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OZET

Tez calismamizin temel amact; tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan peptit yapili bir molekiil olan
exendin-4’tin oral yoldan uygulanmak tizere kendiliginden nanoemiilsifiye olan sistemlerinin
(SNEDDS) gelistirilmesi ve karakterizasyonunun incelenmesi, in vitro/in vivo olarak
degerlendirilmesidir. Onformiilasyon calismalar1 sonucunda en uygun formiilasyon %15 etil
oleat, %42,5 Cremophor EL®, %21,25 Labrasol®: %21,25 propilen glikol igeren exendin-4
yiiklii H5 formiilasyonu olarak belirlenmistir. Exendin-4 yiiklii H5 formiilasyonunun 50 mL
bidistile su ile seyreltilmesi sonucu damlacik biiytikliigii 24,28+0,43 nm, polidispersite indeksi
0,17 + 0,01, zeta potansiyeli -1,2843,61 mV, viskozitesi 79,604+3,30 m.Pas, pH's1 5,40+0,00,
tiirbiditesi 6,37+£0,00 ve yiikleme etkinligi %88,254+0,00 bulunmustur. Uzun siireli stabilite
caligmalar1 sonucunda exendin-4 yiiklii SNEDDS ve enzim inhibitorii olarak ilave edilen
exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin damlacik biiyiikligii ve polidispersite indeksi
sonuglarinda anlamli bir degisiklik gozlenmemistir (p>0.05). In vitro salim ¢aligmalar
sonucunda exendin-4 yiiklii H5 SNEDDS’lerde pH 6,8’de 2. saatin sonunda yigilmali salinan
exendin-4 %73,79 bulunmustur. Lipoliz ¢aligmalar1 sonuglarma goére aghk ve tokluk
kosullarinda formiilasyonlarda kullanilan etil oleatin yavas sindirildigi bulunmustur. Caco-2
hiicreleriyle yapilan sitotoksisite ve intestinal permeabilite ¢alismasi sonucunda, exendin-4
yiiklii SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin Caco-2 hiicrelerine sitotoksik
etki gostermedigi ve exendin-4’tin Caco-2 hiicrelerinden permeabilitesini artirdigt bulunmustur.
In vivo galismalarda exendin-4 ve exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS’lerle, Byetta® (sc)’ya
yakin bir farmakodinamik cevap elde edildigi, formiilasyona kimostatinin ilavesinin exendin-
4’1 enzimatik pargcalanmaya kars1 koruyarak kan glikoz seviyesinde daha fazla bir diisiise neden
oldugu bulunmustur. Sonug olarak, in vitro/in vivo ¢aligmalar sonucunda peptit/proteinlerin oral
biyoyararlanimin1 artrmada SNEDDS formiilasyonlarinin  ve enzim inhibitorleriyle
kombinasyon halinde kullanimlarinin timit verici oldugu diisiiniilmektedir.
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Lipoliz, Permeabilite, Farmakokinetik, Biyoyararlanim, Farmakodinamik
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ABSTRACT

The aim of thesis is to development and characterization of self nanoemulsifying system for
oral administration of exendin-4 which is a peptide molecule used in the treatment of type 2
diabetes, and evaluation in vitro / in vivo. As a result of the preformulation studies, the most
suitable formulation was determined as exendin-4 loaded H5 formulation containing 15%
ethyl oleate, 42.5% Cremophor EL®, 21.25% Labrasol®: 21.25% propylene glycol. The
droplet size was found 24,28 + 0,43 nm, polydispersity index was found 0,17 + 0,01, zeta
potential was found -1,28 £+ 3,61 mV, viscosity was found 79,60 £ 3.30 m.Pas, pH was found
5.40 £+ 0.00, turbidity was found 6.37 + 0.00 and encapsulation efficiency was found 88.25
+ 0.00% for exendin-4 loaded H5 formulation as a result of dilution of with 50 mL bidistile
water. In long-term stability studies, no significant differences were found in droplet size
and polydispersity index results for exendin-4 and exendin-4/ enzyme inhibitor chymostatin
loaded SNEDDS (p>0.05). As a result of the in vitro release studies, the cumulative release
of exendin-4 at pH 6.8 was found to be 73.79% at the end of the 2" hour for exendin-4
loaded H5 SNEDDS. According to the results of lipolysis studies, ethyl oleate used in
formulations was found to be digested slowly in fasted and fed conditions. As a result of the
study of cytotoxicity and intestinal permeability with Caco-2 cells, it was found that exendin-
4 and exendin-4/chymostatin loaded SNEDDS did not show cytotoxic effect on Caco-2 cells
and increased permeability of exendin-4 across Caco-2 cells. In vivo studies, it was found
that pharmacodynamic response was obtained close to Byetta® (sc) with SNEDDS
containing exendin-4 and exendin-4/chymostatin. The addition of chymostatin to the
formulation provided further decrease in blood glucose level by protecting exendin-4 against
enzymatic degradation. In conclusion, SNEDDS formulations and their use in combination
with enzyme inhibitors are thought to be promising in increasing the oral bioavailability of
peptide/proteins as a result of in vitro/in vivo studies.

Science Code : 1020

Key Words : Exendin-4, Self Nanoemulsifying System, Chymostatin, Lipolysis,
Permeability, Pharmacokinetics, Bioavailability, Pharmacodynamics

Page Number : 210
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TESEKKUR

Doktora egitimim ve tez calismam siiresince degerli bilgilerini benimle paylasan, bu
caligmanin planlanmasi ve yiirlitiilmesinde her tiirlii yardim, tavsiye ve yonlendirmeleri
yapan, sorun yasadigimda yanina ¢ekinmeden gidebildigim, giiler yliziinii ve samimiyetini
benden esirgemeyen tez danismanim ve degerli hocam Sayin Prof. Dr. Nevin CELEBI’ye
tesekkdirti bir borg bilir ve saygilarimi sunarim. Doktora egitimimim her asamasinda gereken
kolayliklar1 saglayarak bilgi, oneri ve yardimlarimi esirgemeyen, tezin calisilmasi igin
Anabilim Dalinin tiim olanaklarini kullanima sunan tez ikinci danismanin degerli hocam
Dog. Dr. Yesim AKTAS’a en igten saygi ve tesekkiirlerimi sunarim. Doktora galismalarim
boyunca Anabilim Dalinin tiim olanaklarinin kullanilmasinda destek veren Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali Baskan1 Sayin Prof. Dr. Fiisun ACARTURK ’e, tez calismalarimla
ilgili degerlendirmeleriyle katki saglayan tez izleme komitesi tiyeleri Dog. Dr. Zeynep Safak
TEKSIN ve Do¢. Dr. ipek EROGLU’na olmak iizere tiim degerli hocalarima, doktora
caligmalarim boyunca her zamanda yanimda olan ve maddi manevi destegini hi¢gbir zaman
esirgemeyen sevgili dostum Dr. Ayse Nur OKTAY’a, tez ¢aligmalarim boyunca bana
yardimci olan Dr. Ecz. Alptug Eren KARAKUCUK ’e, Ars. Gor. Sila GULBAG’a, Ars. Gor.
Hazal Ezgi GULTEKIiN’e, Ars. Gor. Gamze Riizgar OZEMRE’ye, Ars. Gor. Esra
KODAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin her asamasinda yanimda bulunan, her tiirlii destegi veren, sabir ve fedakarlik
gostererek her an yanimda olan kardesim Alihan CELIK ve esim Yasin TEKELI’ye,
buralara kadar gelmemde biiyiikk emekleri olan ve yasamimin her doneminde bana
giivendikleri ve destek verdikleri icin annem Siikran CELIK ve rahmetli babam Asim

CELIK e en derin duygularimla sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

“2211-A Genel Yurt igi Doktora Burs Programi 2015/2’ ile burs destegi almami saglayan ve
sonrasinda ise 217S416 numarali “Oral Yoldan Uygulanmak Uzere Exendin-4'{in
Kendiliginden Emiilsifiye Olan Nanoformiilasyonunun Gelistirilmesi, in vitro/in vivo
Degerlendirilmesi” isimli proje kapsaminda destekleyerek doktora tezimin ger¢eklesmesini

saglayan TUBITAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Son yillarda biyoteknolojideki gelismelerle hastaliklarin teshis ve tedavisinde terapotik
peptit/protein yapidaki molekiillerin kullanimi 6nem kazanmustir. Terapotik peptit/
proteinler ila¢ pazarinin c¢ogunlugunu olusturan kiigilk molekiil agirlikli ilaglarla
karsilastirildiginda, hedefe spesifik baglanma 6zellikleri sayesinde yiiksek aktivite, diisiik
toksisite ve minimum ilag—ila¢ etkilesimleri gibi bir¢ok avantaj sunmaktadir. Terapotik
peptit pazarimin 2024 yili itibariyle 45 milyar Amerikan dolarmi agmasi1 beklenmektedir.
Genellikle terapotik peptit/proteinlerin verilisleri en yaygin olarak parenteral yolla
saglanmaktadir. Bununla beraber zayif hasta uyuncu, enjeksiyonda agri hissi, doz tekrari,
sterilizasyon tekniklerinin bazi durumlarda etkin madde ve formiilasyon {izerindeki olumsuz
etkileri parenteral yolun sakincalaridir. Bu nedenle parenteral yol diginda peptitlerin oral,
transmukozal, nazal, bukkal, rektal, pulmoner, vajinal, okiiler ve transdermal yolla
uygulamalari i¢in gesitli arastirmalar ve yaklasimlar bulunmaktadir. Oral yol, hasta uyuncu
ve kullanim kolayligi acisindan en ¢ok tercih edilen yoldur. Fakat terapotik
peptit/proteinlerin  gastrointestinal enzimlerle parcalanmalari, fiziksel ve kimyasal
instabiliteleri, kisa yar1 6miirlii olmalari, diistik lipofilisiteleri, biiyiik molekiil agirliklar ve
karacigerden ilk gecis etkisine ugramalari sebebiyle oral biyoyararlanimlari (%1-2)
diistikttir. Terapdtik peptit/proteinlerin oral biyoyararlanimlarinin artirilmasinda yapilan
calismalarda gesitli yaklasimlar bulunmaktadir. Bunlar kimyasal modifikasyon, mukoadezif
verilis sistemlerinin gelistirilmesi, absorpsiyon artirict maddelerin 1ilavesi, proteaz

inhibitdrlerinin formiilasyona eklenmesi ve ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesidir.

Diyabet; hipergliseminin, lipit ve protein metabolizmasindaki bozukluklarin, akut ve kronik
komplikasyonlarin eslik ettigi insiilin salgilamasinda bozukluk gézlenen bir sendromdur.
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’nun 2019°da agikladigi verilerde; 11 yetiskinden 1’inin
(463 milyon) diyabet hastasi oldugu, bunlarin 232 milyonuna heniiz tan1 konulmadigi,
kiiresel saglik harcamalarinin %10’unun diyabete harcandigi, (760 milyar ABD Dolari), 6
dogumdan 1’inin gebelik diyabetinden etkilendigi, 2045°de diyabetik yetiskinlerin sayisinin
700,2 milyona ulasacag bildirilmistir. Ulkemizde ise bugiin 6,6 milyon diyabet hastasinin
bulundugu, yetiskinlerde diyabet prevalansinin %12 oldugu ve saglik harcamalarinin
%23,2’sinin diyabet tedavisine harcandig: bildirilmistir.

Tez caligmamizda sectigimiz peptit exendin-4 (Ex-4); endojen inkretin olan Glukagon

benzeri peptit-1’1 (GLP-1) taklit ederek, glikoz bagimli insiilin sekresyonu ve [B-hiicre



kitlesini artiric1 etki saglayan Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan peptit yapida bir
molekiildiir. 2005°de FDA tarafindan onaylanan exendin-4’iin Byetta® ticari ismiyle 5 pg

ve 10 pg’lik subkiitan formlar1t mevcuttur.

Nanoteknolojideki gelismeler dogrultusunda terapotik peptit/proteinlerin gastrointestinal
sistemde (GIS) parcalanmasini &nlemek ve fiziksel, kimyasal stabilitelerini, oral
biyoyararlanimlarin1 artirmak amaciyla nanotasiyicilar gelistirilmistir. Exendin-4 igeren
formiilasyonlarin hazirlanmasinda ytiksek diizeyde enerjinin kullanildig1 yontemler sicaklik
ve basinca bagli olarak peptit yapisindaki etkin maddelerin, biyoaktivitesinde ve
konformasyonunda degisiklik meydana getirebilmektedirler. Bu nedenle tez ¢alismamiz
kapsaminda oral yoldan verilebilecek exendin-4’iin kendiliginden nanoemiilsifiye olabilen

sisteminin (SNEDDS) gelistirilmesi amaglanmustir.

SNEDDS, nanoemiilsiyonlarin bir alt grubunu olusturmaktadir. SNEDDS’ler yag, yiizey
etkin madde, yardimci ¢oziicii/yardimei yiizey etkin madde bilesenlerinden olusmaktadir.
Sulu bir ortamla karsilastiklarinda hafif bir c¢alkalama ile nanoboyutta damlaciklar
olugturmaktadir. SNEDDS’lerin iistiinliikleri; oral biyoyararlanimin artirilmasi ve buna
bagl olarak doz azaltilmasinin saglanmasi, ilaglarin mide ortamindan korunmasi, yiyecek
etkisine bagli degisikliklerin azaltilmasi, yiiksek ila¢ yiikleme etkinligi ve kontrollii salim
saglanmasi olarak siralanmaktadir. Ayrica formiilasyonlariin kapsiil i¢erisinde sunulmasi
oral yoldan hasta uyuncunun artirilmasinda 6énemlidir. Bu formiilasyonlar 6zellikle suda
¢Oziinlirligli diisik olan peptit/protein yapisindaki etkin maddeler i¢in uygun tasiyici
sistemlerdir. Peptit/proteinlerin oral biyoyararlanimini artirmak igin yapilan ¢aligmalar son

zamanlarda 6nem kazanmustir.

Tez ¢alismamizin temel amaci; Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan peptit yapili bir molekiil
olan exendin-4’{in oral yoldan uygulanmak {izere biyoyararlanimi artiracak ve ticarilesme
potansiyeli yiiksek olan SNEDDS formiilasyonunun gelistirilmesi ve karakterizasyonunun
incelenmesi, in vitro/in vivo olarak degerlendirilmesidir. Bu baglamda, in vitro ve in vivo

boliimden olusan tez ¢alismamizin baslica hedefleri asagida 6zetlenmektedir:

e Exendin-4’iin subkiitan uygulanan ticari iiriinii Byetta®’ya alternatif olarak oral yoldan
uygulanmak iizere exendin-4 iceren SNEDDS’in gelistirilmesi ve karakterizasyonu,

o Gelistirilen exendin-4 iceren SNEDDS’in fiziksel stabilitesinin incelenmesi,



e En uygun exendin-4 igeren SNEDDS, exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS
formiilasyonlarinin emilim sonrasi lipolize ugrayip ugramadigimin anlasilmasi i¢in in
vitro lipoliz ¢alismalarinin yapilmasi,

e En uygun exendin-4 igeren SNEDDS, exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS
formiilasyonlarinin ~ Caco-2  hiicre  hattinda  sitotoksisitesinin ~ ve intestinal
permeabilitesinin in vitro degerlendirilmesi,

e En uygun exendin-4 igeren SNEDDS, exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS
formiilasyonlarinin Wistar tipi siganlarda, farmakokinetik ve farmakodinamik ve

biyoyararlaniminin ticari iiriin olan Byetta® ile karsilastiriimasidir.

Tez c¢alismamizda kullandigimiz exendin-4’iin herhangi bir oral ticari formu
bulunmamaktadir. Exendin-4 iceren SNEDDS ve exendin-4/ kimostatin iceren SNEDDS’in
in vitro/in vivo calismalariyla etkinliginin degerlendirilmesi ve elde edilen verilerin
parenteral olarak kullanilan ticari iiriin Byetta® (steril injeksiyonluk c¢ozelti) ile
karsilastirilmas1 hedeflenmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda exendin-4’{in oral yolla
verilmesi amaciyla kendiliginden nanoemiilsifiye olabilen sisteminin hazirlanmasi,
literatiirde exendin-4 ve exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS ile yapilan in vitro/in vivo

caligmalarin bulunmamasi bu ¢alismanin 6zgiin yoniinii olusturmaktadir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabet ve Tedavisi

Diabetes mellitus, insiilin etkisi, insiilin salim1 ya da her ikisinde de bozukluk sebebiyle
ortaya ¢ikan hiperglisemiyle iligkili akut ve kronik komplikasyonlarin eslik ettigi metabolik
bir hastaliktir (Tiirkiye Diyabet Vakfi [TURKDIAB], 2017: 14, 45). Uluslararas1 Diyabet
Federasyonu Diyabet Atlasi dokuzuncu baski verilerine gore 2019°da, 11 kisiden birinde
(463 milyon) diyabet tespit edilmistir. 2045’de bu saymnin 700,2 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir. Ayrica, iki diyabetli yetiskinden birine (232 milyon) tan1 konmadigi, alti
dogumdan birinin hamilelikte hiperglisemiden etkilendigi, Kiiresel saglik harcamalarinin %
10’unun (760 milyar ABD Dolar1) diyabete harcandigi, 2045°de bu saymimn 845 milyar
Amerikan Dolarina ulasacagi tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de ise diyabet prevalanst %12
olarak Avrupa ilkeleri i¢inde en hizli artisi gostermektedir (International Diabetes
Federation, 2019).

Diyabet, Diinya Saglik Orgiitiine gére dort klinik tip olarak smiflandirilmistir. Bunlar; Tip 1
diyabet, Tip 2 diyabet, gestasyonel diyabet ve diger spesifik diyabet tipleridir. Tip 1 diyabet,
pankreasta ilerleyen beta-hiicre harabiyetine yol agan bir dizi olay sonucu mutlak insiilin
eksikliginin ortaya ¢iktig1 diyabet tipidir. Tip 2 diyabet diinyada en sik rastlanan diyabet
tipidir. Tim diyabetlilerin yaklagik %90°1 Tip 2 diyabetlidir. Tip 2 diyabet obezite, insiilin
sekresyon bozuklugu ve dokularda insiilinin kullanilamamasi (insiilin direnci) ile karakterize
bir hastaliktir. Gestasyonel diyabet ise gebelik sirasinda karbonhidrat intoleransi olarak
tanimlanmistir (Tiirkiye Diyabet Vakfi [TURKDIAB], 2011) (Durna, 2002; Ulusal Diyabet
Kongresi, 2011)

Diyabet tedavisinde genel amag¢ hipergliseminin miimkiin oldugunca normal smnirlara
diisiiriilmesi ve normale yakin tutulmasidir. Diyabet tedavisi; diyetin diizenlenmesi ve
egzersiz, Tip 2 diyabetlilerin ideal agirhigina dondiiriilmesi, insiilin uygulanmasi,
gerektiginde Tip 2 diyabetlilere oral antidiyabetik ila¢ verilmesini igerir. Tip 1 diyabet
tedavisinde insiilin iceren ilaglar kullanilmaktadir. Ote yandan tip 2 diyabet tedavisinde
insiilin ve oral antidiyabetikler beraber kullanilmaktadir. Genellikle hafif semptomiu
hastalara baslangicta oral antidiyabetik bir ilag tedavisi uygulanmaktadir. Glikoz

seviyesinde yeterli bir diisiis saglanamamigsa ve bu durum ilag kombinasyonlariyla da



kontrol altinda tutulamamissa, tedavide insiilin tek basma veya oral antidiyabetiklerle
beraber kullanilmaktadir. Insiilin tedavisinde parenteral yolla verilen insiilinin, viicutta dogal
fizyolojik stireglerle salinan insiilinin etkileriyle tamamen ayni olmamasi tedavinin
etkinligini azaltmaktadir. Insiilin diriinleri; kisa etkililer (ndtral regiiler insiilin, semilente
insiilin), orta etkililer (izofan insiilin, karma lente insiilin), uzun etkililer (protamin ¢inko
insiilin, ultralente insiilin) olarak smiflandirilabilirler. Insiilin iiriinlerinin yan etkileri;
hipoglisemi, lipodistrofi, kilo alimi, gorme bozuklugu, alerjik reaksiyonlar, ddem olarak
goriilmektedir. Tedavide insiilin dozunun dogru ayarlanmamasi, Tip 2 diyabetlilerde insiilin
reseptor sikliginin azalmasi, dokularin duyarsizliginin artmasi sonucu hipoglisemiye neden

olmaktadir.

Son yillarda, endojen insiilinin salimini1 kontrol eden, hipoglisemiyi kontrol altinda tutan
insiilin pompalar1 ve uzun etkili insiilin analoglar1 bulunmaktadir. Ancak parenteral yolla
uygulanan insiilin, igne fobisi ve lipodistrofi gibi nedenlerden dolay1 hasta uyuncu agisindan
sorun teskil etmektedir. Oral yol bilindigi tizere hasta uyuncu agisindan en fazla tercih edilen
uygulama yoludur. Oral antihiperglisemik ilaglar insiilin duyarlilastirici (sensitizer), insiilin
salgilatic1 (sekretogog), alfa glukozidaz inhibitorleri ve insiilinomimetik (inkretin-bazli)
ilaglar olarak dort grupta smiflandirilabilir. Insiilin salgilatic1 (sekretogog) ilaglar grubunda
pankreas beta hiicrelerinden insiilin salimin1 artiran sulfoniliireler, birinci kusak (tolbutamid,
klorpropamid) ve ikinci kusak siilfonilireler (Glipizid, Gliklazid, Glibenklamid,
Glimepirid), etki mekanizmas1 benzer glinidler (Repaglinid, Nateglinid) yer alir. Insiilin
duyarlilastirict  (sensitizer) ilag grubunda biguanid (metformin) ve tiazolidindion
(pioglitazon) olmak tizere iki alt grup ilag yer alir. Biguanidler pankreas disindaki yapilar
iizerinde etki gostererek insiilin diizeyini azaltirlar, tiazolidindionlar ise daha ziyade yag
dokusu diizeyinde insiilin duyarliligini artirici etki gosterirler. Alfa glukozidaz inhibitorleri
(akarboz, miglitol) barsaktan glikoz absorpsiyonunu geciktirirler. Bu grup ilaglar tokluk
hiperglisemi tedavisinde etkilidir, ancak gastrointestinal yan etkiler nedeniyle uzun siireli
kullanimlar1 zordur (Kayaalp ve Giirlek, 2009). Antidiyabetik ilaglar Sekil 2.1°de

gosterilmistir.



Antidiyabetik

Taglar

Insiilin Non insiilin
antidiyabetikler

Insiilinomimetik
(inkretin-bazli)
ilaglar

Alfa-glukozidaz
inhibitorleri

Insiilin Insiiline
salgilaticilar duyarlastiricilar

EKSENATID

Insiilinomimetikler Liraglutid

Sekil 2.1. Antidiyabetik ilaglarin sematik gosterimi (Kayaalp ve Giirlek, 2009)

Insiilinomimetik ilaglar grubunda amilin agonistleri, inkretin mimetik ilaglar ve yeni
gelistirilmekte olan maddeler yer almaktadir. Genel olarak endojen insiilin sekresyonunu
artirarak etkili olmaktadirlar. Amilin, insiilinle beraber beta hiicrelerinden salgilanir.
Pramlintid amilin’in sentetik analogu olup, kan sekeri regiilasyonunda Tip 2 diyabetlilerde
kullanilmaktadir.  Inkretinler, intestinal bolgeden salman insiilin  saliminin
diizenlenmesinden sorumlu hormonlardir. Bu hormonlar Glukagon benzeri peptit-1 (GLP-
1) ve glikoza-bagimli insiilinotropik peptittir (GIP). Tip 2 diyabette inkretin hormonlarin
(GLP-1 ve GIP) seviyesi velveya etkisi azalmakta ve glukagon sekresyonu inhibe
edilememektedir. Inkretin mimetik ilaglar, inkretin hormonlar1 taklit eden glukagon benzeri
peptid-1 reseptor agonistleri (GLP-1A: Glukagon benzeri peptid-1 reseptor agonistleri) ya
da inkretinlerin par¢alanmasmi inhibe eden dipeptidil peptidaz-4 inhibitorleri (DPP4-I)
olarak siniflandirilabilir.  Glikoz-bagimli  etkilerinden dolayr hipoglisemiye yol

agmamaktadirlar. Inkretin mimetikler pankreas beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasini



artirirlar ve glukagon salgilanmasini azaltirlar. Midenin bosalmasini geciktirerek besinlerin
sindirimini ve barsaktan emilmesini yavaslatirlar. Ayrica istah1 azalttiklar i¢in besin alimini
azaltma ve kilo kaybi1 yapma potansiyelleri vardir. Glukagon benzeri peptid-1 reseptor
agonistleri (GLP-1A) grubunda yer alan eksenatid ve liraglutid endojen inkretin olan GLP-
1’i taklit eder. Dipeptidil peptidaz-4 inhibitdrleri (DPP4-I) grubunda yer alan siltagliptin ve
vildagliptin glukagon salgilanmasin1 inhibe ederek, insiilin salimin1 artirarak etki gosterirler

(Katzung, 2017; Kayaalp ve Giirlek, 2009; Uking, Giirlek ve Umsan, 2007).

2.2. Exendin-4 (Eksenatid)

Exendin-4, 39 aminoasitten olusan dogada bulunan en iyi GLP-1 agonisti molekiildiir. Bir
tiir siiriingen olan Gilia monster (Heloderma suspectum) tiikiiriigiinden izole edilmis olup
molekiil GLP-1 ile aminoasit dizilimine %50 ’den fazla benzerlik gostermektedir. DPP-4
enziminin degrade edici etkisini onlemek amaciyla dogal GLP-1 molekiiliindeki 2. aminoasit
pozisyonundaki Ala, exendin-4 molekiiliinde Gly ile degistirilmistir. Bu sayede exendin-4
enzim etkisine karsi direng kazanmakla beraber GLP-1 molekiiliiniin 1-2 saat olan plazma
yarl omrii 4-6 saate ¢ikmistir. GLP-1 molekiilii ve exendin-4’tin aminoasit dizilimi Sekil

2.2°de gosterilmistir.

Exendin-4, GLP-1 reseptorlerine yiiksek afinitede baglanarak viicutta glikoz bagimli insiilin
salgilanmasini, gastrik bosalmanin geciktirilmesini, glukagon salimmin ve istahin
baskilanmasini saglamaktadir (Kayaalp ve Giirlek, 2009; Uking ve digerleri, 2007).
Exendin-4’tin aminoasit dizilimi “His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-
GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-

Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-NH; " olarak belirtilmistir (Chen ve Drucker, 1997). Exendin-
4’iin molekiil agirlig1 4186,57 Da, izoelektrik noktasi 4,96 olup (Kim ve digerleri, 2013),
¢oziiniirliigi DMSO’da 20 °C’de yaklasik 1 mg/mL bulunmustur (Bachhav ve Kalia, 2011).

Wang ve digerleri yaptiklart bir ¢alismada; Madin Darby Canine Kidney (MDCK)
hiicrelerinden exendin-4’iin gecisini incelemis, permeabilite katsayisini (Papp) 13107 cm?/s
olarak bulmuslardir. Exendin-4’iin intestinal membrandan gegisinin zayif oldugunu ve
gecisin pasif paraselliiler yolla oldugunu belirtmislerdir (Wang ve digerleri, 2014). Exendin-
4’1in, Tip 2 diyabetli hastalara subkiitan enjeksiyonla uygulanmasini takiben plazma doruk

konsantrasyonuna (Cmaks) yaklasik iki saatte ulastigi belirtilmistir. Subkiitan yoldan 10 pg



dozda verildiginde ortalama doruk eksenatid konsantrasyonu 211 pg/mL ve ortalama egri
altinda kalan alan (AUC) ise 1036 pgxs/mL olarak bulunmustur. Exendin-4, 5- 10 pg
terapotik doz araliginda uygulandiginda AUC degerinin verilen dozla orantili olarak arttigi
belirtilmistir. Subkutan tek doz uygulandiginda ortalama sanal dagilim hacminin 28,3 litre,
ortalama klirensin 9,1 L/s, ve ortalama terminal yar1 dmriiniin 2,4 saat oldugu belirtilmistir
(Malone, Trautmann, Wilhelm, Taylor ve Kendall, 2009). Exendin-4’iin Byetta® ticari
ismiyle 5 pg ve 10 pg’lik subkiitan formlari mevcuttur (Satman ve digerleri, 2018: 15-254).
Byetta® Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi’nden (FDA) 2005 yilinda, Avrupa Birligi'nde 2006
yilinda, Tiirkiye’de ise 2008 yilinda Tip 2 diyabetin tedavisi i¢in ruhsat almigtir (U.S. Food
and Drug Administration 2016). Sunulan vaka raporlarinda ve yapilan galismalarda
Byetta® nin pankreatit riskini artirdig: belirtilmektedir (Bain ve Stephens, 2008; Frey, Zhou,
Harvey ve White, 2006). Ulkemizde heniiz kullanim onay:r bulunmayan Bydureon®
(exendin-4 iceren PLGA mikropartikiilleri) ticari preparati uzatilmig salim gostermektedir.
Bydureon® FDA tarafindan 2012°de onaylanarak haftada bir subkiitan injeksiyon seklinde
kullanilmak iizere Avrupa ve Amerika’da satisa sunulmustur (Kayaalp ve Giirlek, 2009;

Satman ve digerleri, 2013).

GLP-1

His(A12)Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr LeuGlu Gly GlnAla Ala Lys GluPhe lle AluTrp Leu Val Lys Gly Arg Amide (7-36)Amide
7 10 15 20 25 30 3536
(DPP-4)

Byetta (Exenatide, Exendin-4, Amylin Pharmaceuticals / Eli Lilly & Co.)
His AGlu Gly ThrPhe Thr SerAsp@ SerWGluwma w&Phe lle @Trp Leuw GIy@Fro@@%@@W Amide
—

=

Sekil 2.2. GLP-1 molekiilii ve Eksenatid’in aminoasit dizilimi (Bhansali, Maji, Rao,
Banerjee ve Kumar, 2010).

Gedulin ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada Cizelge 2.1’de exendin-4 ‘iin verilis

yollarina gore sicanlarda saptanan farmakokinetik parametreleri verilmistir.
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Cizelge 2.1. Exendin-4’iin verilis yollarina gore farmakokinetik parametreleri (Gedulin ve

digerleri, 2008)

Verilis Ka Ke AUC. | Doz| AUC/doz Bagil Crraks

Yolu (dkh | (dk?) (1) | (oM dk/pg) | Biyoyararlanim | (pM

(%) /ng)

Intraduodenal | 0,49 | 0,045 2895 | 1000 2,89 0,0053 0,115
Sublingual | 0,21 | 0,011 42737 | 210 203,5 0,37 2,11
intranazal | 0,15 | 0,017 92100 | 100 921 1,68 16,06
Aerosol 041 | 0,017 | 100285 | 2000 50,1 0,092 0,71

Intravensz | 0,091| 0,017 | 11482000 210 | 54600 100 3757
Subkiitan | 0,099 | 0,035 | 7080240 | 210 | 33715 61,7 134,3
intratrakeal | 0,12 | 0,014 | 1556000 | 210 7410 13,6 327,1

2.3. Peptit ve Proteinlerin Oral Verilisleri

Tez calismamiz peptit yapisinda olan exendin-4’iin oral verilisini kapsadigi i¢in, bu boliimde

peptit ve proteinlerle ilgili genel 6zellikler, oral ve diger verilis yollar1 kisaca agiklanmustir.

2.3.1. Terapotik peptit ve proteinlerin 6zellikleri

Peptit/proteinler; aminoasitlerin o-amino ve o-karboksil gruplarmimn peptit baglart ile
birbirlerine baglanmasiyla olusan biiyiik molekiil agirliklarina sahip, biyolojik ortamlarda
kolay metabolize olan ve dayaniksiz kompleks yapida biyoaktif maddelerdir. Peptitler
20'den az amino asit i¢erirken, proteinler 50 veya daha fazla amino asit igerir. Polipeptitler
ise 20-50 amino asit igermektedir. Peptit/protein yapilari primer, sekonder, tersiyer ve
kuarterner yap1 olmak tizere dort grupta siniflandirilmaktadir (Sekil 2.3). Primer (birincil)
yapi; polipeptit zincirindeki kovalent olarak baglanmis lineer amino asitlerin dizilerinden
olusmaktadir. Sekonder (ikincil) yapinin, polipeptit zinciri doniislii ve kivrimlidir. Alfa-
heliks ve beta-tabakalari, ikincil yapinin ortak 6zellikleridir, geri kalan1 B-biikiilmeler, kiigiik
kivrimlar ve rastgele sarmallardir. Tersiyer (iiglinciil) yapida, sekonder yapinin cesitli
elemanlarinin daha belirgin katlanmasiyla olusmustur. Kuaterner (dordiinciil) yapi ise, ayri
protein zincirlerinin (alt birimler veya monomerler) spesifik birlesmesi ile olugsmaktadir.
Peptit/proteinlerin yapisi, fonksiyonu ile dogrudan iliskilidir ve yapisindaki degisiklik
islevini de degistirebilir (Banga, 2015; Oner, 2002; Ratnaparkhi, Chaudhari ve Pandya,
2011).
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Primer  Sekonder Tersiyer
Yapi Yapi Yap:

Kuarterner
Yapi

Sekil 2.3. Peptit/proteinlerin yapisi

Cesitli dogal kaynaklardan simdiye kadar insan fizyolojisinde 6nemli ve gesitli islevleri
bulunan 7000'den fazla peptit tespit edilmistir. En yaygin metabolik hastaliklar ve kanser
olmak tizere 60’dan fazla peptit klinik kullanim i¢in FDA tarafindan onaylanmistir, 600’ den
fazla peptit i¢in preklinik ve klinik caligmalar yapilmaktadir. Terapotik peptitlerin sayisinin
yakin gelecekte daha da artmasi beklenmektedir. Farmakolojik profilleri, intrinsik
ozellikleri, yiiksek selektivite ve potensleri terapotik peptitleri giivenlik, etkinlik ve tolere
edilebilirlik agisindan kiigiik molekiillere gore cazip kilmaktadir. Fakat terapétik peptitlerin
zay1f fiziksel ve kimyasal stabiliteleri, agregasyona meyilli, hidrolize ve oksidasyona agik
olmalar1, kisa yar1 omiirlii olmalar1 ve Karacigerde ilk gecis etkisine ugramalari, diisiik
membran permeabiliteleri, immiinojenisiteleri gibi Ozellikleri peptitlerin  terapdtik
ozelliklerini etkilemektedir. Peptitlerin terapotik oOzelliklerini iyilestirmede; filizyon,
glikozilasyon, siklizasyon gibi geleneksel yaklagimlar kullanilmaktadir. Bu yaklagimlar,
peptitlerin plazma yarilanma Omiirlerini, proteolitik stabilitelerini, c¢oziintirliiklerini,
biyolojik membranlardan emilimlerini iyilestiririp agregasyona egilimlerini azaltmalarinda
farkli derecelerde basar1 saglamislardir (Fosgerau ve Hoffmann, 2015; Li, Clark ve Tan,
2018).
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2.3.2. Verilis yollar
Peptit/proteinlerin verilis yollar1 oral, pulmoner, transdermal, okiiler, nazal, vajinal rektal ve

parenteral yol olarak siralanmaktadir. Peptit/proteinlerin verilis yollar1 Sekil 2.4’te

gosterilmistir.

Verilis yollari

Parenteral dis1 Parenteral

l Pulmoner l Transdermal Il Okiiler lNazaII 'Rektal

Sekil 2.4. Peptit/proteinlerin verilis yollar1 (Ibraheem, Elaissari ve Fessi, 2014)

Genellikle terapdtik peptit/proteinlerin verilisleri en yaygin parenteral yolla saglanmaktadir.
Bununla beraber zayif hasta uyuncu, enjeksiyonda agri hissi, doz tekrari, sterilizasyon
tekniklerinin bazi durumlarda etkin madde ve formiilasyon tizerindeki olumsuz etkileri
geregi parenteral yolun sakincalarindandir. Bu yilizden parenteral yol disinda alternatif
olarak oral, transmukozal (nazal, bukkal, rektal, pulmoner, vajinal, okiiler) ve transdermal
yolla peptit/proteinlerin verilisi igin ¢esitli arastirmalar yapilmaktadir (Ibraheem ve digerleri,
2014).

Peptit/proteinlerin oral yoldan verilisleri

Tez kapsaminda oral yoldan uygulanmak iizere exendin-4 igeren SNEDDS’ler gelistirilecegi
icin bu boliimde peptitlerin oral verilisleri ile ilgili bilgiler ayrintili olarak verilmektedir.
Oral yol, hasta uyuncu ve kullanim kolaylig1 agisindan en ¢ok tercih edilen yoldur. Oral yol
i.v inflizyonla verilen belli antidiyabetik peptitler i¢in (6rn. insiilin), portal ven pankreatik
salimi taklit ettigi i¢in daha fizyolojik bir yoldur. Ayrica oral yol, patent siiresi dolan
enjektabl peptitlerin patent siirelerini uzatmada Onemli bir firsat olarak karsimiza

cikmaktadir (Choonara ve digerleri, 2014).
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Ote yandan, oral yolla ila¢ uygulanmas1 molekiiliin absorpsiyonunda gastrik icerik ve
sekresyonlarla etkilesme, membran permeabilitesi, intestinal gegis ve gastrik bosalma gibi
nedenlerden dolay1 bazi problemlere yol agabilmektedir (Aguirre ve digerleri, 2016). Etkili
bir oral tas1yici sistem gelistirilmesi i¢in GIK’ten emilimi kisitlayacak terapétik proteinlerin
ve peptitlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin (molekiil agirhigi, pH, stabilite, hidrofobisite,
iyonizasyon sabiti, izoelektrik noktalar1) ve biyolojik bariyerlerin (midede proteolizis,
degisken pH, zayif permeasyon ve membran disa atimi) goz Oniinde bulundurulmalidir
(Park, Kwon ve Park, 2011; Renukuntla, Vadlapudi, Patel, Boddu ve Mitra, 2013).

2.3.3. Gastrointestinal bariyerler: intestinal absorpsiyon mekanizmalar:

Peptit/proteinlerin oral yolla etkin bir sekilde taginmasinda gastrointestinal bariyerlerin rolii
¢ok onemlidir. Oral alimi takiben gastrointestinal epitel emilim i¢in fiziksel ve biyokimyasal
bariyer olarak davranmaktadir. Fiziksel bariyer, gecirgen olmayan gastrointestinal epitelden
olusurken, biyokimyasal bariyer enzimatik pargalanmadan (degradasyon) sorumludur

(Catnach, Fairclough ve Hammond, 1994; Kompella ve Lee, 2001).

GIK dort tabakadan olusur. Bunlar mukoza, submukoza, muskularis externa ve serdz
membran olarak tanimlanir. GIK mukozas; etkin maddelerin emilimini saglayan ¢ikintilar
(villiisler) igeren mukus salgilayici tabakadir. GIK mukozal yiizeyi, peptit/proteinlerin
emilimine kars1 etkili bariyer saglayan ve sistemik dolasima girisini segici olarak sinirlayan
sik1 baglantilarla bagl tek tabakali epitelyal hiicrelerle korunan, genis bir ara ytlizeye sahiptir

(Antunes, Andrade, Ferreira, Morck Nielsen ve Sarmento, 2013).

Peptit/protein molekiillerinin biyoyararlanimi intestinal mukozayr gegmeleri ve sistemik
dolasima katilmalarina baghdir. GIK pH’s1 1-7 aralifinda degismektedir. Mide pH’s1 1-3,
duodenum 6,0-6,5, kalin bagirsak pH’s1 5,5-7,0 dir (Graaff, 1986). Mideden protein emilimi
kiigiik ylizey alani, pepsinin aktivitesi ve asidik ortamin etkisi gibi bir¢ok faktore bagli olarak
siirl olarak gerceklesir. Intestinal epitel fosfolipit ¢ift tabaka ve kolesterolden olusur. Oral
alimini takiben etkin maddeler sistemik dolasima katilmadan once lipit membrandan gegmek
zorundadir. ince bagirsak besinlerin (karbonhidratlar, proteinler, lipitler, su, vitamin ve
mineraller) %90’ emiliminden sorumludur. Geri kalan %10 ise mide ve kalin bagirsaktan
emilir. ince bagirsaktaki absorplayici mukozal hiicrelerin iizerindeki mikrovilluslar kan

dolasimina ya da lenfatik dolasima girecek besinlerin emilimi i¢in genis bir yiizey alam
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saglamaktadir. Fakat, bazi etkin maddelerin emilimi hepatik enzimler tarafindan karacigerde
ilk-gecis etkisiyle sonuglandirilabilir. Bu yiizden, lenf nodlarindan olusan ileumdaki Peyer
plaklarindan peptit/protein ilaglarin emilimi peptit ve proteinlerin biyoyararlanimini
artirmada onem tasimaktadir. Lenfatik sistemden emilen bilesenler lenf torasik kanalindan
gecerek kan dolasimina katilmaktadir. Bu yaklasimla, karaciger ilk-gegis etkisi biiyiik
olgiide engellenebilir (Shakweh, Ponchel ve Fattal, 2004; Tortora ve Derrickson, 1996).

Ince bagirsak, uzun ¢ikintili mukozadan ya da mikrovillus olarak adlandirilan éne dogru
cikintilar, mukus salgilayan hiicreler, sekretin salgilayan enteroendokrin hiicreler ve lizozim
salgilayan Paneth hiicrelerinden olusur. Besinlerin ¢ogu ince bagirsakta sindirime ve
emilime ugradig1 i¢in ince bagirsak peptit/protein yapili molekiillerin potansiyel emilim
bolgesi olarak diisiiniilebilir (Repassy ve Lapis, 1979). Mukus salgilayan hiicrelerin ve
enteroendokrin hiicrelerin yanisira, enterositler ve M hiicreleri intestinal taginma igin
onemlidir. Enterositler ve M hiicreleri Peyer plaklarinin epitelinde yerlesmislerdir. Bu
hiicreler peptit/proteinleri limenden lenfatik dokulara tasimaktadir. Kalin bagirsagin duvari
basit siitunsal epitelden ve mukus salgilayan goblet hiicrelerinden olugsmaktadir. Kolonda
proteolitik etkinin olmamasi ve kolonda molekiillerin uzun siireli kalis siiresi, peptit/protein
ilaglarin emilimine uygun bir ortam saglamaktadir (Yun, Cho ve Park, 2013). Kolonda
peptit/protein molekiilleri; pH duyarli, mukoadezif ya da kolondaki bakteriler tarafindan

parcalanmaya ugrayan polimerlerle taginabilmektedir (Renukuntla ve digerleri, 2013).

Oral yolla alinan bilesenler midede gii¢lii asidik (pH 2-3) ortama maruz kalmaktadir. Mide,
besinlerin sindirimini baglatan ve istenmeyen patojen ve toksinleri yok eden lipazlar ve
proteazlar1 iceren bircok enzim icermektedir. Kismen sindirilmis materyal (kimus)
varliginda, safra kanalindan salinan pankreatik enzimler ve safra asitlerini igeren ince
bagirsagin (duodenum) ilk boliimiine gelmektedir. Kimus ince bagirsagin degisen pH’larina
sahip jejenum ve ileum boliimlerinden gegmektedir. Bu esnada biiyiik proteinler intestinal
epitel hiicrelerin apikal yiizeyindeki peptidazlarla kiiciik peptitlere pargalanmaktadir
(Mrsny, 2012). Peptit/proteinlerin biiyiik molekiil agirliklart ve hidrofilik 6zellikleri
intestinal epitelden gecislerini biiyiikk o6l¢iide zorlastirmaktadir. GIK’ten emilim
mekanizmalar1 pasif tasinma, aktif tasinma ve endositoz olarak siniflandirilmaktadir
(Artursson, Neuhoff ve Matsson, 2007: 259-278). Pasif tasinmada molekiiller intestinal
membrandan basit ya da kolaylastirilmis difiizyonla konsantrasyon gradiyentiyle, kimyasal

enerji harcanmadan molekiilin intrinsik fizikokimyasal ozelliklerine bagli olarak
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gergeklesmektedir. Diisiik lipofilisite ve biiyilk molekiiler agirliklar1 sebebiyle pasif
taginmayla peptit/proteinlerin emilimi sinirlanmigtir.  Aktif tasinmada, molekiillerin
konsantrasyon gradiyentine karst GI epitelden gecisi kimyasal enerji harcanarak
gerceklesmektedir. Endositozda ise, emilimi saglanacak molekiillerin yutulmasi enerji
harcanarak gerceklesmektedir. Peptit/proteinlerin temel tasinma mekanizmalari transselliiler
ve paraselliiler yol olarak belirtilmistir. Transselliiler pasif diflizyon molekiillerin intestinal
epitelin apikal ve bazolateral membranlarindan pasif akisini kolaylastiran boyut, yiik ve
lipofilisiteleri gibi fizikokimyasal Ozelliklerine bagldir (Ménard ve digerleri, 2012).
Paraselliiler yoldan emilim, bitigsik enterositlerin arasindaki alanin dar olmasi ve bitisik
hiicreler arasindaki tutunma mekanizmasinda rol oynayan siki baglantilarin varlig1 yliziinden
kisithdir. Paraselliiler yol transselliiler yolla karsilastirildiginda molekiillerin lipofilisitesine
ve hidrojen baglama kapasitesine bagli degildir, dogal olarak hiicre baglantilarinda hidrofilik

kanallar boyunca peptitlerin tasinmasini igermektedir (Oda ve Takeichi, 2011).

Peptit/proteinlerin emiliminde kimyasal bariyer olarak gastrointestinal kanal

GIK’in siv1 igerigi, islevi ve enzimler peptit/proteinlerin oral yolla tasinmasinda etkili olan
ana faktdrlerden biridir. Proteinler GIK in ¢esitli bolgelerindeki proteolitik enzimlere karsi
duyarlidir. Gastrik ortamin asidik dogasi ve enzim aktivitesi, peptit/proteinlerin geri
dontigiimsiiz olarak aminoasitlere ve kiigiik absorplanabilir oligopeptitlere pargalanmasina
sebep olmaktadir. Proteinlerin midede kimyasal sindirimi pepsinle tetiklenmektedir. Ayrica,
ince bagirsakta tripsin, kimotripsin, ekzopeptidaz ve endopeptidazlar gibi pankreatik ve
firgamsi kenar enzimleri peptit/proteinlerin esansiyel olmayan aminoasitlere par¢alanmasina
katkida bulunur. Kimyasal (diisiik pH), biyokimyasal (enzimlerin varligi) ve fiziksel (epitel)
bariyerler peptit yapidaki molekiiliin kan dolagimina girisini engeller (Rekha ve Sharma,
2013; Renukuntla ve digerleri, 2013). Basarili peptit/protein emilimi i¢in gastrik ortamda ve
proteazlarla parcalanmanin engellenmesi GIK’in kimyasal bariyerinin asilmasinda;
nanotagiyicilarla mukus tabakasi boyunca diflizyonun saglanmasi, paraselliiler tasinmanin
ve transelliiler tasinmanin kolaylastirilmas1 GIK’in fiziksel bariyerinin asilmasinda énem

teskil etmektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Bagarili oral peptit emilimi i¢in 6nemli olan bariyerler (Lakkireddy ve digerleri, 2016)
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2.4. Peptit/Proteinlerin Oral Biyoyararlanimlarinin Artirllmasinda  Cesitli

Yaklasimlar

Terapotik peptit/proteinlerin oral biyoyararlanimlarinin artirilmasinda yapilan ¢alismalarda
cesitli yaklagimlar gelistirilmistir (Ibraheem ve digerleri, 2014). Bu yaklasimlarin ana amaci
GI bariyerlerin sinirlayici etkilerinin iistesinden gelmek ve oral biyoyararlanimi artirmak
lizere yogunlagmistir. Enterik kaplama da, ayrica peptit/proteinlerin pargalanmasinda
pepsinin  etkisinden  Kkurtulmak amaciyla kullanilmaktadir. Oral  peptit/protein
absorpsiyonunu artirmak igin ¢esitli yaklasimlar; kimyasal modifikasyon, mukoadhezif
verilis sistemlerinin gelistirilmesi, absorpsiyon artirict maddelerin ilavesi, proteaz
inhibitorlerinin formiilasyona eklenmesi, ila¢ tasiyici sistemlerin gelistirilmesi olarak
siralanmaktadir (Renukuntla ve digerleri, 2013; Tan, Choong ve Dass, 2010). Bu teknolojiler
tek basina ya da kombinasyon halinde optimum oral ila¢ tasiyict sistemleri tasarlamak

amaciyla kullanilabilir.

2.4.1. Kimyasal modifikasyon

Peptit/proteinlerin polimerlerlerle konjugasyonu ya da peptit/proteinlere fonksiyonel grup
eklenmesiyle proteolitik stabilite ve membran permeabilitesinin artirilmasi saglanmaktadir.
Kimyasal modifikasyona pegilasyon, hidrofobiklestirme ve peptitlerin aminoasit
diziliminde degisiklikler yapilmasi olarak 6rnek verilebilir (Herman, Hooftman ve Schacht,
1995).

Protein-polimer konjugasyonunda kullanilan polimerler suda ¢oziinebilen, immiinojenik
olmayan, biyouyumlu ve herhangi bir biyolojik aktivitesi olmayan polimerlerdir. ideal bir
polimer makromolekiillerin biyolojik aktivitesini azaltmayacak ve toksisitesini artirmayacak
sekilde secilmektedir (Grover ve Maynard, 2010). N-(—2-hidroksipropil) metilakrilamid ve
polietilen glikol (PEG) protein konjugasyonu igin segilebilecek ideal polimerlerdir.
Proteinlere PEG’in kovalent baglanmasi (pegilasyon); proteinlerin terapotik potansiyellerini
artirmak amaciyla parenteral formiilasyonlarda siklikla kullanilmaktadir. Pegilasyon
enzimatik stabiliteyi artirmasinin yanisira sterik engel olusturmasiyla makromolekiiliin
immiin sistemden korunmasini saglamaktadir. Molekiil biiyiikliigiiniin ~ artmasi
peptit/proteinin renal klirensini azaltmaktadir. Bir diger yontem ise proteinlerin yiizey

modifikasyonudur. Yiizey modifikasyonunda peptit omurgasindaki hidrofilik aminoasitlerin
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hidrofobik hale getirilmesi ya da transselliiler alim1 artiran lipofilik tasiyicilarla kovalent
konjugasyonu yapilmaktadir. Ornegin; laurik, palmitik ve biitirik asit gibi yag asitlerinin
insiilin ve desmopressinle konjugasyonu intestinal membran permeabilitesinde 6nemli bir

artis saglanmistir (Choonara ve digerleri, 2014).

2.4.2. Mukoadezif polimerik sistemlerin gelistirilmesi

Mukoadhezif polimerik sistemler, oral peptit/proteinlerin verilislerinde biyiikk 6nem
tagimaktadir. Bu sistemler pH, sicaklik, enzimler gibi ¢evresel faktorlerdeki degisikliklere
yanit olarak polimer ag yapisinda degisiklik gostermektedirler. pH-duyarli mukoadezif
polimerik tasiyicilar, peptit/protein molekiillerini mide ve ince bagirsagin tist kismindaki
proteolitik bozulmaya karsi korumak icin kullanilmistir (Park ve digerleri, 2011).
Mukoadezif tasiyici sistemler, peptit/protein ve mukusun etkilesimine yardimci olarak ilacin
emilim bolgesinde kalis siiresini uzatabilirler. Bu sayede, konsantrasyon gradyanini artirarak
GI liimen s1visindan peptit/protein emilimini saglayabilirler. Mukoadezif tasiyic1 sistemlere
tiyollenmis polimerler 6rnek olarak verilebilir. Polimer omurgalarindaki tiyol gruplari,
intestinal mukus glikoproteinlerinin sistein bakimindan zengin alt etki alanlar1 ile kovalent
disiilfit baglar1 olusturarak, bdylece absorpsiyon bolgesinde yiiksek bir peptit/ protein
konsantrasyonu gradyani saglayarak molekiillerin gecisini artirmaktadir (Chin, Mahmud,
Kim, Park ve Byun, 2012).

2.4.3. Absorpsiyon artirici maddeler

Absorpsiyon artirict maddeler, genel olarak peptit/protein absorpsiyonunu birtakim

mekanizmalarin kombinasyonuyla artirmaktadir (Shaji ve Patole, 2008). Bunlar;

e Siki baglantilarin agilmasi ve tahrip edilmesiyle paraselliiler permeabiliteyi artirmak,
e Mukus viskozitesini azaltmak,

e Membran akigkanligini artirmak olarak siralanabilir.

Yiizey etkin maddeler (sodium lauril siilfat, Tween 80® vb.) transselliiler yolla hiicre
epitelini gecgerek intestinal membran1 bozmakta ve peptit/proteinlerin permeabilitesini
artirmaktadir. Safra tuzlari; mukus viskozitesini, peptidaz aktivitesini azaltarak ve fosfolipit

acil zincirini tahrip ederek karigik misel olusumuyla peptit/proteinlerin permeabilitesini



19

artirmaktadir. Benzer olarak yag asitleri (oleik asit, laurik asit) karisik misellerin olusumu
ve intraselliiler kalsiyum seviyelerinin yiikseltilmesiyle paraselliiler permeabilitenin
artmasina katkida bulunmaktadir. Selat yapici ajanlar intestinal epitel hiicrelerde bulunan
kalsiyum iyonlariyla etkileserek siki baglantilar1 agmaktadir (Hamman, Enslin ve Kotzé,

2005).

Kitosan ve tiirevleri, makromolekiillerin mukozaya biyoadhezyonuyla ve siki baglantilarin
biitiinliigiinii  azaltarak  permeabiliteyi  artirmaktadir.  Intestinal ~ membrandan
peptit/proteinlerin  ge¢is yetenegi, absorpsiyon artiricilarin  yapisi ve absorpsiyonu
artirabilme kapasitesi, absorpsiyon artiricinin tasiyici sistemden salimi absorpsiyon
artiricilarin etkinligini artirmadaki ti¢ 6nemli ana faktordiir (Choonara ve digerleri, 2014;

Renukuntla ve digerleri, 2013).
2.4.4. Enzim inhibitorleri

Enzim inhibitorlerinin kullanimi peptit/proteinlerin oral absorpsiyonlarini engelleyen
enzimatik bariyerin etkisini ortadan kaldirir. Enzim inhibitorleri etkilerini hedef enzime geri
dontiglic veya geridoniigsiiz baglanarak, bu enzimi inaktivite ederck veya aktivitesini

azaltarak gosterir (Lee, 1990).

Intestinal proteaz inhibitorlerine drnek olarak, aprotinin (tripsin inhibitdrii), soya fasulyesi
kimostatin ve FK448 (kimotripsin inhibitér) ve tavuk ovomukoid (tripsin inhibitorii)
verilebilir (Bai, 1995).

Bir yandan enzim inhibitorleri peptit/protein par¢alanmasina neden olan enzimi inaktive
ederken, diger yandan da absorpsiyon artiricilar intestinal membrandan absorpsiyonu
kolaylastirmakta, bdylece iki yaklagimin birarada kullanim1 peptit/proteinlerin

biyoyararlanimini artirmada daha da etkili olmaktadir (Choonara ve digerleri, 2014).

2.4.5. Tlag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi

Terapdtik peptit/proteinlerin GIK’te pargalanmasim1  onleyerek fiziksel ve kimyasal
stabilitelerini ve biyoyararlanimlarin1 artirmak amaciyla ilag tasiyict nanosistemler
gelistirilmistir. Oral yolla kullanilan nanotasiyicilar Sekil 2.6’da gosterilmistir. Bu tasiyicilar

polimerik nanotastyicilar (polimer-peptit konjugatlari, polimerik nanokapsiiller, polimerik
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nanopartikiiller), lipit

mikro/nanoemiilsiyonlar,

bazhi

nanotagtyicilar  (kendiliginden emiilsifiye sistemler,

lipit nanopartikiiller, lipozomlar), polimerik miseller,

dendrimerler olarak siiflandirilabilir (Thanki, Gangwal, Sangamwar ve Jain, 2013).

ORAL NANOTASIYICILAR

0

0

konjugatlan

Polimerik miseller

Polimerik | Lipit bazl
nanotasiyicilar nanotasiyicilar
s 3 °9
+ + ~- " 2 \ oo
+ =" ) ®
u\j\+ b\‘ Se ~ o o
" : ~=la 7 2s N
+ Polimerik Polimerik " ~- Lipit nanopartikuller
» " nanokapelller nanopartikuller -
Polimer.peptit

Dendrimerler

Kendiliginden emulsifiye sistemler
Mikro/nanoemiilsiyonlar

Lipozomlar

Sekil 2.6. Oral yolla kullanilan nanotagtyicilar (Thanki ve digerleri, 2013)

Terapotik peptit/protein tasiyan nanoboyuttaki tasiyici sistemler oral uygulandiklarinda,

etkin maddeyi enzimatik ve hidrolitik bozunmaya karsi koruyarak M hiicreleriyle hiicre igine

tasirlar. Peptit/proteinlerin oral nanotasiyici sistemlerle ilgili ¢alismalar1 Cizelge 2.2°de

gosterilmistir.

Tez calismamizda kullandigimiz exendin-4’iin oral nanotasiyicilar ile yapilan ¢aligmalari ise

Cizelge 2.3 te verilmistir.



Cizelge 2.2. Peptit/proteinlerin oral nanotasiyici sistemlerle ilgili ¢alismalari

Peptit/Tas1yict Sistem

Sonug

Kaynak

iyilestirici etkinligi arastirilmistir. Aprotinin igeren TGF-o mikroemiilsiyonunun intragastrik
uygulanmasindan sonra mide asit sekresyonu aprotinin igermeyen TGF-a mikroemiilsiyon

grubuna gore belirgin olarak azalmistir.

EGF iceren | Akut mide {ilserinin iyilesmesini saglayacak EGF igeren mikroemiilsiyon formiilasyonu | (Tiirkyilmaz, 1998)
mikroemtilsiyon gelistirilmesinin amaglandig1 ¢alismada, EGF i¢eren mikroemiilsiyon formiilasyonunun i.g.

verilisi sonucunda, EGF'nin ¢ozelti dozaj formundan ve hatta i.p. verilen EGF'nin serum

fizyolojikteki ¢ozeltisinden daha etkili oldugu sonucuna varildig: belirtilmistir.
TGF-a iceren | Aprotinin igeren mikroemiilsiyonun TGF-a'y1 enzimatik aktiviteden koruyup korumadigi ve | (Yetkin, 2002)
mikroemiilsiyon mikroemiilsiyon formiilasyonu i¢inde oral uygulanan TGF-a'nin, mide ilseri tizerindeki

uygulamadan elde edilen kan glikozu ile benzer diislis gosterdigi bulunmustur.
Mikroemiilsiyona enzim inhibitorii olarak aprotinin ilave edilmesi plazma glikoz diizeyinde
%30'a varan disilisle sonu¢lanmistir. Aprotinin igeren mikroemiilsiyonun, i¢ermeyen

mikroemiilsiyona gore daha fazla bagil biyoyararlanim gosterdigi bulunmustur.

Insiilin  yiiklii kazeinle | Kazeinin partikiillere adsorbe olmas1 sonucunda insiilin salimi ilk 3 saat icerisinde pH 3,0’da | (Morcél,

kaplanmis kalsiyum | %12 olurken, fosfat tamponunda (pH 6,5) %46 olarak bulunmustur.100 1U/kg instilin yiikli | Nagappan,

fosfat/PEG nanopartikiillerin diyabetik si¢anlarin glikoz seviyesinde 12 saat boyunca %80 azalma | Nerenbaum,

nanopartikiilleri gosterdigi belirtilmistir. Mitchell ve Bell,
2004)

Insiilin iceren | Plazma glikoz diizeylerinde, i.g yoldan insiillin mikroemiilsiyon uygulamasinin, sc | (Cilek, Celebi,

mikroemiilsiyon

Tirnaksiz ve Tay,
2005)

1¢



Cizelge 2.2. (devam) Peptit/proteinlerin oral nanotasiyici sistemlerle ilgili caligmalari

Peptit/Tastyici Sistem

Sonug

Kaynak

Insiilin igeren tiyomer

kapl1 nanopartikiiller

Insiilin igeren tiyomer kapli nanopartikiillerin insiilinin gastrointestinal enzimler tarafindan
parcalanmasii engellendigi bulunmustur. Tiyollenmis nanopartikiiler, tiyollenmemis

olanlarla karsilastirildiginda 2,3 kat daha yiiksek biyoyararlanim gosterdigi bulunmustur.

(Deutel, Greindl,
Thaurer ve Bernkop-

Schniirch, 2007)

Insiilin igeren

oktaarjininle kaplanmis

kat1 lipit nanopartikiilleri

Diyabetik sicanlara uyguladiklarinda glikoz seviyelerinde ilk 1,5 saatte %70 diisiis

gozlenmis, biyoyararlanimi %13,9 bulunmustur.

(Zhang,
Zhou, ve Lv, 2012a)

Zhang,

Insiilin igeren tiyollenmis

Tiyollenmis ve tiyollenmemis nanopartikiil formiilasyonlar: insiilini asidik pH’ya kars1

(Zhang ve digerleri,

nanopartikiilleri

kapsiile doldurulmus formiilasyonun diyabetik sicanlarin glikoz seviyelerinde %50 diisiis

sagladig: belirtilmistir.

Eudragit L100 | korumustur. Tiyollenmis nanopartikiillerle giiclii mukoadezyon saglanmistir. Tiyollenmis ve | 2012b)
nanopartikiilleri tiyollenmemis nanopartikiil formiilasyonlarinin her ikisi de diyabetik sicanlara

uygulandiginda glikoz seviyelerinde %30’a kadar diisiis gézlendigi belirtilmistir.
Insiilin igeren PLGA- | Bu calismada nanopartikiil formiilasyonlart uygulanan diyabetik siganlarm glikoz | (Wu ve digerleri,
HPMCP55 seviyelerinde %80 diisiis gbzlenmis, biyoyararlanim %11,3 bulunmustur. 2012a)
nanopartikiilleri
Insiilin igeren PLGA ve | Kapsiil igerisindeki PLGA ve Eudragit RS nanopartikiillerinin HPMCP55 kapli kapsiillerdeki | (Wu ve digerleri,
Eudragit RS | insiilin i¢eren  karsilagtirildiginda asidik pH’da daha diisiik insiilin salimi1 g6zlenmis ve | 2012b)

[44



Cizelge 2.3. Exendin-4 ’{in nanotastyicilar ile yapilan ¢aligmalari

Peptit/Tastyic1 Sistem Sonug Kaynak
Biotinle konjugasyon Biotinle konjuge halde exendin-4’iin (DB-Ex-4) 0.1, 1, 10 pug/kg dozda diyabetik siganlara | (Jin ve digerleri,
oral uygulanmasi sonucu doza baglh artan hipoglisemik etki gozlenmistir. Konjuge haldeki | 2009)
exendin-4 serbest exendin-4’e gore 5,3 kat fazla hipoglisemik etki gostermistir. Bagil
biyoyararlanim %3,95 bulunmustur.
Kitosan/\PGA Exendin-4 Kitosan/\PGA nanopartikiillerinin serbest exendin-4’{in sC enjeksiyonuna gore | (Nguyen ve
nanopartikiilleri bagil biyoyararlanimi % 14 bulunmustur. digerleri, 2011)
Kitosan/\PGA Diyabetik sicanlara insiilin ve exendin-4 ¢ozeltisi igeren enterik kapli kapsiiliin oral | (Chuang ve digerleri,
nanopartikiilleri uygulanmast sonucu siganlarda kanda insiilin ve exendin-4 seviyesi saptanamamustir. | 2013)

Exendin-4 KS/YPGA NP ve insiilin KS/YPGA NP verilen si¢anlarda insiilin ve exendin-4
seviyesi benzer bulunmustur. Insiilin ve exendin-4 KS/PGA NPlerinin ise insiilin KS/'PGA

NP ve exendin-4 KS/PGA NP’e gore seviyesi 2 kat fazla bulunmustur.

€¢



Cizelge 2.3. (devam) Exendin-4 ’{in nanotasiyicilar ile yapilan ¢aligmalari

Peptit/Tas1yict Sistem

Sonug

Kaynak

Nanopartikiil

Exendin-4’iin oral yoldan uygulanmasi i¢in diisiik molekiil agirlikli kitosanla konjugasyonu
yapilmistir. Diyabetik sicanlarda yapilan oral hipoglisemik testte; kan glikoz
seviyelerindeki degisiklikler zamana karsi 6l¢iildiigiinde serbest exendin-4 ihmal edilebilir
diizeyde hipoglisemik etki gosterirken LMWC-exendin-4 (4- 40 pg exendin-4/kg) glikoz
seviyesini diisiirme derecesi %22,90 = 2,0 ve %41,07+4,7 bulunmustur. Bu sonuclarin
diisitk molekiil agirlikli kitosanin mukoadhezif karakterinin ve epitel hiicrelerdeki siki

baglantilar1 agma yetenegiyle iliskili oldugu diistiniilmiistiir.

(Ahn ve digerleri,
2013)

Cok tabakali nanopartikiil

Diyabetik siganlarda yapilan in vivo calismada serbest exendin-4, ¢ok tabakali NP’ler, ¢cok
tabakalt NPler/Pluronic F-127 kan glikoz seviyesini sirasiyla %26,9, %60,8, %74,3

azaltmastir.

(Oh ve digerleri,
2014)

Nanopartikiil/Mikropartikiil

Farmakokinetik verilere gore DX-50 Byetta™ subkiitan enjeksiyonuna gore bagil
biyoyararlanimi NP matriks ylizeyindeki dekstranin (enterositler tarafindan lenfatik
dolasima NPlerin geg¢mesini sagladigi i¢in KC ilk ge¢is etkisini ortadan kaldirarak)
varligina bagl %77 bulunmustur.

(Soudry-Kochavi,
Naraykin, Nassar ve
Benita, 2015)

ve
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Yapilan literatiir taramasinda exendin-4’lin oral yoldan uygulanmak {izere kendiliginden
nanoemiilsifiye olabilen sistemler ile ilgili bir ¢alismasina rastlanmamistir. Daha 6nce de
belirtildigi tizere tezimizde exendin-4’tiin oral yoldan kullanilmak tizere SNEDDS
formiilasyonunun gelistirilmesi amaglanmaktadir. Kendiliginden nanoemdilsifiye olabilen

sistemler lipit bazli ilag tastyici sistemlerin alt grubunu olusturmaktadir.

Lipit bazli ilac tasivici sistemler

Lipit bazl ilag tasiyict sistemler lipofilik etkin maddelerin formiilasyonu igin yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Lipit formiilasyonlari, suda az ¢dziinen etkin maddelerin GIK
boyunca gecisi sirasinda ¢oziinmiis bir halde kalmasini saglayarak ilacin absorpsiyonu
kolaylastirabilir. Lipit bazli tasiyici ilag tasiyict sistemler; saf trigliserit yaglarindan karigik
gliseridlere, lipofilik yiizey etkin maddelerden, hidrofilik yiizey etkin maddeler ve suda
¢oziinebilen yardimei ¢oziiciilere kadar degisen yardimer madde sinifi igeren bes farkli
formiilasyon halinde siniflandirilmistir (Pouton ve Porter, 2008). Bilesen oranlarina goére

yapilan bu smiflandirma Cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4. Lipit bazli Tip L, I, III, IIIB, IV formiilasyonlarin siniflandirilmasi (Pouton,
2006)

Tip 1 (%) Tipll (%) | Tiplll (%) | TipllIB (%) | Tip IV (%)
Yaglar: Trigliseritler 100 40-80 40-80 <20 -

ya da karisik mono ve

digliseritler

Suda  ¢ozlinmeyen - 20-60 - - 0-20
yiizey etkin maddeler
(HLB<12)

Suda ¢oziinen yiizey - - 20-40 20-50 30-80
etkin maddeler
(HLB>12)

Hidrofilik  yardimci - - 0-40 20-50 0-50

¢oziiciiler (PEG,
propilen glikol,

Transcutol® vb.)
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Ozetle; Tip I formiilasyonlar sadece yag iceren ve sindirim gerektiren formiilasyonlardir.
Tip II formiilasyonlar suda ¢oziinmeyen kendiliginden emiilsifiye sistemler (SEDDS), Tip
III formiilasyonlar suda ¢6ziinebilen az miktarda yiizey etkin maddeleri/ kosolvan (Tip III
A) ya da daha fazla miktarda yiizey etkin maddeler/kosolvan (Tip IIIB) igeren
formiilasyonlardir. Tip IV formiilasyonlar ise yag icermeyen hidrofilik formiilasyonlardir.
Tip IV formiilasyonlardaki yilizey etkin maddeler/ kosolvan karisiminda yiizey etkin
maddenin varligi kosolvanin tek basima formiilasyonda bulunmasina nazaran seyreltme
sonucu (miseller ¢ozelti) daha iyi solvan kapasitesi saglamaktadir. Formiilasyonda yardimci
¢Oziicli bulunmas yiizey etkin maddenin dispersiyonunu kolaylastirmasinin yanisira gerekli
yiizey etkin madde Kkonsantrasyonunu azaltmakta ve bu sekilde olasi bir iritasyonu
engellemektedir (Pouton, 2006). Lipit formiilasyonlari, suda az ¢6ziinen etkin maddelerin
GIK boyunca gegisi sirasinda ¢oziinmiis bir halde kalmasin1 saglayarak ilacin absorpsiyonu
kolaylastirmaktadir (Arslan ve Tirnaksiz, 2013). Oral yoldan uygulanmak {izere lipit-bazli

olan ilag tastyici sistemler seklinde hazirlanmis ticari tiriinler Cizelge 2.5°de gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Oral yoldan uygulanmak {izere lipit-bazli ilag tasiyici sistemler seklinde
hazirlanmus ticari tirtinler (Zanchetta, Chaud ve Santana, 2015).

Ticari isim | Onay Etkin madde Terapotik Firma
tarihi Kullanim
Accutane® 1982 izotretinoin akne tedavisi | Hofmann La Roche®
Sandimmune® | 1990 siklosporin A immiinsupresif Novartis®
Vesanoid® 1995 tretionin 16semi Hofmann La Roche®
Neoral® 1995 siklosporin A immiinsupresif Novartis®
Norvir® 1996 ritonavir antiretroviral Abbott®
Fortovase® 1997 sakunavir antiretroviral Novartis®
Gengraf® 2000 siklosporin A immiinsupresif Abbott®
Kaletra® 2000 | lopinavir+ ritonavir | antiretroviral Abbott®
Aptivus® 2005 tipranavir antiretroviral Boehringer®

2.5. Kendiliginden Emiilsifiye Olan Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Kendiliginden nanoemiilsifiye olabilen sistemler (SNEDDS); dogal veya sentetik yaglar,
kat1 veya siv1 ylizey etkin maddeler, yardimci ylizey etkin madde/ hidrofilik ¢6ziicii/

yardimer ¢oziciilerin izotropik/homojen karisimlaridir. Bu sistemler, oral alimi takiben
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GIK’teki sulu ortamda damlacik biiyiikliigii 300 nm’nin altinda Y/S nanoemiilsiyonlar
olusturmaktadir. Bu formiilasyon bagirsak liimenine salindiginda, nanoboyutta emiilsiyon
olusturmak tizere dagilir, bu sayede hidrofobik etkin madde bagirsakta ¢ozelti iginde
kalmaktadir. Boylece emilim hizini kisitlayan dissoliisyon asamasini gecerek bagirsaktan
emilim sonrast daha tutarli bir plazma konsantrasyon-zaman profiline ve artmis
biyoyararlanima ulasilabilir (Arslan ve Tirnaksiz, 2013; Gursoy ve Benita, 2004; Pouton,
1997).

Kendiliginden emiilsifiye olan sistemlerin iistiinliikleri; oral biyoyararlanimin artirilmasi ve
buna bagli olarak doz azaltilmasinin saglanmasi, ilaglarin mide ortamindan korunmasi,
yiyecek etkisine bagli degisikliklerin azaltilmasi, yiiksek etkin madde yiikleme etkinligi
saglanmasi, kontrollii salim saglanmasi, formiilasyonun yumusak veya sert jelatin kapsiiller
icerisinde verilebilmesi olarak siralanmaktadir. Kendiliginden emiilsifiye olan ilag tasiyici
sistemler suda ¢oziiniirliik sorunu olan BCS 11 ve BCS IV etkin maddelerin ve peptit/protein
yapida etkin maddelerin oral biyoyararlanimlarini artirma amaci ile kullanilmaktadir (Khalid
ve digerleri, 2018; Kommuru, Gurley, Khan ve Reddy, 2001; Rao, Yajurvedi ve Shao, 2008;
Q. Zhang ve digerleri, 2012). Peptit/protein iceren kendiliginden emiilsifiye sistemlerle
yapilan ¢alismalar Cizelge 2.6’da verilmistir.
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Cizelge 2.6. Peptit/protein igeren kendiliginden emiilsifiye sistemlerle yapilan ¢alismalara

Ornekler

Tastyici Sistem

Sonug

Kaynak

Insiilin iceren
tiyollenmis-kitosanla
kaplanmig SNEDDS

Insiilin igeren tiyollenmis-kitosanla kaplanmisg
kendiliginden nanoemiilsifiye olabilen sistemler
diyabetik siganlara oral yolla uygulandiginda ,
oral insiilin ¢ozeltisine gore serum insilin
33 kat

konsantrasyonunu artirdigt

gosterilmistir.

(Sakloetsakun,
Diinnhaupt,
Barthelmes, Perera
ve Bernkop-
Schniirch, 2013)

Insiilin iceren
kendiliginden
nanoemiilsifiye

olabilen sistemler

Insiilin iceren kendiliginden nanoemiilsifiye
olabilen sistemler gelistirilmis ve Eudragit L100
polimeriyle kaplanmis enterik kapli kapsiille
formiilasyonun  verilmesi  amaglanmistir.
Enterik kapli kapsiildeki formiilasyonun instilin

cozeltisine gore biyoyararlanimi 2,7 kat artirdigi

(Li, Tan, Prestidge,
Nielsen ve
Miillertz, 2014)

bulunmustur.
Insiilin iceren | Diyabetik sicanlara oral yolla insiilin igeren | (Li ve digerleri,
aljinat/kitosan aljinat/kitosan nanoemiilsiyonunun 25 ve 50 | 2013)
nanoemiilsiyonu IU/kg dozda uygulanmasi sonucu insilin

cozeltisine (sc) gore bagil biyoyararlanimlar

sirasiyla %8,42 ve %5,72 bulunmustur.
B-laktamaz ~ (BLM) | BLM yiikklenmis formiilasyonun diyabetik | (Rao ve digerleri,
iceren kendiliginden | siganlara 4500 mU/kg dozda verilmesi sonucu | 2008)
nanoemiilsifiye BLM ¢ozeltisine gore biyoyararlanim 1,5 kat

olabilen sistemler

artmis ve %6,34 bulunmustur.

Insiilin—fosfolipit
kompleksi
SNEDDS

igeren

Diyabetik siganlara insiilin—fosfolipit kompleksi
iceren SNEDDS ve insiilin-fosfolipit kompleksi
i.0.
SNEDDS’in ¢ozeltiye gdre biyoyararlanimi 7

¢ozeltisinin verilmesi ~ sonucunda

kat artirdigi bulunmustur.

(Zhang ve digerleri,
2012c¢)
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2.5.1. Emiilsifikasyon mekanizmasi

Kendiliginden emiilsifikasyon mekanizmasi heniiz tam olarak anlagilmamistir. Emiilsifiye
sistemde, dispersiyonun yiizey alanini arttirmak i¢in gereken enerji oldugunda kendiliginden

emiilsifikasyon meydana gelmektedir (Giirsoy ve Cevik, 2011).

Konvansiyonel emiilsiyonun serbest enerjisi, yag ve su fazlar1 arasinda yeni bir yiizey
olusturmak igin gereken enerjinin dogrudan bir fonksiyonudur ve asagidaki “Es.2.1” ile

tanimlanabilir:

AG = )Nnr2o (2.1)

Burada AG, siirecle ilgili serbest enerjidir (serbest karisma enerjisi yok sayildiginda), N
damlaciklarin sayisi, r damlaciklarin yarigapin1 ve o arayiizey enerjisini gostermektedir

(Rani, Rana, Saraogi, Kumar ve Gupta, 2019).

Emiilsiyon olusumunda fazlar, arayiizey alanim1 azaltmak icin zamanla ayrilma
egilimindedir. Emiilsifiye edici ajanlarla (ylizey etkin madde, yardimci ¢oziicii) arayiizey
enerjisi azaltilarak ve koalesansa karst mekanik bir bariyer olusturularak emiilsiyon
damlacik tabakasi olusturmak iizere emiilsiyon stabilize edilmektedir (Constantinides, 1995;
Craig, Barker, Banning ve Booth, 1995).

Emiilsifikasyonun kolay gerceklesmesi, damlacik yiizeyinde olusan sivi kristal veya jel
fazlarina su girisinin kolay olmasina baghdir. Yag ve sulu siirekli fazlar arasindaki arayiiz,
suya ikili bir karisimin (yag/ ylizey etkin madde) ilavesi iizerine olusturulmaktadir. Bunu,
ara yiiz boyunca sulu penetrasyonun bir sonucu olarak suyun yag fazi i¢inde ¢oziinmesi
izlemektedir. Bu, fazlararasi ¢6ziinme sinirina ulasilana kadar gergeklesmektedir. Daha fazla
sulu penetrasyon dispers s1v1 kristal fazin olusumuna yol agmaktadir. Boylece, kendiliginden
emiilsifiye olan sistemin hafifce calkalanmasinin ardindan, su hizla sulu ¢ekirdeklere niifuz
ederek, arayiiziin bozulmasi ve damlacik olusumuna yol agmaktadir. Yag damlaciklarini
cevreleyen sivi kristal araylizii olusumunun bir sonucu olarak, SNEDDS koalesansa kars1
stabil hale gelmektedir (Gursoy ve Benita, 2004; Wakerly, Pouton, Meakin ve Morton,
1986).
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2.5.2. Kendiliginden emiilsifiye sistemlerin hazirlanmasi

SNEDDS’lerin hazirlanmasinda, yiizey etkin madde veya yiizey etkin madde karigimlar1 yag
fazina eklenmektedir. Bu karistma su eklendiginde bu sistem kendiliginden
mikro/nanoemiilsiyon olusturmaktadir. Kendiliginden emiilsifiye sistemin hazirlanmasinda
uygun bir yiizey etkin madde veya yiizey etkin madde karigimi segilerek bu karisimin yag
icindeki konsantrasyonu optimize edilmektedir. Kendiliginden emiilsifikasyon elde
edebilmek i¢in ¢ok diisiik yag-su arayiizey gerilimi ve/veya biiylik arayiizey bozulmalarina
ihtiya¢ vardir (Arslan ve Tirnaksiz, 2013; Pouton, 1997).

Yag-su arayiizeyinin bozulmasi, suyun formiilasyona girmesi veya yardimei ¢oziiciilerin
formiilasyondan uzaga diflize olmasina neden olmaktadir. SNEDDS’lerin optimize edilmesi
icin tiggen faz diyagramlari kullanilmaktadir. Bir dizi SNEDDS formiilasyonu, genellikle
farkli ylizey etkin madde/yiizey etkin madde kombinasyonlar1 ve yag kullanilarak
hazirlanmaktadir. Dogru sekilde tartilmis etkin madde bir cam sise i¢ine yerlestirilir ve yag,
yiizey etkin madde ve yardimci yiizey etkin madde eklenir. Bu bilesenler manyetik
karistiricida hafifce karistirilarak SNEDDS’ler hazirlanmaktadir (Arslan ve Tirnaksiz, 2013;
Mehta, Borade ve Bendre, 2011).

Ucgen faz divagramlari

Kendiliginden emiilsifiye  sistemlerin  hazirlanmasinda  genellikle iicgen faz
diyagramlarindan (Sekil 2.7) yararlanilmaktadir. Bu diyagramlar, SNEDDS'in
termodinamik olarak stabil nano/mikro tasiyict olarak Gi liimeninde kendiliginden
emiilsifiye olmasi ve faz davranisi hakkinda bilgi saglamaktadir. Uggen faz diyagramlari,
izotropik ve termodinamik olarak kararli olan SNEDDS'lerin hazirlanmasinda kullanilan
farkli bilesenlerin miktarlarini optimize etmek i¢in olusturulmustur (Xue, Cao, Ren, Qian ve
Chen, 2018). Farkli oranlarda yag, yilizey etkin madde, yardimci yilizey etkin maddeler
kullanilarak bu diyagramlarin igerisinden secilen uygun formiilasyonlar belirli oranlarda
seyreltilerek; damlacik biiyiikliigii, polidispersite indeksi, zeta potansiyeli, tiirbidite ve
morfolojik 6zellikler agisindan degerlendirilmektedir (Ujhelyi ve digerleri, 2018).
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Yag

) $/Y emiilsiyonu

P Siirekli faz

P Emiilsiyon

Misel

Yiizey etkin madde Su

YIS emiilsiyonu

Sekil 2.7. Uggen faz diyagrami (Rani ve digerleri, 2019)

Optimum formiilasyonlarin belirlenmesinde geleneksel yaklagim olan liggen faz diyagrami
kullaniminin yanisira, yiiksek verimli goriintiileme sistemleri ve QbD (tasarimla kalite)

yaklagimin 6nemli bir basamagini olusturan deney tasarimi (DoE) da kullanilmaktadir.

Bir formiilasyonu veya islemi optimize etmek i¢in tiggen faz diyagrami gibi geleneksel
yaklagimlar temelde, diger degiskenleri sabit tutarak, bir seferde bir degiskenin
formiilasyona veya isleme etkisini gozlemlemeyi saglamaktadir. Geleneksel yaklasimla,
formiilasyon veya islemde zorluk ¢ikaran 6zelligin ¢éziimiine bir sekilde ulasilabilir, ancak
bu durum gercek optimum formiilasyonun veya islemin elde edilmesini garanti

etmemektedir (Singh, Kumar ve Ahuja, 2005).

Son zamanlarda tasarimla kalite yaklasimi SNEDDS’lerin hazirlanmasinda 6nem
kazanmistir. Deney Tasarimi (DoE), QbD (Tasarimla kalite) yaklasgimimnin 6nemli bir
basamagini olusturan deneme verilerinden elde edilen en yiiksek miktarda bilginin, etkili bir
sekilde kullanilabilmesi i¢in yapilacak olan denemeleri planlama yontemidir. DOE, Kritik
islem  parametreleri ve formiilasyon degiskenlerinin arasindaki etkilesimlerin
belirlenmesinde dnemli bir yaklasimdir (Demir, Aksu ve Ozsoy, 2017; Karakucuk, Celebi
ve Teksin, 2016; Khan, Islam, Roni ve Jalil, 2012). DoE yaklasiminda istatistiksel deneysel

tasarimlar (Box-Behnken, merkezi kompozit tasarim, D-optimal tasarim, full-faktoriyel
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tasarim vb.) kullanilarak, matematiksel denklemlerin iiretilmesini ve verilerin yiizey-cevap
grafikleriyle (RSM) degerlendirilmesini saglamaktadir (Das ve digerleri, 2019: 297-350;
Lewis, 2002: 1922-1937).

Yiiksek verimli goriintiileme sistemleri yontemiyle hizli ve verimli bir sekilde kendiliginden
emiilsifiye sistemlerde optimum formiilasyon se¢imi yapilabilmektedir. Bu sistemlerde
formiilasyonlar bir robot dagiticisi tarafindan kii¢iik Olgekte (mikrolitre) hazirlanarak,
formilasyonlarin hizli tiirbidite analiziyle mikroemiilsiyon goriintlisii ve faz stabilitesi

belirlenmektedir (Sakai, Yoshimori, Obata ve Maeda, 2010).

Kendiliginden emiilsifiye sistemlerde kullanilan yvardimci maddeler

Kendiliginden emiilsifikasyonun, yag/yiizey etkin madde yapisi ve oranina, yiizey etkin
madde konsantrasyonuna ve kendiliginden emiilsiyonun (emiilsifikasyon) olustugu sicakliga
bagli oldugu gosterilmistir. Bu bilgilerin 1s18inda spesifik farmasotik yardimer madde
kombinasyonlarinin etkili kendiliginden emiilsifikasyon saglayan sistemlere yol acabilecegi
gosterilmistir. S6z konusu etkin madde i¢in en uygun yardimer bilesenleri belirlemek i¢in
¢oziiniirliik, stabilite ve etkin madde-yardimc1 madde uyumluluk ¢alismalar1 yapilmaktadir.
Bu yardimer bilesenler, dogal, yari-sentetik veya sentetik yaglar, yiizey etkin madde ve
yardimci yiizey etkin maddelerdir (Charman ve digerleri, 1992; Rahman, Hussain, Hussain,

Mirza ve Igbal, 2013; Shah, Carvajal, Patel, Infeld ve Malick, 1994).

Yaglar

Yaglar, SNEDDS formiilasyonunun en Onemli yardimci maddesidir. Kendiliginden
emiilsifikasyonu kolaylagtirarak bagirsak sivisinda etkin maddenin ¢oziiniirligiiniin
arttirilmasim, etkin maddenin GIK’de enzimatik bozulmaya kars1 korunmasini, bagirsaktan
lenf sistemi yoluyla tagman lipofilik ilacin fraksiyonunun artirilmas: ve bdylece GIK’ten
etkin maddenin emiliminin artirilmasimi saglamaktadir (Gupta, Kesarla ve Omri, 2013).
Kendiliginden emiilsifiye sistemlerde kullanilan yaglar, dogal kaynakli veya yar1 sentetik
ozelliktedir. Dogal yaglarin yiiksek dozda hidrofobik ilaclari ¢cozme yeteneklerinin diisiik
olmasi ve kendiliginden emiilsifikasyonda zorluk gostermeleri bu yaglarin SNEDDS’lerde

kullanimlarin1 belirgin sekilde azaltmaktadir. Farkli doymusluk derecesine sahip uzun
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zincirli ve orta zincirli trigliseritler SNEDDS’lerin igeriginde siklikla kullanilmaktadir
(Charman ve Stella, 1991; Gershanik ve Benita, 2000; Gursoy ve Benita, 2004).

Formiilasyonlarda dogal ve sentetik yaglar kullanilmaktadir.

Dogal yaglar

Dogal yaglar, kimyasal olarak gliseroliin yag asidi esterleridir ve gesitli trigliseritlerin (TG)
karigimlarindan olusmaktadir. Kendiliginden emiilsifiye sistemlerde kullanilan dogal

yaglara 6rnek olarak misir yagi, soya yagi, zeytinyagi verilebilir.

Yag asitleri ve vag asit esterleri

Yag asitleri, doymus veya doymamus alifatik hidrokarbonlarin monokarboksilik asit
tirevleridir. Yag asitleri, esas olarak suda zayif ¢ézlinen etkin maddeler i¢in ¢oziicii olarak
farmasotik alanda kullanilirken, propilen glikol esterlerinin ayrica yilizey etkin madde
ozellikleri veya yardimci ¢oziicli 6zellikleri bulunmaktadir. Bu yardimci maddelerden
bazilar1 yumusak veya sert jelatin kapsiiller ile uyumludur. Kendiliginden emiilsifiye
sistemlerde kullanilan yag asitlerine ornek olarak stearik asit, oleik asit, linoleik asit
verilebilir. Kendiliginden emiilsifiye sistemlerde kullanilan yag asidi esterlerine etil oleat
ornek verilebilir. Kendiliginden emiilsifiye sistemlerde kullanilan propilen glikol esterine

ornek olarak propilen glikol monolaurat (Lauroglycol 90%) verilebilir.

Yar: sentetik mono, di ve trigliseritler

Dogal olarak olusan trigliseritlere ek olarak, daha homojen, ticari olarak temin edilebilen
birgok yar1 sentetik gliserit vardir. Bu yardimci maddeler ¢ézliinmeye yardime1, emiilsifiye
edici, stispande edici ve 1slatict olarak gesitli dozaj sekillerinde kullanilabilir. Ayrica hem
yumusak hem de sert jelatin kapsiillerle uyumludur. Yeni yar1 sentetik lipit bilesenlerine
amfifilik karakter kazandirilmasi formiilasyonlarda bu bilesenlerin yiizey etkin madde
ozellikleri gostermesini saglamistir. Gattefossé¢, ABITEC, Croda ve BASF gibi {ireticilerin
bu alanda onaylanmis ¢esitli lipit bilesenleri bulunmaktadir (Nardin ve Kollner, 2018).
Kendiliginden emiilsifiye sistemlerde kullanilan yar1 sentetik mono, di ve trigliseritlere
ornek olarak glyseril triasetat (Captex 500 P®), gliseril mono- dikaprilat (Capmul MCM® C-
8), gliseril tricaprilat/kaprat (Miglyol 812%, Labrafac CC®) 6rnek verilebilir.
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Kullanilan yaglar ve yag asitlerinin zincir uzunluklarma gore siniflandirilmasi Cizelge
2.7°de verilmektedir (Shah, Phuapradit, Zhang, Ahmed ve Malick, 2007: 151-170; Zupanci¢
ve digerleri, 2016b).

Cizelge 2.7. Lipofilik tagiyicilarin siniflandirilmasi

Siniflandirma Lipofilik Tasiyicilar

Kisa zincirli yag asitleri Triasetin, Capmul® MCM

Orta zincirli yag asitleri Miglyol 812®, Captex 500 P® Labrafac CC®)

Uzun zincirli yag asitleri Misir yag1, soya yagi, etil oleat, oleik asit, Maisine®35-1

Yiizey etkin maddeler

Amfifilik 6zellik gosteren yilizey etkin maddeler, yiiksek miktarda hidrofobik ilaci ¢ozerek
GI liimen icinde ¢okmeyi 6nlemektedir. Yiizey gerilimini azaltmak ve yag ile sulu faz
arasinda tek tabaka olusturmak i¢in, ylizey aktif maddelerin eklenmesi olduk¢a 6nemlidir
(Nardin ve Kollner, 2018). Yiizey etkin maddeler, lipit ¢ift tabakasiyla etkileserek
gecirgenligi artirmaktadir. Yiizey etkin maddeler, hiicre membranindaki lipitlerin yapisal
diizenini bozarak permeabiliteyi artirmaktadir. Ayrica, etkin maddenin ¢oziinme hizini
artirarak etkin maddenin emiliminde artis saglamaktadir (Gursoy ve Benita, 2004; Jackson,
1987: 1597-1621; Scott Swenson ve Curatolo, 1992). SNEDDS’lerde bir¢ok yiizey etkin
madde oOzelligi gosteren bilesen kullanilmaktadir. Yiizey etkin maddeler, suda
coziinmeyenler (HLB 8-12) ve suda ¢oziinenler (HLB>12) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Suda ¢dziinen yiizey etkin maddelere polioksietilen sorbitan yag asidi esterleri (Tween® 20,
Tween® 60, Tween® 80) ve suda ¢dziinmeyen yiizey etkin maddelere sorbitan yag asidi
esterleri (Span® 20, Span® 60, Span® 80) 6rnek verilebilir (Shah ve digerleri, 2007). En sik
kullanilanlar hizli emiilsifikasyon saglayan yiiksek hidrofilik — lipofilik denge (HLB)’ye
sahip non-iyonik o6zellikteki yiizey etkin maddelerdir. Non-iyonik yiizey etkin maddeler
iyonik yiizey etkin maddelere gére daha az toksiktir ve intestinal permeabilitede geri
dontistimlii degisikliklere neden olabilirler. Genellikle stabil SNEDDS olusturmak i¢in
yiizey etkin madde konsantrasyonu %30 ila %60 a/a araligindadir (Rahman ve digerleri,
2013). Yiiksek miktarda yiizey etkin madde GIK te iritasyona neden olabileceginden dolay1
yiizey etkin madde konsantrasyonunu belirlemek ¢ok 6nemlidir (Gursoy ve Benita, 2004;

Swenson, Milisen ve Curatolo, 1994; Wakerly ve digerleri, 1986). Son yillarda yag
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asitlerinin PEG ve gliserinle esterifikasyonu sonucu yari sentetik polietilen glikol (PEG)

gliserit ve yag asitlerinin tiirevleri ve poligliseril yag asidi esterleri tiretilmistir.

Yari sentetik polietilen glikol (PEG) gliserit ve yag asitlerinin tiirevleri

Bunlar mono-, di- ve trigliseritlerin PEG ve yag asitleri karisimidir. Ornek olarak PEG-6
gliseril linoleat (Labrafil M 2125® CS), PEG-6 gliseril oleat (Labrafil M 1944® CS), PEG-
35 hint yag (Cremophor EL®), PEG-6 gliseril laurat (Gelucire 44/14%), PEG-8 gliseril

kaprilat (Labrasol®) verilebilir.

Poligliseril vag asidi esterleri

Poligliseril yag asidi esterleri, bir veya daha fazla yag asidi molekiilii ile esterlestirilen eter
baglantilari ile birbirine baglanmuis bir zincir gliserol molekiilleri zincirinden olusur. Bunlara

poligliseril -6 dioleat (Plurol Oleique®) 6rnek verilebilir.

Kolesterol ve fosfolipitler

Kolesterol ve fosfolipitler, karigik miseller ve emiilsiyonlarda ¢dziicii ve yiizey etkin madde
olarak kullanilirlar. Bunlara lesitin ornek olarak verilebilir. Yiizey etkin maddelerin

siiflandirilmas1 Cizelge 2.8’de verilmistir.
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Cizelge 2.8. Yiizey etkin maddelerin siniflandirilmasi (Shah ve digerleri, 2007: 151-170)

Siniflandirma

Yiizey etkin maddeler

Poliglikolize gliseritler

PEG-8 gliseril kaprilat/kaprat (Labrasol®)
PEG-32 gliseril laurat (Gelucire 44/14%)

Polioksietilen sorbitan yag asidi esterleri

Polioksietilen 20 sorbitan monolaurat

(Tween® 20)
Polioksietilen 60 sorbitan monostearat
(Tween® 60)
Polioksietilen 80 sorbitan monooleat
(Tween® 80)

Sorbitan yag asidi esterleri

Sorbitan monolaurat (Span® 20)
Sorbitan monostearat (Span® 60)
Sorbitan monooleat (Span® 80)

Polioksietilen hint yag: tiirevleri

Polioksil 35 hint yag: (Cremophor® EL)
Polioksil 40 hidrojenize hint yag1
(Cremophor® RH 40)

Fosfolipitler ve PEG bazli fosfolipitler

Lesitin ve modifiye lesitin

Yardimci yiizey etkin maddeler ve yardimci ¢oziiciiler:

Yardimci yiizey etkin maddeler ve yardimci ¢oziiciiler, arayiizey filminin esnekligini

saglayarak filmin kirllganligi 6nlemektedir (Rahman ve digerleri, 2013). Etanol, propilen

glikol (PG) ve polietilen glikol (PEG) gibi organik ¢dziiciiler oral yoldan verilis i¢in uygun

¢oziiciilerdir. Bunlar, etkin maddenin biiyiik miktarlarda hidrofilik yiizey etkin madde veya

lipit fazinda ¢ozlinmesini saglamktadir. Bu ¢dziiciiler, mikroemiilsiyon/nanoemiilsiyon

sistemlerinde yardimei yiizey etkin maddeler olarak islev gorebilir. Ote yandan, alkoller ve

diger ugucu yardimci ¢6ziicliler, yumusak jelatin ya da sert jelatin kapsiillerden buharlasip

etkin maddenin ¢okmesine yol agabilmektedir (Constantinides, 1995; Gursoy ve Benita,

2004).

Tez calismasi kapsaminda formiilasyon gelistirmede kullanilan yardimci maddeler

Tez calismasi kapsaminda formiilasyon gelistirmede kullanilan yardimci maddeler ve

ozellikleri Cizelge 2.9’da verilmistir.




Cizelge 2.9. Tez calismasi kapsaminda formiilasyon gelistirmede kullanilan yardimc1 maddeler

Yardimei Kimyasal Kimyasal Bilesimi Kayitli Oldugu | HLB Ticari ismi Kullanim Kaynak
Bilesen Adi Farmakopeler degeri amaci
Etil oleat Etil oleat Oleik asitin etil esteri [18:1 (9)] EP, USP NF - Crodamol™ Yag faz1 | (Gibson, 2007: 33-62;
e Nardin ve Kollner,
EO (Croda) (¢Oziicii) 2018)
Maisine-35- Gliseril Monookta dekadienoik asitin (18:2) | EP, USP NF 3 Maisine-35- Yag fazi1 | (Gibson, 2007: 33-62;
. . . Maisine®CC; Nardin ve
® ® v e y
1(CC) monolinoat gliserol esteri 1(CC) (¢ozlict) Kollner, 2018)
(Gattefossé)
Labrasol® PEG-8 Mono-,di-trikaprilik asit (C8:0) ve | EP, USP NF 12 Labrasol® Yiizey etkin | (Gibson, 2007: 33-62;
- L ] . . , Labrasol®; Nardin ve
kaprilik kaprik asitin (C10:0) gliserol esterleri (Gattefossé) madde Kollner, 2018)
/kaprik ve PEG400 ‘iin mono ve diesterleri
gliseritler
Cremophor PEG-35 hint | Gliseril PEG risinoleatin (her bir | EP 12-14 Cremophor EL/ Yiizey etkin | (Gibson, 2007: 33-62;
EL® yagi molekiil hint yag: basma 35 mol etilen | (Makrogogliserol Kolliphor ~ EL® | madde Kolliphor®EL; Nardin
ve Kollner, 2018)
oksit) PEG yag asiti esterleri,PEG ve | risinoleat), USP NF (BASF)
etoksi gliserol karigimlari (Polioksil 35 hint
yagi)
Propilen glikol | 1,2- - EP, USP NF Kollisolv® PG | Yardimei (Nardin ve Kollner,
Propandiol (BASF) ¢oziici 2018)
Etanol Etil alkol - EP, USP NF Yardimc1 (Nardin ve Kollner,
¢ozicl 2018)

LE
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2.5.3. Kendiliginden emiilsifiye sistemlerde yapilan karakterizasyon ¢calismalari

Damlacik biiyiikliigii ve dagilimi tayini

SNEDDS’lerde damlacik biyiikligi ve dagilimi bu sistemlerin emiilsifikasyon
performansina, etkin maddenin biyoyararlanimina ve emiilsiyonun stabilitesine 6nemli
derecede etki etmektedir (Kumar, Sharma ve Kamble, 2010). SNEDDS’lerde damlacik
blytkligii dagilimlarint belirlemek i¢in kullanilan yaygin teknikler arasinda foton
korelasyon spektroskopisi, lazer 1sik sag¢ilimi ve Coulter sayact bulunmaktadir. Bunlardan
en sik kullanilan lazer 11k sa¢ilimi yontemi, numune tarafindan yayilan 15181n agisal
dagilimmi 6lgmektedir. Bu yontemle 0,5 nm ila 200 um araligindaki damlaciklarin l¢timii

yapilmaktadir (Rahman ve digerleri, 2013; Washington, 1990).

Zeta potansivyel

Yiiksek zeta potansiyeli (= 30 mV) giiglii elektrostatik itici kuvvetlerle damlaciklarin
flokiilasyonunu engelleyerek stabil SNEDDS olusumunu saglamaktadir. GIK’deki sivilarla
temas sonucu nanoemiilsiyon olusturduklari i¢in zeta potansiyel SNEDDS’ler i¢in kritik bir
parametre olarak kabul edilmemektedir (Cherniakov, Domb ve Hoffman, 2015; Krsti¢,
Medarevi¢, Puris ve Ibri¢, 2018: 473-508).

Emulsifikasyon zamani

SNEDDS'lerin  kendiliginden emiilsifiye mikro/nanoemiilsiyon olusturma zamani
emiilsifikasyon zamani olarak bilinmektedir. Emiilsifikasyon zamani derecelendirme
sistemine gore degerlendirilmektedir. Bu siniflandirmaya gore SNEDDS’lerin seyreltilmesi
sonucu; berrak veya mavimsi bir goriiniime sahip hizli bir sekilde (1 dakikadan az) olusan
nanoemdiilsiyonlar "A Siifi", mavimsi beyaz goriiniimlii daha az saydam nanoemdtilsiyonlar
"B Smifi" olarak adlandirilmistir, 2 dakika iginde siitlii emiilsiyon goriiniimiinde olusan
emiilsiyonlar; “Sinif C” olarak, 2 dakika iizerinde olusan grimsi beyaz emdiilsiyonlarla hafif
yag goriiniimi “Smuf D” olarak, biiyiik yag kiirecikleri ile zayif emiilsifikasyona sahip

emiilsiyonlar “Siif E” olarak adlandirilmistir (Shafiq ve digerleri, 2007).
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Morfolojik goriintiileme

SNEDDS’lerde morfolojik goriintiilleme Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ve Kriyo-
Gegirimli Elektron Mikroskobu (Kriyo-TEM) ile yapilmaktadir. TEM goriintiilemede
seyreltilmis formiilasyonlarin bir damlas1 bakir 1zgara iizerine eklendikten sonra {izerine %1
(a/h) fosfotungustik asit igeren ¢ozeltiden 10uL eklenerek boyanip ve 5 dakika oda
sicakliginda formiilasyon kurumaya birakilarak 100 kV voltajda goriintiiler alinmaktadir
(Parmar ve digerleri, 2012). Kriyo-TEM’de ise numune hazirlama benzer olup bakir 1zgara
sivi etanda -180 °C’de dondurularak -196 °C’deki azot tankina transfer edilip daha sonra

gortintiileme yapilmaktadir (Kohli, Chopra, Dhar, Arora ve Khar, 2010).

Tiirbidite

Tiirbidite (bulaniklik) 6l¢limii, emiilsiyonlarin stabilitesini belirlemek icin etkili bagka bir
yontemdir. Damlacik biiytikliigii artis1 ve tiirbidite arasinda dogru orantt bulunmaktadir

(Goodarzi ve Zendehboudi, 2019).

Reolojik dzellikler ve viskozite

Viskozite, SNEDDS’lerin fiziksel karakterizasyonunda ve stabilitesinin
degerlendirilmesinde Onemli bir parametredir. SNEDDS’lerin reolojik 6zellikleri
viskozimetrelerle tayin edilmektedir. SNEDDS’lerin viskozite degerleri, kayma hizi—kayma
gerilimi grafiginin egiminden hesaplanmaktadir ve bu grafikten SNEDDS’lerin akis
ozellikleri belirlenebilmektedir (Chintalapudi, Murthy, Lakshmi ve Manohar, 2015).

Stabilite testleri

Stabilite ¢aligmalar1 5°C+3°C, 25°C + 2°C/60% =+ 5% bagil nem ve 40°C£5°C/%75+5% bagil
nemde gerceklestirilmektedir (ICH Q 1 A (R2), 2003). Stabilite testleri sliresince damlacik
biyiikligi ve dagilimi, zeta potansiyel, viskozite gibi karakterizasyon parametreleri

degerlendirilmektedir.
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In vitro salim/coziinme

SNEDDS’lerde yapilan in vitro salim/¢6ziinme ¢alismalarinda diyaliz membran yontemi
(Zupancic ve digerleri, 2016a), 6rnek al- ayir yontemi (Sakloetsakun ve digerleri, 2013) ve
USP palet yontemi (Shahba, Mohsin ve Alanazi, 2012) kullanilmaktadir. Bu yontemlerde
¢Ozliinme ortaminin hacmi, karisirma metodu, Ornek alma teknikleri farklilik
gosterebilmektedir. Diyaliz membran yonteminde diyaliz membranin molekiil agirlig
ayirma sinirt (MWCO) 6nem tagimaktadir. Kii¢iik molekiil agirlikli etkin maddeler i¢gin 10-
14 kDa MWCO’ya sahip diyaliz membranlar, biiyiik molekiil agirlikli etkin maddeler i¢in
ise 50 kDa ve iizerindeki MWCO’ya sahip diyaliz membranlar kullanilmaktadir. Diyaliz
membran yonteminde SNEDDS’ler igerisinde diisiik hacimde (1-15 mL) ¢6ziinme/salim
ortami iceren diyaliz membrana yerlestirilmektedir. Daha sonra bu diyaliz membran ise 500-

1000 mL ¢oziinme ortami bulunan hazneye yerlestirilmektedir.

Omek al-ayir yonteminde kapsiile doldurulmus SNEDDS’ler mekanik calkalayiciya
yerlestirilmis  diisik hacimde (1-15 mL) ¢oziinme/salim ortami igeren hazneye
eklenmektedir. USP palet yonteminde ise kapsiile doldurulmus SNEDDS’ler 500-1000 mL
coziinme/salim ortami bulunan hazneye yerlestirilmektedir. SNEDDS’lerin ¢6ziinme/salim
ortamiyla temast sonucunda ¢oziinme ortamindaki etkin madde 0,45 pum’lik membran
filtreler veya ultrasantrifiijle ¢6ziinme/salim ortamindan ayrilmaktadir (Bernkop-Schniirch
ve Jalil, 2018; D’Souza, 2014). Bu yontemlerde belirli zaman araliklarinda ortamdan
ornekler alinmakta ve yerine esit hacimde ¢6ziinme/salim ortami Sink kKosullarin saglanmasi
amaciyla ilave edilmektedir. Ortamda ¢6ziinen/salinan etkin madde miktar1 valide edilmis
uygun bir analiz yOntemiyle tayin edilmektedir (Sharma, Koka, Yadav, Sharma ve
Keservani, 2016). In vitro ¢dziinme/salim testinde in vivo Gi ortamdaki etkin maddenin
¢oziinme profilinin dogru tahmin edilebilmesi i¢in enzimler ve safra tuzlariyla
zenginlestirilmis biyouyumlu ortamlar son yilllarda siklikla kullanilmaktadir (Kohli ve
digerleri, 2010).

In vitro lipoliz

Oral yoldan SNEDDS alimini takiben SNEDDS sindiriminde yer alan bir¢cok faktor

sebebiyle ¢oziinme testleri SNEDDS’lerin in vitro degerlendirilmesi igin yeterli degildir.
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Son yillarda, in vivo ¢dziinme profilini daha iyi tahmin edebilmek icin, Gi ortam1 daha iyi

taklit eden in vitro lipoliz testleri gelistirilmistir (Porter, Pouton, Cuine ve Charman, 2008).

Oral yoldan SNEDDS alimini takiben (Sekil 2.8) formiilasyon &ncelikle Gi ortamda
emiilsifiye olmaktadir. Gastrik mukozadan salinan gastrik lipaz, formiilasyondaki lipitlerin
midede sindirimini baslatmaktadir. Duodenumda ise pankreatik lipaz/ko-lipaz, lipitleri di-
gliseritlere, monogliseritlere ve yag asitlerine pargalamay1 siirdiirmektedir. Ayrica
duodenuma gegen lipitlerin sindirimi safra kesesinden safra tuzu, fosfolipit ve kolesteroliin
salimin1 uyarmaktadir. Safra tuzu, fosfolipit ve kolesterol, lipoliz iiriinleri ile birleserek
karisik miselleri olusturmaktadir. Karisik misel olusumu sayesinde kendiliginden emiilsifiye
sistemdeki etkin maddenin ¢ozlinirligii artirillmis olur. Ayrica formiilasyondaki uzun
zincirli yag asitlerinin sindirim {riinleriyle olusturdugu silomikronlar sayesinde etkin
maddenin silomikron igerisinde lenfatik dolasima katilmasi saglamaktadir ve bu sekilde
karacigerdeki ilk gegis etkisi ortadan kaldirilmaktadir (Bektas, 2019; Larsen, Sassene ve
Miillertz, 2011; Mu, Holm ve Miillertz, 2013).

« Glg ¢oziinen etkin maddeler
. SEDDS
\ Yiizey etkin madde
\ Yag fazi ‘
\ Lipoliz tiriinleri

J Safra asitleri ve fosfolipitler

Gastrointestinal kanalda
goziinme/dagiima

g Gastrik lipaz

Gastrik bosalma enzimiyle lipoliz

Pankreatin lipazla lipoliz s : Ihtestinal Emilim
Lipoliz tirtinleri olusumu Lo 2T
(Kansik miseller, safra fosfolipitleri) : Enterositler - "7

y—

Sistemik dolasim

Sekil 2.8. SNEDDS’lerin oral yoldan alimi takiben GIK’te gegirdigi asamalar (Carriére,
2016)
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In vitro lipoliz c¢alismalari, in vitro ortamda gastrointestinal kosullar taklit edilerek
SNEDDS’lerin igerigindeki bilesenlerin sindirilmesi sonucu agiga ¢ikan peptitin in vivo
performansini 6ngdérmek amaciyla gerceklestirilir. Bu amagcla, biyouyumlu ortam ve
SNEDDS igeren sicaklik kontrollii bir reaksiyon ortamina lipaz enzimleri eklenerek ve
intestinal pH kosullar1 saglanarak in vivo lipit sindirim durumu taklit edilmeye
calisilmaktadir. Deney sirasinda sindirilen lipitler lipazlar tarafindan serbest yag asitlerine
dontstiiriiliir ve bu sirada ortamin pH' s1 azalmaktadir. pH kontrollii titrasyon sistemi, pH'y1
sabit tutmak i¢in ortama sodyum hidroksit akisina izin verir. Harcanan sodyum hidroksit
miktart pH kontrollii titrasyon sistemi tarafindan hesaplanmaktadir. Hesaplanan sodyum
kloriir miktar1 SNEDDS’lerin igerigindeki bilesenlerin sindirilip sindirilmediginin in vitro
kosullarda belirlenmesine olanak saglamaktadir (Ali, Siddiqui ve Nazzal, 2010; Feeney ve
digerleri, 2016).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Kullanmilan kimyasal malzemeler

Absolii etanol

Asetik asit

Byetta® (17A022)

Coomassie Brillant Blue
Cremophor EL®

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Etil oleat

Exendin-4

FaSSIF- FaSGIF biyouyumlu ortamlar
Fetal Bovine Serum

Kimostatin

Labrasol®

Maisine®

Molekiiler Agirlik Belirleyici

MTT

Pankreatin lipaz
Penisilin-streptomisin

Propilen glikol

SDS-PAGE Numune Tamponu
Sitrik asit

Sodyum sitrat

Streptozosin

Tripsin-EDTA

Tris / Tricine / SDS yiikleme tamponu

Tris-Trisin Jel
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Sigma-Amerika
Sigma- Amerika
AstraZeneca- Amerika
Sigma- Amerika
BASF-Almanya
ATCC — Amerika
Sigma- Amerika
Sigma- Amerika
Biorelevant-ingiltere
ATCC — Amerika
Sigma- Amerika
Gattefossé- Fransa
Gattefossé- Fransa
BioRad- Amerika
Sigma- Amerika
Sigma- Amerika
ATCC- Amerika
Sigma- Amerika
Sigma- Amerika
Merck- Almanya
Merck- Almanya
Sigma- Amerika
ATCC - Amerika
Sigma- Amerika
BioRad- Amerika
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3.1.2. Kullanilan kitler

Exendin-4 ELISA Kiti (rat)
Insiilin ELISA Kkiti (rat)

3.1.3. Kullanilan hiicre

Insan kolon karsinoma hiicresi (Caco-2)

3.1.4. Kullanilan cihazlar

Bidistile su cihazi

CO2’li etiiv

Damlacik biiyiikligii 6lgtim aleti
Derin dondurucu (-80°C)
Dissoliisyon cihazi

Gegirimli Elektron Mikroskobu
Hassas terazi

Iklim kabini

Inverted mikroskop

Kan glikoz 6l¢iim cihazi
Laminar kabin

Lipoliz cihazi

Liyofilizator

Manyetik karistiric
Mikroplaka ELISA okuyucu
Mini Trans-Blot elektroforez cihazi
Santrifiij cihazi

pH 06lctim cihaz1

TEER 06l¢lim cihazi
Tiirbidimetre

Viskozimetre

Zeta potansiyel 6l¢tim aleti

Phoenix Pharmaceuticals- Amerika

Cloud —Clone Corp.- Amerika

ATCC — Amerika

SEM Basic Series, Amerika

New Brunswick, Almanya
Malvern-Zeta Sizer Nano ZS, Ingiltere
Arctiko, Danimarka

Pharma Test, Almanya

FEI G2 S TWIN, Amerika
Ohaus, Isvicre

Niive TK 252, Tiirkiye

Nikon, Amerika

VivaChek, Tiirkiye

Niive, Tiirkiye

Metrohm 902 Titrando, Isvicre
Labconco FreeZone 4.5, Amerika
IKA RO 10, Almanya

BioTek, Amerika

Bio-Rad, Amerika

Sigma, Amerika

Isolab, Almanya

WPI EVOM-2, Amerika

Velp Turbidimeter, Italya
Brookfield DV-111 Rheometer, Amerika

Malvern-Zeta Sizer Nano ZS, Amerika
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3.1.5. Kullanilan yazilimlar

Design Expert® Software Version 9.0.6
IBM® SPSS Statistics® V21

PKSolver (Zhang, Huo, Zhou ve Xie, 2010)
Rheocalc V2.4

XLSTAT 2016

CHEMIX School Ver.3.60

AutoCAD 2016

3.2. Yontem

Tez galismamiz in vitro ve in vivo ¢alismalar olmak tizere iki ana boéliimden olusmaktadir.
Invitro béliimde énformiilasyon ¢alismalar1, ELISA ydntemi ile exendin-4’{in miktar tayini,
exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiiklii kendiliginden nanoemiilsifiye olabilen sistemlerin
hazirlanmasi, exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiiklii kendiliginden nanoemiilsifiye
olabilen sistemlerin karakterizasyon ¢alismalari, kisa siireli fiziksel stabilite ¢alismalart,
uzun siireli fiziksel stabilite c¢alismalari, salim c¢alismalari, lipoliz ¢alismalari,
formiilasyonlarin hiicre canliligimna etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi, hiicre
biitiinliigiiniin degerlendirilmesi ve gegis ¢alismalarindan, in vivo béliimde farmakokinetik
ve farmakodinamik ¢aligmalardan olugsmaktadir. Yapilan calismalar Sekil 3.1°de gosterildigi

gibi 6zetlenmistir.
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. 3
Onformiilasyon
Cahismalar: )
h 4
Yag/ YEM/ Ucgen Faz
YYEM Oranlarimn Diyagramlarinin »{ Deney Tasarimi (DoFE)
Belirlenmesi Olusturulmasi
Exendin-4 icermeyen Optimum
SNEDDS'lerin Belirlenmesi
s ™ ™)
Exendin-4 I¢cermeyen Yiikleme En Yiiksek Yiikleme
Optimum SNEDDS'lere Etkinliginin ELISA Etkinligi Bulunan
Exendin-4 Yiiklenmesi Ydntemi ile Tayin Exendin-4 I¢eren
\ Edilmesi y SNEDDS'lerin Secilmesi 4

Kisa Siireli Fiziksel
Stabilite Cahsmalar

Optimum SNEDDS

Exendin-4 Iceren

Exendin-4 Iceren
Optimum SNEDDS

Secilmesi

Secilmesi

v

Exendin-4 .
ve Fxendin-4/kimostatin I¢eren
Optimum SNEDDS'lerin
Hazirlanmasi ve Karakterizasyon
Calismalan

H

Uzun Siireli

Stabilite Calismalar1

In vitro Salim
Cabgmalar:

In vitro Lipoliz
Caliymalar

SDS-PAGE Cahsmalan

v

Formiilasyonlarin Caco-2
Hiicrelerinin Canhili@ina Etkisi
ve Gecgis Calismalary

In vive Farmakokinetik ve
Farmakodinamik Calismalar

Sekil 3.1. Yontem akis semasi
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3.2.1. Onformiilasyon ¢alismalar

En uygun SNEDDS formiilasyonunu elde edebilmek igin kapsamli Onformiilasyon
calismalan yiiriitiildii. Oncelikle exendin-4 igermeyen SNEDDS’lerin hazirlanmasinda
farkli yag (etil oleat, Maisine®), yiizey etkin madde (Labrasol® Cremophor EL®), yardimci
coziiciiler (absolii alkol, propilen glikol) kullanilarak en uygun formiilasyon i¢in yardimci
bilesenler belirlendi. Formiilasyonlarin hazirlanmasinda {iggen faz diyagramindan
yararlanildi. Yag, siirfaktan, yardime1 ¢6ziicliniin birbirleriyle karisabilme ve berrak bir
¢ozelti olusturma durumu belirlendi. Yiizey etkin madde ve yardimci ylizey etkin madde
karigimlar1 belirlenen yag fazi ile titre edilerek yiizey etkin madde, yardimer yiizey etkin
madde ve yagdan olusan liggen faz diyagramlari olusturulduktan sonra berrak alan olusturan
bolge belirlendi. Bu alan ig¢indeki ii¢lii karisimlara su eklendiginde nanoemiilsiyonunun
olusabildiginin gosterilmesi i¢in karisimlar bidistile su ile titre edildi, bdylece
nanoemiilsiyon alani olarak bilinen berrak bdlgenin simirlar1 saptanarak en uygun
nanoemiilsiyon formiilasyonu belirlendi (Pouton, 2006; Rao ve digerleri, 2008; Zhang ve
digerleri, 2012c). Exendin-4 igermeyen SNEDDS formiilasyonlarinin olusturulmasindaki
onformiilasyon basamaklar: Sekil 3.2°de gosterildigi sekilde yapilda.
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Yag/YEM/ Y YEM oranlarinin belirlenmesi
(Cizelge 3.1)

Uggen faz diyagramlarmin olugturulmas:

Kangimlarn bidistile su ile titre edilmesi

En biyiik alan1 veren tiggen faz diyagramindan
formiilasvonlarin secilmesi

Formiilasyonlarda yapilan kontroller

En uygun formiilasyonlarin belirlenmesi

Sekil 3.2. Onformiilasyon ¢aligmalarinin akis semasi

Ucgen faz diyagramlarinda yararlanilarak % yag ve % yiizey etkin madde/ % yardimci

¢oziicii oranlar1 Cizelge 3.1°de belirtildi.

Cizelge 3.1. Uggen faz diyagramu icin ¢alisilan oranlar

%Yag (a/a) %Yiizey Etkin Madde/Yardimc1 Coziicti Karisimi (a/a)
10 90
20 80
30 70
40 60
50 50
60 40
70 30
80 20
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Onformiilasyon c¢aligmalar1 kapsaminda formiilasyonlar hazirlanirken Sekil 3.3’de
gosterildigi lizere ylizey etkin madde ve yardimer ¢oziicli tartildiktan sonra 500 rpm’de

manyetik karistiricida karistirildi. Yag fazi bu karisimin lizerine damla damla ilave edildi.

YEM YYEM

a(

@
&=

O )

)

Sekil 3.3. Exendin-4 igermeyen SNEDDS’lerin hazirlanmasi

Cizelge 3.1°de belirtilen oranlara gore hazirlanan formiilasyonlar arasindan se¢im yapmak
amaciyla asagidaki karakterizasyon caligsmalar1 formiilasyonlarin hazirlanmasindan hemen

sonra ve 5°C + 3°C sicaklikta 1, 7 ve 28 giin bekletilmesinden sonra gergeklestirildi.

Damlacik buyiikligii ve polidispersite indeksi

SNEDDS’lerin damlacik biiyiikligii ve dagiliminin 6l¢iilmesinde Malvern Zeta Sizer Nano
ZS cihaz1 kullanildi. Bu cihaz, lazer 151k sagilimi esasina gore ¢alismaktadir. Bu yontemde
cihaz, damlaciklar tarafindan yayilan 1s181n agisal dagilimini 6l¢gmektedir. SNEDDS’lerin 1
mL' sinin iizerine 50 mL bidistile su eklenerek 1:50 oraninda 6rnekler seyreltildi (USP30
NF 25). Seyreltme sonucu olusan nanoemiilsiyonlarin 1 mL'si tek kullanimlik kiivetlere
yerlestirilerek 25+0,5°C sicaklikta nanoemiilsiyonlarin damlacik biiytikliiklerinin 6l¢timleri
gergeklestirildi. Olgiimler {ic kez tekrarlanarak ortalama damlacik biiyiikliigi (DB) ve
polidispersite indeksi (PDI) ve standart sapmalar (SS) hesaplandu.
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Zeta potansivyel

Zeta potansiyel (ZP), damlaciklarin yiizeyindeki elektriksel yiikii gdsteren ve emiilsiyonlarin
fiziksel stabilitesine etki eden 6nemli bir parametredir. Formiilasyonda kullanilan yardimci
maddeler, damlaciklarin yiizeyindeki elektriksel yiikii etkilemektedir. Yardimci1 maddelerin
zeta potansiyele etkisini degerlendirmek amaciyla, dlglimler Malvern Zeta Sizer Nano ZS
cihazinda gerceklestirildi. SNEDDS’ler 1:50 oraninda bidistile su ile seyreltildi (USP30 NF
25). Seyreltme sonucu olusan nanoemiilsiyonlarin 1 mL'si kapiller hiicrelere yerlestirildi ve
25+0,5°C sicaklikta nanoemiilsiyonlarn zeta dlgiimleri gerceklestirildi. Olgiimler ii¢ kez

tekrarlanarak ortalama zeta potansiyel ve standart sapma hesaplandi.

Emiilsifikasyon zamani

SNEDDS’ler 1:50 oraninda bidistile su ile seyreltildi (USP30 NF 25) ve emiilsifiye olma
zamanlar1 (emiilsifikasyon zamani) 6l¢iildi. SNEDDS’lerin emiilsifikasyon zamanlart ve
goriintimleri derecelendirme sistemine gore degerlendirildi. Bu siniflandirmaya gore; berrak
veya mavimsi bir gériinlime sahip hizli bir sekilde (1 dakikadan az) olusan nanoemiilsiyonlar
"A Sinift", mavimsi beyaz goriiniimlii daha az saydam nanoemiilsiyonlar "B Smifi", 2 dakika
icinde siit goriiniimiinde olusan emiilsiyonlar “Siif C”, 2 dakika iizerinde olusan grimsi

beyaz emiilsiyonlarla hafif yag gortintimii “Simif D” olarak adlandirildi.
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Onformiilasyon calismalari-1

Yag fazi/YEM/YYEM oranlar (Cizelge 3.1)

|
Y v

Yag faz1: Maisine® YEM: Labrasol® / YYEM: Propilen glikol

Labrasol®:Pr0pilen glikol (1:2;1:1,5;1:1;2:1,3:1;4:1;5:1;6:1)

v

Uggen faz diyagramlarinm olugturulmasi

En biiyik alani veren tiggen faz diyagramindan (Labras 01®/pr0pilen glikol 4:1 oran1) formiilasyonlarin
segilmesi

Formiilasyonlarda yapilan kontroller

En uygun formiilasyonlarin belirlenmesi

Sekil 3.4. Maisine®/Labrasol®/propilen glikol igeren SNEDDS’lerle yapilan énformiilasyon
caligmalarinin akis semasi

Sekil 3.4’te gosterildigi iizere yiizey etkin madde ve yardimci ¢oziicii karisimlarinin
oranlarinin belirlenmesinde ilk olarak Labrasol® (yiizey etkin madde): propilen glikol
(yardimci ¢oziicii) i¢in 1:2, 1:1,5, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1 ve 6:1 oranlar1 ¢alisildi. Yag faz1
olarak Maisine® kullanildi. Cozeltilerde bulaniklik gdzlendigi andaki bidistile su miktarlari
hesaplanarak CHEMIX® programinda ii¢gen faz diyagramlari olusturuldu. Cizilen iiggen faz
diyagramlarmdan en biiyiik alan1 veren Labrasol®/propilen glikol orani 4:1 olan {icgen faz
diyagrami (Sekil 3.5) iizerinde agirlik merkezi Autocad® programu ile belirlendi ve agirlik
merkezi etrafinda segilen noktalardaki formiilasyonlar hazirlandi. SNEDDS’lerin 1 g' nin

iizerine 50 mL bidistile su eklenerek 1:50 oraninda 6rnekler seyreltildi (USP30 NF 25).
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Labrasol®/Propilen glikol
% % %
Maisine® | Labrasol® PG
----- Al 30 45 15
20 B 25 60 15
s0 [c| 20 64 16
D 63 17
Maisine _—— Bidistile su
10 20 30 40 S0 6 70 80 90

Sekil 3.5. Labrasol®/propilen glikol orani 4:1 igeren formiilasyonlarin {iggen faz diyagrami

Secilen formiilasyonlar 5°C + 3°C’de 28 giin siireyle bekletildi. Bu formiilasyonlar
emiilsifikasyon zamani, damlacik biiyikliigl, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel

acisindan degerlendirildi.

Secilen formiilasyonlara bidistile su ile seyreltme oraninin etkisinin olup olmadigi arastirildi.
Formiilasyonlar 1:50 (USP30 NF 25) ve 1:250 (1 g formiilasyonunun bir bardak su (250 mL)
ile alinmasi) oranlarinda bidistile su ile seyreltildi. Bu formiilasyonlar emiilsifikasyon
zamani, damlacik biiyiikligii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel ag¢isindan

degerlendirildi.
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Onformiilasyon calismalari-2

Yag fazy YEM/YYEM oranlan (Cizelge 3.1)

|
Y Y

Yag fazt: Maisine® YEM: Cremophor EL®/ YYEM: Propilen glikol

Cremophor EL®:Pr0pilen glikol (1:1,2:1,3:1)

Y

Uggen faz diyagramlarmin olugturulmasi

Sekil 3.6. Maisine®/Cremophor EL®/propilen glikol iceren SNEDDS’lerle yapilan
onformiilasyon ¢aligsmalarinin akis semasi

Sekil 3.6°da gosterildigi iizere Maisine® yag fazi, Cremophor EL® yiizey etkin madde ve
propilen glikol yardime: ¢dziicii olarak segildi. Cremophor EL®: Propilen glikol oranlari 1:1,
2:1 ve 3:1 olarak belirlendi.
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Onformiilasyon calismalari-3

Yag faz/YEM/Y YEM oranlan (Cizelge 3.1)

|
Y Y

Yag fazi: Etil oleat YEM: Cremophor EL® / YYEM: Absolii etanol

Cremophor EL®:Absolii etanol (1:1, 2:1,3:1, 4:1)

v

Uggen faz diyagramlarmm olugturulmas:

En biiytik alan1 veren tiggen faz diyagrammdan (Cremophor EL ®/absolii ctanol 3:1

oran1) formiilasyonlarin segilmesi

Formiilasyonlarda yapilan kontroller

En uygun formiilasyonlarn belirlenmesi

Sekil 3.7. Etil oleat®/Cremophor EL®/absolii etanol igeren SNEDDS’lerle yapilan
onformiilasyon caligmalarinin akis semasi

Sekil 3.7°de gosterildigi iizere etil oleat yag fazi, Cremophor EL® yiizey etkin madde ve
absolii etanol yardime1 ¢dziicii olarak secilen formiilasyonlar hazirlandi. Cremophor EL®:
absolii etanol 1:1, 2:1, 3:1 ve 4:1 oranlarinda hazirlandi. Olusan berrak ¢ozeltiler bidistile su
ile titre edildi. Cozeltilerde bulaniklik gozlendigi andaki bidistile su miktarlar1 hesaplanarak
CHEMIX® programinda iicgen faz diyagramlari olusturuldu. Cizilen iiggen faz
diyagramlarindan en biiyiikk alan1 veren tiggen faz diyagrami (Sekil 3.8) tizerinde agirlik
merkezi Autocad® programu ile belirlenerek agirlik merkezi etrafinda segilen noktalardaki
formiilasyonlar hazirlandi. Hazirlanan formiilasyonlar exendin-4’tin saklama kosullar
olarak belirtilen 5°C + 3°C’de 28 giin siireyle bekletildi. Formiilasyonlar USP30 NF 25'e

gore 100 rpm'de manyetik karistirict iizerinde 1:50 seyreltme oraninda bidistile su ile
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seyreltildi. Bu formiilasyonlar emiilsifikasyon zamani, damlacik biiytikliigii, polidispersite

indeksi ve zeta potansiyel acisindan degerlendirildi.

Cremophor EL"/absoll etanol[ o, % %
Etil | Cremophor | Absoli
oleat EL® etanol

E1 | 35,00 13,75 1625

E2 | 30,00 32.50 17,50

20 A E3 | 25,00 356,25 18,75
§C E4 | 20,00 60,00 20,00

5 63.75 2125

Bidistile su

Etil oleat 4 7 7 7 7 7 7 7 7
20 0 30 C 0 $C

Sekil 3.8. Cremophor EL®: absolii etanol 3:1 iceren formiilasyonlarla ¢izilen licgen faz
diyagrami

Deney tasarimi (DoE) yaklasimi ile formiilasyonlarin optimizasyonu

SNEDDS’lerin hazirlanmasinda 6n bilgi edinmek amaciyla DoE yaklagimindan faydanildu.
Bu amagla Design Expert® Version 9.0.6 programina daha dnce yapilan galigmalardan elde
edilen veriler girilerek uygun bir tasarim alani olugsmasi saglandi ve program tarafindan en

uygun formiilasyon belirlendi.

DoE yaklagiminda ile formiilasyonlarin optimizasyonunda; hem eleme hem de formiilasyon
optimizasyonu amaciyla D-optimal tasarimi kullanildi. Yanit yiizey yontem bilimi (RSM)
bagimli degiskenler ile buna etki eden bagimsiz degiskenler arasindaki iliskinin

anlasilmasinda, istenen yanit degerlerini elde etmek i¢in olmasi gereken faktor degerlerinin
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tahmin edilmesinde ve bu sayede optimum formiilasyonun belirlenecegi tasarim alaninin
olusturulmasinda kullanildi. Bagimsiz degiskenler yag miktar1 ve yiizey etkin
madde/yardimei ¢oziicli orani, bagimli degiskenler ise damlacik biiyiikligil, polidispersite

indeksi, ve zeta potansiyel olarak secildi.

DoE ile formiilasyonlarin optimizasyonunda yardimci madde olarak etil oleat (yag fazi),
Cremophor EL® (yiizey etkin madde), absolii etanol (yardimci ¢dziicii) kullanildi. Yiizey
etkin madde/yardimci ¢6ziicli oran1 6nceki ¢alismalardan elde edilen verilere dayanarak 3:1
secildi. Bagimsiz degiskenler; yag miktar1 (A) ylizey etkin madde/yardimci ¢oziicii miktar
(B) olarak belirlendi (Cizelge 3.2). Bagimli degiskenler olarak damlacik biiytikliigii (DB),
polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyel (ZP) olarak belirlendi. Istatistiksel tasarim
i¢in Design Expert® Version 9.0.6 kullanildi. 3 (3 diizey, 2 faktor) rastgele deney diizeni 2
tekrarli toplam 18 deney yapildi.

Cizelge 3.2. 3% faktdriyel D-optimal deney tasarimi

Bagimsiz degisken
. . Yiizey etkin madde/Yardime1
Seviye Yag miktari (g) coziicii miktart (g)
Diisiik 0,5 1,5
Orta 1 2
Yiksek 15 2,5

Optimum formiilasyon i¢in hedeflenen iiriin profili Cizelge 3.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Hedeflenen {iriin profili

Damlacik biiytikliigi <50 nm

Polidispersite indeksi <0,2

Cremophor EL® yiiksek emiilsifikasyon yetenegine sahip bir yiizey etkin madde olarak
formiilasyonlarda kiigiik damlacik biiyiikliigiinii ve polidispersite indeksini saglamada
onemli bir role sahiptir. Ancak yiiksek oranlarda Cremophor EL® toksisite problemlerine
sebep olabilecegi igin formiilasyonlarda Cremophor EL®’in oramini diisiirmek igin

Cremophor EL® ve Labrasol® karisimmin kullamldig: formiilasyonlar gelistirildi.



57

Onformiilasyon Calismalari-4

Yag fazv YEM/YYEM oranlar (Cizelge 3.1)

¥ ¥
Yag faz1: Etil oleat YEM: Cremophor EL®/Labrasel® YYEM: Absolii etanol
¥
Cremophor EL®:Labrasol (1:1,2:1,3:1, 1:2,1:3)
y

Cremophor EL®:Absolii etanol @G:0)

v

Uggen faz diyagramlarmimn olusturulmas:

En bityiik alam

veren tiggen faz divagramindan (Cremophor FL®Tabrasol®
(1:2) oram) formiilasyonlarin se¢ilmesi

Formiilasyonlarda yapilan kontroller

En uygun formiilasyonlarin belirlenmesi

Sekil 3.9. Etil oleat®/Cremophor EL®/Labrasol®/absolii etanol igeren SNEDDS’lerle yapilan
onformiilasyon caligmalarinin akis semasi

Sekil 3.9°da gosterildigi lizere yag fazi olarak etil oleat, yiizey etkin madde olarak
Cremophor EL® ve Labrasol® karisimi, yardimer ¢dziicii olarak absolii etanol igeren
formiilasyonlar gelistirildi. Yiizey etkin madde oranlari Cremophor EL®/Labrasol® i¢in 1:1,
2:1, 3:1, 1:2 ve 1:3 oranlar1 ¢alisildi. Cremophor EL®/Labrasol® (yiizey etkin madde) ve
absolii etanol (yardimci ¢6ziicli) i¢in 3:1 orani kullanildi. Olusan berrak ¢ozeltiler bidistile
su ile titre edildi. Cozeltilerde bulaniklik goézlendigi andaki bidistile su miktarlar
hesaplanarak CHEMIX® programinda iiggen faz diyagramlari olusturuldu. Cizilen iiggen faz
diyagramlarindan en biiylik alan1 veren tiggen faz diyagrami (Sekil 3.10) iizerinde agirlik
merkezi Autocad® programu ile belirlenerek agirlik merkezi etrafinda secilen noktalardaki

formiilasyonlar hazirlandi.
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Cremophor EL®/ Labrasol®/Etanol

% % a..|
Labrazol'|Abzolii
etanol
325 |1625
350 |17.50
375 |18,75
400 |20,00
425 |2125

10
. v v 7 7 v 7 7 v 7 Bidistile su

Etil oleat 1 20 30 40 50 60 70 80 50

Sekil 3.10. Etil oleat: Cremophor EL®/Labrasol® (1:2): Absolii etanol iceren
formiilasyonlarin liggen faz diyagrama.

Hazirlanan formiilasyonlar 5°C + 3°C’de 28 giin siireyle bekletildi. Formiilasyonlar USP30
NF 25'e gore 100 rpm'de manyetik karistiric iizerinde 1:50 seyreltme oraninda bidistile su
ile seyreltildi. Bu formiilasyonlar emiilsifikasyon zamani, damlacik biyikligi,

polidispersite indeksi ve zeta potansiyel agisindan degerlendirildi.
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Onformiilasyon Calismalari-5

Yag fazYEM/Y YEM oranlari (Cizelge 3.1)

Y X
Ya§ faz1: Etil oleat YEM: Cremophor EL®/Labrasol® YYEM: Propilen glikol
X
Cremophor EL®:Labrasol (1:1,2:1,3:1,1:2,1:3)
Y
Cremophor EL®:Pr0pilen glikol (3:1)

Y

Uggen faz diyagramlarnin olusturulmas:

En buyiik alam

veren liggen faz divagramindan (Cremophor EL®/Labrasol®
2:1 ve 3:1 oram) formiilasyonlarin secilmesi

v

Formiilasyonlarda yapilan kontroller

En uygun formiilasyonlarin belirlenmesi

Sekil 3.11. Etil oleat®/Cremophor EL®/Labrasol®/propilen glikol iceren SNEDDS’lerle
prop g
yapilan onformiilasyon ¢aligsmalarinin akis semasi

Sekil 3.11°de gosterildigi lizere yag fazi olarak etil oleat, yiizey etkin madde olarak
Cremophor EL® ve Labrasol® karisimi, yardimer ¢dziicii olarak propilen glikol igeren
formiilasyonlar gelistirildi. Yiizey etkin madde olarak Cremophor EL®/Labrasol® igin 1:1,
2:1, 3:1, 1:2 ve 1:3 oranlan calisildi. Cremophor EL®/Labrasol® (yiizey etkin madde) ve
propilen glikol (yardimci ¢6ziicii) igin 3:1 orani kullanildi. Olusan berrak ¢ozeltiler bidistile
su ile titre edildi. Cozeltilerde bulaniklik goézlendigi andaki bidistile su miktarlar
hesaplanarak tliggen faz diyagramlar1 olusturuldu. Cizilen iliggen faz diyagramlarindan en
biiyilk alan1 veren iiggen faz diyagramlari (Sekil 3.12-3.13) iizerinde agirlik merkezi
Autocad® programi ile belirlenerek agirlik merkezi etrafinda segilen noktalardaki

formiilasyonlar hazirlandi.
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Cremophor EL®/ Labrasol®/Propilen glikol

% % % %
10 Etil |Cremophor{Labrazol*| PG
16,25 16,25
1750 [17,50
18,75 [18,75

70,001 | 20,00

21,25 2125

- ‘Bidistile su
Etil oleat !

Sekil 3.12. Etil oleat: Cremophor EL®/Labrasol® (2:1): Propilen glikol iceren
formiilasyonlarin tiggen faz diyagrami
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Cremophor EL® | Labrasol®/Propilen glikol

] %% % ]
Etil |{Cremophor[L abrazel’| PG
H. &

121840 16.25
13.125 17.50
14.060 18.75
15 000 20.00
15.540 21.25

. 7 7 f 7 f 7 7 7 7 Bidistile su
Etil oleat 5 20 30 40 50 60 70 80 50

Sekil 3.13. Etil oleat: Cremophor EL®/Labrasol® (3:1): Propilen glikol iceren
formiilasyonlarin tiggen faz diyagrami

Hazirlanan formiilasyonlar 5°C + 3°C’de 28 giin siireyle bekletildi. Formiilasyonlar USP30
NF 25'e gore 100 rpm'de manyetik karistirict iizerinde 1:50 seyreltme oraninda bidistile su
ile seyreltildi. Bu formiilasyonlar emiilsifikasyon zamani, damlacik biiyiikligi,

polidispersite indeksi ve zeta potansiyel acisindan degerlendirildi.
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Onformiilasyon Calismalari-6

Yag faz/YEM/Y YEM oranlar1 (Cizelge 3.1)

y Y

Yag faz1: Etil oleat YEM: Cremophor EL®/Labrasol® YYEM: Propilen glikol/Absolii etanol

Cremophor EL®/Labrasol @:D Propilen glikol/Absolii etanol](3:1)

 —— Y

[Cremophor EL®/Labrasol] :[Propilen glikol/Absolii etanol][3:1]

y

Uggen faz diyagramlarmin olugturulmasi

En biiyiik alam
veren liggen faz divagramindan formiilasyonlarn segilmesi

v

Formiilasyonlarda yapilan kontroller

En uygun formiilasyonlarmn belirlenmesi

Sekil 3.14. Etil oleat®/Cremophor EL®/Labrasol®/propilen glikol/absolii etanol igeren
SNEDDS’lerle yapilan 6nformiilasyon ¢alismalarinin akis semasi

Sekil 3.14°de gosterildigi lizere yag fazi olarak etil oleat, ylizey etkin madde olarak
Cremophor EL® ve Labrasol® karisimi, yardimer ¢oziicii olarak propilen glikol ve absolii
etanol iceren formiilasyonlar gelistirildi. Yiizey etkin madde oranlar1 Cremophor
EL®/Labrasol® icin 2:1 orani calisildi. Propilen glikol ve absolii etanol i¢in 3:1 orani
kullanildi. Olusan berrak c¢ozeltiler bidistile su ile titre edildi. Cozeltilerde bulaniklik
gdzlendigi andaki bidistile su miktarlar1 hesaplanarak CHEMIX® programinda iiggen faz
diyagramlari olusturuldu. Cizilen iiggen faz diyagramlarindan en biiyiik alan1 veren ii¢gen
faz diyagrami (Sekil 3.15) iizerinde agirlik merkezi Autocad® programi ile belirlenerek

agirlik merkezi etrafinda segilen noktalardaki formiilasyonlar hazirlandu.
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Cremophor EL®/Labrasol®/ Propilen glikol/absolii etanol

% % % % %
2 Etil |CremophoriLabrasol] PG |Absolii
10 oleat| EL* etanol

90 [l 35 | 325 | 1625 [12.1875]4.0625
J2] 30 | 350 | 17.50 [13.12504.3750
o3| 25 | 375 | 1875 [14.0625]4.6875
20 |__400 | 2000 [15.00005.0000

15 425 21.25 ]15.9375]5.3125

30

g . N Bidistile su
/7 / 4 7/ 4 /7 / 4 74
Etil oleat 34 50 ) 90

Sekil 3.15. Etil oleat: Cremophor EL®/Labrasol® (2:1): propilen glikol/absolii etanol (3:1)
iceren formiilasyonlarin ticgen faz diyagrami

Hazirlanan formiilasyonlar 5°C + 3°C’de 28 giin siireyle bekletildi. Formiilasyonlar USP30,
NF 25'e gore 100 rpm'de manyetik karistiric iizerinde 1:50 seyreltme oraninda bidistile su
ile seyreltildi. Bu formiilasyonlar emiilsifikasyon zamani, damlacik biyiikligi,

polidispersite indeksi ve zeta potansiyel agisindan degerlendirildi.

Onformiilasyon galigmalarinda liggen faz diyagramlarindan segilen; emiilsifikasyon zamani,
damlacik biiyiikliigli, polidispersite indeksi acisindan 5°C + 3°C’de 28 giin siireli stabilite
caligmalar1 sonucunda Boliim 3.2.1°de anlatilan hedef diriin profiline (Cizelge 3.3) uygun

bulunan formiilasyonlar exendin-4 yiiklenmek tizere se¢ildi.
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3.2.2. ELISA yontemi ile exendin-4’iin miktar tayini

Exendin-4’iin miktar tayini exendin-4 ELISA kitiyle (EK-070-94/ Phoenix Pharmaceuticals,
CA) gergeklestirildi. Bu kit, yarismali bir enzim immiinotayin ilkesine dayanan spesifik bir

peptitin (exendin-4) ve ilgili peptitlerin konsantrasyonunun &lgiilmesi igin tasarlanmuistir.

ELISA Kitinin galisma prensibi asagida verilmektedir:

Bu kitteki immiinoplaka, spesifik olmayan baglanma yerleri bloke edilmis ikincil bir antikor
ile nceden kaplanmistir. ikincil antikor, birincil antikorun Fc fragmanina baglanabilir. Bu
birincil antikorun Fab fragmani, standart peptit ¢ozeltisinde ya da bilinmeyen numunede
hem biyotinlenmis peptit hem de hedef peptit tarafindan yarismali bir sekilde
baglanmaktadir. Biyotinlenmis peptit, substrat soliisyonunu katalize eden streptavidin-
horseradish peroksidazi (SA-HRP) ile etkilesir. Ortaya ¢ikan sar1 rengin yogunlugu,
biyotinlenmis-peptit-SA-HRP kompleksinin miktar1 ile dogru orantilidir. Ancak hedef
peptitin miktar (standart peptit ¢ozeltisi veya bilinmeyen numune) ile ters orantilidir (Sekil
3.16) . Bu, birincil antikorla baglanmak i¢in biyotinlenmis peptit ile hedef peptit arasindaki
yarigmadan kaynaklanmaktadir. Standart bir egri, bilinen ¢esitli standart peptit
konsantrasyonlarmin (X) bir fonksiyonu olarak olgiilen optik dansiteyi (y) g¢izerek
olusturulabilir. Numunelerde bilinmeyen peptit konsantrasyonu, bu standart egriyi temel

alan ekstrapolasyon yoluyla belirlenebilir (Avrameas, 1992; Porstmann ve Kiessig, 1992).

Sekonder antikorla Primer antikor [Peptit SA-HRP Substrat Renk
kaplanmis plaka
.

Biyotinlenmis

peptit

Sekil 3.16. Exendin-4 ELISA Kitinin (EK-070-94/ Phoenix Pharmaceuticals, CA) ¢alisma
prensibi

Exendin-4 ELISA kitine ait validasyon parametreleri asagida verilmistir.

Duyarlilik: 0,08 ng/mL
Dogrusallik: 0,08 — 0,86 ng/mi
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Tayin limiti: 0-100 ng/mL
Test i¢i varyasyon: <%10

Testler aras1 varyasyon: <%15

Exendin-4 ELISA kitinin ¢alisma protokiilii asagida 6zetlenmistir:

Kuyucuk basina 50 pL standart, ornek ya da pozitif kontrol ve 25 puL primer antikor ve

biyotinlenmis peptit eklendi.
Oda sicakliginda (20-23 °C) 2 saat inkiibe edildi.

Herbir kuyucuk basma 350 puL 1x assay tamponu eklenerek immunoplaka 4 kez yikandi.
Herbir kuyucuk basina 100 pL. SA-HRP ¢o6zeltisi eklendi.

Oda sicakliginda (20-23 °C) 1 saat inkiibe edildi.

Herbir kuyucuk ba}na 350 uL 1x assay tamponu eklenerek immunoplaka 4 kez yikandi.
Herbir kuyucuk bailna 100 pL substrat ¢ozeltisi eklendi.

Oda sicakliginda (20-23 °C) 1 saat inkiibe edildi.

Herbir kuyucuk bagma 100 pL 2N HCI eklenerek reaksiyon baslatildi.

Immunoplaka mikroplaka okuyucuya yerlestirilerek kuyucuklarda olusan sar1 rengin optik
yogunlugu 450 nm’de Ol¢iildii ve gerekli hesaplamalar kit protokoliinde belirtilen 4-5
parametrik regresyon kullanilarak XLSTAT® programinda yapildi. Hazirlanan

standartlardan hareketle hiperbolik egri ¢izildi.

3.2.3. Exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiiklii kendiliginden nanoemiilsifiye olabilen

sistemlerin hazirlanmasi

Onformiilasyon calismalari sonucu hedef profile uygun formiilasyonlar secildikten sonra,
exendin-4 yiiklii SNEDDS formiilasyonlar1 hazirlandi. SNEDDS’lerin hazirlanmasinda
(Sekil 3.17); exendin-4’iin 2,5 ug’lik flakonlara porsiyonlar halinde boliinmesi igin 6nce 100
ug exendin-4 1 mL DMSO ¢ozeltisinde (% 0,1) ¢6ziildii, daha sonra 25 pL’lik hacimlerde
liyofilize edildi. Liyofilize haldeki exendin-4 yag faz1 igerisinde dagitildi. Yiizey etkin

madde ve yardimc1 ¢oziiciiler 500 rpm’de karistirildi. Yiizey etkin madde/yardimer ¢oziicii
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karisiminin {izerine exendin-4 igeren yag fazi damla damla ilave edilerek formiilasyonlar
hazirlandi. /n vivo ¢alismalarda kullanilacak dozlarda exendin-4 2,5 pg ve kimostatin 0,125
ng (enzim inhibitorii olarak kullanildigi etkin konsantrasyon) ilave ederek exendin-

4/kimostatin i¢eren formiilasyonlar da ayni sekilde hazirlandi.

DMSO { ’ A
’b\ ﬁ ‘"\»v_//’/ ! \\\V///
¥ liyofilizasyon
_ exendin-4 ." A
exendin-4 liyofilize toz S ~ ~
SNEDDS Kendiliginden

Yag fazil Yiizey etkin madde/ emulsifiye olan

Yardimci ¢oziicu

nanoformulasyon

Sekil 3.17. Exendin-4 yiikli kendiliginden nanoemiilsifiye olabilen sistemlerin hazirlanmasi

Onformiilasyon calismalar1 sonucunda asagida belirlenen formiilasyonlara exendin-4

yiiklendi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Onformiilasyon ¢alismalar1 sonucunda belirlenen formiilasyonlar ve yardimci

madde oranlari

Formiilasyon | Yag faz1 (%) Yiizey etkin madde (%) Yardimci Coziicii (%)
E2 Etil oleat Cremophor EL® %52,5 Etanol %17,5
%30
F (DoE) Etil oleat Cremophor EL® %62,5 Etanol %20,83
%16,67
15 Etil oleat Cremophor EL® %47,81- Propilen glikol %21,25
%15 Labrasol® %15,94
H5 Etil oleat Cremophor EL® %42,5- Propilen glikol %21,25
%15 Labrasol® %21,25
G5 Etil oleat Cremophor EL® %21,25- Etanol %21,25
%15 Labrasol® %42,5
J5 Etil oleat %15 Cremophor EL® %21,25- Etanol %5,3125-
Labrasol® %42,5 Propilen glikol %15,9375
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Onformiilasyon ¢alismalar1 sonucunda belirlenen %30,00 etil oleat, %52,50 Cremophor
EL®, %17,50 absolii etanol iceren E2; %16,67 etil oleat, %62,50 Cremophor EL®, % 20,83
absolii etanol iceren F; %15,00 etil oleat, %21,25 Cremophor EL®, %42,5 Labrasol®, %
21,25 absolii etanol igeren G5; %15,00 etil oleat, %42,5 Cremophor EL®, %21,25 Labrasol®,
%21,25 propilen glikol igeren H5; %15,00 etil oleat, %47,81 Cremophor EL®, %15,94
Labrasol®, % 1,25 propilen glikol igeren 15, %15,00 etil oleat, %42,5 Cremophor EL®,
%21,25 Labrasol®, %15,94 propilen glikol, %5,31 absolii etanol iceren J5

formiilasyonlarina exendin-4 yiiklendi.

En uygun formiilasyonun se¢imi i¢in exendin-4 yiikkleme etkinligi exendin-4 ELISA Kiti
kullanilarak hesaplandi. Sekil 3.17°deki semaya gore hazirlanan formiilasyonlar 1:50
oraninda bidistile suyla seyreltildi. Formiilasyonlar 8.000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek
ayrild1. Ustteki berrak kisim alinarak yiikleme etkinligi indirekt yontemle belirlendi. Direkt
yontemde indirekt yontemden farkli olarak santrifiijleme islemi yapilmaksizin
nanoemiilsiyonun tizerine % 10°luk Triton-X ilave edilerek yag damlaciklari pargalanmasi
saglandi. Miktar tayini i¢in ELISA kitin protokolii uygulanarak standartlardan hareketle
XLSTAT® programina gore 4 degiskenli lojistik regresyon kullanilarak hiperbolik egri

cizildi. Hiperbolik egri esitliginden orneklerdeki exendin-4 konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.2.4. Exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiiklii kendiliginden nanoemiilsifiye olabilen

sistemlerin karakterizasyon ¢alismalari

Kendiliginden emiilsifiye olan sistemlerle ilgili gilincel literatiire gére karakterizasyon
parametreleri emiilsifikasyon zamani, damlacik biiyiikliigii, polidispersite indeksi, zeta
potansiyel, tiirbidite, pH ve viskozite olarak belirlendi. Emiilsifikasyon zamani, damlacik
biiytikliigi, polidispersite indeksi, zeta potansiyel Boliim 3.2.1°de anlatildig: sekilde yapildi.

Viskozite, pH ve tilirbidite 6l¢clim ¢alismalar1 asagida ayrintili olarak verilmistir.

Reolojik ozellikler ve viskozite

Exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’ler Boliim 3.2.4’de anlatildigi gibi
hazirlandiktan sonra viskozite Gl¢timleri Brookfield DV-1II Rheometer ile 25+0,1°C'de

sicaklikta gergeklestirildi. Olgiim i¢in cihazin % dénme momenti (% torque) 10-100 arasinda
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olacak sekilde ayarlandi. Cihazin yazilim programinin (Rheocalc V2.4) verdigi kayma
hizina karst kayma gerilimi grafigi c¢izildi. Grafiklerin egiminden SNEDDS’lerin

viskoziteleri (mPa.s) hesaplandi (n=3).

pH

Exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’ler Boliim 3.2.4’de anlatildig1 gibi
hazirlandiktan sonra formiilasyonlar bidistile su ile 1:50 oraninda seyreltildi. pH 6l¢iimleri
ISOLAB pH 6l¢tim cihazi kullanilarak gergeklestirildi (n=3).

Turbidite (bulaniklik)

Exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’ler Boliim 3.2.4’de anlatildigi gibi
hazirlandiktan sonra formiilasyonlar bidistile su ile 1:50 oraninda seyreltildi. Tirbidite

(bulaniklik) 6l¢timleri tiirbidimetre kullanilarak 0-200 NTU araliginda yapildi (n=3).

Morfolojik goriintiileme

Formiilasyonlarin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi igin exendin-4 igermeyen
formiilasyon, exendin-4 yikli formiilasyon ve exendin-4/kimostatin yiiklii formiilasyon
Ankara Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii’nde Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)
FEI G2 S TWIN cihaz1 kullanilarak goriintiilendi. TEM goriintiileme icin bakir 1zgara
tizerine 1:50 oraninda bidistile su ile seyreltilmis formiilasyondan 10 pL damlatildi. Daha
sonra lizerine %1 (a/h) fosfotungustik asit i¢eren ¢ozeltiden 10 pL eklenerek boyandi ve oda
sicakliginda en az 5 dakika kurumaya birakildi. Goriintiiler 100 kV’da alindi (Parmar ve
digerleri, 2012).

3.2.5. Kisa siireli fiziksel stabilite calismalar

Kisa siireli fiziksel stabilite ¢alismalar1 1 ay siireli olarak 5°C + 3°C, 25°C £ 2°C/60% + 5%
bagil nem ve 40°C £ 5°C/%75 £ %5 bagl nemde yapildi. Damlacik biyiikligu,
polidispersite indeksi, zeta potansiyel dl¢timleri Boliim 3.2.1°de anlatildig sekilde tiirbidite,

pH ve viskozite 6l¢iimleri Boliim 3.2.4.’te anlatildig1 sekilde gerceklestirildi (n=3).
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3.2.6. Uzun siireli fiziksel stabilite calismalar:

Uzun stireli fiziksel stabilite calismalarina kisa stireli stabilite calismalarina gore en uygun
formiilasyon olarak belirlenen exendin-4 ve exendin-4/kimostatin igeren H5 SNEDDS’ler
ile devam edildi. Calismalar ICH kilavuzuna gore 12 ay siireli olarak 5°C+3°C ve 25°C +
2°C/60% bagil nemde yiiriitildii (ICH Q1A (R2) Guideline, 2003). Exendin-4 ve exendin-
4/kimostatin igeren H5 SNEDDS’ler Bo6liim 3.2.3’te hazirlandi. Bu formiilasyonlar igin
damlacik buytikligi, polidispersite indeksi, zeta potansiyel olgiimleri Bolim 3.2.1°de
anlatildig1 sekilde tiirbidite, pH ve viskozite dlglimleri Boliim 3.2.4."te anlatildig1 sekilde
gergeklestirildi (n=3).

3.2.7. In vitro salim ¢calismalari

In vitro salim caligmasi, yiiksek exendin-4 yiikleme etkinligi bulunan H5 SNEDDS
formiilasyonuyla yapilds. ilgili giincel literatiir 15131nda exendin-4’iin salim ¢aligmalar1, USP
palet yontemiyle, 2 saat siireyle hem pH 1,2 (0,1 N HCI) hem de pH 6,8 fosfat tamponu
kullanarak gerceklestirildi (Shahba, Mohsin ve Alanazi, 2012). Salim ortam1 hacmi 500 mL,
sistem sicakligi 37°C+0,5 ve paletin dénme hizi 50 rpm olarak belirlendi. Exendin-4 yiikli
SNEDDS’ler Bolim 3.2.4’de anlatildigr sekilde hazirlandi. Exendin-4 yiikleme etkinligi
dikkate alinarak 2,5 ug exendin-4 i¢ceren 1200 puL (1 g) SNEDDS kapsiillere (Vcaps Plus®,
00el) dolduruldu. Kapsiiller kiigiik batiricilara (sinker) yerlestirilip pH 1,2 ve pH 6,8 tampon
iceren 500 mL salim ortamlarina atilarak deney baslatildi (Resim 3.1.) (n=3). 5., 15., 30., 60.
ve 120. dakikalarda 1’er mL 6rnek alindi. Alinan 6rneklerin konsantrasyonlarit ELISA kitiyle

hesaplanarak in vitro salim profilleri ¢izildi.



Resim 3.1. Kapsiil igerisindeki formiilasyonun in vitro salim galigmalari

3.2.8. In vitro lipoliz calismalar1*

Formiilasyonun gastrik ortamda ve emilim sonrasi lipolize ugraylp ugramadiginin
anlasilmasi igin in vitro lipoliz ¢alismalar1 yapildi. Gastrik ortamda bulunan gastrik lipaz
icin Candida Antartica Lipase, intestinal ortamda lipoliz deneyi i¢in pankreatin lipaz
kullanildi. Calisma 37+0,5°C sicaklikta Metrohm 902 Titrando titrasyon cihazinda (Resim
3.2) FaSGIF (aglik durumunu taklit eden mide ortami) ve FaSSIF (a¢lik durumunu taklit
eden bagirsak ortami) biyouyumlu ortamlari kullanilarak gergeklestirildi. Gastrik lipoliz igin
36 mL FaSGIF biyouyumlu ortamina lipolizi incelenecek boliim 3.2.4°de anlatildig: sekilde
exendin-4 yiikleme etkinligi dikkate alinarak 2,5 pg exendin-4 iceren 1200 pL (1 g) exendin-
4 ve exendin-4/kimostatin yiikli H5 SNEDDS eklenerek pH’s1 0,1 N HCI ile 2’ye getirildi.
Daha sonra enzim ¢ozeltisi olarak 4 mL Candida Antartica Lipase ¢6zeltisi eklenerek deney
baslatildi. 30., 60., ve 120.dklarda 3 mL o6rnek alinarak yerine taze ortam konuldu. Agiga
cikan exendin-4 ELISA Kitiyle hesaplandi. Aglik ve tokluk ortamlarindaki SNEDDS’lerin
lipolizlerini degerlendirmek amaciyla FASSIF ve FESSIF (tokluk durumunu taklit eden
bagirsak ortami1) biyouyumlu ortamlar1 kullanildi (Ali ve digerleri, 2010; Christophersen ve
digerleri, 2014; Thomas, Holm, Rades ve Miillertz, 2012). Lipoliz ¢aligsmas1 intestinal gecis
sliresi goz Oniine alinarak 4 saat olarak planlandi. 36 mL FASSIF/FESSIF biyouyumlu

Y In vitro lipoliz ¢aligmalar1 Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali’nda
Metrohm 902 Titrando titrasyon cihazinda yapildi. Katkilarindan dolay1 Dog. Dr. Zeynep Safak TEKSIN’e
tesekkiir ediyoruz.
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ortamina lipolizi incelenecek 1 g formiilasyon eklenerek pH’s1 0,5 M NaOH ile 6,5°e
getirildi. Daha sonra enzim ¢ozeltisi olarak 4 mL pankreatin lipaz ¢ozeltisi eklenerek deney
baslatildi. Deney siiresi boyunca agiga ¢ikan yag asitleri ortam pH’sin1 diisiirdii. Sistem
pH’si1 6,5’de tutmak i¢in harcanan 0,5 M NaOH c¢ozeltisi miktar1 kaydedilerek incelenen

ornegin lipolize ugrayip ugramadigina karar verildi.

| Sicaklik
kontrolli
hazne

Sicaklik
kontrollii
hazne

a) b)

L Kanistirict

Resim 3.2. In vitro a) gastrik lipoliz b) intestinal lipoliz

3.2.9. SDS-PAGE ile stabilite ¢calismalar:

Caligmamizda exendin- 4’lin yapisal biitiinliigiinde degisim olup olmadiginin incelenmesi
amaciyla protein molekiillerin yliklerine gore elektriksel alanda ayrilmalar1 temeline
dayanan SDS-PAGE yontemi kullanildi. Calismada farkli molekiil agirligina sahip
proteinleri igeren molekiiler agirlik belirleyici (MWM) kullanilarak 6rnegin olusturdugu
bant ile MWM {izerindeki bantlarin karsilastiriimasi ve exendin-4’iin (4,186 kDa) yapisinda

parcalanmanin olup olmadiginin gézlenmesi planlandi.

Stabilite ¢alismalar1 0, 1, 2 ve 4. hafta bekletilen Boliim 3.2.4’de anlatildig1 sekilde
hazirlanan exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiiklii HS SNEDDS’lerle yapildi. Exendin-4
ve exendin-4/kimostatin yiiklii HS SNEDDS 1:5 oraninda bidistile su ile seyreltildi.
Coomassie Brilliant Blue boyama yontemiyle 200 ng-500 ng araliginda peptitler tayin
edilmektedir. Bu amagla SDS-PAGE’de kuyucuklara yiiklenecek peptit miktarinin 200

ng’nin altina diismemesi i¢in seyreltme orani diisiik tutuldu.
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SDS-PAGE ¢aligmast ile exendin-4’iin jelde ilerlemesi iizerinde yardimci bilesenlerin etkisi

de arastirildi.

Molekiiler agirlik belirleyici olarak 2-250 kDa arasinda molekiil agirlifina sahip bantlari
(Resim 3.3) igeren Precision Plus Protein™ Dual Xtra ¢ozeltisi ve %16,5 Tris-tricine hazir

jel kullanildi.
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Resim 3.3. Molekiiler agirlik belirleyici (Precision Plus Protein™ Dual Xtra mol wt 2-250
kDa) SDS-PAGE’de gbzlenen bantlari

SDS-PAGE ¢alismas1 asagidaki basamaklara gore gerceklestirildi.

e 9%16,5 Tris-tricine jel kosturucu aparata takildu.

e 0,1, 2 ve 4. hafta 5°C £3 °C’de bekletilen exendin-4 igeren SNEDDS (Ex-4-S) ve
exendin-4/kimostatin igeren SNEDDS (Ex-4-kS) alinan 80 pL 6rnek 80 L. numune
tamponu* ile karistirildi. Bu karisimlarin herbirinden 20 pL jellere yiiklendi.

e Ilk kuyucuga 10 uL molekiiler agirlik belirleyici eklendi.



e Hiicrenin igine 125 mL, disina 375 mL yiikleme tamponu** eklenerek elektroforez
islemi baslatildi. 120 V sabit voltajda 1,5 saatlik elektroforez sonunda numuneler bitis
cizgisine kadar siiriiklendi.

e Jel, camlarin arasindan ¢ikarildi ve boyama ¢ozeltisine*** konuldu.

e Bir saat boyunca bekletildikten sonra yikama ¢ozeltisine**** konularak jel 24 saat
bekletildi.

¢ Yikanan jelin fotografi ¢ekildi ve jeldeki bantlar molekiil agirlik belirleyicinin bantlar

ile karsilagtirildu.

Numune tamponu*

100 mM Tris-HCI, pH 6.8,
1% SDS,

4% 2-merkaptoetanol,

% 0,02 Brilliant Blue G
24% gliserol

Yiikleme tamponu**

Tris / Tricine / SDS tamponu (10x) (SIGMA -T1165) kullanimdan 6nce 1:10 oraninda
bidistile su seyreltildi.

Boyama Cozeltisi***

Coomassie Brillant Blue......... 0,0025¢g
%10 asetik asit ¢ozeltisi............ 100 mL
Thkkk

Yikama Cozeltisi

%10 asetik asit ¢ozeltisi
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3.2.10. Formiilasyonlarin hiicre canlihi@ina etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda insan epitelyal kolorektal adenokarsinoma hiicreleri (Caco-2)
kullanild1 (Resim 3.4). ((3-(4,5- dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) MTT
yontemi, canli hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu sari renkli MTT in indirgenerek
mor formazan kristaline doniistiiriilmesi prensibine dayanmaktadir. MTT deneyi hiicrelerin
yagsama ortami olan Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) iginde yapildi. Testte
Caco-2 hiicrelerinin canliliklar1 24 saat izlendi. 96 kuyucuklu kiiltiir kabina kuyucuk basina
20,000 hiicre DMEM besiyeri igerisinde ekildi. Hiicrelerin kiiltiir kab1 tabanina tutunmalar1
icin 24 saat karbondioksitli CO’li etiivde inkiibe edildi. 24 saat sonunda kuyucuklardaki
besiyeri atildiktan sonra 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL, 125 ng/mL, 250 ng/mL, 500
ng/mL, 750 ng/mL, 1000 ng/mL Kkonsantrasyonlarda exendin-4 ¢ozeltisi, exendin-4
icermeyen formiilasyonlar, 50 ng/mL exendin-4 yiiklii H5 formiilasyonu, 50 ng/mL exendin-
4 ve 2,5 ng/mL kimostatin yiiklii formiilasyonlar igeren besiyeri eklendi. Exendin-4 igeren
besiyeri ile hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Kuyucuklara 13 pL MTT ¢ozeltisi eklendi ve 2
saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda olusan siipernant atildiktan sonra 100 puL hiicre
kiltirii icin DMSO eklenerek olusan formazon kristalleri ¢oziiniir hale getirildi.
Kuyucuklarda olusan mor rengin optik yogunlugu 570 nm’de mikroplaka okuyucuda
Olglildi. Bu degerlerden hareketle yiizde canlilik hesaplart yapildi (Bu, Narayanan,
Dalrymple, Cheng ve Serajuddin, 2016).
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Resim 3.4. Caco-2 hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiisii (x10)

3.2.11. Hiicrelerin biitiinliigiiniin degerlendirilmesi ve gecis calismalari

Hiicreler arasi siki baglantilarin permeabilitesinin degerlendirilmesinde Trans Epitel
Elektriksel Direng (TEER) degeri 6lgtimii kullanilmaktadir (Chen ve digerleri, 2013). Hiicre
biitiinliig, transepitel elektriksel direncin 6lgiilmesiyle belirlendi. Bu amagla; TEER 6l¢tim
aleti kullanildi. Caco-2 hiicreleri 6 kuyucuklu Transwell kiiltiir kabina kuyucuk bagina
120.000 hiicre DMEM besiyeri igerisinde ekildi (Resim 3.5). Caco-2 hiicrelerinin olgunlasip
tek tabaka olmasi igin gilinasirt besiyeri degisimi yapilarak 21 giin boyunca Transwell kiiltiir
kaplar1 CO2’li etiivde bekletildi. 21 giin sonunda kuyucuklarin 6l¢timii i¢in elektrotlardan
biri alic1 ortama, digeri ise verici ortama daldirilarak TEER degeri 6l¢iimii yapildi (Resim
3.6). Exendin-4 yiikli H5 SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiiklii HS SNEDDS’ler 1:50
oranida bidistile su ile seyreltilerek exendin-4 konsantrasyonu 50 ng/mL olacak sekilde
ayarlandi1. Gegis calismalari icin 6 kuyucuklu plakanin (Transwell®) apikal ve bazolateral
kisimlarindaki besiyerleri alinarak apikal kisma 1’er mL exendin-4 ¢ozeltisi (50 ng/mL),
exendin-4 yiiklenmemis SNEDDS, exendin-4 (50 ng/mL) yiiklii formiilasyonlar, exendin-4

(50 ng/mL) ve kimostatin (2,5 ng/mL) yiiklii formiilasyonlar; bazolateral kismina ise 1’er
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mL taze besiyeri eklendi (n=3). Apikal kisimdan bazolateral kisma dogru gegis ¢aligsmasi
boyunca 30., 60., 120. ve 240. dakikalarda 6rnek alind1 ve yerine taze besiyeri konuldu.
Alinan 6rnekler exendin-4 ELISA kitiyle analiz edildi. Gegirgenlik katsayis1 (Papp) “Es. 3.1”
ile hesaplandi (Wang ve digerleri, 2014; Zhang ve digerleri, 2012c).

k=Papp = (dQ/dt) x (1/A x Co) (Es. 3.1)

Papp: Gegirgenlik katsayist (cm/sn), (dQ / dt): Gegirgenlik hizi (ng/sn), A: membran alani

(4,67 cm?), Co: Verici kompartmandaki konsantrasyon (ng/mL)

Resim 3.5. Tek tabaka olusturan Caco-2 hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiisii (x10)
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Resim 3.6. TEER degeri 6l¢timii

3.2.12. In vivo ¢calismalar

In vivo galisma igin Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
(16.08.2017 tarihli Karar No: 16/109) etik kurul izni (EK 1) alindi. Sicanlarin temin
edilmesi, bakimi, beslenmesi ve deneysel calismalarm Erciyes Universitesi Deneysel

Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (DEKAM)’da yapildi.


http://dekam.erciyes.edu.tr/
http://dekam.erciyes.edu.tr/
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Deney hayvanlan

Calismada 2-2,5 aylik, 230-300 g agirligindaki Wistar albino 1k erkek sicanlar kullanildi.
Calisma siiresinde siganlar 12 saat aydmnlik 12 saat karanlik dongiisii olan, iyi
havalandirilmis, %60 bagil nem oranina ve 20- 24°C ortam sicakli§ina uygun havalandirma
kosullarina sahip odalarda barindirildi. Siganlara caligma siiresince simirsiz su ve

formiilasyon uygulmasindan bir gece dncesine kadar standart sigan yemi verildi.

Calisma tasarimi

Diyabetik olmayan ve diyabetik siganlarda;

v’ Farmakokinetik ¢alismalar

v’ Farmakodinamik ¢aligmalar gergeklestirildi.

Deney hayvanlarinda diyabet olusturulmasi

In vivo galismada diyabetik olmayan si¢an gruplarinda 6 si¢an, diyabetik sigan gruplarinda
8 sican olmak toplam tizere sekiz deney grubunda 56 hayvan kullanildi (Cizelge 3.4). Deney
hayvanlarinda diyabet olusturmak i¢in streptozotosin (STZ) kullanildi. Diyabet
olusturulacak STZ dozunun belirlenmesi i¢in 6n ¢aligmalarda 3 hayvana sirasiyla STZ 0.1
M sitrat tamponunda 45-55-60 mg/kg dozda i.p uygulandi ve hayvanlarin bir hafta boyunca
kanlar kuyruk veninden kan alinarak kan glikoz seviyeleri dl¢iildii. Kan glikoz seviyeleri
200 mg/dL’den yiiksek olan sigcanlar diyabetik kabul edildi ve ¢alismalara diyabet
olusturmak icin 55 mg/kg STZ dozuyla devam edildi.

Cizelge 3.5. In vivo deney tasariminda diyabetik olmayan ve diyabetik hayvan gruplar

Deney Gruplari Diyabetik olmayan Diyabetik (n=8) |Uygulama yolu | Doz (ug/kg)
(n=6)

Exendin-4 ¢ozeltisi (Byetta®) |V v Subkiitan 10

Exendin-4 ¢ozelti v v Oral 10

Exendin-4 iceren SNEDDS v v Oral 10

Exendin-4 ve kimostatin iceren |v/ v Oral 10

SNEDDS




79

Deneylere baslamadan 6nce sicanlar tartildi. Exendin-4’iin subkiitan formu Byetta® nin
terapotik kullanim dozu gozoniinde bulundurularak ve SNEDDS’lerle karsilastirilabilir
plazma profili elde edebilmek amaciyla exendin-4 uygulama dozu olarak 10 pg/kg secildi.
10 pg/kg dozda exendin-4 uygulamak i¢in herbir hayvan basina verilmesi gereken exendin-
4 ¢ozeltisi, exendin-4 iceren SNEDDS, exendin-4/kimostatin igeren SNEDDS ve Byetta®
miktar1 hesaplandi. Exendin-4 ve exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS’ler Boliim 3.2.3’de
anlatildig1 sekilde hazirlandi. /n vivo ¢aligma tasariminda (Cizelge 3.3.) oral uygulama
yapilan diyabetik ve diyabetik olmayan gruplara exendin-4 ¢ozeltisi, exendin-4 iceren
SNEDDS, exendin-4 ve kimostatin igeren SNEDDS intragastrik olarak gavaj yardimiyla
verildi. Exendin-4 ¢dzeltisinin ticari preparati Byetta® ise diyabetik ve diyabetik olmayan
sicanlara subkiitan olarak uygulandi. Siganlarin kuyruklari ksilol ile temizlendi. Uygulama
oncesi (0.dk.), 15., 30., 60., 120., 180. ve 360. dakikalarda 0,2-0,5 mL kan 6rnekleri 6nceden
heparin eklenmis tiiplere insiilin enjektorii ile alind1 (Resim 3.6). Kan 6rneklerinin alimi

sirasinda kan glikoz diizeyleri glukometre ile 6lgiildii.

Resim 3.7. Siganlardan kan 6rneklerinin alinmasi
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Deney hayvanlarindan alinan kan 6rnekleri heparin eklenmis santrifiij tliplerine alinarak
5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi ve analize kadar -80 °C derin
dondurucuda saklandi. Bu plazmalarda exendin-4 ve insiilin seviyeleri Olgiildi.
Farmakokinetik parametreler PKSolver programi yardimiyla hesaplandi. Bu program tiim
gruplara ait, MRT (mean residence time), kq (uzaklagma hiz sabiti), ti» (yartlanma omrii),
AUC (egri altinda kalan alan), Cras (maksimum kan konsantrasyonu) ve tmas (maksimum kan
konsantrasyonuna ulasilan zaman) degerlerini vermektedir. Elde edilen farmakokinetik

veriler, farmakodinamik ¢alismalarla elde edilen veriler degerlendirildi.

Analiz yOntemi

Orneklerin analizinde ELISA kitleri kullamldi. Plazma exendin-4 ve plazma insiilin
seviyelerinin Ol¢iilmesinde sirasiyla florometrik exendin-4 ELISA kiti (FEK-070-
94/Phoenix Pharmaceuticals-ABD) ve insiilin ELISA kiti (CEA448Ra/Cloud —Clone Corp.-
USA) kullanildi. Exendin-4 ELISA kiti calisma prensibi asagida 6zetlenmektedir.

Bu kit, yarigmali bir enzim immiinotayin ilkesine dayanan spesifik bir peptitin (exendin-4)
ve ilgili peptitlerin konsantrasyonunun Ol¢iilmesi i¢in tasarlanmistir. Bu Kitteki
immiinoplaka, spesifik olmayan baglanma yerleri bloke edilmis ikincil bir antikor ile
onceden kaplanmustir. Ikincil antikor, birincil antikorun Fc fragmanima baglanabilir. Bu
birincil antikorun Fab fragmani, standart peptit ¢ozeltisinde ya da bilinmeyen numunede
hem biyotinlenmis peptit hem de hedef peptit tarafindan yarigmali bir sekilde baglanacaktir.
Biyotinlenmis peptit, substrat soliisyonunu katalize eden streptavidin-horseradish
peroksidazi (SA-HRP) ile etkilesir. Elde edilen floresans yogunlugu, biyotinlenmis peptit-
SA-HRP kompleksinin miktar1 ile dogru orantilidir, ancak hedeflenen peptitin (standart
peptit ¢ozeltisi veya bilinmeyen bir 6rnekte) miktari ile ters orantilidir (Sekil 3.18). Bu,
birincil antikorla baglanmak i¢in biyotinlenmis peptit ile hedef peptit arasindaki rekabetten
kaynaklanmaktadir. Standart bir egri bilinen cesitli standart peptit konsantrasyonlarinin (x)
bir fonksiyonu olarak ol¢iilen optik dansiteyi (y) ¢izilerek olusturulabilir. Numunelerde
bilinmeyen peptit konsantrasyonu, bu standart egriyi temel alan ekstrapolasyon yoluyla

belirlenebilir (Avrameas, 1992; Porstmann ve Kiessig, 1992).
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Sekonder antikorla Primer antikor Peptit] SA-HRP Substrat F{oresafl
kaplanmis plaka vogunlugul

Biyotinlenmis peptit

Sekil 3.18. Exendin-4 ELISA kitinin (FEK-070-94/Phoenix Pharmaceuticals-ABD) ¢alisma
prensibi

ELISA Kitine ait validasyon parametreleri asagida verilmistir.

Duyarlilik: 11,2 pg/mL
Dogrusallik: 11,2 - 273 pg/mL
Tayin limiti: 0-10000 pg/mL
Test i¢i varyasyon: <%10

Testler aras1 varyasyon: <%15
ELISA kitinin protokiilii agagida 6zetlenmistir:

Kuyucuk basina 50 pL standart, 6rnek ya da pozitif kontrol ve 25 pL primer antikor
eklendi.

4°C’de 16-24 saat inkiibe edildi.

Herbir kuyucuga 25 pL biyotinlenmis peptit eklendi. Oda sicakliginda (20-23°C) 1,5 saat
inkiibe edildi.

Herbir kuyucuk bagma 350 uL 1x assay tamponu eklenerek immunoplaka 4 kez yikandi.

Herbir kuyucuk basina 100 pL SA-HRP ¢ozeltisi eklendi. Oda sicakliginda (20-23 °C) 1

saat inktibe edildi.

\

Herbir kuyucuk bagma 350 pL 1x assay tamponu eklenerek immunoplaka 4 kez yikandi.

\

Herbir kuyucuk basma 100 pL substrat soliisyonu eklendi. Oda sicakliginda (20-23 °C) 1
saat inkiibe edildi.

\
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Herbir kuyucuk basmna 100 pL 2N HCI eklenerek reaksiyon baslatildi. immunoplaka
mikroplaka okuyucuya yerlestirilerek kuyucuklarda floresans yogunlugu 6l¢iildii ve gerekli

hesaplamalar yapildi. Hazirlanan standartlardan hareketle hiperbolik egri ¢izildi.

Insiilin ELISA kiti (CEA448Ra/Cloud —Clone Corp.-USA) calisma prensibi asagida

Ozetlenmektedir:

Bu kit, sigan serumu, plazma, doku homojenatlari, hiicre lizatlari, hiicre kiiltiirii
stipernatantlar1 ve diger biyolojik sivilarda in vitro kantitatif 6l¢tim i¢in rekabet¢i bir enzim
inhibisyon immiinotayin teknigidir. Insiiline 6zgii bir monoklonal antikor, bir mikroplaka
iizerine Onceden kaplanmistir. Biyotin isaretlenmis insiilin ve isaretlenmemis insiilin
(standartlar veya ornekler) ve insiiline 6zgii 6nceden kaplanmig antikor arasinda rekabetgi
bir inhibisyon reaksiyonu baslatilir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis konjugat yikanur.
Daha sonra, Horseradish Peroksidaza (HRP) konjuge edilmis avidin, her bir kuyucuga
eklenir ve inkiibe edilir. Baglh HRP konjugatinin miktari, numunedeki insiilin
konsantrasyonu ile ters orantilidir. Substrat ¢6zeltisinin eklenmesinden sonra, olusan rengin

yogunlugu numunedeki insiilin konsantrasyonuyla ters orantilidir.
Insiilin ELISA Kitine ait validasyon parametreleri asagida verilmistir.

Kitin tayin limiti: 123.5-10,000 pg/mL.

Duyarlilik: Tespit edilebilen minimum insiilin dozu, tipik olarak 50.2 pg / mL'den azdir.
Spesifiklik: Insiilin tespiti igin yiiksek hassasiyete ve miikemmel 6zgiilliige sahiptir.
Kesinlik:

Test i¢i varyasyon: <%10

Testler aras1 varyasyon: <%12

Dogrusallik: Heparin plazma (n=5) igin 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 seyreltme oranlarina gore sirastyla
%87-101 %78-92 %78-95 %88-104 bulunmustur.
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ELISA kitinin protokiilii asagida dzetlenmistir:

Tum reaktifler, ornekler ve standartlar hazirlandi.

!

Her kuyuya 50 uL standart veya numune eklendi.

!

Sonra hemen 50 puL hazirlanan tespit reaktifi A eklendi.

!

Calkalandi ve karistirildi. 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

!

Kuyucuklardaki sivi aspire edildi ve 3 kez kuyucuklar yikandi.

!

100uL hazirlanmis tespit reaktifi B eklendi ve 37 °C'de 30 dakika inkiibe edildi.

!

Kuyucuklardaki sivi aspire edilir ve 5 kez kuyucuklar yikandi.

90uL substrat soliisyonu eklenir ve 37 °C'de 10-20 dakika inkiibe edildi.

!

50pL durdurma soliisyonu eklendi. Immiinoplaka 450 nm'de okundu.

Bilinen standart insiilin konsantrasyonlarinin logaritmasina (y) karsi 6l¢iilen optik dansitenin
(x) grafigi ¢izilerek standart egri olusturuldu. Sonuglardan hareketle yapilan % bagil
biyoyararlanim (% BBY) hesaplarinda kullanilan esitlik asagidaki “Es. 3.2” de gosterildi.

AUC oral Doz sc
AUC sc x Doz oral

% BBY= (3.2)

3.2.13. Sonuglarn istatistiksel degerlendirilmesi

Sonuglar; IBM® SPSS Statistics® V21 programu kullanilarak stabilite calismalar1 ve in vivo

sonuglart i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile in vitro lipoliz ¢alismalari igin student
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t-test ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Cizelgelerde ve grafiklerde sonuglar ortalama

(ort.), standart sapma (ss), %95 olasilikli giiven sinir1 (t 0.05) seklinde gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. Onformiilasyon Cahsmalar1

Bolim 3.2.1°de anlatildig1 tizere en uygun SNEDDS formiilasyonlarina ulagsmak igin
oncelikle Onformiilasyon ¢aligmalarina agirlik verildi. Uygun yardimci maddelerin
oranlarinin belirlenmesinde {iggen faz diyagramlarindan yararlamildi. Onformiilasyon
calismalar1 kapsaminda 55 adet tiggen faz diyagrami ¢izildi. Yag fazi/yiizey etkin madde/
yardimci ¢oziicii igeren formiilasyonlar ve bu formiilasyonlara bidistile su eklendikten sonra

olusan berrak ve bulanik goriiniimdeki formiilasyonlar Resim 4.1’de gosterilmistir.

b)

Resim 4.1. (a) Yag fazi/yiizey etkin madde/yardimc1 ¢oziicii igeren formiilasyonlar (b)
Formiilasyonlara bidistile su eklendikten sonra olusan berrak ve bulanik
goriiniimdeki formiilasyonlar

Onformiilasyon calismalarina ait elde edilen sonuglarin daha iyi anlagilabilmesi icin
sistematik olarak yiiriitiilen calismalar Sekil 4.1°de gosterilmistir. En bliylik berrak alanm
veren licgen faz diyagramlarindan secilen A, B, C, D, El, E2, E3, E4, E5, F, G1, G2, G3,
G4, G5, H1, H2, H3, H4, H5, 11, 12, 13, 14, 15, J1, J2,J3, J4, J5 formiilasyonlarinin yardimci
bilesenleri ve oranlar1 sonuglarin daha iyi anlasilmasi igin tekrardan Cizelge 4.1°de

verilmistir. Bu formiilasyonlar i¢in karakterizasyon c¢aligmalar1 yapildi.
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ONFORMULASYON CALISMALARI

L

A 4

Uggen faz diyagramlarmm olugturulmas:

Y
En biiyiik alan1 veren tiggen faz diyagramindan
formiilasyonlarm segilmesi

Y

Y

I
Y Y Y

Y

Y

AB.C,D

El, E2, E3,E4,
Sekil 3.5) || (Sekil 3.8)

Es|| F ||GL. G2 G3, G4, G5 | [H1, H2, H3, Hd, HS
OoB)| | (Sekil 3.10) (Sekil 3.12)

11,12, 13,14, 15

1,12,13,14, 15

(Sekil 3.13) (Sekil 3.15)
| | | ; | | |
Formiilasyonlarda yapilan karakterizasyon galismalart (DB, PDI, ZP)
y Yy
C1 E2 F G35 H3S I5 I5
(DoE)
|

y

Formiilasyonlarda exendin-4 yiklenmesi

Yy

Yiikleme etkinligi en yiiksek olan formiilasyonlarin belirlenmesi

Sekil 4.1. Onformiilasyon ¢aligmalarinin akis semasi
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Cizelge 4.1. Onformiilasyon calismalarinda  iiggen faz  diyagramindan segilen
formiilasyonlar ve oranlari
Yardimci Bilesenler
Formiilasyon % Maisine % Labrasol® % Propilen glikol
A 30,00 45,00 15,00
B 25,00 60,00 15,00
C 20,00 64,00 16,00
C1l 18,00 65,60 16,40
C2 28,00 57,60 14,40
D 15,00 68,00 17,00
% Etil oleat % Cremophor % Absolii etanol
EL®
F (DoE) 16,67 62,50 20,83
El 35,00 48,75 16,25
E2 30,00 52,50 17,50
E3 25,00 56,25 18,75
E4 20,00 60,00 20,00
ES 15,00 63,75 21,25
% Etil oleat % Cremophor % Labrasol® % Absolii etanol
EL®
Gl 35,00 16,25 32,5 16,25
G2 30,00 17,50 35,0 17,50
G3 25,00 18,75 37,5 18,75
G4 20,00 20,00 40,0 20,00
G5 15,00 21,25 42,5 21,25
% Etil oleat % Cremophor % Labrasol® % Propilen glikol
EL®
H1 35,00 32,50 16,25 16,25
H2 30,00 35,00 17,50 17,50
H3 25,00 37,50 18,75 18,75
H4 20,00 40,00 20,00 20,00
H5 15,00 42,50 21,25 21,25
(N 35,00 36,56 12,19 16,25
12 30,00 39,37 13,13 17,50
13 25,00 42,19 14,06 18,75
14 20,00 45,00 15,00 20,00
15 15,00 47,81 15,94 21,25
% Etil oleat % Cremophor % Labrasol® % %
EL® Propilen | Absolii
glikol etanol
1 35,00 32,50 16,25 12,9 | 4,06
2 30,00 35,00 17,50 1313 | 437
3 25,00 37,50 18,75 1406 | 4,69
A 20,00 40,00 20,00 1500 | 5,00
- 15,00 42,50 21,25 1594 | 531
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1:50 oraninda bidistile su ile seyreltilen A, B, C, D formiilasyonlarinin emiilsifikasyon

zamanlar1 Cizelge 4.2°de goriildiigi iizere A ve B formiilasyonlarinin Grade C ve Grade D

olmasindan dolay1 A ve B formiilasyonlariyla devam edilmedi. Bundan sonraki ¢alismalarda

C ve D formiilasyonlar: esas alindi.

Formiilasyonlarn DB, PDI ve ZP &lgiimleri Boliim 3.2.1°de anlatildigi sekilde

gerceklestirildi. En uygun formiilasyonun se¢imi i¢in dnformiilasyon ¢aligmalar1 damlacik

biiytiikliikleri dikkate alinarak sistematik bir sekilde yiirttiildii. Cizelge 4.2°de goriildigi

iizere kisa siireli yapilan stabilite ¢alismasinda C formiilasyonunun DB’si, en kii¢iik 500

nm’nin altinda bulundugu i¢in ¢aligmaya C formiilasyonuyla devam edildi. Ayrica 0.,1 ve 7.

giinlerde dl¢timler arasindaki degisikliklerin daha iyi anlagilmasi igin siitun grafiklerinde de

Sekil 4.2°de de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. A, B, C, D formiilasyonlar1 i¢in damlacik biiytikliigii, polidispersite indeksi,
zeta potansiyel ve emiilsifikasyon zamani sonuglar1 (n=3)

FORMULASYON 0. GUN | 1. GON | 7 GUN
DAMLACIK BUYUKLUGU (nm) +SS
A 623,70 + 204,90 738,60 = 201,2 655,90 + 50,60
B 547,90 + 83,50 235,00 + 11,00 291,20 + 5,70
C 305,50 + 24,10 490,80 + 6,10 219,20 + 21,30
D 514,20+ 11,10 585,10 + 29,20 351,40 + 18,30
POLIDISPERSITE INDEKSI + SS
A 0,97 £ 0,06 0,92 + 0,09 0,79 + 0,01
B 0,44 + 0,04 0,45 + 0,04 0,82 + 0,16
C 0,59 + 0,07 0,24 + 0,07 0,50 + 0,12
D 0,96 + 0,08 0,51 0,04 0,61 +£0,08
ZETA POTANSIYEL (mV) = SS
A -1,20 £ 1,10 19,83 + 0,45 -15,73 £ 0,99
B -9,99 + 0,09 -12,77 £ 0,21 -10,29 + 0,31
C -19,90 + 0,40 -1,92 + 0,09 -12,06 + 0,59
D -0,54 + 0,69 -0,59 + 0,25 -0,14+0,17
EMULSIFIKASYON ZAMANI
A 2 dkdan uzun/yagimsi goriiniim (Grade D)
B 2 dk/siit gorliniimii (Grade C)
C 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
D 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
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(@) 1000 -
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Sekil 4.2. A, B, C, D formiilasyonlar i¢in a) damlacik biiyiikliigii b) polidispersite indeksi
¢) zeta potansiyel sonuglar1 (n=3)

C formiilasyonu emiilsifikasyon zamani, damlacik biiylikligi, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyel parametreler bakimindan incelendiginde A, B ve D formiilasyonlarina gore en

uygun olduguna karar verildi. Ucgen faz diyagraminda (Sekil 3.5) C noktasi etrafindan
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secilen bu C1 ve C2 formiilasyonlar1 (Cizelge 4.1) emiilsifikasyon zamani, damlacik

biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel agisindan degerlendirildi.

C1 ve C2 formiilasyonlarina bidistile su ile seyreltme oraninin etkisinin olup olmadigi
arastirildi. Formiilasyonlar 1:50 (USP30 NF 25) ve 1:250 (1 g formiilasyonunun bir bardak
su ile alinmasi, FDA) oranlarinda bidistile su ile seyreltildikten sonra damlacik biyiikliikleri,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli ve emiilsifikasyon zamani Cizelge 4.3’de
verilmistir. Ayrica 0.,7., 14., 21. ve 28. giinlerde ol¢iimlerdeki degisikliklerin daha iyi

anlasilmasi icin siitun grafiklerinde Sekil 4.3’de de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. C1 (1:50), C1 (1:250), C2 (1:50), C2 (1:250) formiilasyonlarinin emiilsifikasyon
zamanlar1 damlacik biytlikligii, polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve
emiilsifikasyon zamani sonuglari (n=3)

0. GUN 7. GUN | 14.GUN 21. GUN 28.GUN
FORMULASYON
DAMLACIK BUYUKLUGU (nm) +SS
C1(1:50) 274,00 £ 374,60 + 211,00 £ 298,30 + 368,67 +
3,08 16,10 0,14 14,60 20,98
C1 (1:250) 85,44+1,95 128,60 + 139,00 £ 160,80+ 139,97 +
3,40 2,10 5,45 2,44
C2 (1:50) 385,86 + 718,00 + 479,00 + 867,13+ 528,13 +
21,78 223,00 57,00 31,90 53,33
C2 (1:250) 298,17 + 300,70 + 247,90 £ 226,50+ 212,30+
5,99 5,30 3,89 5,82 7,99
POLIDISPERSITE INDEKSI + SS
C1 (1:50) 0,49 + 0,05 0,27+0,04 | 0,42+0,06 | 0,64 +0,15 | 0,58 + 0,08
C1 (1:250) 0,29 +0,01 0,08+0,01 | 0,10£0,01 | 0,10+0,04 | 0,13 £0,02
C2 (1:50) 0,70 £ 0,05 0,75+0,26 | 0,61 £0,07 | 0,09+0,06 | 0,67+ 0,09
C2 (1:250) 0,44 + 0,02 0,42+0,07 | 0,32+0,06 | 0,39+0,03 | 0,32+ 0,06
ZETA POTANSIYEL (mV) + SS
C1(1:50) -1,25+0,21 | -3,58+0,39 -0,78 + -2,53 + -5,58 +
0,06 0,36 0,19
C1 (1:250) 27,60 +2.70 | 21,90+ 1,15 | -14,60 £ -17,47 + -19,83 +
0,60 0,41 0,74
C2 (1:50) 0,11+0,11 2,44 +£ 0,24 -3,98 + -4,33 + -6,02 +
0,13 0,19 0,12
C2 (1:250) -17,50+ 0,50 | -15,13+0,25 | -27,80 =+ -17,06 + -28,50 +
0,70 0,25 0,60
EMULSIFIKASYON ZAMANI
C1 (1:50) 2 dkdan uzun/yagimsi goriiniim (Grade D)
C1 (1:250) 2 dk/siit goriintimii (Grade C)
C2 (1:50) 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
C2 (1:250) 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
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Sekil 4.3. C1 ve C2 formiilasyonlarinin 1:50 ve 1:250 oranlarinda (a) damlacik biytikliigii

(b) polidispersite indeksi (c) zeta potansiyel sonuglart (n=3)

Bu sonuglara gore %18 Maisine®, %65,60 Labrasol®, %16,40 propilen glikol igeren C1

formiilasyonu seg¢ildi.
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Bir diger formiilasyon igin; Maisine® yag fazi, Cremophor EL® yiizey etkin madde ve
propilen glikol yardimci ¢oziicii olarak kullanilmis ancak ¢izilen tiggen faz diyagramlarinda
berrak alanlarin oldukca kiiciik olmasi ve Maisine® nin Cremophor EL® ile stabil bir

emiilsiyon olusturmamasi nedeniyle bu formiilasyonlardan vazgecildi.

Béliim 3.2.1°de anlatildig: gibi etil oleat yag fazi, Cremophor EL® yiizey etkin madde ve
absolii etanol yardimei ¢oziicii olarak kullanildi ve Cremophor EL®: absolii etanol 3:1 igeren
formiilasyonlarla devam edilerek ¢izilen liggen faz diyagrami (Sekil 3.8) en biiyiik berrak
alan1 verdi. Cremophor EL®: absolii etanol 3:1 oraninda cizilen iicgen faz diyagramindan
secilen E1, E2, E3, E4 ve E5 formiilasyonlarin 1:50 oraninda bidistile su ile seyreltilmesi
sonucu emiilsifikasyon zamani, damlacik biyiikligi, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyeli Cizelge 4.4’te verilmistir. Ayrica 0., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde 6lgiimler arasi
degisikliklerin daha iy1 anlasilmasi icin siitun grafiklerinde Sekil 4.4’te de gdsterilmektedir.
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Cizelge 4.4. E1, E2, E3, E4 ve E5 formiilasyonlarinin emiilsifikasyon zamanlar1 damlacik
bliytlikliigii, polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve emiilsifikasyon zamani
sonuglart (n=3)

FORMULASYON 0. GON|[7.GUN |14.GUN [21.GUN [28.GUN
DAMLACIK BUYUKLUGU (nm) £SS
E1 3530 + 42,20 + 3531 + 34,81+ 33,93 +
0,64 2,10 0,81 0,36 0,69
E2 28,89 + 28,90 + 29,64 + 28,8 + 28,10 +
0,44 1,10 1,05 0,68 0,53
E3 40,27 + 24,99 + 239+ 25,77+ 30,44 +
0,98 0,39 0,54 0,12 2,78
E4 22,6+ 21,65+ 20,34 + 85,2+ 19,85 +
0,69 0,65 0,51 7,30 0,13
E5 19,24 + 20,10 + 18,66 + 21,20+ 2322+
0,15 0,40 0,16 0,70 1,97
POLIDISPERSITE INDEKSI + SS
E1 0,19 + 0,19 + 0,11 + 0,09 +
0,13 0,02 0,12+0,01 | 0,01 0,01
E2 0,11 + 0,13 + 0,14 + 0,15+
0,01 0,02 0,14 +0,01 | 0,03 0,03
E3 0,22 + 0,15+ 0,16 + 0,26 +
0,01 0,00 0,07+ 0,01 | 0,02 0,03
E4 0,21+ 0,22 + 0,31+ 0,12 +
0,02 0,01 0,09+ 0,01 | 0,15 0,03
E5 0,15+ 0,19 + 0,22 + 0,32 +
0,01 0,02 0,07+ 0,01 | 0,02 0,04
ZETA POTANSIYEL (mV) = SS
El 8,61 + -13,30 + 12,96+ | -543+ -4,66 +
0,82 0,50 3,53 2,61 5,63
E2 11,30 + -16,14 + -7,65 + 1573+ | -9,18 &
2,90 7,17 1,73 3,69 1,34
E3 11,32+ -14,63 £ 421 + 21,93+ | -7,77+
3,79 6,28 0,93 2,46 4,62
E4 12,10 + -19,07 + -4,95 + 2567+ |-17,83+
1,90 5,12 0,74 0,97 1,26
E5 -6,77 + 13,17 + -6,58 + 2147+ [-13,13+
0,90 1,96 5,78 3,91 1,98
EMULSIFIKASYON ZAMANI
El 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
E2 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
E3 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
E4 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
ES5 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
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Sekil 4.4. E1, E2, E3, E4 ve E5 formiilasyonlarinin (a) damlacik biiyiikliigii (b) polidispersite
indeksi (c) zeta potansiyel sonuglar1 (n=3)

Etil oleat (yag fazi1), Cremophor EL® (yiizey etkin madde), absolii etanol (yardimei ¢oziicii)
olarak kullanilan bu formiilasyonlar i¢in DB 20-100 nm, PDi 0,1-0,2 ve ZP -4 ile -20 mV
araliginda bulundu. Bu sonuglara gére PDi’nin 0,2’nin altinda olmasi damlaciklarin

monodispers oldugunu gosterdi. ZP’nin diisiik olmasinin kullanilan yardimci maddelerin
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non iyonik olmasindan kaynaklandigi ve kendiliginden emiilsifiye olan sistemlerin
degerlendirilmesinde ZP’nin kritik bir parametre olmadigi diistiniilmektedir. Sonuglar
istatiksel olarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile karsilastirilmistir. E2 formiilasyonu
icin 1 ay boyunca yapilan dlgiimlerde DB ve PDI sonuglar1 arasinda anlamli bir fark
gozlenmedigi bulundu (p>0.05). E2 formiilasyonunun bu formiilasyonlar arasinda en uygun

formiilasyon oldugu sonucuna varildu.

Deney tasarimi (DoE)

Deney tasarimi (DoE) ile formiilasyonlarin optimizasyonunda yardimci madde olarak etil
oleat miktar1 (A) Cremophor EL®: absolii etanol (3:1) karisimi miktar1 (B) kullanilarak
hazirlanan ve Design Expert® Version 9.0.6 tarafindan 32 Faktoriyel D-optimal deney
tasarimi sonucunda yapilan 18 deneyin DB, PDI, ZP sonuclari Cizelge 4.5’te, ANOVA

sonuglari ise Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.5. 32 Faktoriyel D-optimal deney tasarimi sonucunda yapilan 18 deneyin sonuglar

32 Faktoriyel D-optimal Tasarim
Bagimsiz Degigkenler Bagimli Degiskenler
Formiilasyon |A (g)|B (g)f DB (hm) £+ SS PDI + SS ZP (mV) £ SS

15|15 92,54+1,69 0,16+0,02 -3,14+0,38
2 05]25 20,79+0,04 0,09+0,01 -8,74+7,26
3 1125 26,93+0,21 0,09+0,01 -3,48+6.61
4 15| 2 55,84+0,42 0,21+0,02 -6,96+1,72
5 1 2 33,52+0,07 0,12+0,01 0,03+0,98
6 05115 26,12+1,88 0,09+0,01 -1,83+0,66
7 1115 48,66+0,32 0,18+0,02 -2,48+1,58
8 05] 2 22,3540,18 0,07+0,01 -7,41+£0,63
9 15|25 49,99+0,39 0,23+0,01 -3,11+0,45
10 05115 25,38+0,23 0,07+0,02 -2,11+2.77
11 1|15 57,62+0,27 0,22+0,02 -5,12+1,16
12 15|15 98,62+0,83 0,22+0,01 -4,08+0,19
13 05] 2 22,27+0,26 0,14+0,01 -2,86+0,23
14 1 2 33,64+0,25 0,10+0,05 -2,14+2.77
15 15| 2 57,83+0,36 0,18+0,01 -5,20+1,66
16 05]25 18,86+0,84 0,08+0,01 -18,80+8,3
17 1125 29,39+0,19 0,11+0,01 -11,17+15,71
18 15125 44,09+0,15 0,16+0,01 -4,02+2,97
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Cizelge 4.6. Design Expert® Version 9.0.6 tarafindan iiretilen model denklemler igin

ANOVA sonuglari
DB PDI ZP

Kaynak F-value  p-value F-value p-value F-value p-value
Model 69.51  <0.0001 13.83 0.0004 4.93 0.0153
A- Yag 137.00 < 0.0001 25.03 0.0002 1.71 0.2125
B-YEMYYEM 4906  <00001 262 0.1263 6.87 0.0201
Karigimi

AB 21.57 0.0004 - - 6.20 0.0260

DB i¢in Design Expert® Version 9.0.6 tarafindan verilen model denklemi asagida verilmistir.

DB= +42.47+21.93*A-13.24*B-10,65*AB

DB hem yag (A) hem de yiizey etkin madde ve yardimci ¢oziicii karigimi (B) miktarindan
etkilenmistir. Denkleme gore DB’yi kiicliltmek i¢in yag miktar1 diisiik, yiizey etkin madde

ve yardimci ¢dziicii karisimi yiiksek oranda kullanilmalidir.

PDI igin Design Expert® Version 9.0.6 tarafindan model denklemi asagida verilmistir.

PDI = +0,14+0,051*A-0.017*B

Yag miktar1 (A) ve yiizey etkin madde ve yardimci ¢oziicii karisimi (B) etkilesimleri
anlamsiz (p>0.05) bulundu. PDI’nin kiigiik olmas1 i¢in yag miktar1 (A) diisiik tutulmasinin

uygun olacagina karar verildi.

ZP icin Design Expert® Version 9.0.6 tarafindan verilen model denklemi asagida verilmistir.

ZP=-5,14+1,27*A-2,55*B+2,96*AB

ZP hem yag (A) hem de yiizey etkin madde ve yardimci ¢oziicii karisimi (B) miktarindan
etkilendi. Denkleme gore ZP’yi -30 mV degerine yaklastirmak i¢in yag miktari diisiik, yilizey

etkin madde ve yardimci ¢oziicli karigimi yiiksek oranda kullanilmasina karar verildi.

DB, PDI ve ZP igin etkilesim grafikleri Sekil 4.5°te, yiizey-cevap grafikleri ise Sekil 4.6’da

verilmistir.
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Optimizasyon sonuglar1 ve grafikler yorumlandiginda DOE tarafindan olusturulmus en
uygun formiilasyonda (F) yag oran1 %16,67, yiizey etkin madde-yardimci yiizey etkin
madde karisim1 %83,33 kullanildiginda istenilen DB 20,42+0,09 nm, PDI 0,08+0,01, ve ZP
-12,5+7,8 mV bulundu.

Design-Expert® Software ETK|LES|M
Factor Coding: Actual .
Droplet Size (nm) 100 B: Siirfaktan / Co -S Karisimi e
@ Design Points )
95% Cl Bands
X1=A: Oil g
X2 = B: Surfactant/Co-S Mixture £
3
g w :
B-15 =
B+25 > [ ]
B | @
m 40
x : 2@
5 .
<
E »n |4 *
8 y
0
I T | T |
05 07 09 11 13 1.5
A:Yag
Design-Expert® Software ETKiLESiM
Factor Coding: Actual =
PDI 025 — B: Siirfaktan / Co - S Karigimi )
® Design Points ‘®
95% Cl Bands ° ) L]
2 -
X1 =A Oi % oz =
X2 = B: Surfactant/Co-S Mixture T b ) :
2o15 ’
B-15 2 ®
B+25 2 - .
g 01 8
S §
o .
005 —
0
I T | T
05 07 09 11 13 15
A: Yag

Sekil 4.5. (a) Damlacik biiytikliigi etkilesim grafikleri, (b) Polidispersite indeksi etkilesim
grafikleri, (c) Zeta potansiyel etkilesim grafikleri



98

Design-Expert® Software ETK'LES|M
Factor Coding: Actual
ZP (mV) 9 5 B: Siirfaktan /Co - S Karisimi
® Design Points
95% CI Bands
X1=A: Oil Q -
X2 = B: Surfactant/Co-S Mixture %‘ e e =
- » — a®
B-15 T~ o — 5
- 1. o L J
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2 10 -
o @
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N 15
L J
20
T | | |
05 07 09 1.1 13 15
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Sekil 4.5. (devam) (a) Damlacik biyiikliigi etkilesim grafikleri, (b) Polidispersite indeksi
etkilesim grafikleri, (C) Zeta potansiyel etkilesim grafikleri

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Droplet Size (nm)

@ Design points above predicted value
® low predicted value

)esign points below p
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n 100 -
18.86 '
= B 4
X1 =A: Oil E 0 ||
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S 40 |
=
= |
3 20
m
E (o]
E
©
D /
25 §
23 = P 1.1
21 T =
19 _— > 09
175 =5 07
B:Sirfaktan/ Co-S Karisimi 15 05 A:Yag

(a)

Sekil 4.6. (a) Damlacik biiytikligii ylizey-cevap grafikleri, (b) Polidispersite indeksi yiizey-
cevap grafikleri, (¢) Zeta potansiyel yiizey-cevap grafikleri
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

PDI
® Design points above predicted value A ———
® Design points below predicted value T r =
0.232
0.25
0.07

X1 = B: Surfactant/Co-S Mixture
X2 = A: Oil

Polidispersite indeksi

-1

18 47 o e = /0.9
19 >
(b) 21 >3 e 07
B:Siirfaktan/Co-S Karigimi 25 05 A:Yag

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

ZP (mV)

@® Design points above predicted value
® Design points below predicted value

0.03
-18.8

5
O
X1 = A: Oil
X2 = B: Surfactant/Co-S Mixture -5
s
£ 10
2
3 -15
s
£ -20
s
& -
25 gy A
23 / 1.1
(c) 21~ Sl 09
: 17 — = 07
B:Surfaktan/Co-S A:Yag

15 05

Sekil 4.6. (devam) (a) Damlacik biiytikliigii yiizey-cevap grafikleri, (b) Polidispersite indeksi
yiizey-cevap grafikleri, (C) Zeta potansiyel yiizey-cevap grafikleri

Yag fazi olarak etil oleat, yiizey etkin madde olarak Cremophor EL® ve Labrasol® karisimi,
yardimc1 ¢Ozilicii olarak absolii etanol iceren formiilasyonlarla ¢izilen {iggen faz
diyagramlarinda Cremophor EL®/Labrasol® (yiizey etkin madde) ve absolii etanol (yardimci
¢oziicil) icin 3:1 orani kullamldi. En biiyiik alan1 veren Cremophor EL®/Labrasol® (1:2)
iceren tliggen faz diyagramindan (Sekil 3.10) secilen G1, G2, G3, G4 ve G5
formiilasyonlarinin 1:50 oraninda bidistile su ile seyreltilmesi sonucu emiilsifikasyon
zamani, DB, PDI ve ZP’leri Cizelge 4.7°de verilmistir. Ayrica 0., 7., ve 28. giinlerde
olgtimler aras1 degisikliklerin daha iyi anlagilmas1 nedeniyle siitun grafiklerinde Sekil 4.7°de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. G1, G2, G3, G4 ve G5 formiilasyonlarinin emiilsifikasyon zamanlar1 damlacik
biiyiikliigi, polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve emiilsifikasyon zamani
sonuglar1 (n=3)

FORMULASYON 0. GUN | 7. GON | 28. GUN
DAMLACIK BUYUKLUGU (nm) +SS

Gl 246,10 + 5,60 187,43+1,54 248.51+15,94

G2 169,17+3,61 228.50+2,50 1073,48+1397,64

G3 118,67+0,08 113,03+1,41 190,33+2,01

G4 58,43+0,72 48,82+0,42 81,87<1,18

G5 41,72+1,17 41,31+0,23 39,64+0,99
POLIDISPERSITE INDEKSI = SS

Gl 0,42+0,01 0,39+0,03 0,24+0,01

G2 0,37%0,06 0,38+0,02 0,3840,01

G3 0,24+0,01 0,26+0,01 0,44+0,04

G4 0,23+0,00 0,24+0,01 0,25+0,01

G5 0,19+0,01 0,20+0,01 0,14+0,01

ZETA POTANSIYEL (mV) £ SS

Gl -9,79+0,13 -9,64+0,59 -8,97+0,09

G2 -7,09+0,06 -8,05+0,27 -7,39+0,07

G3 -5,79+1,27 -5,82+0,29 -6,34+0,22

G4 -14,77+2,79 -5,21+0,24 -4,97+0,32

G5 -23,73+7,05 -6,2042,45 -6,76+2,18

EMULSIFIKASYON ZAMANI

Gl 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

G2 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

G3 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

G4 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

G5 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
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Sekil 4.7. G1, G2, G3, G4 ve G5 formiilasyonlar1 i¢in a) damlacik biiylkligi b)
polidispersite indeksi c) zeta potansiyel sonuglar1 (n=3)

Yag faz1 olarak etil oleat, yiizey etkin madde olarak Cremophor EL® ve Labrasol® karisimi,
yardimci ¢oziicli olarak propilen glikol igeren formiilasyonlar hazirlanirken Cremophor

EL®/Labrasol® ve propilen glikol i¢in 3:1 oram kullanild1. En biiyiik berrak alan1 veren 2:1
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(Sekil 3.12) iiggen faz diyagramindan formiilasyonlar secildi. Ucgen faz diyagramindan
Cremophor EL®/Labrasol® karistmini 2:1 oraminda iceren H1, H2, H3, H4 ve H5
formiilasyonlarmin 1:50 oraninda bidistile su ile seyreltilmesi sonucu emiilsifikasyon
zamani, DB, PDI ve ZP’leri Cizelge 4.8’de verildi. Ayrica 0., 7., ve 28. giinlerde dl¢iimler

arasi degisikliklerin daha iyi anlagilmasi i¢in siitun grafiklerinde Sekil 4.8”de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. H1, H2, H3, H4 ve H5 formiilasyonlarinin emiilsifikasyon zamanlar1 damlacik
biiyiikliigi, polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve emiilsifikasyon zamani
sonuglar1 (n=3)

FORMULASYON 1. GUN | 7. GON | 28. GUN
DAMLACIK BUYUKLUGU (nm) +SS

H1 52,79+0,56 62,96+0,35 51,07+0,47

H2 33,31+0,21 35,05+0,41 32,04+0,15

H3 25,99+0,16 27,86+0,58 28,01+0,19

H4 22,53+0,26 21,95+0,39 21,42+0,19

H5 18,52+0,08 17,65+0,14 18,47+0,05
POLIDISPERSITE INDEKSI + SS

H1 0,19+0,01 0,21£0,01 0,15+0,00

H2 0,090,01 0,14+0,01 0,11=0,01

H3 0,10+0,02 0,20+0,01 0,110,02

H4 0,14+0,01 0,14+0,01 0,110,02

H>5 0,110,01 0,080,02 0,11+0,03
ZETA POTANSIYEL (mV) £+ SS

H1 -15,74+6,06 -4,66+0,23 -3,65+0,89

H2 -3,64+1,99 -2,62+1,11 -3,3440,35

H3 -3,0242,26 -4,25+0,21 -14,5+2,7

H4 -7,09+2,75 -4,94+4,40 -26,13+4,14

H5 -6,08+4,48 -0,55+1,53 22,37+1,52

EMULSIFIKASYON ZAMANI

H1 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

H?2 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

H3 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

H4 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

H5 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
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Sekil 4.8. H1, H2, H3, H4 ve HS5 formiilasyonlar1 i¢in (a) damlacik biiyiikliigii (b)
polidispersite indeksi (c) zeta potansiyel sonuclar1 (n=3)

Yag faz1 olarak etil oleat, yiizey etkin madde olarak Cremophor EL® ve Labrasol® karigimi,
yardimer ¢oziicli olarak propilen glikol igeren formiilasyonlar hazirlanirken Cremophor
EL®/Labrasol® ve propilen glikol i¢in 3:1 oran1 kullanildi. En biiyiik alan1 veren 3:1 iicgen
faz diyagrammdan (Sekil 3.13) formiilasyonlar secildi. Ucgen faz diyagramindan

Cremophor EL®/Labrasol® karisimini 3:1 oraninda igeren 11, 12, 13, 14 ve 15 1:50 oraninda
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bidistile su ile seyreltilmesi sonucu emiilsifikasyon zamam, DB, PDI ve ZP’leri Cizelge
4.9’da verilmistir. Ayrica 0., 7., ve 28. giinlerde olgtimlerdeki degisikliklerin daha iyi

anlasilmasi nedeniyle siitun grafiklerinde Sekil 4.9’da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. 11, 12, I3, 14 ve I5 formiilasyonlarin emiilsifikasyon zamanlari damlacik
bliytikliigli, polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve emiilsifikasyon zamani

sonuclari (n=3)

FORMULASYON 1. GUON 7. GUN [ 28. GUN
DAMLACIK BUYUKLUGU (nm) +SS

11 60,60+0,30 58,45+0,36 46,89+0,16

12 49,34+0,44 48,24+0,17 34,03+0,24

13 46,53+1,01 26,48+0,34 25,02+0,17

14 24,52+0,18 25,17+0,18 22.80+0,20

15 21,50+0,50 18,01£0,22 18,74+0,41
POLIDISPERSITE INDEKSI + SS

11 0,34+0,01 0,19+0,02 0,18+0,00

12 0,37+0,00 0,38+0,01 0,14+0,01

13 0,39+0,01 0,14+0,01 0,110,02

14 0,19+0,05 0,25+0,01 0,15+0,01

15 0,18+0,03 0,11+0,014 0,09+0,01

ZETA POTANSIYEL (mV) £ SS

11 -8,48+0,03 -7.43%0.,79 -6,1240.60

12 -5,61+0,60 -4,03+0,15 -4.21%0,61

13 -3,93+0,77 -7.38+2,07 -6,16+4.30

14 -5,53+1,35 -4,85+1,33 -7.85+3,11

15 27,15+2,92 -6,01+0,21 -6,2042.70

EMULSIFIKASYON ZAMANI

11 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

12 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

13 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

14 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

15 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
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Sekil 4.9. 11, 12, 13, 14 ve 15 formiilasyonlar1 i¢in (a) damlacik biiyiikliigii (b) polidispersite

indeksi (c) zeta potansiyel sonuglar1 (N=3)

Yag faz1 olarak etil oleat, yiizey etkin madde olarak Cremophor EL® ve Labrasol® karisimi,

yardimc1 ¢oziicii olarak propilen glikol ve absolii igceren formiilasyonlar hazirlanirken
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Cremophor EL®/Labrasol® 2:1 ve propilen glikol/absolii etanol igin 3:1 oram1 kullanilds.
Uggen faz diyagramidan Cremophor segilen J1, J2, J3, J4 ve J5 formiilasyonlarinmn 1:50
oraninda bidistile su ile seyreltilmesi sonucu emiilsifikasyon zamani, DB, PDI ve ZP’leri
Cizelge 4.10°da verildi. Ayrica 0., 7., ve 28. giinlerde Ol¢timler arasindaki degisikliklerin

daha iyi anlagilmasi igin stitun grafiklerinde Sekil 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10. J1, J2, J3, J4 ve J5 formiilasyonlarinin emiilsifikasyon zamanlar1 damlacik
biiyiikliigii, polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve emiilsifikasyon zamant
sonuglar1 (n=3)

FORMULASYON 1. GUN | 1 GUN___ [28.GUN
DAMLACIK BUYUKLUGU (nm) +SS

J1 74,29 +0,15 56,16 + 0,41 53,83 + 0,40

J2 35,57 + 0,26 40,64 0,13 37,30 £ 0,10

J3 29,68 + 0,13 30,74 + 0,20 28,64 + 0,07

J4 23,05 + 0,32 21,51+0,14 21,65 + 0,08

J5 18,81 + 0,48 19,39 + 0,27 18,9+0,2
POLIDISPERSITE INDEKSI + SS

J1 0,26 + 0,01 0,25+ 0,01 0,28 + 0,01

J2 0,15 + 0,02 0,19+ 0,01 0,17+ 0,01

J3 0,13 + 0,02 0,14 0,01 0,09 + 0,02

J4 0,17+ 0,01 0,12 + 0,02 0,11 + 0,00

J5 0,14 + 0,01 0,13 + 0,02 0,10 + 0,03
ZETA POTANSIYEL (mV) + SS

J1 9,14 £ 0,69 4,64 £ 0,45 6,59 + 0,53

J2 -5,76 + 1,56 2,77 +0,74 4,79 + 1,11

J3 4,49 £ 0,65 3.13+£1.22 5,49 +0,17

J4 6,61 0,71 -6,80 +1,32 4,15+ 4,03

J5 4,63 +2,34 529521 -7.40 £ 5,60

EMULSIFIKASYON ZAMANI

J1 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

J2 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

J3 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

J4 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

J5 1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)
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Sekil 4.10. J1, J2, J3, J4 ve J5 formiilasyonlar1 igin (a) damlacik biiyiikligii (b) polidispersite

indeksi (c¢) zeta potansiyel sonuglar1 (n=3)
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4.2. ELISA Yontemi ile Exendin-4’iin Miktar Tayini

Exendin-4’tin miktar tayini i¢in Bolim 3.2.2°de belirtildigi gibi analiz Kkitinin protokolii
uygulanarak standartlardan hareketle 4 degiskenli lojistik regresyon kullanilarak hiperbolik
egri ¢izildi (Sekil 4.11). Hiperbolik egrinin esitligi “Es.4.1” gosterildi. Protokoldeki
validasyon ¢alismalar1 genelde verilen standartlar esas alinarak yapildi. Hiperbolik egrinin
esitliginden hareketle 6rneklerin konsantrasyonlart hesaplandi.

y= 3,250-0,125 +0’125 (41)

1,185
()
0,438

2 AN
N\

absorbans (0.D)

[EEY

o
v

’0 \ <

0,01 0,1 10 100

1
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.11. ELISA kitinin kalibrasyon egrisi

4.3. Exendin-4 ve Exendin-4/Kimostatin Yiikli Kendiliginden Nanoemiilsifiye

Olabilen Sistemlerin Karakterizasyon Calismalari

Onformiilasyon calismalarinda hazirlanan 27 formiilasyonun 5°C + 3°C kosullarinda
bekletilerek 28 giin siireli damlacik biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli
Ol¢ciim sonuglar1 tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile istatistik olarak degerlendirildi ve
yiikkleme etkinliginin arastirilmasi i¢in bu olglimler arasinda damlacik biiyiikliiklerinde

anlaml1 farkin olmadigi (p>0.05) alt1 formiilasyon se¢ildi (Cizelge 4.10).

C1 formiilasyonu, yag fazi olarak Maisine®i %18, yiizey etkin madde olarak % Labrasol®"ii

%65,6, yardimci ¢oziicii olarak propilen glikoli %16,4 oranlarinda igermektedir. C1
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formiilasyonunun 1 ay siireli damlacik biiyiikliigii (274+3,08 nm) ve polidispersite indeksi
(0,497+0,05) ol¢iimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamakla beraber diger
alt1 formiilasyona gore damlacik biiyiikliigli ve polidispersitesi olduk¢a yiiksek bulundugu

icin ilerleyen deneyler i¢in C1 formiilasyonundan vazgegildi.

Yikleme etkinliginin tayini:

Istatiksel analiz sonuglarina gére secilen 6 formiilasyon icin Boliim 3.2.3’de belirtildigi gibi

yapilan indirekt yiikleme etkinligi tayini sonuglar1 Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Yiikleme etkinligi arastirilan formiilasyonlar i¢in yardimci madde oranlari ve
yiikleme etkinligi sonuglari

Formiilasyon Yag fazi1 (%) Yiizey etkin madde Yardime1 Coziicii %
Yiikleme
Etkinligi
E2 Etil oleat %30 Cremophor EL® Etanol %17,5 62,15
%52,5
F (DoE) Etil oleat %16,67 Cremophor EL® Etanol %20,83
%62,5 60,73
15 Etil oleat %15 Cremophor EL® Propilen glikol 82,41
%47,81- %21,25
Labrasol® %15,94
H5 Etil oleat %15 Cremophor EL® Propilen glikol 88,25
%42,5- %21,25
Labrasol® %21,25
G5 Etil oleat %15 Cremophor EL® Etanol %21,25 74,09
%21,25-
Labrasol® %42,5
J5 Etil oleat %15 Cremophor EL® Etanol %5,3125- 81,69
%21,25- Propilen glikol
Labrasol® %42,5 %15,9375

Bu sonuglara gére %80 iizerinde yiikleme etkinligine sahip H5, 15 ve J5 formiilasyonlar:
icin yilikleme etkinliginin belirlenmesinde hem direkt hem indirekt yontem kullanildi. Direkt
yontemle yapilan yiikleme etkinliginde 15 ve J5 formiilasyonlarinda exendin-4 baslangig
konsantrasyonundan ytiksek bulundugu i¢in Triton-X’in exendin-4’1ii parcaladigi diistiniildii.
HS5 formiilasyonunda ise, direkt yontemde ylikleme etkinligi %82,4; indirekt yontemde ise
%88,25 bulundu. Tekrarlanan analiz sonucunda H5 indirekt yontemde yiikleme etkinligi

yine %88,25 oldugu tespit edildi.
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Yukarida anlatilan deneyler yapilarak elde edilen verilere gére H5, 15 ve J5 formiilasyonlari
icin ayrintili karakterizasyon c¢alismalarmna devam edilmesine karar verildi. Bu
formiilasyonlar i¢in 28 giinliik stabilite ¢alismalar1 yiiriitildii. Bu formiilasyonlar i¢in
emiilsifikasyon zamani, DB, PDI, ZP 6l¢limlerinin yanisira Boliim 3.1°de anlatildigi tizere

tiirbidite, viskozite ve pH yapildu.

H5, 15 ve J5 formiilasyonlar1 i¢in emiilsifikasyon zamani, DB, PDI, ZP, tiirbidite, viskozite

ve pH sonuglar1 Cizelge 4.12°de gosterilmistir.

Cizelge 4.12. HS, I5 ve J5 formiilasyonlari i¢in emiilsifikasyon zamani, damlacik biiyiikligi,
zeta potansiyel, tiirbidite, viskozite ve pH sonuglar1 (n=3)

Formiilasyon Damlacik Polidispersite Zeta Viskozite pH Tiirbidite | Emiilsifikasyon
Biiyiikliigii Indeksi Potansiyel | (m.Pas)+ | £SS (NTU) zamani
(nm) + SS +SS (mV) £ SS SS +SS
H5 24,28+0,43 0,17+0,01 -1,2843,61 67,28+ 5,40 6,37+ Grade B
5,22 +0,00 0,00 1 dk’dan az
J5 20,66+0,40 0,10+0,01 -5,99+0,43 65,63+ 5,34 5,42+ Grade B
2,55 40,00 0,00 1 dk’dan az
15 20,63+0,39 0,15+0,01 -0,93+4,31 65,24+ 5,50 5,62+ Grade B
2,55 +0,00 0,00 1 dk’dan az

4.4, Kisa Siireli Fiziksel Stabilite Calismalar

Kisa siireli fiziksel stabilite ¢alismalar1 Boliim 3.2.5°te belirtildigi iizere 1 ay siireli olarak
5°C £ 3°C, 25°C £+ 2°C/60% =+ 5% bagil nem ve 40°C + 5°C/%75 + %5 bagil nemde H5, J5
ve |5 formiilasyonlariyla yapildi. Kisa siireli stabilite ¢aligmalar1 sonucunda H5, J5 ve 15
formiilasyonlarinin DB’leri Cizelge 4.13 ve Sekil 4.12°de, PDI’leri Cizelge 4.14 ve Sekil
4.13’te, ZP’leri Cizelge 4.15 ve Sekil 4.14°te, tirbiditeleri Cizelge 4.16 ve Sekil 4.15te,
pH"lan Cizelge 4.17 ve Sekil 4.16°da, viskozite sonuglar1 Cizelge 4.18 ve Sekil 4.17°de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.13. J5, HS ve I5 formiilasyonlarinin kisa siireli stabilite ¢alismalarinda damlacik
biiytikliigii sonuglart (n=3)

Damlacik Biiyiikliigii (nm) = SS
J5 H5 15
5°C + 25°/ 40°C/ 5°C + 25°/ 40°C/ 5°C 25°C/ 40°C/
3°C 60% BN 5% 3°C 60% 5% +3°C 60% 75% BN
=
‘5 BN BN BN BN
0 20,66 | 20,66 20,66 24,36 | 24,36 24,36 20,63 | 20,63 20,63
+0,40 | +£0,40 +0,40 +0,67 | £0,67 +0,67 +0,39 | £0,39 +0,39
1 21,37 | 19,63 18,14 21,58 | 21,54 19,02 21,25 | 19,97 20,04
+0,81 | £0,71 +0,11 +0,64 | +£0,59 +0,54 +0,42 | £0,41 +0,39
15 21,51 | 19,37 46,03 19,58 | 21,27 19,92 22,14 | 19,45 25,59
+2,96 | £0,18 +12,69 | £0,35 | +0,39 +0,41 +0,15 | £0,45 +1,97
30 20,76 | 27,39 23,97 22,3 21,51 20,69 22,51 | 23,87 22,36
+0,73 | £2,01 +0,69 +0,7 +0,61 +0,66 +0,73 | £0,83 + 0,69
70 - mJ5 5°C+3°C W5 25°C £2°C/60% + 5%
HJ5 40°C£5°C/%75+5% m HS5 5°C+3°C
B H5 25°C +2°C/60% =+ 5% m HS5 40°C£5°C/%75+5%
60 - w15 5°C+3°C m1525°C +2°C/60% + 5%
»E~ 50 -
g
=
=
=
>
=
-}
= 30 -
<
=
£
[
2 20 -
10 A
O -
0.gilin 1.gin  Zaman (giin) 15-8Un 1lay

Sekil 4.12. J5, H5 ve I5 formiilasyonlarinin kisa siireli stabilite ¢alismalarinda damlacik
biiytikliigii sonuglart (n=3)
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Cizelge 4.14.J5, H5 ve 15 formiilasyonlarin kisa siireli stabilite calismalarinda polidispersite
indeksi sonuglar1 (n=3)

Polidispersite Indeksi + SS
35 H5 15

Giin 5°C | 25°/ | 40°C/ | 5°C=+ | 257 40°C/ | 5°C | 25°C/ | 40°C/
+ 60% | 75%BN | 3°C | 60%BN | 75% | +3°C | 60%BN | 75%

3C | BN BN BN

0 010 | 010 | 010 | 015 | 015 015 | 017 | 017 | 017
0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,02 | 0,02 | +0,02 | 0,01 | +0,01 |=0,01

1 021 | 010 | 009 | 016 | 014 013 | 013 | 01l | 014
£0,13 | 0,01 | #0,01 | +0,02 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,02 | 0,02

15 020 | 012 | 009 | 011 | 007 009 | 020 | 011 | 026
+0,13 +0,02 +0,01 +0,01 +0,02 +0,02 +0,02 +0,04 +0,05

30 012 | 024 | 019 | 015 | 013 011 | 015 | 015 | 016
£0,02 | 0,01 | 0,05 | 0,02 | 0,02 | 0,01 | 0,03 | 0,01 |=0,01

mJ5 5°C+3°C mJ525°C £ 2°C/60% + 5%
04 - 1 J5 40°C£5°C/%75+5% m HS5 5°C+3°C
B HS 25°C £+ 2°C/60% + 5% B HS5 40°C+5°C/%75+5%
0,35 - mI55°C£3°C w15 25°C +2°C/60% + 5%

Polidispersite indeksi

0.gln 1.gln Zaman (giin) 15.gin 1lay

Sekil 4.13. J5, H5 ve I5 formiilasyonlarin kisa siireli stabilite ¢aligmalarinda polidispersite
indeksi sonuglar1 (N=3)
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Cizelge 4.15. J5, H5 ve 15 formiilasyonlarinin kisa siireli stabilite ¢alismalarinda zeta
potansiyel sonuglari (n=3)

-12

Zaman (giin)

Zeta Potansiyel (mV) + SS
J5 H5 15
Giin 5°C 25°/ 40°C/ 5°C+ 25°/ 40°C/ 5°C 25°C/ | 40°C/
+ 60% 5% 3°C 60% 75% +3°C 60% 75%
3°C BN BN BN BN BN BN
0 -5,99 -5,99 -5,99 -1,28 -1,28 -1,28 -0,93 -0,93 -0,93
+0,43 +0,43 +0,43 +3,61 +3,61 +3,61 +4,31 +4,31 +4,31
1 -8,77 -6,42 -3,77 -5,71 -9,15 -7,19 -6,39 -8,18 -5,29
+1,26 +4,09 +0,95 +1,56 +0,53 +1,73 +4,09 +2,59 +0,82
15 1,67 -2,08 0,01 -0,72 -1,85 0,89 0,87 -1,14 -0,23
+4,33 +0,37 +0,96 +3,59 +2,49 +0,65 +3,57 +3,19 +0,96
30 4,53 -3,76 -5,59 -7,42 -6,64 -5,52 -1,65 -6,21 -6,98
+1,21 +0,49 +0,86 +2.15 +0,49 +0,51 +0,31 +0,89 +2.20
g . ™ J5 5°C+3°C mJ525°C £2°C/60% + 5%  mJ5 40°C+5°C/%75+5%
mHS5 5°C+3°C m HS 25°C £ 2°C/60% + 5% m HS5 40°C£5°C/%75+5%
6 - m 15 5°C+3°C m1525°C +£2°C/60% + 5% 15 40°C+5°C/%75+5%
4 _
S
E
)
>
2
©
5
[a
3]
D
N

Sekil 4.14. J5, H5 ve I5 formiilasyonlarinin kisa siireli stabilite calismalarinda zeta
potansiyel sonuglari (n=3)
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Cizelge 4.16. J5, H5 ve 15 formiilasyonlarin kisa siireli stabilite ¢alismalarinda tiirbidite
sonuglar1 (n=3)

Tirbidite (NTU) + SS

(o]

Tiirbidite (NTU)
o)}

0.gln

1.gln

Zaman (giin)

15.gun

J5 H5 15
Giin 5°C 25°/ 40°C/ 5°C+ 25°/ 40°C/ 5°C 25°C/ 40°C/
+ 60% 75% 3°C 60% 75% +3°C 60% 75%
3°C BN BN BN BN BN BN
0 5,42 5,42 5,42 6,37 6,37 6,37 5,62 5,62 5,62
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00
1 2,75 4,05 3,57 2,89 3,31 4,02 2,79 2,91 4,99
+0,01 +0,02 +0,17 +0,02 +0,01 +0,03 +0,01 +0,01 +0,08
15 4,22 3,72 10,06 4,45 4,94 4,60 3,42 5,53 5,65
+0,01 +0,01 +0,07 +0,03 +0,02 +0,01 +0,02 +0,01 +0,02
30 4,51 7,51 5,98 4,83 4,56 4,54 4,25 5,51 4,48
+0,01 +0,04 +0,02 +0,02 +0,01 +0.01 +0,01 +0,01 +0,04
mJ5 5°C+3°C B J525°C £2°C/60% + 5%  mJ5 40°C+5°C/%75+5%
12 4 mH5 5°C+3°C mHS 25°C +2°C/60% + 5% mHS5 40°C£5°C/%75+5%
10 m 15 5°C+3°C m1525°C £ 2°C/60% + 5% 15 40°C+5°C/%75+5%

1lay

Sekil 4.15. J5, HS ve I5 formiilasyonlarinin kisa siireli stabilite ¢caligmalarinda tiirbidite

sonuclar1 (n=3)
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Cizelge 4.17. J5, H5 ve IS5 formiilasyonlarin kisa siireli stabilite ¢aligmalarinda pH sonuglari

(n=3)
pH £ SS
J5 H5 15
Giin 5°C 25°/ 40°C/ 5°C + 25°/ 40°C/ 5°C 25°C/ 40°C/
+ 60% | 75% BN 3°C 60% BN 75% +3°C | 60% BN 75%
3°C BN BN BN
0 534 5,34 534 5,40 5,40 5,40 5,50 5,50 5,50
+0,00 +0,00 | +0,00 +0,00 | +£0,00 +0,00 +0,00 | +0,00 +0,00
1 5,05 4,86 4,82 4,87 4,99 4,78 5,09 4,93 3,27
+0,01 +0,03 | £0,03 +0,11 +0,03 +0,02 +0,03 | £0,05 +0,01
15 5,00 5,30 5,27 4,96 4,99 4,97 5,08 5,32 5,37
+0,10 | 0,01 | +£0,01 +0,01 | +£0,02 +0,01 +0,02 | +£0,01 +0,01
30 5,32 5,07 4,99 513 5,28 5,28 5,56 5,47 5,46
+0,02 +0,01 | +0,03 +0,01 | +£0,06 +0,01 +0,02 | £0,03 +0,03

mJ55°C£3°C B J5 25°C £ 2°C/60% + 5%  mJS5 40°C+5°C/%75+5%
mH5 5°C+3°C B HS5 25°C +£2°C/60% + 5% mH5 40°C+5°C/%75+5%
6 =15 5°C+3°C =15 25°C £ 2°C/60% + 5% I5 40°C+5°C/%T75+5%
N i :
|
Ls-
) |
.
o

0.glin 1.gln 15.gun 1lay

Zaman (giin)

Sekil 4.16. J5, HS ve 15 formiilasyonlarinin kisa siireli stabilite ¢calismalarinda pH sonuglari
(n=3)
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Cizelge 4.18. J5, HS ve IS5 formiilasyonlarin kisa siireli stabilite ¢caligmalarinda viskozite
sonugclari (n=3)

Viskozite (m.Pas) + SS
35 H5 5
Giin 5°C 25°/ 40°C/ 5°C 25°/ | 40°C/ 5°C 25°C/ | 40°C/
+ 60% 75% . 60% | 75% . 60% | 75%
3°C BN BN 3°C BN | BN 3°C BN | BN
0 | 6563 65,63 6563 | 67,28 67.28 | 67,28 | 6524 6524 | 6524
+2.55 +2.55 +255 | 522 1520 | 4522 | £2.55 +2.55 | £2.55
15 | 63,98 77.37 101,86 | 49,59 79,60 | 111,68 | 19,35 71,85 | 85,71
+3.13 +20,06 +4.18 | 1,91 +426 | £21,16 | £2.42 +9.71 | £17,89
30 | 20,49 5831 33,68 | 58,08 39,30 | 29,65 | 85,71 5145 | 32,65
+2.60 +6.,45 13,62 | £5.23 +4.12 | 2,55 | 48,11 £926 | +3.34
mJ5 5°C+3°C 5 25°C £ 2°C/60% + 5%  m J5 40°C+5°C/%T5+5%
B H5 5°C+£3°C B HS5 25°C = 2°C/60% + 5%  mHS5 40°C=5°C/%75+5%
140 7 415 50C43°C W15 25°C £ 2°CL60% + 5% =15 40°C£5°C/%75+5%

Viskozite (m.Pas)

0.glin 15.glin 1ay

Zaman (giin)

Sekil 4.17. J5, H5 ve I5 formiilasyonlarinin kisa stireli stabilite ¢aligmalarinda viskozite
sonuclar1 (n=3)

En uygun exendin-4 vikli SNEDDS formiilasyonunun secilmesi

Kisa siireli stabilite ¢alismalariyla DB, PDI, ZP, viskozite, pH ve tiirbidite sonuglarinmn tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonucu 5°C+3°C
ve 25°C + 2°C/60% =+ 5% bagil nemde yapilan Sl¢iimlerde anlamli bir fark gézlenmeyen H5
formiilasyonu se¢ildi (p>0.05). HS formiilasyonunda 40°C+5°C/%75+5% bagil nemde
yapilan 6l¢iimlerde sonuglarda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmesi sonucu uzun
stireli stabilite calismalarina 5°C+3°C ve 25°C £ 2°C/60% =+ 5% bagil nemde devam edildi

(p<0.05). Bundan sonra yapilan deneylerde H5 formiilasyonu kullanildi. Exendin-4’iin oral
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yoldan parg¢alanmasini dnlemek amaciyla kimotripsin inhibitorii kimostatin formiilasyona
eklendi. Asagida exendin-4 yiiklii H5 ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin birim

formiilleri verilmistir:

Exendin-4 yiiklii SNEDDS H5’in birim formiilasyonu

Exendin-4............... 2,5 ug Etkin madde

Etil oleat.................. 0,15¢ Yag fazi
Cremophor EL®....... 0,425 g Yiizey etkin madde
Labrasol®............. 0,2125 ¢ Yiizey etkin madde
Propilen glikol....... 0,2125 ¢ Yardimci ¢oziicti

Exendin-4/ Kimostatin yiiklii SNEDDS HS5’in birim formiilasyonu

Exendin-4............... 2,5 ug Etkin madde
Kimostatin.............. 0,125 ng Enzim inhibitorii
Etil oleat.................. 0,15¢ Yag faz1
Cremophor EL®....... 0,425 g Yiizey etkin madde
Labrasol®............. 0,2125 ¢ Yiizey etkin madde
Propilen glikol....... 0,2125¢g Yardimei ¢oziicii

Optimum exendin-4 vikli SNEDDS formiilasyonunun karakterizasyon calismalarina ait

sonuclar

Exendin-4 yiiklii H5 formiilasyonu ve exendin-4/kimostatin yiiklii H5 formiilasyonu Bolim
3.2.1°de anlatildig1 sekilde yapilan emiilsifikasyon zamam, DB, PDI, ZP &l¢iimlerine ait
sonuclar Cizelge 4.19°da ve Sekil 4.18- 4.19°da verilmistir.
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Cizelge 4.19. Exendin-4 yiikli H5 formiilasyonu ve exendin-4/kimostatin yiikli HS5
formiilasyonu i¢in emiilsifikasyon zamani, damlacik biyikligl, zeta
potansiyel ve viskozite 6l¢timlerine ait sonuglar (n=3)

FORMULASYON

DAMLACIK BUYUKLUGU (nm) £SS

Exendin-4 yiiklii HS SNEDDS 24,28+0,43

Exendin-4/kimostatin yiiklii HS SNEDDS 20,25+0,35
POLIDISPERSITE INDEKSI + SS

Exendin-4 yiiklii HS SNEDDS 0,17+ 0,01

Exendin-4/kimostatin yiiklit HS SNEDDS 0,11 0,02
ZETA POTANSIYEL (mV) = SS

Exendin-4 yiikli H5 SNEDDS 128+ 3.6

Exendin-4/kimostatin yiiklii H5S SNEDDS -1,85+2,49

EMULSIFIKASYON ZAMANI

Exendin-4 yiikli HS SNEDDS

1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

Exendin-4/kimostatin yiiklii HS SNEDDS

1 dk’dan az/hafif bulanik (Grade B)

VISKOZITE (m.Pas) + SS
Exendin-4 yiikli H5S SNEDDS 79,60 + 3,30
Exendin-4/kimostatin yiiklit HS SNEDDS 100,02 £ 7,65
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2428 Peak 1: 26,79 100,0 9,564
Pdl: 0,168 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,941 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

20-’. ................. : .................................................................
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; _ : : o e e :
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Sekil 4.18. Exendin-4 yiiklii H5 formiilasyonunun damlacik biiytikligi grafigi
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Sekil 4.19. Exendin-4/kimostatin ytiklii HS formiilasyonunun damlacik biiytikligi grafigi

Boliim 3.2.4°de anlatildigr sekilde yapilan reolojik ¢aligmalara ait reogramlarda exendin-4
ve exendin-4/kimostatin yiikli HS5 formiilasyonlarinin kayma hizi ve kayma gerilimi
arasindaki iliski dogrusal bulundu (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21). Bu sonuglara exendin-4 ve
exendin-4/kimostatin yiiklii H5 formiilasyonunun Newtonian akis gosterdigi bulundu.
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Sekil 4.20. Exendin-4 yiiklii HS formiilasyonunun kayma hizina karsi kayma gerilimi grafigi
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Sekil 4.21. Exendin-4/kimostatin yiikli H5 formiilasyonunun kayma hizina karsi kayma
gerilimi grafigi

Morfolojik 6zelliklerin Gecirimli Elektron Mikroskobuyla (TEM) goriintiilenmesi

Optimum formiilasyon olarak segilen exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiikli HS
formiilasyonlar1 Boliim 3.2.2°de anlatildig1 gibi 1:50 oraninda seyreltildi ve Sekil 4.22°de
gosterilen TEM goriintiileri alindi. Damlaciklarin 50 nm’nin altinda kiiresel sekilde oldugu

tespit edildi.
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Resim 4.2. Formiilasyonlarin TEM goriintiileri a) exendin-4 icermeyen formiilasyon b)
exendin-4 yiiklii formiilasyon c) exendin-4/kimostatin yiiklii formiilasyon

4.5. Uzun Siireli Fiziksel Stabilite Calismalar:

Boliim 3.2.6°da anlatildig1 iizere uzun siireli fiziksel stabilite caligmalarina exendin-4 ve
exendin-4/kimostatin igeren H5 SNEDDS’ler ile devam edildi. Calismalar ICH kilavuzuna
gore 12 ay siireli olarak 5°C£3°C ve 25°C + 2°C/60% bagil nemde yiiriitiildii (ICH Q1A (R2)
Guideline, 2003). Exendin-4 yiiklii ve exendin-4/kimostatin yiiklii H5 formiilasyonlarmn 0.,
3., 6., 9., ve 12. aylardaki DB’leri Cizelge 4.20 ve Sekil 4.22°de, PDI’leri Cizelge 4.21 ve
Sekil 4.23°te, ZP’leri Cizelge 4.22 ve Sekil 4.24’te, viskozite sonuglari Cizelge 4.23 ve Sekil
4.25’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.20. Exendin-4 yiiklii SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin
uzun stireli stabilite ¢alismalarinda damlacik biiyiikliigli sonuglart (n=3)

Damlacik Biiyiikliigii (nm)+SS
Exendin-4 yiiklii SNEDDS Exendin-4/Kimostatin yiiklii SNEDDS
Ay 5°C +3°C 25°+ 2°C /%60 BN 5°C +3°C 25°+ 2°C/%60 BN
0 18,97+0,43 24,28+0,43 18,47+0,35 20,25+0,35
3 18,08+0,21 19,51+0,31 19,25+0,13 16,49+0,16
6 19,39+0,56 21,57+1,79 18,56+0,21 21,36+0,61
9 19,74+0,58 20,84+0,54 19,97+0,64 21,88+0,47
12 22,44+0,39 21,3440,60 19,67+0,60 21,72+0,29

B Exendin-4 ylkli SNEDDS 5 2C+32C

B Exendin-4 yiikli SNEDDS 252C+22C/ %60 RH+%5

m Exendin-4/Kimostatin yikli SNEDDS ytikli SNEDDS 5 2C+32C
H Exendin-4/Kimostatin yikli SNEDDS252C+22C/ %60 RH+%5

N N
o w

Damlacik Biiyiikliigii (nm)
=
(9}

10
5
0
0.glin 3.ay 6.ay 9.ay 12.ay
Zaman (ay)

Sekil 4.22. Exendin-4 yiiklii SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin uzun
siireli stabilite ¢aligmalarinda damlacik biiytikliigii sonuclar1 (n=3)
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Cizelge 4.21. Exendin-4 yiiklii SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin
uzun siireli stabilite ¢alismalarinda polidispersite indeksi sonuglari (n=3)

Polidispersite Indeksi +SS
Exendin-4 yiiklii SNEDDS Exendin-4/Kimostatin yiiklii SNEDDS
Ay 5°C +3°C 25°+ 2°C /%60 5°C +3°C 25°+ 2°C /%60 BN
BN
0 0,13+0,02 0,13+0,02 0,09+0,01 0,09+0,01
3 0,15+0,01 0,08 +0,01 0,10+ 0,01 0,11+0,01
6 0,13+0,01 0,09 + 0,07 0,09+0,01 0,13 £0,01
9 0,11 +0,01 0,09+0,01 0,09+ 0,00 0,07+0,01
12 0,21+0,01 0,09+ 0,03 0,10+ 0,01 0,06 + 0,01
0,25 - M Exendin-4 yukli SNEDDS 5 2C+32C

m Exendin-4 yikli SNEDDS 252C+2°C/ %60 RH+%5
m Exendin-4/Kimostatin yikli SNEDDS yuikli SNEDDS 5 2C+32C
m Exendin-4/Kimostatin yikli SNEDDS252C+2°2C/ %60 RH+%5

o
N

\D
=
(9}

Polidisperiste indeksi

0.ay 3.ay 9.ay 12.ay

6.
Zama%y(ay)

Sekil 4.23. Exendin-4 yiiklit SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin uzun
stireli stabilite ¢aligmalarinda polidispersite indeksi sonuglart (n=3)
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Cizelge 4.22. Exendin-4 yiikli SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin
uzun siireli stabilite ¢alismalarinda zeta potansiyel sonuglari (n=3)

Zeta Potansiyel £SS
Exendin-4 yiiklii SNEDDS Exendin-4/Kimostatin yiiklii SNEDDS
Ay 5°C+3°C 25°+ 2°C /%60 BN 5°C+3°C 25°+ 2°C/%60 BN
0 -1,28 + 3,61 -1,28 + 3,61 -1,85+ 2,49 -1,85+ 2,49
3 -11,00 £ 2,34 -14,53 £ 0,76 -9,29 + 3,56 -12,46 + 3,84
6 -5,53+2,02 -8,62+1,01 -10,96 £ 2,21 -3,82 + 0,53
9 -8,86 £ 0,95 -3,79+1,29 -10,87 £2,14 -3,58 £ 2,97
12 -9,40+ 0,85 -1,61+0,74 -9,02 + 0,23 -2,35+0,70
Zaman (ay)
0.ay Y 6.ay 9.ay 12.ay
0 -

S 2

E -

g

g -8 - .

@ -10 -

S

.

8 -14 -

(«5]

N -16 -

18 “ g Exendin-4 yikli SNEDDS 5 °C+3°C
M Exendin-4 yiikli SNEDDS 25°C+2°C/ %60 RH+%5
Exendin-4/Kimostatin ytikltii SNEDDS yiklii SNEDDS 5 2C+32C
M Exendin-4/Kimostatin yukli SNEDDS252C+22C/ %60 RH+%5

Sekil 4.24. Exendin-4 yiikli SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin uzun
siireli stabilite ¢aligsmalarinda zeta potansiyel sonuglar1 (n=3)
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Cizelge 4.23. Exendin-4 yiiklii SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin
uzun siireli stabilite ¢alismalarinda viskozite sonuglar1 (n=3)

Viskozite (m.Pas) +SS

Exendin-4 yiiklii SNEDDS

Exendin-4/Kimostatin yiiklii SNEDDS

Ay 5°C+3°C 25°+ 2°C /%60 BN 5°C+3°C 25°+ 2°C/%60 BN
0 83,46 £ 5,77 79,60 + 3,30 128,62 + 12,47 100,02 = 7,65

3 85,95+ 3,73 86,04 + 3,03 83,64 + 5,45 117,31 +5,68

6 73,12+ 2,96 85,15+ 3,57 94,14 + 4,89 116,39 + 3,48

9 98,94 +£ 11,97 96,25 + 19,49 81,07 + 8,52 105,31 +£18,24

12 82,47 + 3,86 128,92 + 20,46 110,61 + 7,06 117,18 +£20,32

120 -
100 -
80 -
60 -

Viskozite (mPas)

40 -
20 -

O.ay

M Exendin-4 yiikli SNEDDS 5 2C+32C
B Exendin-4 ylkli SNEDDS 252C+22C/ %60 RH+%5
160 -™ Exendin-4/Kimostatin yiikla SNEDDS yukli SNEDDS 5 2C+32C
140 ™ Exendin-4/Kimostatin ylikli SNEDDS252C+22C/ %60 RH+%5

3.ay Zaman (ay)6-ay

9.ay 12.ay

Sekil 4.25. Exendin-4 yiiklii SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin uzun
siireli stabilite ¢alismalarinda viskozite sonuglar1 (n=3)

Uzun siireli stabilite ¢alismalarinda exendin-4 yiikli SNEDDS ve exendin-4/kimostatin

yikli SNEDDS’lerin 0., 3., 6., 9. ve 12. aylardaki damlacik biyiikligii, polidispersite

indeksi, zeta potansiyel ve viskozite sonuglarinin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile

istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonucu; 5°C + 3°C ve 25°C + 2°C/60% + 5% bagil

nemde yapilan dlgtimler arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). 0., 3., 6., 9. ve 12.

aylarda yapilan reolojik calismalar formiilasyonlarin akis 6zelliklerinin Newtonian akis

tipine uydugunu gosterdi.
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4.6. In vitro Salim Cahsmalar1

In vitro salim c¢alismalar1 Boliim 3.2.7°de anlatildigi sekilde gerceklestirildi. Salim
caligmalar1 6nce pH 1,2°de 2 saat, daha sonra da pH 6,8’de 2 saat olarak yapildi. pH 1,2°de
ornek alinan bazi noktalarda baslangigta konulan exendin-4 konsantrasyonundan fazla
konsantrasyonda exendin-4 6l¢iilmiis ve exendin-4’iin par¢alandigi diistiniilip B6liim 3.2.7.
belirtilen lipoliz deneyleriyle bu varsayimin degerlendirilmesi diisiiniildii. pH 6.8’de salim
profili ve % yigilmali salinan exendin-4’iin zamana kars1 grafigi gosterilmektedir (Sekil

4.26).

pH 6,8

100
90
80
70 e} + 4*
60
50
40
30

20
10

% Yigilmali Salim

0 20 40 60 80 100 120
Zaman (dk)

Sekil 4.26. Exendin-4 yiiklii H5 formiilasyonun pH 6,8’deki salim profili (n=3)

Sekil 4.26’da goriildiigi gibi pH 6,8’de yigilmali salinan exendin-4 miktar1 2. saatin sonunda
%73,79 olarak bulundu.
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4.7. In vitro Lipoliz Cahsmalari

Invitro lipoliz calismalar1 Boliim 3.2.8’de anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. Gastrik lipoliz
caligmalarinda alinan 6rneklerin konsantrasyonlar1t ELISA kitiyle 6lgiildii. 60.dk’da alinan
ornek konsantrasyonu (93,75+0,028 ng/mL), baslangi¢ konsantrasyonundan (62.5 ng/mL)
yilksek bulundu ve salim calismalarinda diisiiniilen exendin-4’iin gastrik ortamda
pargalandigi varsayimi giiglendi. Exendin-4 i¢eren formiilasyonlar ve exendin-4/kimostatin
iceren formiilasyonlarin FaSSIF ve FeSSIF biyouyumlu ortamlarinda lipolizi sirasinda
harcanan NaOH miktar1 Sekil 4.27°de gosterilmektedir. Exendin-4 ve exendin-4/kimostatin

iceren formiilasyonlar i¢in 4 saat boyunca NaOH harcandig1 gézlendi.

Lipoliz ¢alismalar1 sonuglarina gore harcanan NaOH miktarlar1 istatistiksel olarak
degerlendirildiginde aglik ve tokluk ortamlarinda hem exendin-4 i¢eren formiilasyonlar hem

de exendin-4/kimostatin i¢eren formiilasyonlar arasinda anlamli bir farklilik gézlenmedi

(p>0.05).

1,4
12 - ' ——F—- /%
5 ] 1
1 4 T .
-
£08 -
I
% 0,6 —6=—FaSSIF EX-4
=z s FaSSIF EX-4-KIM
04 FeSSIF EX-4
0,2 == FeSSIF EX-4-KIM
0 ) T T T 1
0 40 80 120 160 200 240
Zaman (dK)

Sekil 4.27. Exendin-4 igeren formiilasyonlar ve exendin-4/kimostatin igeren
formiilasyonlarin FaSSIF ve FeSSIF biyouyumlu ortamlarinda lipolizi
sirasinda harcanan NaOH miktar1 (n=3)
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4.8. SDS-PAGE ile Stabilite Calismalari

SDS-PAGE c¢aligmalar1 Boliim 3.2.9°da anlatildig tizere O, 1, 2 ve 4. hafta bekletilen 1 g
exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiikli H5 SNEDDS’lerle yapildi. SDS-PAGE
calismasinda molekiiler agirlik belirleyici ve exendin-4 ¢ozeltisinin jelde ilerledigi goriildii
ancak exendin-4 iceren formiilasyonlarin hicbirinde exendin-4’in jelde ilerledigi

gbzlenmedi.

Bu durumun formiilasyon bilesenlerinden kaynaklanabilecegi diistiniildii ve SDS-PAGE
caligmast Boliim 3.2.9°da anlatilan isleme gore tekrarlanarak exendin-4 igeren formiilasyon
bilesenleri jele yiiklendi. Sekil 4.28’de goriildiigii iizere exendin-4 ¢ozeltisi, exendin-4’{in
Cremophor EL® icermeyen formiilasyon bilesenleriyle karisimi (Ex-4-etil oleat, Ex-4-
Labrasol®, Ex-4- propilen glikol) uygulanan kuyucuklarda exendin-4’iin jelde ilerledigi,
ancak exendin-4’iin Cremophor EL® igeren formiilasyon bilesenleriyle karisimi (Ex-4-
Cremophor EL®, Ex-4-Cremophor EL®/Labrasol®, Ex-4-SNEDDS) uygulanan
kuyucuklarda exendin-4’in jelde ilerlemedigi gézlendi.

kDa MWM Ex-4 Ex-4 Ex4 Ex-4 Ex-4 Ex-4 Ex4
¢oz etil CrEL Lab PG CrEL SNEDDS
oleat Lab

Sekil 4.28. Exendin-4 i¢eren formiilasyon bilesenlerinin ayr1 ayri jele yiiklenmesi
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4.9. Formiilasyonlarin Hiicre Canlihigina Etkisinin MTT testi ile Degerlendirilmesi

SNEDDS formiilasyonlarmin hiicre canliligina etkisi MTT testi ile Bolim 3.2.10’da
anlatildigi gibi yapildi. 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL, 125 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL,
750 ng/mL, 1000 ng/mL konsantrasyonlarda exendin-4 ¢ozeltilerinin, exendin-4 igermeyen
formiilasyonun, 50 ng/mL exendin-4 yiiklii formiilasyonun, 50 ng/mL exendin-4 ve 2,5
ng/mL kimostatin yiiklii formiilasyonun 24. saat sonunda hiicre canliligina etkisi Sekil
4.29°da gosterilmektedir. 25-1000 ng/mL  konsantrasyon araligindaki exendin-4
¢ozeltilerinin, exendin-4 igermeyen formiilasyonun, 50 ng/mL exendin-4 yiikli
formiilasyonun, 50 ng/mL exendin-4 ve 2,5 ng/mL kimostatin yiiklii formiilasyonun Caco-

2 hiicrelerine sitotoksik etkisi gozlenmedi.

160 - H % Hicre canlihig
140 - H % Hicre kontrol
120 -
oY)
= 100 -
c
S
80 -
o
(3]
2 60 -
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Sekil 4.29. Exendin-4 ¢ozeltilerinin, exendin-4 yiikklenmemis bos formiilasyonun, 50 ng/mL
exendin-4 yiikli formiilasyonun, 50 ng/mL exendin-4 ve 2,5 ng/mL kimostatin
yiiklii formiilasyonun hiicre canliligina etkisi
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4.10. Hiicrelerin Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi ve Gec¢is Calismalari

Boliim 3.2.11°de anlatildig: gibi formiilasyonlarin hiicrelere uygulandiktan sonra hiicrelerin
biitlinliigiine etkisinin degerlendirilmesi ve intestinal ge¢is ¢alismalar1 yapildi. Hiicre tek
tabakalarmin TEER degerleri 21.giinde 400-600 ohm.cm? araliginda bulundu. Hiicre
biitiinligii degerlendirilmesi i¢in deneyin baslangicinda, deneyin sonunda ve 24.saatin

sonunda olgiilen TEER degerlerinin degisimi Sekil 4.30°da gosterilmektedir.

TEER DEGERLERI (0hm.cm2)

800 -+ M baslangig
700 - M 4.saat
600 -

24.saat

500 -
400 -
300 +
200 -
100 -

Exendin-4 ¢Ozeltisi  Exendin-4 icermeyen Exendin-4 iceren Exendin-4 ve
formilasyon formulasyon Kimostatin iceren
formiilasyon

Sekil 4.30. Hiicre biitiinliigii degerlendirilmesi i¢in deneyin baslangicinda, deneyin sonunda
ve 24. saatin sonunda dl¢iilen TEER degerleri (ohm.cm?)

Formiilasyonlar uygulandiktan 4.saatin sonunda TEER degerlerinin azaldigi gorildii.
24 saatin sonunda ise TEER degerleri 4.saate gore tekrar artis gosterdi. Siki baglantilarin
geri dontigiimlii olarak a¢ildig1 ve membran biitlinliigline zarar vermedigi bu sonuglara gore
anlagilmaktadir. Gegis calismalar siiresince exendin-4 ¢ozeltisinden, 50 ng/mL exendin-4
yiiklit SNEDDS, 50 ng/mL exendin-4 ve 2,5 ng/mL kimostatin yiikli SNEDDS’den zamana
kars1 hiicre tek tabasindan gegen % y1gilmali exendin-4 miktarlar1 ve permeabilite katsayilar

(Papp) Sekil 4.31 ve Cizelge 4.24’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.31. Exendin-4 ¢ozeltisi ve formiilasyonlardan zamana karsi hiicre tek tabasindan
gecen % yi1gilmali exendin-4 miktarlar

Exendin-4 yiiklii ve exendin-4/kimostatin yiikkli HS5 formiilasyonlarinda exendin-4

¢ozeltisine gore permeabilite katsayisi (Papp) 2 kat daha yiiksek bulundu.

Cizelge 4.24. Exendin-4 ¢ozeltisi, exendin-4 yiiklii SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiiklii
SNEDDS’lerin permeabilite degerleri

Deney Gruplari Papp X107 (cm/sn)
Exendin-4 ¢ozeltisi 8,57+0,03
Exendin-4 yiiklii SNEDDS 16,27+0,04
Exendin-4/Kimostatin yiikli SNEDDS 17,10+0,04

4.11. In Vivo Calismalar

Farmakokinetik ve farmakodinamik olmak tizere iki boliimden olusan in vivo galismalar
Bolim 3.2.12°de belirtildigi sekilde diyabetik olmayan ve streptozosinle diyabet
olusturulmus si¢anlarda gergeklestirildi. Gelistirilen SNEDDS formiilasyonlariin kan

glikoz ve plazma insiilin seviyesi iizerine olan etkileri incelendi.
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4.11.1. Farmakokinetik ¢alismalar

Boliim 3.2.11°de belirtildigi sekilde in vivo farmakokinetik ¢aligmalar diyabetik olmayan ve

diyabetik siganlarda yapildi.

Diyabetik olmayan sicanlarda farmakokinetik calismalar

Cizelge 3.4°de verilen deney tasarimmna gore exendin-4 ¢ozeltisi (oral), Byetta® (Sc),
exendin-4 ve exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS (oral) uygulanan diyabetik olmayan
sican gruplarindan kan 6rnekleri alindi. Exendin-4 plazma konsantrasyonlar:t ELISA kitiyle
Olciildii. Farmakokinetik caligmalar esnasinda deney gruplarinda sican Oliimlerinin
gergeklesmesine bagli olarak sonuglar herbir grupta n=5 olarak degerlendirildi. Exendin-4
¢ozelti (oral) uygulamasindan sonra elde edilen exendin-4 plazma konsantrasyon-zaman
profilleri Sekil 4.32°de, exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra elde edilen ve
exendin-4 plazma konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.33’te, exendin-4/kimostatin
SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra elde edilen ve exendin-4 plazma konsantrasyon-
zaman profilleri Sekil 4.34’de, Byetta® (sc) uygulamasindan sonra elde edilen exendin-4
plazma konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.35’te, diyabetik olmayan siganlarda tiim

gruplara ait exendin-4 plazma konsantrasyon zaman profilleri Sekil 4.36’da gosterilmistir.
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Sekil 4.32. Diyabetik olmayan si¢anlara exendin-4 ¢ozelti (oral) uygulamasindan sonra elde
edilen exendin-4 plazma konsantrasyon-zaman profilleri (a) herbir sicana ait
profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.33. Diyabetik olmayan sicanlara exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra
elde edilen exendin-4 plazma konsantrasyon zaman profilleri (a) herbir sicana
ait profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.34. Diyabetik olmayan siganlara exendin-4/kimostatin SNEDDS (oral)
uygulamasindan sonra elde edilen exendin-4 plazma konsantrasyon-zaman
profilleri (a) herbir sigana ait profil (b) ortalama (n=5)



136

500 (a)
450
400
350
300
250
200
150
100
50

Plazma exendin-4 konsantrasyonu (pg/mL)

0 50 100 150 200
Zaman (dk)

—8—].sican —@—2. sican —®—3. sican 4.sican —@—5. si¢an

500 (b)
450
400
350
300
250
200
150
100

50

Plazma exendin-4 konsantrasyonu (pg/mL)

0 50 Zaman (dk) 100 150 200

Sekil 4.35. Diyabetik olmayan siganlara Byetta® (sc) uygulamasindan sonra elde edilen
exendin-4 plazma konsantrasyon-zaman profilleri (a) herbir sigana ait profil (b)
ortalama (n=5)



137

700 60
—@—Ex-4 ¢ozelti

g —8—Ex-4-SNEDDS 0
S 600 x4- Noro1 3
= Ex4-SNEDDSK 20 _j':'\é/“!__‘
c
S, 500 —8—Ex-4 SC 0
< 200
1=
3 400
o
4
i
<= 300
k=]
S
&
© 200
IS
3
[a
100 Zaman (dK)
-
0 50 100 150 200

Sekil 4.36. Diyabetik olmayan siganlara ait exendin-4 plazma konsantrasyon-zaman profili

Divabetik sicanlarda farmakokinetik calismalar

Cizelge 3.4°de verilen deney tasarimmna gore exendin-4 ¢ozeltisi (oral), Byetta® (sc),
exendin-4 ve exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS (oral) uygulanan diyabetik sigcan
gruplarindan kan Ornekleri alindi. Exendin-4 Plazma konsantrasyonlari ELISA kitiyle
oOlciildi. Farmakokinetik caligmalar esnasinda deney gruplarinda sican oSliimlerinin
gergeklesmesine bagl olarak sonuglar herbir grupta n=5 olarak degerlendirildi. Exendin-4
¢ozelti (oral) uygulamasindan sonra elde edilen exendin-4 plazma konsantrasyon-zaman
profilleri Sekil 4.37°de, exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra elde edilen ve
plazma exendin-4-konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.38’de, exendin-4/kimostatin
SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra elde edilen ve exendin-4 plazma konsantrasyon-
zaman profilleri Sekil 4.39°da, Byetta® (sc) uygulamasindan sonra elde edilen plazma
exendin-4 konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.40°da, diyabetik olmayan si¢anlarda tiim

gruplara ait exendin-4 plazma konsantrasyon zaman profilleri Sekil 4.41°de gosterilmistir.
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Sekil 4.37. Diyabetik sicanlara exendin-4 ¢6zelti (oral) uygulamasimdan sonra elde edilen
exendin-4 plazma konantrasyon zaman profilleri (a) herbir sigana ait profil (b)
ortalama (n=5)
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Sekil 4.38. Diyabetik sicanlara exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasidan sonra elde edilen
exendin-4 plazma konsantrasyon-zaman profilleri (a) herbir sigana ait profil (b)
ortalama (n=5)
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Sekil 4.39. Diyabetik siganlara exendin-4/kimostatin SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra
elde edilen exendin-4 plazma konsantrasyon-zaman profilleri (a) her bir sicana
ait profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.40. Diyabetik siganlara Byetta® (sc) uygulamasindan sonra elde edilen exendin-4-
plazma konsantrasyon-zaman profilleri (a) herbir sigana ait profil (b) ortalama
(n=5)
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Sekil 4.41. Diyabetik siganlara ait exendin-4 plazma konsantrasyon-zaman profili

Diyabetik olmayan ve diyabetik sicanlarda exendin-4‘lin farmakokinetik parametreleri

Cizelge 4.25°de, % bagil biyoyararlanim sonuglari ise Cizelge 4.26’da gosterilmistir.

Diyabetik olmayan si¢anlarda exendin-4 SNEDDS formiilasyonu exendin-4 ¢ozeltisine
kiyasla Cmaks Ve AUCo.3 degerlerini sirastyla 1,9 kat ve 1,46 kat artirdigi bulundu. Exendin-
4/kimostatin SNEDDS’in ise exendin-4 ¢ozeltiye kiyasla Cmaks Ve AUCo.3 degerlerini
sirastyla 2,66 ve 2,3 kat artirdig1 bulundu. Boliim 3.2.12°de belirtildigi sekilde “Es 3.2”’ye
gore hesaplanan Exendin-4 ¢ozelti, exendin-4 SNEDDS ve exendin-4/kimostatin
SNEDDS’in Byetta®ya gore bagil biyoyararlanimi ise sirasiyla %3,603+0,016,
%5,272+0,076 ve %8,305+0,218 bulundu (Cizelge 4.26). Diyabetik si¢canlarda ise exendin-
4 SNEDDS formiilasyonu exendin-4 ¢ozeltisine kiyasla Cmaks Ve AUCo-3 degerlerini sirasiyla
1,3 kat ve 0,8 kat artirdigi bulundu. Exendin-4/kimostatin SNEDDS’in ise exendin-4
cozeltiye kiyasla Cmaks Ve AUCo-3 degerlerini sirasiyla 1,59 ve 1,58 kat artirdigr bulundu.
Diyabetik siganlara uygulanan exendin-4/kimostatin SNEDDS, oral uygulanan exendin-4’1
GIK’teki enzim etkisinden koruyarak hem Cmas hem de AUCos degerlerinde exendin-4
SNEDDS uygulanan gruba gore artis saglamistir. Exendin-4 ¢ozelti, exendin-4 SNEDDS
ve exendin-4/kimostatin SNEDDS’in Byetta® ya gore bagil biyoyararlanimi ise sirasiyla
%0,485+0,086, % 0,396+0,149 ve % 0,765+0,109 bulundu (Cizelge 4.26).



Cizelge 4.25. Diyabetik olmayan ve diyabetik sicanlarda exendin-4‘lin farmakokinetik parametreleri (ort £ ss) (N=5)

Deney Gruplari Kd tiz tmaks Crnaks AUC o3 MRT vd Cl
(2/dk) (dk) (dk) (pg/mL) (pg.dk/mL) (dk) (mL) (mL/
dk)
Exendin-4 ¢6zelti (oral) * * 126,0+ 14,9+ 2069,2+ * * *
g 61,5 2,2 196,7
§ .| Exendin-4 SNEDDS (oral) 0,001+ 1275,896+ | 90,000+ | 28,469+ 3027,496+ 1868,784+1302,721 | 1,081+ 0,001+
S = 0,000 889,979 84,187 6,859 905,490 0,472 0,001
% ;T Exendin-4/kimostatin SNEDDS (oral) | 0,004+0,001 | 494,666+ 30,000+ | 39,713+ 4769,279+ 627,458+ 0,706+0,293 | 0,002+
‘i 171,138 18,371 15,721 2602,870 629,556 0,001
4 | BYETTA® (sc) 0,002+ 535,100+ 45,000+ | 387,402+ 57426,778+ 790,712+ 682,463 0,064+ 0,002+
0,001 476,502 21,213 53,532 11935,020 0,012 0,001
Exendin-4 ¢6zelti (oral) 0,008+0,004 | 147,345+ 60,000+ | 36,379+ 4991,263+ 202,503+ 0,438+0,133 | 0,003+
5 95,708 0,000 5,755 658,006 128,782 0,001
'S | Exendin-4 SNEDDS (oral) 0,008+0,004 | 110,871+ 67,500+ | 46,873+ 4071,559+ 167,684+ 0,575+ 0,004+
5 89,154 29,400 29,083 1141,273 120,526 0,189 0,002
% Exendin-4/kimostatin SNEDDS (oral) | 0,004+0,004 | 287,039+ 84,000+ | 58,028+ 7875,541+ 428,254+ 0,388+0,129 | 0,001+
§ 210,437 65,038 11,035 835,048 294,736 0,000
8 [BYETTA" (sc) 0,009+0,006 | 107,084+ 66,000+ | 8956,080+ | 1029364, 903+ 177,251+ 0,004+ *
73,063 65,038 4741,779 762420, 174 104,790 0,003

*: Hesaplanamadi.

eVl
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Cizelge 4.26. Diyabetik olmayan ve diyabetik sicanlarda % bagil biyoyararlanim sonuglari

% BAGIL BIYOYARARLANIM
Diyabetik olmayan siganlar (n=5)
Referans (Byetta®)
Test
Cozelti 3,603+0,016
SNEDDS 5,272+0,076
SNEDDSK 8,305+0,218
Diyabetik siganlar (n=5)
Referans (Byetta®)
Test
Cozelti 0,485+0,086
SNEDDS 0,396+0,149
SNEDDSK 0,765+0,109

4.11.2. Farmakodinamik Cahismalar

Bolim 3.2.12°de belirtildigi sekilde in vivo farmakodinamik ¢alismalar diyabetik olmayan
ve diyabetik sicanlarda yapildi.

Divabetik olmayan sicanlarda farmakodinamik calismalar

Cizelge 3.4°de verilen deney tasarimina gore exendin-4 ¢dzeltisi (oral), Byetta® (sc),
exendin-4 ve exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS (oral) uygulanan diyabetik olmayan
sican gruplarindan kan Ornekleri alindi. Farmakodinamik calismalar esnasinda deney
gruplarinda sican Oliimlerinin gerceklesmesine bagli olarak sonuclar herbir grupta n=5

olarak degerlendirildi.

Diyabetik olmayan sicanlarda plazma insiilin seviyelerind degisiklik yiizdesi

Plazma insiilin konsantrasyonlart ELISA kitiyle olgildii. Exendin-4 ¢ozelti (oral)
uygulamasindan sonra elde edilen plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri
Sekil 4.42°de, exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra elde edilen plazma insiilin
seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri Sekil 4.43’te, exendin-4/kimostatin SNEDDS
(oral) uygulamasindan sonra elde edilen ve plazma insiilin seviyelerinde degisiklik ytlizdesi
profilleri Sekil 4.44’te, Byetta® (sc) uygulamasindan sonra elde edilen plazma insiilin

seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri Sekil 4.45°te, diyabetik olmayan si¢anlarda tiim
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gruplara ait % plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri Sekil 4.46’da ve

Cizelge 4.27°de gosterilmistir.
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Sekil 4.42. Diyabetik olmayan sicanlara exendin-4 ¢6zelti (oral) uygulamasindan sonra elde
edilen plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri (a) herbir si¢ana
ait profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.43. Diyabetik olmayan sicanlara exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra
elde edilen plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yilizdesi profilleri (a) herbir
sigana ait profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.44. Diyabetik olmayan siganlara Exendin-4/kimostatin  SNEDDS (oral)
uygulamasindan sonra elde edilen plazma insiilin seviyelerinde degisiklik
yiizdesi profilleri (a) herbir si¢ana ait profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.45. Diyabetik olmayan siganlara exendin-4 ¢ozelti (sc) uygulamasindan sonra elde
edilen plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri (a) herbir sigana
ait profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.46. Diyabetik olmayan si¢canlara ait plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi

profili

Cizelge 4.27. Diyabetik olmayan si¢anlara ait plazma insiilin seviyelerinde degisiklik
ytizdesi (ort£ss) (n=5)

Ex-4 ¢ozelti Ex-4-SNEDDS Ex4-SNEDDSK Byetta®
0 100,000 +£0,000 100,000 +£0,000 100,000 +£0,000 100,000 0,000
15 179,968+69,822 92,029+46,032 267,553+137,252 143,915+138,636
30 65,725+38,388 70,667+29,213 162,025+76,800 179,479+182,865
60 111,326+38,740 74,552+40,767 188,018+118,265 | 209,785+169,776
120 144,918+120,897 79,194+67,507 143,458+28,010 206,735+116,333
180 167,146+57,729 91,115+29,849 132,497+51,374 178,972+57,717

Divabetik sicanlarda farmakodinamik calismalar

Cizelge 3.4°de verilen deney tasarimma gore exendin-4 ¢ozeltisi (oral), Byetta® (sc),

exendin-4 ve exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS (oral) uygulanan diyabetik olmayan

sigan gruplarindan kan ornekleri alindi. Farmakodinamik calismalar esnasinda deney

gruplarinda sigan Oliimlerinin gerceklesmesine bagli olarak sonuglar herbir grupta n=5

olarak degerlendirildi.
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Diyabetik siganlarda plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi

Plazma insiilin konsantrasyonlar1 ELISA kitiyle Olgiildi. Exendin-4 ¢o6zelti (oral)
uygulamasindan sonra elde edilen plazma insiilin seviyelerindeki degisiklik yiizdesi
profilleri Sekil 4.47°de, exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra elde edilen ve
plazma insiilin seviyelerindeki degisiklik ytizdesi profilleri Sekil 4.48’de, exendin-
4/kimostatin  SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra elde edilen plazma insiilin
seviyelerindeki degisiklik yiizdesi Sekil 4.49°da, Byetta® (sc) uygulamasindan sonra elde
edilen plazma insiilin seviyelerindeki degisiklik yiizdesi profilleri Sekil 4.50’de, diyabetik
sicanlarda tiim gruplara ait plazma insiilin seviyelerindeki degisiklik yiizdesi profilleri Sekil

4.51°de ve Cizelge 4.28’de gosterilmistir.
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Sekil 4.47. Diyabetik sicanlara exendin-4 ¢ozelti (oral) uygulamasindan sonra elde edilen
plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri (a) herbir si¢ana ait
profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.48. Diyabetik sicanlara exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra elde edilen
plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri (a) herbir si¢ana ait
profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.49. Diyabetik siganlara exendin-4/kimostatin SNEDDS ¢6zelti uygulamasindan
sonra elde edilen plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri (a)
herbir sigana ait profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.50. Diyabetik siganlara exendin-4 ¢ozelti (sc) uygulamasindan sonra elde edilen
plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi (a) herbir si¢ana ait profil (b)
ortalama (n=5)
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Sekil 4.51. Diyabetik siganlara ait plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi
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Cizelge 4.28. Diyabetik sicanlara ait plazma insiilin seviyelerinde degisiklik yiizdesi (ort+ss)

(n=5)

Ex-4 ¢ozelti Ex-4-SNEDDS Ex4-SNEDDSK Byetta®
0 100,000 £0,000 100,000 £0,000 100,000 £0,000 100,000 £0,000
30 117,654+14,286 123,075+21,156 122,822+8,389 122,759+43,704
60 137,887+18,480 102,191+5,917 164,331+10,517 152,957+77,323
120 123,234+11,019 84,219+14,073 153,765+12,766 209,761+80,555
180 160,812+28,579 81,260+21,401 148,108+42,106 86,079+15,866

Diyabetik olmayan si¢anlarda plazma baslangica gore dlgiilen kan glikoz seviyelerinde

degisiklik yiizdesi

Kan 6rneklerinin alimi esnasinda glukometre ile 6lciilen kan glikoz seviyelerinden hareketle

kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri ¢izildi. Exendin-4 ¢ozelti (oral)

uygulamasindan sonra elde edilen kan glikoz seviyelerinde degisiklik ytlizdesi profilleri Sekil

4.52’de, exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra e¢lde edilen kan glikoz

seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri Sekil 4.53’te, exendin-4/kimostatin SNEDDS

(oral) uygulamasindan sonra elde edilen kan glikoz seviyelerinde degisiklik ytizdesi

profilleri Sekil 4.54°de, Byetta® (sc) uygulamasindan sonra elde edilen kan glikoz

seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri 4.55°de, diyabetik olmayan siganlarda tiim
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gruplara ait kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri Sekil 4.56’da ve Cizelge
29’da gosterilmistir.
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(b)

Kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi

Sekil 4.52. Diyabetik olmayan sicanlara exendin-4 ¢6zelti (oral) uygulamasindan sonra elde
edilen kan glikoz seviyelerinde degisiklik ylizdesi profilleri (a) herbir sicana ait
profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.53. Diyabetik olmayan siganlara exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra
elde edilen kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri (a) herbir sigana
ait profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.54. Diyabetik olmayan siganlara exendin-4/kimostatin SNEDDS (oral)
uygulamasindan sonra elde edilen kan glikoz seviyelerinde degisiklik
yiizdesi profilleri (a) herbir si¢ana ait profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.55. Diyabetik olmayan si¢anlara exendin-4 ¢ozelti (sc) uygulamasindan sonra elde
edilen kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri (a) herbir si¢ana ait
profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.56. Diyabetik olmayan sigcanlara ait kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi
profilleri

Cizelge 4.29. Diyabetik olmayan siganlara ait kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi
(ortxss) (n=5)

Ex-4 ¢ozelti Ex-4-SNEDDS Ex4-SNEDDSK Byetta®
0 100,000 +£0,000 100,000 +0,000 100,000 +0,000 100,000 +0,000
15 105,249+2.951 99,279+0,964 100,589+2,985 99,330+3,747
30 102,815+1,317 95,997+2,316 97,871+£2,791 102,930+2,421
60 102,396+2,274 106,852+1,386 100,237+2,830 109,764+2,421
120 95,779+0,747 104,603+0,754 102,824+3,531 109,316+2,185
180 96,563+1,845 98,352+1,242 93,339+3,766 107,802+5,789

Diyabetik si¢canlarda plazma bagslangica gore ol¢iilen kan glikoz seviyelerinde degisiklik

yiizdesi

Kan 6rneklerinin alimi esnasinda glukometre ile 6l¢tilen kan glikoz seviyelerinden hareketle
kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri ¢izildi. Diyabetik siganlara exendin-4
¢ozelti (oral) uygulamasindan sonra elde edilen kan glikoz seviyelerinde degisiklik yilizdesi
Sekil 4.57°de, exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra elde edilen kan glikoz
seviyelerinde degisiklik yiizdesi Sekil 4.58°de, exendin-4/kimostatin SNEDDS (oral)
uygulamasindan sonra elde edilen ve kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi Sekil

4.59°da, Byetta® (sc) uygulamasindan sonra elde edilen kan glikoz seviyelerinde degisiklik
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yiizdesi Sekil 4.60°da, diyabetik sicanlarda tiim gruplara ait kan glikoz seviyelerinde
degisiklik yiizdesi profilleri Sekil 4.61°de ve Cizelge 4.30’da gosterilmistir.
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Sekil 4.57. Diyabetik sicanlara exendin-4 ¢dzelti (oral) uygulamasindan sonra elde edilen
kan glikoz seviyelerinde degisiklik ylizdesi profilleri (&) herbir sigana ait profil
(b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.58. Diyabetik sicanlara exendin-4 SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra elde edilen
kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri (a) herbir sigana ait profil
(b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.59. Diyabetik siganlara exendin-4/kimostatin SNEDDS (oral) uygulamasindan sonra
elde edilen kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri (a) herbir sigana
ait profil (b) ortalama (n=5)
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Sekil 4.60. Diyabetik siganlara exendin-4 ¢ozelti (sc) uygulamasindan sonra elde edilen kan
glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri (a) herbir si¢ana ait profil (b)
ortalama (n=>5)
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Sekil 4.61. Diyabetik si¢anlara ait kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi profilleri

Cizelge 4.30. Diyabetik siganlara ait kan glikoz seviyelerinde degisiklik yiizdesi (ort£ss)

(n=5)
Ex-4 ¢ozelti Ex-4-SNEDDS Ex4-SNEDDSK Byetta®™
0 100,000 +0,000 | 100,000 =0,000 | 100,000 £0,000 100,000 +£0,000
30 104,324+1,314 76,737£1,637 74,716+1,748 70,121+£2,049
60 105,258+1,283 89,975+2,541 78,678+1,941 76,586+2,115
120 119,241+£2,456 94,317+2,763 87,181+2,611 69,078+1,228
180 111,648+2,921 81,946+1,272 78,006+2,110 75,861+1,708
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5. TARTISMA

Tez ¢alismamizin temel amaci; Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan peptit yapili bir molekiil
olan exendin-4’iin oral yoldan uygulanmak tizere SNEDDS formiilasyonunun gelistirilmesi
ve karakterizasyonunun incelenmesi, in vitro/in vivo olarak degerlendirilmesi olarak
belirlenmigtir. Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan inkretin mimetikler sinifinda yer alan
exendin-4, pankreas beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasini saglarken ayni zamanda
glukagon salgilanmasini baskilayarak glikoz homeostazini diizenlemektedir (Egan,
Clocquet ve Elahi, 2002). Exendin-4’iin Byetta® ismiyle subkiitan olarak uygulanan ticari
triinii Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak exendin-4’tin herhangi bir oral

ticari formu bulunmamaktadir.

Peptit/proteinlerin oral verilisinde kendiliginden emiilsifiye sistemlerin kullanilmas1 yapilan
caligmalarda peptit/proteinlerin biyoyararlanimi artirdigi gosterilmistir (Hintzen ve
digerleri, 2014; Leonaviciute ve digerleri, 2017; Rao, Yajurvedi ve Shao, 2008;
Sakloetsakun, Diinnhaupt, Barthelmes, Perera ve Bernkop-Schniirch, 2013; Zhang ve
digerleri, 2012). Tez kapsaminda tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan peptit yapili bir
molekiil olan exendin-4 ve exendin-4/kimostatinin oral yoldan uygulanmak iizere
kendiliginden nanoemiilsifiye olabilen sistemleri gelistirilmistir. Kimostatin exendin-4’iin
oral yoldan par¢alanmasini 6nlemek amaciyla kimotripsin inhibitorii olarak kullanilmistir.
Oral yoldan kullanilmak {izere gelistirilen bu formiilasyonun bir yandan kullanim kolaylig1
saglamasi a¢isindan diyabet tedavisinde hasta uyuncunu artiracagi diisiiniilmektedir. Diger
yandan enjeksiyonluk preparatlar i¢in zorunlu bir islem olan sterilizasyon basamagi oral
uygulama icin gerekli degildir. Sterilizasyon islemine gerek duyulmayan bir formiilasyon

ozellikle peptit yapidaki ilaclar i¢in 6nem tagimaktadir.

Bu tez kapsaminda exendin-4’tin ve exendin-4/kimostatinin SNEDDS’ler elde edilerek
karakterizasyon g¢aligmalari, in vitro salim galismalari, in vitro lipoliz ¢alismalari, hiicre

kiiltiirii galigsmalart ve in vivo farmakokinetik/farmakodinamik ¢aligmalar yapilmistir.

Yapilan deneysel caligmalar ile elde edilen sonuglar agsagida verilen boliimlerde ayrintili

bir sekilde tartisilacaktir.
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5.1. Onformiilasyon Calismalar

SNEDDS’lerin hazirlanmasinda kullanilan uygun yag, yiizey etkin maddeler, yardimci
yiizey etkin maddeler/ yardimei yiizey etkin maddelerin se¢imi ve bunlarin formiilasyondaki
oranlart SNEDDS’lerin damlacik biiytikliigli ve dagilimi, emiilsifikasyon performansi, zeta
potansiyel gibi fizikokimyasal 6zelliklerine ve stabilitesine 6nemli derecede etki etmektedir
(Cherniakov, Domb ve Hoffman, 2015; Nardin ve Kéllner, 2018). Onformiilasyon
calismalar1 Boliim 4.1°de anlatildig1 tizere sistematik bir sekilde yiiriitilmistiir. Exendin-4
icermeyen formiilasyonlarin hazirlanmasinda farkli yaglar (etil oleat, Maisine®), yiizey etkin
maddeler (Labrasol®, Cremophor EL®), yardime1 ¢éziiciiler (mutlak alkol, propilen glikol)
kullanilmistir. Literatiirde exendin-4’lin nanokapsiillerin hazirlandig1 ¢aligmalarda yag fazi
olarak kullanilan uzun zincirli yag asitleri etil oleat ve Maisine® tez calismamizda
SNEDDS’lerin yag fazinda kullanilmak iizere secilmistir (Houchin ve digerleri, 2010;
Lenherr ve digerleri, 2015).

Literatiirde uzun zincirli yag asitlerinin orta zincirli ve kisa zincirli yaglara gore daha yavas
sindirildigi boylece gastrik ve intestinal ortamdaki enzimatik parcalanmadan daha az
etkilendigi belirtilmistir (Zupancic ve digerleri, 2016a). Yiizey etkin madde olarak secilen
Cremophor EL® yiiksek emiilsifikasyon yetenegi ve non iyonik 6zellik gosterdigi, Labrasol®
‘Un ise intestinal membrandaki siki baglantilarin agilmasini kolaylastirdigi bu sayede
intestinal absorpsiyonu artirdigi belirtilmektedir (Chavda ve Shah, 2017). Yardimei ¢oziicii
olarak secilen propilen glikol ve absolii etanoliin ise ylizeylerarasi filmin akiskanligini
artirdig1 ve yiizey etkin maddelerin lokal iritasyonunu azalttig1 belirtilmistir (Glirsoy ve

Cevik, 2011).

Exendin-4 igcermeyen SNEDDS’ler i¢in (% 10-80 a/a), yiizey etkin maddeler (% 6- 75 a/a)
ve yardimci ¢oziiciiler i¢in (% 3-60 a/a) oranlar1 kullanilmistir. Bu oranlara gore 55 adet
licgen faz diyagrami ¢izilmistir. En biiylik berrak alan1 veren liggen faz diyagramlarindan
secilen A, B, C, D, E1, E2, E3, E4, E5, F, G1, G2, G3, G4, G5, H1, H2, H3, H4, H5, 11,
12,13, 14, 15, J1, J2, J3, J4, J5 formiilasyonlarinin yardimci bilesenleri ve oranlari Cizelge
4.1°de verilmistir. Bu formiilasyonlar arasindan en uygun formiilasyonun se¢ilmesi i¢in
karakterizasyon calismalar1 formiilasyonlarin hazirlanmasindan hemen sonra ve 5°C + 3°C

sicaklikta bekletilen formiilasyonlarda yapilmistir. Damlacik biiyilikliigii, polidispersite
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indeksi ve zeta potansiyel dl¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmayan

formiilasyonlar exendin-4 yiiklenmek tizere segilmistir.

Onformiilasyon-1 ¢alismalarinda; yag fazi olarak Maisine®, yiizey etkin madde olarak
Labrasol®, yardimci ¢oziicii olarak propilen glikoliin kullamldigt A, B, C, D
formiilasyonlarinda yapilan karakterizasyon g¢alismalarinda damlacik biytikligi 257-504
nm; polidispersite indeksi 0,31-0,96 araliginda; zeta potansiyel -0.3 - 26.1 mV araliginda
bulunmustur. A, B, C, D formiilasyonlar1 arasindan emiilsifikasyon zamani Grade B,
damlacik biytikligi 305,50 + 24,10 nm, polidispersite indeksi 0,59 + 0,07 ve zeta
potansiyeli -19,90 + 0,40 mV bulunan %20 Maisine®, %64 Labrasol®, %16 propilen glikol
iceren C formiilasyonu sec¢ilmistir. C formiilasyonu etrafinda farkli oranlar segilerek
hazirlanan %18,00 Maisine®, %65,60 Labrasol®, %16,40 propilen glikol iceren C1 ve
%28,00 Maisine®, %57,60 Labrasol®, %14,40 propilen glikol iceren C2 formiilasyonlar
1:50 ve 1:250 oranlarinda bidistile su ile seyreltildikten sonra yapilan 0., 7., 14. ve 28.
giinlerdeki  damlacik  biyilikliigli, polidispersite indeksi ve =zeta potansiyeli
degerlendirildiginde sonuglar arasinda anlamli bir fark gozlenmeyen C1 formiilasyonu

secilmistir (p>0.05).

Yag faz1 olarak Maisine®, yiizey etkin madde olarak Cremophor EL®, yardimei ¢dziicii
olarak absolii etanoliin kullanildigi 6nformiilasyon-2 ¢alismalarinda, tiggen faz
diyagramlarinda berrak alanlarm oldukea kiiciik olmas1 ve Maisine® nin Cremophor EL® ile
stabil bir emiilsiyon olusturmamasi nedeniyle bu formiilasyonlardan vazgecilmistir. Yag fazi
olarak etil oleat, yiizey etkin madde olarak Cremophor EL®, yardimei ¢éziicii olarak absolii
etanoliin kullanildig1 6nformiilasyon-3 caligmalarinda, tiggen faz diyagraminda (Sekil 3.8)
en biiyiik berrak alani veren E1, E2, E3, E4 ve E5 formiilasyonlar: i¢in damlacik biiyiikligi
19,24 - 35,30 nm, polidispersite indeksi 0,1-0,2 ve zeta potansiyel -4 ile -20 mV araliginda
bulunmustur. Sonuclar istatiksel olarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
karsilastirilmistir. Etil oleat1 % 30,00, Cremophor EL®’i % 52,50, absolii etanolii %17,5
oranlarinda igeren E2 formiilasyonu i¢in 0., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde yapilan dlgtimlerde
damlacik biiyiikligli ve polidispersite indeksi sonuglari arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir (p>0.05). Emiilsifikasyon zamani Grade B, damlacik biiyiikligii 28,89 + 0,44
nm, polidispersite indeksi 0,11 + 0,01 ve zeta potansiyeli -11,30 + 2,90 mV bulunan E2
formiilasyonunun bu formiilasyonlar arasinda en uygun formiilasyon oldugu sonucuna

varilmistir.
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Yardimer madde olarak etil oleat (yag fazi), Cremophor EL® (yiizey etkin madde), absolii
etanol (yardimci ¢oziicli) kullanilarak gelistirilen formiilasyonlarin optimizasyonu igin
ayrica deney tasarimi (DoE) yaklasimi kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler; yag miktar ve
yiizey etkin madde/yardimc1 ¢oziicii miktar1 olarak belirlenmistir. Bagimli degiskenler
olarak damlacik biiytlikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel olarak belirlenmistir.
Istatistiksel tasarim icin Design Expert® Version 9.0.6 kullanilmistir. 3 (3 diizey, 2 faktor)
rastgele deney diizeni 2 tekrarli toplam 18 deney yapilmistir. Deney sonuglarina gore
program tarafindan bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenlere etkisinin yorumlanmasini
saglayan denklemler, etkilesim ve yiizey cevap grafikleri olusturulmustur. Denklemler,
etkilesim ve ylizey cevap grafiklerine gore hedef iirlin profiline (Cizelge 3.3) uygun
damlacik biiyiikligii (<50 nm) ve polidispersite indeksi (<0,2) elde edilebilmesi i¢in yag
miktarmin disiik, ylizey etkin madde ve yardimci ¢oziicii karisiminin yiiksek oranda
kullanilmas1 gerekmektedir. DoE kullanilarak olusturulmus % 16,67 etil oleat: % 62,50
Cremophor EL®, %20,83 absolii etanol iceren optimum formiilasyonda (F) damlacik
biiytikliigii 20,42+0,09 nm, polidispersite indeksi 0,08+0,01 ve zeta potansiyel -12,5+7,8

mV bulunmustur.

Formiilasyonlarda ylizey etkin madde oraninin artmasiyla damlacik boyutu kiigiilmektedir.
Yiizey etkin maddeler amfifilik 6zellikleri sebebiyle yag-su ara ylizeyinde stabil ve
nanoboyutta yag damlaciklarinin olugsmasini saglamaktadir (Gupta, Kesarla ve Omri, 2013).
Onformiilasyon Calismalari-4, énformiilasyon ¢alismalari-5, énformiilasyon caligmalari-
6’da formiilasyonlarda Cremophor EL®’in oramini diisiirmek igin Cremophor EL® ve
Labrasol® karisimmin  kullamldigi formiilasyonlar —gelistirilmistir. Onformiilasyon
Calismalar1-4°de yag fazi olarak etil oleat, yiizey etkin maddeler Cremophor EL®/Labrasol®
Karisimi, yardimer ¢dziicii olarak absolii etanol kullanilmistir. Uggen faz diyagraminda
(Sekil 3.10) en biiyiik berrak alam1 veren Cremophor EL®/Labrasol® (1:2) oraninin
kullanildigr G1, G2, G3, G4 ve G5 formiilasyonlari i¢in damlacik biiyikligi 41,72- 246,10
nm, polidispersite indeksi 0,19-0,42 ve zeta potansiyel -9,79 ile -23,73 mV araliginda
bulunmustur. G1, G2, G3, G4 ve G5 formiilasyonlarinin 0., 7., ve 28. giinlerdeki damlacik
biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel Sonuglart istatiksel olarak tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ile karsilastiriimistir. Etil oleat1 % 15,00, % Cremophor EL® ‘i %
21,25, Labrasol®ii % 42,5, absolii etanolii % 21,25 oranlarinda igeren G5 formiilasyonu igin
0., 7., ve 28. giinlerdeki 6l¢iimlerde damlacik biiytikliigli ve polidispersite indeksi sonuglari

arasinda anlamli bir fark bulunmamigstir (p>0.05). Emiilsifikasyon zamani Grade B,
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damlacik biytikliigii 41,72+1,17 nm, polidispersite indeksi 0,19+0,01 ve zeta potansiyeli -
23,7347,05 mV bulunan G5 formiilasyonunun bu formiilasyonlar arasinda en uygun

formiilasyon oldugu sonucuna varilmistir.

Onformiilasyon calismalari-5’te, yag fazi olarak etil oleat, yiizey etkin madde olarak
Cremophor EL® ve Labrasol® karisimi, yardimcir ¢oziicii olarak propilen glikol
kullanilmigtir. Bu yardimci Dbilesenlerle olusturulan formiilasyonlarda {i¢ggen faz
diyagramlarinda en biiyiik berrak alan1 Cremophor EL®/Labrasol® (2:1) ve Cremophor
EL®/Labrasol® (3:1) oraninin kullanildigr Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’deki iicen faz
diyagramlar1 vermistir. Uggen faz diyagraminda (Sekil 3.12) en biiyiik berrak alani veren
Cremophor EL®/Labrasol® (2:1) oranmin kullanildign H1, H2, H3, H4 ve H5
formiilasyonlari i¢in damlacik biiyiikligi 18,52- 52,79 nm, polidispersite indeksi 0,11-0,19
ve zeta potansiyel -6,08 ile -15,74 mV araliginda bulunmustur. H1, H2, H3, H4 ve H5
formiilasyonlarinin 0., 7., ve 28. gilinlerdeki damlacik biiytikliigii, polidispersite indeksi ve
zeta potansiyel sonuglari istatistiksel olarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
karsilastirilmistir. Etil oleat1 %15,00, Cremophor EL®’i %42,5, Labrasol®i %21,25,
propilen glikolii %21,25 oranlarinda iceren H5 formiilasyonu i¢in 0., 7., ve 28. giinlerdeki
Ol¢iimlerde damlacik biiytikliigii ve polidispersite indeksi sonuglari arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir (p>0.05). Emiilsifikasyon zamani Grade B, damlacik biiytikligi 18,52+0,08
nm, polidispersite indeksi 0,11+0,01ve zeta potansiyeli -6,08+4,48 mV bulunan H5
formiilasyonunun bu formiilasyonlar arasinda en uygun formiilasyon oldugu sonucuna

varilmistir.

Uggen faz diyagraminda (Sekil 3.13) en biiyiik berrak alan1 veren Cremophor EL®/Labrasol®
(3:1) oraninin kullanildigr 11, 12, 13, 14 ve 15 formiilasyonlar: i¢in damlacik biyiikliigii
21,50- 60,60 nm, polidispersite indeksi 0,18-0,34 ve zeta potansiyel -7,15 ile -8,48 mV
araliginda bulunmustur. 11, 12, 13, 14 ve I5 formiilasyonlarinin 0., 7., ve 28. giinlerdeki
damlacik biiyiikligi, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel sonuglari istatiksel olarak tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile karsilastirilmistir. Etil oleat1 %15,00, Cremophor EL®’i
%47,81, Labrasol®ii %15,94, propilen glikolii %21,25 oranlarinda igeren 15 formiilasyonu
icin 0., 7., ve 28. giinlerdeki Olgiimlerde damlacik biiyiikliigii ve polidispersite indeksi
sonuglari arasinda anlamli bir fark bulunmamstir (p>0.05). Emiilsifikasyon zamani1 Grade

B, damlacik biyiikligii 21,50+0,50 nm, polidispersite indeksi 0,18+0,03 ve zeta potansiyeli
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-7,15£2,92 mV bulunan 15 formiilasyonunun bu formiilasyonlar arasinda en uygun

formiilasyon oldugu sonucuna varilmistir.

Onformiilasyon calismalari-6’da, yag fazi olarak etil oleat, yiizey etkin madde olarak
Cremophor EL® ve Labrasol® karisimi, yardime1 ¢oziicii olarak propilen glikol absolii etanol
kullanilmistir. Cremophor EL®/Labrasol® 2:1 ve propilen glikol/absolii etanol igin 3:1 oram
kullanilmistir. Uggen faz diyagraminda (Sekil 3.15) en biiyiik berrak alan1 veren Cremophor
EL®/Labrasol® (2:1) oraninin kullanildig1 J1, J2, J3, J4 ve J5 formiilasyonlari i¢in damlacik
byiikligi 18,81 - 74,29 nm, polidispersite indeksi 0,14 -0,26 ve zeta potansiyel -4,63 ile -
9,14 mV araliginda bulunmustur. J1, J2, J3, J4 ve J5 formiilasyonlarinin 0., 7., ve 28.
giinlerdeki damlacik biiyiikligii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel sonuglart istatiksel
olarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile karsilagtirilmistir. Etil oleat1 %15,00,
Cremophor EL®’i %42,5, Labrasol®ii %21,25, propilen glikolii %15,94, absolii etanolii
%035,31 oranlarinda igeren J5 formiilasyonu i¢in 0., 7., ve 28. giinlerdeki 6l¢timlerde damlacik
bliylikliigii ve polidispersite indeksi sonuglari arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05). Emiilsifikasyon zamani Grade B, damlacik biyikligi 18,81 + 0,48 nm,
polidispersite indeksi 0,14 + 0,0lve zeta potansiyeli -4,63 £ 2,34 mV bulunan J5
formiilasyonunun bu formiilasyonlar arasinda en uygun formiilasyon oldugu sonucuna

varilmistir.

Onformiilasyon ¢alismalar1 sonucunda hedef iiriin profiline uygun bulunan E2, F, G5, H5,
I5 ve J5 formiilasyonlar1 exendin-4 yliklenmek iizere se¢ilmistir. C1 formiilasyonu diger alt1
formiilasyona gore damlacik biiyiikliigli ve polidispersitesi olduk¢a yiiksek bulundugu icin
ilerleyen deneyler i¢in C1 formiilasyonundan vazgeg¢ilmistir. E2, F, G5, H5, 15 ve J5
formiilasyonlarinin segilmesinde damlacik biiyiikliigiiniin 50 nm’nin altinda olmasi ve
polidispersite indeksinin 0,2’nin altinda olmasi, 1 dakikadan az siirede emiilsifiye olmalari,
berrak nanoemiilsiyon olusturmalar1 ve 28 giin boyunca stabil olmalari etkili olmustur. Zeta
potansiyellerinin diisiik olmasinin kullanilan yardimci maddelerin non iyonik olmasindan

kaynaklandig diistiniilmektedir.

Sonug olarak, yapilan kapsamli onformiilasyon calismalarindan en uygun SNEDDS
formulasyonunun %?15,00 etil oleat, %42,5 Cremophor EL®, %21,25 Labrasol® ve %21,25

propilen glikol igeren H5 formiilasyonu olduguna karar verilmistir.
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5.2. ELISA Yontemi ile Exendin-4’iin Miktar Tayini

Bolim 4.2°de anlatildigi iizere exendin-4’iin formiilasyonlardaki yiikleme etkinliginin
degerlendirilmesi i¢in kolorimetrik 6l¢iim esasina dayanan exendin-4 ELISA Kitiyle (EK-
070-94/ Phoenix Pharmaceuticals, CA) miktar tayini gerceklestirilmistir. In vivo
caligmalarda ise plazma exendin-4 ve plazma insiilin seviyelerinin dlglilmesinde sirasiyla
fluorometrik 6l¢iim esasina dayanan exendin-4 ELISA kiti (FEK-070-94/Phoenix
Pharmaceuticals) ve insiilin ELISA kiti (CEA448Ra/Cloud—-Clone Corp.) kullanilmistir. Bu
kitler, yarismali bir enzim immiinotayin ilkesine dayanmaktadir ve exendin-4’iin
konsantrasyonunun OSlgiilmesi i¢in tasarlanmigtir. ELISA yontemi, numunede kati1 faz
ekstraksiyonu gibi 6n islem prosediiriine gerek duyulmaksizin hassas ve dogru bir 6lgiim
saglamaktadir (Pinho ve digerleri, 2019). Literatiirde exendin-4’{in miktar tayini i¢in ELISA
yontemi siklikla kullanilmaktadir Phoenix Pharmaceuticals tarafindan iiretilen exendin-4
ELISA kiti analizlerde literatiirde en ¢ok tercih edilen kit oldugu i¢in exendin-4’iin miktar
tayininde, in vivo farmakokinetik/farmakodinamik analizlerde bu kit tercih edilmistir (Kwak
ve digerleri, 2009; Qi, Wu, Yang, Ma ve Su, 2014; Wang ve digerleri, 2016).

5.3. Exendin-4 ve Exendin-4/Kimostatin Yiiklii Kendiliginden Nanoemiilsifiye

Olabilen Sistemlerin Karakterizasyon Calismalari

Onformiilasyon caligmalar1 sonucunda segilen E2, F, G5, H5, 15 J5 formiilasyonlarina
exendin-4 yiiklenmistir. indirekt ydntemle yapilan yiikleme etkinliklerinin sonuglarina gore
E2 formiilasyonu i¢in yiikleme etkinligi %62,15; F formiilasyonu igin %60,73; G5
formiilasyonu i¢in %74,09; H5 formiilasyonu i¢in %88,25; 15 formiilasyonu i¢in %82,41,
J5 formiilasyonu i¢in %81,69 bulunmustur. H5, 15 ve J5 formiilasyonlar1 i¢in ayrintili
olarak yapilan karakterizasyon ¢alismasi sonuglarina gore Exendin-4 yiiklii 15 formiilasyonu
icin formiillasyonunun damlacik biiyikligi 20,63+0,39 nm, polidispersitesi indeksi
0,17+0,01, zeta potansiyeli -0,93+4,31 mV, viskozitesi 65,2442 55 m.Pas, pH's1 5,50+0,00,
tirbiditesi 5,62+0,00 bulunmustur. Emiilsifikasyon zamani 1 dakikanin altinda ve
formiilasyon hafif bulanik olarak Grade B olarak smiflandiriimistir. Exendin-4 yiikli J5
formiilasyonu i¢in damlacik biiyiikliigii 20,66+0,40 nm, polidispersitesi indeksi 0,10+0,01,
zeta potansiyeli -5,99+0,43 mV, viskozitesi 67,28+5,22 m.Pas, pH's1 5,34+0,00, tiirbiditesi
5,42+0,00 bulunmustur. Emiilsifikasyon zamani 1 dakikanin altinda ve formiilasyon hafif

bulanik olarak Grade B olarak siniflandirilmistir.
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Exendin-4 yiiklii H5 formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii 24,28+0,43 nm, polidispersite
indeksi 0,17 + 0,01, zeta potansiyeli -1,28+3,61 mV, viskozitesi 79,60+3,30 m.Pas, pH's1
5,40+0,00, tirbiditesi 6,37+0,00 bulunmustur. Karakterizasyon parametreleri birbirine
oldukg¢a yakin bulunan H5, 15 ve J5 formiilasyonlari arasindan segim yapabilmek i¢in
5°C+3°C, 25°C + 2°C/60% = 5% bagil nemde yapilan dlgiimlerde kisa siireli stabilite
calismasi sonucu karakterizasyon parametrelerinde 1 ay boyunca istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmayan ve exendin-4 yiikleme etkinligi %88,25+0,00 bulunan exendin-4 yiikli H5
formiilasyonu segilmistir (p>0.05). Exendin-4 yiikli H5 SNEDDS formiilasyonuna
kimotripsin inhibitorii kimostatin eklenmistir. Exendin-4/kimostatin yiikkli SNEDDS
formiilasyonunun damlacik biiyiikligii 20,25+0,35 nm, polidispersitesi indeksi 0,11 + 0,02,
zeta potansiyeli -1,85 + 2,49 mV, viskozitesi 100,02+7,65 m.Pas bulunmustur.
Emiilsifikasyon zamani 1 dakikanin altinda ve formiilasyon hafif bulanik, Grade B olarak
smiflandirilmistir. Formiilasyonlarda damlacik biiyiikliigiiniin kiigilmesinin yiizey alani
artisina bagl olarak oral absorpsiyonda artis sagladigi gosterilmistir (Kumar, Sharma ve
Kamble, 2010). Polidispersite indeksinin 0,2’den kii¢iik olmasi1 damlaciklarin monodispers
oldugunu gostermistir. Zeta potansiyelin diisiikk olmasinin kullanilan yardimc1 maddelerin
non iyonik olmasindan kaynaklandigi ve kendiliginden emiilsifiye olan sistemlerin
degerlendirilmesinde zeta potansiyel kritik bir parametre olarak kabul edilmemektedir
(Cherniakov ve digerleri, 2015). Reolojik galismalarda exendin-4 ve exendin-4/kimostatin

yiiklit SNEDDS’lerin Newtonian akis 6zelligi gosterdigi bulunmustur.

Literatiirlerde SNEDDS’lerin morfolojik goriintiilenmesinde TEM kullanilmaktadir
(Parmar, Patel ve Sheth, 2015; Wu ve digerleri, 2015). Exendin-4 igermeyen SNEDDS’ler,
exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiiklii SNEDDS’lerin (Sekil 4.16) TEM’de goriilen 50
nm’nin altindaki damlacik biiyiikliigii Malvern Zeta Sizer ile yapilan damlacik biytkligi

6l¢iim sonuglarini dogrulamaktadir.

5.4. Kisa Siireli Fiziksel Stabilite Calismalar:

Kisa stireli stabilite ¢alismalar1 exendin-4 yiikli en uygun SNEDDS’in se¢ilmesi amaciyla
yapilmistir. Kisa siireli fiziksel stabilite calismalar1 1 ay siireli olarak 5°C + 3°C, 25°C +
2°C/60% + 5% bagil nem ve 40°C £ 5°C/%75 + %5 bagil nemde yapilmistir. Kisa siireli
stabilite caligmalar1 sonucunda HS5, J5 ve I5 formiilasyonlarinin damlacik biiyiikligi

(Cizelge 4.13), polidispersite indeksi (Cizelge 4.14), zeta potansiyelleri (Cizelge 4.15),
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tirbidite (Cizelge 4.16), pH (Cizelge 4.17) ve viskozite (Cizelge 4.18) sonuglari
degerlendirilmistir. Kisa siireli stabilite ¢calismalariyla damlacik biiytikliigi, polidispersite
indeksi, zeta potansiyel, viskozite, pH ve tiirbidite sonuglarinin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonucu 5°C£3°C ve 25°C + 2°C/60% =+
5% bagil nemde yapilan 6l¢limlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmayan H5
formiilasyonu se¢ilmistir (p>0.05). H5 formiilasyonunda 40°C+5°C/%754+5% bagil nemde
yapilan 6l¢timlerde sonuglarda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmasi nedeniyle uzun
stireli stabilite ¢alismalarina 5°C+3°C ve 25°C + 2°C/60% =+ 5% bagil nemde devam
edilmesi planlanmistir (p<0.05).

5.5. Uzun Siireli Fiziksel Stabilite Calismalar:

Uzun siireli fiziksel stabilite ¢alismalarina exendin-4 ve exendin-4/kimostatin igeren H5
SNEDDS’ler ile devam edilmistir. Calismalar ICH kilavuzuna goére 12 ay siireli olarak
5°C+3°C ve 25°C £ 2°C/60% bagil nemde yiiriitiilmiistiir (ICH Q1A (R2) Guideline, 2003).
Uzun siireli stabilite ¢alismalarinda exendin-4 yiikli SNEDDS ve exendin-4/kimostatin
yikli SNEDDS’lerin 0., 3., 6., 9. ve 12. aylardaki damlacik biiyiikligl, polidispersite
indeksi, zeta potansiyel ve viskozite sonuglar1 degerlendirilmistir (Cizelge 4.20-4.23). Uzun
stireli stabilite ¢aligmalarinda exendin-4 yiikli SNEDDS ve exendin-4/kimostatin yiiklii
SNEDDS’lerin 0., 3., 6., 9. ve 12. aylardaki damlacik buyiikligi (Cizelge 4.20),
polidispersite indeksi (Cizelge 4.21), zeta potansiyel (Cizelge 4.22) ve viskozite (Cizelge
4.23) sonuglarmin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile istatistiksel olarak
degerlendirilmesi sonucu 5°C £ 3°C ve 25°C + 2°C/60% + 5% bagil nemde yapilan dl¢timler
arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05). 0., 3., 6., 9. ve 12. aylarda yapilan
reolojik caligmalar formiilasyonlarin akis 6zelliklerinin Newtonian akis tipi gosterdigi ve bu

sonuglarin 12 ay siiresince saklama kosullarinda degismedigi goriilmiistiir.
5.6. In Vitro Sahm Ve Lipoliz Cahsmalar

In vitro salim galigmalari, USP palet yontemiyle énce pH 1,2°de (0,1 N HCI) 2 saat, daha
sonra da pH 6,8’de fosfat tamponu kullanarak 2 saat siireyle yapilmistir. Exendin-4 yiiklii
H5 SNEDDS’lerde yapilan salim ¢alismasinda pH 1,2°de 6rnek alinan bazi noktalarda
baslangigta konulan exendin-4 konsantrasyonundan fazla konsantrasyonda exendin-4

oOl¢iilmiis ve exendin-4’iin pargalandigi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle, lipoliz ¢aligmasiyla bu
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varsayimin da degerlendirilmesi planlanmigtir. Nitekim biyouyumlu mide ortaminda yapilan
gastrik lipoliz ¢aligmasinda 60.dk’da alinan 6rnek konsantrasyonu (93,75+0,028 ng/mL),
baslangi¢ konsantrasyonundan (62,5 ng/mL) yiliksek bulunmus ve salim ¢alismalarinda

diistiniilen exendin-4’tin gastrik ortamda pargalandig1 varsayimi giiglenmistir.

Exendin-4’iin par¢alanmasini engellemek amaciyla kullanilan proteaz inhibitorii kimostatin
yiiklii formiilasyonlarda da ayni durum gozlenmistir. Ancak exendin-4’{in gastrointestinal
stabilitesinin pH 1,2-8 araliginda incelendigi bir ¢calismada peptit miktar1 4.saatin sonunda
pH 1,2, 4, 6 ve 8’de  %95’in {lizerinde gbozlenmistir. Ayrica peptitin en fazla kimotripsin
enzimiyle parcalandigi sonucuna varilmistir (Sun ve digerleri, 2016). Formiilasyonda

kimotripsin inhibitorii kimostatin kullanilarak dogru bir se¢im yapildig1 sdylenebilir.

Literatiirde peptit yiiklii kendiliginden emiilsifiye sistemlerde bazi salim g¢aligmalarinin
sadece pH 6,8’de yapildigi goriilmiistiir (Hintzen ve digerleri, 2014; Leonaviciute ve
digerleri, 2017; Zupanci¢, Partenhauser, Lam, Rohrer ve Bernkop-Schniirch, 2016b).
Exendin-4 yiikli H5 SNEDDS’lerde pH 6,8’de yigilmali salinan exendin-4 2. saatin
sonunda %73,79 bulunmustur (Sekil 4.26). Intestinal lipoliz calismalarinda 2.saatin sonunda
hem exendin-4 yiikli formiilasyonda hem de exendin-4 ve kimostatin igeren
formiilasyonlarin lipolizinde NaOH miktarinin harcanmaya devam etmesi sebebiyle etil
oleatin yavas sindirilmesine bagli olarak formiilasyondan exendin-4’iin yavas salindigi

diistiniilebilir.

Peptit yapili enoksapirinin kendiliginden emiilsifiye sistemi hazirlandig: bir ¢aligmada pH
6,8’de enoksapirin salimi 6. saatin sonunda % 100’e ulagsmustir. Bagka bir ¢alismada peptit
yapil1 bir molekiil leuprolid oleatin farkli tipte yag iceren kendiliginden emdiilsifiye sistemleri
hazirlanmigtir. Etil oleatin yag fazi olarak kullanildig1 formiilasyondan pH 6,8°de 3.saatin
sonunda exendin-4’iin %80’i salinmigtir (Hintzen ve digerleri, 2014; Leonaviciute ve
digerleri, 2017; Zupanci¢, Partenhauser, Lam, Rohrer ve Bernkop-Schniirch, 2016b.)

Sonuglarimiz literatiirle uyumlu bulunmustur.

Bernkop-Schniirch ve Jalil 2018’de yayinladiklar1 ¢alismalarinda kendiliginden emiilsifiye
sistemlerinde yapilan salim ¢alismalarini degerlendirmislerdir. Ornek al-ayir (sample and
separate) yonteminde salim ortamindan yag damlaciklarini ayirmanin zor olmasinin salim

profilini etkileyecegini bildirmislerdir. Ote yandan diyaliz membran ydnteminde peptit
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membrani asarak salim ortamina gegerken yag damlaciklarinin membranda kalip salim
ortamina gegcememesiyle bu zorlugun asilabilecegini belirtmislerdir. Ancak diyaliz
yonteminde, difiizyon membran yiizey alaniyla smirli oldugundan sink kosullarin
saglanamamasi gibi bir problemin ortaya c¢ikabilecegini diisiinmiislerdir. Boylece
kendiliginden emiilsifiye sistemlerde yapilan salim c¢alismalarinda yontemlerin tamamen
giivenilir bir salim profili veremeyecegini ve bu nedenle alternatif yontemlerin tizerinde
caligilabilecegini diisiinmiislerdir (Bernkop-Schniirch ve Jalil, 2018). Bu amagla, tez
calismasinda in vivo ¢dziinme profilini daha iyi tahmin edebilmek i¢in, GIK ortami daha iyi
taklit eden aglik ve tokluk ortamlar1 kullanilarak in vitro lipoliz calismasi yapilmistir.
Intestinal lipoliz calismalarinda SNEDDS lerin lipolizlerini degerlendirmek amaciyla aglik
bagirsak ortamini ortamini taklit etmek amaciyla FASSIF ve tokluk taklit etmek amaciyla
da FESSIF biyouyumlu ortamlari kullanilmigtir. Bu ortamlar safra tuzlari ve fosfolipitler

icermektedir (Markopoulos, Andreas, Vertzoni, Dressman ve Reppas, 2015).

Intestinal lipoliz ¢alismalarinda exendin-4 iceren SNEDDS’ler hem de exendin-4/kimostatin
iceren SNEDDS’ler i¢in 4 saat boyunca NaOH harcandig1 gézlenmistir (Sekil 4.19). Bu
durumun uzun zincirli etil oleatin yavas sindirilmesine bagh oldugu disiintilebilir. Etil
oleatin yavag sindirilen uzun zincirli bir yag asidi oldugu yapilan in vitro lipoliz
caligmalarinda gosterilmistir (Zhang ve digerleri, 2014). Lipoliz ¢calismalar1 sonuglarina gore
harcanan NaOH miktarlar istatistiksel degerlendirildiginde aclik ve tokluk ortamlarinda
hem exendin-4 iceren SNEDDS’ler hem de exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS’ler

arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05).
5.7. SDS-PAGE fle Stabilite Calismalar

SDS-PAGE ¢aligmalar1 Boliim 4.8’ de anlatildigi tizere 0, 1, 2 ve 4. hafta 5°C+3°C bekletilen
1 g exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiikli HS SNEDDS’lerle yapilmistir. SDS-PAGE
yonteminde peptitlerin ilerleme hizlart molekiil agirliklariyla belirlenmektedir. Molekiil
agirligr bilinmeyen 6rnek, molekiil agirligi bilinen gesitli peptitleri igeren molekiiler agirlik
belirleyici ile birlikte ayni jel ilizerinde yanyana ceplere uygulanir ve ayri hatlarda
elektroforetik olarak ayrilir. SDS ile muamele olan peptit/protein yapilan (ikinci, tigiinci,
dordiincli) bozularak peptit primer yapi halinde negatif yiiklii bir hale gelir. Molekiil
agirligina ve yiikiine bagh olarak molekiiller katottan anota dogru ilerlemektedir. Molekiil

agirlign biiyiik olan molekiillerin jel iizerinde ilerlemeleri zor olur ve jelin daha iist
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kisimlarinda bulunurlar, molekiil agirligr kiiciik olan molekiillerse jelin alt kisimlarinda
bulunurlar. Exendin-4’iin molekiil agirlig1 4,186 kDa ‘dur. Trisin-SDS-PAGE jel sistemi, 1-
100 kDa araligindaki kii¢iik molekiil agirlikli peptitlerin ilerlemesinde kullanildigi i¢in
calismamizda trisin-SDS-PAGE jel sistemi kullanilmistir (Schagger ve von Jagow, 1987).

SDS-PAGE calismasinda molekiiler agirlik belirleyici ve exendin-4 ¢ozeltisinin jelde
ilerledigi goriilmiis ancak exendin-4 iceren formiilasyonlarin hicbirinde exendin-4 jelde
ilerleme kaydetmemistir. Bu durumun formiilasyon bilesenlerinden kaynaklanabilecegi
diistiniilmiis ve caligmasi exendin-4 igeren formiilasyon bilesenleri jele yiiklenerek SDS-
PAGE ¢aligsmasi tekrarlanmistir. Sekil 4.28’de goriildiigii iizere exendin-4 ¢ozeltisi, exendin-
4’{in Cremophor EL® icermeyen formiilasyon bilesenleriyle karisim1 (Ex-4-etil oleat, Ex-4-
Labrasol®, Ex-4- propilen glikol) uygulanan kuyucuklarda exendin-4’iin jelde ilerledigi,
ancak exendin-4’iin Cremophor EL® igeren formiilasyon bilesenleriyle karisimi (Ex-4-
Cremophor EL®, Ex-4-Cremophor EL®™/Labrasol®, Ex-4-SNEDDS) uygulanan

kuyucuklarda exendin-4’iin jelde ilerlemedigi gézlenmistir.

Lamaisakul ve digerlerinin yaptig1 calismada yiizey etkin madde olarak Cremophor EL®
iceren BSA  yiikli mikroemiilsiyon formiilasyonu hazirlamislardir.  BSA’nin
mikroemiilsiyon igerisinde yapisal biitiinliigiinii koruyup korumadiginin degerlendirilmesi
amaciyla SDS-PAGE ¢alismasi yaplmistir. BSA i¢eren mikroemiilsiyon jeldeki kuyucuklara
yiiklenmeden 6nce 1:100 oraninda seyreltilmistir. (Lamaisakul, Tantituvanont, Lipipun ve
Ritthidej, 2019).

Tez calismamizda ise Bolim 3.2.8’de anlatildigi tizere Coomassie Brilliant Blue boyama
yontemiyle 200 ng-500 ng araliginda peptitler tayin edilebildiginden kuyucuklara
yiiklenecek exendin-4 miktarinin 200 ng’nin altina diismemesi i¢in seyreltme oranmi 1:5
olarak belirlenmistir. Bu seyreltme oraninda viskoz yapisint koruyan nanoemiilsiyonun
exendin-4’iin jelde ilerlemesini engelledigi diigiiniilmektedir. Formiilasyonlarda Cremophor
EL® oran1 diger bilesenlere gore fazla oldugundan SNEDDS formiilasyonlarinda da jelde

exendin-4’iin ilerleyemeyisinin bu sebebe bagl olabilecegi diistiniilmektedir.
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5.8. Formiilasyonlarin Hiicre Canhihgina Etkisinin MTT Testi ile Degerlendirilmesi

Hiicre kiiltiirli calismalarinda intestinal permeabilitenin degerlendirilmesi amaciyla Caco-2
hiicreleri kullanilmistir. Caco-2 hiicreleriyle yapilan intestinal permeabilite caligsmalari
intestinal bariyerlerden absorpsiyonun tahmin edilmesinde kullanilmaktadir (Larregieu ve
Benet, 2013). Permeabilite ¢alismalarindan 6nce exendin-4 ve exendin-4/kimostatin ytiklii
H5 SNEDDS’lerin Caco-2 hiicrelerinin canlilifina etkisi MTT testi ile incelenmistir.
Exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiiklii H5 SNEDDS’leri 1:50 oraninda seyrelttigimiz
icin Caco-2 hiicrelerine uygulanan exendin-4 konsantrasyonu 50 ng/mL’dir. B6liim 4.9’da
anlatildigi tlizere exendin-4’tin 25-1000 ng/mL konsantrasyon araligindaki exendin-4
¢ozeltilerinin, exendin-4 icermeyen SNEDDS, 50 ng/mL exendin-4 yikli SNEDDS, 50
ng/mL exendin-4 ve 2,5 ng/mL kimostatin yiiklii SNEDDS’in Caco-2 hiicrelerine sitotoksik
etkisi gozlenmemistir (Sekil 4.29).

Sha ve digerleri yaptiklar1 calismada Labrasol® ve Cremophor EL® igeren pozitif ve negatif
yikli kendiliginden mikroemiilsifiye olan sistemlerin (SMEDDS) seyreltme oranlarinin
Caco-2 hiicre hattindaki hiicre canliligina etkisini arastirmislardir. Negatif yiikli
SMEDDS’in 1:50 ila 1: 2000 seyreltme oranlarinda, pozitif yiiklii SMEDDS’in ise 1:250 ila
1:2000 seyreltme oranlarinda hiicrelere uygulandiklarinda Caco-2 hiicrelerinde hiicre
canliliga etkisini anlamli derecede degistirmedigi sonucuna varmislardir (p>0,05).
SMEDDS lerin seyreltilmeleri sonucu Cremophor EL® ve Labrasol® konsantrasyonlarmin
sirasiyla %2 ve %1 in altinda oldugu konsantrasyonlarda hiicre canliliginin anlamli derecede
azalmadigint belirtmigslerdir. Tez c¢alismamizda kullandigimiz exendin-4 ve exendin-
4/kimostatin yiikli yikli HS SNEDDS’ler 1:50 oraninda seyreltildiginde %1 oraninda
Cremophor EL® ve 0.5% oraninda Labrasol® igermektedir. Caco-2 hiicrelerinin canliligina

etkisi literatiirle uyumlu bulunmustur (Sha, Yan, Wu, Li ve Fang, 2005).
5.9. Hiicrelerin Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi ve Geg¢is Calismalari

TEER degeri Caco-2 hiicrelerinin elektrik direncinin 6l¢limiinde kullanilan hiicre tek
tabakalarinin biitiinliigliniin ve gecirgenliginin dogrulanmasi i¢in ¢cok hassas ve giivenilir bir
yontemdir (Srinivasan ve digerleri, 2015). Caco-2 hiicreleriyle yapilan intestinal
permeabilite ¢alismasina hiicre tek tabakasinin olustugu ve TEER degerleri 400 ohm.cm?’ye

ulastig1 21.glinde baslanmistir (Artursson, Palm ve Luthman, 2001). Deney baslangicinda,
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deneyin sonunda ve deneyden 24 saat sonra yapilan TEER 6l¢iimlerinde formiilasyonlarin
uygulandigi hiicrelerde deneyin sonucunda siki baglantilarin agilmasi sonucu TEER
degerlerinin azaldigi, deneyden sonra 24.saatte yapilan Ol¢iimlerde TEER degerlerinin
4.saatteki degerlere gore arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.30). Siki baglantilarin geri doniistimlii
olarak agildig1 ve membran biitiinliiglinde kalic1 bir zarar olusmadigi soylenebilir. Gegis
caligmalarinda exendin-4 ¢ozeltisinin, exendin-4 ve exendin-4/kimostatin  yiikli
SNEDDS’lerde exendin-4’tin hiicre tek tabakasindan ge¢isi 30.dk’da sirasiyla %42,61,
%68,24 ve %68,79 bulunmustur. 4.saatin sonunda tiim kuyucuklarda apikalden bazolaterala

gecis tamamlanmustir (Sekil 4.31).

Permeabilite katsayist (Papp) exendin-4 vyiikli ve exendin-4/kimostatin yiiklii H5
formiilasyonlarinda exendin-4 ¢ozeltisine gore yaklasik 2 kat daha yiliksek bulunmustur
(Cizelge 4.24). Formiilasyonda bulunan yiizey etkin maddelerin hiicre membranindaki lipit
cift tabakasina penetrasyonuyla siki baglantilari agarak permeabiliteyi artirdigi
bilinmektedir. Ayrica formiilasyonun kiiclik damlacik biiyiikliigiine sahip olmasi sebebiyle

difiizyonu artirdig1 sdylenebilir (Balakrishnan ve digerleri, 2009).

Exendin-4'in farkli konsantrasyonlarmin (0,3, 1, 3 ve 9 pug/mL) Caco-2 hiicrelerinden
permeabilitesinin degerlendirildigi bir calismada, exendin-4’iin konsantrasyonu arttik¢a Papp
degerinin azaldigini belirtilmistir. Papp degeri 0,3 pg/mL exendin-4 uygulanan hiicrelerde
7,8x10° cm/sn bulunmustur. Ayrica, exendin-4’iin tasinmasinin doza bagli olmadigim
bildirmislerdir. Exendin-4 i¢in doyurulabilir tasima mekanizmasinin mevcut olabilecegini
ve bu da apikalden bazolaterale daha yiiksek konsantrasyonda peptit taginmasini 6nlendigini
diisiinmiislerdir. Baz1 ylizey etkin maddelerin exendin-4'iin hiicreden geg¢isini

kolaylastiracagini 6ne siiren ¢aligmalar mevcuttur (Gupta, Doshi ve Mitragotri, 2013).

Calismamizda 50 ng /mL exendin-4 ¢ozeltisi uygulanan hiicrelerde Papp degeri 8,57x107°
cm/sn, exendin-4 yiikli SNEDDS’lerde 16,27+0,04 cm/sn ve exendin-4 / kimostatin yiikli
SNEDDS'lerde 17,10+0,04 cm/sn bulunmustur. Literatiirde etkin maddelerin Papp degerleri
< 1 x 10° cm/sn ise diisiik permeabilite 6zelligi gosterdigi, Papp degerleri >10 x 10
‘cm/sn’den biiyiikse etkin maddelerin yiiksek permeabilite 6zelligi gosterdigi belirtilmistir
(Yee, 1997). Exendin-4 50 ng/mL konsantrasyonda yiliksek permeabilite gostermektedir.
Ancak hem exendin-4 yiikliit SNEDDS hem de exendin-4 / Kimostatin yiiklii SNEDDS'nin



181

Papp'si exendin-4 c¢ozeltisinden daha yiiksek bulunmasi SNEDDS’lerin exendin-4’{in

permeabilitesini artirdigin1 gostermistir.

5.10. In Vivo Calismalar

Tez ¢alismamizda kullanilan exendin-4 pankreatik GLP-1 reseptorlerine yiiksek afiniteyle
baglanarak antidiyabetik etki gdsteren peptit yapisinda bir molekildiir. Exendin-4’iin
subkiitan formu Byetta® pankreastaki beta hiicrelerinden insiilin sekresyonunu artirirken
ayn1 zamanda glukagon sekresyonunu baskilamaktadir. Bu sayede exendin-4, kan glikoz
konsantrasyonunu diizenlemekte etkin bir rol oynamaktadir (Gao ve Jusko, 2012). Exendin-
4{in hizhh etkili Byetta® ve uzun etkili Bydureon® (exendin-4 iceren PLGA
mikropartikiilleri) formlar: subkiitan olarak uygulamaktadir. Ancak exendin-4’{in herhangi
bir oral ticari formu henliz bulunmamaktadir. Literatiirde exendin-4’tin oral
biyoyararlanimini artirmak amaciyla polimerik nanotasiyici sistemler kullanilmistir (Ahn ve
digerleri, 2013; Chuang ve digerleri, 2013; Nguyen ve digerleri, 2011; Oh ve digerleri, 2014;
Soudry-Kochavi, Naraykin, Nassar ve Benita, 2015).

Tez g¢alismamizda exendin-4’iin biyoyararlanimini artirmak amaciyla, exendin-4 ve
exendin-4/kimostatin yiiklii kendiliginden emiilsifiye sistemler {izerinde ¢alisilmistir.
Kimostatin, formiilasyonlara kimotripsin inhibitorii olarak exendin-4’iin enzimatik
par¢alanmasim engellemek amaciyla eklenmisti. SNEDDS’ler GiK’te nanoboyutta
damlaciklar  olusturarak  peptit/proteinlerin intestinal  permeabilitesini ve oral
biyoyararlanimi artirmaktadir (Hintzen ve digerleri, 2014). Ayrica SNEDDS’lerin birey
ici/bireyleraras1 degiskenligin ve yiyecek etkisinin azaltilmasi gibi bir¢ok istiinliigi
bulunmaktadir (AboulFotouh, Allam, El-Badry ve El-Sayed, 2018). SNEDDS’lerin
peptit/proteinlerin  biyoyararlanimini arttirmasinda {i¢ mekanizma etkili olmaktadir.
SNEDDS’lerin GIK’te lipolizi sonucu olusan lipoliz iiriinleri (karisik miseller) peptitin
¢cozlnlirliiglinii artirmakta ve emilim i¢in sulu difiizyon katmani boyunca tagimaktadir.
GIK’te olusan nanoboyuttaki damlaciklar igerisindeki peptit/proteinler, paraselliiler/
transselliiler yolaklar yoluyla veya Peyer plaklarinda bulunan M hiicreleri yoluyla
tasinmaktadir. Ayrica silomikron olusumuyla peptit yapili molekiiliin lenfatik sistem
tarafindan alinmasi, hepatik ilk gecis etkisini azalttigi icin peptit/proteinlerin
biyoyararlanimini arttirmaya yardimci olmaktadir (Kollipara ve Gandhi, 2014; Singh ve
digerleri, 2017).
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SNEDDS’lerin ana bilesenleri olarak kullanilan yaglarin, yiizey etkin maddelerin, yardimci
yiizey etkin maddelerin se¢imi oOral biyoyararlanimimi artirmada 6nem tasimaktadir.
SNEDDS’lerde kullanilan uzun zincirli yag asitleri silomikron olusumunu saglayarak lipit
icerisindeki etkin maddenin lenfatik yolla sistemik dolasima katilmasini desteklemektedir.
Tez calismamizda SNEDDS’i olusturan yag olarak kullandigimiz etil oleatin lenfatik
transportu artirdig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Griffin ve O'driscoll, 2006; Xing ve
digerleri, 2016). SNEDDS’lerde kullanilan ylizey etkin maddeler ve yardimci yiizey etkin
maddeler, hem peptit/proteinin ¢oziiniirligiinii artirmaktadir hem de yag/su araylizeyinin
akigkanligini artirarak transselliiler taginmayi1 ve siki baglantilar1 acarak paraselliiler
taginmay1 saglamaktadir (Rani, Rana, Saraogi, Kumar ve Gupta, 2019). Tez ¢alismamizda
kullandigimiz Cremophor EL® ve Labrasol®iin siki baglantilarin1 agarak intestinal
permeabiliteyi artirdigr belirtilmistir (Chavda ve Shah, 2017).

In vivo calismalar Boliim 4.11°de belirtildigi {izere farmakokinetik ve farmakodinamik
caligmalar seklinde, diyabetik olmayan ve streptozosinle diyabet olusturulmus sicanlarda
gerceklestirilmistir. Tez calismamizda gelistirdigimiz oral yoldan uygulanmak iizere
hazirlanan exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin igerdigi exendin-4’{in
farmakokinetik parametreleri, farmakodinamik parametreler olan kan glikoz ve plazma
insiilin seviyesi iizerine olan etkileri ve biyoyararlanimlari, oral yolla verilen exendin-4
¢ozeltisi Ve ticari {iriin olan Byetta® ile karsilastirilmistir. Calismamizi diyabetik olmayan
sicanlarda da gerceklestirmemizin sebebi exendin-4’iin saglikli hayvanlarda exendin-4
plazma konsantrasyonlarini incelemek, bu konsantrasyonlarin saglikli hayvanlarda da kan

glikoz ve plazma insiilin seviyesi iizerine olan olasi etkileri incelemektir.

5.10.1. Farmakokinetik ¢calismalar

Farmakokinetik ¢aligmalar Boliim 3.2.12°de belirtildigi sekilde exendin-4 ¢ozeltisi (oral),
Byetta® (sc), exendin-4 ve exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS (oral) uygulanan diyabetik
olmayan ve streptozosinle diyabet olusturulmus sicanlarda gerceklestirilmistir. Alinan kan
orneklerinin ELISA kitiyle analizi sonucunda plazma exendin-4 konsantrasyonu zaman
profilleri ¢izilmistir (Sekil 4.32-4.41). Farmakokinetik ¢alismalar esnasinda deney
gruplarinda sican Oliimlerinin gerceklesmesine bagli olarak sonuclar her bir grupta n=5

olarak degerlendirilmistir. Plazma exendin-4 konsantrasyonundan hareketle PKSolver®
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programi kullanilarak tmaks, t12, Cmaks, AUCo-3 farmakokinetik parametreleri hesaplanmistir
(Cizelge 4.24).

Farmakokinetik ¢alismada temel amacimiz gelistirilen exendin-4 ve exendin-4/kimostatin
yikli SNEDDS’lerin oral yoldan exendin-4 verilmesinde emilimin hiz ve derecesinin
degerlendirilmesidir. Bu amagla gelistirilen exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yikli
SNEDDS’lerin farmakokinetik parametreleri exendin-4 ¢6zeltisi (oral) ve ticari iiriin olan
Byetta® ile karsilastirilmis ve biyoyararlanimlari degerlendirilmistir. Exendin-4’iin subkiitan
formu Byetta® dogrusal farmakokinetik gostermektedir. Byetta® 2,5 ug veya 5 pg subkiitan
olarak uygulandiginda Cmaks 56 pg/mL ve 85 pg/mL, AUC 159 pg.saat/mL ve 340
pg.saat/mL bulunmustur (McCormack, 2014). SNEDDS’lerle karsilastirilabilir bir profil
elde edebilmek icin Byetta® dozu 2,5 pg olarak planlannmistir. Bunun icin de yaklasik 250-
300 g agirliginda olan sicanlara 10 pg/kg dozda exendin-4 (oral ¢ozelti, SNEDDS,
SNEDDSK, Byetta®) verilmistir.

Diyabetik olmayan sicanlara exendin-4 ¢ozeltisi oral yoldan uygulandiginda Cizelge
4.24’°de gorildiigi gibi tmaks degeri 126,0+£61,5 dK, Cmaks degeri 14,9422 pg/mL, AUCo-3
degeri 2069,2+196,7 pg.dk/mL, exendin-4 SNEDDS oral yoldan uygulandiginda tmaks degeri
90,0+£84,2 dk, yarilanma omrii 1275,94889,9 dk, Cmaks degeri 28,5+6,9 pg/mL, AUCo-3
degeri 3027,5+905,5 pg.dk/mL, exendin-4/kimostatin SNEDDS oral yoldan uygulandiginda
tmaks degeri 30,0+18,4 dK, t12 494,7+£171,1 dk, Cmaks degeri 39,7+15,7 pg/mL, AUCo-3 degeri
4769,3+2602.,9 pg.dk/mL, Byetta® subkiitan uygulandiginda tmaks degeri 45,0+21,2 dk, ti
535,14476,5 dK, Cmaks degeri 387,4+53,5 pg/mL, AUCo.3 degeri 57426,8+11935,0 pg.dk/mL
olarak hesaplanmistir. Diyabetik olmayan sicanlarda exendin-4 ¢ozelti (oral) uygulanan
gruplardaki kg, t2, MRT ve Cl degerleri exendin-4’iin plazma profillerindeki uzak bolgenin
yeterince tanimlanamamasindan dolay1r PKSolver® programi tarafindan hesaplanamamustir.
Biyoyararlanim degerlendirmelerinde emilim hizinin gostergesi olan Cmaks degerleri ve

emilim oraninin gostergesi olan AUC degerleri ele alinmustir.

Bu sonuglara gore diyabetik olmayan sicanlarda exendin-4 SNEDDS formiilasyonu
exendin-4 ¢ozeltisine kiyasla Cmaks Ve AUCo-3 degerlerini sirasiyla 1,9 kat ve 1,46 kat
artirmigtir. Exendin-4 ¢ozelti ve exendin-4 SNEDDS uygulanan gruplarinin AUCo-3
degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Exendin-

4/kimostatin SNEDDS ise exendin-4 ¢ozeltiye kiyasla Cmaks Ve AUCo-3 degerlerini sirasiyla
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2,66 ve 2,3 kat artirmistir. Exendin-4 ¢ozelti ve exendin-4/kimostatin SNEDDS uygulanan
gruplarinin AUCp.3 degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Formiilasyona kimostatin ilavesi, oral uygulanan exendin-4’ii GiK’teki enzim
etkisinden koruyarak hem Cmaks hem de AUCo.3 degerlerinde exendin-4 SNEDDS uygulanan
gruba gore artis saglamistir. Exendin-4 ¢ozelti, exendin-4 SNEDDS ve exendin-4/kimostatin
SNEDDS’in Byetta®ya gére bagil biyoyararlanimi ise sirasiyla %3,603+0,016,
%5,272+0,076 ve %8,305+0,218 bulunmustur (Cizelge 4.26).

Diyabetik si¢anlara exendin-4 ¢ozeltisi oral yoldan uygulandiginda tmaks degeri 60,0+0,0 dk,
tio 147,4+95,7 dK, Cmaks degeri 36,4+5,8 pg/mL, AUCo.3 degeri 4991,3+658,1 pg.dk/mL,
exendin-4 SNEDDS oral yoldan uygulandiginda tmaks degeri 67,5+29,4 dk, ti2 110,9+£89,2
dk, Cmaks degeri 46,9429,08 pg/mL, AUCos degeri 4071,61141,3 pg.dk/mL, exendin-
4/kimostatin SNEDDS oral yoldan uygulandiginda tmaks degeri 84,0+65,0 dakika, tip
287,1£210,5 dk, Cmaks degeri 58,1=11,1 pg/mL, AUCo.3 degeri 7875,5+835,1 pg.dk/mL,
Byetta® s¢ uygulandiginda tmaks degeri 66,0£65,03 dk, tiz 107,1£73,1 dK, Cmaks degeri
8956,1+4741,8 pg/mL, AUCo3 degeri 1029364,0+762420,2 pg.dk/mL olarak

hesaplanmustir.

Bu sonuglara gore diyabetik sicanlarda exendin-4 SNEDDS exendin-4 ¢ozeltisine kiyasla
Cmaks Ve AUCo.3 degerlerini sirasiyla 1,3 kat ve 0,8 kat artirmistir. Exendin-4 ¢ozelti ve
exendin-4 SNEDDS uygulanan gruplarinin AUCo-3 degerleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Exendin-4/kimostatin SNEDDS ise exendin-4
cozeltiye kiyasla Cmaks ve AUCo.3 degerlerini sirasiyla 1,59 ve 1,58 kat artirmustir.
Exendin-4 ¢ozelti ve exendin-4/kimostatin SNEDDS uygulanan gruplarinin AUCO-3
degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Diyabetik
sicanlara uygulanan exendin-4/kimostatin SNEDDS, oral uygulanan exendin-4’ii GiK teki
enzim etkisinden koruyarak hem Cmaks hem de AUCo.3 degerlerinde exendin-4 SNEDDS
uygulanan gruba gore artis saglamistir. Exendin-4 ¢ozelti, exendin-4 SNEDDS ve exendin-
4/kimostatin  SNEDDS’in  Byetta®ya gére bagl biyoyararlanimi ise sirasiyla
%0,485+0,086, % 0,396+0,149 ve % 0,765+0,109 bulunmustur (Cizelge 4.26).

Exendin-4’tin 50 pg/mL plazma konsantrasyonda glikoz homeostazini diizenledigi
belirtilmistir (Knop, Brenden ve Vilsbell, 2017). Diyabetik olmayan grupta exendin-4,
cozeltisi, exendin-4 SNEDDS ve exendin-4/kimostatin SNEDDS uygulamasi sonucu
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exendin-4 plazma doruk konsantrasyonu degerleri 50 pg/mL'nin altinda bulunmustur.
Diyabetik grupta, exendin-4 diizeylerinin uygulanan biitiin formiilasyonlarda diyabetik
olmayan gruba gore daha yiiksek plazma konsantrasyonunun elde edilmesinin, artmis kan
glikoz diizeyi karsisinda insiilin salimini indiiklemek {izere salinan endojen exendin-4

diizeyine bagli olabilecegi diislinlilmiistiir.

Byetta® 5 ug veya 10 ug dozda uygulandiginda AUC degerlerinde yaklasik % 20 — 60, Cmaks
degerlerinde ise % 30-60 bireyler arasi degiskenlik gosterdigi belirtilmistir (EMA, 2006).
Calismamizda Byetta® 2,5 pg uygulandiginda diyabetik siganlarda Cmaks Ve AUCo-3
degerlerinde sirasiyla %52 ve %74 oraninda siganlar arasinda degiskenlik gosterdigi
bulunmustur. Exendin-4 SNEDDS’de ise Cmaks Ve AUCo.3 degerlerinde siganlar arasinda
degiskenlik sirasiyla %62 ve %28 bulunmustur. Exendin-4/kimostatin SNEDDS’de ise Cmaks
ve AUCo.3degerlerinde siganlar arasinda degiskenlik nispeten azalmis olup sirasiyla %19 ve
%10 bulunmustur. Exendin-4/kimostatin SNEDDS’in, Byetta®ya gore bireylerarasi
degiskenligi azalttig1 goriilmektedir.

5.10.2. Farmakodinamik ¢alismalar

Exendin-4 ve exendin-4/kimostatin yiiklii SNEDDS’lerin siganlara oral yoldan uygulanmasi
sonucu kan glikoz ve insiilin seviyesi tizerine olan etkilerinin incelenmesi farmakodinamik
analiz olarak degerlendirilmektedir. Farmakodinamik c¢alismalar Bolim 3.2.12°de
belirtildigi sekilde exendin-4 ¢ozeltisi (oral), Byetta® (sc), exendin-4 ve exendin-
4/kimostatin igeren SNEDDS (oral) uygulanan diyabetik olmayan ve streptozosinle diyabet
olusturulmus siganlarda gergeklestirilmistir. Alinan kan Orneklerinden plazma insiilin
konsantrasyonlart insiilin ELISA kitiyle hesaplanarak plazma insiilin konsantrasyon-zaman
profilleri elde edilmistir (Sekil 4.42-4.51). Ayrica plazma kan glikoz konsantrasyonlari kan
glikoz 6l¢iim cihaziyla 6lgiilerek % kan glikoz seviyeleri (baslangica gore) elde edilmistir
(Sekil 4.52-4.61). Farmakodinamik c¢alismalar esnasinda deney gruplarinda sigan
Olimlerinin gerceklesmesine bagli olarak sonuglar her bir grupta n=5 olarak

degerlendirilmistir.

Diyabetik olmayan sicanlarin  tim deney gruplarinda exendin-4 plazma kan

konsantrasyonuna paralel sekilde ilk 60.dakikada plazma insiilin seviyelerinde artis
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gdzlenmistir. Ancak Byetta® (sc) uygulanan grupta 2.saate kadar insiilin seviyelerinde artis

gozlenmistir.

Diyabetik sicanlarda exendin-4/kimostatin SNEDDS ve Byetta® (sc) uygulanan grupta kan
konsantrasyonuna paralel sekilde ilk 60.dakikada plazma insiilin seviyelerinde belirgin bir
artis gozlenmistir. Ancak exendin-4 ¢ozeltisi ve exendin-4 SNEDDS uygulanan grupta

insiilin seviyelerinde belirgin bir artig gézlenmemistir.

Diyabetik olmayan siganlara exendin-4 ¢dzeltisi (oral), Byetta® (sc), exendin-4 ve exendin-
4/kimostatin igeren SNEDDS (oral) uygulandiginda siganlarda kan glikoz seviyelerinde
baslangica gore diisiis gozlenmememistir. Bu durum exendin-4’tin minimum etkin
konsantrasyonu olan 50 pg/mL'ye diyabetik olmayan grupta Byetta® haricinde higbir

formiilasyonla ulagilamamis olmasiyla agiklanabilir.

Diyabetik sicanlarda ise 30.dakikada kan glikoz seviyelerindeki baglangica gore diisiis
exendin-4 SNEDDS (oral), exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS (oral), Byetta® (sc)
uygulanan gruplarda sirastyla %23, %25, %29 bulunmustur. 60., 120. ve 180. dakikalarda
tiim gruplarda 30.dk’daki kan glikoz seviyelerine gore artis gozlense de higbir grupta kan
glikoz seviyelerinde baglangi¢ degerine doniis gdzlenmemistir. Bu durumun hayvanlarda
kuyruktan kan alinmasina bagli korku, aci hissi ve aglik kosullarindan dolayr gelisen stres
hiperglisemisine bagl olarak kan glikoz seviyelerinde artiglar olabilecegini gostermektedir
(Rau ve digerleri, 2017). 180. dakikada exendin-4 SNEDDS (oral), exendin-4/kimostatin
iceren SNEDDS (oral), Byetta® (sc) uygulanan gruplarda kan glikoz seviyelerindeki
baglangica gore diisiis sirasiyla %18, %22, %24 bulunmustur. Exendin-4 ¢ozeltisi (oral)
uygulanan grupta ise diyabetik sicanlarda hi¢bir zaman noktasinda kan glikoz seviyelerinde

baslangica gore diisiis gdzlenmemistir.

Exendin-4, insiilin ve diger antidiyabetik ajanlarin aksine hipoglisemiye yol agmaksizin kan
glikoz seviyelerini diizenlemekte ve bu sayede endojen insiiline karsi bozulmus biyolojik
yanit olarak tanimlanan insiilin direnci olusumunu da 6nlemektedir (Chakraborti, 2010).
Byetta® nin diyabetik olmayan siganlarda drnek alinan tiim noktalarda plazma exendin-4
konsantrasyonlari 50 pg/mL’nin iizerinde olmasina ragmen kan glikoz seviyelerinde belirgin
bir diisiise neden olmamasi exendin-4’ilin kan glikoz seviyesinin normal oldugu durumlarda

endojen insiilin sekresyonunu kontrol altina almasiyla ve hipoglisemiye yol agmamasiyla
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aciklanabilir. Sonug¢ olarak, exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS’lerle, Byetta® (sc)
uygulamaya yakin bir farmakodinamik cevap elde edildigi gosterilmistir. Tez ¢alismamizda
exendin-4 yiikli SNEDDS’in hazirlanmasinda uzun zincirli yag asidi olan etil oleatin
intestinal lipazlarla daha yavas sindirildigi in vitro lipoliz ¢alismalariyla gosterilmistir. Bu
sayede SNEDDS’in GIK’teki sulu ortamda olusturdugu nanoboyuttaki yag damlaciklart
icerisindeki exendin-4’ii GIK kosullarindan korudugu, ayrica formiilasyona eklenen
kimostatinin enzimatik pargalanmaya kars1 da ek koruma saglayarak glikoz seviyesinde daha

fazla bir diislise neden oldugu diisiiniilmektedir.
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6. SONUC

Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan peptit yapili bir molekiil olan exendin-4’iin oral yoldan
uygulanmak {izere SNEDDS formiilasyonunun gelistirilmesi ve karakterizasyonunun
incelenmesi, in vitro/in vivo olarak degerlendirilmesi amaglanan tez ¢alismamizda asagida

belirtilen sonuglar elde edilmistir:

Kapsamli ve sistematik olarak yiiriitiilen dnformiilasyon ¢alismalari ile asagida belirtilen en

uygun SNEDDS formiilasyonlar1 se¢ilmistir:

v E2 formiilasyonu: %30,00 etil oleat, %52,50 Cremophor EL®, %17,50 absolii etanol

v F formiilasyonu: %16,67 etil oleat, %62,50 Cremophor EL®, %20,83 absolii etanol

v' G5 formiilasyonu: %15,00 etil oleat, %21,25 Cremophor EL®, %42,5 Labrasol®,
%21,25 absolii etanol

v' H5 formiilasyonu: %15,00 etil oleat, %42,5 Cremophor EL®, %21,25 Labrasol®,
%21,25 propilen glikol

v 15 formiilasyonu: %15,00 etil oleat, %47,81 Cremophor EL®, %15,94 Labrasol®, %
21,25 propilen glikol

v J5 formiilasyonu: %15,00 etil oleat: %42,5 Cremophor EL®, %21,25 Labrasol®, %
15,94 propilen glikol, %5,31 absolii etanol

Ayrica deney tasarimi (DoE) yaklasimi kullanilarak hedef {irin profili, damlacik
biiyiikliigiiniin 50 nm’nin altinda, polidispersite indeksinin 0,2’nin altinda ve emiilsifikasyon

stiresinin 1 dakikadan az olmak {izere belirlenmistir.

Se¢ilen formiilasyonlarin yiikleme etkinlikleri H5 i¢in %88,25, 15 igin %82,41 ve J5 igin
%81,69 olarak saptanmistir. Bu formiilasyonlar i¢in ayrintili olarak yapilan karakterizasyon
caligmalar1 ve 1 ay stireli olarak 5°C £ 3°C, 25°C + 2°C/60% = 5% bagil nem ve 40°C £
5°C/%75 + %S5 bagil nemde yapilan kisa siireli fiziksel stabilite ¢aligmalari sonucu
karakterizasyon parametrelerinde 1 ay boyunca istatistiksel olarak anlamli1 fark bulunmayan

exendin-4 yiiklii H5 formiilasyonu se¢ilmistir (p>0.05).

Exendin-4 yiikli H5 formiilasyonunun 50 mL bidistile su ile seyreltilmesi sonucu damlacik

bliytikliigii 24,28+0,43 nm, polidispersite indeksi 0,17 £ 0,01, zeta potansiyeli -1,28+3,61
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mV, viskozitesi 79,60+3,30 m.Pas, pH's1 5,40+0,00, tiirbiditesi 6,37+0,00 bulunmustur.
Exendin-4 yiikli H5 SNEDDS formiilasyonuna kimotripsin inhibitorii kimostatin
eklenmistir. Exendin-4/kimostatin yiiklii SNEDDS formiilasyonunun 50 mL bidistile su ile
seyreltilmesi sonucu damlacik biiyiikligi 20,254+0,35 nm, polidispersitesi indeksi 0,11 +
0,02, zeta potansiyeli -1,85 + 2,49 mV, viskozitesi 100,02+7,65 m.Pas ve Newtonian akis

ozelligi gosterdigi bulunmustur.

Uzun siireli fiziksel stabilite ¢alismalarinda exendin-4 yiikli SNEDDS ve exendin-
4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin 0., 3., 6., 9. ve 12. aylardaki damlacik biiyikligi,
polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve viskozite sonuglar1 agisindan degerlendirildiginde

12 ay boyunca stabil oldugu bulunmustur.

In vitro salim ¢aligsmalar1 sonucunda exendin-4 yiiklii H5 SNEDDS’de pH 6,8’de yigilmali

salinan exendin-4 2. saatin sonunda %73,79 bulunmustur.

Lipoliz ¢aligsmalar1 sonuglarina gore sindirilen yag miktariyla orantili olarak artan harcanan
NaOH miktarlar istatistiksel olarak degerlendirildiginde aclik ve tokluk ortamlarinda hem
exendin-4 igeren SNEDDS’ler hem de exendin-4/kimostatin igeren SNEDDS’ler arasinda

anlamli bir farklilik goézlenmedigi ve etil oleatin yavas sindirildigi bulunmustur (p<0.05).

Caco-2 hiicreleriyle yapilan sitotoksisite ¢aligmasi sonucunda, exendin-4 yiiklii SNEDDS ve
exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS’lerin Caco-2 hiicrelerine sitotoksik etki géstermedigi

bulunmustur.

Caco-2 hiicreleriyle yapilan intestinal permeabilite ¢aligmast sonucunda exendin-4 yiiklii ve
exendin-4/kimostatin yiikli SNEDDS'nin Pepp’si exendin-4 ¢ozeltisinden 2 kat daha yiiksek
bulunmasiyla SNEDDS’lerin exendin-4’lin permeabilitesini artirdigi gosterilmistir. In vivo
farmakokinetik ¢aligmalarda diyabetik olmayan sicanlarda exendin-4/kimostatin SNEDDS,
exendin-4 ¢ozeltisine kiyasla Cmaks Ve AUCo-3 degerlerini sirastyla 2,66 ve 2,3 kat artirmistir.
Diyabetik siganlarda ise exendin-4/kimostatin SNEDDS exendin-4 ¢ozeltisine kiyasla Cmaks
ve AUCo.3 degerlerini sirastyla 1,59 ve 1,58 kat artirmistir. Ayrica exendin-4/Kimostatin
SNEDDS’in, Byetta®ya gore bireyler aras1 degiskenligi azalttign saptanmistir. In vivo
farmakodinamik ¢aligsmalarda exendin-4/kimostatin SNEDDS uygulanan diyabetik olmayan

sicanlarda exendin-4 plazma kan konsantrasyonuna paralel sekilde ilk 60. dakikada plazma
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insiilin  seviyelerinde artis gozlenmistir. Diyabetik siganlarda exendin-4/kimostatin
SNEDDS ve Byetta® (sc) uygulanan grupta kan konsantrasyonuna paralel sekilde ilk 60.
dakikada plazma insiilin seviyelerinde belirgin bir artis gozlenmistir. Ancak exendin-4
cozeltisi ve exendin-4 SNEDDS uygulanan grupta insiilin seviyelerinde belirgin bir artis

gbzlenmemistir.

Diyabetik olmayan siganlara hicbir gruptaki sicanlarda kan glikoz seviyelerindeki
baslangica gore diisiis gozlenmezken diyabetik siganlarda ise 30.dakikada kan glikoz
seviyelerindeki baslangica goére diisiis exendin-4 SNEDDS (oral), exendin-4/kimostatin
iceren SNEDDS (oral), Byetta® (sc) uygulanan gruplarda sirasiyla %23, %25, %29
bulunmustur. Exendin-4 ¢ozelti (oral) uygulanan grupta ise diyabetik sicanlarda higbir

zaman noktasinda kan glikoz seviyelerinde baslangica gore diisiis gézlenmemistir.

Exendin-4/kimostatin iceren SNEDDS’lerle, Byetta® (sc) uygulamaya yakin bir
farmakodinamik cevap elde edildigi, SNEDDS’in exendin-4’ii korudugu, kimostatinin
enzimatik parcalanmaya kars1 da ek koruma saglayarak glikoz seviyesinde daha fazla bir

diisiise neden oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak, tez ¢aligmamizda exendin-4’iin oral yoldan uygulanmak {izere kendiliginden
nanoemiilsifiye olan sistemleri basariyla gelistirilmistir. /n vitro/in vivo calismalar
sonucunda  peptit/proteinlerin  oral  biyoyararlanimin1  artirmada = SNEDDS
formiilasyonlarinin ve enzim inhibitorleriyle kombinasyon halinde kullanimlarinin iimit
verici oldugu disiiniilmektedir. Gelistirilen SNEDDS formiilasyonunun Tip 2 diyabet
tedavisinde oral yoldan uygulanmak iizere ticari bir {irlin olarak gelistirilmesi i¢in daha fazla
deney hayvaniyla aclik/tokluk biyoyararlanim ¢alismalarinin ve gerekli klinik ¢aligmalarinin

yapilmasi 6nerilmektedir.
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