidispersiteye
etkisini incelemistir. Bu ¢alismada farkli homojenizasyon tekniklerine sahip Niro-
Soavi, EmulsiFlex ve Microfluidizer yontemlerinden Microfluidizer yonteminin
partikiilleri par¢alamada en gii¢lii ve en uygun yontem oldugu goriilmiistiir. Yine ayni
calismada nimodipinin partikiil biiyiikligii basing 1.500 bara ¢ikarilana kadar siirekli
azalmigtir. Partikiil biiyiikliigi 5 dongliden sonra daha az azalmis ve 10-20 dongii
arasinda degismemistir.

Her iki 6giitme ve yiiksek basingli homojenizasyon teknikleri siispansiyon
halinde yapilir, ¢ogunlukla siispansiyon ortami sudur, ancak yaglar veya polietilen
glikol (PEG) de kullanilabilir (59, 104). Organik ¢6ziicii maddelerden kaginma imkant,
bu teknikleri ¢evre dostu yapmustir (83). Su varligi da igerigi amorf materyal
olusumuna kars1 korur, ¢linkii su molekiiler hareketliligi arttirir ve camsi gegis
sicakligini diigiiriir (96). Ogiitmeden sonra ilacin kristal bir yapist vardir ancak
polimorfik degisiklikler miimkiindiir (86, 105) . Yiiksek basingli homojenizasyonda
ise kristal 6zelligi koruma zorlasir, ancak ayn1 zamanda suyun varligi ilag kristallerini

stabilize eder (84, 86, 96).
Kombine Teknolojiler

Kombine teknolojiler tek tek her bir teknige ait olumsuzluklarin istesinden

gelebilmektedir. Bu teknolojiler 6n islem basamagmi YH gibi yiiksek bir enerji
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basamagi ile biitiinlestiren kombinasyon teknikleridir. Giinimiizde, yukaridan asagiya
yontemler, bir 6n-muamele olarak once kullanilmis daha sonra homojen hale
getirebilmek i¢in yukaridan-asag1 yontemleri izlenmistir. Ornek olarak NanoEdge®54
(mikrokristalizasyon, ardindan YH), H 69 (‘cavi-precipitation' olarak da adlandirilan
mikroc¢oktliirme ardindan YH) ve kombinasyon teknolojisi (6giitme ve ardindan YH)
yontemleri verilebilir. Nanokristaller siv1 sekilde stabil olmadiklart i¢in genellikle kati
sekile piiskiirterek kurutma ve dondurarak kurutma yontemleri ile doniistiiriiliirler. Bu
iki yontem ve YH tekniklerinin birlikte kullanildigi kombine teknolojiler mevcuttur;
H42 (puskiirterek kurutma ardindan YH) ve H42 (dondurarak kurutma ardindan YH)
(73). Baxter Internation Inc. tarafindan gelistirilen kombine teknoloji NanoEdge®
olarak isimlendirilmistir. Bu yontemde ¢oktiirme basamagini yiiksek enerji basamagi
takip etmektedir. Ikinci enerji ekleme basamagi ¢oktiirme sonrasi kristal biiyiimesi ve
agregasyonu onlemekte, amorf ve yar1 stabil kristal formu kristal forma
dontistirmektedir. Ayrica ilk basamaktan sonra kristaller ufalanabildiginden daha
sonraki basamak daha hizli ve etkili olur. Coktirme ve YH teknigi ile 10-
hidroksikamptotesin nanosiispansiyonlar1 ve nitrendipin nanokristalleri hazirlanmistir
(106, 107) . Burada ilk basamakta mikro ¢oktiirme kullanilarak homojenizasyon i¢in
gerekli enerjinin azaldigi ve islemin kolaylastigi tespit edilmistir. Homojenizasyon
islemi yiizey etkin maddelerin nanokristal yiizeyine adsorbe olmasina yardimci olarak
nanosiispansiyonun kararliligini artirmaktadir. Diger bir kombinasyon metodu ise
eriterek emiilsiilfikasyon-YH islemidir. Bu yontem ile orlistat nanosiispansiyonlari
hazirlanmistir (108).

SmartCrystal® teknolojisi ikinci kusak teknoloji olarak bilinmektedir. Birden
fazla teknoloji yerine bir seri teknolojinin bir arada kullanilmasidir. Bu teknolojide 6n
islem ve sonrasindaki ana islem yiiksek basingli homojenizasyon, piiskiirterek
kurutma-YH, c¢oktiirme-YH, liyofilizasyon-YH, 6glitme-YH kombinasyonlarini
igerir. Bu yontemler daha hizli iiretim islemi, daha kiiclik nanokristaller ve artirilmis
kararlilik saglar (109). Tablo 2.4.”de FDA tarafindan onaylanmis ticari preparatlar ve
hangi yontem ile hazirlandiklar1 verilmistir. Ogiitme, ¢oktiirme ve YH ydntemlerinin

iistlinliik ve sakincalar1 Tablo 2.5.”de verilmistir
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Uriin Ad1 Firma Etkin Kullanilan Uygulama Terapotik Yarari Kabul
Madde Yontem Yolu tarihi
Emend® Merck Aprepitant  Yas 6giitme Oral Artirllmis biyoyararlanim, yiyecek 2003
etkisinin onlenmesi
Invega® Janssen Paliperidon  Yas 6giitme Intramuskiiler ~ Uzatilmis etki igin tablet seklinde 2009
Sustenna® palmitat enjeksiyon uzatilmig  salim  i¢in  yeniden
formiilasyon
Megace® ES Strativa  PAR Megestrol Yas 0gilitme Oral Artirtlmig  biyoyararlanim, yiyecek 2005
Pharm. asetat etkisinin 6nlenmesi
Rapamune®  Pfizer/Wyeth Sirolimus Yas 0gilitme Oral (Cozeltiden yeniden formiilasyon, 2000
yiikksek biyoyararlanim, uzatilmisg
saklama stiresi
Tricor® Abbot/Abbvie Fenofibrat ~ Yas 6giitme Oral Artirillmig  biyoyararlanim, Yyiyecek 2004
etkisinin Onlenmesi
Trilide® Skye Fenofibrat  YH Oral Artirllmis biyoyararlanim, yiyecek 2005

Pharma/Shinogi

etkisinin dnlenmesi
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Tablo 2.5. Nanokristal teknolojisi tiretim yontemlerinin tistiinliikleri ve sakincalari (44, 85).

Yontem Ustiinliikleri Sakincalan
Coktliirme Iyi disperse olmus ilag Partikiil biiylimesinin devam etmesi
Istenen biiyiikliigiin en iyi sekilde kontrolii Organik ¢oziicii artig
Diistik enerjili teknik Her kosulda uygulanamaz belirli 6zellikteki
ilaclara uygulanabilir (6rnegin; en az bir
¢oziiclide ¢ozlinen maddeler)
Stabilize edilmesi gerekir
Ogiitme Diistik enerjili teknik Ogiitme ortaminin kalintis
Piyasada FDA tarafindan onaylanmis 4 iiriin olmast ~ Yavas bir islem olmasi (giinlerce siirebilir)
Stabilize edilmesi gerekir
Biiytik hacimler i¢in 6gtlitme haznesinin boyutlari
nedeniyle uygun olmamasi
YH Her kosulda uygulanabilir Yiiksek enerji gerektirir

Biiyiik hacimde tiretimde sorun yok
Hizli

Susuz tretim mumkin

Deneyim gerektirir




25

2.3.2. Nanosiispansiyonlarin Fiziksel ve Kimyasal Stabilitesi

Nanokristallerin uzun bir donem kararliliga sahip olmalar1 en Onemli
Ozelliklerinden biridir. Yiiksek ylizey enerjisi nanokristallerde agregat olusmasina ve
partikiil biiyiimesine neden olmaktadir. Agregasyonu Onlemek amaci ile
formiilasyonlara stabilizanlar eklenmektedir. Stabilizanlar partikiil biiytikliigliniin
kiiciiltilmesi ve nanosiispansiyonlarin stabilitesinde o6nemli bir rol oynarlar.
Stabilizanlar partikiil yiizeyine kendiliginden adsorplanir ve yiizeyini kaplar. Bu
sekilde; partikiillerin yiizeyler arasi gerilimi ve sistemin serbest enerjisi azalir,
hidrofobik partikiiller etrafinda yogun bir hidrofilik tabaka olusturarak partikiiller
arasinda sterik engel ve giicli itme olustururlar (sterik stabilizasyon). Eger
stabilizanlarin iyonize olabilen gruplart mevcut ise partikiil yiizeyini yiikleyerek itici
kuvveti artirir (elektrostatik stabilizasyon). Ayrica elektrostatik ve sterik
stabilizasyonu birlikte saglarlar. Genellikle nanosiispansiyon kombinasyonlarinda
stabilizan olarak polimerler ve yiizey etkin maddeler ve bunlarin kombinasyonu
kullamilir (45, 49, 113, 114). Stabilizanlarin partikiil kii¢iilmesindeki etki

mekanizmalar1 Sekil 2.2.’de verilmistir.

Sekil 2.2. Stabilizanlarin partikiil kiigiilmesindeki (1) etki mekanizmasi; Sterik
stabilizasyon (2), elektrostatik stabilizasyon (3) (45).

Bir nanosiispansiyonun stabilitesini 6glitme enerjisinin siddeti, etkin madde

miktari, bilye biyiikligii, logP, ilacin morfolojisi, erime noktasi, yogunluk,
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¢oziiniirlik gibi yontem ve etkin maddeye ait 6zellikler etkilemektedir (88, 113, 115,
116). Bununla birlikte stabilizan se¢imi ¢cogunlukla deneysel olarak belirleniyor gibi
goriinse de stabilizanlarin hidrofobik yiizeylere ilgisi oldugu bilinmektedir. Ilacin
hidrofobik olmasi stabilizan se¢iminde kritik bir noktay1 olusturmaktadir (88). Fiziksel
stabilite i¢in iyonik yiizey etkin maddeler, non-iyonik yiizey etkin maddeler veya
kopolimerler kullanilmaktadir. Bu amagla ¢ogunlukla sodyum dodesil siilfat (SDS),
lesitin, dokusat sodyum, pluronik®, tween 80, PEG, polivinil alkol (PVA), polivinil
pirolidon (PVP), hidroksipropil seliilloz (HPC) ve hidroksipropil metilseliiloz (HPMC)
gibi seliiloz polimerleri kullanilmaktadir (117).

Nanokristal formiilasyonlarin yapisinda hidrofilik omurga zinciri igeren
PVP, PVA, HPC, HPMC ve metil selilloz (MC) kullanilmaktadir. Bu polimerler
partikiil yiizeyine hidrofilik bir sinir tabakasi olusturacak sekilde hidrojen baglar ile
adsorblanabilir. Douroumis ve ark. (118) yardimci ¢oziicii teknigini kullanarak
karbamazepin’in farkl stabilizanlar ile stabilizasyonunu hedeflemistir. Seliiloz eterler
metoksi ve hidroksipropoksi (MC ve HPMC) gibi yiiksek siibstitisyon derecesine
sahiptir. Ilacin hidrojen baglarma baglanarak kristal biiyiimesi kontrol edilir.
Nanosiispansiyonun stabilitesi siibstitiisyon derecesine baglidir. PVP her bir
molekiilde karbonil grubuna bagli bir hidrojen bagina sahip olmasi sonucu zayif kristal
inhibisyonu gostermesi nedeniyle ila¢ polimeri olarak daha az tercih edilir. Ancak
diger bir caligmada polar fonksiyonel grup igermeyen hidrofobik ilag¢ yiizeyleri igin
HPC ve PVP’nin fiziksel adsorbsiyon ve sterik stabilizasyon i¢in ideal olduklar
belirtilmektedir. Hidrofobik ve hidrofilik zincirlerden olusan amfifilik blok polimerleri
homopolimerlere gore stabilizan olarak daha umut vericidir. Hidrofobik parcalari
partikiiliin ylizeyine hidrofobik etkilesimler ile adsorbe olurlar. Hidrofilik parcalar ise
partikiilii sararak sterik engel olusturur, partikiil agregasyonu ve biiylimeyi Onlerler.
En sik kullanilan bu polimerler; poloksamer 407 (Pluronik F 127, P 127) ve
poloksamer 188 (Pluronik F 68, F68)’dir (45). Polimerlerin morfolojik yapisi,
fonksiyonel gruplari, hidrofilik/hidrofobik orani, molekiil agirhigr gibi faktorler
nanosiispansiyonlarin  partikiil biyiikligii ve stabiliteye etki eder (119).
Kopolimerlerin hidrofobik kismi polimerin ilag partikiiliine adsorpsiyon ve
difiizyonuna itici gii¢ olusturur. Polimerlerin yiiksek hidrofobisiteleri daha hizli

difiizyon, giiclii adsorpsiyon, desorpsiyon igin daha fazla zaman saglar. Hidrofilik
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polimerler (PVP gibi) zayif ¢oziiniirliikteki ilaglar igin amfifilik polimerlere ve ylizey
etkin maddelere gore daha zayif stabilizanlardir. Ciinkii hidrofobik ilaglara adsorbe
olmak i¢in termodinamik itici giigten yoksundurlar (120). Yiizey etkin maddeler daha
kiiciik molekiiller olup polimerler ile karsilastirildiklarinda partikiil yiizeyinde hizl
difizyon ve adsorpsiyon Ozelligine sahiptir. Bu nedenle yiizey etkin maddeler
amfifilik polimerler gibi yiizeyler arasi gerilimi diisiirebilir ve nanopartikiillerin
1slanabilirligini artirirlar (120). Iyonik polimerler ve yiizey etkin maddeler partikiil
yiizeyinde adsorbe olarak elektrostatik itici kuvvet ile yiliksek enerji engeli olustururlar
ve sonug olarak iyi bir stabilizasyon saglanir. Ornegin SDS partikiillere hidrokarbon
kuyruklar ile baglanir ve anyonik siilfat grubu disarda kalir.

Nanokristal hazirlama ve stabilizasyonunda polimer-yiizey etkin maddde,
polimer-polimer kombinasyonu sinerjistik etki igin siklikla kullanilmaktadir.
Griseofulvin’in 6glitme yontemi ile hazirlanan nanosiispansiyonlarinda polimer ve
yiizey etkin madde kombinasyonunda bu stabilizanlarin ayri ayr1 kullanilmasi ile daha
iyi partikil biyiikligii dagilimi ve daha kiiciik partikiiller elde edilmistir (121).
Formiilasyonlara stabilizanlar 1:20 oranindan 20:1 (stabilizan: etkin madde, a:a)
oranina kadar eklenebilmektedir (112).

Kimyasal olarak stabil olmayan ilaglar i¢in nanosiispansiyonlar in vitro ve in
vivo olarak iyi bir kimyasal stabilite saglar. Bu ilaglarin suya, hidrojen iyonlarina,
oksijen ve viicuttaki ¢esitli enzimlere duyarli fonksiyonel gruplar igermeleri nedeniyle
molekiilin degredasyonu kolaydir (49). Bu kimyasal bilesiklerin nanosiispansiyon
olarak formiile edilmesi degradasyonun azaltilmasi ve kimyasal stabilitesinin

artirilmast igin bir uygun bir yoldur (117, 122).
2.3.3. Nanosiispansiyonlarin Kat1 Sekle (Nanokristal) Déniistiiriilmesi

[aglarin farkl teknikler ile nanonizasyonu sonucu nanosiispansiyon elde edilir.
Ancak bu farmasotik seklin pediatri ve geriatri gibi 6zel kullanim disinda dogrudan
kullanimi1 yaygin degildir. Bir¢ok durumda kuru dozaj sekilleri 6zellikle oral kullanim
igin tercih edilmektedir. Bu nedenle nanosiispansiyonlar kristal (nanokristal) veya
amorf kat1 (nanomorf) sekillere doniistiiriilir. Bu amagla piiskiirterek kurutma,
dondurarak kurutma (liyofilizasyon), pelletleme, graniilasyon gibi yontemler

kullanilmaktadir (85). En sik kullanilan yontemler ise piiskiirterek kurutma ve
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liyofilizasyon islemidir. Eger kurutma islemi uygun yapilmaz ise nanokristaller giiglii
agregatlar olusturabilir ve ¢oziinme ile tekrar disperse olmayabilirler. Bu nedenle
nanokristallerin yararlar1 azalabilir ve inaktif olabilirler (85, 112, 123, 124). Kurutma
islemi boyunca evaporasyon veya sublimasyon ile su uzaklastirilir ve nanokristaller
etrafindaki stabilizan zincirlerinin hareketi dehidrasyon veya kismi Kkristalizasyon
nedeniyle azalir. Stabilizanlarla sterik itmenin durmasi ve polimer zincirlerinin
partikiillere adsorbe olmasina bagli olarak birbirlerine dolasirlar, partikiil ayrimi
engellenir ve agregasyon olur. Etkin maddenin o6zellikleri, dispersiyon ortamu,
stabilizanlar nanokristallerin yeniden disperse olmasini etkileyen faktorlerdir (123,
125).

Puskiirterek kurutma kolay ve pahali olmayan bir yontemdir. Bu nedenle
endiistriyel liretim i¢in uygundur. Bu yontem yiiksek basin¢li homojenizasyon ile
tiretilmis nanosilispansiyonlar ve suda ¢6ziinebilir matriks polimerler (PVP, PVA),
sekerler (siikroz), seker alkolleri (mannitol ve sorbitol) igindeki ¢dozeltilere
uygulanmaktadir. Ilag yiikleme kapasitesi yiizey etkin madde konsantrasyonuna gére
degismektedir. Nanokristallerin matriks i¢cinde sabit kalmasi bu yontemin avantajidir.
Boylece fiziksel temaslari engellenmis agregasyon ve Ostwald olgunlagsmasi minimize
edilmistir (85).

Suyun uzaklastirilmasinda kullanilan bir diger yontem dondurarak kurutma
yontemidir. Bu yontem buz kristallerinin ¢ekirdeklenme ve yayilmasi (dondurma) ve
daha sonra siiblimasyon isleminden olusmaktadir. Dondurarak kurutma islemi
sirasinda sicaklik gradyani olusur ve en diisiik sicaklikta ¢ekirdeklenme baslar (126).
Dondurarak kurutma daha kompleks ve pahali bir yontemdir. Uriin islem
parametrelerinden yiiksek diizeyde etkilenebilir (85). Dondurarak kuruma isleminde
diisiik etkin madde konsantrasyonu ve hizli dondurma tekrar dagilabilirlik igin
yararhidir (123). Dondurarak kurutma yonteminde genellikle agregat olusumunu
onlemek i¢in kriyoprotektanlar eklenmektedir. Bunlar genellikle mannitol siikroz,
laktoz gibi suda ¢oziinebilir sekerlerdir.

Aprepitant ile yapilan bir ¢alismada iki farkli seliilozik stabilizan (pharmacoat
603 (P 603) ve HPC-SSL) ve SDS kullanilarak partikiil biiyiikliikleri (312 nm ve 395
nm olan) benzer nanokristaller yas 6giitme yontemi ile hazirlanmig mannitol ve siikroz

ilave edilerek kurutulmustur ve olusan aglomeratlar1 yeniden dagilabilirlik agisindan
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degerlendirilmistir. P 603 ile hazirlanan formiilasyondan ideale yakin yeniden
dagilabilirlik elde edilmistir. HPC-SSL ile stabilize edilmis olanlarda ise seyreltici
madde belirgin bir etki goOstermistir. Taramali1 elektron mikroskopisi goriintiileri
incelendiginde  dondurarak  kurutma ve piiskiirterek kurutma islemleri
degerlendirildiginde piskiirterek kurutma isleminin daha dstiin oldugu ve islem

sonucunda daha kiigiik mikron boyutunda aglomeratlar olustugu goriilmistiir (127).
2.3.4. Nanokristal Formiilasyonlarimin Uygulama Yollar

Nanokristal formiilasyonlar1 oral, parenteral, pulmoner, dermal, oftalmik

yollarla uygulanabildigi gibi hedeflendirilmis ila¢ olarak da kullanim1 vardir.
Oral Uygulama Yolu

Bilindigi gibi oral yol kolay uygulanabilir, ucuz ve giivenli olmasi1 gibi
nedenlerden dolayr en 6nemli ve ilk tercih edilen ilag uygulama yoludur. Disiik
¢ozinirlikteki ilaglarda diisiik veya degisken absorpsiyon, gecikmis etki, aglik ve
tokluk kosullarinda degisen biyoyararlanim ve yiiksek oral doz uygulamasi gibi ¢esitli
sorunlarla karsilasilmaktadir. Diisiik ¢oziiniirlikteki ilaglarm nanokristallerinin
hazirlanmasi ile bu sorunlarin ¢6ziilmesinde biiyiik tistiinliikler saglanmaktadir. Ayrica
bu giin ila¢ pazarinda yer alan nanokristal formiilasyonlarinin bir¢ogu oral uygulama
i¢indir. Ilag nanokristalleri ilacin absorpsiyonunu iki sekilde artirmaya yardimci
olmaktadir; ilacin ¢6ziiniirlik ve ¢oziinmesi ile bagirsak duvarinda mukoadhezyonu
artirarak. Absorpsiyonda ¢oziinmenin hiz kisitlayict basamak oldugu ilaglarda, oral
biyoyararlanim partikiil biiytikliigiiniin fonksiyonu olarak tanimlanabilir.

Daha kiictik partikiiller ile daha yiliksek Cmaks ve orantisal olarak artmig EAA
elde edildigi, Jinno ve ark. (24) diisiik ¢6ziiniirliikteki silastazol ile yaptig1 ¢alismada
partikiil biiyiikliigii ve ¢ozlinme hizi arasindaki iliski ve in vivo etkileri agikca
gosterilmistir. Nanokristal formiilasyonlar1 ilacin EAA ve Cmaks’'n1 artirirken, tmaks’1
diistirmektedir (128). Piyasadaki danazol mikrosiispansiyonu ile (200 mg, 10um) ile
danazol nanosiispansiyonu karsilastirildiginda (200 mg, 169 nm) mutlak
biyoyararlanim %>5,1°den %82,3’e yiikselmis, tmaks diiserken Cmaks degeri 15 kat
artmistir (129). Yine oral olarak uygulanan nitredipinin ve fenofibratin nanokristal

formiilasyonlarimin hazirlanmasi sonucu Cmaks Ve EAA degerleri artmistir (107, 130).
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Nanokristallerin ilag absorpsiyonunda bir diger etkisi ise gastrointestinal
sistem (GIS) mukozasina mukoadezyonu olup oral biyoyararlanimi olumlu yénde
etkilemesidir. GIS’deki yapiskanliklar1 sayesinde yiiksek konsantrasyon gradyani ve
GIS’de temas ve kalis siiresinin uzamasi saglanmaktadir. Nanopartikiillerin mukozaya
yapigmasi; partikiillerin ve mukus yiizeyleri arasindaki elektrostatik ¢ekim
kuvvetlerinden kaynakli elektrostatik teori, partikiiller ve mukus arasindaki hidrojen
ve Van der Waals baglarindan kaynakli adsorpsiyon teorisi, difiizyon teorisi ve
nanopartikiillerin diizensiz mukus i¢inde alikonmasiyla agiklanan tutunma teorisi gibi
mekanizmalar ile agiklanabilmektedir. Nanokristallerin mukoadezyonlarindan
faylanmak {izere arastirmacilar tarafindan nanokristal ilaglarin yiizeyleri katyonik
polimerler ile degistirilerek veya nanokristallerin mukoadezif polimer igine
hapsedilerek mukoza ile nanokristaller arasindaki yapiskanlik artirilmaya ¢aligiimustir.
Ayrica mukozaya yapisan polimerler sayesinde ilacin degredasyonu da dnlenebilir
(128). Buparvakon’un oral uygulamasma olanak verecek nanosiispansiyonunun
mukoadezif hidrojeli hazirlanarak mukozadaki tutunmasi artirilmis ve daha stabil
formiilasyonlar1 hazirlanmistir (51, 131).

Nanokristallerin oral uygulamadaki bir diger tstiinliigii ise hizli etki baslangict
saglamasidir. Naproksenin nanosiispansiyon halinde hazirlanmasi sonucu etkinin daha
hizl1 bagladig1 ve mide iritasyonunun azaldigi gosterilmistir (92).

Nanokristal formiilasyonlar1 ile aglik ve tokluk kosullarimin biyoesdeger
olmama sorunu giderilmektedir. Az ¢6ziinen ilaglar yemeklerle birlikte alindiginda
mide sivi hacminin artmasi, mide bosalmanin yavaslamasi, safra salgisinin artmasi,
mide pH’sinin artmasi (asidik ilaglar igin), kan akiminin artmas: gibi nedenlerden
dolay1 ilacin GIS’de coziinmesi artmakta ve biyoyararlammi artmaktadir (24).
Nanokristal formiilasyonlari ile partikiil biiytikligi kiigiiltiilerek ¢oziinme hiz1 aglik
kosullarinda da artirilarak aglik ve tokluk kosullar arasindaki biyoyararlanim farki en
aza indirilmektedir. Kopeklerde silastazoliin nanokristal formiilasyonlari ile mikronize
stispansiyonu karsilastirilmis ve aglik tokluk kosullarindaki EAA, Cmaks, tmaks degerleri
arasindaki fark azalmistir (24). Yine kopeklerde Emend®’in etkin maddesi olan
aprepitantin 2 mg/kg dozda nanokristal dispersiyonlarinda yiyecek etkisi ortadan
kaldirtlmigtir (132).
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Absorpsiyon penceresi GIS’in iist bdlgeleri olan ilaglarin hizli ¢dziinmesi ile
bu ilaglarin absorpsiyon bolgesinde gozlenen ¢6ziinme sorunlarinda yararli bir
yaklasimdir. Aprepitant etkin maddesinin absorpsiyon penceresi GIS’in {ist
bolgeleridir (132). Bolgesel absorpsiyon ¢alismalari fenofibrat i¢in de benzer sonuglari
vermistir. Nanosiispansiyon olarak formiile edilen fenofibrat dogrudan proksimal ve
distal bagirsaga verildiginde oral nanosiispansiyona gore relatif biyoyararlanimi
%100°diir. Ancak fenofibrat slispansiyonu kolona verildiginde relatif biyoyararlanim
%32’dir. Nanoboyutlardaki fenofibrat absorpsiyon bolgesi olan intestinal kanalin tist
kisimlarinda hizla ¢6ztinmektedir. Mikronize fenofibrat ise, ¢ok yavas ¢coziindiigi i¢in

absorpsiyon penceresini kagirdigindan yeterli miktarda absorbe olamamaktadir (133).
Parenteral Uygulama Yolu

Diistik ¢oziiniirliikteki ilaglarin parenteral yol ile alinabilmesi i¢in ¢oziinme
teknolojilerinin kullanilmas1 gerekmektedir. Bu ilaglarin en azindan enjeksiyon
hacminde (1-10 mL) veya infiizyon hacimlerinde ¢oziinmiis sekilde alinmalari
gerekmektedir. Bir cok durumda parenteral enjeksiyon; hizl etki, hedeflenmis etki, ilk
gecis etkisinde kaginma gibi nedenlerden dolay: tercih edilmektedirler. Bu yol ile ilag
alimina ait baz1 sakincalar da mevcuttur. Ornegin iiriin steril olmali, toksik etki alerjik
etki gibi biyolojik sorunlara neden olmamalidir. Intravendz enjeksiyon i¢in 5 pm’den
daha biiyiik partikiiller siki1 bir sekilde kontrol edilmelidir. Ciinkii kapiller damarlarin
en kiicigii 5 um olup daha biiyiik partikiiller kapiller blokaj veya emboliye neden
olabilir. Bu nedenle mikron altinda partikiillerin {iretimi parenteral yol i¢in 6nemlidir
(49).

Geleneksel olarak zayif ¢oziiniirliikteki ilaglarin ¢oziintirliik sorunlart yardimet
¢oziicii, ylizey etkin madde, lipozomlar veya siklodekstrinler gibi yontemlerle
giderilmeye calisilmaktadir. Ancak ¢ogu zaman toksik etki veya yiiksek hacimde
¢oziicii ihtiyaci gibi durumlar s6z konusu olmaktadir (85). Enjeksiyonluk preparatlarin
¢Oziinlirlik sorununu ¢ozmek i¢in kullanilan Cremophor® EL ile anaflaktik sok,
siklodekstrinler ile nefrotoksisite karsilasilan yan etkilere 6rnek olarak verilebilir (134,
135). Nanosiispansiyonlar yalnizca ilag ve az miktarda stabilizan veya intravenoz
uygulama i¢in kabul edilmis yiizey etkin madde igerirler. Nanosiispansiyonlar

igerisinde ¢Oziinmiis ilag bulunduran formiilasyonlara gore bazi iistiinliiklere sahiptir.
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Disiik ¢oziintirlikkteki ilaglarin uygulamayi takiben birlikte ¢cokme riski vardir. Bu risk
dayanikli nanostispansiyonlar ile ortadan kaldirilabilir. Enjeksiyonlardaki yliksek
miktardaki ¢6ziiciiler yan etkilere neden olabilir. Nanosiispansiyonlarda ise en diisiik
miktarda ve gilivenli iyi tolere edilebilir stabilizanlar kullanilmaktadir. Diger
enjeksiyonluk preparatlara gére nanosiispansiyonlar diisiik viskozitede yiiksek
konsantrasyonlu sistemlerdir. Nanosiispansiyonlarin vizkozitesi ilag
konsantrasyonuna ve tastyicinin igerigine baghidir (110). Nanosiispansiyonlar
parenteral yol i¢in oldukca giivenli ve enjekte edilebilir iiriinlerdir. Ornegin Taksol ve
paklitaksel nanosiispansiyonu karsilastirildiginda daha yiiksek LDso (100 mg/kg) elde
edilmis ve alerjik reaksiyon gozlenmemistir (136). Sporanox® IV isimli itrakanazol
iceren iirlin 10 mg/kg dozda belirgin akut toksisite gosterir Ve sicanlara bolus olarak
verildiginde LDso degeri 40 mg/kg’dan diisiiktiir. Itrakanazol nanosiispansiyonu ise
320 mg/kg’a kadar herhangi bir mortalite olmadan verilebilmistir (134, 137).
Nimodipinin nanonsiispansiyonu piyasada bulunan etanollii ¢ozeltisi ile
karsilastirildiginda daha iyi tolere edilebilir oldugu ve sicanlarda daha az iritasyon ve
flebit riski gosterilmistir (138). Sterilite enjeksiyonluk preparatlar igin 6nemli bir
gerekliliktir. Steril nanostlispansiyonlar steril liretim veya steril filtrasyon ile miimkiin
olmaktadir (139, 140). Ayrica nanosiispansiyonlar halinde veya liyofilize toz halinde
sunulabilirler (110). 2009°da ilk parenteral nanosiispansiyon piyasaya verilmistir.
Paliperidon palmitat igeren iiriin NanoCrystal® teknolojisi ile hazirlanmis kullanima
hazir siringadir. Yiiksek ilag¢ yiikleme ve diisiik viskoziteye sahip olan {iriin sayesinde
diisiik enjeksiyon hacmi ve enjeksiyon bolgesinde daha az agri olusturmasiyla hasta

uyuncu saglanmistir (110).
Dermal ve Mukozal Uygulama Yolu

Nanokristaller membranlardan penetrasyon, artirilmis permeasyon ve
biyoadhezyon gibi 6zellikleri artirirlar. Diistik ¢oziiniirliikteki antioksidanlar apigenin,
ve hesperidin deri koruma ve yaslanma Kkarsit1 olarak nanosiispansiyonlarda
kullanilmaktadir (141, 142). Nanosiispansiyonlar kolayca su bazli dermal kremler ve
yag/su losyonlariyla kullanilabilmektedir. Ilk {iriin Rutin 2007 yilinda piyasaya
cikmigtir. Nanokristaller zayif ¢oziiniirliikteki etkin maddenin su fazi igindeki

¢Oziiniirliiglini artirir, buna bagl olarak formiilasyon ile deri arasinda konsantrasyon
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gradyani olusur ve mikronize tozlara gore penetrasyon artar (142). Ayni prensip ile
farmaso6tik dermal formiilasyonlar iretilebilmektedir. Diklofenak sodyumun dermal
kullanimi i¢in gelistirilen nanosiispansiyonunda deriden gegirgenlik hizinin, Yucatan
micropig (YMP) ile test edildiginde kontrole gore 3,8 kat arttig1 gosterilmistir (143).
Lidokain bazin kombine teknolojiler ile nanokristalleri hazirlanarak uzatilmis salim
saglayan formiilasyonlar1 hazirlanmistir (144). Meloksikamin asit-baz nétralizasyon
bazli ¢Oktiirme yontemi ile hazirlanan nanokristallerinde kristal yapisi artmis ve in

vitro ve in vivo penetrasyon artmistir (145).
Okiiler Uygulama Yolu

Diistik ¢oziintirliikteki ilaglarin okiiler salimi i¢in slispansiyonlar ve merhemler
gelistirilmistir. Her iki dozaj sekli relatif yliksek doz, etki yerinde uzun siire kalig gibi
tistiinliiklere sahiptir. Gergek performanslarinda ise lakrimal sivilardaki ¢ozliniirlik
siirlayict faktordiir. Lakrimal sivilarda intrinsik ¢oziiniirligii disiik ilaglarin etki
bolgesindeki konsantrasyonu da diisiiktiir. Ancak bu ilaglar nanoboyutlu kristaller
olarak hazirlandiginda doygunluk ¢oziintirligii artar. Nanokristallerin adezif
ozellikleriyle ilacin lakrimal sivilardan uzaklastirilmasi azaldigi gibi uzatilmis salima
da yardimci olur. Flubiprofen ve ibuprofenin polimerik (Eudragit RS 100 ve Eudragit
RL 100) nanopartikiil siispansiyonlari piyasa preparatlarina gore daha iyi in vivo

performans gostermis ve 24 saat boyunca salim saglanabilmistir (146, 147).
Pulmoner Uygulama Yolu

Nanostispansiyonlar diisiik ¢oziintirliikteki ilaglarin pulmoner yol ile alim1 i¢in
onem arz etmektedir. Bu ilaglarin bazilari mikropartikiil seklinde aerosol iginde
verilerek pulmoner uygulama igin nebulize edilebilirler. Ancak mikropartikiillerin ag1z
ve farenkste birikmesi, akcigerlerdeki silialarin hareketiyle ilacin Klerensi gibi
nedenlerle ilag kaybi yasanmakta ve etki bolgesindeki ilag konsantrasyonu diisiik
olmaktadir. Bu sorunlari ¢dzmek i¢in nanosiispansiyonlar hazirlanmaktadir (49).
Nanokristaller mikronize kristallere gore daha yiiksek ¢Oziinme hizi gosterirler.
Aerosol damlaciklar1 akcigerde biriktiginde akciger ylizeyine daha fazla dagilacak,
ozellikle yiizey etkin maddelerle stabilize edilen nanokristaller ¢ok daha iyi

dagilacaktir. Miiller ve ark. (148) tarafindan budesonidin nanosiipansiyonu
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hazirlanmistir. Pari Boy nebiilizator ile nebiilizasyonu sonunda partikiil biiyikligi
dagilimi degismemistir. Flutikazon nanosiispansiyonlar1 pulmoner aerosol ile farelere
verilmis ve doz-bagimli birikme gosterilmistir. Sonuglar tekrar edilebilir bulunmustur
(149).

Hedeflendirilmis fla¢c Salim

llaglarin &zgiil bolgelere nanopartikiillerle hedeflendirilmesi terapdtik ve
ekonomik nedenlerden dolay1r siirekli artmaktadir. Nanosiispansiyonlar yiizey
Ozellikleri ve iyi in vivo davraniglart nedeniyle bu alanda kullanilabilirler (21).
Nanokristallerin 6l¢ek biiylitmeye kolay olanak vermeleri nedeniyle ticari olarak
tretilebilirler. Cesitli ylizey kaplamalari kullanarak gizlenmis nanosiispansiyon
miithendisligi aktif ve pasif hedeflendirme igin ilag hedeflendirmenin gelecegidir.
Kayser ve ark. (131), tarafindan bupravakon’un yiizeyi modifiye nanosiispansiyonlari
hazirlanarak kristosporidiyum parvuma hedeflendirilmistir. Ciplak ve kapli nevirapin
nanosiispansiyonlar1 kullanilarak HIV viral depolarina hedeflendirme yapilmistir
(150).

2.3.5. Nanokristal Formiilasyonlarmin in Vivo Performansi

Ilag absorpsiyonu dogrudan ¢oziiniirliik ve permeabilite ile ilgili oldugu gibi
dolayli olarak molekiiliin lipofilik olmamas ile ilgilidir. Ilacin ¢dziinmesini mide
bagirsak kanalindan emilimi takip etmektedir. Cozlinmiis madde konsantrasyondaki
artis nedeni ile permeasyonun artmasi yaninda formiilasyonda yer alan stabilizanlar
epitel doku hiicreleri ile etkilesime girerek permeabiliteyi artirmaktadir(151).

Li ve ark., ilaglarin fizikokimyasal 6zelliklerinin oral biyoyararlanima etkisini
arastirmistir. Yaptiklari calismada bes farkli etkin madde ve bunlarin nanokristalleri
ayni stabilizan ve yontem ile hazirlanmistir (poloksamer 188 ile yiiksek basingh
homojenizatorde). Partikiil biiyiikliigli tim ilaglarda yaklasik 430 + 30 nm
Olclilmiistiir. Siganlarda yapilan calismada EAA degerleri mikrosiispansiyonlara gore
1,4-1,7 kat daha yiiksek hesaplanmistir. Erime noktasi, log P ve polar yilizey alaninin
ilag absorpiyonunu etkiledigi belirtilmistir. Diislik erime noktasi, log P degeri yaklasik
5 ve polar yiizey alan1 degeri 50 ile 60 arasinda olan ilaglarin, ayni1 boyuttaki
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nanokristallere gore daha yliksek absorpsiyona sahip oldugu sonucuna varilmistir
(151, 152).

Kumar ve ark. (153) tarafindan 2 dakika 6giitiilerek (750 nm) ve 75 dakika
ogiitiilerek hazirlanan (280 nm) itrakanazol nanokristallerinde yapilan bir ¢alismada
Cmaks V& EAA(-24 degerlerinde sirasiyla 2,8 ve 20 katlik bir artis goriilmiistiir.

Oral olarak alinan ve pulmoner olarak uygulamak {izere hazirlanan nanokristal
kurkumine ait farmakokinetik parametrelerin karsilastirildigi ¢alismada plazma
konsantrasyonunun pulmoner yolda daha yiiksek oldugu ve tmaks’a daha kisa siirede
ulasildig1 rapor edilmistir. Elde edilen bulgular ¢oziiniirliikk artisina baglanmaktadir.
Pulmoner uygulamadan alt1 saat sonra akcigerlerde diger dokulara gore ilag
konsantrasyonu daha yiiksek bulunmustur; akciger (824,27 pg/g), karaciger
(3,06 png/g), bobrek (6,10 ug/g), kalp (4,23 pg/g), dalak (13,77 pg/g) ve beyin
(0,53 ng/g). Siganlarda yapilan biyodagilim galismasinda pulmoner yolla alinan
nanokristal kurkuminin akcigerlerde diger dokulara gore konsantrasyon artisi ile
sistemik toksisiteyi azalttigi ve terapotik etkiyi artirdigi gosterilmistir (154).
Nanokristal hazirlamada kullanilan stabilizanlarin bazilari (E vitamini TPGS (D-alfa-
tokoperil-polietilen glikol 1000 siiksinat), poloksamerler, polisorbatlar) ayrica P-gp
inhibitdrleridir. TPGS i¢indeki PEG zincirleri (200 ve 6000 Da) inhibitor aktiviteyi
etkileyebilmektedir ve en iyi inhibisyon 1.100-1.500 Da uzunluguna sahip PEG
zincirlerinde gozlenmistir. Baz1 durumlarda ila¢ nanokristalleri hiicreler tarafindan
igeri almnabilir. Bu durum kanser hiicrelerine hedeflendirme amaci ile hazirlanan
formiilasyonlarda istenen bir durum olabilecegi gibi 6ngériilmeyen farmakokinetik
profilin olugmas: gibi durumlarda ise istenmeyen bir durum olarak karsimiza
cikabilmektedir. Hiicre i¢ine alma hiicre tipleri ve hiicreler aras1 fagositotik /
endositotik potansiyeli ve nanokristallerin boyutu, morfolojisi, stabilizan tiirii ve ytikii
gibi 6zelliklerine gore degisebilir (155, 156).

TPGS ile stabilize edilmis paklitaksel nanokristallerinin P-gp’nin H460 kanseri
hiicrelerine asir1 ekspresyonuna bagli ilag¢ direncini tersine ¢evirme kabiliyeti Gao ve
ark. (157) tarafindan degerlendirilmistir. TPGS’nin stabilizan olarak kullanildig:
paklitaksel nanokristallerinde ¢alisilan hiicrelerin ila¢ direncini etkin bir sekilde
azalttigr bulunmustur. Ancak terapotik etki, direngli timorlerde P-gp gibi ¢oklu ilag

rezistans1 (MDR) iliskili proteinlerin asir1 ekspresyonu ile sinirlandirilmaktadir. Bu
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durum nano boyutlu maddelerin endositoz ile hiicreye alinabilecegini gostermektedir.
Fakat hiicresel sitoplazma icindeki ¢ozlinmesiyle birlikte P-gp efflux sistemi ile disar1
tekrar pompalanabilir (156). Bu nedenle nanopartikiillerin endositozu ile P-gp
aktivitesinin ayn1 anda diisiiriilmesi TPGS kapl paklitaksel nanokristallerinde oldugu
gibi terapdtik etkiyi artirabilir (157). Ancak bu durum serbest paklitaksel molekiilleri
ile TPGS ¢ozeltisinin ayn1 anda verilmesi ile ger¢eklesmezken TPGS kaph
nanokristaller olarak verildiginde gergeklesmektedir (158).

Liversidge ve Cundy (129) gonadotropin inhibit6rii olan danazolun mutlak
biyoyararlanimimi mikrosiispansiyon halinde (200 mg, 10 um) %5,1+ 1,9 tespit
ederken, nanosiispansiyon (200 mg, 169 nm) halinde ise 16 kat daha yiiksek
biyoyararlanim % 82,3 + 10,1 tespit etmiglerdir. Ayrica Cmaks V€ tmaks degerleri de 15
kat artmistir. Nanosiispansiyon Amfoterisin B formiilasyonunun oral uygulanmasini
takiben sicanlarda karacigerdeki parazit sayist biiyilk oranda azalmistir, mikronize
amfoterisinde ise 1iyilestirici etki gozlenmemistir (159). Ayrica nanokristal
formiilasyonlarinin diisiik ¢oziintirliikteki ilaglarin etkisini hizli baslatmalarindan
bahsetmek miimkiindiir. Analjezik bir ilag olan naproksenin nanosiispansiyonunda
tmaks’a 8 dakikada ulasilirken 6giitiilmemis naproksen uygulamasi sonucu tmaks 33
dakikaya uzamaktadir (92). Repamid, lutein, bikalutamid gibi diisik ¢oztnirliikte
bir¢ok ilagta benzer sonuglar elde edilmektedir (160-162). Simvastatin ve nitrendipin
gibi bir¢ok etkin maddenin nanokristallerinde de biyoyararlanim performansinda artis
gozlenmistir. Nitrendipinde EAA’nin ticari preparata gore 10 kat arttig1 saptanmistir
(107, 163, 164). Vitamin E TPGS nanosiispansiyonlari uygulanan kopeklerde EAA ve
Cmaks degerlerinde 6nemli derecede artis gdzlenmistir. Partikiil biiytikliigi 300 nm’den
kiiclik nanokristal iceren nanosiispansiyonlarda 750 nm’den kiigiik nanokristallere
gore plazma konsantrasyonundaki degiskenligin daha diisiik oldugu ortaya konmustur
(165).

Diisiik  ¢oziintirliikteki  bircok 1ilagta acglik ve tokluk kosullarinda
biyoyararlanimda degiskenlikler ortaya ¢ikmaktadir. Nanokristal formiilasyonlarinda
aclik kosullarinda da artmis yiizey alanina bagli olarak ¢dziinme hizi hizhidir.
Boylelikle aclik ve tokluk absorpsiyonunda ¢oziiniirliik kaynakli farkliliklar elimine
edilmis olur. Silastazoliin kopeklerdeki aglik ve tokluk kosullarindaki farmakokinetik

parametrelerdeki farklilik orani diisiik bulunmustur (24). Fenofibrat etkin maddesinin
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nanopartikiil formiilasyonlarinda da plazma pik seviyesinin ve diger farmakokinetik
parametrelerin yiyecek etkisine ugramadigi arastirmacilar tarafindan belirtilmistir

(166).
2.4. Ilaclarin Membranlardan Gecis Mekanizmalari

Oral yolla ilag uygulanmasi giivenirlik, ucuz olmasi ve hasta uyuncu sebebiyle
en ¢ok tercih edilen yoldur. Ancak oral olarak alinan ilaglarin bagirsaklarda yeterli
¢ozinirlik ve gecirgenlige sahip olmasi gerekmektedir. Bagirsaklardan emilim oral
biyoyararlanim igin biiyiik bir engel teskil etmektedir. ila¢ gelistirme ¢alismalari
sirasinda birgok denemenin basarisiz olmasi sonucu ilag kesfi ¢alismalarinda bir¢ok
sitket erken donemde farmakokinetik ve toksisite degerlendirmesi yapmay1
amaclamaktadir. Zaman kisitlamasi ve ¢ok sayida kimyasal ve tarama testleri
nedeniyle ilaglarin biyolojik aktiviteleri ve biyofarmasotik 6zelliklerinin (¢oziiniirliik,
gegcirgenlik/absorpsiyon, stabilite), farmakokinetik 6zelliklerinin in vitro biyolojik
testler ile kantitatif ve kalitatif olarak degerlendirilmesi 6nemli hale gelmistir. Bu
nedenle ilag endiistirisinde gegirgenlik ve absorpsiyonun tayin edilmesi amaciyla
yiiksek tahmin edilebilirligi olan yiliksek kapasitede, diisiik maliyette yontemler
arastirtlmaktadir (167). Gegirgenlik ¢alismalari ile ilacin mide bagirsak sistemindeki
absorpsiyon bolgesinin belirlenmesinin yaninda, ilacin bagirsak duvarindan gecis
etkinligi de tayin edilmektedir. Bu yontemler fizikokimyasal yontemler (lipofiliklik
(log P/log D), absorpsiyon potansiyeli, immobilize yapay membran kromatografisi,
paralel yapay membran gecirgenlik tayini), in vitro yontemler (hayvan dokusu temelli
yontemler, hiicre temelli yontemler), in situ yontemler, in vivo yontemler’den
olusmaktadir (39). Bir etkin maddenin gegirgenlik derecesinin belirlenmesinde
dogrudan ve dolayli dlglim yontemleri kullanilir. FDA’nimn ilgili kilavuzunda da
gegcirgenlik tayini i¢in insanlarda mutlak biyoyararlanim ¢aligmalar1 veya kiitle denge
caligmalar1 ile absorbe olan etkin madde miktarinin belirlenmesi veya bagirsak
perflizyon caligmalari (insan veya hayvanlarda in vitro epitel hiicre kiiltiirii modeli ve
in situ sican perfiizyon modeli) ile yapilmasi Onerilmektedir. Bagirsaktan etkin
maddenin mide bagirsak sisteminden gecirgenligini tayin etmek i¢in agsagida onerilen
yontemler kullanilmaktadir (40).

e Insanda in vivo perfiizyon ¢aligmalar
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e Hayvanlarda in vivo veya in situ bagirsak perfiizyon ¢aligmalari
e Insan veya hayvanlardan alinmis bagirsak dokular1 kullanilarak in
vitro permeasyon c¢aligmalari
e Epitel kiltiir hiicrelerinin tekli tabakasinda in vitro permeasyon
calismalari
Kullanilan hayvan temelli yontemlerin zamanla sakincalar1 ortaya ¢ikmustir.
Insan kaynakli olmamalari, karmasik sistemler olmasi, birka¢ deneme ile sirh
olmasi, birka¢ dakika veya birka¢ saat i¢inde tamamlanma gerekliligi, ilacin
segmentler arasindaki kademeli dagilimi gibi nedenler arastirmacilar1 basit ve
tekrarlanabilir olmasi, ayni anda bircok deneme yapilabilmesi hem apikal hem
bazolateralden 6rnekleme yapilabilmesi gibi tistiinliikleri nedeniyle hiicre kiiltiirlerine

yoneltmistir (168).
2.4.1. GiS’de Ila¢ Absorpsiyonu

Gastrointestinal kanalda ince bagirsaklarin ana gorevlerinden  birisi
absorpsiyon islemidir. Intestinal epitel dokusu; enterositler (absorptif hiicreler),
endokrin, ekzokrin, paneth hiicreleri, M hiicreleri, tuft ve cup hiicrelerinin heterojen
popiilasyonundan olusmaktadir. Enterositler absorptif hiicreler arasinda en ¢ok
gorilen hiicrelerdir. Siki baglar ile ayrilmis apikal ve bazolateral membranlara polarize
olmuglardir (168). Enterositler arasinda epitelin sikiligindan sorumlu olan bu baglar
sik1 kavsaklar (tight junctions) olarak adlandirilir. Enterositler arasindaki siki
kavsaklar ve bagirsak epitelinin lipofilik yapist agiz yoluyla verilen ilaglarin emilimine
kars1 fiziksel bir engel olusturur (169). Enterositler tarafindan eksprese edilen
aminopeptidazlar (aminopeptidaz N, P ve W), dipeptidil peptidaz 1V, sitokrom P450
siperailesinin  izoenzimleri, esterazlar, fenol siilfotransferazlar ve UDP
glukuroniltransferazlar gibi ilag metabolize edici enzimler ise biyokimyasal bariyer
olusturur (170). Intestinal epitelden ilag absorpsiyonunun biiyiik bir kismi
konsantrasyon gradyani yoniinde pasif difiizyonla gergeklesebilir. Pasif difiizyon ise
transseliiler yol (enterositlerin hiicre membranlarindan) veya paraseliiler yol
(enterositler arasindaki siki kavsaklardan) ile gergeklesir (167). Lipofilik bilesikler
luminal sividan intestinal epitelin membranina hizla dagilabilir ve temel olarak

transseliiler yol ile tasinirlar. Hidrofilik ilaglar ve peptidler hiicre membranlarina az
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dagilirlar daha ¢ok pararseliiler yol ile taginirlar (169). Pasif difiizyondan baska bazi
besin maddeleri, vitaminler ve yapisal analoglari intestinal epitelde yer alan 6zgiil
transporter/tasiyicilar  (carrier) ile tasmirlar (170-173). Mukozal hiicrelerin
sitoplazmasina giren bazi maddeler apikal eksorpsiyon (efflux) (tasiyici aracili
eksorpsiyon) olarak bilinen bir islem ile tekrar intestinal liimene atilir. Apikal ilag
eksorpsiyonunu MDR ve ¢oklu ilag rezistans iligkili protein (MRP) olmak tizere iki
tasiyici aile tarafindan diizenlenir. MDR1 geni tarafindan kodlanan P-gp apikal
eksorpsiyon tasiyicilariin en ¢ok calisilan tiyesidir ve birgok ilacin absorpsiyonunu
kisitladigr gosterilmistir (173). Bazi makromolekiiller vezikiiler tasima ile tasinir.
Proteolitik enzimlerin membran vezikiillerinde varligi ve diisiik tasima kapasiteleri

nedeniyle bu yol ile ilag¢ tasinmasi sinirhidir (173, 174).
2.4.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalari
Hiicre Kiiltiirii Terminolojisindeki Tanimlar

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan bazi terimler ve tanimlar1 asagida verilmistir
(175, 176).

Primer kiiltiirler: Bozulmamis veya ayrigsmis haldeki dokulardan veya organ

pargalarindan elde edilir. Kiiltiirler subkiiltiir edilene (pasajlanana kadar) kadar primer
kaltiir olarak isimlendirilir. Subkiiltir edildikten sonra hiicre hatti olarak isimlendirilir.
[k subkiiltiir edilen tiriin ikincil kiiltiir olarak isimlendirilir.

Pasajlama (subkiiltiir): Hiicrelerin yeni bir kiiltiir kabina transfer edilerek hiicre

popiilasyonunun ¢ogaltilmasi ile kiiltiirlerin sayist artirilir.

Hiicre hatti (Cell line): ilk pasajlama primer kiiltiirden olusturulan hiicre

toplulugudur. Primer kiiltiirden kaynaklanan subkiiltiirii olusturan hiicre toplulugudur.
Bu topluluklarin 6zellikleri belirlenirken sinirlt yasam siiresi olan veya siirekli (sinirsiz
bliylime potansiyeline sahip) hiicre hatlarindan bahsedilir. Hiicre hatlarinda
homojenlikten bahsedilmez ve kiiltiiriin karekterini yansitmaz.

Hiicre Soyu: Subkiiltiir edilen spesifik ekspresyon 6zellikleri olan, fonksiyonel
karakterleri belirlenmis hiicre topluluklari i¢in kullanilir.

Klonal Kiiltiir: Tek bir hiicreden gelistirilerek kiiltiire edilmis hiicre

toplulugudur. Tek bir hiicrenin mitozu ile gelistirildiginden ikiz hiicrelerden olusur.

Bir siire sonra bu hiicrelerde de bir dereceye kadar heterojenite goriilebilir.
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Tutunma bagimli ya da yiizey bagiml hiicreler: Yasayabilmek, ¢cogalabilmek,

farklilagsarak fonksiyonel 6zelliklerini yerine getirebilmek igin bir yiizeye tutunma

ihtiyacinda olan hiicrelerdir.

Konfluens (Confluency): Tutunduklari yiizeyin tamaminin hiicre ile

kaplanmasini ifade eder.

(177).

Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarimin Ustiinliikleri ve Sakincalar

Hiicre kiiltiiriinlin kullannrmindaki avantajlar agsagidaki gibi 6zetlenebilir

Cevre kosullar1 agisindan, iki temel dstiinliik saglarlar.

Fizikokimyasal kosullarin kontrolii (pH, sicaklik, osmotik basing, oksijen ve
karbondioksit ) ve fizyolojik kosullarin kontrolii

Karekterizasyon ve orneklerin homojenitesi

Doku ornekleri genellikle heterojendir. Bir veya iki pasajlama sonrasi hiicre
hatlar1 homojen hale gelir.

Ekonomiklik

Kiiltiirlerin 6zellikleri tanimlanmuis bir sekilde alinarak dogrudan kullanilabilir.
Hayvan deneylerindeki yasal ve etik sorunlar ile karsilagilmaz. In vivo
enjeksiyonlardaki gibi ekstraksiyon veya diger dokulara dagilim ile ilag kaybi
olmaz. Birgok degisken ile ¢ok tekrarli daha ucuz galismalar yapilabilir,
Hiicre kiiltiirlerinin sakincalarini ise su sekilde siralayabiliriz (177).

Deneyim gerektiriyor olmasi, aseptik kosullarda ¢alisilmasi gerekliligi

Biiytlik miktarlarda tiretilememeleri

Yeniden farklilagsma ve seleksiyon

Herhangi bir sebepten farklilasma sonucu hiicrelerin elde edildigi dokunun
fonksiyonel hiicreleri ile iligskilendirilememesi

Stabilite sorunlari (hiicre hatlarmin stabil olmayan anaploid kromozomal

bilesiminden kaynaklanan stabilite sorunlar)
Caco-2 Hiicre Hatti

Bagirsaklarindan emilim modeli i¢in insan epitel Caco- 2 hiicre tek tabakalari

ilk kez 1980'lerde kullanilmistir ve 0 zamandan beri insan bagirsaklarindan ilag
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emiliminin tahmin edilmesi ve ilag¢ transportunun mekanistik ¢alismalarinda kullanilan
standart bir yontem haline gelmistir (168). Caco- 2 hiicre tekli-tabakasi gegirgenlik
deneyleri i¢in giivenilir, kolaydir ve az miktardaki maddeler ile gergeklestirilen bir
yontemdir. Aslen insan kolon adenokarsinoma hiicresinden izole edilen Caco-2
hiicreleri, kiiltiirde spontan enterositik farklilasmaya ugrayarak ince bagirsaktaki epitel
hiicrelerine benzer (178). Hiicrelerin biiyiiyerek birlestiginde Caco-2 tek tabakasinda
hiicre polaritesi ve siki baglar1 kurulur ve insan ince bagirsak duvarindaki birgcok aktif
transport sistemi eksprese edilir. Bu sistemler safra asitleri, aminoasitler ve sekerler
igin tastyicilari igerirler (179). MDR1 geni tarafindan kodlanan P-gp ve MRPs Caco-
2 hiicreleri tek tabaklarinda eksprese edilir ve bazolateralden apikal yone dogru subsrat
ilaglarin ge¢isini etkiler (180, 181).

Referans maddelerin Caco-2 hiicre tek tabakalarindaki goériiniir gegirgenlik
katsayilar1 Olgiilerek in vivo absorpsiyon ile bir korelasyon oldugu gosterilir. Bu
olumlu o6zelliklerinin bir sonucu olarak, Caco-2 hiicre tek tabakalari ilaclarin
bagirsaklardan gecirgenligi ve tasinmasinin degerlendirilmesinde in vitro standart bir
model haline gelmistir. Caco-2 hiicreleri apikal ve bazolateral bélmelerden olusan ve
yari-gegirgen polikarbonat insert yiizeylerine ekilirler. Bu iki bolme hiicre tek tabakasi
ve yar1 gecirgen ylizey ile birbirinden ayrilir.

Bu apikal ve bazolateral yiizeyler sirastyla GiS’in luminal ve kan/mezenterik
lenf boliimlerini temsil etmektedir. Caco-2 hiicre deneylerinde genellikle 6, 12, 24
kuyucuklu kaplar kullanilmaktadir. Tasiyici proteinlerin ve siki baglarin olugmasi i¢in
genellikle 21 giin boyunca biiyiitiiliirler. Caco-2 hiicrelerinde gegirgenlik ¢alismalari
yapilirken kiiltiir ortam1 uzaklastirildiktan sonra her iki bolmeye 37 °C’de 25 mM
HEPES (hidroksietil-piperazinetan-siilfonik asit tamponu, pH 7,4) eklenir. Tek
tabakalarin biitiinliigiinii degerlendirme i¢in genellikle transepitelyal elektrik direnci
(TEER) élgiiliir. Genellikle TEER> 300 Q.cm™ olmasi halinde yeterli yiizey filmi
biitiinliiglinii gosterdigi kabul edilmektedir. Test ilact bilinen konsantrasyonda apikal
kompartmana eklenerek bazolateral kompartmana gecis hiz1 gegirgenlik katsayisi
(Papp, cm/sn) tayin edilerek degerlendirilir (Esitlik 2.4). (182).

Papp = dC/dtl/(ACO) (24)

dC/dt = flag permeasyon oran1 (g/s), A= insertlerin yiizey alani (cell monolayer) (cm?)
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Co= Apikal bolgedeki baglangi¢ konsantrasyonu ( g/mL)
Caco-2 Hiicrelerinin Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Hiicre biitiinliigiiniin degerlendirilmesinde kullanilan yontemlerden biri TEER
Olctimiidiir. TEER 6lgiimii volt-ohmmetre kullanilarak insertin {ist ve alt kisimlarina
elektrot yerlestirilerek yapilir (173). Caco-2 hiicre tek tabakalarinda TEER degeri
kiiltiir zaman ile tipik olarak artar, 10-15 ¢.lin baz1 kimi arastirmacilara gore ise 21-
24 giinden sonra maksimuma ulagir. TEER degerleri, transwell insertlerin yilizey
alanina, ekilen hiicre sayisina, filtreye, kiiltiir kosullarina ve pasaj sayisina baghdir ve
152-2412 ohm.cm? arasinda oldugu bildirilmistir (183). insan ileumunun TEER degeri
40-50 ohm.cm? civarinda olup Caco-2 hiicre tek tabakalarindan daha diisiiktiir (184).

2.5. Calismada Kullamilan Etkin Madde RXB’ye Ait Bilgiler

Uzun yillar boyunca oral antikolagiilan olarak sadece VKA kullanilmistir (31,
32). Ancak, etkili olmalarina ragmen yavas etki baslangici ve dengesine sahip olmasi,
birgok ila¢ ve besin ile etkilesmesi ve Ongorillemeyen farmakodinamik yanit
olusturabilmesi sebebiyle doz ayarlamasi ve diizenli olarak koagiilasyon izlenmesi
gerekmektedir. Antikoagiilan ilaglarin bu kisitlamalarini agmak {izere son yillarda
ozellikle tek bir pthtilagma faktoriinii (6rnegin faktér Xa veya trombin) dogrudan hedef
alan oral antikogiilanlar gelistirilmistir. Faktor Xa, kan pithtilasmasinda merkezi bir rol
oynar ve hem i¢ hem dis pihtilasma yollarinda etkinlestirilir. Faktor Xa; protrombini,
protrombinaz kompleksi ile dogrudan trombine doniistiiriir (33). Trombin ile fibrin
piht1 olusumu trombosit aktivasyonuna neden olur. Klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalar
faktor Xa ve trombinin antikoagiilan etki i¢in uygulanabilir oldugunu gostermistir.
Dogrudan faktor Xa inhibitorleri ve dogrudan trombin inhibitorleri, yapilan klinik
caligmalarda tromboembolik endikasyonlarin bir¢ogunda VKA ve diisiik molekiil
agirlikli heparinler gibi konvansiyonel antikoagiilanlar ile karsilagtirildiginda benzer
veya daha iyi etkinlik ve giivenlik profili gostermislerdir. VKA’lardaki durumun
aksine, dogrudan oral antikoagiilanlarla tedavide tahmin edilebilir farmakokinetik ve
farmakodinamik profil elde edilirken daha az ilag-ilag etkilesimi goriiliir ve siirekli
olarak koagiilasyon izlenmesine gerek duyulmaz (31, 32). Bu bilesiklerin bazilari

(RXB, apiksaban, dabigatran eteksilat) spesifik tromboembolik hastaliklarda
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kullanilmak tizere faz IIl ¢alismalarinin sonuglarina dayanarak ruhsatlandirilmistir.
Bunlardan RXB kalca ve diz protezi ameliyati geciren erigkinlerde VTE 6nlemek
tizere 2008 yilinda ruhsatlandirilmis bir molekiildiir. Ayn1 zamanda inme ve
yetiskinlerde valviiler olmayan atrial fibrilasyon ile sistemik embolinin 6nlenmesi igin,
(DVT), (PE) ve tekrarlayan DVT ve PE’nin 6nlenmesinde de endikedir (19, 185).
Buna ek olarak kardiyak belirtecleri yilikselmis akut koroner sendrom (AKS) ile
aterotrombotik olaylarin 6nlenmesinde erigkinlerde aspirin ile, klopidogrel veya

tiklopin ile birlikte veya ayr1 kullanilmasi1 Avrupa Birligi’nde onaylanmistir (186).
2.5.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Bu calismada kullanilan etkin madde RXB antikoagiilan bir ilag¢ olup ilk oral
dogrudan faktor Xa inhibitoriidiir. RXB bir stereojenik merkezli saf (S) enantiyomeri
olan sentetik kiigiik bir molekiildiir. Kimyasal adi;

5-kloro-N-(((5S)-2-0kso-3-[4-(3-0kso-4-moholinil)fenil]-1,3oksazolidin-5-yl)
metil)-2-tiyopenekarboksamid’dir. Molekiil agirligi 435.89 g/mol olup molekiiler
formiilii C1oH18CIN30sS dir (187). Kimyasal yapist Sekil 2.3°de gosterilmistir.

RXB’nin polimorf I, polimorf II ve polimorf III olmak iizere polimorfik
formlar1 vardir. Polimorf II amorf forma sahip olup polimorf I’e gore daha yiiksek

¢Ozlinirliige sahiptir (188).
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Sekil 2.3. RXB’nin kimyasal yapis1 (189).

RXB kokusuz, non-higroskopik, kati sarimsi beyaz tozdur. Suda (7 mg/L), 0.1
ve 0,01 M hidroklorik asitte, pH 3-9 araliginda, toluen, 2-propanol ve n-heptan’da
¢oziinmez. Etanol, metanol, ve etil asetatta ¢ok az ¢Oziiniir. Aseton, asetonitril,
diklorometan ve makrogol 400°de (polietilen glikol) az ¢6ziiniir. Dimetil formamit, N-
metilpirolidon ve dimetilsiilfoksitte (87 mg/mL 25 C°) ¢oziiniir (19, 190). RXB non-
iyonize nétral bir molekiildiir ve ¢oziiniirliigii pH’ya bagli degildir. Krisztina ve ark.
(191) yaptig1 bir ¢alismada sudaki intrinsik ¢ozinirligi 10+0,8 pg/mL olarak
bulunmustur. RXB’nin farkli pH’lardaki intrinsik ¢oziiniirliikleri incelendiginde pH
1,2: 10 pg/mL; pH 5,0: 11,1 ug/mL; pH 6,5: 9,9 pg/mL ve denge ¢oziiniirliik degerleri
pH 1,2: 18 pg/mL; pH 5,0: 9,4 ug/mL; pH 6,5: 9,1ug/mL olarak bulunmustur. Bu
sonuglar da ¢oziiniirligiiniin pH bagimsiz oldugunu gostermektedir.

RXB BSS Smif II’de yer alan diisiik ¢coziiniirliik ve yiiksek gecirgenlige sahip
bir maddedir (187). Erime derecesine iliskin literatiirde 228-229 °C, 230 °C
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(modifikasyon I), 203°C (modifikasyon II), 127°C (modifikasyon III) degerleri
verilmektedir (19). pKa (kuvvetli asidik) degeri 13,36 ve pKp (kuvvetli bazik) degeri
1,6 “dir (192).

2.5.2. Miktar Tayini

Literatiir taramasi, RXB’nin analizi i¢in birka¢ yontemin kullanilabilir
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu yontemler, goriiniir spektrofotometre (193-195) ters
fazli yiiksek performansh sivi kromatografisi (RP-HPLC) (196-201) HPLC (202),
yiiksek performansh sivi kromatografi - tandem kiitle spektrometrisi (LC/MS/MS)
(203, 204) TLC — dansitometrisi (204), Kati-faz ekstraksiyon-yiiksek performansli
stvi kromatografisi (Solid-Phase Extraction—-HPLC; (205), ters faz ultra performansl
stvi kromatografisi (RP-UPLC) (206), anti- faktér Xa kromojenik tayin (207) ve
protrombin zamani tayini (208) gibi yontemlerden olugsmaktadir. RXB’nin plazmadan
tayininde LC/MS/MS, anti- faktor Xa kromojenik tayin ve protrombin siiresi tayini
yontemleri yontemi kullanilmistir.

Igbal ve ark. (209) tarafindan RXB’nin insan plazmasindan tayini ve
validasyonunda UHPLC-MS/MS yontemi kullanilmigtir.  Asetonitril;10 mM
amonyum formatin izokratik karisiminin mobil faz olarak kullanildig1 yontemde 0,3
mlL/dakika akis hizinda RXB’nin ayrimi gergeklestirilmistir. RXB’nin tayininde
pozitif elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynagi kullanilmistir. Prekiirsor iriin iyon
gecisi m/z 436—144,87 olarak tespit edilmistir. Plazma proteinlerinin (100 pL) i¢
standart (50pg/mL) iceren 600 pL metanol/0,1 N HCL(90:10,h:h) ile ¢oktiiriildiigii bir
diger ¢alismada RXB’nin insan plazmasindan tayininde UPLC kullanilmigtir. Miktar
tayininde MRM (¢oklu reaksiyon izleme, multiple reaction monitoring) kullanilan
yontemde iyon gecisi m/z 436,1—144,9’dir. Voltaj enerjisi 40 V, ¢arpisma enerjisi 25
V olarak belirlenmistir. Simetrik pikler, iyi bir ayirim ve kisa kromatografik ¢alisma
stiresi elde edebilmek i¢in % 0,1 formik asit ve 0,07 g amonyum asetat iceren su ve %
0,1 formik asit metanol i¢eren asetonitril mobil faz olarak kullanilmistir. Retansiyon
zamani 2,15 dakika ve miktar tayini sinirt 2,5 ng/mL olarak tespit edilmistir (203).

Plazma proteinlerinin i¢ standart iceren metanol ile ¢oktiiriildiigii bir diger
yontemde ise RXB’nin insan plazmasinda HPLC-MS/MS ile tayini
gergeklestirilmistir. 0,5-500 pg/L konsantrasyon araliginda giinler arasi kesinlik
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<%7,4 ve giinler aras1 dogruluk % 96,3-102,9 olciilmiistiir. SRM (Segici reaksiyon
izleme, Selectif reaction monitoring) kullanilan yontemde ¢arpigsma hizi 36eV, m/z
436,1—144,9, kalibrasyon araligi 0,5 pg/L-500 pg/L’dir. Mobil faz 0,01 mol/L
amonyum asetat tamponu ve pH 3,0’a ayarlamak iizere % 0,1 formik asit igeren
asetonitril icermektedir (210). Sican, kopek ve insan plazmasinda RXB ve
metabolitlerinin analiz edildigi ¢alismada LC/MS, bazi metabolitleri i¢in HPLC
kullanilmistir. Kromatografik kolon olarak Agilent Zorbax SB-C18 column (30
mmx2.1mm) kullanilmistir. Mobil faz olarak 10 mM amonyum format (pH 4) ve
asetonitril kullanilmigtir. Metabolitlerden bir kismi ESI negatif mod bir kism1 ise ESI
pozitif mod’da analiz edilmistir (211).

Zhang ve ark. (212) tarafindan RXB’nin miktar tayinine yonelik olarak
siganlarda yapilan ¢alismada UPLC-MS/MS sistemi ve Acquity UPLC BEH C18 (2,1
mm 9 50 mm, 1,7 pL) kolon kullanilarak miktar tayini ger¢eklestirilmistir. Mobil faz
olarak % 0,1 formik asit igeren asetonitril kullanilmis ve akis hiz1 0,4 mL/dakikadir.
Prekiirsor iriin iyon geg¢isi m/z 436,1 —145,1 olup MRM modda pozitif ESI
kullanilmigtir. Yontem 1 ng/mL-200 ng/mL araliginda valide edilmistir.

2.5.3. Stabilite

Etkin maddenin stabilitesi 25°C / % 60 bagil nemde (RH) 12 ay ve 40°C / %
75 RH’de 6 ay boyunca incelenmistir. Uriin serbest birakma icin, ¢dzelti goriiniimii
(madde, renk), polimorfizm, partikiil biiylikligli, enantiyomerik saflik, organik
kirlilikler, nem icerigi testleri yapilarak aktif maddenin kararliligi gosterilmistir. Ek
kararlilik caligmalarinda termal ve hidrolitik stres kosullarinda stabil oldugu
gosterilmistir. ICH (Uluslararast Uyumlastirma Konferansi) Q1B kriterlerine gore
yapilan fotostabilite ¢aligmalari kat1 halde 1518in etkisi olmadigini gostermistir (213).
Abdallah ve ark. (204)’nin yaptig1 bir ¢alismada da oksidasyon, fotodegredasyon ve
termal ayrismaya kars1 stabil bulunmustur. Ote yandan, RXB baz ve asit ile katalize

edilen hidrolizde kararsiz bulunmustur.
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2.5.4. Farmakolojik Ozellikleri
Kullanim Amaci ve Doz

e Alt ektremitelerde major ortopedik cerrahi isleme ugramis eriskin hastalarda
(elektif total kalga protezinde 5 haftaya kadar, elektif total diz protezinde en
fazla iki hafta) VTE’nin 6nlenmesi

e Non-valviiler atriyal fibrilasyon olan ve inme i¢in en az bir ilave risk faktorii
olan hastalarda inme ve sistemik embolinin 6nlenmesi

e DVT ve PE tedavisi ve tekrarlayan DVT ve PE’nin Onlenmesi amaciyla
kullanilmaktadir.

e 10 mg, 15 mg, 20 mg dozlarda piyasada bulunmaktadir (214).

Elektif kalga ve diz cerrahisinde ven6z tromboz profilaksisinde ameliyattan 6
saat sonra giinlik 10 mg doz, nonvalvular atriyal fibrilasyon olan hastalarda inme ve
sistemik emboliyi 6nlemek iizere giinliik 20 mg doz kullanilmaktadir (215, 216). DVT
olan ve submasif hastalarda basglangigta {li¢ hafta boyunca 15 mg daha sonra giinliik 20
mg tedavide kullanilmaktadir (217, 218).

Etki Mekanizmasi

RXB oral biyoyararlanimi diisiik dozlarda yiiksek olan oldukca se¢ici dogrudan
etkili bir faktér Xa inhibitoridiir (35). Faktor X'in, faktor Xa'ya intrensik ve ekstrinsik
yollarla aktivasyonu, kan koagiilasyon basamaklarinda merkezi rol oynar. Faktor Xa,
protrombini protrombinaz kompleksi araciligiyla dogrudan trombine doniistiirerek
fibrin ptht1 olusumuna ve trombin ile trombositlerin aktivasyonuna neden olur. In vitro
kinetik ¢aligmalarda RXB ile insan faktor Xa inhibisyonu yarigmali olup [inhibisyon
sabiti (Ki) 0,4 £ 0,02 nM] diger serin proteazlardan 10.000 kat daha se¢icidir. RXB
protrombinaz aktivitesini [inhibitér konsantrasyonu % 50 (ICso) 2,1 + 0,4 nM] ve piht1
iliskili faktor Xa aktivitesini (ICso 75 nM) kuvvetli bir sekilde inhibe eder. Insan
viicudunda RXB viicut i¢i faktor Xa aktivitesini konsantrasyona bagimli (ICso 21 £ 1
nM) bir sekilde inhibe eder (214).
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Farmakokinetik Ozellikleri

Ik klinik gelistirme siirecinde, RXB’nin farmakokinetik profilinin saglikli
bireylerde giivenilir ve tolere edilebilir oldugu gosterilmistir. RXB 10 mg dozda hizla
absorbe olur (% 80-100) ve maksimum plazma konsantrasyonuna 2-4 saatte ulasir.
1,25-80 mg tek doz aralifinda ve c¢oklu dozlarda (30 mg iistiinde giinde 2 doz) 2-4
saatte Cmaks’a ulasir (219, 220). Saglikli goniilliilerde tmaks 3 saat olarak bulunmustur.
Plazma yar1 6mrii 5 mg dozda 7 saat, 30 mg dozda ise 9,2 saat olarak bulunmustur
(219). RXB lipofilik bir maddedir. Yiyecekler ile birlikte alindiginda plazma pik
konsantrasyonuna ulagma stiiresi 2,5 saatten (aglik kosullarinda) 4 saate ¢ikar, ve yari
omrii ¢cok az da olsa kisalir (221). Coklu dozda uygulama sonrasinda herhangi bir
birikme olmaz. Saglikli goniillillerde yapilan faz I ¢alismalarinda 10 mg dozda aglik
ve tokluk kosullarinda biyoyararlanimi tamdir. 10 mg dozda yiyecek ile alinmasinin
EAA ve Cmaks degerlerine herhangi bir etkisi bulunmamaistir. Ancak 20 mg dozda aglik
kosullarinda biyoyararlanim % 66 olarak bulunmustur. 20 mg doz gidalarla ile birlikte
verildiginde EAA’da % 39 ‘luk bir artis gozlenerek absorpsiyonun tama yaklastig
tespit edilmistir. Tokluk kosullarinda 10 mg, 15 mg ve 20 mg’da doz orantisallig
saglanir. Ek olarak yiyecek tiiriine (yiiksek yagli veya yiiksek karbonhidratli besinler)
gore RXB’nin farmakokinetiginde degisme olmaz. Biitiin 20 mg tablet ve 6giitiilmiis
suda siispande edilmis tablete ait EAA ve Cmaks verileri benzerdir. Nazogastrik tiip ile
uygulama sonrasinda sivi besin aliminda da benzer EAA elde edilmis ancak Cmaks
degeri % 18 azalmustir (31). Klinik 6ncesi hayvan g¢alismalarinda RXB’nin tahmin
edilebilir farmakokinetik 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. RXB hizli absorplanir
ve orta veya yiiksek mutlak biyoyararlanima sahiptir. Biyoyararlanim si¢anlarda (%
57-66) ve kopeklerde (% 60-86)’dir. Siganlarda 1,0-10,0 mg/kg ve kdpeklerde 0,3-3
mg/kg doz araliginda kiiciik varyasyonlarla birlikte doz orantisaldir (222). RXB’nin
saglik goniillilerde yapilan faz I ¢alismalarinda 10 mg dozda aglik ve tokluk
kosullarinda biyoyararlanimi tamdir. Ancak 20 mg dozda aclik kosullarinda
orantisallig1 gézlenmemistir. Bu durum aglik kosullarinda ilacin biyoyararlaniminda
hiz kisitlayic1 basamak olan ¢dziinme hizinin diisiik olmasina baglanmaktadir.
Tavsanlara oral yoldan 0,3 mg/kg, 3 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarda RXB verilmesi ile
elde edilen sonuglar incelendiginde 0,3 mg/kg ve 3 mg/kg dozlarda ortalama plazma

kan diizeyi doz ile orantili olarak artarken 10 mg dozda doz orantisalligindan daha az



49

artis goOstermistir. Protrombin zamaninin uzamasinin plazma konsantrasyonu ile
orantili oldugu gosterilmistir (8). Tokluk kosullarinda 10 mg, 15 mg, 20 mg dozlarda
doz orantisalligina ulagilmistir (223-225). Tiim ve kirilmis 20 mg tabletin tokluk
kosullarinda EAA’n1 ve Cmaks’1 benzerken, kirilmig tablet suda siispande edilip sivi
gidalarla ve nazogastrik tiip ile verildiginde EAA ayni1 iken Cmaks azalmistir (13). RXB
ile saglikli goniilliilerde yapilmis ¢aligmalarda yiiksek dozlarda doz orantisalliginin
olmayis1 ayrica biyoyararlanimina yiyecek etkisinin olmasi dikkat c¢ekmektedir.
Biyoyararlaniminin yiiksek dozlarda tamamlanmama nedeni ise ¢6ziinme sorunudur
(10,14, 226, 227).

Zhang ve ark. (212) tarafindan RXB, apiksaban ve endoksabanin
farmakokinetik parametrelerini test etmek tlizere erkek Sprague-Dawley sigani ile
yapilan bir ¢alismada siganlarin besin alim1 12 saat 6nce kesilmis ancak sivi kisitlamasi
yapilmamistir. Oral olarak 2 mg/kg RXB uygulamasini takiben deney hayvanlarinin
kuyruk veninden 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 12 ve 24 saatlerde 0,3 mL kan 6rnegi
heparinize tiiplere alinmis 4000 g de 68 dakika santrifiij edilerek plazmasi ayrilmis ve
analiz edilene kadar -20 C° de muhafaza edilmistir. Analiz edilmeden dnce asetonitril
eklenerek 13.000 g’de 10 dk santrifiij edilerek plazma proteinlerinden ayrilarak analiz
edilmistir. Plazma yarilanma omrii ti2 (saat) 1,64 + 0,29, Cmaks (ng/mL) 109,70 +
16,95, tmaks (saat) 4,10 = 1,10, EAAo+ (ng/m.Lsaat) 535,52 + 41,02, EAA0«
(ng/mL.saat) 544,26 + 44,61 olarak tespit edilmistir.

Proteinlere Baglanma ve Dagilim

Siganlarda, RXB dokulara ve organlara heterojen dagilmistir. Kan beyin
engelini tamamiyle gecemez. Siganlarda yapilan calismalarda, [**C] RXB’nin (ve
isaretli metabolitleri) orta derecede plasentaya gectigi (EAA orani fetus / maternal kan
yaklasik 0,2), anne siitiine yaklastk % 2 oraninda gectigi gosterilmistir. Insanlarda,
plazma proteinlerine yiiksek oranda geri doniisiimlii olarak baglanir (yaklasik % 92-
95 in vitro). Serum albiimini temel baglanma proteinidir. Plazma proteinlerine yiiksek
oranda baglandigi i¢in diyaliz olmas1 beklenmektedir. Kararli durumda dagilim hacmi
50 L (0,62 L/kg) olarak tayin edilmistir (214).
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Metabolizma ve Eliminasyon

Degismemis ilacin renal eliminasyonu ve ilacin metabolik degredasyonu
olmak iizere RXB 2 farkli yoldan elimine edilir. Ilacin iicte biri (% 36) idrarla
degismemis ilag olarak atilir. % 30’u aktif renal sekresyon ve % 6’s1 glomeriiler
filtrasyon yoluyla idrarla elimine edilir. RXB efflux tasiyicilarindan P-gp ve meme
kanseri rezistans proteini (BRCP) (ABCG2 tarafindan kodlanan) substratidir (228,
229). In vitro ve in vivo ilag¢ etkilesim ¢alismalar1t RXB’nin aktif renal sekresyonunda
P-gp ve BCRP tasiyicilarinim etkili oldugunu gostermektedir. Ilacin iicte ikisi ise
metabolik degredasyona ugrar. RXB sitokrom P450 enzimleri tarafindan (CYP
3A4/5, CYP2J2) ve CYP-bagimsiz mekanizmalarca metabolize edilir. Dolagimda
degismemis RXB hakim olup aktif metabolitleri yoktur. Terminal yar1 dmrii saglikli
genc goniillilerde 5-9 saat, daha yash bireylerde 11-13 saattir. Intravendz
uygulamadan sonra sistemik klerens % 30-40 birey i¢i degiskenlikle 10 L/h (0,14
L/h/kg) dir. Dagilima hacmi kararlt durumda 50 L’dir. Saglikli geng goniilliilerde 15
mg oral dozda dogrusal farmakokinetige yakin bir profil gosterir, t12 7-11 saattir. Yash
goniilliilerde 50 mg doza kadar ti2 11-13 saattir. RXB CYP450 izoformunu inhibe
etmez ya da indiiklemez. CYP3A4 ve CYP2J2 substrat1 olup, bu enzimler tarafindan
CYP bagimsiz mekanizmalar yoluyla metabolize edilir. RXB ¢ift yolakli eliminasyona
sahiptir, ilacin Gigte ikisi karacigerde metabolize olur. Yaris1 bobreklerden yarisi safra
yoluyla viicuttan atilir. Ucte biri bobreklerden degismemis ilag olarak atilir. Dolasimda

aktif veya 6nemli bir metaboliti bulunmaz (185).
ilac Etkilesimi

Yapilan arastirmalarda asetil salisilik asit, naproksen ve ranitidinin RXB’nin
farmakokinetik ve farmakodinamigi iizerine etkisi olmadigini gosterilmistir.
Dogrudan pihtilasma iizerine etkisi olan naproksen gibi analjezikler RXB ile
verildiginde kanama riski artabilir. CYP3A4 veya P-gp indiikleyicileri ile es zamanh
tedavi RXB’nin plazma konsantrasyonunda artisa yol agar. Ketokonazol ve ritonavir
ile birlikte kullanimi kontrandikedir. Rifampisin ve St.John’s wort (sar1 kantaron) gibi

indiikleyiciler plazma seviyesinde azalmaya neden olabilir (214).
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2.6. Farmakokinetik Sonuc¢larim Doz Orantisalliginin Degerlendirilmesi

llag gelistirmedeki amaclardan biri de, doz ve doz rejiminin ayarlanmasini
kolaylastirmak igin dogrusal farmakokinetik ozelliklere sahip yeni bir ilag
gelistirmektir. Dogrusal farmakokinetik "doz ve zaman i¢in normallestirilmis herhangi
bir konsantrasyon-zaman profilinin st iiste ¢akismasimi ifade etmektedir (230).
Dolayisiyla, dogrusal farmakokinetik i¢in gerekli sartlardan biri doz orantisalligi olup
doz orantisalliginin degerlendirilmesi yeni bir ilacin klinik gelisimi sirasinda yapilan
temel farmakokinetik bir analizdir. Herhangi bir zamanda verilen ilacin (genellikle
plazmada) konsantrasyonu uygulanan ilacin dozu ile orantiliysa, bu ilacin doz orantisal
oldugu soylenir. Doz iki katina ¢ikarsa (veya ii¢ katina veya yartya indirilirse)
konsantrasyon da ayni sekilde degisecektir. Matematiksel olarak, belirli bir zaman
noktasindaki doz orantililig1 herhangi bir doz igin sifira esit veya daha yiiksektir (231).

Farmasotik ilag gelistirme silirecinde ilaglarin farmakokinetik verilerinin
verilen doz araliginda dogrusal olup olmadiklarinin degerlendirilmesi dnemli bir
noktadir. Biitlin dozlar i¢in tiim farmakokinetik profillerin elde edilmesi miimkiin
degildir, belirli bir doz aralifinda ilacin doz orantisal 6zellik gdstermesi yeterli

olmaktadir. Doz orantisallig1 durumunda doz ve konsantrasyon arasindaki iligki Esitlik

2.5’deki gibi ifade edilir.
C=0.doz (2.5))

C : Konsantrasyon

a : Regresyon sabiti

Konsantrasyon doza gore normalize edildiginde Esitlik 2.5.’den Esitlik 2.6.
elde edilir. Doz normalize edilmis konsantrasyonlarin bu sabiti esit oldugunda bu

konsantrasyonlarin doz orantisalligindan s6z edilmektedir (231).
C/doz=a. (2.6.)

Ham konsantrasyonlar yerine genellikle farmakokinetik degiskenler
kullanilmaktadur. {laglarda dogrusallik ilacin dagilimini ifade eden tiim farmakokinetik
degiskenler ile ilgilidir. Genellikle dogrusal farmakokinetik icin ham Crmaks,

EAAo-» nin doz ile orantisal olarak degisiminin 6l¢iilmesi yeterli olmaktadir.
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EAA=u.doz (2.7)

Doz dogrusallligt dogrusal farmakokinetik ile karistirmamalidir. Doz
dogrusallig1 doz orantisalligindan daha zayif bir kosuldur. Asagidaki konsantrasyona

kars1 doz arasindaki basit dogrusal regresyon ile tanimlanir (Esitlik 2.8.) (231).
C=00 +adoz (2.8.)

ao:Intersept

a: Regresyon sabiti

Burada o 0’dan biiyiik orantisallik sabitidir. Eger oo “0” ise Esitlik 2.8.’den
Esitlik 2.5. elde edilmektedir. Doz orantisalliginda doz “0” ise ilag maruziyeti olmaz.
Intersept degeri oo, 0’dan farkli bir deger aldiginda doz dogrusalligidan s6z edilebilir
ancak doz orantisallig1 yoktur (231, 232).

Tipik olarak endojen bilesikler i¢in hi¢bir doz uygulanmasa da maruz kalma
stfirdan biiyiik olabilmektedir. Doz dogrusalliginin degerlendirmesinin ¢ogu ilag aday1
molekiil i¢in pratik olarak 6neminin az olmasi bu nedenledir. Doz orantisallig1 ve doz
dogrusalligt durumunda doz ve konsantrasyon arasindaki iliski Sekil 2.4.°de

gosterilmistir (231).

Y

L J

Doz Doz

Sekil 2.4. Doz orantisallig1 (a) ve doz dogrusalligi (b) durumunda konsantrasyon (C)
ve doz arasindaki iliski a>0.
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Doz orantisalliginin olmamasi (dogrusal olmayan farmakokinetigi) bircok
mekanizmaya bagli olabilir, fakat tipik olarak metabolize enzimler veya tasiyicilar gibi
sistemdeki bazi bilesenlerin doygunlugundan kaynaklanmaktadir. Ludden (230)
dogrusalligin olmamasini, dogrusal olmayan emilim, dogrusal olmayan dagilim veya
dogrusal olmayan eliminasyona bagli olarak siniflandirmaktadir. Dogrusal olmayan
absorpsiyona bagli doz orantisalliginin olmama nedenleri arasinda, tasiyici aracili
alimin doygunlugu, zayif ¢6ziiniirlikk, formiilasyondan yavas salim ve presistemik
metabolizmanin doygunlugu sayilabilir. Dogrusal olmayan dagilimin ortak
mekanizmalar1 doyurulabilir protein baglanmasi, alyuvar hiicrelerine baglanma ve
doku dagilimini igerir. Eliminasyona bagli doz orantisizlig1 nedenleri ise metabolik
enzimlerde doyurulabilir eliminasyon, tasiyicilarda doyurulabilir renal eliminasyon ve
otoindiiksiyondur.

Doz orantisalliginin olmamasinin, giivenlik ve etkililik acisindan etkileri
olabilir. Doza bagimli absorpsiyon gosteren ilaglarda genellikle daha yiiksek dozlarda
daha az absorpsiyon gergeklesmektedir. Bu durumda etkililik bir sorun haline gelir.
Doyurabilir eliminasyon gosteren ilaglarda yiiksek dozlarda daha yiiksek
konsantrasyon ile karsi karsiya kalinmaktadir ve advers etki riski artmaktadir. Bir
ilacin terapdtik penceresi dar oldugunda, bu daha ¢ok sorun olusturabilir (231).

Doz dogrusalligi/orantisalliginin degerlendirilmesi, dnemli olan doz araliginda
farmakokinetik verilerin saglandigi ilacin kesfi sirasindaki tekli doz klinik ¢aligmalari
ile baglar (231, 233).

Bu erken faz klinik gelistirme ¢aligmalarindan maruziyet-cevap iliskisini ve

doz se¢imini destekleyecek veriler elde edilmektedir.

Doz Dogrusalligi/Doz Orantisalhiginin Degerlendirilmesi

Doz orantisalligi, matematiksel agidan ideal bir yaklagimdir ve fizyolojik
olarak karsilanmasi olanaksizdir. Ornegin, Esitlik 2.5.°de denklem biyolojik bir
diizenleme olmadan sinirsiz dozda uygulanabilir. Buna ek olarak, bireyi¢i ve bireyler
aras1 degiskenlikler nedeniyle bir ilacin ger¢ek beklenen konsantrasyonlari belirli doz
araliginda ideal doz orantisalligi, tamamen dogru olarak kanitlanamaz. Bu nedenle doz

orantisalliginin degerlendirilmesi test ve tahmin problemleri i¢in istatiksel bir sorun
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haline gelir. Istatistiksel analizler, idealden sapmalari &lgmek ve klinik etkilerin
tiiretilmesini saglamak i¢in, verilerin doz orantisalligi modeli ile ne derece uyumlu
oldugunu analiz etmelidir. Klinik olarak yanitlanmasi1 gereken soru doz
orantisalligindan sapmanin klinik olarak ne derecede énemli oldugudur. Ilacin anlamli
doz penceresi i¢inde doz orantisalligindan sapmasi, ilacin klinik &zelliklerinden

kaynakli riskin Gistesinden gelecek kadar biiylik olmasi durumunda énemlidir (231) .

Tammlayic1 Analizler

Tanimlayici analizler konsantrasyon ile ilgili parametreler i¢in tanimlayici
istatistikleri igermektedir (eksik gézlem sayisi, ortalama, standart sapma, minimum,
ortanca, maksimum, geometrik ortalama, degisim katsayisi). Doza gore
normallestirilmis parametreler ile tanimlayici istatistikleri tamamlanabilir. Grafiksel
olarak ham veya doz normalize edilmis farmakokinetik parametreler gosterilebilir
(231).

Doz orantisalliginin degerlendirilmesi i¢in literatiirde birka¢ yontem mevcuttur
(234-236). Bu yontemler;

e Farmakokinetik parametreler ve doz arasinda agirliklastirilmis basit dogrusal
veya quadratik regresyon analizi

e Farmakokinetik verilerin doza bdliinerek normalize edilerek varyanslarin
analizi (ANOVA)

e Gough ve ark. tarafindan gelistirilen giic modeli (power model)

e Esdegerlik kriteri

Farmakokinetik Parametreler ve Doz Arasinda Agirhklandirilmis Basit

Dogrusal veya Quadratik Regresyon Analizi

Basit dogrusal regresyon analizinde farmakokinetik bagimli degiskenler EAA

Ve Cmaks i¢in quadratik polinomial denklemi asagidaki gibidir.

Y=a+B1(doz)+B2(doz)*+e (2.9)
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Ho hipotezi f2 ve o sifira esittir veya degildir seklinde kurulur. Eger
parametreler sifirdan anlamli bir sekilde farkli ise orantisal olmayan dozdan bahsedilir.

Eger B2, 0’dan anlamli bir sekilde farkli degilse basit regresyon kabul edilir
Y=a+f(doz)+e (2.10)

Yukaridaki esitlik kullanilarak o’nin sifirdan farkli olup olmadig: test edilir.
Eger alfa sifira esitse esitlik Y= B.doz esitligi devreye girer ve doz orantisallik kabul
edilir. Eger alfa sifira esit degilse doz dogrusalligi kabul edilir. Bu yontemin temel
eksikligi doz orantisalliginin kantitatif dl¢limiinlin olmamasidir. Ek olarak quadratik
terimler veya intersept 6nemli oldugu ve 0’a yakin oldugu zaman doz orantisalliktan
ayrilmanin biiytlikliigiinii test edememektedir. Bu noktada gii¢ modeli akla gelmektedir
(235).

Farmakokinetik Verilerin Doza Boliinerek Normalize Edilerek

Varyanslarin Analizi (ANOVA)

Varyanslarin analizi en popiiler ikinci yontemdir. Farmakokinetik verilerin doz
normalize edilmesinin ardindan (analizden once bagimli degiskenler (EAA, Cmaks)
doza bolinerek dogrusallastirilir) dozlar arasindaki farkin test edilmesi icin
varyanslarin analizi yapilir. Bu genel bir test (F-testi gibi) ve/veya eslestirilmis
karsilagtirmalar ile yapilabilir (doz normalize edilmis geometrik ortalamalarin oranlari
i¢in giiven araliklarinin gdsterilmesi gibi), analiz cevab1 doz ile orantisal ise agsagidaki

esitlik ortaya ¢ikar.
Farmakokinetik cevap/doz=p+o; (2.11)

j:doz seviyesi
p:ortalama

a(alfa):tedavi etkisi

Farksizlik hipotezi alfal=alfa2=alfa3=.....=0 seklinde kurulur ve red edilmezse doz
orantisallig1 kabul edilir. Bu modelde dozlarin siras1 dikkate alinmamaktadir ve test

edilmeyen bir dozun cevabini tahmin etmek zordur (234-236).
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Gii¢c Modeli

Gii¢ modelinde farmakokinetik cevap ile doz arasindaki ampirik iliskiden
yararlanilir. Logaritmik doniisiim sonrasi dogrusal iliski elde edilir (Esitlik 2.13.) (235-
237).

Y=0.doz? (2.12.)
log(Y)=log(o)+ Blog(doz) (2.13)

B egim olup, doz ve Y arasindaki dogrusal iliskiyi gostermektedir. Eger O ise
cevap dozdan bagimsizdir. B=1 ise doz orantisallig1 kabul edilir. f' nin 1’e esit olup
olmadig test edilir. Bu yontemin iistiinliigli genellikle sabit varyansla ilgili olagan

varsayimlar kullanilmasi ve alternatif varyanslara ihtiyag olmamasidir (235).

Esitlik Kriteri

Esitlik  kriteri yontemi ise FDA ve EMA kilavuzlarinda yer alan
biyoesedegerlik esasina dayanmaktadir.

Smith ve ark. (235) doz orantisalligi gosteren genis giiven araliklart verebilen
basit regresyon analiz ydntemlerinin yetersizligini elestirmektedir. Onceden
belirlenmis doz normalize edilmis ortalamalarin orani (ranm) i¢in % 90 giiven aralig
kriterini dnermektedir. Onceden belirlenmis ranm igin r P! olarak tahmin edilebilir r en
yiiksek dozun en diisiik doza oranidir ve metamatiksel olarak %90 giiven araliginda
litnm Onceden belirlenmis simirlar ile karsilastirilmast  f’nin %90 giiven araligi
limitlerinin karsilastirilmasina esittir.

En yiiksek doz Y(h) ve en diisiik doz Y(I) degerleri bagimsiz degiskenlerdir.
Y(h)/Y(l) =h/I= r olup r maksimum doz orani olarak adlandirilir. Y(h)/Y(l)’nin
geometrik ortalamasinin r=maksimum doz oranina esit olmasi halinde doz orantisallig
kabul edilir. Smith ve ark. bunun i¢in biyoesdegerlik yaklagimini 6nermektedir. Doz
orantisalliginin derecesinin tespit edilmesi istenen bir durumdur (21). Biyoesdegerlik
yaklagimi kullanilarak kullanici tarafindan daha 6nce belirlenmis alfa, teta 1 ( en diisiik
limit), teta 2 (en yiiksek limit) esdegerlik sinirlart igin r orani uygun aralikta ise doz

orantisallik kabul edilebilir.
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Risk alfa, tetal ve teta 2 degerleri i¢in kilavuzlarda 6neri yoktur. Smith ve ark.
(32) 0,10 alfa i¢in teta 1 ve teta 2 i¢in 0,8 ve 1,25 onermektedir. Egim igin kabul
edilebilir giiven araligir simirlari; 1+(In0,8)/In(doz orani)<egim<I1+In(1,25)/In(doz
orani) seklindedir. Bu 0,8 ve 1,25 degerleri verilerin log doniisiimleri sonucu
biyoesdegerlik i¢in 6nerilen degerlerdir. Bu nedenle egim igin (1-alfa) % giiven araligi
verilen giiven araliklar1 biyoesdegerlik sinirlari i¢inde ise doz orantisalligt kabul edilir.

Hummel ve ark. (234) tarafindan 2002-2006 yillar1 arasinda doz
orantisalliginin  degerlendirildigi Pubmed’de yaymnlanmis 85 adet makale
incelenmistir. Doz orantisalliginin degerlendirilmesinde en sik kullanilan yontemler
doz normalize edilmis veriler lizerinden ikiserli karsilastirmalar ve gii¢ modeli oldugu
belirtilmektedir. Bu ¢alisamaya ait 6zet bir tablo asagida verilmistir. Tablo 2.6.
incelendiginde bir¢ok arastirmacinin glic modeli ve ikiserli dozlar halinde
karsilastirmalar yaparak doz orantisalligini degerlendirmeye ¢alistigi sonucuna

varilabilir.

Tablo 2.6. 2002-2006 yillar1 arast doz orantisalliginin degerlendirildigi literatiir
sayilart.

Yontem N (yontemi kullanan literatiir sayisi)
Doz diizeltilmis verilerin analizi
e Sadece genel test 6
e Genel testi takiben ikiserli 2
karsilagtirmalar
e Ikiserli karsilastirmalar 14
e Sadece tanimlayic istatistikler 7
Agirliklastirilmig basit dogrusal 2
regresyon
Gii¢ modeli
e QGiiven araliklaria dayali 6
yorumlama
e Esitlik kriterine dayal S
yorumlama
e Yukaridaki 2 yontemden higbiri 6
Esitlik Kriteri
e Sadece ikiserli karsilastirma 2
e Gii¢ modeli yaklagimi 3
e Gi¢ modeli ve ikiserli 2
karsilagtirma
Herhangi bir istatistiksel karsilastirma ve 12

giiven aralig1 kullanilmayanlar
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Kim ve ark.(238) karvedilolin 8 mg-128 mg doz araligindaki doz
orantisalliginin degerlendirmis, giic modeli ile giiven araliklar1 karsilastiriimas,
ardindan doz ayarlanmis farmakokinetik veriler kullanilarak ANOVA modeli ile
analiz etmistir, ve sonugta fark bulunamamistir. Oral ve i.v yolla verilen 3 farkli
dozdaki baklofenin doz orantisallignin test edildigi calismada ve salvianolik asitin
kopeklerdeki farmakokinetik sonuglarinin gosterildigi ¢alismada doz orantisalligi giic
modeli ile degerlendirilmistir (239, 240). Ganirelix’in artan dozlar1 arasindaki
orantisallig1 degerlendirme icin log dontistiiriilmiis farmakokinetik veriler kullanilarak
tek yonlii varyans analiz yapilmistir (241). Oksikodonun hemen salim oral (IRO-A)
tabletlerinde doz orantisalligi giiven araligi, regresyon analizi ve gilic modeli
yaklasimlart ile test edilmigstir. Giiven arali1 yontemi i¢in doz normalize edilmis dogal
logaritmaya doniistiiriilmiis farmakokinetik veriler kullanilmistir. En kiigiik kareler
ortalamasi ve geometrik ortalamalari orani i¢in % 90 giliven aralig1 hesaplanmistir.
Ikinci yontemde ise doz normalize edilmis farmakokinetik veriler kullanilarak
dogrusal regresyon analizi yapilmis, % 95 giiven aralig1 ve p degeri ile birlikte e§im
ve y-intersept degeri belirlenmistir. Ugiincii olarak giic modelinde egimin (B) % 90
giiven aralig1 ve p<0,05 degeri belirlenmistir. Giiven araligi yonteminde 5-10 mg ve
5-15 mg dozlarda doz orantisal bulunmus. Dogrusal regresyon analizinde p<0,05
bulunmus ve giic modelinde ise Cmaks 5-49 mg, EAAo.t 5-42 mg, EAA¢-» 5-68 mg

dozlarda doz orantisal bulunmustur.
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel caligmalar sirasinda asagidaki kimyasal maddeler kullanilmigtir.

2-Propanol Sigma, Almanya

Amonyum Format Sigma, ABD

Asetonitril Sigma, ABD

Caco-2 hiicre hatti American Type Culture Collection (ATCC),
ABD

Dabigatran Jiangxi Pharm.,Cin

D-Glikoz Sigma, ABD

Dimetil Siilfoksit(DMSO), cell culture grade Applichem GmBH, Almanya

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Biochrom AG, Almanya
Medium),4.5 g/L glikoz, sodyum piriivat, stabil

glutamin igeren

Fetal Bovin Serum (FBS) Biochrom AG, Almanya
Formik Asit Sigma, ABD

HBSS (Hanks Dengeli Tuz Cozeltisi) Biochrom AG, Almanya
HPMC Merck, Almanya
Mannitol Merck, Almanya
Metanol Sigma, ABD
Na-HEPES 10 Mm Sigma, ABD

Penisilin / Streptomisin Biochrom AG, Almanya
PEG Sigma, ABD

Perklorik Asit Sigma, ABD

PBS (Fosfat Tamponlu Salin) Biochrom AG, Almanya

(pH 7,4, Cat++ ve Mgt+ icermeyen



Pluronic F 68

Pluronic F 127

Polivinil Pirolidon K-30
Pharmacoat 603
Rivaroksaban

Sodyum Dodesil Stilfat
Tripan Mavisi (tripan blue)
Tween 80

Sigma, ABD

Sigma, ABD

Basf, Almanya

Basf, Almanya

Teva Pharmaceuticals, Israil
Merck, Almanya

Sigma, ABD

Sigma, ABD

60
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3.1.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Deneysel caligmalar sirasinda asagidaki aletler ve cihazlar kullanilmistir.

Bilyeli Degirmen Retsch PM 100, Almanya
Biyogiivenlik Kabini Faster BHG 2004, Class 2, italya
Coziinme Hiz1 Cihaz1 Sotax CH-4123, Isvigre

DSC Perkin Elmer, ABD

Eclipse Plus C18 2,1x50 mm 1,8u LC/MS/MS igin  Agilent, ABD

Kolon

FT-IR Bruker Vector 22, ABD
Hassas Terazi AX200 Schimadzu, Almanya
Hemasitometre Marienfeld Haemacytometer
Hiicre Kiiltiirii Insertleri, Thincerts 12 well, Grenier Bio-
Transparan, por ¢apt 1 mm one, Almanya

Inertsil 0ds-3 5um 250x4,6 mm HPLC Kolonu GL Science, Japonya

Inverted Mikroskop Leica, Almanya

Karbondioksit Inkiibator Sanyo, Japonya

Liyofilizator Heto Power Dry PL3000,
Danimarka

Manyetik Karistirici Heildolph, Almanya

Mikropipet (100ul,1000u1,5000 pl) LLG ve Isolab

Partikiil Biiyiikliigii Tayin cihazi Malvern nanosizer, ingiltere

Partikiil Biiyiikliigii Tayin cihazi Malvern 2000s Mastersizer,
Ingiltere

pH- metre Sartorius, Almanya



Rotavapor

S1vi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi-
LC/MS/MS

Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi-
LC/MS/IMS

Taramal1 Elektron Mikroskopu

TEER Olgiim Cihaz1

Ultra Turaks

Ultrasonik Prob

Ultrasonik Su Banyosu

UV Spektrofotmetre

X-Isim1 Difraktometresi

Yatay Calkalayicilt Su Banyosu
Yiiksek Basin¢li Homojenizator

Yiiksek Basingli Stvi Kromotografisi-HPLC
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IKA, Almanya

Agilent, ABD

Schimadzu, Japonya

Jeol JSM-5600, Japonya
Millipore ERS, Almanya
IKA, Almanya

Bandelin/ Sonopuls, Almanya
Advantage-Lab, Isvicre
Schimadzu, Japonya

Rigaku, Japonya

Memmert, Almanya
Microfluidics M 110P, Almanya

Schimadzu, Japonya


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj_rZWS8NTXAhVOLFAKHWVbA0wQFgg6MAI&url=http%3A%2F%2Fwww.mta.ca%2Fdmf%2F5600.html&usg=AOvVaw2VlHH5mwOeOAMexYeTfP1r
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3.2.Yontemler

3.2.1. RXB ve Nanokristal Formiilasyonlarimin Fizikokimyasal Ozellikleri

Uzerinde Yapilan Cahismalar

RXB ve nanokristal formiilasyonlarinin fizikokimyasal ozelliklerini tayin
etmek amaciyla ultraviyole (UV) spektrumlari ile Fournier Transform Infra Red (FT-
IR) spektrumu ¢ekilmis, ayrica diferansiyel taramali kalorimetrik analizi (DSC), X-
1s1n1 kirmnimi analizi (X-ray), taramali elektron mikroskop (SEM) ile analizi, partikiil

biiyiikliigii analizi, ¢oziiniirliik ve ¢oziinme deneyleri yapilmistir.
UV Spektrumu

RXB’nin asetonitril:su (80:20, h:h) ¢6ziicii sisteminde ¢ozlindiiriilmesi ile elde
edilen 500 pg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltisi kullanilarak 1x1 kuartz hiicreler iginde
UV spektrofotometrede (Schimadzu, Japonya) 200-400 nm dalga boyu araliginda

taranarak maksimum pik verdigi dalga boyu saptanmuistir.
FT-IR Analizi

Toz halindeki RXB’nin ve nanokristal formiilasyonlarinin Bruker Vector 22
(ABD) FT-IR spektrofotometresi ile 650 — 4000 cm™ dalga sayisi1 araliginda FT-IR

spektrumu ¢ekilmis ve degerlendirilmistir.
Diferansiyel Taramah Kalorimetrik Analizi

RXB ve nanokristal formiilasyonlarinin DSC Analizi Ortadogu Teknik
Universitesi Merkez laboratuvarlarinda DSC cihazi kullanilarak yapilmistir.
Aliminyum panlar igine yerlestirilen 6rnek ile 10°C/dk hizda 40-250°C sicaklik

araliginda azot atmosferi altinda RXB’nin DSC termogramlari ¢ekilmistir.
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X-Ismm1 Kirmim Analizleri

RXB etkin maddesinin ve nanokristallerinin X-1s1n1 kirinimi analizi Rigaku X-
ray Diffractometer (Japonya) cihazi kullanilarak 0.02°/ dk tarama hizinda 26: 10-40°

arasinda taranarak gerceklestirilmistir.
Taramal Elektron Mikroskop Analizi

RXB etkin maddesinin ve hazirlanan nanokristal formiilasyonlarinin yilizey
morfolojisi, partikiil biiyiikligii ve seklini incelemek amaciyla numuneler altinla
kaplandiktan sonra SEM analizi yapilmistir. Farkli biiyiitme oranlarinda SEM

goriintiileri alinmustir.
RXB ve Nanokristal Formiilasyonlarimin Coziiniirliik Tayini

RXB etkin maddesinin ve nanokristal formiilasyonlarinin ¢oziiniirligi,
EMA’nin biyoesdegerlik ¢aligmalarinin arastirilmasi ile ilgili kilavuzunda 6nerilen {i¢
farkli pH’da ( pH 1,2, 4.5, 6,8) (242), ve etkin maddenin ticari preparatinin 15 ve 20
mg dozlar i¢in FDA tarafindan yayinlanan klinik farmakoloji ve biyofarmasotik
bilgileri ile ilgili raporunda 6nerilen ¢éziinme ortaminda (% 0,4 SDS igeren pH 4,5
tamponu) tayin edilmistir (243). Etkin maddenin ¢oziiniirligii 80 devir/dk hizda,
37+0,5°C sicaklikta yatay calkalayicida (Memmert, Almanya) 1 saat ve 24 saat
boyunca bekletilerek, nanokristal formiilasyonlarinin ¢6ziiniirliigii ise 24 saat boyunca

bekletilerek saptanmistir.

3.2.2. RXB ve Nanokristal Formiilasyonlarin in Vitro Céziinmenin

Tayini

RXB etkin maddesinin ve nanokristal formiilasyonlarinin ¢oziinme hizin tayin
etmek amaci ile 20 mg toz RXB ve 20 mg RXB igeren nanokristal formiilasyonlari
tartilmistir. Sotax ¢dziinme hizi tayin cihaz1 (CH-4123, Isvigre) ile in vitro ¢dziinme
degerleri tayin edilmistir. C6ziinme ortami olarak; RXB’nin ticari preparat1 Xarelto®
Film Tabletin FDA tarafindan 2011 yilinda yayinlanan raporunda 15 mg ve 20 mg
dozlar igin ¢6ziinme ortami olarak 6nerilen ve sink kosullar1 saglanmasi nedeniyle %

0,4 SDS igeren pH 4,5 asetat tamponu kullanilmistir. Ayrica ayni ¢oziinme kosullar
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FDA tarafindan RXB 20 mg tablet i¢in Onerilen in vitro ¢oziinme kosullaridir.
Cozliinme deneyleri asagidaki kosullarda her bir seri i¢in 6 birim iizerinden
gerceklestirilmistir. C6ziinme ortamindan (900 mL) 5., 15., 30., 45., 60. (2014 yilinda
FDA tarafinda onerilen 6rnek alma siiresi 45 dk oldugu igin bu tarihten sonraki
calismalarda 60 dk.’da 6rnek alinmamistir) dakikalarda 5’er mL 6rnek alinmis ve
eksilen miktar 37 °C’deki ¢ozlinme ortami ile tamamlanmustir.

Coziinme Ortami ve Kosullar1:

o USP Aparey 2 (Pedal Yontemi)

. 75 rpm

. 900 mL pH 4,5 Asetat tamponu+% 0,4 SDS

o 37+0,5°C

Cozlinen RXB miktart HPLC yontemi ile 249 nm’de UV dedektor kullanilarak
analiz edilmistir. HPLC analizlerinde akis hizi 1,2 mL/dk, mobil faz asetonitril
(ACN):su (55:45), enjeksiyon hacmi 5 uL, ve sicaklik 40°C olacak sekilde 6l¢iimler
gerceklestirilmistir. Deney sonucunda % ¢6zlinen RXB degerleri zamana kars: grafige
gecirilmistir. Cozliinme profillerinin benzerligini incelemek amaciyla f> benzerlik

faktort degerleri hesaplanmustir.
3.2.3. Partikiil Biiyiikliigii Dagilim Analizi

RXB partikiil biiyiikligii tayini 10 mg RXB’nin 10 mL’lik balon jojelerde saf
su ile dispersiyonu hazirlandiktan sonra Malvern Mastersizer Hydro 2000S
kullanilarak yapilmistir. Calismalar sirasinda hazirlanan nanosiispansiyon halindeki
nanokristal formiilasyonlarinin ve liyofilize edildikten sonra elde edilen toz
nanokristal formiilasyonlarinin ortalama partikiil biiytikligii ve polidispersite indeksi
(PDI) foton korelasyon spektroskopisi yontemi ile, zeta potansiyeli ise partikiillerin
elektroforetik hareketliligi esasina gore (Malvern Zeta Sizer, Ingiltere) dlgiilmiistiir.
Tiim dlgtimlerde i¢ faz RXB’nin refraktif indeksi 1,63, dis faz suyun ise 1,33 olarak

almmustir. Olgiimler en az 3 kez tekrarlanmistr.
3.2.4. Stabilite Calismalar:

Etkin maddenin 25 £2°C ve %60+%5 bagil nem ortaminda 12 ay siire ile ii¢

farkli seride stabilite calismalar1 gergeklestirilmistir. 12 aylik siire boyunca 3’er aylik
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periyodlarda 3 farkl seriye ait goriiniis, renk, koku, partikiil bityiikliigii parametreleri
degerlendirilmistir. Morfolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla 6 ay sonunda
SEM analizleri yapilmistir. Etkin maddenin partikiil biiyiikliigii analiz edilmis ve
d(0.5) degerleri i¢in donemler arasi1 varyasyon katsayist hesaplanmistir. Etkin
maddenin baslangigtaki ve 25 £2°C ve % 60+ 5 bagil nem ortaminda 6. ay sonunda ve
etkin madde liyofilize edildikten (72 saat, -55 °C ve 0.01 mmHg) sonra X-1s1n1 kirinimi
difraktogramlar1 incelenmistir. Stabilite ¢alismalar1 kapsaminda baslangi¢ ve her iig
aylik donem igin in vitro ¢oziinme deneyleri Boliim 3.2.2.°de belirtilen kosullar
kullanilarak gerceklestirilmistir. Coziinme profillerinin  benzerligini incelemek
amaciyla f2 benzerlik faktorii degerleri hesaplanmistir.

Nanokristal formiilasyonlarinin stabilitelerini  degerlendirmek amaciyla
hazirlanan nanokristal formiilasyonlar1 12 ay boyunca 25°C % 60 £5 bagil nem ve 6
ay boyunca 40°C % 75+5 bagil nem ortaminda saklanmistir. Stabilite ¢alismalari
sonunda formiilasyonlarin partikiil biiylkligi, polidispersite indeksi ve zeta

potansiyeli 6l¢iilmiis ve formiilasyonlardaki % ¢6ziinen RXB miktar1 tespit edilmistir.

3.2.5. Nanokristal Formiilasyonu Hazirlanmasinda Kullanilacak Yoéntem

ve Stabilizanlarin Belirlenmesi icin Yapilan On Cahsmalar

Bu calismada RXB nanokristali hazirlamak amaciyla yukaridan asagi (top-
down), asagidan yukar1 (bottom-up) yontemler ve bu yontemlerin kombinasyonlari
kullanilmigtir. Bottom-up yontemi ¢oktiirme teknikleri, top-down yontemi ise
degirmen ve yiiksek basin¢li homojenizasyon tekniklerinden olusmaktadir. Bu
yontemler asagida listelenmistir.

J Degirmende 6giitme -Bilyeli Degirmen (BD)

J Yiiksek basingli homojenizasyon (YH)

o Ultrasonik prob ile nanokristal hazirlama (UP)

o Ultra turaks ile nanokristal hazirlama (UT)

J Birlikte ¢coktiirme (BC)

teknikleri kullanilmistir.

Elde edilen nanosiispansiyonlar dondurarak kurutma yontemi ile kat1 hale

doniistiiriilmiistiir.
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Bu c¢alismada RXB nanokristal formiilasyonu hazirlamak amaciyla stabilizan
olarak SDS, P 127, Pluronik P 75 (P 75), Poloksamer 188 (P 188) ve HPMC 60 cps ve
3 ¢ps (Pharmacoat 603, P 603), PVP K-30 kullanilmistir. Oncelikle farkl: stabilizanlar
kullanilarak ayni yontemler ile formiilasyonlar hazirlanmis ve en iyi partikiil
biiyiikliigii elde edilen stabilizan secilmistir. Daha sonra ise en iyi yontem

kombinasyonu belirlenmistir.

Farkh Stabilizanlar Kullanillarak Nanokristal Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

RXB nanokristal formiilasyonu hazirlamak amaciyla stabilizan olarak SDS, P
127 ve HPMC 60 cps ile ultra turaks, ultrasonik prob, bilyeli degirmen yontemleri ile

nanokristal formiilasyonlar1 asagidaki sekilde hazirlanmastir.
SDS ile Nanokristal Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

SDS stabilizan olarak kullanilarak 1-UT, 1-UP ve 1-BD nanokristal
formiilasyonlarini hazirlamak iizere her bir formiilasyon icin RXB ve SDS 2:1 (a/a)
oraninda ve etkin madde oran1 % 0,4 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde balon jojeye
aliarak 25 mL hacime distile su ile tamamlanmigtir, homojen bir siispansiyon elde
edebilmek i¢in 30 dk manyetik karistiricida karistirilmistir. Hazirlanan siispansiyonlar
UT kullanilarak 3 dakika 11.000 rpm’de, UP kullanilarak %42-43 giicte 3 dakika
stireyle karigtirilarak ve BD kullanilarak 10 dk 300 rpm’de 10 mm boyutta 50 g agat
bilye kullanilarak 10 dk ogiitillerek ti¢ farkli nanosiispansiyon elde edilmistir.
Hazirlanan nanostispansiyonlarin partikiil biiytikliigli ol¢iilmiistiir. Siispansiyonlar
dondurulduktan sonra liyofilizatorde (72 saat, -55 °C ve 0,01 mmHg) kurutulmustur.
Liyofilizasyon sonras1 her bir formiilasyon suda disperse edilerek partikiil

biiyiikliikleri yeniden 6l¢iilmiistiir.
P 127 ile Nanokristal Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

P 127 stabilizan olarak kullanilarak 2-UT, 2-UP ve 2-BD nanokristal
formiilasyonlarini hazirlamak tizere her bir formiilasyon i¢in RXB ve P 127 2:1 (a/a)
oraninda ve etkin madde % 0,4 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde balon jojeye

alinarak distile su ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Homojen bir siispansiyon elde
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edebilmek i¢in 30 dk manyetik karistiricida karistirilmistir. Hazirlanan siispansiyonlar
UT kullanilarak 3 dakika 11.000 rpm’de, UP kullanilarak % 42-43 giicte 3 dakika
stireyle karistirilarak, BD’de 300 rpm’de 10 mm boyutta 50 g agat bilye kullanilarak
10 dk ogitilerek ¢ farkli nanosiispansiyon elde edilmistir. Hazirlanan
nanosiispansiyonlarin  partikiil ~ biyiikliigi = Sl¢iilmistiir. Stispansiyonlar
dondurulduktan sonra liyofilizatérde (72 saat, -55 °C ve 0.01 mmHg) kurutulmustur.
Liyofilizasyon sonras1 her bir formiilasyon suda disperse edilerek partikiil biiyiikligi

yeniden ol¢iilmiistiir.
HPMC 60 cps ile Nanokristal Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

HPMC 60 cps stabilizan olarak kullanilarak 3-UT, 3-UP ve 3-BD nanokristal
formiilasyonlarini hazirlamak tizere her bir formiilasyon i¢in RXB ve HPMC 2:1 (a/a)
oraninda ve etkin madde % 0,4 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde balon jojeye
almarak distile su ile 25 mL’ye tamamlanmistir, homojen bir siispansiyon elde
edebilmek i¢in 30 dk manyetik karistiricida karigtirllmigtir. Hazirlanan siispansiyon
UT kullanilarak 3 dakika 11.000 rpm’de, UP kullanilarak % 42-43 giicte 3 dakika
stireyle karistirilarak ve BD kullanilarak 300 rpm’de 10 mm boyutta 50 g agat bilye
kullanilarak 10 dk ogiitiilerek nanosiispansiyonlar elde edilmistir. Hazirlanan
nanosiispansiyonlarin ~ partikiil  biiyiikligi  o6l¢llmiistiir. Stispansiyonlar
dondurulduktan sonra liyofilizatorde (72 saat, -55 °C ve 0,01 mmHg) kurutulmustur.
Liyofilizasyon sonrasi her bir formiilasyon suda disperse edilerek partikiil biyiikliigi

yeniden Ol¢lilmiistiir.
Tween 80 ile Nanokristal Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

RXB ve Tween 80 2:1 (a/a) oraninda ve etkin madde % 0,4 (a/h)
konsantrasyonda olacak sekilde balon jojeye alinarak distile su ile 25 mL’ye
tamamlanmistir ve homojen bir siispansiyon elde edebilmek i¢in 30 dk manyetik
karistiricida karistirnllmigtir. Hazirlanan siispansiyon BD kullanilarak 300 rpm’de 10
mm boyutta 50 g agat bilye kullanilarak 10 dk 6giitiildiikten sonra partikiil biyiikliigi
Ol¢iilmiistiir. Stispansiyonlar dondurulduktan sonra liyofilizatorde (72 saat, -55 °C ve
0,01 mmHg) kurutulmustur. Liyofilizasyon sonrasi suda disperse edilerek partikiil

bliytikliigli yeniden 6l¢lilmiistiir.
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P 75 ile Nanokristal Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

RXB ve P 75 2:1 (a/a) oraninda ve etkin madde % 0,4 (a/h) konsantrasyonda
olacak sekilde balon jojeye alinarak distile su ile 25 mL’ye tamamlanmistir ve
homojen bir siispansiyon elde edebilmek i¢in 30 dk manyetik karistiricida
karistirtlmistir. Hazirlanan siispansiyon bilyeli degirmen kullanilarak 300 rpm’de 10
mm boyutta 50 g agat bilye kullanilarak 10 dk 6giitiildiikten sonra partikiil biiyiikligii
Ol¢iilmiistiir. Stispansiyonlar dondurulduktan sonra liyofilizatérde (72 saat, -55 °C ve
0,01 mmHg) kurutulmustur. Liyofilizasyon sonrasi suda disperse edilerek partikiil
biiyiikliigii yeniden olglilmiistiir.

P 603 ile Nanokristal Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

RXB ve P 603 2:1 (a/a) oraninda ve etkin madde % 1 (a/h) konsantrasyonda
olacak sekilde balon jojeye alinarak distile su ile 10 mL’ye tamamlanmistir ve
homojen bir siispansiyon elde edebilmek i¢in 30 dk manyetik karistiricida
karistirilmistir. Hazirlanan siispansiyon BD kullanilarak 300 rpm’de 10 mm boyutta
50 g agat bilye kullanilarak 30 dakika ogiitiildiikten sonra partikiil biytikligi
Ol¢iilmiistiir. Stispansiyonlar dondurulduktan sonra liyofilizatorde (72 saat, -55 °C ve
0,01 mmHg) kurutulmustur. Liyofilizasyon sonrasi suda disperse edilerek partikiil
bliytlikligli yeniden 6l¢lilmiistiir.

P 188 ile Nanokristal Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

RXB ve P 188 2:1 (a/a) oraninda ve etkin madde % 0,5 (a/h) konsantrasyonda
olacak sekilde balon jojeye alinarak distile su ile 50 mL’ye tamamlanmistir ve
homojen bir siispansiyon elde edebilmek i¢in 3 saat manyetik karistiricida ve 1dk
UT’da kanistirllmistir. Hazirlanan siispansiyon BD kullanilarak 300 rpm’de 10 mm
boyutlada 100 g agat bilye kullanilarak 30 dakika ogiitiildiikten sonra partikiil
biiyiikliigii 6l¢iilmiistiir. Siispansiyonlar dondurulduktan sonra liyofilizatorde (72 saat,
-55 °C ve 0,01 mmHg) kurutulmustur. Liyofilizasyon sonrasi suda disperse edilerek

partikiil biiytikliigii yeniden dl¢tilmiistiir.
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PVP K-30 ile Nanokristal Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

RXB ve PVP K-30 2:1 (a/a) oraninda ve etkin madde % 0.5 (a/h)
konsantrasyonda olacak sekilde balon jojeye alinarak distile su ile 10 mL’ye
tamamlanmistir, homojen bir siispansiyon elde edebilmek icin 3 saat manyetik
karistiricida ve 1 dk UT’da karistinnllmigtir. Hazirlanan stispansiyon BD kullanilarak
300 rpm’de 10 mm boyutta 30 g agat bilye kullanilarak 30 dakika 6giittildiikten sonra
partikiil biiytikliigii 6l¢iilmiistiir. Stispansiyonlar dondurulduktan sonra liyofilizatorde
(72 saat, -55 °C ve 0,01 mmHg) kurutulmustur. Liyofilizasyon sonrasi suda disperse

edilerek partikiil biiyiikligli yeniden Ol¢tilmiistiir.

BD Yéntemi ve Iki Farkh Stabilizan Kullanilarak Formiilasyon

Hazirlanmasi

Nanokristal formiilasyonu hazirlamak amaciyla RXB, P 127 ve PVP K-30
1:1:1 (a/a/a) oraninda ve etkin madde % 0,5 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde
hazirlanmistir. Once stabilizanlar distile suda ¢dziindiiriildiikten sonra RXB ¢ozeltiye
yavas yavas karistirilarak eklenmistir ve distile su ile 25 mL’ye tamamlanmustir.
Homojen bir siispansiyon elde edebilmek i¢in 90 dk araliklarla 4,5 saat boyunca BD’de
10 mm boyutta 50 g agat bilye ile 6giitiildiikten sonra partikiil biiyiikligi, PDI ve ZP
degerleri olgiilmiistiir. Stispansiyonlar dondurulduktan sonra liyofilizatorde (72 saat,
-55 °C ve 0,01 mmHg) kurutulmustur. Liyofilizasyon sonrasi suda disperse edilerek

partikiil biiytikliigii, PDI ve ZP degerleri yeniden ol¢lilmiistiir.
Coktiirme Yontemi ile Hazirlanan Nanokristal Formiilasyonlar:

1-BC formiilasyonunda 250 mg RXB ve 250 mg P 127 metanolde
¢oziindiiriildiikten sonra ¢oziicii uzaklagtirtlmistir. 2-BC formiilasyonunda ise RXB
25:75:25 aseton:asetonitril:metanol ¢oziicii sisteminde ¢oziindiirilmistiir. P 188 ve P
603 100 mL distile suda ¢oziinmiis ve RXB ¢ozeltisine yavas yavas karistirilarak
eklenerek RXB’nin ¢Okmesi saglanmistir. Organik ¢Oziicliler rotavaporda
uzaklastirilmistir. Ortamdaki suyu uzaklagtirmak igin siispansiyonlar dondurulduktan

sonra liyofilizatorde (72 saat, -55 °C ve 0.01 mmHg) kurutulmustur. Liyofilizasyon
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sonrasinda suda disperse edilerek partikiil biyiikligi, PDlI ve ZP degerleri

Olciilmiistiir.

Birden Fazla Nanokristal Hazirlama Yonteminin Kombinasyonu ile

Hazirlanan Formiilasyonlarin Degerlendirilmesi

RXB nanokristal formiilasyonlar1 yukarida belirtilen yontemlerin 2°1i 3’li
kombinasyonlari kullanilarak bir veya birden fazla stabilizan ilavesi ile hazirlanmistir.
Kullanilan nanokristal hazirlama yontemlerinin kombinasyonu Tablo 3.1.°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Nanokristal hazirlamada kullanilan yontem kombinasyonlari.

Kombinasyon YH BD uT UP BC
No
1 + +
2 + +
3 + +
4 + +
5 + +
3] + +
7 + +
8 + + +
9 + + +

BD ve UP Kullamlarak Hazirlanan Formiilasyonlar

Her bir formiilasyonda P 127’nin 25 mL’deki ¢ozeltisine RXB yavas yavag
eklenerek homojen bir siispansiyon elde edebilmek icin 30 dk siireyle manyetik
karistiricida kanistirllmistir. BD ve UP  kullanilarak hazirlanan ilk nanokristal
formiilasyonlarinda, RXB:stabilizan orani 1:1 ve etkin madde konsantrasyonu %1
olacak sekilde dnce BD’de 10 mm 50 g agat bilye kullanilarak 6giitiilmiis daha sonra
UP ile homojenize edilmistir. Ikinci formiilasyonda ise etkin madde orani artirilarak

once UP ile homojenize edildikten sonra BD’de 6giitiilmiistiir. Hazirlanan siispansiyon
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hacim olarak 2’ye boliinmiis ve RXB:P 127:mannitol (MN) oran1 2:1:1 olacak sekilde
dondurmadan hemen o6nce kriyoprotektan ajan olarak MN eklenmistir. Ugiincii
formiilasyonda ise etkin madde oran1 % 3’e ¢ikarilmis ve 2. bir stabilizan ilavesi
yapilarak BD’deki 6giitme ve doniis hiz1 artirilmistir. Stispansiyonlar dondurulduktan
sonra liyofilizatorde (72 saat, -55 °C ve 0.01 mmHg) kurutulmustur. Liyofilizasyon
sonrast suda disperse edilmis ve partikiil biiytikliigi, PDI ve ZP degerleri yeniden

Olgtilmiistiir.
BD ve UT Kullanilarak Hazirlanan Formiilasyonlar

Asagida BD ve UT kullanilarak hazirlanan 7 farkli formiilasyona iligkin
hazirlama bilgileri sunulmustur.

1-UT+BD formiilasyonunda RXB ve SDS 2:1 (a/a) oraninda ve etkin madde
%0,4 (a/h), konsantrasyonda olacak sekilde balon jojeye alinarak 25 mL hacime distile
su ile tamamlanmistir ve homojen bir slispansiyon elde edebilmek i¢in 30 dk manyetik
karistiricida  karistirilmistir. Hazirlanan siispansiyon UT ile 3 dk 13.000 rpm
karistirildiktan sonra BD’de 300 rpm’de 10 mm boyutta 50 g agat bilye kullanilarak
10 dakika ogiitiildiikten sonra partikiil biiytikligii 6lgtilmistiir. 2-UT+BD, 3-UT+BD
ve 4-UT+BD numarali formiilasyonlarda % 0,5 (a:h) konsantrasyonda etkin madde
igerecek sekilde P 188, P 127+P 603 ve PVP K-30 ile RXB stabilizan oran1 2:1 olacak
sekilde distile suda disperse edilerek manyetik karistiricida 30 dk karistirilmig, UT ile
1 dk 11.000 rpm’de homojenize edilmis ve 10 mm boyutta 100 g agat bilye ile bilyeli
degirmende 30 dk ogitiilmistir. Elde edilen siispansiyon dondurulduktan sonra
liyofilizatorde 72 saat boyunca -55°C’ de kurutulmustur. Liyofilizasyon sonrasi
partikiil biiytikliglinii 6lgmek ilizere suda disperse edilmis ve partikiil biiyiikliigii
yeniden Ol¢lilmiistiir.

5-UT+BD, 6-UT+BD ve 7-UT+BD numarali formiilasyonlarda ise RXB ve
stabilizan orani sabit tutularak UT karigtirma siiresi ve hizi, bilyeli degirmende ise BD
artirllmistir. Oncelikle P 603, P603+P127, P127 nin sudaki ¢dzeltisi hazirlanmis ve
etkin maddenin sudaki dispersiyonuna karistirilarak yavas yavas eklenerek manyetik
karistiricida 30 dk karigtirllmistir. Hazirlanan siispansiyonlara dondurulmadan hemen
once RXB:MN orami 2:1 (a:a) olacak sekilde MN eklenmis ve liyofilize edilmistir.
Siispansiyonlar dondurulduktan sonra liyofilizatérde (72 saat, -55 °C ve 0.01 mmHg)
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kurutulmustur, daha sonra tekrar suda disperse edilerek partikiil biiytikligii, PDI ve ZP

degerleri Ol¢lilmiistiir.
BD ve BC Yontemi Kullanilarak Hazirlanan Formiilasyonlar

RXB ve P 127 1:1 (a/a) oraninda ve etkin madde % 1 (a/h) konsantrasyonda
olacak sekilde balon jojeye alinarak 25 mL metanol i¢inde manyetik karigtirict ve
25°C’de ultrasonik su banyosunda etkin madde tamamen ¢Ozlinene kadar
bekletilmistir. Daha sonra 40°C al¢ak basingta metanol ugurulmustur. Distile suda
disperse edilerek BD 300 rpm’de 30 dk 10 mm boyutta 50 g agat bilye kullanilarak
ogutiildikten sonra partikiil biyiikligi, PDI ve ZP degerleri Olgiilmiistiir.
Siispansiyonlar dondurularak liyofilizatorde (72 saat, -55 °C ve 0,01 mmHg)
kurutulduktan sonra ve suda tekrar disperse edilerek partikiil biyiikligii, PDI ve ZP

degerleri tekrar 6l¢iilmiistiir.
BD ve YH Yontemi Kullanilarak Hazirlanan Formiilasyonlar

1-BD+YH formiilasyonu RXB ve P 127 2:1 (a/a) oraninda ve etkin madde %
1(a/h), konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmistir. Oncelikle P 127°nin distile
sudaki ¢Ozeltisi hazirlanmig, etkin maddenin distile sudaki dispersiyonuna
karistirilarak yavas yavas eklenmis ve manyetik karistiricida 30 dk karistirilmustir.
Hazirlanan siispansiyon 6nce 30 dk boyunca 10 mm boyutta 100 g agat bilye ile 300
rpm’de Ogiitlilmiistiir. Daha sonra YH’de 1.500 bar’da 20.000 psi’de sirasiyla 30, 40,
50 ve 60 dongii yapilmistir. Hazirlanan siispansiyonlara dondurulmadan hemen 6nce
RXB:MN oran1 2:1 (a:a) olacak sekilde MN eklenmis ve liyofilize edilmistir.
Siispansiyonlar dondurulduktan sonra liyofilizatorde (72 saat, -55 °C ve 0,01 mmHg)
kurutulmustur ve suda tekrar disperse edilerek partikiil buytkligi, PDI ve ZP

degerleri olctilmiistiir.
BC ve YH Yontemi Kullanilarak Hazirlanan Formiilasyonlar

RXB aseton:asetonitril:metanol (25:75:25; h:h:h) ¢6ziicii sisteminin iginde
¢Oziindirilmistir. P 188 ve P 603 100 mL saf sudaki ¢ozeltisi, ve %0,25’lik MN
cozeltisi RXB’nin aseton:asetonitril:metanol (25:75:25; h:h:h) karisimindaki

cozeltisine yavas yavas karistirilarak eklenerek RXB’nin ¢dkmesi saglanmustir.
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Organik ¢oziiciiler rotavaporda uzaklastirilmis ve ortamdaki suyu uzaklastirmak igin
liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonrasinda distile suda disperse edilerek YH’da
1.500 bar’da 20.000 psi’de swrasiyla 5, 10, 15, 20 ve 30 dongii yapilmistir.
Siispansiyonlar dondurularak liyofilizatorde (72 saat, -55 °C ve 0.01 mmHg)
kurutulduktan sonra partikiil biiyiikligii, PDI ve ZP degerleri 6lgiilmiistiir.

UT ve YH Yontemi Kullamlarak Hazirlanan Formiilasyonlar

UT ve YH yontemleri ile hazirlanan formulasyonlara ait hazirlama bilgileri
sunulmustur.

1-UT+YH formiilasyonunda RXB ve P 127 1:1 (a/a) oraninda ve etkin madde
% 0.5 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde 6ncelikle P 127 nin distile sudaki ¢6zeltisi
hazirlanmig, etkin maddenin sudaki dispersiyonuna karistirilarak yavas yavas
eklenmis ve manyetik karistiricida 30 dk karigtirilmistir. Hazirlanan siispansiyon 3 dk
13.000 rpm’de UT ile karigtirildiktan sonra YH’de 1.500 bar’da 20.000 psi’de sirasiyla
5, 10, 15, 20 dongili yapilmistir. Hazirlanan siispansiyonlara dondurulmadan hemen
once RXB:MN orani1 2:1 (a:a) olacak sekilde MN eklenmis ve liyofilize edilmistir.

2-UT+YH, 3-UT+YH, 4-UT+YH, 5-UT+YH formiilasyonlarinda RXB ve
stabilizanlar 2:1 (a/a) oraninda ve etkin madde % 1 (a/h) ve %0,5 (a/h)
konsantrasyonda olacak sekilde oncelikle stabilizanlarin sudaki ¢ozeltisi hazirlanarak
etkin maddenin sudaki dispersiyonuna karistirilarak yavas yavas eklenmis ve manyetik
karigtiricida 30 dk karistirilmistir. Hazirlanan stispansiyon 3 dk 13.000 rpm’de UT ile
karistirildiktan sonra YH’de 1.500 bar’da 20.000 psi’de “(2-UT+YH (10, 20, 30, 40,
45, 55, 60 dongii), 3-UT+YH (30 dongii), 4-UT+YH (10, 20, 30, 40, 50, 60 dongi), 5-
UT+YH (40 dongi)” homojenize edilmistir. Hazirlanan silispansiyonlara
dondurulmadan hemen énce RXB:MN orani 2:1 (a:a) olacak sekilde MN eklenmis ve
liyofilize edilmistir. Siispansiyonlar dondurularak liyofilizatorde (72 saat, -55 °C ve
0,01 mmHg) kurutulduktan sonra suda tekrar disperse edilerek partikiil biyiikligii,
PDI ve ZP degerleri olglilmiistiir.

UP ve YH Yontemi Kullamlarak Hazirlanan Formiilasyonlar

1-UP+YH formiilasyonunda RXB ve SDS, PVP K-30 oran1 1:1:0,5 (a/a/a) ve
etkin madde % 1 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde oncelikle PVP K-30 ve SDS ile
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MN’nin saf sudaki ¢ozeltisi hazirlanmig ve etkin maddenin sudaki dispersiyonuna
karistirilarak yavas yavas eklenerek manyetik karigtiricidda 30 dk karistirilmastir.
Hazirlanan siispansiyon 5 dk % 42-43 UP ile karistirildiktan sonra YH’de 1.500 bar’da
20.000 psi’de 30 dongii yapilmis ve liyofilize edilmistir. Siispansiyonlar dondurularak
liyofilizatérde (72 saat, -55 °C ve 0.01 mmHg) kurutulduktan sonra suda tekrar
disperse edilerek partikiil biyiikliigli, PDI ve ZP degerleri ol¢tilmiistiir.

UP, YH ve BD Yontemi Kullamilarak Hazirlanan Formiilasyonlar

1-UP+YH+BD formiilasyonunda RXB ve SDS, PVP K-30 oran1 1:1:0,5 (a/a/a)
ve etkin madde % 1 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde oncelikle PVP K-30, SDS
ve MN’nin sudaki ¢6zeltisi hazirlanmig ve etkin maddenin saf sudaki dispersiyonuna
karistirilarak yavas yavas eklenerek manyetik karistiricida 30 dk karistirilmustir.
Hazirlanan siispansiyon 5 dk % 42-43 UP ile karistirildiktan sonra YH’de 1.500 bar’da
20.000 psi’de 30 dongii boyunca homojenize edilmistir. Daha sonra BD’de 300 rpm’de
30 dk boyunca 10 mm boyutta 50 g agat bilye ile 6gitiilmiistiir. Stispansiyonlar
dondurularak liyofilizatorde (72 saat, -55 °C ve 0.01 mmHg) kurutulduktan sonra suda

tekrar disperse edilerek partikiil biiyiikliigli, PDI ve ZP degerleri 6l¢iilmiistiir.
UT, YH ve BD Yontemi Kullanilarak Hazirlanan Formiilasyonlar

1-UT+YH+BD formiilasyonunda RXB, P 127 ve PVP K-30 2:1:0,5 (a/a/a)
oraninda ve etkin madde % 1 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde oOncelikle
stabilizanlarin saf sudaki ¢6zeltisi hazirlanarak etkin maddenin sudaki dispersiyonuna
karistirilarak yavas yavas eklenmis ve manyetik karistiricida 30 dk karistirilmustir.
Hazirlanan siispansiyon 3 dk 13.000 rpm’de UT ile karistirildiktan sonra YH’de 1.500
bar’da 20.000 psi’de 50 dongii boyunca homojenize edilmistir. Daha sonra BD’de 90
dk siireyle 300 rpm’de 10 mm boyutta 50 g agat bilye kullanilarak dgiitiilmustiir.

2-UT+YH+BD formiilasyonunda RXB stabilizan oran1 1:1:0,5 (a:a:a) olacak
sekilde P 188 ve PVP K-30 suda ¢oziindiirilmistiir. RXB suda disperse edilmistir.
Stabilizan ¢ozeltisi yavas yavas karistirilarak RXB’nin sudaki dispersiyonuna
eklenmistir. Hazirlanan siispansiyon UT’da 3dk 13.000 rpm’de karistirilmistir. Daha
sonra YH’de 20.000 psi’de 50 dongii olacak sekilde homojenize edilmis ve 150 dk
boyunca BD’de 10 mm boyutta 50 g agat bilye kullanilarak 6gutiilmiistiir.
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3-UT+BD+YH formiilasyonunda RXB stabilizan oran1 2:1 (a:a) olacak sekilde
P 603 distile suda ¢oziindiiriilmiistiir. RXB % 1,6 (a:h) konsantrasyonda suda disperse
edilmistir. Stabilizan ¢06zeltisi yavas yavas karistirilarak RXB’nin  sudaki
dispersiyonuna eklenmistir. Hazirlanan siipansiyon once UT’da 3dk 13.000 rpm’de
karistirtlmistir. BD’de 3 saat boyunca 10 mm boyutta 50 g agat bilye kullanilarak
ogutiildikten sonra YH’de 20.000 psi’de 50 dongli olacak sekilde homojenize
edilmistir.

4-UT+YH+BD formiilasyonunda RXB stabilizan oran1 2:1:1 (a:a:a) olacak
sekilde P 127 ve PVP K-30 distile suda ¢o6ziindiirilmistir. RXB % 0,5 (a:h)
konsantrasyonda olacak sekilde suda disperse edilmistir. Stabilizan ¢ozeltisi yavas
yavas karistirilarak RXB’nin  sudaki dispersiyonuna eklenmistir. Hazirlanan
stispansiyon 6nce UT’da 3dk 13.000 rpm’de karistirilmistir. 25 mL olarak hazirlanan
siispansiyon su ile 50 mL’ye tamamlanarak 1 dk 13.000 rpm’de UT ile karigtirilmistir.
YH’de 60 dongii boyunca homojenize edilmis ve daha sonra 3 saat boyunca BD 300
rpm’de 10 mm boyutta 100 g agat bilye kullanilarak o6giitlilmiistiir. Hazirlanan
siispansiyonlara dondurulmadan hemen 6nce RXB:MN oran1 2:1 (a:a) olacak sekilde
MN eklenmis ve tekrar suda disperse edilerek partikiil biiyiikliigii, PDI ve ZP degerleri

Olclilmiistiir

3.2.6. Gegirgenlik Cahsmalarinda Kullanilanacak  Nanokristal

Formiilasyonun Hazirlanmasi ve Karekterizasyonu

Yapilan 6n denemeler sonucunda gegirgenlik ¢alismalar1 i¢cin UT, BD, YH
yontemlerinin kombinasyonu ile nanokristal hazirlanmasina karar verilmistir.

RXB etkin maddesinin farkli stabilizanlar, yiizey etkin maddeler ve yontem
kombinasyonlar1 ile nanokristal formiilasyonlar1 hazirlanmistir. On denemeler
sonucunda farkli stabilizanlar ile nanokristal formiilasyonlar1 hazirlanmis ve en kiigiik
partikiil biyiikligi P 127, P 603 ve PVP K-30 kombinasyonu ile elde edilmistir. Bu
nedenle P 127, P 603 ve PVP K-30 kullanilarak yeni nanokristal formiilasyonlari
hazirlanmistir. Her bir formiilasyon %1 (a/h) oraninda etkin madde i¢ermektedir.
RXB: P127 orami 2:1 oraninda sabit tutulmustur. Formiilasyona P 603 ve PVP K-30
ilave edilmistir. % 0.5 (a/h) konsantrasyondaki stabilizan ¢ozeltisi %1 (a/h) RXB
dispersiyonuna eklenerek 30 dk manyetik karistiricida karistirilmistir. Her bir
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formiilasyonda oncelikle UT ile 3 dk 13.000 rpm’de 6n homojenizasyon islemi
yapilmistir. Nanokristal formiilasyonlart BD’de 300 rpm’de 10 mm boyutta 50 g agat
bilye kullanilarak 3 saat boyunca 6giitiilmiistiir. Her bir formiilasyon YH’de 20.000
psi 1.500 barda 60 dongii yapilarak yiiksek basingta homojenizasyona tabi tutulmustur.
Homojenizasyon sirasinda sicaklik buz banyosu kullanilarak kontrol edilmistir.
Hazirlanan formiilasyonlara dondurarak kurutmadan hemen 6nce % 1 oraninda MN
eklenerek 72 saat boyunca -55 °C’de liyofilize edilmistir.

Ayni1 formiilasyon bilesenleri kullanilarak ayni kosullar altinda formiilasyonlar
once BD 6giitme ve ardindan YH yontemi kullanilarak, daha sonra 6nce YH yontemi
ardindan BD yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Bu ¢alisma sonucunda hangi
yontemin Once uygulanacagina karar verilmistir. Partikiil biiylikligi UT+BD+YH
kombinasyonunda daha kiigiik bulundugu i¢in P 127+ 603 ve P 127+PVP K-30
igerecek sekilde tiim kosullar sabit tutularak ve BD’de 6giitme siiresi 4 saat ugulanarak
nanokristal formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin, DSC analizi,
X-1sm1 kirmimi analizi, FT-IR, SEM ile karekterizasyonu yapilmistir. Her bir

formiilasyonun ¢oziiniirliik ve ¢oziinme testleri yapilmistir.

3.2.7. RXB’nin HPLC ile ACN: Su (80:20, h:h) ve % 0,4 SDS iceren pH
4,5 Fosfat Tamponu I¢indeki in Vitro Miktar Tayini Yontemi Gelistirilmesi ve
Validasyonu

Deneysel ¢alismalarda kullanilacak model ilag RXB’nin miktar tayininde
kullanilabilecek en uygun analitik yontemi gelistirmek i¢in literatiirde yer alan bilgiler
ve etkin maddenin maksimum pik verdigi dalga boyu dikkate alinarak denemeler
yapilmustir (199). UV spektrofotometrede etkin maddenin metanol ve ACN igindeki
HPLC kromotogrami tayin edilmis ve her iki ortamda maksimum absorbans verdigi
dalga boyu 249 nm olarak belirlenmistir. On calismalardan elde edilen bulgularin
1s1¢inda RXB’nin miktar tayininde asagida verilen kromatografik kosullarinin
kullanilmasina karar verilmistir.

Cihaz: HPLC Schimadzu (Japonya)

Kolon: GL Sciences Inerstil ODS-3 5u (5 um; 4,6 mm x 250 mm)

Mobil faz: ACN : Su (55:45, h:h)

Akis hizi: 1,2 mL/dk
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Dalga boyu: 249 nm
Enjeksiyon Hacmi: 5 uL
Kolon Sicakhgi: 40 °C
Yukarida verilen kromatografik kosullar ¢oziiniirliik ve in vitro ¢éziinme hizi
calismalardan elde edilen numunelerdeki etkin madde miktarinin tayininde ve analitik
yontem validasyonu c¢alismalarinda kullanilmistir. Analitik yontemin validasyonu
caligmalarinda asagidaki parametreler degerlendirilmistir.
. Ozgiilliikk
J Dogrusallik
o Dogruluk
. Kesinlik
-Tekrarlanabilirlik
-Ara kesinlik
-Tekrar elde edilebilirlik

. Saptama sinir1
J Miktar tayini siniri
J Stabilite

o Saglamlik
Ozgiilliik

Bir yontemin 6zgilliigii 6rnek i¢inde bulunabilecek maddelerin (safsizlik,
parcalanma, bozunma {riinleri) varliginda, analiti dogru bir sekilde 6lgme yeteneginin
derecesini gosterir (244). Analitik yontemin etkin maddeye 6zgilinliigiini gostermek
amaci ile ayni1 dalga boyu araliginda RXB etkin maddesinin, formiilasyonda kullanilan
yardimc1 maddelerin ve ¢éziinme ortaminin ayr1 ayrt HPLC kromatogramlar: tayin

edilerek karsilastirilmistir.
Dogrusalhk

Bir analitik yontemde ¢alisilan aralikta dogrusal bir iligkinin olup olmadigi
degerlendirilmelidir (244). Bu amagla RXB’nin 80 pg/mL konsantrasyonda stok
¢oOzeltileri hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerin % 0.4 SDS iceren pH 4,5 asetat tamponu
ve 80:20 (ACN:Su, h:h) ile seyreltilmesiyle 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 30, 40 ug/mL
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konsantrasyonlarda standart g¢ozeltiler hazirlanmistir. Standart ¢ozeltilerin HPLC
kolonuna enjeksiyonu ile elde edilen pik alami yanit olarak kabul edilmistir.
Konsantrasyonlar ve bunlara karsilik gelen pik alanlar1 kullanilarak RXB’nin
kalibrasyon dogrular1 c¢izilmistir, ve regresyon analizi yapilarak determinasyon
katsayis1 (R?), y-eksenini kesme degeri (intersept), ve regresyon dogrusunun egimi
hesaplanmistir. Determinasyon Kkatsayisinin 1’¢ yakin olmasma gore dogrusallik

degerlendirmesi yapilmustir.
Dogruluk

Dogruluk, deneysel verilerin gercek verilere olan yakinliginin olgiitiidiir.
Dogruluk, % ortalama bagil hata (OBH) olarak ifade edilmistir (244). Dogrulugun
degerlendirilmesi amaciyla 5, 20 ve 40 pg/mL konsantrasyonlarda 6 farkli seri

Olciilmiistiir. Degerlendirme OBH nin + % 2’den kiigiik olmasina gdre yapilmistir.

% OBH= (A-B)/ B x100 3.1.

Esitlikte, A: Tayin edilen konsantrasyon ve B: Ger¢ek konsantrasyon olarak verilmistir
Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi onceden belirlenmis kosullar altinda ayni
homojen numuneden alinan ¢oklu 6rneklerden elde edilen bir dizi 6l¢lim sonuglarinin
yakinligi ile degerlendirilmektedir (244). Kesinlik ii¢ diizeyde degerlendirilmektedir:
tekrar edilebilirlik, ara kesinlik, tekrar elde edilebilirlik. Analitik yontemin kesinligini
gostermek i¢in ortalama deger, standart sapma ve varyasyon katsayis1 degerleri

hesaplanmuistir.
e Tekrar Edilebilirlik

Tekrar edilebilirlik kisa bir zaman araliginda ayni kosullar altindaki kesinligi
ifade etmektedir. Tekrar edilebilirlik ayni zamanda ornek-i¢i kesinlik olarak da
bilinmektedir. Tekrar edilebilirlik i¢in belirlenen aralikta en az 9 OGl¢iim (6rn:3
konsantrasyon/3 tekrar) veya test konsantrasyonunun % 100’iinde en az alt1 6l¢iim
onerilmektedir (244). Etkin maddenin miktar tayini yontemi validasyonu i¢in ayni giin

iginde 5, 20 ve 40 pg/mL konsantrasyonlarda 6 tekrarli 6lgtim yapilmustir.
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e AraKaesinlik

Ara kesinlik parametresinin ne dlgiide test edilecegi, yontemin kullanilmasinin
amaglandigr kosullara dayanmaktadir. Rastgele sec¢ilen degisikliklerin analitik
yontemin kesinligi tizerindeki etkileri saptanmalidir. Bu degisikliklere farkli giinler,
farkli analistler, farkli ekipmanlar 6rnek verilebilir (244). RXB i¢in gelistirilen
yontemin ara kesinliginin saptanmasi i¢in, giinler arasi farkliliklar degerlendirilmistir.
Bu amagla 5, 20 ve 40 pg/mL konsantrasyonlarda RXB igeren ¢ozeltiler 3 farkli giin

icinde hazirlanarak ol¢tilmiistiir.

e Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik farkli laboratuvarlar: degerlendirmek ve bir yontemin
standardizasyonu durumunda, Ornegin, farmakopelere yontemin dahil edilmesi
durumunda Onem tasimaktadir. Deneyler aras1 kesinligin saptanmasinda
kullanilmaktadir (244). Bu amagla 5, 20 ve 40 pg/mL konsantrasyonlarda 6 farkli
¢ozelti aynm1 giin i¢inde iki farkli aragtirma laboratuvari kosullarinda hazirlanarak

analiz edilmistir.
Duyarhhk

Duyarlilik, bir analitik yontemin saptayabilecegi en kiigiik konsantrasyon
degeri olup saptayabilme smir1 (limit of detection; LOD) ve kantitatif olarak tayin
edebilecegi (limit of quantitation; LOQ) en kiigiik konsantrasyon degeri ile ifade edilir.
LOD, degeri sinyal: giiriiltii oranmin 3:1 oldugu konsantrasyondur. LOQ ise

sinyal: giiriiltii oraninin 10:1 oldugu konsantrasyondur (244).
Stabilite

RXB’nin analiz siiresi boyunca ¢ozelti igindeki stabilitesini gostermek
amaciyla 5, 20 ve 40 pg/mL konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandiktan hemen
sonra, 12 saat, 24 saat sonunda ve 24 saat boyunca +4°C’de bekletilen standart
cozeltiler icindeki etkin madde miktarlar1 tayin edilmistir. Analiz sonuglarini
degerlendirmek {izere ortalama, standart sapma ve % varyasyon Kkatsayisi

hesaplanmustir.
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Saglamhk

Saglamlik, laboratuvardan kaynaklanan bazi kii¢iik sapmalarin ve bunlarin
analiz sonuglari iizerine etkisini inceler. Bu ¢alismanin yapilabilmesi i¢in 6n-arastirma
caligmalari, analiz 6n asamasi, temizleme ve analiz faktorlerini segmek gerekir. Bu
faktorler; ornek igerigi, iiretim tarihi farkli kimyasallar, pH, ekstraksiyon siiresi,
sicaklik, basing, akis hizi, kolon sicakligi gibi faktorlerdir. Faktorler tanimlandiktan
sonra, faktor lizerinde biraz degisiklik uygulanir. Sonuglar1 6nemli 6l¢lide etkileyen
faktorlerin yontem protokoliinde acik bir sekilde tanimlanmasi gerekmektedir.
Yontem parametrelerinde islem sirasinda ufak degisikliklerin analiz sonucuna etkisi
ne kadar az ise yontem o kadar saglamdir (244). RXB’nin miktar tayini yonteminin
saglamligin test etmek amaci ile akis hiz1 degistirilmistir. 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 30,
40 ug/mL konsantrasyonlardaki 1 seri standart ¢ozelti hazirlanmis ve 1,2mL/dk ve

1,18mL/dk akis hizinda konsantrasyona kars1 pik alanlart HPLC’de 6l¢iilmiistiir.

3.2.8. HBSS icinde RXB’nin LC/MS/MS ile Miktar Tayini Yo6ntemi

Gelistirme ve Validasyonu

RXB’nin gecirgenlik c¢alismalarindan elde edilecek 6rneklerin analizleri
Agilent Tech 1290 6460 Triple Quadrupole LC/MS/MS (ABD) sisteminde
yapilmigtir. Sistem; Agilent ESI-MS’e bagli bir pompa, autosampler ve kontrollii
sicaklik saglayan kolon firinindan olusmaktadir. Analitik ayirma RXB’nin % 0,1
formik asit iceren suzACN 10 mM amonyum format iceren su:ACN karisimi ve % 0,1
formik asit ve 10 mM igeren su:ACN karigimi isokratik karistmini kullanilarak Zorbax
Eclipse Plus rapid resolution HT C18, 2,1 x50mm,1,8um, 600 bar kolonundan
gegirilerek saglanmistir. Stok ¢ozelti igin 10 mg RXB tartilmig ve 30 dk manyetik
karistiricida ve 1 saat ultrasonik su banyosunda tutularak asetonitrilde ¢6ziilmiis hacmi
100 mL’ye tamamlanmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilacak model ilag RXB’nin
gegcirgenlik ¢alismalar1 sonunda HBSS (Hank s Balanced Salt Solution) i¢inde miktar
tayininde kullanilabilecek optimum bir analitik yontem gelistirmek i¢in RXB’nin
yapisini a¢iklamak i¢in dncelikle kiitle spektrumu (MS) ¢alismalarina tabi tutulmustur
ve literatiirde yer alan bilgiler dikkate alinarak denemeler yapilmistir. RXB’nin pozitif
ve negatif ESI modunda RXB kiitle spektrumunda en fazla iyonlastigi m/z tespit

edilmis ve iyonlar pargalanmaya ¢alisilmistir. On ¢alismalardan elde edilen bulgularmn
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1s18inda RXB’nin miktar tayininde asagida verilen kromatografik kosullarinin
kullanilmasina karar verilmistir.
Cihaz: Agilent 1290 6490 Triple Quadrupole LC/MS/MS
Kolon: Zorbax Eclipse Plus rapid resolution HT C18,(2,1mm x50mm,1,8um)
Mobil faz: 10 mM amonyum format ve %0,1 formik asit igeren su:ACN
Akis hizi: 0,35 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi: 5 uL
Kolon Sicakhgi: 40 °C

Yukarida verilen kromatografik kosullar gegirgenlik c¢alismalarindan elde
edilen numunelerdeki etkin madde miktarinin tayininde ve analitik yoOntem
validasyonu c¢aligmalarinda  kullanilmistir.  Analitik  yontemin validasyonu
calismalarinda asagidaki parametreler degerlendirilmistir.

o Ozgiilliikk

. Dogrusallik

. Dogruluk

. Kesinlik

-Tekrarlanabilirlik

-Ara kesinlik

-Tekrar elde edilebilirlik
o Stabilite
. Saptama sinir1
. Miktar tayini sinir1
J Sistem uygunluk
Ozgiilliik

Analitik yontemin etkin maddeye 6zgiilliigiinii géstermek amaci ile ayni dalga
boyunda RXB etkin maddesinin ve ACN ait kromatogramlari tayin edilerek

karsilastirilmistir.
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Dogrusalhk

Bu amacla RXB’nin ACN i¢inde 100 pg/mL konsantrasyonda stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerin ACN ile seyreltilmesiyle 2,5, 10, 25, 50, 100, 250,
500 ng/mL konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Daha sonra standart
¢ozeltiler 50:50 (h:h) oraninda metanol:su:perklorik asit (50:33:17, v:v:v) karisimi ile
seyreltilmistir. Seyreltme sonucunda konsantrasyonlar1 1,25, 5, 12,5, 25, 50, 125, 250
ng/mL olacak sekilde standart ¢ozeltiler elde edilmistir. Konsantrasyonlar ve bunlara
karsilik gelen pik alanlarinin regresyon analizi yapilarak determinasyon katsayisi, y-
eksenini kesme degeri (intersept), ve regresyon dogrusunun egimi hesaplanmistir.

Determinasyon katsayisinin 1’e yakin olmasina gore degerlendirme yapilmistir.
Dogruluk

Dogrulugun degerlendirilmesi amaciyla 1,25, 25 ve 250 ng/mL,
konsantrasyonlarda 6 farkli seri tayini yapilmistir. Degerlendirme OBH hesaplanarak

yapilmustir.
Kesinlik

Kesinlik ti¢ diizeyde degerlendirilmistir; tekrar edilebilirlik, ara kesinlik, tekrar
elde edilebilirlik analitik yontemin kesinligini gostermek i¢in ortalama deger standart

sapma ve varyasyon katsayis1 degerleri hesaplanmistir.
e Tekrar Edilebilirlik

Etkin maddenin miktar tayini yontemi validasyonu i¢in ayni giin i¢inde 1,25,

25 ve 250 ng/mL konsantrasyonlarda 6 tekrarli 6lgtim yapilmustir.
e AraKesinlik

RXB i¢in gelistirilen yontemin ara kesinliginin saptanmasi i¢in, giinler arasi
farkliliklar degerlendirilmistir. Bu amagla 1,25, 25 ve 250 ng/mL konsantrasyonlarda

RXB igeren ¢ozeltiler 3 farkl giin i¢cinde hazirlanarak 6l¢iilmiistiir.
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e Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik igin 1,25, 25 ve 250 ng/mL konsantrasyonlarda 6 farkli ¢ozelti

ayn1 giin i¢inde iki farkl analist tarafindan hazirlanarak analiz edilmistir.
Stabilite

RXB’nin analiz siiresi boyunca ¢ozelti igindeki stabilitesini gostermek
amaciyla 1,25, 25 ve 250 ng/mL konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandiktan
hemen sonra, 3 saat, 12 saat sonunda standart c¢ozeltiler i¢indeki etkin madde
miktarlar1 tayin edilmistir. Analiz sonuglarin1 degerlendirmek tizere ortalama deger,

standart sapma ve varyasyon katsayisi degerleri hesaplanmistir.
Sistem Uygunluk

Gelistirilen analiz yontemi i¢in sistem uygunluk testleri LC/MS/MS dedektor
sistemine 1,25 mg/ml RXB ¢ozeltisi enjekte edilerek gergeklestirilmistir. Hazirlanan
¢ozeltinin sisteme enjeksiyonundan sonra standart enjeksiyonun % varyasyon
katsayisi, teorik plaka sayisi, simetri faktorii, kapasite faktorii, kuyruklanma faktori

cihaza hesaplatilmistir.

3.2.9. Tavsan Plazmasinda RXB’nin LC/MS/MS ile Miktar Tayini

Yontemi ve Validasyonu

RXB’nin plazmadan analizine yonelik olarak literatiirde yer alan insan ve
hayvan plazmasindan tayininde LC/MS/MS yontemi kullanilmigtir. LC/MS/MS ile
miktar tayininde kalibrasyon dogrusu i¢in 100 pg/mL konsantrasyonda stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Bu stok c¢ozeltiden bilinen konsantrasyonlarda kalibrasyon serisi
hazirlanmistir. Bu amagla ilag icermeyen bos plazma iizerine bilinen konsantrasyonda
RXB igeren stok ¢ozeltiden ilave edilerek 2,5-1000 ng/mL araliginda % 0,1 formik
asit iceren ACN:Su (50:50;h:h) c¢ozeltisi ile seyreltmeler yapilarak  seriler
hazirlanmistir. Her bir stok ¢ozeltiye konsantrasyonu 100 ng/mL olacak sekilde i¢
standart olarak hazirlanan dabigatran etaksilat c¢ozeltisi eklenmistir. Plazma
proteinlerinin ¢oktiiriilmesi asamasinda 40 pL plazma iizerine 160 uL. metanol ilave

edilerek c¢oktiiriilecegi icin ayni islem kalibrasyon serilerine de uygulanmustir,
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¢ozeltiler 15 sn vorteklenmistir. Daha sonra 6rnekler 30 dk siire ile 13.500 rpm’de
santrifiij edilerek plazma proteinleri ¢oktlriilmiistir. Temiz bir vial i¢ine 20 pL
perklorik asit c¢ozeltisi eklenerek Ttlzerine 80 pL siipernatan ilave edilerek
vortekslenmis ve analiz edilmistir. RXB’nin in vivo biyoyararlanim ¢alismalarindan
elde edilecek orneklerin analizleri LC/MS/MS kullanilarak yapilmistir. Sistem ESI-
MS’e bagl bir pompa, otomatik 6rnek alict ve kontrollii sicaklik saglayan kolon
firmindan olusmaktadir. RXB pozitif ve negatif ESI modunda RXB Kkiitle
spektrumunda en fazla iyonlastigi m/z tespit edilmis ve iyonlar parcalanmaya
calisilmigtir. Nebulize gaz akis hiz1 8 L/dk, ¢6ziinme hatt1 sicakligi 250 °C, Is1 blogu
sicakligr 400 °C ve kurutma faz akis hiz 15 L/dakika olacak sekilde parcalama
gerceklestirilmistir. On ¢alismalardan elde edilen bulgularin 1s18inda RXB nin miktar
tayininde asagida verilen kromatografik kosullarinin kullanilmasina karar verilmistir.

Mobil faz olarak Tablo 3.2.’de verilen akis gradiyenti kullanilmistir.

Cihaz: Schimadzu LC/MS/MS

Kolon: Zorbax Eclipse Plus rapid resolution HT C18, (2,1mm x50mm,1,8um)
Mobil faz: %0,1 Formik asit igeren ACN:10mM Amonyum Format igeren su
(20:80)

Akis Hiz1:0,35 mL/dk

Enjeksiyon hacmi:5uL

Sicakhik:40 °C

Tablo 3.2. Plazmadan RXB tayini yontemine iliskin mobil faza ait akis gradiyenti.

Zaman(dk) 10mM amonyum format iceren Su (%0)

0,01 20
3 40
4 20
7 Analiz sonu

Analitik yontemin validasyonu caligmalarinda EMA tarafindan yayinlanan

kilavuzlar dikkate alinarak asagidaki parametreler degerlendirilmistir (245, 246).
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Dogrusalhik

Dogrusalligi test etmek tizere RXB’nin 100 pg/mL’lik stok ¢ozeltisinden
hazirlanan 10 pg/mL ve lpg/mL ‘lik ¢ozeltilerden hareket ederek 2,5 ng/mL, 5
ng/mL,10 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL, 500 ng/mL ve 1000 ng/mL
konsantrasyonlarda kalibrasyon serisi olusturulmustur. Kalibrasyon noktalarina ayni
konsantrasyonda 100 pg/mL i¢ standart eklenmesinden sonra analiz edilmistir.
RXB/dabigatran pik alanlarinin orani hesaplanarak dogrusal regresyon analizi
yapilmistir. Regresyon analizi yapilarak kalibrasyon dogrusu elde edilmis ve
determinasyon katsayisi, y-eksenini kesme degeri (intersept) ve regresyon dogrusunun
egimi hesaplanmigtir. Determinasyon katsayisinin 1’¢ yakin olmasina gore

degerlendirme yapilmaistir.
Dogruluk

Yontemin dogrulugunu test etmek iizere bilinen konsantrasyondaki RXB
analiz sonucunda elde edilen konsantrasyona yakinligi % OBH hesaplanarak

degerlendirilmistir.
Kesinlik

Glin i¢1 ve giinler aras1 kesinligi degerlendirmek tizere tekrar edilebilirlik ve
ara kesinlik olmak tizere iki diizeyde kesinlik degerlendirilmistir. Analitik yontemin
kesinligini gostermek icin ortalama deger, standart sapma ve % varyasyon katsayisi

degerleri hesaplanmistir.
e Tekrar Edilebilirlik

Etkin maddenin miktar tayini yontemi validasyonu i¢in ayni giin i¢inde 10
ng/mL, 100 ng/mL, 500 ng/mL konsantrasyonlarda 5 tekrarli olglim yapilarak

degerlendirilmistir.
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e AraKaesinlik

RXB i¢in gelistirilen yontemin ara kesinli§inin saptanmasi igin, giinler arasi
farkliliklar degerlendirilmistir. Bu amagla 10 ng/mL, 100 ng/mL, 500 ng/mL RXB

iceren ¢ozeltiler 3 farkli giin i¢inde hazirlanarak 6l¢iilmiistiir.
Ozgiilliik

Analitik yontemin etkin maddeye 6zgiilligiinii gostermek amaci ile metanol ve
ACN ile hazirlanan bos plazma ve 1000 ng/mL RXB igeren plazmaya ait

kromatogramlar karsilagtirilmistir.
Duyarhhk

RXB in vivo miktar tayini i¢in tayin edilebilirlik alt sinir1, en kiigiik kalibrasyon

noktasi olan 2,5 ng/mL olarak belirlenmistir.
3.2.10. Hiicre Kiiltiirii Cahismalar:

Gelistirilen formiilasyonlar hiicre kiiltlirtinde test edilmistir. Caco-2 hiicre hatti
kullanilarak inceleme yapilmistir. Deneylerde Caco-2 hiicreleri 37 °C’de % 5
karbondioksit iceren atmosferde inkiibe edilmistir. Deneylerde 21 pasaj sayisi
araligina sahip ATCC-HTB-37 kolon adenokarsinoma Caco-2 hiicreleri kullanilmistir.

Caco-2 hiicreleri i¢in % 10 (h/h) fetal sigir serumu (fetal bovin serum, FBS) ve
50 tnite/mL penisilin, 50 pg/mL streptomisin igerecek sekilde hazirlanan 3,7 g/L
sodyum piruvat (NaHCO3) ve 4,5 g/L D-glikoz igeren DMEM ortami (complete

medium, tam kiiltiir ortam1) kullanilmustir.
Caco-2 Hiicrelerinin Coziilmesi

Caco-2 hiicreleri -180 °C azot tankindan alinarak kuru buza konulmustur.
Kiiltiir ortam: su banyosunda 37 °C’ye getirilmistir. Dondurulmus Caco-2 igeren vialin
37°C su banyosunda biraz sivilagmasi beklenmistir. Laminar akis altinda tiipteki kiiltiir
ortami tizerine Caco-2 igeren vial tek seferde hizlica bosaltilmistir. 1000 rpm’de 3 dk
santrifiijlendikten sonra iistte kalan kisim (supernatant) atilmistir. Coken hiicreler taze

kiiltir ortaminda tekrar siispande edilip 25 cm? hiicre kiiltiir kaplarma (flask)
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aktartlmistir. Caco-2 hiicreleri 37 °C’de nemli hava - % 5 karbondioksit igeren
atmosferde inkiibe edilmistir. Ortam giin asir1 degistirilmis ve yaklasik 1 hafta sonra
bir hiicre kiiltiir kabinda hiicre siklig1 % 90 olunca (konfluent) tripsinize edilerek baska

hiicre kiiltiir kaplaria boliinerek pasajlanmastir.
Pasajlama

1:10 seyreltilmis tripsin-EDTA ¢ozeltisi kullanilmistir (Tripsin % 0,005,
EDTA % 0,002 a/h). Hiicre kiiltiir kaplarindaki kiiltiir ortami atilmis ve pH 7,4’¢
tamponlanmis fosfat tamponu (PBS; phosphate buffered saline) ile bir kez yikanmustir.
Tripsin-EDTA eklenerek inkiibatorde tutulmustur. Bir santrifiij tiipiine ortam eklenmis
tizerine tripsin-hiicre karigimi aktarilmistir. 2.000 rpm’de 3 dk santrifiijlendikten sonra
tiiptin tstiinde kalan kisimi bir seferde bosaltilmistir. Altta kalan hiicreler ortam ile
tekrar siispande edilmis bu siispansiyon yeni kiiltiir kaplarina alinarak inkiibatérde

¢ogalmaya birakilmistir
Tripan Mavisi Ile Hiicre Sayim

Hiicre siispansiyonu steril ependorfa alinip tripan mavisi ile 2 kat
seyreltilmistir. Hemasitometreye alinarak mikroskopla sayim yapilmis ve mL’deki

canl1 hiicre sayis1 hesaplanmaistir.
Caco-2 Hiicrelerinin insertlere Aktarilmasi

21 pasajdan sonra hiicre siispansiyonlari insertlere yerlestirilmistir. Hiicre
kiiltirii galigmalarinda Caco-2 hiicreleri 12 kuyucuklu plakalardaki insertlere
(ThinCert TM, 12 well, 1,0 m por ¢ap1) tripan mavisi ile sayim yapildiktan sonra 6x10*
hiicre / insert olacak sekilde ekilmistir. Apikale 0,5 mL ve bazolaterale 1 mL ortam
eklenmistir. Plakalar 37 °C’de % 5 karbondioksit igeren nemli ortamda inkiibe
edilmistir. Ortam giin asir1 degistirilmis, gegis ¢aligmalar1 23 gilin sonra hiicre tek

tabakas1 konfluent olunca gergeklestirilmistir.
Caco-2 Tek Tabaka Hiicre Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Hiicre tek tabakasinin biitiinliigii TEER 06l¢limii yapilarak degerlendirilmistir.
Caco-2 hiicre tek tabakalarinin TEER Millicell-ERS epitel voltmetre ile 6lgiilmiistiir.
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Kiiltiirdeki membran potansiyelini ve epitel hiicrelerin rezistansini giivenilir bir
bicimde oOlcen Millicell-ERS, kalitatif olarak hiicre tek tabaka biitlinliiglinii ve
kantitatif olarak hiicre konfluansini 6lger. TEER degerleri Esitlik 3.2. yardimiyla

hesaplanmustir.

TEERicre tektabakasi = (Rémek - Rbos) XA 3.2.

Rsmek:Olgiilen rezistans, Ryos thiicre igermeyen kontrol insertlerin rezistansi, A :hiicre kiiltiirii insertinin
ylizey alani (cm?)

Caco-2’den Gegis Calismalari

Calismaya baslamadan 6nce apikal ve bazolateral alanlar 25 mM D-Glikoz ve
10 mM HEPES iceren HBSS ortami ile muamele edilmistir. 30 dakikalik 6n
inkiibasyondan sonra ortamin tamami atilmistir. Hazirlanan 6rneklerden (80 ug/mL
konsantrasyonda RXB ¢ozeltisi, en fazla % 2 DMSO icerecek sekilde hazirlanmistir.)
(n=6) 500 uL apikale eklenmis, 1000 pL HBSS bazolateral kisima konulmus, 37 °C’de
50-60 rpm’de 2 saat inkiibe edilmistir. iki saat sonra bazolateralden 1000 pL &rnek
alimmustir. 0,45 pum filtrelerden siiziilerek LC/MS-MS’de analiz edilmis ve gegirgenlik
katsayilari (Papp, cm/s) Esitlik 3.3. yardimu ile hesaplanmuistir.

Papp = dC/dtl/(ACO) 3.3.

dC/dt :ilag permeasyon orami ( g/s), A: Insertlerin yiizey alani (cell monolayer) (cm?)
Co: apikal bolgedeki baslangi¢ konsantrasyonu ( g/mL)

3.2.11. in Vivo Biyoyararlamim Calismasi

In vivo Calsamalarda Kullamlan Nanokristal Formiilasyonunun

Hazirlanmasi

In vivo ¢alismalara in vitro ¢alismalardan elde edilen verilerde en iyi in vitro
performansi1 gosteren formiilasyon ile devam edilmistir. Formiilasyonda stabilizan
olarak P 127 ve P 603 kullanilmigtir. RXB:P 127:P 603 (2:1:1,a:a:a) olacak sekilde
nanokristal formiilasyonu hazirlanmistir. Bu amagla 750 mg RXB, 375 mg P 127 ve
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375 mg P 603 tartilmistir. P 127 ve P 603 25 ml saf suda ¢oziindiiriildiikten sonra 50
mL saf sudaki RXB dispersiyonuna manyetik karistiricida 900 rpm’de karistirilarak
yavas yavas eklenmistir. 1.500 rpm de 30 dakika daha karistirildiktan sonra 3 dk
13.000 rpm’de UT ile karistirtlmistir. Daha sonra 240 dakika boyunca 300 rpm’de 10
mm boyutta 100 g agat bilye kullanilarak bilyeli degirmende 6giitiilmiistiir. Son olarak
YH’de 60 dongii olacak sekilde 1.500 bar 20.000 psi’de homojenize edilmistir.
Partikiil biiytkligii, PDI ve ZP degerleri ol¢iilmiistiir Her bir uygulamadan 6nce
partikiil blytikligl, PDI ve ZP 6l¢timleri tekrarlanmustir.

Nanokristal Formiilasyonunun Deney Hayvanlarina Uygulanmasi ve

Ornek Toplama

In vivo ¢alismalar Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda gerceklestirilen in vivo ¢caligsmalar Hacettepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun 05.11.2015 tarih ve 2015-84 sayil1 etik
kurul izni ile yapilmistir (Bkz. EK 1). in vivo galigmada 2,3-3,7 kg araliginda agirlig
olan herhangi bir hastalik belirtisi olmayan 6 adet Yeni Zelanda Tavsani kullanilmistir.
Calismada kullanilan hayvanlarin calismaya baglamadan once agirliklar tartilmis ve

kayit edilmistir (Tablo 3.3.).

Tablo 3.3. Deney hayvanlari olarak kullanilan tavsanlarin agirlik degisim tablosu.

Tavsan oo
No Cinsiyet Agirhik (gram)
1. uygulama 2. uygulama 3.uygulama
1 Erkek 3075 2937 2724
2 Erkek 2350 2320 2289
4 Erkek 3030 2925 2842
5 Erkek 3070 3065 3087
6 Erkek 2790 2745 2713
7 Erkek 3630 3280 3298

Calisma tavsanlarda, tek doz, acik etiketli, randomize, ¢apraz ge¢isli olarak
diizenlenmistir. Eriskin erkek Yeni Zelanda tavsanlar1 (2300-3700 g) Tiirkiye Halk
Saghig1 Genel Miidiirliigiine bagh Serum Uretim Ciftligi’nden alinarak H.U. Deney
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Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari’na getirilmistir. Tavsanlarin her biri ayn
kafeslerde sinirsiz yem ve su erigimi ile 12 saat aydinlik/karanlik dongiisii altinda
barindirilarak ve 2 hafta boyunca yeni ortamlarina alismalar1 saglanmistir. Deney
giinlinden 12 saat 6nce tavsanlarin yem erisimi kisitlanarak mide i¢eriginin bosalmasi
saglanmistir ancak yeterli su almalarina izin verilmistir. Ardindan deneye alinacak 6
adet tavsan, deney bankosu iizerinde oturur pozisyonda sabit kalmalarini saglayan

sabitleyicilere alinmistir.

Calisma ii¢ periyotlu olarak tasarlanmistir, her bir tavsana 3mg/kg, 10 mg/kg,
15 mg/kg dozlarda RXB nanosiispansiyonu oral gastrik gavaj yoluyla verilmistir.
Nanostispansiyonlar 40:60 h/h oraninda su: PEG karisimi ig¢inde verilmistir.
Tavsanlara formiilasyonlarin gastrik gavaj ile uygulanmasindan sonra 10 mL de su
verilmigstir. Formiilasyonlarin verilmesinin hemen ardindan kan 6rnegi toplanmuistir.
[lag uygulamasini takip eden 1. dk / 10. dk / 15. dk / 30. dk / 45. dk / 1.sa /2. sa/ 4.
sa/6.sa/8.sa/l2. sa/24.sa dilimlerinde her seferinde yaklasik 0.5 mL olmak tizere
tavsanlarin marjinal kulak veninden kan 6rnegi alinmistir. Kan 6rnekleri heparinize
edilmis i.v kaniil veya kelebek set yardimiyla alinarak yine heparinize edilmis tiip igine
alimmistir. Alinan kanlar beklemeksizin 4540 rpm 1800g’de 10 dk santrifiijlenerek
plazmalarindan ayrilmis ve analiz zamanina kadar -80 °C’de saklanmistir. Calismada
capraz tasarim uygulanarak her tavsanin her etkene maruz kalmasi saglanmistir. Her
bir formiilasyon RXB’nin viicuttan arinma siiresi goz oniinde bulundurularak bir
haftalik arinma stiregleri ile (tu2: 4-6 sa) ile uygulanmistir. Calismada takip edilen

deney plan1 Tablo 3.4.’de verilmistir.

Tablo 3.4. Tavsanlara uygulanan formiilasyonlar.

Tavsan No* 1.Uygulama 2.Uygulama 3. Uygulama

1 3 mg 10 mg 15mg
2 10 mg 15mg 3 mg
4 15 mg 3 mg 10 mg
5 3 mg 15 mg 10 mg
6 10 mg 3mg 15 mg
7 15 mg 10 mg 3 mg

*3 numarali tavsan oral gavaj ile ila¢ uygulamasi sirasinda ex oldugu icin ¢alismadan ¢ikarilmistir.
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Farmakokinetik Verilerin Doz Orantisaliginin Degerlendirilmesi

RXB’nin farmakokinetik verilerinin 3 mg, 10 mg ve 15 mg doz araligindaki
doz orantisallig1 sirastyla giic modeli (power model), farmakokinetik parametrelerin
varyans analizi (ANOVA), basit dogrusal regresyon analizi ve esdegerlik kriteri
yontemleri ile degerlendirilmistir. Giic modeli i¢in log doniistliriilmiis farmakokinetik
parametreler ile (EAA0+t, EAA0-« Cmaks) log doniistiiriilmiis doz arasindaki dogrusal
iliski incelenmistir. Doz orantisalligi sabiti beta ve % 90 giiven araligi sinirlarinda en
disik ve en yiiksek limit 0,8 ve 1,25 igin 1+(In0,8)/In(doz orani)< egim <
1+In(1,25)/In(doz orani) orani hesaplanarak ile karsilastirilmistir. Daha sonra veriler
tek yonlii varyans analizi ile karsilagtirilmis ve ikili gruplar halinde varyans analizi
yapilmistir. Varyans analizinde doz ayarlanmis farmakokinetik veriler kullanilmistir.
Burada Ho hipotezi farmakokinetik cevap/doz = r oranlarinin birbirinden farksiz
oldugu yoniinde kurulmustur ve ANOVA tablosu elde edilmistir. Regresyon analizi
yonteminde ise doz normalize edilmis veriler en kiigiik kareler yontemi ile analiz
edilmis ve intersept degerinin “0” dan farksiz olup olmadig1 % 95 giiven araliginda
test edilmistir. Son olarak ise esdegerlik kriteri yontemi kullanilarak 3 mg-10 mg, 10
mg-15 mg, 3 mg -15 mg dozlar i¢in farmakokinetik parametrelerin % 90 giiven

araliginda belirlenen sinirlar i¢inde (% 80-125) esdeger olup olmadig: test edilmistir.
3.2.12. istatistiksel Analiz

Elde edilen biitiin veriler Ortalama+standart sapma olarak tablolanmustir. In
vitro ¢dziinme deneyi sonuclar1 f> benzerlik faktorii hesaplanarak karsilastirilmistir.
Hiicre kiiltlirii calismalarindan elde edilen sonuglar Freidman testi ile 0,05 olasilik
diizeyinde karsilastirilmistir. Plazma konsantrasyon zaman profilleri Microsoft Office
Excel'de farmakokinetik ve farmakodinamik veri analizi i¢in bir eklenti program olan
PK SOLVER 2,0 kullanilarak analiz edilmistir. EAA trapezoidal kural kullanilarak
hesaplanmistir. Doz orantisalliginin degerlendirilmesi i¢in basit dogrusal regresyon
analizi, tek yonlli varyans analizi, gii¢ modeli ve % 90 giliven aralifinda esdegerlik
kriteri yontemleri kullanilmistir. Doz orantisalligin i¢in analizler Microsoft Office
Excel programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Gruplar arasindaki farkin 6nemliligi
elde edilen p degerinin o yanilma diizeyinden biiyiikk (p>a; istatistiksel olarak

anlamsi1z) veya kiiciik (p<a; istatistiksel olarak anlamli) olmasma gore
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degerlendirilmistir.  Analitik ydntem i¢in ise  validasyon  Ol¢iitlerinin
degerlendirilmesinde varyasyon katsayist (VK) degerleri, dogruluk Olgiitii icin
ortalama bagil hata degerleri hesaplanmistir. Saglamlik Sl¢iitii Wilcoxon eslestirilmis

iki 0rnek testi ile test edilmistir.
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4 BULGULAR
4.1. RXB’nin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi
4.1.1. UV Spektrumu

RXB’nin UV spektrumu incelendiginde maksimum pik verdigi dalga boyu 249

nm olarak saptanmis (Sekil 4.1.) ve literatiirde yer alan veriler ile uyumlu bulunmustur.

0,430 T T T

0,400 m

0.200

0,200

Abs.

0,100

0,000

0,037 1 L 1
200,00 300,00 400,00 500,00 600,00
nm.

Sekil 4.1. RXB’nin ACN:su (80:20, h:h) i¢indeki ¢ozeltisine ait UV spektrumu.

Calismalarimiz sirasinda kullanilacak olan tiim analitik yontem ve validasyon

caligmalar1 249 nm dalga boyunda gerc¢eklestirilmistir.
4.1.2. IR Spektrumu

Elde edilen spektrum (Sekil 4.2.) literatiir bilgisi ile karsilastirildiginda RXB’a

ait fonksiyonel gruplara ait piklerin varligi goriilmustiir (247).
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4.1.3. Diferansiyel Taramalh Kalorimetre Analizi

Aliiminyum panlar icine yerlestirilen 6rnek ile 10°C/dk hizda 40-250°C
sicaklik araliginda azot atmosferi altinda RXB’nin DSC termogramlari incelendiginde

RXB’nin erime derecesi 233,5°C olarak bulunmustur (Sekil 4.3.).
= 60
5 ,A
o
- 40

40 90 140 190 240
Sicaklik °C

Sekil 4.3. RXB’a ait DSC Termogramu.

4.1.4. X-Istm1 Kirinnma Analizi

X-1s1m1 kirmim difraktograminda piklerin gézlenmesi RXB’nin kristal yapida

oldugunu gostermektedir (Sekil 4.4.).

9000
8000

2000
1000

10 15 20 25 30 35 40
20(derece)

Sekil 4.4. RXB’a ait X- 1sin1 kirmimi difraktograma.

4.1.5. Taramal Elektron Mikroskop Analizi

Farkli biiyiitme oranlarinda (x250, x500, x1000) kristal yapida RXB
partikiilleri gozlenmistir. Ayrica diizensiz kiibik sekilde partikiillere de rastlanmistir

(Sekil 4.5.). SEM goriintiileri incelendiginde 10 um ve 100 pm araliginda partikiillerin
varhig dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 4.5. RXB’nin baslangi¢ (t=0), ve 25 £2°C ve % 60+5 bagil nem ortaminda 6 ay
sonundaki SEM goriintiileri (x250, x500, x1000).

4.1.6. Coziiniirliikk Tayini
RXB etkin maddesinin ¢ozlintirliigli, i¢ farkli pH’da (pH 1,2, 4,5, 6,8) ve %

0,4 SDS igeren pH 4,5 tamponunda (10, 243) tayin edilmistir. Elde edilen bulgular

Tablo 4.1.’de sunulmustur.
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Tablo 4.1. RXB’nin farkli ortamlarda ¢oziiniirliik degerleri.

Coziiniirliik (ug/mL)
Coziiniirliik 1. saat 24. saat
Ortam
pH 1,2 8,11 + 0,64 8,75 +0,08
pH 4,5 7,55+ 0,07 9,41 +0,63
pH 6,8 4,82 +0,02 6,55 + 0,44
pH 4,5+%0,4 SDS 15,84 + 0,08 64,79+0,14

(Ortalama + SS; n= 3) SS; standart sapma
4.2. Etkin Maddenin Partikiil Bityiikliigii Tayini

RXB’nin ortalama partikiil biiytikligii d(0,1) i¢in 14,769+179 pum, d(0,5) igin
77,245+1794 pm ve d(0,9) i¢in 235,929+15,531 pum olarak bulunmustur (Sekil 4.6.).

6 i _\'x
.f; "1
5 H; X
— 4 /! \
s 3 1 \
£ / \
= 2 - \
S )7 \
I 1 i \
_-—“J.i \'\
%.01 0.1 1 10 100 1000 3000

Partikdl BUyuklGgl (um)

Sekil 4.6. RXB’nin partikiil biiyiikliigii dagilimi (n=20).

4.3. RXB’nin Stabilite Calismalar:

Stabilite ¢aligmalarinda 25+2°C ve % 60+5 bagil nem ortaminda ilk 12 aylik
stire boyunca 3’er aylik siireler i¢in 3 farkli seriye ait goriiniis, renk, koku degisimi
gbzlenmemistir. RXB’nin 6. ay sonundaki morfolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi
amaciyla SEM analizleri yapilmig x250, x500, x1000 biiyiitme oranlarindaki
goriintiileri Sekil 4.5°de verilmistir. RXB’nin 25+2°C ve % 60+5 bagil nem ortaminda
12 ay sonunda tayin edilen partikiil biiyiikliigii degerleri Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2. RXB’nin 25 £2°C ve %60+5 bagil nem ortaminda 12 ay sonundaki partikiil

biiyiikliigi.
Partikiil Biiyiikliigii (um)
d(0,1) d(0,5) d(0,9)
RXB 14,77 £0,02 7725+ 1,79 235,93 + 151,21
3.ay 16,35 + 1,85 76,68 + 14,08 274,90 + 22,48
6. ay 19,26 + 0,13 69,68 + 1,38 188,45 + 14,93
9.ay 14,35+3,56 73,22421,92 203,83+67,15
12.ay 15,15+4,44 78,84+26,00 212,82+77,12
%VK 12,41 4,89 15,07

(Ortalama + SS; n= 3) SS; standart sapma

RXB liyofilizasyon sonrasi ve 6 ay sonundaki X-1s1n1 kiriimi difraktogramlari

Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de verilmistir. RXB’nin 25°C+2°C ve % 60+£5 bagil nem

ortaminda 6. ay sonundaki IR spektrumu Sekil 4.9.’da verilmistir.
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Sekil 4.7. RXB’nin liyofilizasyon sonras1 X-1gin1 kirinimi difraktograma.
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Sekil 4.8. RXB’nin 25 £2 °C ve % 60+5 bagil nem ortaminda 6. ay sonundaki X-1sini
kirinimi1 difraktograma.



101

%T

994

24

82

a0

78 |

7h |

74 |

72

70

62 ]

[

64 |

62 ]

il ]

52

56 ]

54 ]

52

30

4174

334200

3065 40

286538

1Hee.238

Gam@w

lege 37
1427

184402

1731 80

151430

140788

121032

18298

111828

93052

64

21386

a2

F75.05

585

75581

4402

03

4000.0

3800

3200

2200 2400 2000 1200 1400 1400
el

1100

1000

200

£00.0

Sekil 4.9. RXB’nin 25°C£2 °C ve % 60+5 bagil nem ortaminda 6. ay sonundaki IR

spektrumu.
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Stabilite ¢aligsmalar1 kapsaminda baslangi¢ ve her ii¢ aylik donem igin in vitro
¢oziinme deneyleri gergeklestirilmistir. Deney sonucunda % ¢6ziinen RXB degerleri
zamana kars1 grafige gecirilmistir. RXB etkin maddesinin ¢6ziinmesine ait sonuglar f>
benzerlik testi ile karsilastirilmistir (Tablo 4.3.). Tayin edilen ¢éziinme profilleri Sekil
4.10.”da verilmistir.

18

16

14
£ 12
§ 10
S 8
X 6

4

2

0 /:

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zaman (Dakika)
———Baslangic ——3. ay 6.ay —<9.ay 12.ay

Sekil 4.10. RXB’nin baglangi¢ ve 25°C+2 °C, % 60+£5 bagil nem ortaminda pH 4,5
asetat tamponu+% 0,4 SDS ortamindaki in vitro ¢oziinme profilleri.

Tablo 4.3. RXB’nin ¢dziinme profilleri i¢in tayin edilen f> benzerlik faktorii degerleri.

Karsilastirma yapilan donemler f2
Baslangi¢ ( 0) ve 3. ay 91
Baslangic (0) ve 6. ay 91
Baglangic (0) ve 9. ay 85
Baslangi¢ (0) ve 12. ay 81

4.4, RXB’nin HPLC ile ACN: Su (80:20, h:h) ve % 0,4 SDS i¢eren pH 4,5

Fosfat Tamponu I¢indeki Miktar Tayini Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu

Etkin maddenin metanol ve ACN i¢indeki HPLC kromotogrami tayin edilmis
ve her iki ortamda maksimum absorbans verdigi dalga boyu 249 nm olarak
belirlenmistir. On ¢alismalardan elde edilen bulgularin 1s131nda RXB nin miktar tayini
ve validasyonu Bolim 3.2.7°de verilen kromatografik kosullar kullanilarak

gerceklestirilmistir.



103

4.4.1. Ozgiilliik

Analitik yontemin etkin maddeye 6zgiilliiglinii gostermek amaci ile ayni dalga
boyu araliginda RXB etkin maddesinin, formiilasyonda kullanilan yardimci
maddelerin  ve ¢Oziinme ortammm ayri ayrt HPLC  kromatogramlar
karsilastirildiginda ¢6ziinme ortamlarinin ve yardimci madelerin RXB’nin alikonma
zamaninda (yaklasik 3,6 dakika) pik vererek girisim yapmadiklart gézlenmistir. Elde
edilen bu sonuglar gelistirilen analitik yontemin 6zgiil oldugunu gostermektedir.(Sekil
4.11.-4.13)

mAU
15_:2-1&'!nm.-1nrm 1,658
103
5
— =
1 1 1 1 I 1 1 1 1 | I I I I I 1 1 1 1
00 25 50 75 dk

Sekil 4.11. SDS igeren (% 0,4 a/h) pH 4,5 asetat tamponuna formiilasyon
calismalarinda kullanilan stabilizanlarin (P 603, P 127) % 0,4 (a:h) konsantrasyondaki

¢ozeltisinin eklenmesi ile elde edilen HPLC kromatogrami (mobil faz:ACN:su
(55:45,h:h): dalga boyu: 249 nm; alikonma zamani: 1,658 dKk).

maAlLl
1249 (1.00) .
15[]—:2-1hl1m4ﬂm (1.0:0) 3630
1004
i U
50
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03 F
| 1 1 1 1 ] T T T T | T T T T |
0.0 258 a0 dkc.

Sekil 4.12. ACN:su (80:20, h:h) ¢oziicii sisteminde 80 pg/mL konsantrasyonda
hazirlanan RXB’nin enjeksiyonuyla elde edilen HPLC kromatogrami (mobil faz:
ACN:su (55:45,h:h): dalga boyu: 249 nm; alikonma zamani: 3,620dk).
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Sekil 4.13. SDS igeren (% 0,4 a/h) pH 4,5 asetat tamponuna RXB (80 pg/mL) ilave
edildikten sonra elde edilen HPLC kromatogrami (mobil faz: ACN:su (55:45,h:h):
dalga boyu: 249 nm; alikonma zamani: 3,657dK).

4.4.2. Dogrusallik

SDS (% 0,4) igeren pH 4,5 asetat tamponu ve 80:20 (ACN:Su, h:h) ortaminda
2,5-40 pg/mL konsantrasyon aralifinda hazirlanan RXB ¢ozeltileri i¢in elde edilen
kalibrasyon dogrularmin determinasyon katsayilart 1’e yakin bulunmustur. Bu
sonuclar RXB igin pik alanlar ile konsantrasyonlar arasindaki iligkinin dogrusal
oldugunu gostermektedir. RXB’nin kalibrasyon dogrulari Sekil 4.14. ve 4.15.de,
dogrusallik bulgulari ise Tablo 4.4.’de verilmistir.

700000
600000
500000
400000

300000

Pik Alanm

y = 12858x + 1868,7
R2=1
200000

100000

0

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

Sekil 4.14. RXB’nin % 0,4 SDS igeren pH 4,5 asetat tamponundaki kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (Ortalama + Standart Hata (SH); n=6).
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Sekil 4.15. RXB’nin ACN:Su (80:20, h:h) ¢oziicii ortamindaki kalibrasyon dogrusu
ve denklemi (Ortalama + SH; n=6).

Tablo 4.4. RXB’ye ait dogrusallik bulgulari.

Parametre % 0,4 SDS iceren pH
ACN:Su (80:20, h:h)
4,5 asetat tamponu

Dogru denklemi y=12858x+1868,7 y=12667x+615,48
Determinasyon katsayist (R?) 1 0,9996
Egimin standart hatasi 18,98 97,58
Kesisimin standart hatasi 386,36 1985,62
Dogrusallik araligt (pg/mL) 2,5-40 2,5-40
Nokta sayist 8 8

LOD (pug/mL) 0,17 0,85

LOQ (ng/mL) 0,51 2,5

4.4.3. Dogruluk

RXB tayininde kullanilan analitik yonteminin dogrulugunun gosterilmesi
amaciyla yapilan ¢alismalara ait bulgular Tablo 4.5. ve Tablo 4.6.’da verilmistir. Her

bir konsantrasyon i¢in hesaplanan % VK % 2’den kii¢iik bulunmustur.



Tablo 4.5. RXB’nin ACN:Su (80:20,h:h) i¢indeki dogruluk sonuglari.
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Eklenen Konsantrasyon Tayin edilen %OBH
(ng/mL) Konsantrasyon (ug/mL)
5125 19,919 39,783 2,50 -041 -054
4988 19,923 39970 -0,24 -0,39 -0,08
. 20 40 5070 20,526 40,868 1,40 2,63 2,17
5,058 20,895 41,000 1,16 4,48 2,50
4967 20,402 40,339 -0,65 2,01 0,85
4988 20,408 40,396 -0,24 2,04 0,99
Ortalama 5,033 20,345 40,393 0,65 1,73 0,98
SS 0,061 0,375 0,479
VK (%) 1,218 1,842 1,186

(Ortalamaz (SS); n=6). VK; Varyasyon katsayisi, % OBH; Ortalama Bagil Hata [=% OBH= (A-B)/ B
x100 A;Tayin edilen konsantrasyon B; Gerg¢ek konsantrasyon

Tablo 4.6. RXB’nin % 0,4 SDS igeren pH 4,5 tamponundaki dogruluk sonuglari.

Eklenen Konsantrasyon Tayin edilen %OBH
(ng/mL) Konsantrasyon (ng/mL)
4,943 19,743 39,903 -1,14 -1,29 -0,24
5,007 19,869 40,344 0,15 -0,65 0,86
. 20 40 5010 20,073 39,931 021 0,37 -0,17
5,000 20,261 40,054 -0,01 1,31 0,13
5,054 20,323 39,996 1,07 1,62 -0,01
4,947 19,961 39,474 -1,06 -0,19 -1,32
Ortalama 4,993 20,038 39,950 -0,13 0,19 -0,12
SS 0,042 0,226 0,282
VK (%) 0,842 1,126 0,706

(Ortalamat SS; n=6). VK; Varyasyon katsayisi, % OBH; Ortalama Bagil Hata [=% OBH= (A-B)/ B
x100 A;Tayin edilen konsantrasyon B; Ger¢ek konsantrasyon
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4.4.4. Kesinlik

Kesinlik ii¢ diizeyde degerlendirilmistir; tekrar edilebilirlik, ara kesinlik, tekrar
elde edilebilirlik Analitik yontemin kesinligini gostermek i¢in ortalama deger SS ve

% VK degerleri hesaplanmistir.
e Tekrar Edilebilirlik

RXB’nin tayininde kullanilan analitik yOnteminin tekrar edilebilirliginin

gosterilmesi amaciyla yapilan ¢alismalara ait bulgular Tablo 4.7.’de verilmistir.
e Ara Kesinlik

RXB’nin tayininde kullanilan analitik yonteminin ara kesinliginin gdsterilmesi

amaciyla yapilan ¢aligmalara ait bulgular Tablo 4.8.’de verilmistir.
e Tekrar Elde Edilebilirlik

RXB’nin tayininde kullanilan analitik yonteminin tekrar elde edilebilirliginin

gosterilmesi amaciyla yapilan ¢alismalara ait bulgular Tablo 4.9.’da verilmistir.

Tablo 4.7. RXB’nin miktar tayini yontemlerine ait tekrar edilebilirlik sonuglari.

pH 4,5 asetat tamponu ACN:Su (80:20,h:h)
+ 9% 0,4 SDS

Eklenen
Konsantrasyon Tayin Edilen Konsantrasyon (ng/mL)
(ng/mL)

4,943 20,029 40,395 4,967 19,666 39,121

4,939 20,006 40,340 4,972 19,576 39,381

4,956 20,021 40,289 4,865 19,559 39,121
5 20 40

4,928 20,027 40,275 4910 19,620 39,068
4,927 20,027 40,339 4,872 19,617 39,093
4,920 20,012 40,309 4,893 20,413 38,984

Ortalama 4,936 20,020 40,324 4913 19,742 39,128
SS 0,013 0,009 0,043 0,047 0,331 0,134
VK (%) 0,264 0,046 0,108 0,947 1,676 0,342

(OrtalamatSS; n=6).
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Tablo 4.8. RXB’nin miktar tayini yontemlerine ait ara kesinlik sonuglari.

pH 4,5 asetat tamponu +% 0,4 ACN:Su (80:20, h:h)
SDS
Konsantrasyon (ng/mL)
Giin 5 20 40 5 20 40
1 5,000 20,038 39,950 5,128 20,170 40,297
2 5,033 20,202 40,471 5,070 20,013 40,010
3 5275 20,597 40,824 5,037 20,487 41,025
Ortalama 5,103 20,279 40,415 5,078 20,223 40,444
SS 0,150 0,287 0,440 0,046 0,242 0,523
VK (%) 2,942 1,416 1,088 0,910 1,195 1,294

(OrtalamazSs; n=3).

Tablo 4.9. RXB’nin miktar tayini yontemlerine ait tekrar elde edilebilirlik sonuglari.

pH 4,5 asetat tamponu+%o 0,4 ACN:Su(80:20,h:h)
SDS
Konsantrasyon (ng/mL)
5 20 40 5 20 40

1 5,094 20,551 40,966 5,125 19,919 39,783

2 5,061 20,650 40,758 4,988 19,923 39,970

3 4,997 20,588 40,810 5,070 20,526 40,868

4 5,027 20,645 40,807 5,058 20,895 41,000

) 5031 20,573 40,813 4,967 20,402 40,339

6 4,990 20,577 40,792 4,988 20,408 40,396
Ortalama 5,033 20,597 40,824 5,033 20,345 40,393
SS 0,039 0,041 0,072 0,061 0,375 0,479
VK (%) 0,775 0,198 0,177 1,218 1,842 1,186

(OrtalamatSs; n=6).



4.4.5. Duyarhhk

109

Etkin maddenin tayininde kullanilan analitik yontemin LOD ve LOQ degerleri

Tablo 4.4.de, verilmistir.

4.4.6. Stabilite

RXB’nin analiz siiresi boyunca ¢ozelti igindeki stabilitesini gostermek

amaciyla 5, 20 ve 40 pg/mL konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandiktan hemen

sonra, 12 saat,

gerceklestirilen miktar tayini degerleri Tablo 4.10.’da verilmistir.

Tablo 4.10. RXB’nin analiz siiresince stabilite sonuglari.

24 saat sonunda ve 24 saat boyunca +4°C’de tutulduktan sonra

% 0,4 SDS pH 4,5 asetat tamponu

Konsantrasyon 24. saat VK
0. saat 12. saat 24.saat Ortalama SS

(ng/mL) (+4C°) (%)

5 5,461 5266 5,174 5230 5,283 0,108 2,042

20 21,498 20,479 20,494 20,609 20,770 0,423 2,039

40 42 832 42 597 42,777 41,294 42,375 0,630 1,488

ACN:Su (80:20,h:h)

Konsantrasyon 24. saat VK
0. saat 12. saat 24.saat Ortalama SS

(ng/mL) (+4C°) (%)

10 10,490 10,468 10,464 10,165 10,397 0,134 1,293

20 20,650 20,636 20,580 20,553 20,605 0,040 0,192

40 40,758 40,835 40,841 40,614 40,762 0,091 0,224

(OrtalamatSs; n=3).

4.4.7. Saglamhk

RXB’nin miktar tayini yonteminin saglamligin test etmek amaci ile akis hiz1

degistirilmistir. 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 30, 40 ng/mL konsantrasyonlarda 1 seri standart

¢ozelti hazirlanmis ve 1,2 mL/dk ve 1,18 mL/dk akis hizinda konsantrasyona kars1 pik

alanlar1 HPLC’de dl¢iilmiistiir. Ol¢iim sonuglar1 arasinda anlamli fark olup olmadig
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Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi ile test edilmis ve iki es arasindaki farkin 6nemli

olmadigi (p> 0,05) bulunmustur.

4.5. HBSS’de RXB’nin LC/MS/MS ile Miktar Tayini ve Kromotografik

Kosullarin Belirlenmesi

RXB’nin yapisini agiklamak i¢in oncelikle kiitle spektrumu ¢aligsmalarina tabi
tutulmustur. Pozitif ESI modunda RXB kiitle spektrumunda 437 m/z’de en fazla
iyonlagma goriilmustiir (Sekil 4.16.).

10 [#ES1 Sean (2:249-2352 min, 14 Scans) Frag=135 0V CF=0000 DF=D000 RS
4 157000
175 i
35
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25
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) o i ried Lu e I T
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Counts vs. Mass-to-Charge (mz)

Sekil 4.16. Pozitif ESI altinda RXB iyonlarinin kiitle spektrumu (437 m/z).

Literatiirde RXB kiitle spektrumunda 435,9, 436, 436,1 m/z’de iyonlasma
goriilmistiir elde edilen veri literatiir ile uyumlu bulunmustur (210, 228, 248) .

RXB’nin 437 m/z i¢in % 0,1 formik asit igeren su ve % 0,1 formik asit iceren
ACN karisimli hareketli fazdaki kromatogramlar: alinmistir. Fregman voltaj taramasi
0-200 V arasinda yapilmis ve en yiiksek sinyal 437 m/z i¢in 176,0 V olarak
belirlenmistir. RXB piki 2,301 dakikada elde edilmistir (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. RXB’nin pozitif ESI’da % 0,1 formik asit iceren su ve % 0,1 formik asit
iceren ACN karisimli hareketli fazdaki kromatograma.

RXB’nin 10 ug/mL stok ¢ozeltisinden hareket ile 100 ng/mL’lik ¢ozeltisi
hazirlanarak optimum fregmantasyon voltajinda (176 V) 437,0 m/z i¢in SIM (Tek iyon
izleme, single iyon monitoring) kromatogrami alinmistir ve 2,302 dk’da pik elde
edilmistir (Sekil 4.18.).

x108 [+ESIEIC(437.1000) SIM Frag=170.0v CF=0.000 DF=0.000 R9.4

7 20

URSURN T T USRS T O T OSSR T
010203040506070809 1 1112131415186 17 1819 2 21222324 2526272829 3 31323334 3536373839 4 4142 43 4445 46 47 48 49
Counts vs. Acguisition Time (min)

Sekil 4.18. RXB’nin 437 m/z i¢in 176 V fregman voltajinda SIM kromotogramu.

MS? denemeleri 176 V freg voltaji ile yonlendirilen 437 m/z carpisma
hiicresinde (collusion cell) pargalanmaya ¢alisilmistir. 0-50 degerleri arasinda

carpisma enerjisi taranmis ve herhangi bir {irlin iyonu elde edilememistir. 45 enerjide
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elde edilen MS? spektrumu Sekil 4.19.’da verilmistir. Ana iyon 437 m/z parcalanarak

azalmis ama herhangi bir {irlin iyon olugsmamustir.

>
=

+ES1 Product on:1 (2.250-2.352 min, 11 Scans) Frag=176.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@45.0 (437 0000 > *) R15.d
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Counts vs. Mass-to-Charge (mz)

Sekil 4.19. RXB’nin 176 V freg voltaj1 ile kiitle spektrumu.

40 enerjide elde edilen MS? spektrumunda ana iyonun 437 m/z’de diisiik enerjide
parcalanmamis hali Sekil 4.20.’de goriilmektedir.
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+ESI Product lon:2 (2.252-2.355 min, 11 Scans) Frag=176,0v CF=0.000 DF=0,000 CID@40.0 (437.0000-> **) R15.d
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Sekil 4.20. RXB’nin 40 enerjide kiitle spektrumu.

RXB’nin negatif ESI iyonlagsmada gbzlenen MS spektrumunda ise RXB’nin

ana iyon sinyali 434,9 m/z olarak bulunmustur (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.21. RXB’nin negatif ESI modunda % 0,1 formik asit su ve % 0,1 formik
asit ACN karisimli hareketli fazdaki kiitle spektrumu.

Negatif ESI modunda 434,9 m/z % 0,1 formik asit su ve % 0,1 formik asit
asetonitril karigimli hareketli faz daki kromatogrami alinmis (Sekil 4.22.) ve S/N
(sinyal/giiriiltii) oran1 pozitif ESI’de elde edilen pikten kiigiik oldugu i¢in pozitif ESI

uygulamaya karar verilmistir.

-ESI EIC(434.9000) Scan Frag=135.0v CF=0.000 DF=0.000 R6.d
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Sekil 4.22. RXB’nin negatif ESI’da % 0,1 formik asit i¢eren su ve % 0,1 formik asit
iceren ACN karigimli hareketli fazdaki kromatograma.

Ancak % 0,1 formik asit igeren su ve % 0,1 formik asit iceren ACN karisiminda
herhangi bir iyon pargalanmasi goriilmedigi i¢in mobil faz degistirilmistir. Mobil faz
olarak 10 mM amonyum format i¢eren su:ACN karisimi1 ve % 0,1 formik asit ve 10
MM Amonyum format iceren su:ACN karisimi kullanilarak yeniden denemeler

yapilmigtir. RXB’nin 437 m/z igin her iki hareketli fazda kromatogrami almmustir. Ug
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farkli mobil faz ile yapilan denemeler sonucunda sinyal giiriiltii oran1 en iyi ¢ikan
ortam olan 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit i¢eren su:ACN karigimi
mobil faz olarak belirlenmistir. RXB’nin 4.4 dakikada piki elde edilmis, ancak 0- 50
degerleri arasinda c¢arpigsma enerjisi taranmis ve herhangi bir iirlin iyonu elde
edilememistir. Ancak MS? denemeleri 135 V freg voltaji ile yonlendirilen 435,9 m/z
carpisma hiicresinde (collusion cell) pargalanmaya g¢alisilmistir. Ana iyon 435,9 m/z
parcalanmamis herhangi bir iirlin iyon olusmamustir.

Piklerde kuyruklanma oldugu, diizgiin pik elde edilemedigi icin standart
cozeltiler metanol:su:perklorik asit (50:33:17, v:viv) c¢ozeltisi ile 1:1 oraninda
muamele edilerek yeniden kromatogrami alinmistir. Fregman voltaj taramasi 0-200 V
arasinda yapilmis ve en yiiksek sinyal 436 m/z igin 144 V olarak belirlenmistir. MS?
denemeleri 144 V freg voltaji ile yonlendirilen 436 m/z ¢arpisma hiicresinde (collusion
cell) parcalanmaya caligilmistir. 144,7 m/z ve 231,0 m/z’de pargalanma iyonlari
goriilmiistiir. Calismalarimiza mobil faz olarak 10mM amonyum format ve % 0,1
formik asit iceren su:ACN karisimi kullanilmasina, standartlarin ve numunelerin
metanol:su:perklorik asit (50:33:17, v:iviv) ¢ozeltisi ile seyretilmesine karar
verilmistir. RXB’a ait +ESI’daki % 0,1 formik asit iceren su ve % 0,1 formik asit
igeren asetonitril karigimli hareketli fazdaki kromatogrami ve kiitle spektrumu Sekil

4.23. ve 4.24.°de verilmistir.

x102 [+ESI TICMRM CF=0.000 DF=0.000 (** > **) 37.d

0102 0304 0506070809 1 1112 1314 151617 18 19 2 2122 2324 2526272829 3 31323334 2536873839 4 41424344 4545 474549 5 515253 54 55 5657 5859 0 61 6263
Caurts (%) vs. Acquistion Time (mir)

Sekil 4.23. RXB’nin +ESI’da 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit i¢eren su
ACN karigimi hareketli fazdaki kromatograma.
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x102 [+ESI MRM (4411 min) Frag=144.0 CF=0.000 DF=0.000 CID@25.0 (436.0000 -> *) 57.d
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Sekil 4.24. RXB’nin +ESI’da 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit iceren su
ACN karisimi hareketli fazdaki kiitle spektrumu.

On caligmalardan elde edilen bulgularin 1s13inda RXB’nin LC/MS/MS ile
miktar tayininde asagida verilen kromatografik kosullarinin kullanilmasina karar

verilmigtir.

HPLC: Agilent 1290 6460 Triple Quadrupole LC/MS/MS

Kolon: ZORBAX Eclipse plus C18 (2,1 mm x 50 mm, 1,8um)

Mobil faz: 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit igeren su:zACN(80:20,h:h)
Zaman (dk)  Su (v) ACN(V)

0 80 20
6 60 40
7 80 20

Akis hizi: 0,35 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi: 5 uL
Kolon Sicakhigi: 40 °C

4.5.1. Ozgiilliik

Analitik yontemin etkin maddeye 6zgiilliigiinii gostermek amac ile ayni dalga
boyunda RXB etkin maddesinin ve ACN’e ait kromatogramlar1 tayin edilerek
karsilastirilmistir. LC/MS/MS kromatogramlart  ve  kiitle spektrumu

karsilastirlldiginda ¢oziinme ortamlarinin  ve RXB’nin  pik vererek girisim
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yapmadiklar1 gézlenmistir. Elde edilen bu sonuglar gelistirilen analitik yontemin 6zgiil
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.25.-4.28.).

+ MRM (436.0 -> 144.7) S26-r001.d

£ x10 3 | 4.326 min. 436.0 -> 144.7 , 436.0 - 231.0
s 2 3 o=
3 sl g %10 3 | Ratio = 16.3
] I+ 9
751 8.5
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5.5 6
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4.5 5|
4 4.5
35 4
34 3.5
251 3
5 2.5
2
1.5
1.5
1 1
0.5 0.5 /
0+ — 0 . S
0.5+ 0.5
41 42 43 44 45 48 47 48 49 a1 a2 43 44 45 a6 47 48 49
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Sekil 4.25. RXB’nin +ESI’da 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit iceren su
ACN karigimi hareketli fazdaki kromatograma.

+ MRM (4.212-4.529 min, 86 scans) (436.0 -> **} S26-r001.d
x10 47 144.7

2
= s
(]
7.5
74
6.5
5
5.5
54
4.5
4
3.5
3
2.5
5
154 231.0
14
0.5+ 436.0
ol | .

150 200 250 300 350 400 450
Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.26. RXB’nin 144,7 m/z ve 231 m/z ‘de kiitle spektrumu.
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+ MRM (436.0 -> 144.7) ACN-r002.d

£ %103 4836.0 > 144.7 , 436.0 > 231.0
& 1.2 % x10 3_ Not Found
1.154 S 1.154
119 1.1
1.05 1.054
09;_ Ny
0.9 0.957
o
0.3+ 0.8
Ogg’ 0.75
ocel 0.7
0.6 0'052:
0.55- :
0.5 0.551
0.5
0642_ 0.45-|
035+ 0.0
0.3 0.5
0.25-
ool 0.25
0.15- 024
o
0.05- — .05
41 42 43 44 45 46 47 48 49 41 42 43 44 45 46 47 a8 49
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Sekil 4.27. ACN’in +ESI’da 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit i¢eren su
ACN karigimi hareketli fazdaki kromatograma.

+ MRM (3.318-5.318 min, 540 scans) (436.0 -> **) ACN-r002.d
g x10 4
g 4
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74
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5_
4.5
4
3.5
3
2.5
o
1.5

1

0.5+ ‘ 436.0
o4 —1, . : . . —
150 200 250 300 350 400 450

Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.28. ACN’¢ ait 144,7 m/z ve 231 m/z ‘de kiitle spektrumu.
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4.5.2. Dogrusallik

Konsantrasyonlar ve bunlara karsilik gelen pik alanlarinin regresyon analizi
yapilarak determinasyon katsayisi, y-eksenini kesme degeri (intersept), ve regresyon
dogrusunun egimi hesaplanmistir. RXB’nin kalibrasyon dogrusu Sekil 4.29.’da ve

dogrusallik bulgulari ise Tablo 4.11.’de verilmistir.

80000
70000
60000

£ 50000

< 40000

=~

& 30000

y = 243,3x + 188,98

20000 R2 = 0.9994
10000
0
0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.29. RXB’nin 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit igeren su asetonitril
karigim1 hareketli fazdaki kalibrasyon dogrusu (Ortalama+SH; n=6).

Tablo 4.11. RXB’nin LC/MS/MS miktar tayini yontemine ait dogrusallik bulgulari.

Parametre

Dogru denklemi y=243,3x+188,98
Determinasyon katsayis1 (R?) 0,9994
Egimin standart hatasi 4,34x10714
Kesisimin standart hatasi 4,98x1071?
Dogrusallik araligi (ng/mL) 1,25-250
Nokta sayist 6

LOQ (ng/mL) 1,05

RXB i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusunun determinasyon katsayisi 1’e
yakin bulunmustur. Bu sonuglar RXB i¢in calisilan konsantrasyon araliginda pik

alanlar ile konsantrasyonlar arasindaki iligkinin dogrusal oldugunu gostermektedir.
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4.5.3. Dogruluk

RXB tayininde kullanilan analitik yonteminin dogrulugunun gosterilmesi
amaciyla yapilan c¢alismalara ait bulgular Tablo 4.12. de verilmistir. Her bir
konsantrasyon icin hesaplanan ortalama bagil hata degeri % 20’den kiiciik

bulunmustur.

Tablo 4.12. RXB’nin LC/MS/MS 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit igeren
Su:ACN (80:20,h:h) i¢indeki dogruluk sonuglari.

Eklenen ) _
Tayin edilen Konsantrasyon
Konsantrasyon %OBH
(ng/mL)
(ng/mL)
1,242 22,175 235,898 0,656 12.738 5.978
1,226 21,892 234,338 1,920 14.197 6.684
125 25 250

1,141 22,103 237,287 9,528 13.109 5.358
1,183 25,296 242,546 5,643 -1.171 3.073
1,350 24,662 239,961 -7,430 1.369 4.183
1,202 24,652 243,156 3,987  1.410 2.815

Ortalama 1224 23464 238864 2,384 6942 4,682

SS 0,071 1,561 3,604
VK (%) 5,807 6,655 1,509

(OrtalamatSS; n=6). VK; Varyasyon katsayisi, % OBH; Ortalama Bagil Hata [=% OBH= (A-B)/ B
x100 A;Tayin edilen konsantrasyon B; Gergek konsantrasyon

45.4. Kesinlik

Kesinlik tli¢ diizeyde degerlendirilmektedir: tekrar edilebilirlik, ara kesinlik,
tekrar elde edilebilirlik. Analitik yontemin kesinligini gostermek i¢in ortalama deger
SS ve % VK degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar en diisiik konsantrasyon

i¢in % 20’den diger konsantrasyonlar igin % 2’den diisiik bulunmustur.
e Tekrar Edilebilirlik

RXB’nin tayininde kullanilan analitik yOnteminin tekrar edilebilirliginin

gosterilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalara ait bulgular Tablo 4.13.’de verilmistir.
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Tablo 4.13. RXB’nin LC/MS/MS miktar tayini yontemine ait tekrar edilebilirlik

sonuglart.
Tekrar  Konsantrasyon (ng/mL)
Sayis1 1,25 25 250
1 1,318 22,296 208,538
2 1,373 22,217 210,546
3 1,348 22,173 213,182
4 1,139 22,268 217,663
5 1,228 22,192 217,496
6 1,182 21,915 217,160
Ortalama 1,108 22,177 214,098
SS 0,095 0,136 3,949
VK(%) 8,613 0,615 1,845

(Ortalama+SS; n=6).

e AraKaesinlik

RXB i¢in gelistirilen yontemin ara kesinliginin saptanmasi i¢in, giinler arasi

farkliliklar degerlendirilmistir. RXB tayininde kullanilan analitik yonteminin ara

kesinliginin gosterilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalara ait bulgular Tablo 4.14.’de

verilmistir.

Tablo 4.14. RXB’nin LC/MS/MS miktar tayini yontemine ait ara kesinlik sonuglari.

Konsantrasyon (ng/mL)

Giin 1,25 25 250
1.Glin 1,245 22,057 291,543
2.Glin 1,282 21,721 284,704
3.Glin 1,270 22,177 298,514
Ortalama 1,266 21,985 291,587
SS 0,015 0,193 5,638
% VK 1,202 0,877 1,934

(OrtalamazSs; n=3).
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RXB’nin tayininde kullanilan analitik yonteminin tekrar elde edilebilirliginin

gosterilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalara ait bulgular Tablo 4.15.”de verilmistir.

Tablo 4.15. RXB’nin LC/MS/MS tayini yontemine ait tekrar elde edilebilirlik

sonuglart.
Konsantrasyon (ng/mL)

Tekrar Sayis1 1,25 25 250

1 1,265 24,870 233,414
2 1,203 24,582 233,900
3 1,245 24,558 241,888
Ortalama 1,238 24,670 236,401
SS 0,031 0,174 4,758
VK (%) 2,541 0,704 2,013

(OrtalamazSS; n=3)

455, Kararhhk

RXB’nin analiz siiresi boyunca c¢ozelti igindeki kararliligini gostermek

amaciyla 1,25, 25 ve 250 ng/mL konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandiktan

hemen sonra; 3 saat, 12 saat sonunda bekletilen standart ¢ozeltiler i¢indeki etkin

madde miktarlarina ait veriler Tablo 4.16.’da verilmistir.

Tablo 4.16. RXB’nin LC/MS/MS ile miktar tayininde analiz siiresince stabilite

sonuglart.

Zaman (Saat)

Konsantrasyon O.saat 3.saat 12.saat Ortalama SS %VK
(ng/mL)

1,25 1,245 1,285 1,183 1,238 0,051 4,154
25 24870 24558 22,229 23,886 1,444 6,044
250 241,888 233,900 217,440 231,076 12,466 5,395

(OrtalamatSs; n=3)
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4.5.6. Sistem Uygunluk Testleri

Gelistirilen analiz yontemi igin sistem uygunluk testleri i¢cin LC/MS/MS
dedektor sistemine enjeksiyon sonucu elde edilen bulgular Tablo 4.17.’de verilmistir.

Elde edilen veriler sistem uygunlugunun saglandigini gostermektedir.

Tablo 4.17. RXB’nin LC/MS/MS ile miktar tayininde sistem uygunluk parametreleri.
Kabul

~_ Sonuglar
Parametre Kriteri

Standart enjeksiyonun % VK <%?2 0,615

Teorik plaka Sayisi >2,000 9915
Simetri faktori <2 1,20
Kapasite faktorii k'>2 14
Kuyruklanma faktorii <2 1

%VK: Varyasyon Katsayisi

4.6. Tavsan plazmasindan RXB’nin LC/MS/MS ile Miktar Tayini

Yontemi Gelistirme ve Validasyonu

RXB’nin in vivo biyoyararlanim g¢aligmalarindan elde edilecek orneklerin
analizleri i¢in Pozitif elektro sprey iyonlastirma (+ESI) modunda RXB kiitle
spektrumunda 436 m/z’de en fazla iyonlagma goriilmiistiir. RXB ve i¢ standarda ait

prekiirsor iyon ve ¢arpisma sonucu elde edilen tiriinler Tablo 4.18.’de verilmistir.

Tablo 4.18. RXB ve i¢ standartin iyonlagma tirlinlerine iliskin bilgiler.

Prekiirsor Uriin Carpisma
enerjisi (eV)

RXB 436,0 1450 -16,0
RXB 436,0 2310 -37,0
IS 628,4 3320 -34,0

Y 6ntemin validasyonuna yonelik dogrusallik, dogruluk, kesinlik, se¢icilik,

duyarlilik bulgular1 asagida verilmistir.
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4.6.1. Dogrusallik

Boliim 3.2.9.°da belirtildigi sekilde RXB’nin 2,5-1000 ng/mL konsantrasyon
araligindaki g¢ozeltilerine ait pik alanlari ile 100 pg/mL dabigatrana ait pik alanlari
oranlanarak konsantrasyona karsi grafige gecirilmistir (Sekil 4.30.). Regresyon analizi
sonucu dogrunun determinasyon katsayis1 12=0,991, egimin ve kesim noktasinin

standart hatas1 Tablo 4.19.’da gosterilmistir.

0,5
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o
© w
w o
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Oran(RXB/DBT)
o
N
(621

0.2 R =0,9908
0,15
0,1
0,05
0
0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon(ng/mL)

Sekil 4.30. RXB’nin tavsan plazmasindaki kalibrasyon dogrusu (Ortalama+SH; n=3).

Tablo 4.19. RXB’nin plazmadan LC/MS/MS yontemiyle tayinine ait dogrusallik
bulgulari.

Parametre Sonug

Dogru denklemi y=4,073x10"x+1,959x107
Determinasyon katsayis1 (R?) 0,991

Egimin standart hatasi 1,485x10°

Kesisimin standart hatasi 5,698x10°°

Dogrusallik araligi (ng/mL) 2,5-1.000

Nokta sayisi 9

LOQ (ng/mL) 2,5
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RXB i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusunun determinasyon katsayisi 1’e
yakin bulunmustur. Bu sonuglar RXB igin ¢aligilan konsantrasyon araliginda pik alani

oranlar1 ile konsantrasyonlar arasindaki iliskinin dogrusal oldugunu géstermektedir.
4.6.2. Dogruluk

RXB’nin tayininde kullanilan analitik yonteminin dogrulugunun gosterilmesi
amactyla yapilan caligmalara ait bulgular Tablo 4.20.’de verilmistir. Her bir
konsantrasyon icin hesaplanan ortalama bagil hata degeri % 15°den kiiciik

bulunmustur

Tablo 4.20. RXB’nin plazmadan LC/MS/MS yontemiyle tayinine ait dogruluk
bulgulari.

Eklenen Konsantrasyon Tayin Edilen %OBH
(ng/mL) Konsantrasyon
(ng/mL)

10 100 500

9,28 107,41 49787 -7,22 741 -0.43
10 100 500 9,27 85,88 43533 -7,31 -14.12 -12.93
8,88 89,65 548,01 -11,25 -10.35 9.60

Ortalama 914 9431 49374 -859 569  -1,25
SS 023 1150 56,45
VK (%) 252 1219 11,43

OrtalamatSS; n=3. VK; Varyasyon katsayisi, % OBH; Ortalama Bagil Hata [=% OBH= (A-B)/ B x100
A;Tayin edilen konsantrasyon B; Gergek konsantrasyon

4.6.3. Kesinlik

Kesinlik iki diizeyde degerlendirilmektedir: tekrar edilebilirlik ve ara kesinlik.
Analitik yontemin kesinligini gostermek i¢in ortalama deger, SS ve % VK degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar en diisiik konsantrasyon i¢in % 20’den diger

konsantrasyonlar i¢in % 15’den diisiik bulunmustur.
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e Tekrar Edilebilirlik

RXB’nin tayininde kullanilan analitik yOnteminin tekrar edilebilirliginin
gosterilmesi amaciyla giin i¢i kesinlik degerlendirilmis yapilan ¢aligmalara ait bulgular

Tablo 4.21.’de verilmistir.

Tablo 4.21. RXB’nin plazmadan LC/MS-MS yontemiyle tayinine iliskin tekrar
edilebilirlik bulgular

Eklenen Konsantrasyon  Tayin Edilen Konsantrasyon
(ng/mL) (ng/mL)
10 100 500
11,72 108,14 496,62
17,68 97,33 501,14
10 100 500 16,15 94,06 455,75
17,70 102,74 484,93
1556 99,05 438,21

Ortalama 1576 100,26 475,33
SS 245 540 27,26
VK (%) 1553 5,39 5,74

(OrtalamatSs; n=5)

e AraKaesinlik

RXB i¢in gelistirilen yontemin ara kesinliginin saptanmasi i¢in giinler arasi
farkliliklar degerlendirilmistir. RXB tayininde kullanilan analitik yonteminin ara
kesinliginin gosterilmesi amaciyla yapilan caligmalara ait bulgular Tablo 4.22.°de

verilmistir.



126

Tablo 4.22. RXB’nin plazmadan LC/MS/MS yo6ntemiyle tayinine ait ara kesinlik

bulgulari.

Eklenen Konsantrasyon Tayin Edilen Konsantrasyon
(ng/mL) (ng/mL)

10 100 500

9,28 107,41 497,87
10 100 500 9,27 85,88 435,33

8,88 89,65 548,01
Ortalama 9,14 94,31 493,74
SS 0,23 11,50 56,45
VK(%) 2,52 12,19 11,43

(OrtalamazSS; n=3)

4.6.4. Ozgiilliik

Bos plazma ve plazmaya RXB ilavesi ile elde edilen kromatogramlar Sekil

4.31., Sekil 4.32., Sekil 4.33. ve Sekil 4.34.’de verilmis olup RXB’nin alikonma zaman

araliginda herhangi bir pik goriilmemistir.
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Sekil 4.31. Metanol i¢indeki bos plazmaya ait kromatogram.
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[T:436,005231,00(+) CE -37,0

Sekil 4.32. ACN icindeki bos plazmaya ait kromatogram.

60000-1-735,005145,00(+) CE. -16,0
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Sekil 4.33. ACN i¢indeki 1000 ng/mL konsantrasyondaki RXB’ye ait
kromatogram.
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Sekil 4.34. Metanol icindeki 1000 ng/mL konsantrasyondaki RXB’ye ait
kromatogram.

4.6.5. Duyarhhk

RXB’nin in vivo miktar tayini i¢in tayin edilebilirlik alt sinir1 olarak en kii¢iik

kalibrasyon noktasi 2,5 ng/mL olarak belirlenmistir.
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4.7. Nanokristal Formiilasyonu Hazirlanmasinda Kullanilacak Yontem ve

Stabilizanlarin Belirlenmesi i¢in Yapilan On Cahsma Sonuglar

4.7.1. Farkh Stabilizanlar Kullanilarak ve Tek Yontem ile Hazirlanan

Formiilasyona Iliskin Sonuclar

RXB ve SDS, P 127, HPMC 60 cps ile UT yontemi, UP ydntemi ve BD

yontemi ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iliskin parametreler ve

liyofilizasyon Oncesi ve sonrasi tayin edilen ortalama partikiil biiyiikligi degerleri

Tablo 4.23.”de verilmistir.

Tablo 4.23. SDS, P 127 ve HPMC ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iliskin
parametreler ve ortalama partikiil biiytikliigii degerleri (Ortalama+SS; n=3).

RXB:ST

Liyofilizasyon

.. RXB Stabilizan Yontem PB
Yontem orani . Sonras1 PB
orani (ST) . Parametreleri (nm)
(a:a) (nm)
1-UT %04 SDS 2:1 3dk 1255484 23364287
11.000 rpm
1-UP %04 SDS 2:1 3dk 1171+£72 2479425
%42-43 giig
1-BD %04 SDS 2:1 10 dk 659+24 3778+81
300 rpm
2-UT %04 P 127 2:1 3dk 1716+120 20214135
11.000 rpm
2-UP %04 P 127 2:1 3dk 1456+114 2575+170
%42-43 giig
2-BD %04 P 127 2:1 10 dk 603+9 1495+117
300 rpm
3-UT %04 HPMC 2:1 3dk 2989+150 26064289
11.000 rpm
3-UP %04 HPMC 2:1 3dk 3391+730 28644482
%42-43 giig
3-BD %04 HPMC 2:1 10 dk 3179+64 1896+180
300 rpm

ST: Stabilizan, PB: Partikiil bityukligi

RXB’nin tween 80, P 75, P 188, P 603 ve PVP K-30 ile BD’de hazirlanan

nanokristal formiilasyonlarina iliskin parametreler ve liyofilizasyon dncesi ve sonrasi

tayin edilen ortalama partikiil buyikligi degerleri Tablo 4.24. ve Sekil 4.35.’de

verilmistir.
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Tablo 4.24. Bilyeli degirmen ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarna ait
parametreler ve ortalama partikiil biiytikliigii degerleri (Ortalama+SS; n=3).

RXB: o
N Liyofilizasyon
RXB  Stabilizan ST Yontem PB
Yontem ] Sonrasi PB
orani (ST) oramm  Parametreleri (nm)
(nm)
(a:a)
4-BD % 0,4 Tween 80 2:1 10 dk 300 rpm 915+54 1665+13
5-BD % 0,4 P75 2:1 10dk 300 rpm  929.+51 3054+152
6-BD % 1 P 603 2:1 30 dk 300 rpm 597+18 1071+46
2-UT+BD % 0,5 P 188 2:1 30dk 300 rpm  652+13 3745+101
3-UT+BD %05 PVPK-30 2:1 30 dk 300 rpm 720423 1329492

ST: Stabilizan, PB: Partikiil biyikligi

P 603
p 127

P 188

SDS

PVP K-30

Stabilizan

TWEEN 80

P75

HPMC

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Partikil biytiklugii (nm)
& PB-Liyofilizasyon Sonras1 B PB-Liyofilizasyon Oncesi

Sekil 4.35. BD’de farkli stabilizanlar ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlariin
liyofilizasyon Oncesi ve sonrasi ortalama partikiil biiyiikliikleri.

4.7.2. Coktiirme Yontemi ile Hazirlanan Nanokristal Formiilasyonlarina

Mliskin Sonuclar

BC yontemi ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iligkin yontem
parametreleri, liyofilizasyon oncesi ve liyofilizasyon sonrasi tayin edilen ortalama

partikiil biiytikligii, PDI ve ZP degerleri Tablo 4.25. ve Tablo 4.26.’da verilmistir.
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Tablo 4.25. BC yontemi ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iliskin yontem
parametreleri.

RXB Stabilizan RXB:ST

Yontem Yontem Parametreleri
oram (ST) orani (a:a)
1-BC %1 P 127 1:1 Metanol i¢inde ¢oziindiirme
2-BC %0,1 P603:P 2:2:1:1 Aseton:ACN:Metanol
188:MN (25:75:25,h:h:h) ve anti ¢oziici
ilavesi

Tablo 4.26. BC yontemi ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iligskin ortalama
partikiil biiyiikliigii, PDI ve ZP sonuglart (Ortalama+SS: n=3).

Yontem PB PB-LS PDI PDI-LS ZP ZP -LS
1-BC 4341+503  7588+319 0,318+0,203 0,796+0,32 -0,02+0,09 **

2-BC 5043+£833 2634+322 0,795+0,18  0,545+0,40  ** **

PB: Partikiil Biiyiikliigii (nm), PDI: Polidispersite indeksi, ZP: Zeta potansiyel (mV), LS:Liyofilizasyon
sonrasi ,** Zeta potansiyel ol¢iilememistir.

4.7.3. iki Farkh Stabilizan Kullamlarak BD Yontemi ile Hazirlanan

Formiilasyonlara Iliskin Sonuclar

P 127 ve PVP K-30’un stabilizan olarak kullanildigi nanokristal
formiilasyonlarina iliskin yontem parametreleri, liyofilizasyon oncesi ve liyofilizasyon
sonrasi tayin edilen ortalama partikiil biiyikliigi, PDI ve ZP degerleri Tablo 4.27. ve
Tablo 4.28.’de verilmistir.

Tablo 4.27. Iki farkli stabilizan ve BD yontemi ile hazirlanan nanokristal
formiilasyonlarina iliskin yontem parametreleri.

RXB N RXB:ST
Yontem Stabilizan(ST) Yontem Parametreleri
orani orani (a:a)
7-BDgo %05 P127:PVPK-30 1:1:1 90 dk 300 rpm
7-BD1go %05 P127:PVPK-30 1:1:1 180 dk 300 rpm
7-BD270 %05 P127:PVPK-30 1:1:1 270 dk 300 rpm

ST: Stabilizan
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Tablo 4.28. BD yontemi ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iliskin partikiil
biiyiikliigii, PDI ve ZP sonuglar1 (Ortalama+SS; n=3).

Yontem PB PB-LS PDI PDI-LS ZP ZP -LS

7-BDgo  458+14  472+15  0,413+0,03 0,482+0,06 -17,7+0,62  -16,9+0,49

7-BD1go  458+14  897+43  0,366+0,03 0,366+0,03 -15,3+0,54  -23,3+1,13

7-BD27o  385+27 1309+183 0,324+0,03 0,418+0,35 -26,6+1,24  -20,8+0,446

PB: Partikiill biiyiikligii (nm), PDI: (Polidispersite indeksi, ZP: Zeta potansiyel (mV), LS:
Liyofilizasyon sonrasi

4.7.4. Birden Fazla Nanokristal Hazirlama Yénteminin Kombinasyonu ile

Hazirlanan Formiilasyonlara Iliskin Sonuclar

Her bir yontem ile ayri ayr1 nanokristaller hazirlandiktan sonra her bir
yontemin birlikte kullanildigi nanokristal formiilasyonlari denenmistir. Kombine
teknikler ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iliskin yontem parametreleri,
liyofilizasyon oncesi ve liyofilizasyon sonrasi tayin edilen ortalama partikiil

biyiikliigii, PDI ve ZP degerleri Tablo 4.29. ve Tablo 4.30.”’da verilmistir.
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Tablo 4.29. ki hazirlama ydnteminin kombinasyonu ile hazirlanan nanokristal
formiilasyonlarina iliskin yontem parametreleri.

- RXB:
Yontem RXB Stabilizan ST Yontem Parametreleri
orani (ST) (aza)
1-BD+UP %1 P 127 1:1 30 dk 300 rpm+5 dk %42-43 gii¢
2-UP+BD %1 P 127 2:1 5 dk %42-43 giig+30 dk 300 rpm
3-UP+BD % 3 P 127:SDS 3:1:0.5 5 dk %42-43 giict75 dk 350 rpm
1-UT+BD %04 SDS 2:1 3 dk 13.000 rpm+10 dk 300 rpm
2-UT+BD  %0,5 P 188 2:1 1 dk 11.000 rpm+30 dk 300 rpm
3-UT+BD %05 P 127:P 603 2:1:1 1 dk 11.000 rpm+30 dk 300 rpm
4-UT+BD %05  PVPK-30 2:1 1 dk 11.000 rpm+30 dk 300 rpm
5-UT+BD % 1,6 P 603:MN 2:1:1 3 dk 13.000 rpm+180 dk 300 rpm
6-UT+BD %1 12K/:IPN603: 2:1:1:1 3 dk 13.000 rpm+195 dk 300 rpm
7-UT+BD %1 P 127:MN 2:1:1  3dk 13.000 rpm+195 dk 300 rpm
Metanol i¢inde ¢oziindiirme,
1-BC+tBD %1 P 127 1:1:1 ¢Oziicli uzaklagtirma + 30dk
300 rpm
1-BD+YH %1  P127:MN 2:1 30 dkc 300 rpm+20.000 psi*da
60 dongii
) ) Aseton:Asetonitril:Metanol
1-BC+YH %1 P 601;/.IPN188. 2:2:1:1 (25:75:25, h:h:h)+ 20.000psi
30 dongii
1-UT+YH %05 P12Z:MN  2:1:1 3 dk 13.000 rpm-+20.000 psi
20 dongii
2-UT+#YH %1  P6OZMN  2:1:1 3 dk 13.000 rpm-+20.000 psi
65 dongii
3-UT+YH %05 PVPK-30:MN  2:1:1 3 dk 13.000 rpm-+20.000 psi
30 dongii
P 127:PVP 3 dk 13.000 rpm+20.000 psi
- 0 . . .
4-UT+YH %0,5 K-30:MN 1:1:1:1 60 dongii
P 188:PVP 3 dk 13.000 rpm+20.000 psi
- 0, D.1.
5-UT+YH %05 | “oh 2211 40 dongi
6-UT+YH %1  PeOZMN 211 S dk13.000rpm+20.000 psi45
dongii
SDS:PVP . 5 dk %42-43 gii¢c+20.000 psi
- 0
1-UP+YH %1 KoMy 1105 30 dongi




133

Tablo 4.30. Iki hazirlama ydnteminin kombinasyonu ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iliskin partikiil biiyiikliigii, PDI ve ZP
sonuglar1 (Ortalama+SS; n=3).

Yontem PB PB-LS PDI PDI-LS ZP ZP -LS
1-BD+UP 1089+16 2989+146 0,426+0,56 0,738+0,06 -0,51+1,9 e
».UP+BD 660514 a:1854+148 0.435£0.02 a:0,631+0,61 2112029 a:-2,11+0,29

b:2520+69 b:0,209+0,16 b:-1,3+0,1

3-UP+BD 210074 4880+766 0,286+0,02 1 -3,05+1,23 e
1-UT+BD 929+29 3179+354 0,463+0,14 1 ** e
2-UT+BD 652+13 3745+101 0,445+0,02 0,541+0,14 -1,45+0,82 28,8+0,55
3-UT+BD 628+48 1093+125 0,458+0,02 0,610+0,05 -3,36+0,89 -19,8+1,26
4-UT+BD 720+23 1329492 0,446+0,03 0,417+0,15 -5,36+1,09 -24+0,51
5-UT+BD 785+81 1468+197 0,44+0,05 0,553+0,09 -16,3+1,08 -10,9+0,37
6-UT+BD 474+,6 755421 0,341+0,10 0,38+0,06 -7+0,38 -11,8+0,42
7-UT+BD 547+4 100069 0,445+0,01 0,221+0,13 -19,5+0,48 -8,1+0,68
1-BC+BD 639+18 6493+406 0,499+0,042 0,409+0,32 0,02+0,51 e
1-BD+YH 1053+12 1264+99 0,24+0,15 0,5+0,11 -0,71+0,16 -4,09+0,18
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Tablo 4.30. (Devam). ki hazirlama ydnteminin kombinasyonu ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iliskin partikiil biiyiikliigii,PDI
ve ZP sonuglar1 (Ortalama+SS; n=3).

Yontem PB PB-LS PDI PDI-LS ZP ZP -LS
1-BC+YH 1520+50 1770+103 0,274+0,02 0,43+0,09 -3,33+0,24 -15,4+0,47
1-UT+YH 1210£18 1200+16 0,144+0,01 0,121+0,11 -10,1+0,84 -5,76+0,51
2-UT+YH 854+40 1134434 0,37+0,04 0,441+0,07 -17+£0,54 -20,6+0,52
3-UT+YH 1510+£26 1752+70 0,199+0,04 0,464+0,003 -21,5+0,60 -7,21+0,38
4-UT+YH 987+28 2457+278 0,123+0,07 0,379+0,05 -6,5+0,34 -7,24+0,53
5-UT+YH 2367+162 ** 0,25+0,11 ** -22,6+0,61 **
6-UT+YH 1185+15 917440 0,245+0,02 0,533+0,08 -10,6+0,41 -21,5+0,77
1-UP+YH 1509+27 14444103 0,258+0,37 0,433+0,14 -4,32+0,85 -37,6+2,29

PB: Partikiil Biiytikliigii (nm), PDI: Polidispersite indeksi, ZP: Zeta potansiyel (mV), LS:Liyofilizasyon sonras1 ** Zeta potansiyel dl¢lilmemistir.a:Mannitol eklenerek

dondurulmus siispansiyon b:Mannitol eklenmeden dondurulmus siispansiyon.

Ug nanokristal hazirlama ydnteminin kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonlara iliskin yontem parameterleri, partikiil biiyiikliigii

PDI ve ZP degerleri Tablo 4.31. ve 4.32.”de verilmistir.
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Tablo 4.31. Ug nanokristal hazirlama ydnteminin kombinasyonu ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iliskin ydntem parametreleri.

Yontem 51');1?1 (Sst?lrl;ilizan ?:;El: ?:Ia) Yontem Parametreleri

1-UP+YH+BD %1 SDS: PVP K-30: MN  1:1:0.5 5 dk % 42-43 giig+20.000 psi’da 30 dongii+300 rpm 30 dk
1-UT+YH+BD %1 P127: PVP K-30: MN  2:1:0.5:1 3dk 13.000 rpm+20.000 psi’da 50 dongii+90 dk 300 rpm
2-UT+YH+BD %1 P188: PVP K-30: MN  1:1:0.5:1 3 dk 13.000 rpm+20. 000 psi 50 dongii+150 dk 300 rpm
3-UT+BD+YH %16 P 603:MN 2:1:1 3 dk 13.000 rpm+ 180 dk 300 rpm+20.000 psi 50 dongii
4-UT+YH+BD %0,5 P127:PVP K-30:MN 2:1:1:1 4dk 13.000 rpm+20.000 psi’de 60 dongii+ 180 dk 300 rpm

Tablo 4.32. Ug farkli nanokristal hazirlama yénteminin kombinasyonu ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina iliskin ortalama partikiil
biiyiikliigi, PDI ve ZP degerleri (Ortalama+SS; n=3).

Yintem PB PB-LS PDI PDI-LS zp ZP-LS
1-UP+YH+BD  828+63  1151%87 0,520,101  0,567+0,13  -28,7+0,76  -29,2%1,1
1-UT+YH+BD 57717  890:24 036+0,08  0,533+0,04  -273£0,44  -21,4+0,79
2-UT+YH+BD 70715  1658+73  0,351£0,03  0,265:0,25  -158+1,11  -24,4+0,29
3-UT+BD+YH 5733 6483 0,39540,03  0,466+0,01  -872+1,48  -154+0,41
4-UT+YH+BD  386+10  1189+87  0,362+0,07  0,497+0,09 -30,4+0,62  -31,4+0,28

PB: Partikiil biiyiikliigii (nm), PDI: Polidispersite indeksi, ZP: Zeta potansiyel (mV), LS: Liyofilizasyon sonrasi
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4.7.5. RXB’nin Partikiil Biiyiikliigii Dagihminda Meydana Gelen Degisim

Uzerine Yontem ve Stabilizan Etkisi

RXB’nin partikiil boyutundaki degisikligin nanokristal hazirlama yontemlerine
veya stabilizan varligina bagli olup olmadigin1 degerlendirmek igin;

R-1: RXB’nin sudaki dispersiyonu liyofilize edildikten sonra partikiil
biiyiikliigii 6l¢tilmistiir.

R-2: RXB’nin 2:1 oranindaki P 127 ile hazirlanan sudaki dipsersiyonu 30 dk
manyetik karistiricida karistirilmis ve liyofilize edilmistir.

R-3: RXB’nin 2:1 oranindaki P 603 ile hazirlanan sudaki dispersiyonu 30 dk
manyetik karistiricida karistirilmis ve liyofilize edilmistir

R-4: RXB’nin stabilizan eklemeksizin % 0,4 konsantrasyondaki sudaki
dispersiyonu 30 dk manyetik karistiricida karigtiritlmig ve 30 dk boyunca 300 rpm’de
BD’de dgiitiilmiis ve liyofilize edilmistir.

R-5: RXB’nin 2:1 oranindaki pluronik P 603 ile hazirlanan sudaki
dispersiyonu 30 dk manyetik karistiricida karigtirilmig, BD’de 6giitiilmiis (300 rpm,30
dk) ve liyofilize edilmistir.

R-6: RXB’nin 2:1 oranindaki P 127 ile hazirlanan sudaki dispersiyonu 30 dk
manyetik karigtiricida karigtirtlmig, BD’de (300 rpm,10 dk) 6giitiilmiis ve liyofilize
edilmistir.

Liyofilizasyon Oncesi ve liyofilizasyon sonrasi partikiil biiyiiklikleri tayin
edilerek ortalama degerler Tablo 4.33.’de verilmistir.

RXB, liyofilize RXB, BD ile hazirlanmis formiilasyona ait X-1gin1 kirimimi
difraktogramlar1 Sekil 4.36.’da verilmistir.
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Tablo 4.33. RXB’nin partikiil biiyiikliigiine yontem ve stabilizan etkisi (Ortalama +

SS; n=3).
Liyofilizasyon Liyofilizasyon
oncesi (nm) Sonrasi (nm) Cihaz
R-1 77.245+1,794 25.74444.225 Malvern Mastersizer
R-2 4292+376 3457+579 Malvern ZetaSizer
R-3 4450+119 27974233 Malvern ZetaSizer
R-4 1785+328 1824487 Malvern ZetaSizer
R-5 597+18 1071+46 Malvern ZetaSizer
R-6 603+9 1495+117 Malvern ZetaSizer
9000 7000
8000 RXB 6000 Liyofilize RXB
7000
26000 ~ 5000
(o o
25000 3; 4000
74000 Z 3000
£ 3000 £
1000 UUJUL\J/JMJ\M 1000
0 0
10 20 30 40
20(derece) 10 20 30 40
20 (derece)
800
Q 600 P 127 ile BD'de hazirlanmis
% nanokristal formiilasyonu
E
10 15 20 25 30 40
20(derece)

Sekil 4.36. RXB, liyofilize RXB, BD ile hazirlanmis formiilasyona iliskin X-1s1m1

kirinimu difraktogramlari.




138

4.7.6. Partikiil Biiyiikliigii Dagiimmna BD Ogiitme Siiresinin Etkisinin

Incelenmesi

Partikiil biiytikliigiine bilyeli degirmende 6gilitme siiresinin etkisini incelemek
amaciyla RXB:P127:P603 (2:1:1, a:a:a) oraninda olacak sekilde hazirlanan
stispansiyon 150 dk boyunca manyetik karistiricida karistirtldiktan sonra UT ile 3 dk
13.000 rpm’de homojenize edilmis ve daha sonra 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 195
dakika siireyle bilyeli degirmende ogiitiilerek partikiil buytkligi, PDI ve ZP

Ol¢timlerine ait sonuglar Tablo 4.34.’de ve Sekil 4.37.”de verilmistir.

Tablo 4.34. RXB nanosiispansiyonlarinin farkli 6glitme siirelerine bagli olarak elde
edilen ortalama PB, PDI ve ZP degerleri (Ortalama+SS; n=3).

Ogiitme Siiresi PB (nm) PDI ZP (mV)
(dk)
15 1009+247 0,350+0,10 0,15+0,69
30 825+85 0,453+0,02 -0,018+-0,87
60 683+10 0,392+0,08 -1,64+0,31
90 63815 0,382+0,04 -2,18+0,64
120 550+11 0,377+0,04 -5,19+0,91
150 524+5 0,384+0,01 -7,3340,92
180 495+12 0,350+0,05 -5,95+0,71
195 474+6 0,341+0,10 -7,0+0,35

PB: Partikiil biiytikligii (nm), PDI: Polidispersite indeksi, ZP: Zeta potansiyel (mV)
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1200 - - 05

- 045
1000 7 L 0'4
800 - - 035

- 0,3

600 - - 0,25 é
- 0,2
400 7 L 0 15
200 - 01
- 0,05
0 - L0
15 30 60 90

) 120 150 180 195
Ogiitme Siiresi

Partikiil Biiytikliigii (nm)

= PB (nm) PDI

Sekil 4.37. RXB nanosiispansiyonlarinin farkli 6glitme siirelerine bagl partikiil
biiyiikligii dagilimi ve PDI’leri.

Elde edilen sonuglar Ogiitme siiresinin artmast ile birlikte partikiil
biiylikliigiiniin azaldigini, ve 150 dk sonra o6giitme siiresindeki artisin partikiil
biiyiikliigiinde daha az diisiis sagladigin1 gostermistir. PDI’deki degisim ise partikiil
biiytikligiindeki degisime oranla daha az olmustur (Bkz. Sekil 4.32).

4.7.7. Partikiil Biiyiikliigii Dagihmina YH’de Yapilan Dongii Sayisimin

Etkisinin Incelenmesi

Partikiil biiyiikltigii tizerine YH’de yapilan dongii sayisinin etkisini incelemek
amaciyla RXB:P 603 (2:1, a:a:) oraninda olacak sekilde siispansiyonu hazirlanmistir.
Siispansiyon 30 dk boyunca manyetik karistiricida karigtirildiktan sonra UT ile 3 dk
13.000 rpm’de homojenize edilmis ve daha sonra 10, 20, 30, 40, 45, 55, 60 dongii
sonunda nanosiispansiyonlarin partikiil biiytikliigii, PDI ve ZP degerleri 6l¢iilmiistiir
(Formiilasyon 1:F1) ve sonuglar Tablo 4.35. ve Sekil 4.38.’de verilmistir. Ikinci olarak
RXB: P 127 ve PVP K-30 (1:1:1, a:a:a) oraninda hazirlanan nanosilispansiyon
formiilasyonunda da birden fazla dongii yapilmis (Formiilasyon 2:F2) ve sonuglar

Tablo 4.36. ve Sekil 4.39.’da verilmistir.
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Tablo 4.35. YH’de yapilan dongii sayisinin PB, PDI ve ZP degerleri tizerine etkisi-
F1 (Ortalama £SS; n=3).

Dongii Sayisi PB (nm) PDI ZP (mV)
UT 3dk 2305+144 0,333+0,34 -16,1+1,07
13.000 rpm

10 3037+132 0,11+0,01 3,34+-0,43
20 303392 0,175+0,08 -4,05+0,43
30 2168+11 0,163+0,04 -3,69+0,42
40 1718+19 0,475+0,12 -12,4+0,92
45 1185+15 0,245+0,02 -10,6+0,41
55 77649 0,429+0,38 -0,284+0,11
60 854+40 0,370+0,37 -17+0,54

PB: Partikiil biiyiikliigii (nm), PDI: Polidispersite indeksi, ZP: Zeta potansiyel (mV),

3500 0,5
- 0,45

A

/\ - 0,4
;‘?/02500 \ / - 0,35
2 - 0,3

/A\
7 1500 - I Y 02
20 30 40 45

é 2000 - —
' \ 025 §
Z 1000 - - 0,15
E - 0,1
A~ 500 - I 005
0 - -0
UT3dk 10 55 60
13000
rpm Homojenizasyon dongii sayist

= PB (nm) —&—PDI

Sekil 4.38. YH’de yapilan dongii sayisinin partikiil biiyiikliigii ve PDI {izerine etkisi-
F1.



Tablo 4.36. YH’de yapilan dongii sayisinin PB, PDI ve ZP degerleri tizerine etkisi -

F2 (Ortalama £SS; n=3).
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Dongii Sayisi PB (nm) PDI ZP (mV)
UT 3 dk 13.000

rpm+10 dongii 1605+37 0,186+0,04 -1,23+0,25
20 1262+20 0,252+0,01 -15,2+0,88
30 1141+£53 0,163+0,04 -14,3+0,42
40 119745 0,145+0,12 -13,6+0,87
50 103513 0,159+0,02 -14,1+0,51
60 987+26 0,123+0,07 -6,55+0,34

PB: Partikiil biiyiikliigii (nm), PDI: Polidispersite indeksi, ZP: Zeta potansiyel (mV),

1800 03
1600
—_ - 0,25
g 1400 A\
2, 1200 0.2
E? 1000 015 O
2 800 I
Z 600 - 01
5400
g - 0,05
200
0 -0
UT 3dk 20 30 40 50 60
13000
rpm+10 Homojenizasyon Dongii sayisi
dongii
mmm PB (nm) ==6=PDI

Sekil 4.39. YH’de yapilan dongii sayisinin partikiil biiyiikliigii ve PDI {izerine etkisi-
F2

YH’deki dongii sayisinin farkli stabilizanlar ile hazirlanan formiilasyonlarin
partikiil bliytikliigliniin 20 dongii ve 30 dongii arasinda diistiigli goriilmektedir. Her iki
denemede ise 50 ve 60 dongii sonrasinda 1000 nm’nin altinda partikiil boyutu elde

edilmistir.
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4.7.8. Mannitol Tlavesinin Partikiil Biiyiikliigiine Etkisinin incelenmesi

Liyofilizasyon oncesinde formiilasyona MN ilavesinin partikiil biiylikliigline
etkisini incelemek amaciyla % 0,5 (a:h) P 603 ve % 1 (a:h) konsantrasyonda RXB
iceren dispersiyon BD’de 30 dk siireyle 300 rpm’de ogiitilmiistir. Hazirlanan
stispansiyon hacim olarak ikiye boliinerek bir kismina % 0,5 (a:h) konsantrasyonda
MN ¢ozeltisi ilave edilerek ve MN ilave etmeden liyofilize edilmistir. Yontem
parametreleri, liyofilizasyon Oncesi ve liyofilizasyon sonrasi tayin edilen ortalama

partikiil biiytikliigti, PDI ve ZP degerleri Tablo 4.37.de verilmistir.

Tablo 4.37. Kriyoprotektan olarak MN ilavesinin partikiil biiyiikligiine etkisi
(Ortalama +SS; n=3).

Nanosiispansiyon Nanokristal
i MN (+) MN (+) MN (-) MN (-)
Yontem PB PDI PB PDI PB PDI
597£18  0,417+0,02 768443  0,542+0,14 1071+46  0,567+0,13
BD-MN ZP ZP ZP
0,159+0,93 -6,92+1,6 -1,25+0,27

PB: Partikiil biiyiikliigii (nm), PDI: Polidispersity indeks, ZP: Zeta potansiyel, MN:Mannitol
4.8. Nanokristal On Formiilasyonlara Ait Karekterizasyon Sonuclari
6-UT+BD, 1-UT+YH+BD, 3-UT+BD+YH formiilasyonuna ait SEM

goriintiileri, DSC termogramlari, X-i1sin1 difraktogramlart Sekil 4.40.-4.42.°de

verilmistir.
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Sekil 4.42. 3-UT+BD+YH formiilasyonunun SEM goriintiisii.
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Sekil 4.43. 6-UT+BD, 3-UT+BD+YH, 1-UT+YH+BD, formiilasyonlarinin DSC

termogramlari.
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6-UT+BD
1600
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1200
1000
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26°

Sekil 4.44. 6-UT+BD formiilasyonunun X-1s1n1 kirinimi difraktogramau.

3-UT+BD+YH

2000

1800

1600
~ 1400
1200
1000
800
600
400
200

Intensity(cps

10 15 20 25 30 35 40
26°

Sekil 4.45. 3-UT+BD+YH formiilasyonunun X-1s1n1 kirmnimi difraktograma.
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1-UT+BD+YH

1000
£
=

£ 500
R=

0

10 15 20 25 30 35 40
20°

Sekil 4.46. 1-UT+BD+YH formiilasyonunun X-1s1n1 kirmnimi difraktogrami.

4.9. Nanokristal On Formiilasyonlari In vitro Coziinme Sonuclar

En iyi partikiil biiyiikliigli dagilimina sahip formiilasyonlarin, in vitro ¢dziinme

degerleri tayin edilmistir (Sekil 4.47., Sekil 4.48. Tablo 4.38.)

|
7\4
Al

5 —— ®
=
(=] +
S 40 —C—
20 °
—— —0—
0
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dk)
—e—Rivaroxaban —0—4-UT+BD
7-BD270 5-UT+BD
——6-UT+YH —o—3-UT+BD+YH
—e—1-UT+YH+BD —8— 6-UT-+BD(Nanosiispansiyon)
—e—7-UT+BD(Nanosiispansiyon) —@—6-BD
—e—2-BD

Sekil 4.47. Nanokristal 6n formiilasyonlarin in vitro ¢6ziinme profilleri.
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0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dk)

—o—6-UT+BD(Nanokristal) —8— 6-UT+BD(Nanosiispansiyon)

Sekil 4.48. 6-UT+BD yontemi ile hazirlanan formiilasyonun liyofilizasyon 6ncesi
(nanostispansiyon) ve sonrasit (nanonkristal) in vitro ¢6ziinme profili.
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Tablo 4.38. Nanokristal formiilasyonlarindan % 0,4 SDS iceren pH 4,5 asetat
tamponundaki % ¢oziinen RXB degerleri ve f; benzerlik faktorleri.

Formiilasyon Zaman(dk) 5 15 30 45 60
RXB X 3,36 8,52 11,23 13,97 16,93
% VK 3,58 5,37 3,37 4,21 3,83
4-UT+BD X 70,07 90,49 94,90 97,40 102,60
(f2:5) %VK 0,25 0,88 0,43 0,25 3,31
7-BD270 X 82,10 93,70 91,68 92,84 95,16
(f2:5) % VK 3,09 4,35 4,92 5,65 4,51
5-UT+BD X 73,22 87,23 89,99 90,39 91,88
(f2:6) %VK 1,34 2,47 2,31 2,16 1,74
6-UT+YH X 97,95 96,82 96,25 95,30 94,63
(f2:2) % VK 1,65 1,91 1,97 2,09 1,80
3-UT+BD+YH X 60,52 67,69 82,17 87,87 90,44
(f2:9) % VK 1,39 1,35 1,18 0,93 0,84
1-UT+YH+BD X 53,91 57,43 58,04 58,24 58,78
(f2:17) % VK 1,42 1,89 0,10 0,03 1,49
6-UT-+BD(Nanosiispansiyon) X 91,31 89,71 88,74 90,33 89,94
(f2:5) % VK 5,62 6,42 6,18 6,34 6,69
7-UT+BD(Nanosiispansiyon) X 78,84 81,45 80,70 81,68 81,18
(f2:8) % VK 0,32 4,20 3,87 3,97 3,87
6-UT+BD(Nanokristal) X 27,85 49,64 65,24 74,83 81,07
(f2:15) % VK 3,75 3,39 3,95 3,13 2,89
2-BD X 20,63 35,92 40,19 45,72 49,32
(f2:10) % VK 0,72 4,58 0,59 0,28 0,51
6-BD X 68,83 73,41 75,51 74,78 75,76
(f2:28) % VK 1,29 0,98 0,85 0,25 0,83

fo: Her bir formiilasyona ait ¢oziinme profilinin RXB’nin ¢dziinme profili ile benzerlik faktorii



4.10. Gegirgenlik

Calismalarinda

Formiilasyonlarimin Partikiil Bityiikliigii Analizi

On denemeler sonucunda gegirgenlik ¢alismalari

Kullanilanacak
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Nanokristal

icin  kullanilacak

formiilasyonu belirlemek tizere UT, BD ve YH kombinasyonu ile hazirlanan

formiilasyonlara ait yontem parametreleri Tablo 4.39°da ve partikiil biyiikliigii, PDI
ve ZP degerleri Sekil 4.49., Sekil 4.50. ve Tablo 4.40.’da sunulmustur.

Tablo 4.39. Farkh

yontemlerin  kombinasyonu

ile hazirlanan nanokristal

formiilasyonlari.
Formiilasyon Formiilasyon Icerigi 1. 2. 3. 4.
Kodu (a/h) Asama  Asama Asama Asama
0811AUTBDYH RXB(%1)+P127(%0,5)+ UT 3dk BD YH LF
P603(%0.5)+MN(%1)  13.000 180 dk 60 Dongti ~ -55C°
rpm 300 rpm  1.500 bar 72 sa
0811BUTYHBD RXB(%1)+P127(%0,5)+ UT 3dk YH BD LF
P603(%0,5)+MN(%1)  13.000 60 Dongii 180 dk -55¢C°
rpm 1.500 bar 300 rpm 72 sa
0911CUTYHBD RXB(%1)+P127(%0,5)+ UT 3dk YH BD LF
PVP K-30(%0,5)+ 13.000 60 Dongii 180 dk -55¢C°
MN(%1) rpm 1.500 bar 300 rpm 72 sa
0911DUTBDYH RXB(%1)+P127(%0,5)+ UT 3dk BD YH LF
PVPK-30 (%0,5)+ 13.000 180dk 60 Déngii  -55C°
MN(%1) rpm 300rpm 1500 bar  72sa
2412AUTBDYH RXB(%1)+P127(%0,5)+ UT 3dk BD YH LF
PVPK-30 (%0,5)+ 13.000 240 dk 60 Dongti  -55C°
MN(%1) rpm 300 rpm  1.500 bar 72 sa
2412BUTBDYH RXB(%1)+P127(%0,5)+ UT 3dk BD YH LF
P603(%0,5)+MN(%1)  13.000 240 dk 60 Dongti  -55 C°
rpm 300 rpm  1.500 bar 72 sa

RXB: rivaroksaban, P 127: Pluronic 127,P 603: Pharmacoat 603, PVVPK-30: Polivinil Pirolidon K-30,
MN: Mannitol, BD: Bilyeli Degirmen, YH: Yiiksek Basingli Homojenizator, UT: Ultra Turaks, LF:

Liyofilizasyon



Tablo 4.40. RXB nanokristal formiilasyonlarina iliskin PB, PDI

(Ortalama+SS; n=3).
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ve ZP degerleri

Formiilasyon PB PB-LS PDI PDI-LS ZP ZP -LS
0811AUTBDYH 412+12 896+113  0,325+0,03 0,494+0,11 -20,9+1,96 -16,6+0,58
0811BUTYHBD 618+15 1447+96¢  0,336+0,09 0,215+0,09 -18,9+1,36 -17,9+1,65
0911CUTYHBD 551£106 1018+128 0,346+0,05 0,299+0,09 -2,1+0,89 -16,9+1,46
0911DUTBDYH 41747  792+27 0,375+0,05 0,283+0,05 -15,8+7,31 -15,9+1,03
2412AUTBDYH  348+15 1167£33  0,298+0,02 0,442+0,33 -8,08+1,38 -23,4+0,85
2412BUTBDYH 403+11  606£55 0,278+0,02 0,499+0,04 -24,7+1,15 -23,6+0,74

PB: Partikiil bityiikligii (nm), PDI: (Polidispersite indeksi, ZP: Zeta potansiyel (mV), LS:

Liyofilizasyon sonrasi
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Sekil 4.49. UT, BD, YH kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonlara iligkin partikiil
biiytikligi dagilimi grafikleri.
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Sekil 4.50. UT, BD, YH kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonlarin liyofilizasyon
sonrasi bilyiikliigii dagilimi grafikleri.



153

4.11. Gegirgenlik Cahsmalarinda  Kullanilanacak  Nanokristal

Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

4.11.1. DSC Analizi

RXB’nin termal 6zelliklerinde ve kristal yapisinda degisiklik olup olmadigini

incelemek amaciyla DSC analizi yapilarak sonuclar Sekil 4.51.-4.56.’da verilmistir.

0811AUTBDYH
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o

=)

% _J\,/
Usj‘ i\m

Z
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40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Sicaklik (° C)

Sekil 4.51. 0811AUTBDYH formiilasyonunun DSC termogramu.
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Sekil 4.52. 0811BUTYHBD formiilasyonunun DSC termogrami.
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Sekil 4.53. 091 1CUTYHBD formiilasyonunun DSC termogrami.
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Sekil 4.54. 0911DUTBDYH formiilasyonunun DSC termogramau.
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Sekil 4.55. 2412AUTBDYH formiilasyonunun DSC termogramu.
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Sekil 4.56. 2412BUTBDYH formiilasyonunun DSC termogrami.
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Sekil 4.57. Formiilasyonda kullanilan yardimec1 maddelerin DSC termogramiu.

4.11.2. X-Istm Kirmminm Analizi

Etkin maddede ve nanokristal formiilasyonlarina iligkin X-1s1n1 kirmimi

difraktogramlar1 Sekil 4.58.-4.65.’de verilmistir.

10000 RXB
8000
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4000
2000

0
10 15 20 25 30 35 40

206(derece)

Intensity(cps)

Sekil 4.58. RXB’nin X- 1s1n1 kirinimi difraktograma.

0811AUTBDYH

10 15 20 25 30 35 40
26(derece)

Sekil 4.59. 0811AUTBDYH formiilasyonunun X-1gin1 kirmnimi difraktograma.
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Sekil 4.60. 081 1BUTYHBD formiilasyonunun X-1s1n1 kirinimi difraktograma.
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Sekil 4.61. 0911CUTYHBD formiilasyonunun X-1s1n1 kirinimi difraktograma.
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Sekil 4.62. 0911DUTBDYH formiilasyonunun X- 1s1n1 kirinimi difraktograma.
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Sekil 4.63. 2412AUTBDYH formiilasyonunun X-1gin1 kirmnimi difraktograma.
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Sekil 4.64. 2412BUTBDYH formiilasyonunun X-1g1m1 kirinimi difraktograma.
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Sekil 4.65. Formiilasyonlarda kullanilan yardimer maddelere ait X-1sin1 kirmimi

difraktogramlari.

4.11.3. IR Spektrumu

Etkin maddede ve nanokristal formiilasyonlarina iligkin IR spektrumlari Sekil

4.66.’da verilmistir.
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Sekil 4.66. RXB ve 0811AUTBDYH, 0811BUTYHBD, 0911CUTYHBD,
0911DUTBDYH, 2412AUTBDYH, 2412BUTBDYH formiilasyonlarinin IR
spektrumlari.
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4.11.4. SEM Analizi

RXB etkin maddesinin ve nanokristal formiilasyonlarinin yilizey morfolojisi,
partikiil biylikligii ve seklini incelemek amaciyla yapilan SEM analizi sonuglar1 Sekil

4.67.’de gosterilmistir.

0811AUTBDYH 0811BUTYHBD

1 Km KIRIKKALE aea 1 mmm KIR LE

0911CUTYHBD 0911DUTBDYH
KIRI = Z@akU X > BBE M KIRIKKALE

2412AUTBDYH 2412BUTBDYH

KIRIKKALE %18, 888 - L K IR TKKALE

Sekil 4.67. Nanokristal formiilasyonlarinin SEM goriintiileri.



4.11.5. Coziiniirliikk Tayini
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Farkli ¢6ziliniirliik ortamlar1 kullanilarak tayin edilen degerler Tablo 4.41°de

verilmistir.

Tablo 4.41. RXB nanokristal formiilasyonlarinin farkli ortamlardaki ¢oziiniirliik

degerleri (ug/mL) (Ortalama + SS; n= 3).

pH 4,5
Formiilasyon Kodu pH 1,2 pH 4.5 pH 6,8 % 0.4 SDS

iceren
RXB 8,6+0,1 9,4+0,6 6,5+0,4 64,8+0,1
0811AUTBDYH 12,3+0,1 11,7+0,3 9,0+0,3 69,1+11,4
0811BUTYHBD 9,3+0,8 8,6+1,1 6,2+1,2 71,3+4,1
0911CUTYHBD 8,6+0,3 15,3+4,3 6,9+1,9 74,1£13,2
0911DUTBDYH 8,8+0,01 36,8+3,7 6,8+0,1 81,9+3,2
2412AUTBDYH 9,8+0,5 9,9+0,2 6,6+0,1 73,8+1,0
2412BUTBDYH 14,7+0,1 14,2+0,1 10,6+0,1 78,2+0,3

4.12. Nanokristal Formiilasyonlarinin In Vitro Céziinme Testleri

RXB ve nanokristal formiilasyonlarinin in vitro ¢ézlinme testi sonuglar1 Tablo

4.42.’de ve ¢oziinme profilleri Sekil 4.68.’de verilmistir.
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Tablo 4.42. RXB’nin ve RXB nanokristal formiilasyonlarinin in vitro ¢éziinme testi
sonuglar1 ( % Coziinen, % VK); n=6).

Formiilasyon
Kodu Zaman (dk) 10 15 20 30 45
RXB % ¢oziinen 4,40 5,61 7,07 9,39 12,34
VK 094 0,25 0,87 0,23 0,59
0811AUTBDYH % ¢ozlinen 47,12 53,52 58,14 63,73 67,57
VK 250 191 1,21 1,30 1,20
0811BUTYHBD % ¢ozlinen 67,04 72,39 75,60 80,91 84,14
VK 096 1,08 0,94 0,83 0,80
0911CUTYHBD  %go6zinen 84,71 85,77 86,03 86,11 87,09
VK 1,30 0,83 1,70 1,16 1,04
0911DUTBDYH  %go6zinen 85,72 88,52 8859 88,82 89,00
VK 187 2,16 2,79 1,64 1,69
2412AUTBDYH % ¢oziinen 81,26 82,24 83,32 86,16 86,96
VK 1,07 0,45 0,30 2,02 0,19
2412BUTBDYH % ¢oziinen 90,82 93,81 94,17 94,93 94,73
VK 189 1,58 1,13 0,75 1,11
VK: Varyasyon katsayist
o — .
£ 60 —— -
‘Eoi 40
X 28 o e o
0 10 20 30 40
Zaman(dk)
—e—0811AUTBDYH 0811BUTYHBD 0911CUTYHBD
0911DUTBDYH —e—2412AUTBDYH —e—2412BUTBDYH

—&— Rivaroksaban

Sekil 4.68. RXB’nin ve nanokristal formiilasyonlarinin % 0,4 SDS i¢eren pH 4,5
tamponunda in vitro ¢éziinme profilleri.
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4.13. RXB Nanokristal Formiilasyonlariin Stabilite Calismasi

Hazirlanan nanokristal formiilasyonlar1 25°C % 6045 bagil nem ve 40°C %
7545 bagil nem ortaminda 12 ve 6 ay siire ile bekletildikten sonra formiilasyonlarin
partikiil bliytikligii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli tekrar 6lgiilmistiir. Elde
edilen sonuglar partikiil biiyiikliigiiniin degistigini gostermektedir (Tablo 4.43). 40°C
% 75+5’de saklanan formiilasyonlarin in vitro ¢oziinme testleri yapilarak baglangigtaki
in vitro ¢dziinen miktarlar ile karsilastirilmistir (Sekil 4.69., Tablo 4.43.) ve benzerlik

testi sonuglar1 Tablo 4.44.’de verilmistir.

Tablo 4.43. RXB nanokristal formiilasyonlarinin stabilite ¢alismasi sonuglari
(Ortalama + SS; n=3 ).

Formiilasyon Zaman PB (nm) PDI ZP (mV) % RXB
Kodu

0811AUTBDYH 0.glin 896+113 0,494+0,11  -16,6+0,58 86+0,18

% VK=15 25°Clay  1280+149 0,354+0,20 -19,1+0,44 85+15,45

25°C3ay 1143+£52 0,358+0,08  -16,5+0,46 86+0,30

25°C 6 ay 1272+26  0,181+0,11 -16,96+0,41 87+0,36

25°C9 ay 1179+68 0,421+0,06 -16,94+0,53 82+1,36

25°C12ay 1450106 0,221+0,10 -16,86+0,53 81+0,70

% VK=22 40 °C lay 1176+37  0,630+0,04  -15,3+0,63 83+0,36

40 °C 3 ay 1531448  0,45+0,27  -16,46+0,50 86+0,08

40 °C 6 ay 1423+32  0,157+0,16 -17,03+0,44 86+0,30

0811BUTYHBD 0.glin 1447496  0,2154+0,09  -17,9+1,65 104+0,18

% VK=8 25°Clay 1621+191 0,168+0,15 -17,5+0,83 96+3,65

25°C3ay 1455+63 0,299+0,12  -17,7+0,23 104+0,23

25°C 6 ay 1738+22 0,182+0,08 -0,32+0,14 104+0,11

25°C9ay 1478427 0,119+0,13  -18,7+0,43 97+0,16

25°C12ay 167626 0,381+0,08 -10,16+0,46 97+0,05

% VK=10 40°C lay  1507+113 0,810+0,08 -16,1+1,60 96+0,50

40°C3ay 1800+£193 0,406+0,02  -16,1+0,27 104+0,10

40°C6ay 1576243 0,229+0,01  -16,6+0,55 96+0,06
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Tablo 4.43. (Devam). RXB nanokristal formiilasyonlarinin stabilite ¢alismasi

sonuglar1 (Ortalama + SS; n=3)

Formiilasyon Zaman PB (nm) PDI ZP (mV) % RXB
Kodu
0911CUTYHBD 0.giin 1018+128 0,299+0,09  -16,9+1,46 97+0,14
% VK=11 25°Clay 130770 0,527+0,18 -22,2+0,94 95+1,00
25°C3ay 1174421 0,4824+0,05 -17,0+0,44 97+0,23
25°C 6 ay 1114£75 0,549+0,01 -17,4+0,25 97+0,09
25°C9ay  1391+47 0,433+0,10 -18,9+0,31 93+0,46
25°C12ay 1235+40 0,463+0,10 -17,30+0,26 93+0,16
% VK=10 40°Clay  1261+56 0,480+0,08 -18,4+0,81 95+0,24
40°C3ay 1238460 0,473+0,08 -17,2+0,59 97+0,15
40 °C 6 ay 1115432 0,451+0,05 -19,44+0,31 94+0,52
0911DUTBDYH 0.giin 792+27  0,283+0,05 -15,9+1,03 104,+0,18
% VK=8 25°Clay  919+174 0,579+0,08 -20,1+0,69 91+5,51
25°C3ay 77315  0,29840,01  -16,5+0,36 104+0,23
25°C 6 ay 796+5  0,25240,03  -16,2+0,34 104+0,11
25°C9ay 846+13  0,249+0,07  -16,1+0,35 92+0,45
25°C12ay  947+24 0,283+0,02  -15,2840,2 92+0,10
% VK=17 40 °C lay 1227490  0,430+0,07  -17,2+1,04 90+0,12
40 °C 3 ay 986+8  0,204+0,04  -16,6+0,67 95+0,13
40 °C 6 ay 992+13  0,226+0,01  -16,6+040 92+0,45
2412AUTBDYH 0.giin 1167433  0,4424+0,33  -23,4+0,85 101+0,14
% VK=19 25°Clay 1317139 0,667+0,11  -23,6+1,39 100+2,81
25°C3ay 1212422 0,460+0,11  -19,7+0,44 101+0,33
25°C 6 ay 1228436  0,646+0,11  -21,2+0,48 101+0,44
25°C9ay 1179480 0,502+0,39  -21,7+0,12 103+0,10
25°C12ay 1839+33 0,654+0,31  -21,84+0,3 103+0,06
% VK=11 40 °C lay 1242439  0,640+0,05  -18,9+0,55 99+0,54
40°C3ay 1455191 0,301+0,01  -20,3+0,57 101+0,06
40°C6ay  1128+56 0,528+0,03 -19,6+0,03 97+0,79
2412BUTBDYH 0.giin 606+55  0,499+0,04  -23,6+0,74 105+0,13
% VK=23 25°Clay 1326+169 0,716+0,05 -24,7+1,15 95+2,66
25°C3ay 1300+113 0,532+0,07  -19,6+0,49 104+0,36
25°C 6 ay 1256492  0,205+0,14 -19,08+0,36 105+0,06
25°C9ay  1156+83 0,310+0,23  -20,0+0,28 97+0,17
25°C12ay 1189+104 0,619+0,04 -20,7+0,60 98+1,50
% VK=30 40°Clay 1199+193 0,470+0,32 -20,1+0,98 95+0,42
40°C3ay 1185+193 0,576+0,02  -20,0+0,7 105+0,09
40°C6ay  1364+49  0,34+0,08  -20,6+1,31 106+0,36
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Sekil 4.69. 40°C ve % 75 bagil nem ortaminda 1 ay ve 6 ay siireyle bekletilen
formiilasyonlarin t=0 zamanindaki ¢6ziinme profilleriyle karsilastirilmasi.
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Tablo 4.44. 40°C ve % 75 bagil nem ortaminda 1 ay ve 6 ay siireyle bekletilen
formiilasyonlarin t=0 zamanindaki f> benzerlik faktorleri.

Formiilasyon
45 dk icinde % c¢oziinen RXB f2(benzerlik faktorii)
Kodu
t=0 1ay 6 ay t=Ovelay t=0veb6ay
0811AUTBDYH 67,57 64,36 80,03 67 50
0811BUTYHBD 84,14 79,38 81,61 42 88
0911CUTYHBD 87,09 85,31 89,81 86 64
0911DUTBDYH 89,00 85,74 90,15 71 64
2412AUTBDYH 86,96 87,19 85,26 81 86
2412BUTBDYH 94,73 93,35 92,28 65 81

4.14. Hiicre Kiiltiirii Calismalar
4.14.1. Caco-2 Tek Tabaka Hiicre Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Bu amagla TEER degerleri 6l¢iilmiistiir. Transport ¢alismalarinda TEER <

400 ohm.cm? olan hiicreler kullanilmamustir.
4.14.2. Gegirgenlik Calismalari Sonuglar

Caco-2 ile yapilan gegirgenlik ¢alismalarinda gelistirilen tiim formiilasyonlar
i¢in tayin edilen gegirgenlik katsayilar1 Tablo 4.45°de verilmistir. Formiilasyonlarin

gecirgenlik katsayilar1 RXB etkin maddesinden yiiksek bulunmustur (p<0,05).
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Tablo 4.45. Toz RXB ve RXB nanokristal formiilasyonlarina ait gegirgenlik
katsayilar1 (Ortalama+SS, n=6).

Formiilasyon Coziiniirlik Coziinme Papp(10-°cm/sn)
Kodu (ng/mL) (%)
pH 4,5 %0,4 SDS pH 4,5 %0,4 SDS

RXB 64,8+0.1 12,3+0,6 7,3+0,9
2412BUTBDYH 78.2+0.3 94,7+1,1 11,7+0,6
0811BUTYHBD 69,1114 84,1+0,8 9,4+0,6
0911CUTYHBD 74,1+13,2 87,1+1,0 10,2+0,2
0911DUTBDYH 81,9+3,2 89,0+1,7 11,6+0,3

4.15. in Vivo Oral Uygulamada Kullanilan Formiilasyonlarin Partikiil

Biytiklugii Dagilimi Sonuclar:

Hazirlanan nanokristal formiilasyonu nanosiispansiyon olarak tavsanlara

uygulanmistir ve her bir uygulamadan 6nce 6lgiilen partikiil biiyiikligi, polidispersite

indeksi ve zeta potansiyel degerleri Tablo 4.46.’da gosterilmistir.

Tablo 4.46. Nanokristal formiilasyonlarinin PB, PDI ve ZP’lerine iliskin degisim

tablosu.
Uygulama PB (nm) PDI ZP (mV)
1.uygulama 445,52 0,43 -0,73
2.uygulama 454,00 0,38 -1,99
3.uygulama 454,12 0,36 -0,16
Ortalama 451,21 0,39 -0,96
SS 4,93 0,04 +0,94

PB: Partikiil biiytikligt, PDI: Polidispersite indeksi, ZP: Zeta potansiyel, SS: Standart sapma
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4.16. In Vive Miktar Tayini Sonuclar

Hazirlanan nanokristal formiilasyonunun her bir uygulamadan 6nce mL’deki
etkin madde miktar1 analiz edilmistir (Tablo 4.47.). Her bir tavsana 3 mg/kg, 10 mg/kg

ve 15 mg/kg RXB igerecek miktarda nanosiispansiyon oral gavaj ile uygulanmuistir.

Tablo 4.47. Uygulama oOncesi nanosiispansiyonlardaki mL’deki RXB miktarlari
(n=6).

Uygulama RXB miktari
(mg/mL)
1.uygulama 58,12
2.uygulama 60,26
3.uygulama 67,38
Ortalama 61,92
SS 4,84

4.17. Nanokristal Formiilasyonlarimin Oral Uygulanmasindan Sonra Elde

Edilen Farmakokinetik Bulgular

In vivo ¢alismalar Boliim 3.2.11°de belirtildigi gibi 6 adet Yeni Zelanda tavsani
kullanilarak gerceklestirilmistir. Deney hayvanlarima 3mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg
olacak sekilde oral gavaj yoluyla verilen RXB nanosiispansiyonlarinin
uygulanmasindan sonra tayin edilen plazma konsantrasyonlar: Tablo 4.48., Tablo
4.49. ve Tablo 4.50.’da verilmistir. EAA, Cmaks, tmaks V€ t12 degerleri Tablo 4.51.,
Tablo 4.52. ve Tablo 4.53.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.48. 3 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde edilen
plazma RXB diizeyleri (ng/mL).

Kullanilan Deney Hayvani Numarasi

Zaman

(Saat) Tl T2 T4 T5 T6 T7 Ortalama  SS
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.02 TE TE TE 3.61 TE 34.57 19.09 21.89
0.17 1390 77.58 TE 68.36 344.44 175.75 136.01 130.31
0.33 131.30 464.38 35.88 242.61 851.20 289.21 335.76 291.48
0.50 319.92 309.21 239.20 234.88 1210.44 380.86 449.09 376.96
0.75 349.26 307.80 317.05 285.81 883.87 523.88 444.61 231.75
1.00 280.60 321.73 500.61 256.33 762.62 427.19 42485 189.57
150 291.82 98254 15551 209.80 398.49 255.61 382.30 305.28
2.00 207.04 239.66 24519 190.61 270.85 263.47 236.14 3151
400 11544 8099 86.43 5943 17244 14231 109.51 42.25
6.00 132.13 61.30 b57.76 3234 13416 92.07 84.96 41.87
8.00 327.60 54.07 10450 27.38 14465 80.22 123.07  108.07
12.00 162.18 2350 98.73 41.83 22286 42.11 98.54 79.42
24,00 6548 16.15 1795 20.33 116.01 20.58 42.75 40.50

TE: Analiz sirasinda tespit edilememistir.
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Tablo 4.49. 10 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde edilen
plazma RXB diizeyleri (ng/mL).

Kullanilan Deney Hayvani Numarasi

Zaman

(Saat)  T1 T2 T4 T5  T6 17 Ortalama  SS
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,02 TE 9,20 124,53 57,04 TE TE 63,59 57,94
0,17 14452 59,03 401,99 453,02 393,90 148,24 266,78 214,26
0,33 312,23 581,98 411,72 681,87 54509 270,76 467,28 136,59
0,50 499,52 718,65 417,66 903,34 759,04 281,52 596,62 245,15
0,75 522,21 114593 946,99 853,34 990,77 386,22 807,58 149,42
1,00 350,39 663,21 866,79 384,59 986,86 152,84 567,45 242,07
1,50 40545 705,50 534,73 418,20 418,35 118,91 433,52 144,50
2,00 374,43 376,65 475,67 324,22 459,32 128,14 356,41 76,91
4,00 320,68 206,40 270,48 124,42 208,01 96,74 204,45 73,21
6,00 184,68 125,11 156,83 153,23 63,08 22,26 117,53 17,37
8,00 107,74 148,70 210,72 97,96 76,26 17,39 109,80 56,47
12,00 173,60 121,88 241,40 197,29 68,13 99,28 150,27 60,44
24,00 95,35 79,21 202,79 110,71 59,82 85,23 105,52 64,22

TE: Analiz sirasinda tespit edilememistir.
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Tablo 4.50. 15 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde edilen
plazma RXB diizeyleri (ng/mL).

Kullanilan Deney Hayvani Numarasi

Zaman
(Saat) T1 T2 T4 T5
T6 T7 Ortalama  SS

0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,02 118,41 5,02 14,65 TE 12,36 30,41 36,17 46,90
0,17 23549 50,27 118,01 426,16 416,11 252,11 249,69 140,34
0,33 424,39 190,05 574,26 1159,73 573,66 174585 777,99 604,48
0,50 552,04 343,88 886,27 2790,91 951,46 3074,70 1433,21 1097,74
0,75 640,91 658,42 788,74 1419,46 933,09 2152,83 109891 635,94
1,00 851,09 579,55 1001,43 2048,91 893,10 2112,41 1247,75 593,62
1,50 487,61 579,04 956,35 1221,48 827,99 1769,96 973,74 508,76
2,00 354,70 416,33 874,74 1161,85 916,44 254291 104450 888,56
4,00 350,21 125,84 453,37 408,89 215,47 2152,51 617,71 843,97
6,00 186,01 76,62 221,99 459,37 166,64 794,33 317,49 287,46
8,00 175,62 76,75 138,35 223,48 149,53 440,67 200,73 14141
12,00 380,17 155,30 186,14 401,41 153,59 559,55 306,02 179,08
24,00 103,53 89,18 160,62 17597 62,84 170,81 127,16 46,60

TE: Analiz sirasinda tespit edilememistir.



Tablo 4.51. 3 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde edilen farmakokinetik degerler.
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Parametre Birim T1 T2 T4 T5 T6 T7 Ortalama SS %VK
Lambda_z 1/saat 0,09 0,08 0,12 0,11 0,08 0,08 0,09 0,02 16,20
ti2 Saat 7,31 8,63 5,90 6,24 8,86 8,33 7,55 1,15 15,30
tmaks saat 0,75 1,50 1,00 0,75 0,50 0,75 0,88 0,31 35,95
Crnaks ng/mL 349,26 982,54 500,61 28581 121044 523,88 642,09 338,04 52,65
tiag saat 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Cson/Crmaks 0.19 0,02 0,04 0,07 0,10 0,04 0,07 0,06 76,36
EAA ot ng/mL*saat 3856,19 187491 2209,48 1333,53 5022,33 2076,33 2728,80 1284,69 47,08
EAA 0-» ng/mL*saat 4546,50 2075,97 2362,24 1516,57 6504,99 232377 3221,67 1746,43 54,21
EAA 0-t0- 0.85 0,90 0,94 0,88 0,77 0,89 0,87 0,05 5,93

MEAA 0. ng/mL*saat"2 60162,48 16166,29 21926,53 15328,45 100704,96 21257,03 39257,62 31472,19 80,17
MRT 0-c0  saat 13,23 7,79 9,28 10,11 15,48 9,15 10,84 2,66 24,53
Vz/F (mg)/(ng/mL) 0,0070 0,0180  0,0108 0,0178  0,0059 0,0155 0,0125 0,0049 39,30
CI/F (mg)/(ng/mL)/saat 0,0007 0,0014  0,0013  0,0020  0,0005 0,0013 0,0012 0,0005 42,43




Tablo 4.52. 10 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde edilen farmakokinetik degerler.
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Parametre Birim T1 T2 T3 T5 T6 T7 Ortalama SS %VK
Lambda_z 1/saat 0,07 0,04 0,06 0,07 0,01 0,04 0,05 0,02 46,43
ti Saat 10,17 17,97 12,32 9,49 48,90 18,94 19,63 14,87 75,74
tmaks Saat 0,75 0,75 0,75 0,50 0,75 0,75 0,71 0,10 14,41
Crmaks ng/mL 522,21 114593 946,99 903,34 990,77 386,22 815,91 295,03 36,16
tiag Saat 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cson/Crmaks 0.18 0,07 0,21 0,12 0,06 0,22 0,14 0,07 49,13
EAA ot ng/mL*saat 4407,75 4175,02  6288,15  4442,07 3390,67 2097,80 413358  1379,17 33,37
EAA o  ng/mL*saat 5807,32 6228,59  9892,04 595824 7610,90 4426,89 6654,00 1883,74 28,31
EAA 0-t/0-» 0.76 0,67 0,64 0,75 0,45 0,47 0,62 0,13 21,54
MEAA o ng/mL*saat"2 93439,06 134398,40 214189,74 98792,09 420557,99 143393,75 184128,51 123646,16 67,15
MRT 0-0  saat 16,09 21,58 21,65 16,58 55,26 32,39 27,26 14,92 54,73
Vz/F (mg)/(ng/mL) 0,0076 0,0125 0,0054 0,0069  0,0278 0,0185 0,0131 0,0087 65,99
CI/F (mg)/(ng/mL)/saat 0,0005 0,0005 0,0003 0,0005  0,0004 0,0007 0,0005 0,0001 26,31
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Tablo 4.53. 15 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde edilen farmakokinetik degerler.

Parametre Birim T1 T2 T4 T5 T6 T7 Ortalama SS % VK
Lambda_z 1/saat 0,07 0,08 0,08 0,10 0,06 0,12 0,09 0,02 27,86
t1/2 saat 10,59 8,57 8,42 6,67 12,16 5,75 8,69 2,38 27,42
tmaks saat 1,00 0,75 1,00 0,50 0,50 0,50 0,71 0,25 34,70
Crmaks ng/mL 851,09 658,42 1001,43 2790,91 951,46  3074,/0 1554,67 1077,68 69,32
tiag Ssaat 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cson/Crmaks 0.12 0,14 0,16 0,06 0,07 0,06 0,10 0,04 44,26
EAA ot ng/mL*saat 6661,27  3716,14 6663,20 10706,08 5307,07 19084,90 8689,78 559510 64,39
EAA o  ng/mL*saat 8242,97  4818,89 8614,53  12399,45 6409,22 20502,88 10164,66 5668,32 55,77
EAA 0-t/0-» 0.81 0,77 0,77 0,86 0,83 0,93 0,83 0,06 7,32

MEAA o ng/mL*saat"2  124558,00 73484,05 124702,65 140180,58 80451,16 170748,79 119020,87 36736,03 30,87
MRT o,  saat 15,11 1525 14,48 11,31 1255 8,33 12,84 2,70 21,03
VzIF (mg)/(ng/mL) ~ 0,0056 0,077 00042 0,023 00082 00012 00049 00028 57,93

Cl/F (mg)/(ng/mL)/saat 0,0004 0,0006  0,0003 0,0002 0,0005  0,0001 0,0004 0,0002 45,85




Tablo 4.54. RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra elde edilen ortalama farmakokinetik degerler.
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Parametre Birim 3 mg/kg SS 10 mg/kg SS 15 mg/kg SS
Lambda_z 1/saat 0,09 0,02 0,05 0,02 0,09 0,02

t1r2 saat 7,55 1,15 19,63 14,87 8,69 2,38
tmaks sa 0,88 0,31 0,71 0,10 0,71 0,25
Cmaks ng/mL 642,09 338,04 815,91 295,03 1554,67 1077,68
tiag sa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cson/Crmaks 0,07 0,06 0,14 0,07 0,10 0,04
EAA o+ ng/mL*sa 2728,80 1284,69 4133,58 1379,17 8689,78 5595,10
EAA 0 ng/mL*sa 3221,67 1746,43 6654,00 1883,74 10164,66 5668,32
EAA 0-t0-0 0,87 0,05 0,62 0,13 0,83 0,06
MEAA 0-» ng/mL*sa"2 39257,62 31472,19 184128,51  123646,16  119020,87 36736,03
MRT 0-» Saat 10,84 2,66 27,26 14,92 12,84 2,70
Vz/F (mg)/(ng/mL) 0,0125 0,0049 0,0131 0,0087 0,0049 0,0028
CI/F (mg)/(ng/mL)/sa 0,0012 0,0005 0,0005 0,0001 0,0004 0,0002
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Sekil 4.70. 3 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra her bir

tavsandan elde edilen plazma konsantrasyon - zaman profilleri.
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Sekil 4.71. 10 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra her bir
tavsandan elde edilen plazma konsantrasyon - zaman profilleri
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Sekil 4.72. 15 mg/kg doz RXB nanosiispansiyonu uygulamasindan sonra her bir
tavsandan elde edilen plazma konsantrasyon - zaman profilleri
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Sekil 4.73. Biitiin tavsanlara ait 3 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg uygulama sonrasi
ortalama plazma konsantrasyon - zaman profilleri (Ortalama = SH, n=6).
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Sekil 4.74. Biitiin tavsanlara ait 3 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg uygulama sonrasi
ortalama yar1 logaritmik plazma konsantrasyon - zaman profilleri (Ortalama + SH,
n=6).
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Sekil 4.75. Biitiin tavsanlara ait 3 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg uygulama sonrasi doza
gore normalize edilmis plazma konsantrasyon - zaman profilleri (Ortalama + SH, n=6).

4.17. Doz Orantisalligr Sonuclari

RXB nanosiispansiyonlarinda Cmaks, EAA0t, EAA0 parametrelerine ait doz
orantisallig1 karsilastirmasi; varyans analizi, gii¢ modeli ve basit regrasyon analizi ve
esdegerlik yontemleri ile ayr1 ayr1 yapilmistir. Sonuglar Tablo 4.55. - 4.59. ve Sekil
4.76. - 4.78.”de verilmistir. Gii¢ modeli kullanilarak doza kars1 farmakokinetik cevap
arasindaki iliskiyi gostermek tizere ¢izilen egrilerin egimleri sirasiyla Cmaks, EAA0-,
EAAo icin 0,4569, 0,7153 ve 0,6231 bulunmustur. Her bir parametreye ait
farmakokinetik cevaba karsilik gelen In (doz) grafigi Sekil 4.76.-4.78.’de verilmistir.
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Sekil 4.76. 3 mg-15 mg doz araliginda gozlemlenen ve tahmin edilen Cmaks degerleri

arasindaki iliski (dogrusal log-log, giic modeli)
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Sekil 4.77. 3 mg-15 mg doz araliginda gozlemlenen ve tahmin edilen EAAo-tdegerleri

arasindaki iliski (dogrusal log-log, giic modeli)
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Sekil 4.78. 3 mg-15 mg doz araliginda gézlemlenen ve tahmin edilen EAAo-» degerleri
arasindaki iliski (dogrusal log-log, giic modeli)

Tablo 4.55. RXB’nin doz orantisalliginin gii¢ modeli ile degerlendirilmesi.

% 90 giiven
Parametre B(standart hata) p -degeri arahg R?
Crmaks 0,46(0,19) 0,031 0,12-0,79 0,26
EAA-t 0,62(0,17) 0,002 0,32-0,92 0,45
EAAQ-» 0,72(0,15) <0,001 0,45-0,98 0,58

Farmakokinetik verilere ait sonuglar varyans analizi modeli ile de karsilastiriimistir.
Oncelikle 3 farkli doza ait veriler karsilastirilmis daha sonra ise 2’serli gruplar halinde
karsilastirma yapilimistir. Sonuglar asagida Tablo 4.56.- 4.59.”da verilmistir.
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Tablo 4.56. RXB’nin doz normalize edilmis dogal logaritmasi alinmis
farmakokinetik verilerine ait varyans analizi dzeti.

Cmaks/doz Varyans KT SD KO F p-degeri F
Kaynag olciitii
Gruplar 0,537 2 0,269 4,594 0,028 3,682
Arasinda
Gruplar 0,877 15 0,058
Icinde
Toplam 1,414 17

EAAoddoz Varyans KT SD KO F p-degeri F
Kaynag olciitii
Gruplar 0,319 2 0,160 3,620 0,052 3,682
Arasinda
Gruplar 0,662 15 0,044
Icinde
Toplam 0,981 17

EAA0~doz Varyans KT SD KO F p-degeri F
Kaynag olciitii
Gruplar 0,130 2 0,065 1,649 0,225 3,682
Arasinda
Gruplar 0,592 15 0,039
Icinde
Toplam 0,722 17

KT: Kareler toplami, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi

Tablodan elde edilen sonucglara gére Cmaks i¢in tablo F degeri hesaplanan F

degerinden kii¢iik oldugu i¢in Ho farksizlik hipotezi red edilir p<0,05. Cmaks igin 3 mg,

10 mg ve 15 mg dozlarda doz orantisallig1 saglanamamustir.



Tablo 4.57. Craks i¢in ikiserli gruplar halinde ANOVA tablosu.
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Varyans KT SD KO F p-degeri F olciitii
3mg-10mg  Kaynag

Gruplar 0,456 1 0,456 9,593 0,011 4,965

Arasinda

Gruplar 0,475 10 0,048

Icinde

Toplam 0,931 11

Varyans KT SD KO F p-degeri F olgiitii
10 mg-15 mg Kaynagi

Gruplar 0,008 1 0,008 0,142 0,715 4,965

Arasinda

Gruplar 0,575 10 0,057

Icinde

Toplam 0,583 11

Varyans KT SD KO F p-degeri F olgiitii
3mg-15mg  Kaynag

Gruplar 0,342 1 0,342 4,856 0,052 4,965

Arasinda

Gruplar 0,704 10 0,070

Icinde

Toplam 1,046 11

KT: Kareler toplami, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi

3 mg - 10 mg doz da Cmaksi¢in p<0,05 doz orantisallig1 saglanamamigtir. Ancak

10 mg-15 mg ve 3 mg-15 mg dozlar arasinda p>0,05 doz orantisallik vardir.



Tablo 4.58. EAAq-tigin ikiserli gruplar halinde ANOVA tablosu.
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3mg-10 mg Varyans KT SD KO F p-degeri F
Kaynag olciitii
Gruplar 0,307 1 0,307 8,722 0,014 4,965
Arasinda
Gruplar 0,353 10 0,035
Icinde
Toplam 0,660 11

10mg-15mg Varyans KT SD KO F p-degeri F
Kayna@ olciitii
Gruplar 0,033 1 0,033 0,767 0,402 4,965
Arasinda
Gruplar 0,435 10 0,044
Icinde
Toplam 0,469 11

3mg-15mg Varyans KT SD KO F p-degeri F
Kayna@ olciitii
Gruplar 0,138 1 0,138 2,580 0,139 4,965
Arasinda
Gruplar 0,536 10 0,054
Icinde
Toplam 0,674 11

KT: Kareler toplami, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi

EAAo-ticin 3 mg-10 mg dozlar arasinda doz orantisalligi tespit edilememistir. 10 mg-

15 mg ve 3 mg -15 mg dozlar arasinda orantisallik vardir.
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Tablo 4.59. EAAo- i¢in ikiserli gruplar halinde ANOVA tablosu.
3mg-10 mg Varyans KT SD KO F p-degeri  F olgiitii

Kaynag
Gruplar 0,082 1 0,082 2,345 0,157 4,965

Arasinda

Gruplar 0,348 10 0,035

Icinde
Toplam 0,429 11

10 mg-15mg Varyans KT SD KO F p-degeri  F olgiitii
Kayna@

Gruplar 0,002 1 0,002 0,074 0,792 4,965
Arasinda

Gruplar 0,314 10 0,031

Icinde
Toplam 0,316 11

3mg-15mg Varyans KT SD KO F p-degeri  F olgiitii
Kayna@

Gruplar 0,111 1 0,111 2,132 0,175 4,965
Arasinda

Gruplar 0,522 10 0,052

Icinde

Toplam 0,634 11

KT: Kareler toplami, KO: Kareler ortalamasi, SD: Serbestlik derecesi

EAAo-» parametresi i¢in 3 mg-10 mg, 10 mg-15 mg ve 3 mg-15 mg dozlar i¢in
p>0,05 oldugu i¢in farksizlik hipotezi kabul edilir ve dozlar arasinda doz orantisalligi
oldugu sonucuna varilir.

Doz orantisalligini test etmek lizere doz normalize edilmis farmakokinetik
verilerle basit dogrusal regresyon analizi yapilmistir. Egime ait % 95 giiven araliginda
elde edilen sonuglar Tablo 4.60.’da verilmistir. EAAot ve EAAo« igin doz
orantisalliginin saglandig: goriilmiistiir (p>0,05).
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Tablo 4.60. Doz normalize edilmis ve logaritma doniistiiriilmiis farmakokinetik
verilere iliskin basit dogrusal regresyon analizi sonuglart.

Parametre % 95 Giiven Arahg: p degeri
Crmaks -0,049-0,002 0,034
EAA-t -68,434-7,817 0,111
EAA0-» -78,970-9,675 0,117

Literatiirde yer alan dordiincii bir yontem olan esdegerlik yonteminde ise
farmakokinetik parametrelerin geometrik ortalamasi igin %90 giiven aralig1 3-10 mg,
10-15 mg ve 3-15 mg dozlar i¢in hesaplanmistir.%90 giiven aralig1 sonuglarinin %80-
125 smirlarinda olmasi halinde doz orantisalligi kabul edilmistir. Sonuglar Tablo

4.61.’de verilmistir.

Tablo 4.61. Doz normalize edilmis ve dogal logaritmasi alinmig farmakokinetik
verilere iliskin % 90 giliven aralig1 sonuglari.

Parametre Doz 1 Doz 2 % 90 Giiven araligi ‘.’/o'Grup
ici VK
Crmaks 3 mg 10 mg 72,79-159,69 29,546
10 mg 15mg 88,71-125,52 23,305
3mg 15mg 78,14-118,39 31,592
EAAo-t 3mg 10 mg 81,38-139,07 27,705
10 mg 15 mg 93,76-113,08 25,136
3mg 15mg 83,85-110,01 20,804
EAA0-» 3mg 10 mg 75,34-134,17 19,853
10 mg 15mg 88,22-117,69 24,352
3mg 15mg  91,23-110,98 17,107

% VK = 100V eSwr — 1

EAAot ve EAAo igin 3 mg-15 mg dozlar arasinda ve 10 mg-15mg dozlar
arasinda farmakokinetik parametreler i¢in doz orantisalligi tespit edilmistir.
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5 TARTISMA

Antikoagiilasyon tedavisinde kullanilan ilaglarin subkiitan kullanilmalari,
stirekli izlenmeyi gerektirmeleri gibi sakincalarina bagh olarak tedavide oral yolla
kullanilabilecek ilaglara gereksinim duyulmasina neden olmustur. Yeni gelistirilen
ilaclardan RXB’nin, diisiik molekiil agirlikli heparinler, VKA, trombolitiklere karsilik
iistiinliiklerinin olmasi, tedavide etkisinin bu ilaglara gore daha diisiik olmamasi
tedavinin yeni oral antikoagiilanlara kaymasina neden olmustur. Ancak yeni
gelistirilen birgok ila¢ etkin maddesi gibi RXB da ¢ozinirligi disiik bir etkin
maddedir.

EMA tarafindan yaymlanan RXB etkin maddeli Xarelto® Tablete ait
degerlendirme raporunda belirtildigi gibi suda ¢dziinmeyen bir maddedir. Ik defa
Amidon ve ark. (249) tarafindan tanimlanan BSS’ye gore etkin maddeler sudaki
coziiniirliikleri ve barsak permeabilitelerine gore 4 sinifa ayrilmaktadir. BSS sinif II
olarak tanimlanan diisiik ¢oziiniirliik ve yiiksek permeabilite 6zelligindeki ilaglarda
¢Oziiniirliik ve ¢oziinme biyoyararlanim iizerinde hiz kisitlayict basamaktir. Aym
raporda Xarelto® Tablet ile yapilan 1,25-80 mg dozlarda tek doz ve 5-30 mg dozlarda
yapilan ¢oklu doz ¢aligmalarinin sonuglarina bakildiginda aclik ve tokluk kosullarinda
EAA ve Cmaks degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir.
EAA’da % 20, Cmaks’da % 40 oraninda tokluk kosullarinda artis goériilmiistiir. Bu
etkinin 10 mg altindaki dozlarda goriilmedigi ifade edilmistir.

Biitiin bu bilgiler 1518inda RXB’nin BSS sinif II ilag olmas1 ¢oziiniirliigiiniin
diisiik olmasi1 nedeniyle yiiksek dozlarda yiyecek etkisi gostermesi ve doz
orantisalliginin saglanamamasi sorunlari bulunmaktadir. Bu ¢alismada RXB etkin
maddesinin yiiksek dozlardaki aglik kosullarindaki biyoyararlanim sorununun
coziilmesi ve farmakokinetik verilerde doz orantisalligmnin saglanmasi amaciyla
nanokristal formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve in vitro-in vivo degerlendirmesinin
yapilmasi hedeflenmistir. In vitro calismalar TUBITAK tarafindan desteklenen
1135200 nolu proje kapsaminda gergeklestirilmistir. In vivo ¢alismalar ise Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenen THD-2017-13071

nolu hizli destek projesi kapsaminda degerlendirilmistir.
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Son yillarda kesfedilen birgok ilag etkin maddesinde ¢oziintirliik sorunlar ile
kars1 karsiya gelindiginden bu alanda yeni yontemlerle ¢alisilmaktadir. Bu ¢alismanin
kapsaminda oncelikle RXB etkin maddesinin nanokristal formiilasyonu hazirlanarak
partikiil biiyiikligli, ¢oziiniirliikk, ¢éziinme profili gibi fizikokimyasal parametrelerin
tyilestirildigi gosterilmistir.

Literatiirde yer alan bilgiler 1s18inda nanokristal teknolojisi ile hazirlanan
formilasyonlar ile oral biyoyararlanim artar, hizli etki olusur, doz orantisalligi
tyilestirilir, yliksek biyoyararlanimdan dolayr doz azaltmaya gidilebilir, suda
¢Oziiniirligli az olan lipofilik ilaglarda gozlenen aclik ve tokluk durumlarindaki
biyoyararlanim farklilig1 azaltilabilir, aglik tokluk kosullarindaki degiskenlik azaltilir
(21, 60-62). Genellikle yan etkiler uygulanan ilag miktari ile orantilidir, bu yiizden
etkin maddelerin azalan miktarlari ile hastalar i¢in artirilmig giivenilirlik saglanir (61,
62).

RXB nanokristal formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve ilacin in vitro - in vivo

performansi ve doz orantisalligi iizerine etkileri asagida degerlendirilmistir.
5.1. RXB’nin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Calismalarimiza baglamadan o6nce, RXB’nin fizikokimyasal 6zellikleri
incelenmistir ve sonuglar literatiir verileri ile karsilastirilarak etkin maddenin
karakterizasyonu ve saflik kontrolii yapilmistir. RXB’nin fizikokimyasal 6zelliklerini
tayin etmek amaciyla ultraviyole (UV) spektrumlari ile FT-IR spektrumu ¢ekilmis,
ayrica diferansiyel DSC analizi, X-1gmm1 kirmimi analizi, SEM analizi, partikiil
biiytikligii analizi ve ¢ozliniirlik calismalart yapilmistir. RXB’nin UV spektrumu
(Bkz.Sekil 4.1.) incelendiginde maksimum pik verdigi dalga boyu asetonitril:su 80:20
(h:h) i¢inde 249 nm olarak saptanmustir. Celebier ve ark. (194, 205) yaptig1 iki farkls
calismada maksimum absorbans verdigi dalga boyu ACN:su karigiminda 248 nm ve
249 nm bulunmustur. Literatiirde maksimum absorbans verdigi dalga boyu 0.1 M
sodyum  asetat:metanol  60/40 (h/h) mobil faz1 iginde 247 nm,
ACN:metanol:ortofosforik asit 90:80:2 (h:h:h) i¢inde 234 nm olarak saptanmistir
(196, 202). X-1511 difraktograminda piklerin goriilmesi kristal yap1 varligini gosterir
(Bkz. Sekil 4.4.). Amorf yap1 varliginda ise, X-1s1n1 difraktograminda herhangi bir pik
gozlenmemektedir. RXB’nin kristal yapida oldugu difraktogramda agik bir sekilde
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goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.4.). Ayrica RXB’nin US2013/0245017 Al nolu patentte
verilen X-igin1 difraktogrami ile deneysel olarak elde edilen difraktogram
karsilastirildiginda benzer oldugu ve kristal yapida oldugu goriilmektedir (247). RXB
etkin maddesinin IR spektrumunda literatiirde 564, 686, 708, 746, 757, 830, 846, 920,
991, 1011, 1056, 1077, 1120, 1146, 1163, 1219, 1286, 1307, 1323, 1341, 1374, 1411,
1429, 1470, 1486, 1517, 1546, 1605, 1646, 1669, 1737, 2867, 2895, 2936, 2976, 3354
cm’de karekteristik pikler verdigi belirtilmektedir (250, 251). Calismamizda elde
ettigimiz RXB’a iliskin IR spektrumu incelendiginde karekteristik fonksiyonel
gruplara ait piklerin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmistiir (Bkz. Sekil 4.2.).

DSC termogramlari incelendiginde (Bkz.Sekil 4.3.) RXB’nin erime derecesi
233.5°C olarak bulunmustur. RXB kristalleri erime derecesi 230°C (modifikasyon I),
203°C (Modifikasyon II), gecis noktast 127°C (Modifikasyon III) olan ii¢ farkli
polimorfa sahiptir. Termodinamik olarak polimorf Il stabil polimorfdur (19). RXB’nin
yiizey morfolojisi, partikiil biiytikliigii ve seklini incelemek amaciyla SEM goriintiileri
incelenmistir. Farkli biiyiitme oranlarinda (x250, x500, x1000) kristal yapida, diizensiz
kiibik sekilde partikiillere de rastlanmistir (Bkz. Sekil 4.5.). SEM goériintiilerinde
partikiil biiyiikligii 10 pm-100 pm ve daha biiyiik olan partikiiller gozlemlenmis olup
Malvern Master sizer ile yapilan dlgiimler bu veriyi desteklemistir. RXB’ nin partikiil
biytikligi d(0,1) 14,769+179 um, d(0,5) 77,245+1794 um d(0,9) 235,929+15,531 um
bulunmustur ve homojen bir dagilim gosterdigi partikiil biiytikliigli dagilimi grafiginde
goriilmektedir (Bkz. Tablo 4.2. ve Sekil 4.6.)

RXB etkin maddesinin ¢oziiniirliigii EMA’nin biyoesdegerlik ¢alismalarinin
aragtirilmasi ile ilgili kilavuzunda onerilen ti¢ farkli pH’da ( pH 1,2, 4,5, 6,8) (242),
ve etkin maddenin ticari preparatinin 15 ve 20 mg dozlar i¢in FDA tarafindan
yayinlanan klinik farmakoloji ve biyofarmasdtik bilgileri ile ilgili raporunda 6nerilen
¢oziinme ortaminda (% 0,4 SDS igeren pH 4,5 tamponu) tayin edilmistir (243) SDS
icermeyen ortamlarda (pH 1,2, pH 4.5, pH 6,8) 24 saat sonunda tayin edilen
¢oziinlirliik degerleri etkin maddenin ¢odziiniirliigliniin pH’dan bagimsiz bir ¢éziintirliik
profiline sahip oldugunu gostermistir. Ancak ortama % 0,4 oraninda SDS ilave
edildiginde 24 saat sonunda etkin maddenin ¢6ziiniirliigiinde yaklasik 7 katlik bir artis
gozlenmistir (Bkz.Tablo 4.1.). FDA tarafindan yayinlanan Xarelto® Tablete ait klinik
farmakoloji ve biyofarmasotik derlemede ve literatiirde de RXB’nin pH 1,0-6,8
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araliginda ¢6ziiniirliigiiniin pH’dan bagimsiz oldugu belirtilmistir (10, 191). RXB’nin
sudaki intrinsik ¢ozintrligi ve pH 1,2 (SGF, simulated gastric fluids)’deki denge
¢ozinlrligl sirasiyla Krisztina ve ark. (191) yaptigi ¢alismada 10 pg/mL, 11 ug/mL
bulunmustur. % 0,4 SDS igeren pH 4,5 asetat tamponundaki ¢oziiniirliik sonuglar (64
mg/mL) 15 ve 20 mg dozlarda sink kosullarin saglanabildigini gostermektedir.
Literatiirde yine ayni ortamda RXB’nin ¢ézlintirliigii 72 mg/900 mL bulunmustur (10).

5.2. RXB Stabilite Calismalar:

Etkin maddenin 25 +2°C ve %60+£5 bagil nem ortaminda 12 ay siire ile ti¢ farkli
seride partikiil bliylikliigii analiz edildigi d(0.1), d(0.5), d(0.9) degerleri i¢in donemler
aras1 varyasyon katsayisi sirastyla % 12,41, % 4,89 ,% 15,07 olarak bulunmustur
(Bkz.Tablo 4.2.). RXB etkin maddesinin 2008 yilinda EMA tarafindan yayinlanan
degerlendirme raporunda termal kosullarda, 1sik ve hidrolitik stres altinda stabil
oldugu rapor edilmistir (213). Etkin maddenin goriiniim, renk ve kokusunda herhangi
bir degisiklik olmamistir. RXB t=0 ve 25 £2°C ve %60+5 bagil nem ortaminda 6 ay
sonundaki RXB’a iliskin SEM goriintiileri incelendiginde (Bkz. Sekil 4.5.) ilk bastaki
gibi 10 pm-100pm araliginda kiibik diizensiz partikiiller gortinmektedir. 25 +£2°C ve
%60+5’de 6 ay sonunda IR spektrumlari (Bkz. Sekil 4.9.) alinmis fonksiyonel gruplara
ait pikler yine goriilmiis olup RXB’nin kimyasal yapis1 korunmustur. Kristal yapinin
korunup korunmadigini test etmek amaci ile 25 +2°C ve %60+5 bagil nemde 6 ay
bekledikten sonra 72 saat boyunca -55 °C ve 0.01 mmHg’da liyofilize edildikten sonra
X-151n1 kirmnimi - difraktogrami  alinmistir  (Bkz. Sekil 4.7., Sekil 4.8.). RXB
difraktogramlarinda kristal yapiy1 gosteren kirmimlari oldugu goriilmistiir. Kristal
yapiya etkisi olmadigr i¢in formiilasyon ¢alismalarinda dondurarak kurutma
yonteminin kurutma yontemi olarak kullanilmistir.

Stabilite ¢calismalari siiresince RXB’nin 20 mg dozda in vitro ¢6zlinme testleri
yapilmistir. In vitro ¢éziinmede anlamli bir degisiklik olmadigi f> benzerlik testi (>50)
ile gosterilmistir (Bkz.Tablo 4.3.). RXB’nin ¢oziniirliigi ¢ok diistik oldugu igin 45

dakika sonunda ¢6ziinme tamamlanamamistir (Bkz. Sekil 4.10.).
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5.3. RXB’nin Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesi ve Validasyonu

Literatiir taramasi, RXB analizi i¢in birka¢ yontemin kullanilabilir oldugunu
ortaya koymaktadir. Bu yontemler, UV spektrofotometresi (194, 195), yiiksek
performansli sivi kromatografisi ( RP-HPLC) (196-202) yiiksek performansli sivi
kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC/MS/MS) (203, 204), TLC-
dansitometrisi (204) kati-faz ekstraksiyon-yiiksek performansli sivi kromatografisi
(205), UPLC ultra performansli sivi kromatografisi (206), anti- faktor Xa kromojenik
tayin (207) ve protrombin zamani tayini (208) gibi yontemlerden olusmaktadir.
RXB’nin plazmadan tayininde LC/MS/MS, anti-faktor Xa kromojenik tayin ve
protrombin siiresi tayini yontemleri kullanilmistir.

RXB’nin in vitro miktar tayini i¢in en ¢cok kullanilan yontem HPLC olmustur.
Bu ¢alismada ¢oziiniirliikk, ¢oziinme ve miktar tayini deneylerinin analizi i¢cin HPLC
yontemi kullanilmistir. ACN: Su (80:20, h:h) ve %0.4 SDS igeren pH 4,5 fosfat
tamponu ortaminda miktar tayini ve validasyonu caligmalar1 yapilmistir. RXB
maksimum pik verdigi 249 nm’de mobil faz ACN:su 55:45(h:h) sistemi olarak
secilmistir. RXB’nin alikonma zamam 3,6 dk olarak bulunmustur bu veri literatiir
verileri (3,37 dk) ile uyumlu bulunmustur (199). Miktar tayin yonteminin validasyonu
ICH Q2(R1) Analitik Prosediirlerinin Validasyon Kilavuzuna uygun olarak 6zgiilliik,
dogrusallik, dogruluk, kesinlik (tekrarlanabilirlik, ara kesinlik, tekrar elde edilebilirlik)
saptama sinir1, miktar tayini siniri, saglamhik gibi oOlgiitler ile degerlendirilmis ve
sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir (244). Yontemin ozgiilligiini test
etmek icin sisteme ¢Ozlinme ortami ve yardimci maddeleri iceren ¢ozelti enjekte
edilmis ve RXB pik verdigi zaman aralifinda herhangi bir pik vermedigi ve girisim
yapmadigi, RXB piklerinin tam olarak ayrildig1 goriilmiistiir. RXB’nin 2,5-40 pg/mL
konsantrasyon araliginda elde edilen kalibrasyon dogrularinin determinasyon
katsayilar1 1’e (1 ve 0,9996) yakin bulunmustur. Bu sonuglar RXB i¢in ¢alisilan
konsantrasyon araliginda pik alanlari ile konsantrasyonlar arasindaki iliskinin dogrusal
oldugunu gostermektedir. Yontemin dogrulugu degerlendirildiginde ¢aligilan ii¢ farkl
konsantrasyon i¢in hesaplanan VK degerleri % 2’den kiigiik bulunmustur. Analitik
yontemin kesinligi yukarida da belirtildigi gibi 3 diizeyde gergeklestirilmis ve VK
degerleri % 2’nin altinda bulunmustur. Ancak % 0,4 SDS igeren pH 4,5 asetat tamponu

icinde ara kesinlik degerlendirmesinde en diisiik konsantrasyon 5 pg/mL i¢in dl¢iilen
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3. numunenin konsantrasyonu 5,275 pg/mL olarak tespit edilmis ve bu nedenle % VK
2,942 olarak hesaplanmistir. Bu duruma, hazirlanan numunede tartim veya seyreltme
hatasinin neden oldugu diistiniilmektedir. Yontemin duyarliligi i¢in saptama sinir1 ve
tayin simir1 % 0,4 SDS igeren asetat tamponunda 0,17 pg/mL ve 0,51 pg/mL, ACN:su
icinde ise 0,85 pg/mL ve 2,5 pg/mL olarak bulunmustur. Kararlilik bulgulari
degerlendirildiginde, 5, 20 ve 40 pg/mL konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri
hazirlandiktan hemen sonra, 12 saat, 24 saat sonunda ve 24 saat boyunca +4 °C’de
tutulduktan sonra numunelerin HPLC ile analizi sonucunda 5 pg/mL ve 20 pg/mL igin
% VK katsayilart % 2 den biiyiilk olmasina ragmen (2,042, 2,039) elde edilen
konsantrasyonlar Mann-Whitney U testi ile karsilastirilmis ve degisimin anlamsiz
oldugu gosterilmistir (p>0,05). Bu da RXB’nin analiz siiresince dayanikli kaldigini
kanitlamaktadir.

RXB hiicre kiltiirii ¢aligmalar1 sonucu elde edilen verilerin analizi igin
LC/MS/MS yontemi kullanilmigtir. Negatif ESI (-ESI) modunda 434.9 m/z % 0,1
formik asit su ve % 0,1 formik asit asetonitril karigimli hareketli fazdaki kromatogrami
alinmis ve S/N (sinyal/noise) oran1 pozitif ESI’de elde edilen pikten kii¢iik oldugu i¢in
pozitif ESI uygulamaya karar verilmistir. Ancak % 0,1 formik asit igeren su ve % 0,1
formik asit iceren asetonitril karisiminda herhangi bir iyon parcalanmasi goriilmedigi
icin mobil faz degistirilmistir. RXB’nin fizyolojik hiicre tabakalarindan gegirgenligi
ve P-gp aracilikli aktif transport siireglerinin arastirildigi bir calismada RXB’nin
miktar tayini i¢cin LC/MS/MS yontemi kullanilmigtir (228).Burada RXB kiitle
spektrumunda 435,9 m/z’de en yiiksek sinyal bulunmustur. Mobil faz olarak 10mM
amonyum asetat igeren ACN:su kullanilmistir (228). % 0,1 formik asit igeren ACN:su
ortaminda iyonlasma olmadigi i¢in calismamizda da mobil faza amonyum asetat
eklenmesine karar verilmistir.

10 mM Amonyum asetat i¢ceren mobil faz kullanilarak yontem tekrar
denenmistir. 2013 yilinda Gschwind ve ark. (252)’nin yaptiklar1 ¢caligmada ise mobil
faza 20 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit ilave edilerek gegirgenlik sonuglari
LC/MS/MS ile tayin edilmistir. Literatiirden hareket ile ACN:su mobil fazina 10 mM
amonyum asetat ve % 0,1 formik asit ilave edilerek RXB tayini i¢in Fregman voltaj
taramasi 0-200 V arasinda yapilmis ve en yiiksek sinyal 436 m/z i¢in 144 V olarak
belirlenmistir. MS? denemeleri 144 V freg voltaji ile yonlendirilen 436 m/z garpisma
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hiicresinde (collusion cell) parcalanmaya ¢alisilmistir. 144,7 m/z ve 231 m/z’ de
parcalanma iyonlar1 goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.24.) Literatiirde RXB’nin kiitle
spektrumunda 435,9 m/z, 437 m/z en yiiksek sinyal bulunmus olup ¢alismadaki
verilerimiz ile uyumlu bulunmustur (228, 229, 252). Yontemin O6zgilligiini
degerlendirmek i¢in ACN ve standart ¢dzeltinin kromatogrami ve kiitle spektrumu
alinmigtir. Asetonitrilde kromatogram goriilmemis etkin maddenin pargalandigi 144,7
m/z ve 231 m/z deki parcalanma piki yok denecek kadar az bulunmus ve boylece
yontemin segiciligi gosterilmistir (Bkz. Sekil 4.25.-4.28.). Kalibrasyon dogrusunun
determinasyon katsayisi 0,9994 bulunmus ve 1,25-250 ng/mL konsantrasyon
araliginda dogrusalligin saglandigi gosterilmistir. Dogruluk, kesinlik, miktar tayini
sinir1, sistem uygunluk acisindan yontem degerlendirilmistir. Dogruluk, kesinlik ve
stabilite i¢in hazirlanan 1,25, 25 ve 250 ng/mL konsantrasyonlarda hazirlanan
numunelerin analiz sonuglar1 incelendiginde bazi numunelerde tespit edilen
konsantrasyonlarda eklenen konsantrasyona gore % 5’den fazla sapma oldugu
goriilmiistiir. Bu durumun sebebi stok ¢ozelti hazirlama ve standart c¢ozeltileri
hazirlamada esnasinda yapilan tartim ve pipetleme hatalarindan kaynakli olabilir.
Ayrica piklerde kuyruklanma oldugu, diizgiin pik elde edilemedigi i¢in standart
cozeltiler metanol:su:perklorik asit (50:33:17, v:viv) c¢ozeltisi ile 1:1 oraninda
muamele edilerek RXB tayini yapilmistir. Konsantrasyonlarda sapmanin bir diger
nedeni metanol:su:perklorik asit ¢ozeltisi ile yapilan muamele sonucu
konsantrasyonun degismesi ve stok ¢ozeltiden bir dizi seyreltme yapilmis olmasina
baglanabilir.

RXB’nin tavsan plazmasindan in vivo miktar tayini LC/MS/MS ile
yapilmustir. Korostelev ve ark. RXB’nin insan plazmasindan tayininde pozitif
elektronsprey iyonizasyon modu kullanmustir. Coklu reaksiyon goriintiileme (multiple
reaction monitoring) ile m/z 436,1 — 144,9’da iyon gegisi olmustur. Rohde ve ark.
yaptig1 ¢alismada da ayni iyonizasyon ge¢isi goriilmistiir (203, 210). Calismamizda
RXB’nin ayn1 yontem kullanilarak iyonlarina 436 m/z ¢arpigsma hiicresinde (collusion
cell) pargalanmaya c¢aligilmigtir. 145 m/z ve 231,0 m/z’de pargalanma iyonlari
goriilmistiir, bu veriler literatiir ile uyumlu bulunmustur. Rohde ve ark. (210) yaptigi
calismada mobil faz olarak amonyum asetat ve formik asit iceren ACN c¢ozeltisi,

Korostelev ve ark. (203) yaptig1 ¢calismada ise % 0,1 formik asit ve amonyum format
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iceren su (% 90) ve % 0,1 formik asit igeren ACN (% 10) gradiyent eliisyonu
kullanilmistir. Zhang ve ark. (212) ise mobil faz olarak asetonitril ve % 0,1 formik
asit kullanmistir. RXB’nin daha 6nce yapilan hiicre kiiltiiri calismalarinda 10 mM
amonyum format ve % 0,1 formik asit igeren ACN:su mobil faz olarak kullanilmigtir
. Iyonlasma olmadig1 icin in vivo calismada da mobil faza amonyum format
eklenmistir. Mobil faz olarak % 0,1 formik asit igeren ACN:10 mM amonyum format
igeren su gradiyent olarak kullanilmistir. Plazma proteinlerini ayirmak iizere metanol,
perklorik asit:metanol:su, ACN ile denemeler yapilmistir. En iyi ayirim metanol ile
saglandigindan c¢oktiirme iglemi plazma:metanol (1:4, h:h) ile yapilmistir.
Tavsanlardan elde edilen kanlardan yaklagik 200 pL plazma elde edilebildigi igin
analiz islemleri 100-150 pL’lik insertler kullanilarak gergeklestirilmistir. Coktiirme
isleminden sonra analiz 6ncesi plazma igerisine perklorik asit ¢ozeltisi ilave edilerek
daha diizgiin pikler elde edilmistir.

2,5 ng/mL-1000 ng/mL konsantrasyon araliginda 9 noktali hazirlanan
kalibrasyon dogrusunun determinasyon katsayist 0,991 olarak bulunmustur. Elde
edilen dogru RXB’nin plazmadan tayininde kullanilmistir. In vivo analitik yontemin
validasyonuna yonelik dogrusallik, dogruluk, kesinlik, se¢icilik, duyarlilik 6lctitleri
EMA ve FDA tarafindan yaymlanan kilavuzlar dogrultusunda degerlendirilmistir
(245, 246). Kalibrasyon dogrusuna ait dogrusallik bulgular1 Tablo 4.19’da verilmistir.
Determinasyon katsayis1 R?=0,991’in 1’¢ yakin olmasi ydntemin dogrusalliginin
saglandigina isaret etmektedir.

Yontemin dogrulugu Bolim 3.2.9’da belirtildigi sekilde yapilmistir. Tablo
4.20.’de gosterilen sonuglarda % VK LOQ ig¢in % 20 diger noktalar i¢in % 15°den
diisiik olmas1 gerekliligi karsilanmistir.

Analitik yontemin kesinligi iki diizeyde degerlendirilmistir. Bu amagcla tekrar
edilebilirlik ve ara kesinlik degerlendirilmistir. Tekrar edilebilirlik igin EMA’nin
biyoanalitik yontem validasyonu hakkindaki kilavuzunda belirtildigi gibi diisiik, orta
ve vyiiksek kalite kontrol c¢ozeltilerinde 5 farkli Olgiimiin karsilastirilmasiyla
Olciilmiistiir ve % VK degeri % 15°den kii¢iik bulunmustur. Ara kesinlik ise 3 farkli
konsantrasyonun 3 giin boyunca c¢alisilmasi ile degerlendirilmis, % VK % 15’in
altinda bulunmustur. Bdylelikle yontemin giin i¢i ve gilinler arasi kesinligi

gosterilmistir. Dogruluk ve kesinlik sonuglari incelendiginde eklenen ve tayin edilen
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konsantrasyonlarda % 10’dan fazla sapma olmustur. Bu durum Kalite kontrol
numunelerinin stok ¢ozeltiden seyreltilerek hazirlanmasi, proteinlerin ¢oktiiriilme
islemi, i¢ standart ilave edilmesi, metanol:su:perklorik asit ¢ozeltisi ilavesi gibi bir
dizi islem sonucu hazirlanmasina bagli olarak her bir basamakta deneysel hata paymin
artmasi, proteinlerin tam olarak ¢oktiirlilememesi, karistirma ve santrifiij islemlerinin
yeterli siirede yapilmamasi gibi nedenlere baglanabildigi gibi tartimdan kaynaklanan
hatalar da olabilir.

ACN ve metanol igeren bos plazma ve plazmaya RXB ilave edilmesi ile elde
edilen kromatogramlar incelendiginde ayn1 alikonma zaman1 boyunca RXB’dan baska
bir maddenin pik vermedigi gosterilmis ve yontemin segiciligi gosterilmistir (Bkz.
Sekil 4.31.-4.34.).

Analitik yontemin duyarliligt kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte
Olciilebilen en diisiik noktayi ifade eder. Kalibrasyon dogrusunun en kiigiik noktasi en
diisiik tayin edilebilir miktar1 duyarlilik olarak belirlenmistir. Bu ¢aligmada 2,5 ng/mL
olarak tespit edilmistir. Bart ve ark. (8) tavsanlarda RXB tayini yapmis olduklari
calismada bu deger 2 ng/mL olarak tespit edilmis olup calismada kullandigimiz veriye

yakin bir degerdir.

5.4. Farkh Stabilizanlar Kullanilarak ve Tek Yontem ile Hazirlanan

Formiilasyona Tliskin Sonuclar

Nanokristal formiilasyonlar1 hazirlanmadan ©nce bir dizi 6n deneme
yapilmustir.  Ilk  olarak stabilizanlar  belirlenmeye ¢ahisilmistir.  Stabilite
nanosiispansiyonlar i¢in ¢ok Onemlidir. Nanopartikiillerde depolama ve saklama
esnasinda agregatlar olusabilir. Agregatlar zayif fiziksel etkilesimlerle bir araya gelen
partikiil kiimeleridir. Bazen bu kiimeler geri doniissiiz bir sekilde birlesirler. Partikiil
biiyiikliigiinii artmasi ¢oziiniirliik, ¢6ziinme hizi ve biyoyararlanimi degistirmektedir.
Nanokristal formiilasyonlarinda ise partikiil biliylikliigli onemli derecede kiiciildiigii
icin etkin madde molekiillerinin biraraya gelme egilimleri yiiksektir, bu nedenle,
aglomerizasyonu oOnlemek icin mutlaka stabilizan kullanilmas1 gerekmektedir.
Stabilizanlar partikiil yiizeyine kendiliginden adsorplanir ve yiizeyini kaplar. Bu
sekilde; partikiillerin yiizeyler arasi gerilimi ve sistemin serbest enerjisi azalir,

hidrofobik partikiiller etrafinda yogun bir hidrofilik tabaka olusturarak partikiiller
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arasinda sterik engel ve giiclii itme olustururlar (sterik stabilizasyon). Eger
stabilizanlarin iyonize olabilen gruplar1 mevcut ise partikiil yiizeyini ylikleyerek itici
kuvveti artirir (elektrostatik stabilizasyon). Ayrica elektrostatik ve sterik
stabilizasyonu birlikte saglarlar (Bkz. Sekil 2.2.). Genellikle nanosiispansiyon
kombinasyonlarinda stabilizan olarak polimerler ve yiizey etkin maddeler ve bunlarin
kombinasyonu kullanilir (45, 49, 113, 114).

Bu amagla oncelikle ilerleyen formiilasyonlarda kullanilacak stabilizanlar
belirlemek tizere SDS, P 127, HPMC 60 cps ile UT yontemi, UP yontemi, BD yontemi
ile RXB:stabilizan oran1 2:1(a/a) olacak sekilde nanokristaller hazirlanmistir. SDS, P
127 ve HPMC 60 cps ile li¢ farkli yontem ile hazirlanan nanosiipansiyon ve nanokristal
formiilasyonlarinda en kiigiik partikiil biiyiikliigii bilyeli degirmen yontemi ile elde
edilmistir. Ancak her ti¢ yontemde de partikiil biiyiikliigii 1000 nm altina inememistir.
Bu 1i¢ stabilizan ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarinda UT ve UP
yontemlerinin tek bagina BD kadar partikiil biiyiikliiglinii diisiirmede basarili olmadigi
goriilmistiir ( Bkz. Tablo 4.23.). Bu nedenle diger kullanilacak olan stabilizanlarla;
tween 80, pluronik P75, poloxamer 188, pharmacoat 603 ve polivinilpirolidon K-30
(PVP K-30) ile hazirlanacak nanokristallerde bilyeli degirmen kullanilmistir.

Farkli stabilizanlar kullanilarak bilyeli degirmende hazirlanan nanokristal
formiilasyonlarinin liyofilizasyon oncesi partikiil biiyiikliikler1 karsilastirildiginda
(Bkz. Tablo 4.23., Tablo 4.24.) en iyi partikiil biiyiikligii dagilimi BD yontemi ile P
127 (603 nm) ve P 603 (597 nm), P 188’in (652 nm) stabilizan olarak kullanildig:
formiilasyonlarda elde edilmistir. Liyofilizasyon sonrasinda ise P 127 (1495 nm), P
603 (1071 nm) ve PVP K-30 (1329 nm) kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin
partikiil buyiikligi dagiliminin en iyi oldugu bulunmustur (Bkz. Tablo 4.24., Sekil
4.35.). Calismalarimizin devaminda P 127, P 603, PVP K-30 ve P 188 stabilizan olarak

kullanilarak formiilasyonlar hazirlanmistir.

5.5. Coktiirme Yontemi ile Hazirlanan Nanokristal Formiilasyonlarina

Mliskin Sonuclar

Tablo 4.25. ve Tablo 4.26.’da goriildiigii gibi ¢oktiirme yonteminde RXB’nin
metanol iginde ¢oziindiiriilerek ve anti ¢oziicii eklenerek hazirlanan formiilasyonlarda

partikiil biyilikliigiinii tek basina yeterli 6l¢iide kiiciiltiilemediginden ve RXB’nin
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organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirligiiniin diisitk olmas1 nedeniyle kombinasyonlara dahil

edilmemistir.

5.6. Iki Farkh Stabilizan Kullanilarak Bilyeli Degirmen Yontemi ile

Hazirlanan Formiilasyonlara Iliskin Sonuclar

RXB ve yalnizca P 127’nin stabilizan olarak kullanilarak 90 dk bilyeli
degirmende Ogiitiilerek elde edilen nanokristal formiilasyonunun liyofilizasyon oncesi
partikiil biiyiikligii 968+30 nm olarak bulunmustur. Ayn1 deneysel kosullar altinda
formiilasyona ikinci bir stabilizan ilavesi ile daha diisiik partikiil bliytikligi elde
edilmis (Bkz. Tablo 4.28.) ve bu nedenle farkli stabilizan kombinasyonlari igeren

formiilasyonlarin da hazirlanmasina karar verilmistir.

5.7. Birden Fazla Nanokristal Hazirlama Yonteminin Kombinasyonu ile

Hazirlanan Formiilasyonlara Iliskin Sonuclar

Her bir yontem ile ayri ayrt nanokristaller hazirlandiktan sonra her bir
yontemin birlikte kullanildigi nanokristal formiilasyonlart denenmistir. Kombine
teknikler ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarina ait yontem parametreleri,
liyofilizasyon Oncesi ve liyofilizasyon sonrasi tayin edilen ortalama partikiil
biiyiikliigii, PDI ve ZP degerleri Tablo 4.29. ve Tablo 4.30.’da verilmistir.

Yukaridan asagiya hazirlama yontemlerinin birbirleri ile ve asagidan yukariya
hazirlama teknikleri ile ikili kombinasyondan elde edilen sonuglar degerlendirilmistir
(Bkz. Tablo 4.29. ve Tablo 4.30.). Elde edilen bulgular dogrultusunda UP yontemi ve
BD yonteminin birlikte kullanildiginda, 6glitme yonteminden 6nce UP kullanildiginda
daha iyi sonuglar elde edilmistir. Sonuglar 6giitme ve yiiksek basingli homojenizasyon
yonteminden Once partikiil biiyiikligi kiigiiltildiigiinde daha kiiciik partikiiller elde
edilecegini gostermektedir. Bu nedenle 6glitme yonteminden ve homojenizasyon
yonteminden o6nce UP veya UT gibi bir yontem ile partikiil biytikligiiniin
kiiciiltiilmesine karar verilmistir.

UT ve BD’nin kombine edildigi 5-UT+BD, 6-UT+BD ve 7-UT+BD numarali
formiilasyonlarda RXB ve stabilizan orani sabit tutularak ultra turaks karistirma stiresi

ve hiz, bilyeli degirmende ise 6giitme siiresi artirilmistir. En diistik partikiil biiytikligii
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P 127 ve PVP’nin birlikte kullanildigr ultra turaks karigtirma siiresi ve ogiitme
stiresinin artirildig1 formiilasyonda elde edilmistir (Bkz. Tablo 4.29. ve Tablo 4.30.).
Ikili kombinasyonlar degerlendirildiginde en diisiik partikiil biiyiikliigii UT ve
BD’nin kombine edildigi 6-UT+BD (474+6 nm, RXB:P 127:P603:MN(2:1:1:1)) ve
7-UT+BD (54744 nm, RXB:P 127:MN (2:1:1)) ile elde edilmistir. YH ile hazirlanan
formiilasyonlarda ise en diislik partikiil biyiikligi 2-UT+YH (854+£40 nm, RXB: P
603:MN (2:1:1)) formiilasyonunda elde edilmistir. Bu durumda UT+BD
kombinasyonunun en iyi se¢im olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak liyofilizasyon sonrasi
partikiil biylikliigli sonuglari, zeta potansiyel degerleri incelendiginde 6-UT+BD ve 7-
UT+BD kombinasyonlarinda partikiil biiyilikliigiiniin % 69 ve % 82 oraninda arttig
(474 nm’den 755 nm’ye, 547 nm’den 1000 nm’ye) belirlenmistir. Zeta potansiyel
degerleri incelendiginde ise UT+YH yonteminin kombinasyonu ile hazirlanan
nanosiispansiyonlarin ve liyofilizasyon sonrasi dlgiilen zeta potansiyellerin -20 mV’a
daha yakin oldugu goriilmiistiir. Literatiirde ZP’nin elektrostatik stabilizasyon i¢in en
az -30 mV, sterik stabilizasyon ig¢in -20 mV olmasi halinde nanokristal
slispansiyonlarinin fiziksel olarak stabilitesini korudugu belirtilmektedir (49, 253). 2-
UT+YH formiilasyonunda liyofilizasyon oncesi ZP degeri -17+0,54 mV iken
liyofilizasyon sonrasinda -20,6+0,52mV olarak ol¢iilmiistiir. Buna paralel olarak
partikiil biylikligiindeki artis daha az olmustur (% 32). 6-UT+BD ve 7-UT+BD
yontemlerinde liyofilizasyon sonrasinda olusan partikiil biyiikligi artisi
karsilastirilmistir. Her iki formiilasyonda etkin madde konsantrasyonu ve yontem
parametreleri (UT;3 dk 13.000 rpm+ BD;195 dk 300 rpm) aymidir. 7-UT+BD
formiilasyonundaki artisin % 100’e yakin bir deger olmasmin nedeninin stabilizan
orani ve yapisinin farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Nanokristallerin
basarili bir sekilde stabilizasyonu kullanilan stabilizanin bazi 6zellikler tagimasina
baglidir. Oncelikle stabilizanin nanokristali stabilize edebilmek i¢in yiizeyine ilgisinin
olmas1 gerekir (119). Ornegin SDS kati-siv1 arayiizeyine tasmabilir ve partikiillerin
agregasyonuna kars1 elektrostatik bariyer olusturur. Non-iyonik bir yiizey etkin madde
olan F68 etkin maddedeki hidrofobik fonksiyonel gruplar ile etkileserek hidrofobik bir
alana sahip olur, ve partikiiller arasinda sterik bir bariyer olusmasini saglar (254).
Stabilizanlarda olmas1 gereken bir diger 6zellik ise yiizeyi hizla saracak sekilde hizli

difiizyon hizina sahip olmalidir. Ugiincii olarak stabilizan miktar1 partikiil yiizeyini
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kaplayacak miktarda olmalidir (255). Ancak 7-UT+BD formiilasyonunda
RXB:toplam stabilizan orani 2:1 iken, 6-UT+BD formiilasyonunda bu oran 1:1’dir.
Tablo 4.22.’deki sonuglar bir onceki bolimde de isaret edildigi gibi RXB’nin ve
yalnizca P 127 nin stabilizan olarak kullanildigi ayn1 deney kosullarinda nanokristal
formiilasyonunun stabilizan olarak P127 ve PVP K-30 ile kullanilmasiyla partikiil
biiyiikliigii daha fazla kii¢lilmiistiir. Daha diisiik partikiil biiyiikligli edilmesinde daha
yiiksek oranda ve birden fazla stabilizan kombinasyonlari i¢eren formiilasyonlarin
daha basarili oldugu goriilmistiir.

Partikiil bliytikliigiiniin daha ¢ok kii¢iildiigii BD ve daha kararli nanokristallerin
elde edildigi YH yontemi ile 6n kiigiiltme isleminde kullanilanacak UP ve UT
yontemlerinden olusan 3’lii kombinasyonlar1 denenmistir ( Bkz.Tablo 4.31. ve Tablo
4.32.).Uglii kombinasyonlar incelendiginde P127 ve PVP K-30’un stabilizan olarak
kullanildig1 1-UT-YH+BD formiilasyonun partikiil biiyiikliigii liyofilizasyon oncesi
577+17 iken liyofilizasyon sonrasinda 890+24 olarak Olglilmistiir. Partikiil
biiytikligiinii azaltmak i¢in i¢in bilyeli degirmende 6giitme siiresi ve homojenizasyon
sayist, ultra turaksta karistirma hiz1 ve kullanilan bilye sayis1 artirilmistir. Beklendigi
gibi partikiil biiylikliigli daha da kiigiilmiistiir (386£10 nm). Ancak liyofilizasyon
sonrasi partikiil biiyiikliigii 1000 nm’nin {izerinde Sl¢iilmiistiir. Liyofilizasyon oncesi
ZP degerlerinin -30,4+0,62 olmasi nanosiispansiyonda sterik stabilizasyonunun
saglandigina igaret etse de partikiil boyutu liyofilizasyon islemi ile birlikte artmistir.
Tablo 4.30. ve Tablo 4.32. karsilastirildiginda UT, BD, YH yontemlerinin birlikte
kullanilmasi ile daha basarili sonuglar elde edilmistir.

Bilyeli degirmen yonteminde kullanilan bilye sayilar1  hazirlanan
formiilasyonun agirhiginin iki kati1 olacak sekilde ayarlanmis ve bilye sayisindan
kaynaklanacak degisimler elimine edilmeye ¢alisilmistir. Bu nedenle farkli miktarda

bilye kullanilmasinin sonuglara etkisi gosterilememistir
5.8. RXB’nin Partikiil Biiyiikliigii Dagilimina Yontem ve Stabilizan Etkisi

RXB’nin partikiil boyutundaki degisikligin nanokristal hazirlama yontemleri
veya stabilizan varlifina ne derece bagli oldugunu degerlendirmek i¢in bir dizi
denemeler yapilmistir. Tablo 4.33.’de goriildiigii gibi etkin madde sadece distile suda

disperse edildikten sonra dondurarak kurutma (liyofilizasyon) islemi uygulandiginda
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partikiil biyiikligi kiiciilmistiir. RXB’nin sudaki dispersiyonu liyofilize edildikten
sonra partikiil bliylikliigii Malvern Mastersizer ile Ol¢lilmiistiir ve 77.245 nm den
25.744 nm’ye degistigi tespit edilmistir. Salazar ve ark. (256)’nin glibenklamid ile
yapmis olduklar1 bir ¢alismada dondurarak kurutma (liyofilizasyon) yontemi ile YH
ve BD kombinasyonu ile nanokristal formiilasyonu hazirlanmistir. Farkli kosullarda
dondurarak kurutma islemine tabi tutulan formiilasyonlarin partikiil biiyiikligi, DSC,
SEM ve X-ismn1 sonuglart karsilastirildiginda dondurarak kurutma kosullarinin
partikiiliin fizikokimyasal karakterizasyonuna etkisi oldugu sonucuna varilmstir.
Literatiirde kritik dondurma hizinin nanosiispansiyonlarin kurutulmasinda kritik bir
parametre oldugu ile ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir (123). RXB’nin partikiil
biiyiikliigiindeki degisim dondurarak kurutma isleminin bir sonucudur. Liyofilizasyon
isleminin ve stabilizan madde eklenmesinin RXB’nin kristal yapisina etkisini
degerlendirebilmek amaciyla liyofilize haldeki RXB ve P 127 ile hazirlanan
formiilasyonlarin X-1s1m1 kirmnimi analizi yapilmistir. Elde edilen veriler RXB kristal
yapisint liyofilizasyon sonrasinda ve stabilizan eklenerek 6giitiilmesi isleminden sonra
da korudugunu gostermistir. RXB’nin 2:1 oranindaki P 127 ve P 603 ile fiziksel
karigimlart hazirlanmis ve 30 dk manyetik karistirilarak partikiil biiytikliigi 6l¢iilmiis
ve liyofilize edilmistir. Partikiil biiyiikliigiiniin stabilizan eklenmesi ile 42924376 nm
ve 4450119 nm’ye distigi gorilmiistiir. Her iki fiziksel karisimda liyofilize
edildikten sonra partikiil biiytlikliigli diismiistiir. Etkin maddenin stabilizanlarla fiziksel
karisimi sonucu elde edilen veriler partikiil biiyiikliigiine stabilizan ilavesinin etki
ettigini acikca gostermektedir.

Partikiil biiyiikliigiindeki kii¢iilmenin stabilizan yaninda nanokristal hazirlama
yonteminin etkisi olup olmadigim1 gérmek amaciyla RXB’a stabilizan eklemeden
sudaki dispersiyonu BD ogiitiilmiis ve ayni zamanda P 127 ve P 603 eklenerek
ogiitiilmiistlir. Stabilizan olmaksizin 6giitiilen RXB’nin partikiil biiyiikliigi 1785+328
nm olarak 6l¢iilmiis olup 6giitme isleminin stabilizan ile hazirlanan fiziksel karigimdan
daha fazla partikiil boyutunu kiiciilttiigii tespit edilmistir. En iyi partikiil biiytikliigi
dagilimi ise stabilizan eklenmesi ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarindan elde
edilmistir. Elde edilen sonuglar partikiil biiylikligiiniin kiigiilmesindeki ana etkenin
BD 6giitme oldugunu gostermistir ( Bkz. Tablo 4.33.). Ortama stabilizan eklenmesiyle

partikiil boyutunun 1000 nm’nin altina diistigii goriilmektedir. Ancak liyofilizasyon
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sonrasi 0giitiilerek hazirlanan nanokristallerin partikiil boyutu artmistir. Liyofilizasyon
isleminden Once daha kiigiik partikiil boyutlarinin elde edildigi siispansiyonlarda
liyofilizasyon sonrasinda partikiil biiyiikliigiiniin artmas1 ise kii¢iik partikiillerin daha
fazla olmasi nedeniyle agregatlar olustugunu isaret etmektedir. Bu durum
formiilasyonlara kriyoprotektan madde olarak mannitol eklenmesi gerektigini ortaya
koymaktadir. Liyofilizasyon isleminin ve stabilizan madde eklenmesinin RXB’nin
Kristal yapisina etkisini degerlendirebilmek amaciyla liyofilize haldeki RXB ve P 127
ile hazirlanan formiilasyonlarin X-1s1n1 kirinimi analizi yapilmistir (Bkz. Sekil 4.36.).

Elde edilen veriler RXB’nin kristal yapisini korudugunu gostermistir.

5.9. Partikiil Biiyiikliigii Dagihmina Bilyeli Degirmende Ogiitme Siiresinin

ve Homojenizasyon Dongii Sayisimin Etkisinin Incelenmesi

Gegirgenlik calismalarinda kullanilacak formiilasyonlar hazirlanmadan 6nce
oglitme siiresinin ve dongii sayisinin partikiil boyutuna etkisi arastirilmistir.

Partikiil biiytikliigiine bilyeli degirmende 6gilitme siiresinin etkisini incelemek
amaciyla RXB:P 127:P 603 (2:1:1, a:a:a) oraninda olacak sekilde BD hazirlanan
nanosiispansiyona ait bulgular Tablo 4.34.”de verilmistir. Elde edilen sonuglar 6giitme
stiresinin artmasi ile birlikte partikiil biiytikliigiiniin azaldigini ve 150 dk sonra 6giitme
stiresindeki artisin artik partikiil biiyiikliigiinde daha az diisiis sagladigini gostermistir.
PDI’deki degisim ise partikiil biiytikliigiindeki degisime oranla daha az olmustur ve
0.3 civarinda bulunmustur.

Partikiil biiyilikltigii tizerine YH’de yapilan dongii sayisinin etkisini incelemek
amactyla hazirlanan F1 ve F2 nanosiispansiyon formiilasyonlarina iliskin sonuglar
( Bkz.Tablo 4.35., Tablo 4.36., Sekil 4.38. ve Sekil 4.39.) karsilagtirilmistir. Partikiil
biiyiikliigii tizerine YH yapilan dongili sayisinin etkisini incelendiginde iki farkl
stabilizan ile hazirlanan formiilasyonlarda partikiil biiyiikliigiiniin  her iki
formiilasyonda da 20 dongii ve 30 dongii arasinda anlamli bir sekilde diistigl
goriilmektedir. Her iki denemede de 50 ve 60 dongii sonrasinda 1000 nm’nin altinda
partikiil boyutu elde edilmistir. P 603 ile hazirlanan formiilasyonda PDI’nin
dalgalanmalar gosterdigi ancak P 127 ve PVP K-30 ile hazirlanan formiilasyonda PDI
degerinin 0,2 nin altinda oldugu ve 30 dongiiden sonra ¢ok fazla de§ismedigi tespit

edilmistir.
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5.10. Mannitol Ilavesinin Partikiil Biiyiikliigiine Etkisinin incelenmesi

UP ve BD kombinasyonu ile hazirlanan ve BD yontemi ile hazirlanan
nanosiispansiyonlar mannitol ¢ozeltisi ilave edilerek ve mannitol ilave etmeden
dondurarak kurutulmustur. Tablo 4.29.’da gériildiigii gibi formiilasyona dondurarak
kurutmadan hemen Once mannitol eklenmesi partikiil biiyiikliigliniin artmasini
engellemistir. Bilyeli degirmende hazirlanan ve kurutma oncesi partikiil biiyiikligi,
597+18 nm olan nanosiispansiyonun mannitollii ve mannitolsiiz kurutulmasi sonucu
RXB nanokristallerinin partikiil biyiikligi sirasiyla 768+43 nm ve 1071+46 nm
olarak ol¢iilmiistiir (Bkz.Tablo 4.37.). Bu sonuglar dondurarak kurutma isleminde

mannitol ilavesinin agregat olusumunu engelledigini gostermektedir.
5.11. Nanokristal On Formiilasyonlara iliskin Karekterizasyon Sonuglar

On deneme ¢alismalarinda hazirlanan formiilasyonlardan liyofilizasyon 6ncesi
ve sonrast partikiil boyutu arasindaki fark en az olan 1-UT+YH+BD (PB:577+17,
PB:LS 890+24) ve 3-UT+BD+YH (PB:573+£3, PB-LS:648+3) ve ikili
kombinasyonlardan 6-UT+BD (PB: 474+.6 PB-LS: 755+21) formiilasyonunun DSC
termogrami, X-ism1 kirinimmi difraktogrami ve SEM  goriintiileri incelenmistir.
Nanokristal formiilasyonlarinin SEM goriintiileri ile 1 um ve 2 pm ‘nin altindaki
partikiillerin varligt (Bkz. Sekil 4.40.-4.42.) gosterilmistir. DSC termogramlari
incelendiginde (Bkz. Sekil 4.43.) her ii¢ forrmiilasyonda da baslangigtaki erime
noktalarindan farkli oldugu goriilmiistiir. X-1s1m1 kirinimi difraktogramlarinda ise
(Bkz. Sekil 4.44-4.46.) piklerin varligi kristal yapmin olduguna isaret etmekte olup

piklerin siddeti azalmistir.
5.12. Nanokristal On Formiilasyonlara in Vitro Coziinme Sonuclar

Caligmalarimizda RXB nanokristal formiilasyonlar1 hazirlanarak artan
¢oziinmeye bagli olarak yliksek dozlarda azalan biyoyararlanimda artig saglanarak doz
orantisalliginin  saglanmasi1 ve aclik ve tokluk biyoyararlanimlari arasindaki
degiskenligi azaltmak amaclanmistir. Bu nedenle ¢oziinilirlik deneyleri doz
orantisalligimin  olmadigt ve yiyecek etkisinin gorildigi 20 mg dozda

gerceklestirilmistir. En iyi partikiil biiylikliigi dagilimina sahip formiilasyonlarin, 20
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mg dozda RXB igerecek sekilde tartilmis in vitro ¢éziinme degerleri tayin edilmistir.
Deney sonucunda % ¢o6ziinen RXB degerleri zamana kars1 grafige gecirilmistir.
Hazirlanan formiilasyonlar ile RXB etkin maddesinin ¢Oziinmesine ait sonuglar f>
benzerlik testi ile karsilastirilmistir (Bkz. Tablo 4.38.). Sonuglar RXB etkin maddesi
ile nanokristal formiilasyonlarina ait ¢6ziinme profillerinin benzer olmadigini
gostermistir (Bkz. Sekil 4.47.) Her bir formiilasyonda RXB etkin maddesinin
baslangica gore % ¢oziinen miktarinin arttigr goriilmiistiir. Birden fazla yontemin
kombine edildigi formiilasyonlarda daha basarili sonuclar elde edilmistir. BD ve YH
yontemi ile hazirlanan 1-UT+YH+BD, 6-UT+BD formiilasyonlarinin partikiil
biiyiikliigii en disiik ¢ikmasina ragmen ilk 30 dk icindeki % ¢6ziinen miktarlart (%
58,88, % 81,07) daha diisiik bulunmustur. Bu durumun nanokristal formiilasyonundaki
kiigiik  partikiillerin agregatlar olusturmast ve toz numunelerin homojen
allmamamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu durumu test etmek igin ayni
formiilasyonun 6-UT+BD (PB: 474+.6 PB-LS: 755+21) hem nanosiispansiyon hem de
liyofilizasyon sonrasi in vitro ¢dziinme deneyleri yapilmis (Bkz. Sekil 4.48.) ve ayni
formiilasyonun liyofilizasyon Oncesi ve sonrasi ¢oziinme profillerinin f> benzerlik
faktorii 21 olarak bulunmus ve ¢oziinme profillerinin benzer olmadig gosterilmistir.
Bu durum dondurarak kurutma esnasinda partikiillerin agregatlar olusturdugunu veya
toz numunenin homojen bir sekilde alinamadigini goriistinii desteklemektedir. Sekil
4.40.’da ise 6-UT+BD nanokristal formiilasyonunun SEM’de x7.500 biiylitmede 2
um’nin altinda partikiillerin oldugu ve agregatlar olusturdugu dogrulanmustir.
1-UT+YH+BD ait goriintiilerde (Bkz. Sekil 4.41.) de partikiillerin kiimelesmesi dikkat
cekmektedir. In vitro ¢dziinmenin tamamlanmama nedeni partikiillerin agregatlar

olusturmasi olarak diisiiniilmektedir.

5.13. Gegirgenlik Cahsmalarinda Kullanilacak Formiilasyonlarin

Hazirlanmasi

On denemeler sonunda UT, BD, YH y&nteminin kombinasyonu ile P 127, P603
PVP K-30 ile aynt yontem parametreleriyle 4 farkli formiilasyon hazirlanmistir
(Bkz.Tablo 4.34.). Burada BD veya YH yontemlerinin hangi sira ile kullanilacagi ve
P 127+P 603, P127 +PVP K-30 stabilizan giftinden birinin se¢ilmesi amaglanmuistir.
Partikiil blyiikligii analizi sonuglart (Bkz. Tablo 4.40.) incelendiginde sirasiyla
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UT+BD+YH kombinasyonu daha basarili bulunmustur. Stabilizan ¢iftini belirlemek
lizere Oglitme siiresi 4 saat yapilarak ayn1 yontem ile iki farkli stabilizan kombinasyonu
igeren formiilasyonlar hazirlanmistir (Bkz.Tablo 4.39.) Hazirlanan formiilasyonlarin
partikiil biiyiikliikleri, PDI ve ZP degerleri tayin edilmis ve elde edilen sonuglar
incelendiginde (Bkz.Tablo 4.40., Sekil 4.49.-4.50.) hazirlanan tiim formiilasyonlarin
partikiil biiyiikliigii 1000 nm’nin altinda bulunmustur. Hazirlanan formiilasyonlarda
en disiik partikiil bayikligi P127 (% 0,5, a/h) ve P603 (% 0,5, a/h) igeren
0811AUTBDYH (412nm+12) ve P127 (% 0,5, a/h) ve PVPK-30 (% 0,5, a/h) iceren
0911DUTBDYH (417nm+47) formiilasyonlarinda elde edilmistir. Liyofilizasyon
sonrast partikiil biiyiikliikleri yeniden 6l¢iilmiistiir ve tiim formiilasyonlarda partikiil
biiylikliigiiniin arttig1 gozlenmistir. Liyofilizasyondan sonra en diisiik partikiil
biiytikligi yine 0811AUTBDYH (896 nm+113) ve 0911DUTBDYH (792 nm=+27)
formiilasyonlarinda Ol¢tilmustiir. Her iki formiilasyonda 6nce BD yontemi ile
partikiiller 6giitiilmiis daha sonra YH yontemi ile formiilasyonlar hazirlanmistir. Biitlin
formiilasyonlarda PDI’leri 0,5’ten kiiciiktiir. PDI degerini yiiksek olmasi halinde
partikiil biyiikligii dagiliminin daha genis oldugu bilinmektedir (51, 257). Diistik PDI
degerleri daha tekdiize ve monodispers partikiillerin varligini isaret etmektedir. Teorik
olarak 0 (monodispers bir dagilimi) — 0,50 (nispeten daha genis bir dagilimi)
arasindaki degerler almasi beklenmektedir (258).

Hazirlanan formiilasyonlarin ZP degerleri Tablo 4.40.’da verilmistir.
0811AUTBDYH formiilasyonun ZP degeri liyofilizasyon 6ncesi -20,9+1,96 olarak
Olclilmiistiir. Diger formiilasyonlarda ise -20 mV’den daha yiiksek bulunmustur.
0911CUTYHBD formiilasyonunun ZP degeri (-2,14+0,89) diger formiilasyonlara gére
daha yiiksek Olg¢llmiistiir. Stabil bir siispansiyon elde etmek igin ZP degeri
elektrostatik olarak kararli sistemler i¢in en az -30 mV, fiziksel olarak kararli sistemler
icin -20 mV olmalidir (51). Formiilasyon 0911CUTYHBD nin liyofilizasyon dncesi
fiziksel olarak stabil bir slispansiyon olmadig1 goriilmiistiir. Liyofilizasyon sonrasi saf
suda disperse edilerek nanokristal formiilasyonlarinin PDI ve ZP degerleri yeniden
Olciilmiistiir. Formiilasyon 0911CUTYHBD nin ZP’nin -2,1+0,89’dan -16,9+1,46’a
diistligii ve daha kararl hale geldigi goriilmiistiir. Formiilasyon 081 1AUTBDYH nin
ise PDI’s1 artmistir (0,494+0,11), partikiiller daha polidispers bir hale gelmistir. Elde

edilen veriler 1s18inda ilerleyen caligmalarda BD ydntemi ardindan YH yontemi
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kullanilarak 2412AUTBDYH (348 nm#15) ve 2412BUTBDYH (403 nm=*11)
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. BD’de 0Ogiitme siiresi artirilarak 4 saat siireyle
ogiitiilmiistiir. Formiilasyon 2412AUTBDYH’nin ZP’i liyofilizasyon &ncesi ve
sonras1 sirasiyla -8,08+1,38 ve -23,4+0,85 olarak Ol¢ililmiistiir. Nanokristal
formiilasyonu liyofilizasyon islemi sonrasinda daha stabil hale gelmistir. Ancak
liyofilizasyon islemi sonrasinda agregatlar olustugu diistiniilmektedir. Partikiil
biyiikligi de (1167 nm+33) artmustir, partikiillerin stabil bir halde olmadigi i¢in
dondurarak kurutma islemi sirasinda agregatlar olusturdugu diisiiniilmektedir.
Dondurarak kurutma islemi sirasinda partikiil biiyiikliglinlin arttig1 ve agregatlar
olustugu literatirde yer almaktadir. Bu amacgla formiilasyonlara cesitli
kriyoprotektanlar eklenmektedir (259). Bu asamadaki tiim formiilasyonlara

kriyoprotektan olarak mannitol eklenmistir.

5.14.  Gecirgenlik Cahsmalarinda  Kullanmilanacak  Nanokristal

Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

Kristal yapidaki molekiiller DSC termogramlarinda erime piki verirken amorf
ozellik gosteren molekiiller pik vermemektedir (260). RXB termal 6zelliklerinde ve
kristal yapisinda degisiklik olup olmadigmi incelemek amaciyla DSC analizi
yapilmistir. RXB etkin maddesi 233°C endotermik erime piki vermektedir RXB’nin 3
farkli polimorfu vardir ve ii¢ farkli sicaklikta (230°C Polimorf I, 203°C polimorf II,
127°C polimorf III) kristalize olmaktadir. Polimorf I termodinamik olarak stabil olan
formdur. Nanokristal formiilasyonlarinin DSC termogramlari incelendiginde 220°C
endotermik erime piki gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.51.-4.56.) RXB molekiiliine ait
233°C’de goriilen keskin erime pikinin nanokristal formiilasyonlarinda 220°C’de daha
diisiik siddette goriilmiistiir. Nanokristal formiilasyonlarinin vermis oldugu pik
siddetinin daha kiigiik olmas1 ve 220°C’ye kaymasimin nedeni ilacin yiizey etkin
madde/stabilizan ile kaplanmasi olabilir (97, 261, 262). Literatiir bilgileri 1s18inda baz1
ilaglar homojenizasyon ile kristal yapilarini korurken bazi ilaglar ise homojenizasyon
siiresince amorf yap1 olusturmaktadir. Ornegin lovastatin ile yapilan bir ¢alismada
DSC termogramlari daha diisiik de olsa etkin maddedeki gibi endotermik pik
mevcuttur. Pik kaymasinin bir nedeni Gibbs-Thomson esitligine gore, hidrodinamik

yarigaptaki azalmanin Gibbs serbest enerjisini arttirmasidir (263). Nifedipinle
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hazirlanan formiilasyonlarda DSC termogramlar1 ve X-1s1n1 kirinimi difraktomlarinda
degisiklik olmamustir (97), kristal yap1 korunmustur. Azitromisinin nanokristallerinin
hazirlanmasi sonucu ise amorf yap1 olusmustur (264). Diistik pik siddeti yiizey etkin
madde/stabilizanlarin seyreltme etkisinden ve/veya kristal yapiin bir miktar
kaybolmasindan kaynaklanabilmektedir (97, 261, 262, 265).

Formiilasyonda kullanilan stabilizanlara iliskin DSC termogramlari
incelendiginde (Bkz. Sekil 4.57.) P 127 ve MN’nin erime derecesi ile uyumlu olarak
sirasiyla 58,84 °C ve 172,08 °C “de karakteristik endotermik pikler gériilmiistiir. PVP
K-30 tipik olarak amorf yapida bir bilesik olup 50 °C -130 °C araliginda genis bir
dehidratasyon bandina sahiptir. Bu sonuglar 220 °C ‘deki erime pikinin RXB
nanokristallerine ait oldugunu ve kristal yapisinda olduguna isaret etmektedir.

IR spektrumlarinda da RXB’nin kristal formuna ait literatiir verileri ile IR
spektrumlari karsilastirildiginda molekiiliiniin fonksiyonel gruplarina ait karakteristik
pikler gozlenmistir ( Bkz. Sekil 4.66.) (250).

IR spektroskopisi ile RXB etkin maddesi ile stabilizanlar arasindaki etkilesim
belirlenmektedir. RXB’nin FT-IR spektrumunda literatiirde 564, 686, 708, 746, 757,
830, 846, 920, 991, 1011, 1056, 1077, 1120, 1146, 1163, 1219, 1286, 1307, 1323,
1341, 1374, 1411, 1429, 1470, 1486, 1517, 1546, 1605, 1646, 1669, 1737, 2867, 2895,
2936, 2976, 3354 cml’de karakteristik pikler verdigi belirtiimektedir (250).
Hazirladigimiz  formiilasyonlarda kullanilan RXB etkin maddesinin  FT-IR
spektrumunda 672, 685, 708, 744, 755, 826, 845, 920, 1010, 1055, 1077, 1098, 1119,
1145, 1210, 1278, 1307, 1324, 1340, 1374, 1407, 1428, 1469, 1486, 1514, 1546, 1606,
1644, 1666, 1732, 2870, 2939, 3068, 3349 cm™°de goriilen karekteristik pikler literatiir
ile uyumlu bulunmustur. Liyofilize nanokristal formiilasyonlarinda ise 3222-3258 cm”
1>de N-H, 2879-2940 cm™’de C-H, 1023-1054 cm™**de C-0O, 1646-1737 cm™*’de C=0,
780-795 cm™’de C-CI fonksiyonel gruplar1 gériilmektedir (Bkz. Sekil 4.66.). Elde
edilen bu sonucglar RXB kimyasal yapisinda degisiklik olmadigini ve stabilizanlar ile
kimyasal bir etkilesim olmadigimi gostermektedir. Bu fonksiyonel gruplarda bir
degisim olmamasi, nanokristal formiilasyonlarinin bilesiminin ya da hazirlama
yonteminin RXB’nin kimyasal stabilitesi iizerine goriinen bir etkisinin olmadigini

gostermektedir.



209

Formiilasyonlarin X-1s1mn1 kirinimi analizi, nanokristal formiilasyonlarinda
etkin maddenin kristal halinde bulunup bulunmadiginin ve kristal miktarin da azalma
olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla yapilmistir. RXB’nin X-1s1n1 kirmimi
analizi 0.02°/dk tarama hizinda 20: 10-40° arasinda taranarak gerceklestirilmistir.
RXB’nin literatiirde 26’da 12,0, 14,3, 16,5, 17,4, 18,1, 19,5, 19,9, 21,7, 22,5, 23,4,
24,1, 245, 24,7, 25,6, 26,4, 26,7, 30,0, 30,1 ve 31,8 derecede pik verdigi kayit
edilmistir (250). RXB’nin X-1g1n1 kirmnimi analizi sonucunda 15,14, 16,6, 17,44, 18,0,
19,54, 20,02, 21,7, 22,54, 23,34, 24,52, 24,62, 25,66, 26,7, 30,06, 30,32 derecede
pikler verdigi gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.57.). Nanokristal formiilasyonlarinin X-1gin1
kirinimi analizinde etkin maddedeki biitiin kirilma pikleri goriilmiistiir. Ancak
nanokristal formiilasyonlarinda ek olarak yeni pikler gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.58.-
4.65.). Ayrica pik siddetinin azaldig1 dikkat cekmektedir. Pik siddetinin azalmasi 1000
nm’den kiigiik kristal yapidaki maddelerin X-1s1n1 analizinde “partikiil biiytkligi
genisletilmesi” olarak bilinen olgu olabilecegi gibi kismi miktarda amorf yap1 varlig
da olabilir (266). Kristaller, yapilari nedeniyle raf Omiirleri boyunca dayanikli
sistemlerdir, ¢oziinme profilleri kararlidir. Amorf yapidaki formiilasyonlarin ise,
¢Oziinmesi kristal yapidaki formiilasyonlara gore daha fazla artmasina ragmen
formiilasyonlar dayanikli degildir ve amorf yapidan kristal yapiya gegme egilimi
gosterirler. Bu da raf dmiirleri ve salim profillerini olumsuz etkiler (267). Sonuglara
bakildiginda, RXB’nin tek bagina kristal yapida oldugu ve nanokristal
formiilasyonlarinda da kristal yapisin1 koruduklart goriilmektedir. Formiilasyonda
kullanilan stabilizanlara iliskin X-151m1 kirinimi difraktogramlari incelendiginde ise P
127 ve MN’nin karekteristik pikleri kristal yapisina sahip olduklarina igaret ederken,
PVP K-30’da amorf yapisi nedeniyle pik goriilmemektedir. RXB nanokristallerindeki
pik siddetinin azalmasi, PVP K-30 dispersiyonu ile kaplanmis olabilecegini
gostermektedir. Elde edilen bulgular DSC analizi sonucu elde edilen veriler ile
uyumludur.

Genellikle nanokristallerin yilizey morfolojik 6zelliklerini ve seklini belirlemek
tizere transmisyon elektron mikroskop (TEM) ve SEM kullanilmaktadir (49, 268).
Nanokristal formiilasyonlarindan suyun uzaklastirilmast sonucu aglomerasyon
goriilebilir ve partikiil boyutu biiyiiyebilir. Bu durum SEM’de goriilebilmektedir (49).

RXB etkin maddesinin ve nanokristal formiilasyonlarinin yiizey morfolojisi, partikiil
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biiyiikliigii ve seklini incelemek amaciyla farkli biiyilitme oranlarinda (x2.500, x5.000,
X7.500, x10.000) kristal yapida RXB partikiilleri incelenmistir. x10.000 biiylitmede
1000 nm ve daha diisiik partikiil biiyiikliigiindeki partikiiller goriintiillenmistir (Bkz.
Sekil 4.67.). RXB ile nanokristal formiilasyonlarinin morfolojisinin ve partikiil
biiyiikliigiiniin farkli oldugu goriilmektedir. Nanokristal formiilasyonlarinda diizensiz
kiiresel sekilli partikiiller elde edilmistir. Ortalama partikiil biiyiikligii sonuglart ile
paralel olarak karsilastirildiginda formiilasyon 0811AUTBDYH, 0911DUTBDYH ve
2412BUTBDYH’da 1000 nm’nin altinda partikiillerin yer aldig1 ve polidispers bir
dagilim  oldugu  goriilmektedir. 0811BUTYHBD, 0911CUTYHBD ve
2412AUTYHBD formiilasyonlarinin partikiil biiylikligii liyofilizasyon sonrasi arttigi
daha 6nce partikiil biiyiikligii 6lgtimlerinde elde edilmistir. Buna paralel olarak SEM
goriintlilerinde de bu li¢ formiilasyonda kiiciik partikiillerin bir araya gelerek agregatlar
olusturdugu gorilmektedir. Bu ii¢ formiilasyonun ortak yonii ise BD ve YH
yonteminin uygulanma sirasidir. Her ii¢ yontemde de 6nce YH ile homojenize edilmis
en son BD ile oglitme yapilmistir. En diisiik partikiil biiyiikliigline sahip
2412AUTYHBD (348 nm) nanosiispansiyon formiilasyonunda ZP degerinin
liyofilizasyon oncesi -8,08+1,38 mV olmasi liyofilizasyon sonrasi ise -23,4+0,85 mV
olmasi partikiillerin kararlt durumda olmadigini ve bu nedenle agregatlar olusturarak

partikiil biiyiimesine neden oldugunu agiklamaktadir.

5.15.  Gecirgenlik Cahsmalarinda  Kullamlanacak  Nanokristal

Formiilasyonlarimin Coziiniirliik Tayini

Farkli ¢oziintirliik ortamlar1 kullanilarak tayin edilen degerler Tablo 4.41.’de
verilmistir. RXB’nin ¢ozliniirliigi biitiin formiilasyonlarda pH 4,5 ve SDS (% 0,4)
iceren ortamda etkin maddeye gore artis gOstermistir. Formiilasyon
0811AUTBDYH’da pH 1,2 ve pH 4,5de, formiilasyon 0911CUTYHBD ve
0911DUTBDYH’de pH 4,5’de, ve formiilasyon 2412BUTBDYH’de ise biitiin
ortamlarda ¢oziiniirliik artmistir. Tiim formiilasyonlarda RXB pH’dan bagimsiz bir
¢Oziiniirliik profili gostermektedir. pH 4,5 % 0.4 SDS igeren ¢6ziinme ortaminda sink

kosul 15 ve 20 mg dozlar i¢in saglanmaktadir.
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5.16. Gecirgenlik Cahsmalarinda  Kullanmilanacak  Nanokristal

Formiilasyonlarinin In Vitro Céziinme Testleri

RXB gibi suda az ¢oziinen ilaglarin diistik ¢oziiniirliikleri nedeniyle ¢ézlinme
hizlar1 diisiik, buna bagl olarak oral biyoyararlanimlar1 da diisiliktiir. Nanokristal
sistemlerin hazirlanmasindaki temel amag¢ sudaki ¢Oziiniirligii zayif olan etkin
maddelerin in vitro ¢dziiniirliigiinii artirmaktir (54, 86). Ilacin ¢oziiniirliigiinii artirmak
icin partikiil biiylkligiiniin kiiciiltilmesi en c¢ok kullanilan y&ntemdir. Noyes—
Whitney ve Ostwald—-Freundlich esitlikleri dikkate alindiginda partikiil yarigapinin
diismesi, ylizey alanin artmasi, doygunluk ¢oziiniirliigli dolayisiyla ¢oziinme hizi
artirmaktadir. Nano boyutlu partikiillerin yiizey alanm1 arttig1 i¢cin doygunluk
¢Ozliniirliigi, dolayisiyla in vitro ¢oziinme hizi da artmaktadir. RXB etkin maddesinin
ve hazirlanan formiilasyonlarin in vitro ¢6zliinme profilleri Sekil 4.68.’de
gosterilmigtir.

Her bir formiilasyonun 45 dk sonundaki % ¢6ziinen miktar: Tablo 4.42.’de ve
¢oziinme profilleri Sekil 4.68.”de verilmistir. Formiilasyon 0811AUTBDYH (30 dk’da
¢oziinen miktar % 63) disindaki biitiin formiilasyonlarda etkin maddenin % 80’ni 30
dk’da  ¢Oziinmiistiir.  Etkin  madde ile karsilastinldiginda  nanokristal
formiilasyonlarinda in vitro ¢oziinme artmistir. Sink kosullar altinda gergeklestirilen
¢oziinme testi sonucunda O811AUTBDYH formiilasyonu haricinde tiim
formiilasyonlarda 45. dakikada kiimiilatif ¢6ziinme platosuna ulasilmistir. Ancak etkin
maddenin 45. dakika sonundaki % ¢oziinen miktar1 % 12.34 olarak tespit edilmistir.
Nanokristal formiilasyonlarinda ¢dziinme hizindaki artis, partikiil biiyiikliiglintin
kiiglilmesine bagli olarak, artmis doygunluk ¢6ziiniirligii ile agiklanmaktadir (269,
270). Etkin maddenin kristal yapisindaki azalma da daha hizli ¢6ziinme hizina
ulagilmasina neden olabilecek bir diger etken olarak degerlendirilebilir (266, 271).
Coziinme hiz1 artan formiilasyonlarda in vitro ortamda goriinen bu ¢éziinme artiginin
in vivo ortama yansimasi beklenmektedir. RXB ve nanokristal formiilasyonlara ait
¢oziinme profilleri f2 faktorii ile karsilastirildiginda ise f2 degeri 50’nin altinda olup
RXB ve nanokristallere ait profiller benzer degildir.

Uzun donem stabilite nanosiispansiyonlarin bir diger 6zelligidir. Agregasyon
ve Ostwald olgunlasmasinin olmamasi nanosiispansiyonlarmn  stabilitesini

yansitmaktadir. Ostwald olgunlagmasi, kiigiik ve biiyiik pargaciklar arasindaki
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¢Oziinme basinct / goriiniir doygunluk ¢oziiniirliiklerindeki farkliliklardan kaynaklanir
Daha kiiciik parcaciklar daha hizli ¢oziliir ve serbest molekiiller daha diisiik
¢Oziinilirliigline sahip olan daha biiyiik parcaciklara yayilir. Daha biiylik pargaciklarin
etrafindaki asir1 doymus bir ortam olusur ve sonug olarak daha biiyiik parcaciklarin
bliylimesi ile sonuclanir. Basitlestirirsek, Ostwald olgunlasmas: daha kiigiik
pargaciklarin kii¢iilmesi ve daha biiyiik pargaciklarin biiylimesi siirecidir. Ostwald
olgunlagsmasi igin iki 6n kosul vardir. Bunlardan birisi nanosiispansiyonlardaki
partikiil buyiikliigiiniin tek diize olmamasi yani polidispers olmasi ikincisi ise
dispersiyon fazi yani ila¢ nanopartikiillerinin dispersiyon ortamindaki sinirh
¢oziinlirliige sahip olmasidir (45, 272). Nanopartikiillerin dogasinda disperse oldugu
bir ortamda agrega olma egilimi oldugu iyi bilinmektedir (273). Fiziksel kararsizlik,
kat1 s1v1 arasindaki yiiksek ylizeyler arasi yiizey enerjisini azaltma egiliminden dolay1
degiskendir. Agregasyon olaymin olmamast uygun stabilizan secimi ile
gerceklesmektedir. Ilaglar genellikle termal kararlilk, neme duyarlilik gibi
ozelliklerine bagl belirlenmis saklama kosullar1 altinda saklanir. Ilacin saklama
kosullarina gore depolama, satis, paketleme gibi bazi parametreler belirlenir. ICH
tarafindan yayinlanan Q1A(R2) yeni ilaglarin ve iiriinlerin stabilite testleri hakkindaki
kilavuzunda oda sicakliginda saklanacak etkin maddeler i¢in 25°C % 60 +5 bagil nem
ortaminda 12 ay siire ile ve 40°C % 75+5 ortaminda 6 ay siire ile 3 ayda bir 6rnek
alarak stabilitesinin test edilmesi Onerilmektedir (274). Bu ¢alismada hazirlanan
nanokristallerin 12 ay ve 6 ay siireli stabilite ¢aligmalarina iligkin bulgular Tablo
4.38.’de gosterilmistir. Nanokristallerin stabilitesini degerlendirmek iizere partikiil
blytikligil, PDI, ZP ve % ¢oziinen RXB degerleri karsilastirilmistir.

Elde edilen sonuglar partikiil biiyiikligiiniin degistigini  gdstermektedir
(Bkz.Tablo 4.43.). Baslangigtaki partikiil biiyiikliigiine gore her bir formiilasyonda
partikiil bliylikligliniin arttig1 goriilmektedir. 25 °C ve 40 °C’de partikiil biiyiikligii
degisimi incelendiginde Olglilen degerler arasinda en yiiksek varyasyon
0811AUTBDYH (25°C’de % VK 15 ve 40 °C’de % VK 22) ve 2412BUTBDYH
(25 °C’de % VK 23 ve 40 °C’de % VK 30) formiilasyonlarinda goriilmistiir. Her iki
formiilasyonda da P 127 (% 0,5) ve P 603 (% 0,5 ) stabilizan olarak birlikte
kullanilmistir. Partikiil biiyiikliigii degisimindeki en diisiik % VK ise 0811BUTYHBD
(25 °C’de %VK 8) ve 0911DUTBDYH (25 °C’de % VK 8) formiilasyonlarinda
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bulunmustur. Ancak bu iki formiilasyondaki stabilizan c¢ifti aym degildir.
0811BUTYHBD formiilasyonunda P 127(% 0,5) ve P 603 (% 0,5) kullanilmisken
diger formiilasyonda P127 (% 0,5) ve PVP K-30 (% 0,5) stabilizan olarak
kullanilmistir. Bu nedenle partikiil biyiikligiindeki artisin basarisiz stabilizan
secimine dogrudan baglanmasi miimkiin olmamaktadir. Ayrica dikkat ¢eken bir diger
nokta 0. zamanda Olgiilen partikiil biliylikligi ile diger aylarda oOlgiilen partikiil
buiytikliikleri arasindaki farkin aylar arasindaki farka gore ¢cok daha fazla olmasidir.
Bu durum partikiillerin 0-1 ay arasinda agregatlar olusturdugu veya 6l¢iim yapilan
orneklerin homojen olmamasi seklinde agiklanabilir. Stabilite ¢aligmalari1 sonrasinda
PDI degerlerinin artmasi dagilimin polidispers bir hale geldigine isaret etmektedir.
Genel olarak PDI degerleri 0.5’in altinda 6l¢iilmiistiir.

ZP Olgiilmesi boyutlar1 mikron alti1 olan kolloidal dispersiyonlarin saklama
sirasindaki stabilitesi hakkinda tahmin yiiriitiilmesini saglamaktadir (275). Bu nedenle
formiilasyonlarin ~ zeta potansiyeli de Olgiilmiistir. 2412AUTYHBD ve
2412BUTBDYH 25 °C ve 40 °C’de zeta potansiyel degerleri sirasiyla -20mV veya
daha yiiksek bir deger Olgiilmistiir. Diger formiilasyonlarda ise zeta potansiyel
degerleri -16 mV-19 mV arasinda dl¢tilmiistiir. Daha dnce belirtildigi gibi elektrostatik
stabilite i¢in bu degerin en az -30 mV sterik olarak stabil sistemler igin ise -20 mV
olmasi gerektigi literatiirde yer almaktadir (253). Stabilite ¢alismasi siiresi sonunda
RXB miktar tayini de yapilmistir ve formiilasyon 0911DUTBDYH’da hizlandirilmis
ve uzun siireli stabilite ¢aligmalarinda 2412BUTBDYH formiilasyonunda 25°C
%75+5 ortaminda baslangigtaki miktar tayinine gore karsilastirildiginda (Bkz.Tablo
4.43.) etkin madde kayb1 % 5’den fazla olmustur. Bu duruma igerik homojensizligi
neden olabilir, icerik tek diizeligi testi ve tekrar sayisinin fazla olmasi ile azaltilabilir.
Diger formiilasyonlarda ise baslangigtaki % RXB icerigine gore % 5’den fazla degisim
olmamistir. 0811AUTBDYH formiilasyonunda ise miktar tayini sonuglari
formiilasyondaki RXB igeriginin yaklasik olarak % 86 oldugunu gostermektedir. 40
°C % 75+5’de saklanan formiilasyonlarin in vitro ¢0ziinme testleri yapilarak
baslangigtaki in vitro ¢Ozlinen miktarlart ile karsilastirilmistir. Formiilasyon
0811BUTYHBD’nin baslangictaki % c¢oziinen miktar ile 40°C % 75+5’de 1 ay
bekledikten sonra tayin edilen % ¢ozlinen miktarinin benzer olmadigi (f2:42) Sekil

4.67.’de gosterilmistir. Ancak 6 ay sonunda yapilan ¢6ziinme testinde ise 0. zamandaki
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ve 6 ay sonundaki ¢oOziinme profilleri benzer bulunmustur.(f2:88) Bu durum
formiilasyon igerigindeki etkin madde miktarindaki sapmanin % 5’den fazla olmasina
ve igerik tek diizeliginin saglanamamasina baglanabilir. 0811AUTBDYH
formulasyonunda % ¢6ziinen RXB 0., 1. ve 6. ayda sirasiyla % 64,57, % 64,36 , %
80,03 bulunmustur. 6 ayda ¢oziinmenin artmasmin nedeni formiilasyonda % 86
oraninda etkin madde olmasindan, igerik tek diizeliginin saglanamamasi, tartimdan
gelen hatalardan kaynaklabilir. Diger tiim formiilasyonlarda % ¢oziinen RXB 45 dk

sonunda % 80’ne ulagmustir.
5.17. Hiicre Kiiltiirii Calismalarn

Oral yoldan uygulanan maddelerin GIS’den absorpsiyonu iizerine etki eden en
onemli faktorlerden birisi de etkin maddenin fizikokimyasal Ozellikleridir. Bu
calismada partikiil boyutu degistirilen RXB’nin Caco-2 hiicrelerindeki gecirgenlik
Ozelliklerinin  degisip degismedigi test edilmistir. Bir ilagtan uygun oral
biyoyararlanim elde etmek igin yeterli ¢oziiniirlik ve iyi gecirgenlik 6zelligi
gbstermesi gerekmektedir. Ilacin oral yoldan alimina takiben absorpsiyonu karmasik
ve dinamik bir prosesdir. ilaglarin absropsiyonu enterosit hiicre zarlar1 arasindan
(transseliiler) veya enterositler arasindaki siki kavsaklardan (paraseliiler) pasif
difiizyon ile gerceklesmektedir. Gastrointestinal kanaldan gecis (permeabilite) oral
yolla uygulanan ilaglarin biyoyararlanimini tespit etmede anahtar faktorlerden biridir.
Gegirgenlik ¢aligmalari ile ilacin mide bagirsak sistemindeki absorpsiyon bolgesinin
belirlenmesinin yaninda, ilacin bagirsak duvarindan gecis etkinligi de tayin
edilmektedir (39). Bir etkin maddenin gegirgenlik derecesinin belirlenmesinde
dogrudan ve dolayli 6l¢tiim yontemleri kullanilir. Gegirgenlik tayini insanlarda mutlak
biyoyararlanim ¢aligmalar1 veya kiitle denge ¢aligmalari ile absorbe olan etkin madde
miktarinin belirlenmesi veya bagirsak perflizyon calismalari ile yapilmaktadir. Etkin
maddenin gastro intestinal sistemden gegirgenligini tayin etmek ic¢in Onerilen
yontemler; insanda in vivo perfiizyon calismalari, hayvanlarda in vivo veya in situ
bagirsak perflizyon caligmalari, insan veya hayvanlardan alinmis bagirsak dokular
kullanilarak in vitro permeasyon ¢aligmalari, epitel kiiltiir hiicrelerinin tekli
tabakasinda in vitro permeasyon calismalaridir (40). Insanlarda ve deney

hayvanlarinda yapilan in vivo ¢aligmalar pahali, zaman alic1 ve etik kurul izni alinmasi



215

giic oldugundan bu yontemler yerine in vitro yontemlerin tercih edilmesi bazi
durumlarda uygun olabilir. ilag gecirgenligini ve absorpsiyon potansiyelini
degerlendirmede c¢esitli hiicre modelleri siklikla kullanilmaktadir. Genellikle kanser
orijinli 6liimsiiz hiicreler ile yapilan hayvan veya insan hiicre kiiltiirleri insanlarda ilag
absorpsiyonunun tahmini ve tayininde kullanilmaktadir. Intestinal absorpsiyon igin in
vitro model olarak insan kolorektal adenokarsinomadan elde edilen Caco-2 hiicre tek
tabakalarinin kullanimi1 diinyada bir¢ok laboratuvar tarafindan kabul gérmektedir.
(276, 277). Bu hiicreler en iyi karekterize edilen hiicrelerdir. RXB polarize hiicre
hatlarinda hiicrelerarasi gegisin, RXB ile ii¢ farkli vitamin K antagonistlerinin gecisine
P-gp etkisinin ve RXB’nin P-gp aracili ilag transportuna inhibitor etkisinin incelendigi
caligmalarda da Caco-2 hiicreleri kullamilmistir (228, 229, 252). Gegirgenlik
calismalarinda en ¢ok kullanilan hiicreler olmasi ve literatiirde RXB ile yapilmis
gecirgenlik ¢alismalarinda kullanilmalarindan dolay:r ¢alismamizda Caco-2 hiicreleri
tercih edilmistir.

Paraseliiler gecirgenlik sonuglari hiicrelerin tek tabaka biitiinliigiine baglidir.
Iyonize olabilen ilaglarin cogunlugu paraseliiler bosluklar aracilifiyla gegis
gosterebilirler, bu nedenle gegirgenlikleri hiicre tek tabaka biitiinliigiinden etkilenir.
Bu nedenlerle, hiicre tek tabakalarinin biitiinliigiiniin incelenmesi 6nemlidir. Hiicre tek
tabakalarinin polarizasyonu ve siki kavsaklarin olusumu hizli ve giivenilir bir yontem
olan TEER olgiilmesi ile tespit edilebilir. Caco-2 tek tabaka hiicre biitiinligiiniin
degerlendirilmesi i¢in yapilan ¢alismalarda 6ncelikle TEER degerleri 6l¢iilerek TEER
> 400 ohm.cm? olan hiicreler transport ¢alismalari igin kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii
caligmalarinda hazirlanan formiilasyonlardan segilen 4 tanesi ile gecirgenlik ¢calismasi
yapilmigtir. Oncelikle pH 4,5 % 0.4 SDS igeren ortamda en iyi ¢dziiniirliige sahip
oldugu ve liyofilizasyon sonrasinda da partikiil biiyiikliigii (792 nm) 1000 nm’nin
altinda olan 091 1DUTBDYH formiilasyonu se¢ilmistir. Daha sonra yine her iic pH’da
(pH 1,2, pH4.5, pH 6,8) diger formiilasyonlara gore ¢oziiniirliikk sonuglari en iyi olan
ve SEM goriintiilerinde 1000 nm altinda partikiillerin oldugu goriilen partikiil boyutu
606 nm olan 2412BUTBDYH formiilasyonu secilmistir. 0811AUTBDYH ve
0811BUTYHBD formiilasyonlarinda birincisinin 45 dk in vitro c¢oziinmesi
tamamlanmadig1 i¢in partikiil boyutu diger formiilasyona gore daha diisiik olmasina

ragmen se¢ilmemistir. Son olarak pH 4,5 asetat tamponunda en iyi ikinci ¢oziiniirliige
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sahip olan 0911CUTYHBD formiilasyonu ile gecirgenlik ¢aligmasi yapilmistir.
Literatiirde RXB ait Papp degerleri 0,92 pM icin 8,88x10° cm/sn 9,2 uM igin 7,98 x
10 cm/sn ve 92 uM icin 7,45 x10® cm/sn bulunmustur. Elde edilen veriler
incelendiginde (Bkz.Tablo 4.45.) 80 pg/mL konsantrasyon i¢in RXB’ye ait Papp 7,257
x10° cm/sn degeri bulunmustur (228). Nanokristal formiilasyonlarina ait gecirgenlik
katsayilar1  sirastyla  2412BUTBDYH, 0811BUTYHBD, 0911CUTYHBD,
0911DUTBDYH icin 11,663x10° cm/sn, 9,444x10° cm/sn, 10,184x10°cm/sn,
11,620x10° cm/sn bulunmustur. Caco-2 ile yapilan gegirgenlik calismalarinda
gelistirilen tim formiilasyonlarin gegirgenlik katsayilari (Papp, cm/sn) RXB tozdan
yiikksek bulunmustur (p<0,05), bu durum nanokristal formiilasyonu hazirlamanin

RXB’nin gecirgenligini arttirdigin1 gostermektedir.

5.18. in Vivo Cahsmada kullamlacak Nanokristal Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Nanokristal formiilasyonlarinin hazirlanmasinda yukaridan asagiya ve
asagidan yukariya olmak iizere iki farkli yaklasim mevcuttur. Ayrica birden fazla
yontemin kombine edildigi teknolojiler yeni bir yaklasim olarak karsimiza
cikmaktadir. In vivo calismalarda kullanilacak formiilasyonda BD ile 6giitme
yontemini takiben YH yontemi uygulanmistir. Ayrica 6ncesinde UT ile yiiksek hizda
kanigtirilarak birden fazla yontemin bir ara kullanildigi kombine bir yaklasim ile
nanokristal formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Y6nteme karar vermeden 6nce, RXB etkin
maddesinin ¢oktiirme, BD, YH, UP, UT teknikleri ile nanosiispansiyonlar1 ve her bir
yontemin birbiri ile kombine edildigi formiilasyonlar hazirlanmistir. In vitro sonuglar
incelendiginde en iyi sonug, UT ile yiiksek hizda mikronizasyon sonrast BD ile
ogiitiilmesi ve ardindan YH islemine tabi tutulmasi ile elde edilmistir. Bu nedenle in
vivo biyoyararlanim ¢aligmasinda bu ii¢ yontemin kombine edildigi formiilasyonlar
kullanilmistir. Ilag nanokristalleri stabilizan tabakasi ile cevrilmis kati ilag
partikiilleridir, iiretimleri oldukca kolaydir. Ancak stabilite ve stabilizan se¢imi en
kritik adimlardan biridir (88, 278). FDA tarafindan gida katki maddesi ve farmasotik
yardimct madde olarak onaylanan poloksamerler ¢oziiniirliik, salim, stabilite ve
biyoyararlanimi artirmalari nedeniyle nanokristal hazirlamada sikca kullanilmaktadir.

Nanokristal teknolojisinde tek stabilizan yeterli olabilecegi gibi birgok g¢alismada
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kombine stabilizanlar kullanilmistir (278, 279). Nisoldipinin PVP K-30 ile hazirlanan
nanokristallerinin partikiil biyiikliigii 472 nm iken formiilasyona SDS eklenmesi
tizerine partikiil biyiikligi 240 nm’ye dismiistiir (280). Ayrica periyodik olarak
stabilizan eklemenin daha kiigiik partikiil biiyiikliigii ve daha dar partikiil biiyiikliigi
dagilimi sagladigi gosterilmistir (281). Bu ¢alismada hazirlanan formiilasyonlarda ise,
RXB nanokristal formiilasyonlarinin optimize edildigi bir dizi ¢alismanin sonunda
birden fazla stabilizan ile daha diisiik partikiil bliyiikligi elde edilmistir. Literatiirde
F68 ve P 127 ile karsilastirildiginda poloksamerlerin molekiil agirhigi artikga zeta
potansiyelde azalmay1 kolaylastirdig1 (F 68<F127) ve bu azalisin sterik olarak stabilize
edilmis polimer ile olustugu bilgisi yer almaktadir ve bu durumun artan P 127
konsantrasyonu ile oldugu vurgulanmaktadir (278). Genellikle poloksamerler,
nanokristal formiilasyonlarinda en diisiik molekiil agirliklh HPMC kullanilarak
stabilizan etki saglanmaktadir (113, 282). Tim bu bilgiler 1s18inda, en iyi in vitro
performansi veren poloksamer F 127 ve pharmacoat 603 (HPMC cps 3) kombinasyonu
stabilizan olarak secilmistir.

Partikiil biiyiikligli dagilimi Malvern Zetasizer ile dl¢iilmiistiir. RXB’nin toz
halindeki ortalama partikiil biiyiikligi d(0,1) i¢cin 14,769£179 um, d(0,5) i¢in
77,245£1794 pm ve d(0,9) i¢in 235,929+15,531 pum olarak Malvern master sizer ile
Olclilmiistiir. Nanokristal formulasyonu sonucu partikiil biiyiikligi dagilimi 1000
nm’nin altina diigmiistiir. Her bir donem Oncesinde partikiil biiyiikligi, PDI, ZP
yeniden dlgiilerek partikiil bityiikliigiindeki ve siispansiyonun stabilitesindeki degisim
degerlendirilmistir. Sirasiyla partikiil biiytikligi 445,52 nm, 454,00 nm ve 454,12 nm
olarak tayin edilmistir. Elde edilen sonuclar partikiil biiytikligiinde anlamli bir
degisme olmadigin1 gostermekte, bu nedenle de in vivo performans etkilemeyecegini
gostermektedir. Ayrica nanosiispansiyonun 1 ay siire ile buzdolabinda beklemesi ile

herhangi bir agregasyon gozlenmemistir.

5.19. in Vivo Calismalardaki Kullamlan Formiilasyondaki RXB Miktar
Tayini

Hazirlanan nanosiispansiyonlari tavsanlara uygulamadan 6nce mL’deki madde
miktar tayin edilerek her bir tavsana 3 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg olacak sekilde

nanosiispansiyon verilmistir. Her bir uygulama 6ncesi mL’deki madde miktar1 58,12
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mg/mL, 60,26 mg/mL ve 67,38 mg/mL olarak tayin edilmistir. Bu durumun nedeni
her seferinde dogru Ornek alinamamasi, siispansiyonun Ornekleme Oncesi yeterli
siirede karistirllmamasi, agregatlar olusturmasi, saklama kabi ve ornekleme pipeti
ceperlerine yapisarak madde kaybinin yasanmasi olabilece8i gibi partikiillerin
cokmesi de olabilir. Her bir uygulama oOncesi mL’deki madde miktar1 artis
gostermistir. Madde miktarindaki bu degiskenligi in vivo sonuglara yansitmak iizere
her bir uygulama Oncesi tartilan tavsanlarin agirliklarindaki de8isim goz oniinde
bulundurularak her bir tavsana uygulanacak doz her uygulamada ayr1 ayn
hesaplanmistir. Boylelikle her bir tavsan her bir etkene maruz kalirken
formiilasyondaki % madde miktar1 ve kilo artis veya kaybina bagli herhangi bir

varyasyon olusmasinin oniine ge¢ilmesi hedeflenmistir.
5.20. Tavsanlarda In Vivo Calismalar

In vivo c¢alismalarda Yeni Zelanda Tavsam kullanilmistir. Aymi deney
hayvanlar ile 3 farkli donem boyunca deneysel calisma gergeklestirilecegi igin ve
daha once tavsanlarda RXB’nin 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarda
yapilan ¢aligmalarinda 10 mg/kg dozda doz orantisalliginin gésterilememis olmasi
nedeniyle tavsanlarda c¢alisilmistir (8). Her bir dénemden sonra en az 5 yar1 omiir
(RXB yar1 omiir 7-9 saat) gececek kadar ara verilmistir (38). Bu nedenle kulak
venlerinin iyilesmesi ve toplanan kan hacminin yerine konulmasi hedeflenmistir. in
vivo ¢aligsmalarda tavsanlara tek seferde verilebilecek hacim 10 mL/kg olup tavsanlara
bu oranda s1v1 verilmistir (283). Her bir tavsandan tek seferde 24 saat igin toplam kan
hacminin % 20 sini gegmeyecek sekilde her bir zaman noktasinda 0,5 mL kan 6rnegi
almmustir (283). Literatiirde Perzborn ve ark. (35) RXB ile yaptig1 ¢calismada RXB
solutol/etanol/su [40:10:50 (h/h/h)] iginde, Weinz ve ark. (222) yaptig1 caligmada ise
PEG:su [60:40(h/h)] i¢inde uygulanmistir. Bu c¢alismada Weinz ve ark. yaptigi
calismada oldugu gibi PEG:su [60:40 (h/h)] i¢inde disperse edilerek oral gavaj ile
verilmistir ve tiip igerisindeki kalan maddeyi yikamak iizere maksimum 10 mL’yi
gecmeyecek kadar su verilmistir. Ilag uygulamasma, takiben toplanan kanlar
bekletilmeksizin heparinize tliplere alinarak 1800 g’de santrifiijlenerek plazma

ayrilmis -80 °C’de analiz zamanina kadar saklanmistirs
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5.21. In Vivo Cahsmadan Elde Edilen Farmakokinetik Verilerin

Degerlendirilmesi

In vivo calismalarda hazirlanan RXB  nanokristal formiilasyonu
nanosiispansiyon halinde tavsanlara oral yoldan uygulanarak plazma kan 6rnekleri 24
saat boyunca toplanmis ve analiz edilmistir. Literatiirde RXB’nin saglikli goniilliilerde
yapilan c¢alismalar1 sonucu 10 mg dozda aclik ve tokluk kosullarinda
biyoyararlaniminin tam oldugu yiyecek ile alinmasi ile 10 mg dozda EAA’da ve Crmaks
degerlerinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi ancak 20 mg dozda aglik
kosullarinda biyoyararlanim % 66 olarak bulundugu rapor edilmistir. 20 mg doz
gidalarla ile birlikte verildiginde ise EAA’da % 39°‘luk bir artis gozlenerek
absorbsiyonun tama yaklastig tespit edilmistir. Tokluk kosullarinda 10 mg, 15 mg ve
20 mg’da doz orantisalligi saglanmistir. Ancak 20 mg dozda aclik kosullarinda
biyoyararlanim % 66 olarak bulunmus ve doz orantisallig1 gézlenmemistir. Bu durum
aclik kosullarinda ilacin biyoyararlaniminda hiz kisitlayici basamak olan ¢oziinme
hizinin diisiik olmasina baglanmaktadir (10, 31). Calismamizda RXB’nin nanokristal
formiilasyonlarinin in vivo performansi ile bu sorunun ¢6ziimii arastirilmistir. Saglikli
gontllilerde 10 mg dozdan daha yiiksek dozlarda aglik kosullarinda saglanamayan
doz orantisalliginin ve tamamlanamayan biyoyararlanimin nanokristal teknolojisi ile
degerlendirilmek iizere tavsanlarda calisilmaya karar verilmistir. Ancak c¢alismanin
tasarimi icin saglikli goniillillerde 10 mg doza kadar olan doz orantisalliginin
tavsanlarda hangi dozlarda ortaya ¢iktiginin bilinmesi gerekmektedir. Bu konuda
literatiir taramasi yapildiginda Barj ve arkadaglarinin, in vivo tavsanlara oral yoldan
0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg ve 10 mg/kg dozlara RXB verilmesi ile elde edilen
sonuglar incelendiginde 0,3 mg/kg ve 3 mg/kg dozlarda ortalama plazma kan diizeyi
doz ile orantili olarak artarken 10 mg dozda doz orantisalligindan daha az artis
gostermistir. Protrombin zamaninin uzamasinin plazma konsantrasyonu ile orantili
oldugu gosterilmistir (8). Literatiir bilgisine dayanarak doz orantisalliginin bittigi 3
mg/kg ve 10 mg/kg, 15 mg/kg dozlarda RXB uygulanmasina karar verilmistir.
Tavsanlardan elde edilen ortalama sonuglar incelendiginde EAAo.t degerleri doz 3
mg’dan 15 mg’a ¢ikarildiginda 2728,80 ng/mL.sa’den 8689.69 ng/mL.sa’ye EAAo-
degerleri 3221,67’den 10164,66 ng/mL.sa’e yiikselmistir. Cmaks degeri ise 642,09
ng/mL’den 1554,67 ng/mL’ye yiikselmistir (Bkz.Tablo 4.51., Tablo 4.52., Tablo
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4.53.). Plazma konsantrasyon diizeyinin maksimuma ulastig1 siire tmaks sirasiyla 0,5,
0,75, 0,5 saat olarak tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.73.). 10 mg dozda plazma pik
diizeyine daha ge¢ ulasilmistir. Yarilanma 6mrii ty, incelendiginde de 10 mg dozda
yarilanma omriiniin ¢ok yiiksek oldugu goriilmektedir sirasiyla 7,55, 19,63 ve 8,69
saat olarak hesaplanmigtir. 10 mg/kg doz ilag uygulanan tavsanlara ait yarilanma 6mrii
sonuclart sirastyla 10,17, 17,97, 12,32, 9,49, 48,90, 18,94 olarak hesaplanmistir. 6
numarali tavsana ait verinin yliksek oranda (% 75) varyasyon gostermesi belli bir
zaman noktasinda 6rnek hazirlamada veya analiz sirasindaki herhangi bir hatadan
kaynakli olabilecegini diisiindiirmektedir. Her iic dozda da plazma ilag seviyesi 1 saat
icinde hizla artmistir ve maksimum konsantrasyona ulagsmistir. EAAo+ EAAo-’nin
strastyla % 87, % 62 ve % 83’liikk kismini olusturmakta, olup bu durum 6rnek alma
sliresinin daha uzun tutulmasi gerektigini ortaya koymaktadir. 10 mg doz uygulanan
tavsanlardaki yarilanma omriiniin 19,63 saat olmasi nedeniyle 6rnekleme zamani en
az 3 terminal yar1 omiir igerek sekilde olmasi gerekirken 24 saat 6rnek alma siiresi
yeterli goriillmememistir. Ancak plazma kosantrasyon-zaman profilinden eliminasyon
yar1 omrii hesaplanabilmistir. Farmakokinetik veriler incelendiginde denekler arasi
varyasyon katsayilariin yiiksek oldugu goriilmektedir. Doz normalize edilmis
konsantrasyonun zamana kars1 plazma profili incelendiginde 3 doza iliskin profillerin
doz orantisal olmasi i¢in birbiri ile ¢akismasi gerekirken, bdyle bir durum ile
karsilasilmamistir (Bkz.Sekil 4.75.). Ancak doz orantisalliginin dogru bir sekilde
degerlendirilmesi igin istatistiksel analizler yapilmasi gerekmektedir. Bu amacla
literatiirde giic modeli, basit dogrusal regresyon analizi, doz normalize edilmis
farmakokinetik verilerin varyans analizi ve esdegerlik kriteri yontemleri ile doz
orantisallig1 yaygin olarak degerlendirilmistir. RXB nanokristallerinde 3 mg, 10 mg,
15 mg doz araliginda EAAo-t, EAAo-» V& Cmaks degerleri i¢in doz orantisalligr olup
olmadig1 oncelikle gii¢ modeli ile karsilastirilmis ve log-log doniistimii sonucu ¢izilen
konsantrasyona karsi1 doz egrisi Sekil 4.76.-4.78.”de verilmistir. Gii¢ modeli ile (power
model) % 90 giiven araliginda elde edilen sonuglar minimum doz i¢in 1+(In(0,8)/In(r)
ve maksimum doz i¢in 1+In(1,25)/In(r) degeri olan 0,8613-1,1386 araliginda
degerlendirilmistir (r=maksimum doz orani:15/3=5). EAAot, EAAg-» V& Cmaks i¢in
hesaplanan giiven araliklar1 0,1196-0,7914, 0,3217-0,9244, 0,4481-0,9823 bulunmus

ve doz orantisallig1 olmadig1 yoniinde sonuca varilmistir.
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Bisfenol A’nin 2-100.000 pg/kg doz araliginda giic modeli ile doz
orantisalligimmin karsilastirildigr ¢alismada doz orantisallik gosterilirken ayni doz
araligr i¢indeki 2-400 pg/kg doz araliginda ayni analizler yapilmistir. Egimin % 95
CI’da 100.000/2 doz orani i¢in onceden belirlenmis CI degerleri; 0,9794-1,0206 ve
400/2 doz orani i¢in ise 0,7593-1,0212 olarak hesaplanmistir (146). Smith ve ark. (235)
tarafindan istatistiksel giic yonteminin ¢ok genis doz araliginda daha dar doz araligina
gore daha giiclii sonuglar verebilecegini belirtmistir. Gii¢ modelinde doz oraninin
artmasi ile P igin kritik b6lgenin daraldigi bu nedenle dar bir doz araligina gore daha
genis doz araliginda bu yontemle doz orantisalligi kriteri i¢in daha siki oldugu
vurgulanmaktadir. Bu nedenle esdegerlik kriteri yontemini 6nermektedir.

Gli¢ modelinde B, doz ve cevap arasindaki orantisalligini gostermekte olup 0’a
esit olmast dozdan bagimsiz bir farmakokinetik profili 1’e esit olmasi doz
orantisalligini gosterir. Tablo 4.55.’de goriildiigii gibi f degerinin 1°¢ en yakin oldugu
parametre EAAo‘dir. Giig analizi sonucunda 3 mg-15 mg doz araliginda doz
orantisallig1 oldugu gosterilememistir.

Gii¢ modeline ek olarak doz orantisalligini degerlendirmek {izere doz
normalize edilmis ve dogal logaritmasi alinmis farmakokinetik veriler kullanilarak
varyans analizi yapilmistir. Tablo 4.56.’da ANOVA tablosu verilmistir. Bu yontemde
elde edilen sonuglar incelendiginde ise Cmaks, EAA0t, EAA0»; 0=0,05 anlamlilik
diizeyinde ( 2, 15 ) serbestlik diizeyinde F tablo degeri 6l¢iimle bulunan F degerinden
Chmaks, 1¢in biiylik EAAo-t, EAA0- i¢in tablo degerinden kiigiik bulunmus ve p degeri
0,028, 0,052, 0,225 olarak bulunmus, Cmaks i¢in Ho farksizlik hipotezi red edilmistir.
Bu yontem ile Cmaks degerlerinde doz orantisalliginin olmadigi ama EAA degerleri
arasinda doz orantisalligmin oldugu gosterilmistir. Doz normalize edilmis
farmakokinetik verilerin 2°1i gruplar halinde tek yonlii varyans analizi yapilarak
ANOVA tablolar1 elde edilmistir. Sonuclar Tablo 4.57.-4.59.”da yer almaktadir. 3 mg-
10 mg, 10 mg-15 mg, 3-15 mg dozlara ait Cmaks verilerinin karsilastirilmasi sonucu 3
mg ile 10 mg arasinda doz orantisallig1 olmadigi 10 mg ile 15 mg arasinda ve 3 mg ile
15 mg dozlar arasinda doz orantisalliginin varligindan s6z edilebilmektedir. 10 mg-15
dozlarda p degeri 0,052°dir, ancak Fanio degeri hesaplanan F degeri ile
karsilastirildiginda Ho hipotezi red edilmemistir.
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Tablo 4.58.”de EAAo-t sonuglari incelendiginde ise 3 mg ve 10 mg arasinda
yapilan karsilagtirma sonucunda p<0,05 olup aralarinda doz orantisallig
bulunamamistir. EAAo-de iSe 3 mg, 10 mg ve 15 mg dozlarda her bir dozun birbiri ile
doz orantisal oldugu goriilmektedir (Bkz.Tablo 4.59.).

Basit dogrusal regresyon analizinde y eksenini kesme (intersept) degerinin
0’dan farksiz olup olmadig1 degerlendirilmistir. Farmakokinetik verilerin % 95 giiven
aralig1 sonuglar incelendiginde ise Cmaks i¢in (0,049, -0,002 ), p=0,034, EAAot igin
(-68,464, 7,817) p=0,111 ve EAAo» i¢in (-78,790, 9,675) p= 0.117 olarak
hesaplanmistir. Bu yontemde de Cmaks i¢in doz orantisallifi saglanamazken EAA
parametreleri i¢in saglanmistir (Bkz.Tablo 60.).

Son olarak esdegerlik kriteri yontemi ile 3 mg doza normalize edilmis veriler
icin % 90 giiven aralifinda % 80-125 kriterinin saglanip saglanmadig: test edilmistir.
Her bir doz i¢in her bir farmakokinetik veri karsilastirilmistir. Her {i¢ farmakokinetik
Olciit icin 3 mg ve 10 mg doz arasindaki degerlendirme sonucunda % 80-125 sinirlari
icin esdegerlik kriteri saglanamamistir (Bkz.Tablo 4.61.). Cmaks igin elde edilen
sonuglar incelendiginde 10 mg -15 mg (% 90 giiven aralig1; 88,71-125,52) % 80-125
smirlari iginde oldugunu sdylemek miimkiin olabilecegi gibi ve 3 mg -15 mg (% 90
giiven araligi; 78,14-118,39) dozlar i¢cin EMA’nin biyoesdegerlik kilavuzlarinda
belirtildigi lizere varyasyon katsayisi (% VK=31,592) %30’un iizerinde oldugu i¢in
esdegerlik kriteri saglanmasi i¢in %80-125 giiven araligindan 77,23-129,48 araligina
genisletilebilir (242).

Basit dogrusal regresyon, varyans analizi ve esdegerlik kriteri yontemleri ile
elde edilen veriler birbiri ile uyumlu olup 3 mg-15 mg ve 10 mg -15 mg dozlar
arasinda doz orantisallifinin EAA ve Cmaks parametreleri icin saglandigimi
gostermektedir.

Abirateron asetatin 250 mg, 500 mg, 1000 mg dozlarinda yapilan doz
orantisallig1 ¢alismasi sonuglari incelendiginde, ortalama Cmax ve EAA degerlerinin
doza bagiml olarak arttif1 ancak glic modeli ile % 90 giliven aralifinda dnceden
belirlenen sinirlar i¢cinde doz orantisalliginin saglanamadigr goriilmiistiir. Calismada
giic modeli ile karsilastirma yapildiktan daha sonra 250 mg-1000 mg, 500 mg-1000
mg dozlar arasinda doz orantisalligi degerlendirmesi giiven araligi yaklasimi ile

karsilastirilmistir. Ancak her bir dozun en yiiksek doz ile karsilastiriimasinda higbir
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doz orantisalligina ulasilamamistir. Ayni calismada abirateron asetatin plazma
degerlerinde ¢ok fazla noktada tayin sinirinin altinda olmasi abirateron asetatin
abiterona hizla dontistiigiinii diistindiirmiistiir ve doz orantisalligina etki edebilecegi
hususuna dikkat g¢ekilmistir (284).

Bardoksolonun 20-80 mg doz araliginda doz orantisalligini test etmek iizere
giic modeli kullanilmistir. Doz orantisallig1 icin B’nin belirlenen % 90 giiven
araliginda olup olmadig test edilmistir ve 20 mg-80 mg doz aralifinda doz
orantisalliglr saglanamadigr goriilmistir. Bardoksolon EAAg. i¢in 20-60 mg
araliginda doz orantili bir artig gostermis, ancak 60-80 mg araligina orantisal olarak
daha disiik bir artig gostermistir; Cmaks degerlerinde ise tiim doz araliginda (20-80 mQ)
orantisal olarak daha disiik bir artis gosterdigi tespit edilmistir (285). RXB ile
yaptigimiz ¢alismada da giic modeli ile orantisallik saglanamazken ikili
karsilagtirmalar sonucunda 3 mg-15 mg ve 10 mg -15 dozlarda her bir farmakokinetik
parametre i¢in orantisalligin saglandigi goriilmektedir.

Estradioliin 4 farkli dozu arasindaki orantisalligi test etmek tizere bu dort doza
ait log doniisiimlii farmakokinetik verilerden hareketle egri ¢izilmis ve egimin 0 veya
anlamsiz oldugu yerde doz orantisalligt oldugu sonucuna varilmistir. Doz
orantisalligini test etmek iizere baseline diizeltilmis logaritma doniistiiriilmiis estradiol
ve esteron serum konsantrasyonlar1 ve doz diizeltilmis EAA ve Cmas degerleri
kullanilmistir. Baseline diizeltilmis estradiol dozlarinda tiim dozlarda her iki
farmakokinetik parametre i¢in dogrusal doz cevabi elde edilmistir. Baseline
diizeltilmis estradiol dozlarinda doz orantisalligi dort doz iginde saglanirken baseline
diizeltilmis esteron dozlarinda EAA icin 5 ve 10 cm? dozlar1 disinda orantisallik
goriilmemistir. Baseline diizeltilmis estereon dozlarinda Cmaks i¢in ise test edilen 4 doz
i¢in doz orantisalligr saglanmistir (286). Bu sonuglar ayni anda Cmaks Ve EAA i¢in doz
orantisalliginin saglanamadig1 durumlarin varligin1 géstermektedir.

Paliperidonun 25, 50, 100, 150 mg dozlarda i.m enjeksiyonu sonucu doz
orantisalligin1 test etmek {izere doz normalize edilmis farmakokinetik veriler
kullanilarak dogrusal regresyon analizi yontemi kullanilmistir. EAA i¢in doz
orantisallig saglanirken Cmaks i¢in doz orantisalligindan daha az artig goriilmiistiir. Her
bir dozun giiven araligi yontemi ile ikiserli olarak 150 mg doz ile karsilastiriimasi

sonucunda AUC i¢in her bir dozun 150 mg doz ile doz orantisal oldugu gosterilmistir.
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Ancak ara dozlarin birbirleri ile karsilastirilmasi yapilmamistir (287). Sonug olarak
AUC igin paliperidonun doz orantisalligini sagladigi sonucuna varilmistir. RXB ile
yapmis oldugumuz ¢alismada da en yiiksek dozun diger dozlarla karsilastirilmasi (3
mg-15 mg ve 10 mg -15 mg ) sonucunda Cpmaks i¢in % 90 giiven araliginda doz
orantisalliginin saglandigini sdylemek miimkiin olmaktadir.

Elde edilen sonuglara gore doz orantisalligi hesaplamalar1 yaparken, doz
araliginin dar veya genis olmasi, hesaplama yontemini segmede 6nemli bir noktay1
olusturmaktadir. Diisiik doz olan 3 mg ve 10 mg dozlarda verilen ilacin Cmaks degeri
icin 10 mg ile 3 mg arasinda doz oranlar1 arasinda istatistiksel olarak fark varken 3 mg
ile 15 mg doz oranlar arasinda fark yoktur. Elde edilen bu parametreler ile diisiik ve
yiiksek dozlara ait verilerin karsilastirilma olanagimi saglanmis, doz orantisallig
artirmak tlizere gelistirilen nanosiispansiyon fomiilasyonu ile farmakokinetik
parametreler iyilestirmis, biyoyararlanimi olumsuz etkileyen ¢6ziinme sorunu

astlmgtir.

Elde edilen bulgular 1s1¢1nda RXB nanokristal formiilasyonu hazirlanarak artan
dozlarda farmakokinetik verilerin iyilestirilebilecegi bir baska anlatimla yiiksek
dozlardaki EAA ve Cmaks i¢in doz orantisalligi sorununun ve aglik kosullarinda
tamamlanamayan absorpsiyonun nanokristal teknolojisi ile hazirlanan formiilasyonlar

ile ortadan kaldirilabilecegi sonucuna varilmastir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda yeni oral antikoagiilan bir ilag olan RXB’nin nanokristal

formilasyonlar1 hazirlanarak, partikiil biytlkliginin kiiciiltiilmesiyle ¢oziinme

hizinin artirilmasi1 bdylelikle in vivo biyoyararlanimin tamamlanamadigi dozlarda

(>20 mg) absorpsiyonun artirtlmasi hedeflenmistir. Bu amacla yapilan ¢alismalarda

asagidaki sonuclara ulagilmistir.

Etkin madde RXB’nin fizikokimyasal karakterizasyonu yapilarak partikiil
biiylikliigli ve ¢ozilinlrligii, kristal yapisi, erime derecesi belirlenmistir.
Partikiil biiyiikliiglinliin mikron boyutlarda oldugu ve ¢oziiniirliigliniin zay1f ve
pH’dan bagimsiz oldugu ve partikiillerinin kristal yapida oldugu saptanmistir.
Nanokristal hazirlanmasinda kullanilan stabilizanlarin partikiil biiytikligi
degisimine etkisi incelenmis ve stabilizan tipi ve miktarinin ve sayisinin
partikil biiyiikliigiine kiigiiltiilmesine etki ettigi gorilmistiir.

Kullanilan yontemlerin RXB nanokristali hazirlanmasindaki performanslari
degerlendirilmis, partikiillerin UT yoOntemi ile 6n mikronizasyon isleminden
sonra BD ve YH ile hazirlandiginda daha iyi sonuglar elde edilecegi sonucuna
vartlmistir. Yontem parametrelerinin her bir yontem i¢in ayr1 ayri ¢alisilmasi
sonucunda yontemlerden herbirinin en iyi partikiil dagilimi verdigi noktalar
saptanmistir. Ayrica kombine teknolojilerin uygulanma siras1 degistirildiginde
elde edilen partikiil biiytikliigii dagilimi, stabilitesinin degistigi belirlenmistir.
P 127, P 603 ve PVP K-30 ile kombine teknolojiler kullanilarak hazirlanan
nanostispansiyon formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigii 1000 nm’nin altinda
bulunmustur. Tek bagina bir yontemin kullanildig1 yontemlere gore partikiil
biyiikliigiiniin daha fazla kiigtildiigii sonucuna varilmistir.

Hazirlanan nanokristal formiilasyonlarinin ¢dziiniirliik ve ¢éziinme hizlar toz
RXB gore artmistir. Toz RXB 45 dakika sonundaki % ¢6ziinen miktar1 % 12,34
iken nanokristal formiilasyonlarinda 30 dk sonunda % 80’1 ¢6zliinmiistiir.
Hazirlanan nanosiispansiyonlarin su igeriginin uzaklastirilmasi sirasinda
partikiil buyiikliigliniin artma egilimindedir, bu durumun Onlenmesi ig¢in

mannitol gibi kriyoprotektanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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RXB toz ve nanokristal formiilasyonlarda yapilan gegirgenlik c¢alismasi
sonucunda nanokristal formiilasyonlarda toz RXB’a gore gecirgenlik katsayisi
artmistir.

BSS sinif II bir ila¢ olan RXB’nin ¢oziiniirliigii ve gegirgenlik katsayisi
artmigtir.

Nanokristal olarak hazirlanmasi ile ayrica gastrointestinal —sistemdeki
yapigskanligin ve kalis siiresi artacagindan in vivo ortamda biyoyararlaniminin
artacag ongoriilmiis ve tavsanlar da biyoyararlanim ¢alismasi yapilmistir. in
vivo sonuglarin degerlendirilmesinde, doz orantisalligi hesaplamalar1 yaparken
doz araligmin dar veya genis olmasi, hesaplama yontemi 6nemli bir noktay1
olusturmaktadir. Diisiik doz olan 3 mg ve 10 mg dozlarda verilen ilacin Cmaks
degeri i¢in 10 mg ile 3 mg arasinda doz oranlar1 arasinda istatistiksel olarak
fark varken 3 mg ile 15 mg doz oranlar1 arasinda fark yoktur. Elde edilen bu
parametreler ile diisiik ve yiiksek dozlara ait verilerin karsilastirilma olanagini
saglamis olup nanokristal teknolojisinin doz orantisalligint artirmak {izere
gelistirilen nanosiispansiyon fomiilasyonu ile farmakokinetik parametreler
tyilestirilerek ~ biyoyararlanimi  olumsuz  etkileyen ¢oziinme hizi
artirllabilmistir.

RXB’nin  nanokristal  formiilasyonu  hazirlanarak  artan  dozlarda
farmakokinetik verilerin 1yilestirilebilecegi bir bagka anlatimla yiiksek
dozlardaki EAA ve Cmaks i¢in doz orantisalligi probleminin ve aglik
kosullarinda tamamlanamayan absorpsiyonun nanokristal teknoloji ile
hazirlanan formiilasyonlar ile ortadan kaldirilabilecegi sonucuna varilmistir.
Gelistirilen RXB nanokristal formiilasyonunun kullanilacagi oral dozaj
sekillerinde, piyasa preparatinda 20 mg dozda karsilagilan doz orantisalliginin
saglanamamasi ve biyoyararlanimin tamamlanamamasi gibi problemler
asilacaktir ve hasta uyuncu artacaktir.

Bu tez ¢alismasindaki yontemler bir triiniin gelistirilmesine ve iiretilmesine
katki saglayacak etkili, gilivenilir, ekonomiye katkida bulunacak umut
vaadeden formiilasyonlar  olarak  Onerilmektedir. Bu  gelistirilen
formiilasyonlardan hareketle endiistriyel boyutta nanokristal hazirlama

teknolojileri kullanilarak ticari tiriine yonelik ¢alismalar yapilabilir.
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