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OZET

Istk, M. M. (2019). Antienflamatuvar ve Kas Gevsetici Etken Madde
Kombinasyonu igeren Topikal Emiiljel Dozaj Formu Uzerinde Arastirmalar. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasdtik Teknoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi.

Istanbul.

Kas ve iskelet sistemi agrisinin semptomatik tedavisinde NSAT ilaclar ve analjezik
ilaclar, genellikle kas gevseticiler ile kombine olarak kullanilmaktadir. Ancak sedasyon

basta olmak iizere advers etkiler nedeniyle bazi kas gevseticilerin kullanim1 sinirlidir.

NSAI bir ilag olan Diklofenak (Dietilamonyum) ve kas gevsetici bir ilag olan
Tiyokolsikozit akut ve kronik kas ve iskelet sistemi hastaliklarinda siklikla tercih
edilmektedir. Her iki ila¢ analjezik ve antienflamatuvar etki gostermekte ayri ayri
kullanildigr gibi beraber de kullanilabilmekte ve hekimler tarafindan siklikla

regetelendirilmektedir.

[lag {iriinii olarak literatiirde Diklofenak ve Tiyokolsikozit etken maddelerinin
kombinasyonunu igeren kati dozaj sekilleri ile yama preparatt yer almaktadir
Enflamasyon ve agri ile eslik eden rahatsizliklarinin tedavisinde Diklofenak ve
Tiyokolsikozit etken madde sabit doz kombinasyonunu igeren topikal bir formiilasyona

doniistiiriilmesi amag¢lanmustir.

Gelistirilen emiiljel formiilasyonu sabit doz kombine ilag {iriiniin optimizasyonu,
proses validasyonu ile stabilitesi 0l¢lilmiistiir ve dogrulanmistir. Her iki etken maddenin
sentetik membrandan in vifro kosullardaki ila¢ salim performansi (Franz Difiizyon)
aragtirilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar, etken maddelerin topikal formdaki

referans iiriin preparatlarindan alinan sonuglar ile farmasotik benzerligi karsilastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Diklofenak, Tiyokolsikozit, Topikal Emiiljel, in vitro salim,

Sabit Doz Kombinasyonu
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ABSTRACT

ISIK, M.M. (2019). Investigation on Topical Emulsion Dosage Form Containing
Combination of Antiinflammatory and Muscle Relaxing Agents. Istanbul University,
Institute of Health Sciences, Department of Pharmaceutical Technology. Master Thesis.
Istanbul. Istanbul. 2019

NSAIDs and analgesic drugs are often used in combination with muscle relaxants
for the symptomatic treatment of musculoskeletal pain. However, use of some muscle

relaxants is limited due to adverse effects, especially sedation.

NSAID drug Diclofenac (Diethylammonium) and muscle relaxant
Thiocolchicoside are frequently used in acute and chronic musculoskeletal disorders.
Both drugs have analgesic and anti-inflammatory effects and they can be used together,

and they are frequently prescribed by physicians.

Solid dosage forms containing a combination of Diclofenac and Thiocolchicoside
active substances and patch preparation are included in the literature as a pharmaceutical

product.

Fixed dose emulgel formulation drug product was developed, and the product was
optimized. Process validation and stability were conducted and in vitro drug release
performance (Franz Diffusion) of active substances from synthetic membrane was
investigated. The obtained results in the scope of this studies were compared with the
results obtained from the individual reference product preparations and pharmaceutical

similarity between formulated product and reference products was performed.

Keywords: Diclofenac, Thiocolchicoside, Topical Emulsion, in vitro release,

Fixed Dose Combination



1. GIRIS ve AMAC

Kas ve iskelet sistemi agrilarinin temel sebebi, bag dokusu veya kaslardaki
yaralanma veya artrit gibi hastaliklardan kaynaklanmaktadir. Osteoartrit (OA) prevelansi
en fazla olan hastaliklardan biridir ve yagh hastalar diz eklemleri agrilarindan siklikla
yakinmaktadirlar. Ayrica, spor yaralanmalari kaynakli agirlarda ciddi artis oldugu
bildirilmektedir. (Haroutiunian 2010, Nair 2010). Miyofasiyal agr1 sendromu bir veya
birkag kas ve/veya bag dokusunda bulunan ve tetik nokta denilen hipersensitif bolgelerle
kendini gosteren; agri, kas spazmi, hassasiyet, sertlik, hareket kisitliligi, giigsiizliik ve
nadiren otonomik disfonksiyon yapabilen bir rahatsizliktir (Ketenci ve ark 2009). Topikal
preparatlar akut yaralanmalar ile OA hastaliklarina tedavisinde uzun yillardir tercih edilen

bir uygulamadir.

Topikal ilag kullanimindaki baglica amag, formiilasyon igerisindeki etken
maddeyi epidermal ya da derin dermal patolojik bolgelere hedefleyerek bir yandan da
sistemik absorpsiyonu en aza indirmek ve bazi ilaglarin ilk gecis metabolizmasina
engelleyerek, ilacin etkinligini ve giivenirligini saglamayabilmektedir (Patravale ve Date
2009). Topikal olarak uygulanan dozaj formlarindan, Oncelikle molekiiliin
formiilasyondan serbestleserek derinin stratum corneum tabakasina difiize olmasi ve
sonra epidermise ulagabilmesi istenir. Canli epidermise erigen ilag daha derin dokulara
penetre olabilmektedir. Topikal uygulamalar ile ilaglarin deride lokalizasyonu
saglanabildigi ve terapotik acidan efektif konsantrasyonlara ulasilabildigi belirlenmistir

(Brown ve ark 2006; Lee ve Maibach 2006).

Ilaglarin etki mekanizmasi ile beklenen terapotik etkiye gore dermal
uygulamalarda farkli hedefler olabilmektedir. Bunlar; dermatolojik lokal etki (dermatit
tedavisi i¢in kortikosteroitlerin kullanilmasi gibi), deriden gecis ile sistemik etki (6r sigara
birakmak icin kullanilan nikotin yamalar), yiizeysel etki (giines yanigi iiriinleri, kozmetik
trlinler, anti-infektifler) veya daha derin dokularda etki (kas ve iskelet sistemi
inflamasyonlarinda kullanilan ilaglar1) istenebilir (Roberts ve ark 2002; Walters ve

Roberts 2002).

Topikal formda ve kas-iskelet sistemi hastaliklarinda en ¢ok kullanilan ilag
gruplar1 arasinda steroit yapida olmayan antienflamatuvar (NSAI) Ilaclar gelmektedir.

NSAI ilaglart OA, RA, tendonit, tenosinovit, burkulma ve incinme ile eslik eden spor



yaralanmalar1 gibi akut ve kronik kas ve iskelet sistemi hastaliklarinda siklikla tercih
edilmektedir (Moore ve ark 1998; Lionberger ve Brennan 2010). NSATI ilaglarm analjezik
ve antienflamatuvar etkileri prostaglandin biyosentezinin inhibisyonuna dayanmaktadir.
Oral yolla kullanilarak sistemik etki hedeflendiginde NSAI ilaglarin, dispepsiden mide
kanamasi kadar ciddi gastrointestinal yan etkilere yol a¢tig1 uzunca yillardir bilinmektedir
(Hooper ve ark 2004; Lionberger ve Brennan 2010). NSAI ilaglarin topikal uygulanmasi;
kan gecis oraninda diisiis ve dolayisiyla prostaglandin inhibisyonuna bagl olarak ortaya
c¢ikan etkilerin azalmasini saglar. Topikal tedavi ile olas1 akut bobrek yetmezligi, nefrotik
sendrom, NSAI ilag gastropatisi, kanama zamaninin uzamasi ve s1vi retansiyonu gibi yan
etkiler ve ilag-ila¢ etkilesimi olasiligt da azalmaktadir (Heyneman ve ark 2000;

Lionberger ve Brennan 2010).

Topikal dozaj formlar1 kullanilan formiilasyonun tipi ve temel bilesimleri etken
maddenin dermal ve transdermal yolla tasgmmasmi ve terapdtik etkinligini
belirlemektedir. Tedavi agidan 6nemli olan bu durum, formiilasyonun temel bilesimi ve
fizikokimyasal 06zelliklerine degismektedir (Jankowski ve ark 2017): Hidrofobik
formiilasyonlar (hidrokarbon temelli/oleojindz merhem, susuz absorpsiyon merhemleri,
oleojeller), Hidrofilik formiilasyonlar (hidrojeller, suda ¢Ozlinen merhemler) veya
Hidrofilik veya hidrofobik faz karisimdan olusan emiilsiyon formiilasyonlar1 (krem,

emiiljel, bijel, mikroemiilsiyon jeller) (USP General Chapter <3> 2018).

Kullanim kolaylig1 ve hasta uyuncu agisindan jel tipi formiilasyonlar tercih sebebi
olabilmektedir. Jeller, kat1 partikiillerin bir ag yapist ile siv1 igerisinde kolloidal yapida
dagilmasidir. Jel formiilasyonlarin bilesiminde su bazli olmasi sayesinde genelde ilaci
daha 1yi ¢oziinme hiz1 gosterdigi, ayrica krem ve merhemlere gore ilacin uygulanmasi ile
sistemden daha kolay salim gerceklestirdigi belirtilmektedir. Bu avantajlarina ragmen,
hidrofobik bilesiklerde tasiyici sistem olarak kullanilmasi kisitlayici olabilmektedir.
Hidrofobik bilesiklerin formiilasyonu i¢in emiiljel denilen formlardan faydanilmaktadir

(Hardenia ve ark 2014, Degim 2009).

Emiiljeller, emiilsiyon tipi sistemde dis fazinda jel olusturucu ajan igeren
yapilardir. Jel olusturucu ajan dig fazin viskozitesini artirarak emiilsiyon sistemin
stabilitesini artirir (Banys ve ark 2014; Mohammed 2001). Konvansiyonel
emiilsiyonlarda karsilasilan cesitli stabilite problemlerinin yani1 sira 6zellikle lipofilik

etkin maddelerin jel tipi preparatlarinin hazirlanmasindaki zorluklar, emiiljel olarak



tanimlanan ve bir emiilsiyon sisteminin jellestirilmesi ile olusturulan dozaj sekilleri ile
asilabilmektedir (Ajazuddin ve ark 2013, Khullar ve ark 2012). Tiksotropik, yagh
olmayan, kolayca yayilabilen, kolayca temizlenebilen, emolyen, leke birakmayan,
biyoge¢imli, transparan ve kozmetik ozellikteki emiiljeller bir¢ok agidan avantajhidir ve
jel formlart ile emiilsiyon sistemlerin 6zelliklerini bir arada barindirir (Ashara ve ark

2015).

Asetik asit tiirevi bir NSAI ilag olan diklofenak ulusal pazarda oral ve parenteral
dozaj sekillerinin yam sira topikal uygulamaya yonelik jel, emiiljel, losyon, krem ve
merhem  sekillerinde de  bulunmaktadir. Diklofenak  molekiiliiniin  topikal
uygulamalarinda lokal etkili jel formiilasyonlart ile transdermal yama formiilasyonlar1 da
bulunmaktadir (Altman ve ark 2015). Topikal kullanimda etkin madde diklofenak
dietilamonyum tuzudur ve topikal jel formiilasyonlar1 %1 Diklofenak sodyuma esdeger
miktarda etkin madde icerir ve Diklofenak (Voltaren Emulgel- 6nceden Novartis Ilag,
sonra GSK ilag) %1 emiiljel formiilasyonun yag tipi emiilsiyon sistemine sahip jel
formiilasyonu o6zelliginde oldugu gériilmektedir (Voltaren Emulgel-KUB 2017).
Travmatik ve romatizmal enflamasyon durumlarinda antienflamatuvar ve analjezik etkisi
ile enflamasyona bagl sigkinligi azaltan etkin madde uygulandigi deri bdlgesinden
enflamasyonlu bolgeye penetre olarak etki gostermekte, sistemik dolasima ise oral
kullanima gore %3-5 oraninda gegmektedir (Martindale 2009, Altman 2015). Diklofenak
Dietilamonyum emiiljel preparat1 Tiirkiye’de 25 yili agkin bir siiredir hastalar tarafindan

kullanilmaktadir (Voltaren Emulgel-KUB 2017).

Tiyokolsikozit, GABA-mimetik ve glisinerjik aktivite gosterdigi ileri siiriilen ve
etkisini ¢izgili kaslar1 gevseterek gdsteren bir etken maddedir. Dogal bir glikozit olan
kolsikozitin yar1 sentetik bir tiirevi olan madde, agrili kas spazmlarinin semptomatik
tedavisi i¢in oral, parenteral ve topikal yol ile kullanilmaktadir. Tiyokolsikozit analjezik
ve antienflamatuvar aktivitelerinin yan1 sira sedasyon yapmadigi ¢esitli ¢calismalar ile
gosterilmistir (Ketenci ve ark 2009). 2007 yilindan itibaren merhem tipi preparati
iilkemizde bulunmakta, kas spazmi ile romatolojik rahatsizliklarin semptomatik

tedavisinde kullanilmaktadir (Aguzzi 2008, Muscoril-KUB 2014).

DSO yaymmladigi rehberlerde Sabit Doz Kombine (SDK) Ilaglari tek bir
formiilasyon i¢inde iki veya daha fazla ilacin bulunmasi olarak tanimlanmaktadir (WHO

2005). Sabit Doz kombinasyonu (SDK) ilaglar bir¢ok avantaj saglarken, hastanin ilag



almasini kolaylastirmak, hastanin ayr1 ayr1 aldigi farmasétik formlarin sayisini azaltmak

ve boylece hasta uyuncunun artirtlmasi 6n plana ¢ikmaktadir.

Bu yiiksek lisans tezi ile Diklofenak ve Tiyokolsikozit etken maddelerini bir arada
oldugu SDK bir ilacin, emiiljel sistemi hazirlanarak formiilasyonu ve optimizasyonu ile
bir Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) cihaz ile analitik yonteminin
gelistirilerek valide edilmesi amacglanmaktadir (EMA 2008). Elde edilen prototip
formiilasyonun proses validasyonu ve stabilite ¢alismalar1 ile in vitro salim testi ile

farmasotik benzerligi aragtirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Deri Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Derinin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Deri diger bir adiyla cildimiz, dis etkenlere karsi koruyarak tiim viicudumuzu
kapayan 0,5-3 mm kalinliga sahip ve 1,7-2 m? biiyiikliigiinde ve insan viiciidunun en
genis yiizey alanina sahip yapidir (Tur 1997). Genel dolagimdaki kanin {igte biri deriden
gecer. Kimyasal maddelere ve patojen mikroorganizmalarin viicuda gegisini
engellemenin yaninda viicuttan s1vi kaybinin da 6nlemek baslica gérevleridir. Ayrica, UV
1sinlardan koruma, dokunma duyusunu saglamak, viicut sicakliginin diizenlenmesi gibi
bir¢ok gorevi vardir. Viicut i¢i pH notral pH’a yakin iken, deri yiizeyi asidik yapidadir ve
normalde pH degeri 4,5-6 arasindadir. Bu asidik pH’a sahip derinin fizyolojik rolii ile

konakg1 organizmalara kars1 koruma saglamaktadir (Ali 2013)

2.1.2. Derinin Tabakalar1

Deri, distan ige dogru 3 ana katmandan olusmaktadir: epidermis, dermis ve
hipodermis (Kent 2011). Derinin tabakalar1 Sekil 2-1’de gosterilmistir (Escobar-Chavez
2008).

} Epidermis
} Dermis

+ Hipodermnis

Sekil 2-1: Derinin katmanlari

2.1.2.1. Epidermis

Epidermis derinin en dis tabakasidir. Epidermis kalinligr 150-180 pm arasinda
degisirken, kan damar1 ve lenfatik sistem igermez. Agrinin algilanmasi i¢in bazi sinir
sonlanmalar1 igerir (Escobar-Chavez 2008). Etken maddelerin deriden gecisimde hiz

sinirlayict  bir bariyer 0Ozelligi gostermektedir. Epidermis yapisinda keratinositler,



melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri yer almaktadir. Epidermis bes
tabakadan olusur. Bu tabakalar Sekil 2-2’de gosterildigi gibi distan ice dogru sirasiyla,
Stratum corneum, Stratum lucidum, Stratum granulosum, Stratum spinosum, Stratum

germinativum=basale’dir (Zaidi ve Lanigan 2010).

Epidermis
Stratum corneum
Stratum hacidum
*1 Stratum granulosum
( RD.= A en
= .— N \ h ,t.‘," S
Langerhans hiicresi  ~ Lo ¥l o AL -
(o= \ A Stratum malpighian
Y Ny A N :,-."1 ——
Melanosit . "\ "/ AL L J RN e/
@ o\ b= '," - Stratum germinatum
Yo N\ N .. (Bazal tabaka)
g '

Merkel hiicresi

Sekil 2-2: Epidermisin tabakalari

Stratum corneum

Epidermisin en {ist tabakasi olan stratum corneum, “boynuzsu tabaka” olarak da
adlandirilmaktadir ve kalinligi 10-20 um arasindadir. 15-25 kat yassi ve tamamen

keratinize haldeki korneositier’i igerir.

Korneositler, keratinositlerden degisime ugramis keratinlesmis 6l hiicrelerdir ve ¢ift
tabakali lipit matriks i¢ine gomiiliidiirler (Jankowski ve ark 2017). Epidermisin diger
tabakalarindaki ¢ekirdekli hiicrelerin aksine stratum corneum tabakasindaki bu hiicrelerin
cekirdekleri yoktur. Bu nedenle stratum corneum tabakasi “cansiz epidermis”, diger tabakalar
ise “canli epidermis” olarak adlandirilmaktadir. Yeni hiicreler stratum corneum’a
ulastiklarindan istteki hiicreler pul pul olarak deri yiizeyinden dokiiliirler. Bazal tabakay1
olusturan hiicrelerin boynuzsu tabaka hiicrelerine doniismesi yaklasik olarak 21 giin

siirmektedir (Degim 2009).

Stratum corneum’daki hiicrelerarasi lipit matriks seramitler, kolesterol, serbest yag
asitleri, kolesterolesterler ve kolesterol stilfattan olusur, fosfolipit icermez, cok katmanli ve

oldukga diizenli bir yapidir. Burada yer alan lipitler yogun bir sekilde paketlenmis kristal



benzeri yapilar1 olusturur. Stratum corneum ilag molekiillerinin deriden gecisinde en 6nemli

bariyeri olusturmaktadir (Wertz ve Berg 1998; Benson 2012).

Stratum lucidum

Bu tabaka, sadece avug i¢i ve ayak tabani gibi derinin ¢ok kalin oldugu belirli

bolgelerde goriilebilmektedir (Denda 2000; Degim 2009).

Stratum granulosum (Graniiler Tabaka)

Stratum granulosum’tabakasindaki hiicrelerin sitoplazmalar1 kalin graniiller
seklinde goriildiigiinden dolay1 bu tabaka graniiler tabaka olarak adlandirilmaktadir. Canli
epidermisin en dis siniridir. Hiicrelerinde ¢ekirdek tasir. Keratinin biiyiik bir boliimii ile
yapisal protein iiretiminin biiyiik bir kismi1 bu tabakada gerceklesmektedir (Denda 2000;
Degim 2009).

Stratum spinosum

Bazal tabakanin hemen {istlinde bulunmakta ve tek sirali hiicrelerden
olugmaktadir. Stratum basale hiicrelerine desmozom (Sekil 2-3) adi verilen birimler ile
baglanmistir. Lipit yoniinden zengin tabakali boliimler igerdigi ve fosfolipitlerin gliserol
ve serbest yag asitlerine, glikosilseramitlerin de seramitlere bu tabakada parcalandigi

bildirilmistir (Roberts ve ark 2002; Denda 2000; Degim 2009).



T

stratum

corneum
T
stratum lucidum
L
P keratin 'I'
= bundle
stratum
& extruding granulosum
',o
f‘:) lamellar granule
@ lameliar
granule T
@ nucleus stratum
u spinosum
‘\A’ desmosomal
-, junction _I_
AN
AV, hemi- stratum
4  desmosome basale

basement membrane

Sekil 2-3: Epidermisin katmanlarinda hiicre yapilar:

Stratum basale (Bazal Tabaka)

Epidermisin en altta yer alan tabakasidir. Epidermis hiicreleri olan Langerhans
hiicreleri, melanositler, merkel hiicreleri ve epidermiste hiicre boliinmesine ugrayan tek
hiicre olan keratinositler bazal tabakada yer almaktadir. Diger tabakalara gore, daha hizli
boliinebilen, ¢ogalabilen hiicreleri igerir ve bu hiicreler deri yiizeyine dogru ilerlerken
farklilagarak diger tabakalar1 olusturacak sekilde yer degistirir. Dermise, hemidesmozom

adi verilen baglant1 birimleri baglanmislardir. (Degim 2009; Benson 2012)

2.1.2.2. Dermis

Kalinlig1 1-5 mm arasindadir. Diger tabakalarina gore daha az yag hiicresi igeren
fibr6z bir yapiya sahiptir. Ana bileseni lif demetleri halinde bulunan kolajendir. Lenf
kanallarini igerir ve mast hiicreleri ile makrofajlar aracligiyla enflamatuvar reaksiyonun
ve immiin yanitin olusumunu saglar. Sag folikiilleri ve yag bezlerinden olusan “pilosebase

bezler”, terlemeden sorumlu “ekrin bezler” ve “apokrin bezler” dermiste bulunmaktadir

(Walters 2002; Degim 2009).

2.1.2.3. Hipodermis
Bu doku, dermisin hemen altindadir ve biiylik miktarlarda yag {ireten ve

depolayan hiicrelerden olusur. Darbe emici ve 1s1 yalitimi gdrevlerinin yani 1sira enerji



depolama bolgesi olarak rol alir. Yag hiicrelerinin yani sira fibroblastlar ve makrofajlar
da hipodermiste bulunurlar. Ayrica kan ve lenf damarlari ve sinir lifleri bu tabakada yer

almaktadir (Walters 2002; Degim 2009).

2.1.3. Deriden Gegis (Permeasyon)

Disaridan deriye uygulanan bir etken maddenin deriden gecebilmesi i¢in 6ncelikle
stratum corneum’u agmasi gerekmektedir. Derinin igerisindeki terapotik hedef bolgesi
ilaca gore degerlendirilmelidir. Anti-histaminik, anestezik, anti-enflamatuvar ve
antmikotik etkili ¢ogu topikal uygulama daha derin deri dokularina veya sistemik
dolasima ulasirken; giines kremleri, kozmetik ve koruyucu amacli bazi tedavilerde hedef
bolgesi olarak deri ylizeyine veya akne, sa¢ ¢cikarma ve terleme Onleyiciler gibi preparatlar

ise viicut apendajlar1 amaglanmaktadir (Benson 2012).

Deriden permeasyon ¢ogunlukla pasif diflizyonla gerceklesmektedir (Tojo 1987).
Pasif difiizyon ise, Fick’in birinci kanunu ile agiklanabilmektedir. Fick’in birinci

kanununa gore;

]/Azcé—g:KxDx%

(J/A) Gegis Hiz1 = birim zamanda birim alandan gegen ilag miktar1 (mol cm2 s!)
A: membranin yiizey alani(cm?)

Ax: membranin kalinlig1 (cm)

D: membranda ilacin difiizitesi (cm™ s7!)

K: membran ve faz 1 arasindaki ilacin dagilim katsayisi

Ci-C2: membranin her iki yiizeyi arasindaki konsantrasyon farki (mol cm)

2.1.3.1. Deriden Gegis Yollar

Deri yiizeyine uygulanan bir penetrant madde epidermisi 3 potansiyel yolla
gecebilmektedir (Sekil 2-4): 1) hiicre i¢i (intraseliiler/transseliiler), 2) hiicreler arasi
(interseliiler), 3) yan gegit yollar1 (Shunt yollar: ter bezleri, yag bezleri, kil folikiilleri)
(Degim 2009, Benson 2012).
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kan daman

Sekil 2-4: Deriden gecis yollar1
Hiicre ici (transseliiler) gecis yolu

[lag molekiillerinin intraseliiler gecis hizi, transeliiler yola gore daha yavastir.
Bunun nedeni olarak, hiicrei¢i lipit ¢ift tabakadan hem de keratinositlerden ge¢cmek
zorunda kalmasi oldugu diistinmektedir (Roberts ve ark 2002; Benson 2012). Bu yoldan
daha ziyade polar olmayan maddeler gegebilir. Bu ge¢is tipinde etkin maddenin molekiil
agirhigr da onem kazanir, kiigiik molekiil agirlikli maddelerin gec¢isi daha kolaydir

(Hagraft 2004; Patzelt ve ark 2008).
Hiicreler aras: (interseliiler) gecis yolu

Hiicrelerarasi (interseliiler) yol, etken maddenin hiicrelerin arasindaki lipit ¢ifte
tabakalardan gecisi anlamina gelmektedir. Hiicreleraras: gegisyolu, intraseliiler yola
kiyasla, etken maddeye kars1 daha az bariyer 6zellik gosterdiginden daha {istiindiir ve
apolar ilaglarin gecisi bu yolla ger¢eklesmektedir (Hadgraft 2004; Kalia ve Guy 2001).
Etken maddelerin stratum corneum boyunca gegisinde halen en 6nemli yolin interseliiler
yol oldugunu belirtmektedir (Benson 2012). interselliiler gegis sirasinda ilag molekiilleri
lipit tabakalar1 dogrudan ge¢emez ve hiicreler arasindan egri biigrii bir yol izlerler,
boylece 20um kalinlhigindan stratum corneum’dan daha uzun, yaklasik 500 pm civarinda
bir yol izlerler (Hadgraft 2004; Barry 2006). Ayrica, ilag molekiillerinin dncelikle lipit
faza gectigi, daha sonra da difiize oldugu bildirilmektedir. (Roberts ve ark 2002).
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Yan gecit yolu

Polar yol olarak da bilinen bu yol (transappendageal pathway), kil folikiilii ve ter
bezi yoluyla ana bariyeri gecen molekiil i¢in diisiik direncli kisa bir yan gegittir (Shunt
Yol). Yan gecit yoluyla etkin maddeler stratum corneum™un olusturdugu bariyer
direncine ugramadan dermise ulasirlar. Su dolu ter kanallar1 Ter bezleri hidrofilik ve polar
olan maddeler i¢in 6nemli bir ge¢is yoludur (Degim 2009). Ayrica, ter ve yag bezleri ile
kil folikiilleri zengin bir kapiller ag ile kaplanmist1 ve bdylece i¢inde etken maddeler
depolanabildigi bildirilmistir (Lademann ve ark 2006; Patzelt ve ark 2008). Stratum
corneum’dan gecis hizi yavas olan biiyiik polar bilesikler ile elektrolitler i¢in bu yolun

onemli oldugu bildirilmektedir (Huang ve ark 2005).
2.1.3.2. Etken Maddenin Deriden Gegcisini Etkileyen Faktorler
Deriden emilimi etkileyen faktorler genel olarak 4 gruba ayrilmaktadir:
- Biyolojik faktorler
- Derinin fizyolojik durumu
- Etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri
- Formiilasyon ve kullanilan yardimc1 maddelerin etkisi

Bivolojik Faktorler

Deriden penetrasyon yasa bagli oldugu kadar, derinin ait oldugu viicut bolgesine
ve hidratasyonuna bagli olarak degisir. Degisik viicut bolgelerindeki derinin lipit i¢erigi

farklidir ve derinin lipit icerigi ile gecisin ters orantili oldugu bulunmustur.

Derinin yasi: Derinin yaglanmasi etkin maddelerin deriden gegisi iizerinde 6nemli
bir etkiye sahip degildir, ancak TEWL yas ile birlikte artmaktadir (Benson 2012). Yapilan
caligmalarda bebek ve cocuk derisinin, yetigkinlere gore daha gecirgen oldugu ve bu
durumun derinin hidratasyonu ilgili oldugu bildirilmistir. Derinin su igerigi fetiiste %80,
yeni doganda %68 iken, yetiskinde bu deger %62’ye diismektedir. Dolayisiyla etken
maddelerin penetrasyonu agisindan fetiis ve cocuk derileri daha gegirgendir (Brain ve ark

2002; Surber ve Davis 2002; Degim 2009).

Tiir farkhliklari: Insan derisinin temin edilmesindeki etik olmadigindan, insan
derisinden oldukc¢a fakli yapida olmalarina ragmen tavsan, fare, sigan gibi hayvanlarin

derileri in vitro gecis ¢alismalarinda siklikla model membran olarak kullanilmaktadir
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(Riviere ve Papich 2001). Insan derisinin stratum corneum kalinlig1, birim alandaki kil
folikiilleri, ter ve yag bezlerinin dagilimi agisindan hayvan derisinden farklilik
gostermektedir (Mills ve Cross 2006; Godin ve Touitou 2007). Ayrica, farkli hayvan
tiirlerinin ve cinslerinin deri anatomileri dahi birbirinden oldukca farkli olabilmektedir
(Riviere ve Papich 2001). Tavsan ve si¢an derisi, kil folikiillerinin fazlalig1 ve ter bezleri
olmadigindan insan derisine gore ¢cok daha gecirgendir (Mills ve Cross 2006; Godin ve
Touitou 2007). Domuz derisi, insan derisine en ¢ok benzeyen deridir ve bunun
hiicreleraras1 lipit yapinin bilesiminin benzerliginden kaynaklandigi bildirilmektedir

(Stewart ve Downing 1999).

Derinin fizyolojik durumu

Derinin hidratasyonu: Doku hidratasyonunun arttirilmasi hidrofilik ve lipofilik
karakterdeki molekiillerin deriden gecisini arttirir (Williams ve Barry 2004). Su, stratum
corneum’un siki yapisinda genislemeler neden olarak ilaglarin gecisinde artisa neden
olur. Derinin {izerinin Ortiilmesi (okliizyon) veya uygulanan formiilasyondaki sivagin
kapatic1 veya bariyer etkisiyle terleyerek ve suyun epidermisin alt tabakalarindan, st
tabakalaria dogru difiize olmast ile stratum corneum tabakasinin hidratasyonu artmakta
ve bdylece etken maddelerin deriden penetrasyonu artmaktadir (Charalambopoulou ve

ark. 2004; Silva ve ark. 2007; Jungersted ve ark. 2008).

Derinin bolgeleri: 1lag molekiilleri viicut bolgelerine gore farkli oranlarda gegis
ozelligi gosterirler. Bu durumun ana nedeni, viicudun cesitli bolgelerinde stratum

corneum kalinligimin farklilik géstermesidir (Brain ve ark. 2002).

Derinin biitiinliigii: Derinin bariyer fonksiyonunu yitirecek yaralanmalar, ¢esitli
deri rahatsizliklar1 veya asit, alkali ya da baz1 ¢oziiclilerle maruz kalma gibi nedenlerle
yapisinin bozulmas: etken maddelerin perkiitan absorbsiyonunu arttirir. Iyontoforez,
elektroporasyon gibi elektriksel etkiler ve ses dalgalar1 kullanilarak uygulanan ultrason
yontemi deri biitiinliigiiniin bilingli bir sekilde bozulmasi saglanarak etken maddelerin
deriden penetrasyonunda artis saglanan bir ¢ok calisma bulunmaktadir. (Elias ve ark

2002; Brain ve ark 2002).

Derinin sicaklig: Tlaglarin biiyiik cogunlugunda, sicakligin artmasiyla ile birlikte
deriden gecen miktar1 artmaktadir. Deriye uygulanan sicaklik, sebum viskozitesini diisiir

ve kan damarlar1 genisleyerek dermal kan sirkiilasyonu artmaktadir. Ayrica, deriye
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uygulanan sicaklik 39,3 °C’nin iistiine ¢ikmasi1 durumunda proteinleri yapist bozulmakta

ve gegirgenlik artmaktadir (Hikima ve ark 2005).

Etken maddeve ait fizikokimyasal faktorler

Etken madde lipofilitesinin etkisi:

flag molekiillerinin stratum corneum’dan gecisi pasif difiizyonla oldugundan
etkin maddenin yag/su partisyon katsayisi (logP degeri) biyolojik membranlardan
difiizyonunu yiiksek oranda etkilemektedir (Godin ve Touitou 2007). Derinin
membranlarindai lipit yapidan dolay1 ilag gecis hizi, ilacin lipofilik yapisina baglhidir
(Hincal ve Memisoglu-Bilensoy 2004). Yiiksek permeabilite icin, yag/su dagilim
katsayisinin 1-3 arasinda olmasi istenir. Cok lipofilik olan ilaglar stratum corneum’a siki
bir sekilde baglandiklari i¢in genellikle bu tabakada birikir ve stratum corneum bariyerini
asarak canli epidermise ge¢meleri ¢ok uzun siirebilir. Hidrofilik bir ilag molekiiliiniin ise
stratum corneum un lipidik yapisina olan afinitesi azdir ve stratum corneum’a olan
partisyonu daha yavas olacaktir. Buna kars1 epidermis’ in hidrofilik yapisina olan ilgisi
yiiksek oldugu i¢in, hidrofilik molekiillerin stratum corneum’dan canli deriye partisyonu

daha hizli gerceklestigi bildirilmistir (Jadoul ve ark 1995; Langer 2004).

Etken madde konsantrasyonunun etkisi: Deriye uygulanan ilacta etken
maddenin termodinamik aktivitesi deriden emilimini etkilemektedir. Formiilasyon
bilesiminde yer alan etken maddenin sivag doygunluk derecesine bagli olarark Deriden

gecen madde miktar1 degismektedir (Schwarb ve ark 1999).

Etken maddenin molekiil agirligi ve molekiil hacmi: Etken maddelerin molekiil
agirhigr ve biyikligi ile deriden gecis arasinda ters orantt bulunmaktadir. Etken
maddenin molekiil agirligr 500 Da’dan kii¢iik olmalidir ve molekiil hacmi ne kadar kii¢iik
ise deriye diflizyonu o kadar artttig1 bilinmektedir (Naik ve ark 2000; Langer 2004;
Tanner ve Marks 2008).

Etken maddenin iyonizasyon derecesi ve pH: Zayif asidik ve zayif bazik
karakterdeki ilag molekiillerinin emilim hizi formiilasyonun pH’sindan etkilenmektedir
ve bu 6zellikteki molekiiller iyonize olmamis sekilleri ile stratum corneum’dan pasif
difiizyonla ge¢mektedir. Zayif asidik maddeler asit ortamda, zayif bazik maddeler ise
bazik ortamda noniyonize halde bulunurlar, dolayisiyla noniyonize halde bulunduklari

pH’larda deriden gegis hizlar1 daha yiiksektir (Vavrova ve ark. 2008).
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Difiizyon Katsayisi, Erime derecesi ve Sudaki Coziiniirliigii: Etken maddenin
difiizyon katsayisi perkiitan absorpsiyonda 6nemli rol oynar ve diflizyon katsayisi1 arttikca
penetrasyon 6zelligi de artmaktadir. Erime derecesi 200 °C’nin altinda olan, sudaki
¢Oziiniirliiglinlin 1 mg/mL’den diisiik olan ve yiiksek termodinamik aktiviteye sahip olan

etkin maddelerin difiizyon katsayis1 da artirmaktadir (Naik ve ark. 2000).

Formiilasyon ve kullanilan vardimci maddelerin etkisi

[lag tasiyici sistem ve dolayistyla formiilasyonun 6zellikleri, etken madde salim hizini
ve deriye penetrasyonunu degistirebilmektedir. Formiilasyon, etken maddenin stratum
corneum’daki ¢Oziiniirligli ya da difiizyonunu etkileyebilmektedir. Kullanilan sivag ile
stratum corneum lipitleri arasindaki partisyon katsayisi, sivagin deriyi nemlendirme 6zelligi
ile deriyi kapama ozelligi, etkin maddelerin deriye gecis oranmi ciddi anlamda etkiler.
Formiilasyon igerisindeki sivagin deri yiizeyini kapama etkisiyle stratum corneum
hidratasyonu gerceklesmekte ve etken maddenin diflizyonunu artabilmektedir. Stvagin deri
yiizeyiyle sik1 temasi sonucunda, deride yer lan lipitlerle birlesir ve ilacin deriden gegisini
hizlanmas1 da ayri bir faktordiir. Formiilasyonda igerisindeki sivagin fizikokimyasal
ozelliklerinin degistirilmesi yoluyla, etken maddenin sivagdan kolaylikla ayrilarak deriye

penetrasyonun artirildigi bildirilmektedir (Brain ve ark 2002).

Bazi yardime1 maddeler, stratum corneum un bariyer 6zelligini geri doniiglii ortadan
kaldirilabilmekte veya azaltabilmektedir (Hadgraft 1999; Williams ve Barry 2004). Deri
bilesenleri ile etkileserek fonksiyon gdsteren bu tarz yardimci maddeler literatiirde
“penetrasyon arttirict maddeler” olarak ge¢cmektedir. Bu maddeler, stratum corneum lipit
yapisi ile etkileserek ya da etkin maddenin veya tasiyici sistemin stratum corneum’a

partisyonunu arttirarak etki gosterirler (Williams 2003).

2.2. Topikal Uygulanan Dozaj Formlar ve Jeller Hakkinda Genel Bilgiler
Topikal ilag uygulamalar1 ilacin, oftalmik, rektal, vajinal ve deri yolu ile
kullanilmasidir. Deri, topikal ilag uygulamalarinda en kolay ulasilabilir organlardan

biridir ve ana rotay1 olusturur (Sharma ve Singh 2018; Hardenia ve ark 2014).

Etken maddelerin transdermal yol ile uygulanmasinin bazi avantajlari ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir (Degim 2009). Deriden ilag verilisinin en 6nemli
avantajlarindan biri, etken maddenin karaciger ilk gegis etkisinden ve gastrointestinal
sistemde zarar gormesinden korunmus olmasi, ayrica etkin maddenin bizzat kendisinin

de gastrointestinal sisteme zarar vermesi olasiliginin 6nlenmesidir. Ayrica transdermal
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sistemlerin uygulanmas ile siirekli ve kontrollii olarak ilag plazma diizeyi saglanabildigi
icin yan etki goriilme olasiliginin azalmasi ve hasta uyuncunun arttirilmast miimkiindiir.
Tedavi siiresince istenmeyen bir etki goriildiigiinde dozaj formu deriden kolayca
uzaklagtirilabilir (Degim 2009). Transdermal uygulamanin en 6nemli dezavantaji ise
uygulama bdlgesinde gerceklesebilecek lokal iritasyon veya alerjik reaksiyonlardir.
Diklofenak preparatlarinin topikal uygulamalar1 sonrast yan etkilerini inceleyen
arastirmalarda, hastalarda en ¢ok deride kuruluk, dokiintli ve kasint1 belirtileri goriildiigi
bildirilmistir (Nair 2010). Ayrica derinin diisiik gegirgenlige sahip olmasi deriden etken

maddelerin uygulamasina sinirlamalar getirmektedir (Degim 2009).

I
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Sekil 2-5: Topikal dozaj formlar: ve simiflar1 (Brown 2012°dan)
Topikal ilag tiriinleri gelistirilirken fonksiyonel yardimc1 maddelerin yer aldig:
yalin bir tasarim tercih edilir. Tablo 2-1‘de topikal dozaj formlarinda kullanilan temel

formiilasyon bilesenlerine deginilmektedir (Chang ve ark 2013).
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Tablo 2-1: Topikal dozaj formlarinda baslica formiilasyon bilesenleri

Bilesenin Fonksiyonu

Bilesim Tanim

Ornek

Emolyan, sertlestirici,
yag bazh

Emiilsifiyan, Cozdiiriicii
Ajan

Hiimektan (polioller)

Kivam artirici, Jel yapici
Ajan

Koruyucu

Permeasyon Artirici

Selat Ajanlar:

Antioksidan

Tampon ajan, asit/alkali
kaynag

Tastyic1 Solvent

Yari-kat1 formlarin ana
bilesenidir. Yapilari ve
bilesimlerine gore
Hidrokarbon, Absoprsiyon,
Suyla yikanan, Suda ¢oziinen
baz tiplerine ayrilmistir

Surfaktanlar yiizeyler arasi
gerilimi diisiirerek emiilsiyon
sistemini stabilize eder,
hidrofobik materyallerin
¢Ozlnirligini artirir.

Suyun sistem icerisinde
kalmasini saglar

Viskoziteyi artirir, Jel
formunun ana yapisidir

Mikrobiyal {iremeyi engeller

Etken maddenin Stratum
corneum’dan diflizyonu,
partitisyonu artirarak etki eder

Serbest metal iyonlarini
baglayarak metal
katalizasyonuna engel olur ve
stabiliteyi artirir

Oksidatif bozunmaya engel
olur

Uriiniin uygun pH’a gelmesini

saglar

Etken maddenin dispersionu
veya ¢ozlinmesini saglar

Carnauba wax, Cetyl alcohol, Cetyl ester
wax, Emulsifying wax, Hydrous lanolin,
Lanolin, Lanolin alcohols, Microcrystalline
wax, Paraffin, Petrolatum, Polyethylene
glycol, Stearic acid, Stearyl alcohol, White
wax, Yellow wax

Polysorbate 20, Polysorbate 80,
Polysorbate 60, Poloxamer, Emulsifying
wax, Sorbitan monostearate, Sorbitan
monooleate, Sodium lauryl sulfate,
Propylene glycol monostearate, Diethylene
glycol monoethyl ether, Docusate sodium

Glycerin, Propylene glycol, Polyethylene
glycol, Sorbitol solution, 1,2,6 Hexanetriol

Carbomer, Methyl cellulose, Sodium
carboxyl methyl cellulose, Carrageenan,
Colloidal silicon dioxide, Guar gum,
Hydroxypropyl cellulose, Hydroxypropyl
methyl cellulose, Gelatin, Polyethylene
oxide, Alginic acid, Sodium alginate, Fumed
silica

Benzoic acid, Propyl paraben, Methyl
paraben, Imidurea, Sorbic acid, Potassium
sorbate, Benzalkonium chloride, Phenyl
mercuric acetate, Chlorobutanol,
Phenoxyethanol

Propylene glycol, Ethanol, Isopropyl
Alcohol, Oleic acid, Polyethylene glycol

Ethylene diamine tetraacetate (EDTA)

Butylated hydroxyanisole (BHA), Butylated
hydroxytoluene (BHT)

Citric acid, Phosphoric acid, Sodium
hydroxide, Monobasic sodium Phosphate,
Di/Trietanolamine

Purified water, Hexylene glycol, Propylene
glycol, Oleyl alcohol, Propylene carbonate,
Mineral oil
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Deriye topikal olarak uygulanan ilag¢ iiriinleri, lokal etki ve sistemik etki
saglayanlar olmak {izere iki genel kategoriye ayrilir. Lokal etki, uygulama bdlgesinde
(6rnegin stratum corneum), uygulama bolgesinin altinda (epidermis ve dermis gibi
dokularda) ve subkutan dokularda gerceklesebilir. Sekil 2-5’de gosterildigi gibi, lokal etki
amaciyla kullanilan dozaj formlar1 olarak merhemler, kremler, emiilsiyonlar, koptikler,
jeller, losyonlar, pastalar, tozlar, spreyler, kollodiyonlar, topikal aerosoller, topikal
soliisyonlar ve topikal siispansiyonlar olarak siralanabilir (USP (1151) 2019). Sistemik
etki elde etmek amaci ile deriye uygulama yapiliyorsa, en ¢ok kullanilan preparatlar bir
veya daha fazla etken madde igeren, degisken boyutlarda olan, esnek, kendinden
yapiskanli transdermal ilag dagitim sistemleri veya transdermal yamalar olarak

adlandirilan farmasétik formlardir (USP (1151) 2019).

2.2.1. Jellerin Tanim ve Ozellikleri

Jeller kiiciik inorganik partikiillerin siispansiyonu veya sivi ile sismis biiylik
makro molekiillerden olusan genellikle homojen, berrak yar1 kat1 preparatlardir. (Yener
2012; USP (1151) 2019). Jellerin en 6nemli 6zelligi siireklilik olusturan yapilar igermesi
sayesinde yari-kat1 form olusturmalaridir (Barry 2001). Kii¢iik inorganik yapidaki
partikiiller jel yapist iginde li¢ boyutlu polimerik matriks olusturur. Dogal veya sentetik
polimerler olan biiyiik inorganik makromolekiiller ise birbirlerinin zinciri ile temasta

olarak jel yapisini olusturur (Yener 2012; Tojo ve ark 1987).

Jeller farmasdtik ve kozmetik kullanimda bir¢ok avantaja sahiptir. Jeller, merhem
ve krem gibi dozaj formlarina gore daha kararli bir formdur. Jel formiilasyonu iyi emilim
Ozellikleri saglar ve bu nedenle ilacin biyoyararlanimini arttirir. Klinik caligmalar, topikal
yolla kullanilan jelin deri ile ilgili hastaliklarin tedavisinde giivenli ve etkili bir tedavi

secenegi oldugunu gostermektedir (Rathod ve Metha 2015; Kaur ve Guleri 2013).

Jellerin bir¢ok avantajina ragmen, hidrofobik etken maddelerin kullanilmasinda
yasanan zorluklar en biiyiik dezavantajidir. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in, bir
hidrofobik terapdtik yapinin verimli bir sekilde dahil edilip, jeller yoluyla iletilebilmesi
icin emiilsiyon bazli bir yaklagim kullanilmaktadir. Jeller ve emiilsiyonlar birlesik formda
kullanildiginda, dozaj formlar1 emiiljeller olarak adlandirilir (Pakhare ve ark 2017;

Khullar ve ark 2012).

Jeller kolloidal fazlara, kullanilan ¢oziiciiniin yapisina, fiziksel yapiya ve reolojik

Ozelliklere gore 4 genel kategoriye ayrilir (Sharma ve Singh 2018). Jel
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formiilasyonlarinda kullanilan polimerin molekiil agirligi kadar jel yapict maddenin
konsantrasyonu da formiilasyonun kivamini etkiler (Yener 2012). Jellestirici ajanlarin
konsantrasyonu ¢ogunlukla %10'dan az, genellikle %0,5 ile %2,0 araliginda kullanilir
(Rathod ve Metha 2015; Chandira ve ark. 2010). Jeller, jel yapict ajanin yapisina bagl
olarak Newton tipi, plastik veya psodoplastik gibi farkli akis Ozellikleri
gosterebilmektedir (Yener 2012).

Jel hazirlanmasinda kullanilan polimerler, sentetik veya dogal 6zelliktedir (Barui
2018). Topikal ila¢ dozaj formunda kullanilacak bir jel yapict maddenin su o6zelliklere
sahip olmasi beklenir (Pena 1990): inert ve saf olmali, etken madde ve diger yardimci
maddelerle ge¢imli olmali, diisiik konsantrasyonda etkili olmali; ulagilabilir ve ekonomik
olmali, saklama ve muhafaza boyunca 6zelliklerini korumali, estetik agidan uygun olmali,
uygulanmasi kolay olmali, uygulama sonrasi temizligi kolay olmali. Dogal zamklar,
selliloz tlirevleri, karbomerler jel hazirlanmasinda kullanilan baslica polimerler ve

polimerlerin siniflandirilmasi Tablo 2-2’de verilmistir (Bhasha ve ark 2013).

Dogal Polimerler:

Jelatin: Hayvan deri ve kemiklerinden elde edilen dogal bir proteindir ve iki
yontemle elde edilir: A tipi jelatin: Domuz ve si8ir postlarindan asidik islem uygulanarak;

B tipi jelatin: Boynuz ve kemiklerden alkali islem uygulanarak.

Pektin: Bazi meyvelerin kok, kabuk ve rizomlarindan elde edilir. Asidik

polisakkarit yapida olan pektin; jel formiilasyonlarinda %0,5-5 oraninda kullanilir.

Kitozan: Kitin'in deasetilasyonu ile elde edilen lineer bir aminopolisakkarittir.
Kitin, kabuklu deniz hayvanlarinin kabuklarinda ¢ok miktarda mevcut olan ve
yeryiiziinde seliilozdan sonra en fazla bulunan dogal bir biyopolimerdir. Bakteri
fermantasyonu ile iiretilir. %0,5-5 oraninda jel yapict madde olarak kullanilir (Pena

1990).

Aljinatlar: Aljinik asit ad1 verilen biyopolimerin uzun zincirli tuzlarina aljinat
denir. Kahverengi alglerden elde edilir, polisakkarit yapisinda bilesiklerdir. Beyaz toz
haldedirler. Cogunlukla sodyum tuzlar1 kullanilir. %1-5 konsantrasyonda jel olusturur.
Cozeltideki iyonlara (kalsiyum) ve elde edildigi alg tiirline bagli olarak viskozitesi ve

fonksiyonu degisir (Pena 1990).
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Karagen: Galaktoz ve 3,6 anhidrogalaktozun sodyum, potasyum, amonyum,
kalsiyum ve magnezyum siilfat esterlerinin karisimindan olusan bir yapiya sahiptir.
Kirmiz1 alglerden elde edilir ve jel hazirlamada %]1-5 konsantrasyonda kullanilir (Pena

1990).

Tablo 2-2 Jel olusuturucu ajanlarin simiflandirilmasi

Dogal Yari-Sentetik Sentetik Inorganik Diger
Polimerler Polimerler Polimerler Bilesikler
Agar Seliiloz tiirevleri Karbomerler Mikrokristalin ~ Beeswax
seliiloz
Aljinatlar Sodyum Karboksimetil =~ Poloksamerler Killer Setilester
seliiloz mumlari
Karagen Metilseliiloz Poliakrilamitler Aliiminyum
stearatler
Kitre Zamki Hidroksipropilseliiloz Polietilen ve
kopolimerleri
Pektin HPMC
Ksantan HEC
Gellan Zamki
Guar Zamk1
Arap Zamki
Kitozan

Gellan zamki: Polisakkarit yapisindabir zank olan gellan zamki, fermentasyonla

tiretilir. %0,05 gibi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi jellesebilir (Pena 1990).

Arap zamki: Notral ve hafif asit karakterdedir ve kalsiyum, magnezyum ve
potasyum iyonlarini igerir. Kokusuz, renksiz ve toksik olmayan bir tuzdur. Viskozitesi,
sicakliga baglh olarak degisir. pH 6-7 arasinda viskozitesi maksimum degere ulasir.
pH’dan daha yiiksek pH’larda viskozitesi azalir. Sodyum sitrat ilavesi ile viskozitesi artar

(Pena 1990)

Kitre zamki: Yapisinda bassorin ve tragakantin bulunan arap zamki; astragalus
tiirlerinden elde edilir. Jel formiilasyonlarinda, %0,5-3 konsantrasyonda kullanilir (Pena
1990).

Yari-Sentetik Polimerler:

Metil seliiloz: Jel formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilan bu polimer; sulu
cozeltisinin 1sitilmasiyla jellesir. Genellikle, %1-5 oraninda kullanilir (Rowe ve ark

2009).
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Sodyum karboksi metil seliiloz: Selillozun polikarboksimetil eterinin sodyum

tuzudur. Jel hazirlamada genellikle, %4-6 oraninda kullanilir (Rowe ve ark 2009).

Hidroksi etil seliiloz (HEC): Suda ¢6zlinen noniyonik karakterde bir polimerdir.

Jel formiilasyonlarinda genellikle %1-5 oraninda kullanilir (Rowe ve ark 2009).

Hidroksi propil seliiloz (HPC): Seliilozun polihidroksipropil eteridir. Jel

formiilasyonlarinda genellikle %1-5 oraninda kullanilir (Rowe ve ark 2009).

Hidroksipropil metil seliiloz (HPMC): Farmasotik formiilasyonlarda %0,5-5

oraninda kullanilir (Rowe ve ark 2009).

Sentetik Polimerler:

Polaxamerler: polioksietilen/polioksipropilen blok kopolimerleri gibi bazi noniyonik
ylizey etkin maddeler %20-40 gibi yiiksek konsatrasyonlarda; mineral yag ve su ile

karistirildiginda saydam goriiniimlii jel olusturma 6zelligine sahiptirler (Pena 1990).

Karbomerler: %56-68 oraninda karboksilik asit iceren akrilik asit polimerleridir.
Sentetik, biiyiik molekiil agirlikli jel olusturucu maddelerin basinda gelir. Farmasotik ve
kozmetik endiistrisinde yaygin olarak  kullanilirlar.  %0,5-2 oraninda jel
formiilasyonlarinda kullanilir (Rowe ve ark 2009). Karbomerlerle, alkol veya su

yardimiyla jel formiilasyonlar1 hazirlanabilmektedir.

Formiilasyonlara alkol ilavesi jelin yapisimt bozmamasina ragmen, alkol
miktarinin asir1 artmasi viskoziteyi ve seffafligi azaltir. Jelin viskozitesini, ortamin pH’s1
ve ¢esitli iyonlarin varlig: biiyiik dl¢lide degistirmektedir. Reolojik ve estetik yonden en
ideal jel formiilasyonu i¢in optimum pH degerini 7 oldugudur. Alkali pH’da viskozite

azalir ve geri dontissiiz yapisal bozukluklar olusabilir (Pena 1990).

En ¢ok kullanilan karbomerler; Carbopol 934P, 940P ve 974P’dir (Lubrizol,
2011). %0,5-1 oraninda Carbopol 934P kullanilarak hazirlanan sulu ve hidroalkolik
sistemlerin reogramlari, psodoplastik akis gostermektedir. Molekiil agirligi 3 x 106 olan
Carbopol 934P’nin jel olusturma mekanizmasi, akrilik asidin yapisindaki karboksilik asit
iceriginin noétralizasyonuna dayanir ve ndtralize edildiginde, seffaf bir goriiniim alir.
Notralizasyon i¢in genellikle dietilamin, trietanolamin veya sodyum hidroksit kullanilir.
Carbopol 940 P, hakiki ¢ozeltiler ve hidroalkolik jellerin hazirlanmasinda kullanilir.

Akigkanlig1 yavastir ve mayoneze benzer bir reoloji gosterir (Pena 1990).
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Inorganik Bilesikler

Killer (kolloidal maddeler): Aliminyum silikat yapisindaki Veegum ve Bentonit
gibi inorganik polimerler yliksek konsantrasyonda sulu ortamda jel olusturma 6zelligine
sahiptir. Ayrica, mikrokristalin seliiloz %0,5-3; mikrokristal silika ise %2-10 oraninda jel
olusturur (Pena 1990).

Jellerin hazirlanist

Jeller genel olarak endiistriyel ol¢ekte oda sicakliginda tiretilir. Ancak iiretim
prosesinden Once jel formiilasyonlarinda kullanilan polimerlerin 6zel islemlere tabi
tutulmasi1 gerekir. Jel formiilasyonlarinda solvent, tampon, koruyucu, antioksidan,
tatlandiric1 gibi bilesenler kullanilabilmektedir. Jel formiilasyonlarin hazirlanmasinda
kullanilacak bilesenlerin toksik olmamasi, birbirleri ve varsa etken madde ile uyumlu

olmasi gerekir. (USP (1151) 2019; Sharma ve Singh 2018).
Jel Olusum Mekanizmalari:

Uygun bir ¢dziicii ile jel yapict maddeler karistirildiginda, ii¢ boyutlu kolloidal bir
ag yapisinda yar1 kat1 bir polimer olustururlar ve sonugta olusan polimerin yapisi degisir
ve reolojik dzelliklerini etkiler. Ilag endiistrisinde kullanilan jel yapic1 maddelerin ¢ogu,
spiral ag yapisinda diizensiz polimer olustururlar. Bu yapi, genellikle, polimer-polimer ve

polimer-¢oziicii etkilesimi sonucunda olusur (Barry 2001).

Polimer-polimer etkilegsimi: Polimer konsantrasyonu arttik¢a, partikiiller arasi
mesafeler azalir ve polimer zinciri katlanir. Ag yapisini olusturan capraz baglarin
sayisinin artmasi ile polimer zincirlerinin birlesmesini saglar. Coziicli molekiillerinin

kinetik enerjisi azalir; akmaya kars1 direng artar ve jel olusur (Barry 2001; Pena 1990).

Polimer-¢oziicii etkilesimi: Coziicii molekdillerinin polimere ilgisi artarsa, polimer
zincirleri ¢ozlicli molekiilleri tarafindan sarilir ve diizensiz ag yapisinin genislemesini
saglar. Eger ¢oziicii zayif ise, polimer zincirleri ile temas daha az olacagindan ¢apraz

baglarin sayis1 azalir ve jel daha zayif yapili olur (Barry 2001; Pena 1990).

2.2.2. Jel formiilasyonlarinda yapilan testler
Farmakope testleri ile sinirli kalmadan; goriiniis, pH 6l¢iimii, viskozite dlglimii,
akiskanlik, homojenlik, etken madde igerik tekdiizeligi, etken madde ve koruyucu (varsa)

miktar tayini, partikiil boyutu veya partikiil mofolojisi (etken madde dispersiyon ise),
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sizdirmazlik, stabilite testleri, in vitro permeabilite ¢aligmasi, in vivo ¢aligmalar, deri
irritasyon testi gibi degerlendirmeler ile jel formiilasyonunun uygunlugu kontrol
edilmektedir (Sharma ve Singh 2018; Hardenia ve ark. 2014; Brown ve ark 2012; Chang
ve ark 2013).

2.2.3. Emiiljel yapisi

Jel yapici bir madde ile karistirilarak jellestirilen, su i¢cinde yag veya yag icinde
su tipinde emiilsiyonlardir. Hem su icinde yag hem de yag i¢ine su emiilsiyonlari,
terapotik 6zellikleri igin deriye ¢esitli etken maddelerin verilmesinde kullanilan en yaygin
dozaj sekildir. Emiiljeller deriye niifuz etme yetenegi yiiksek, kolay uygulanan ve kolay

yikanabilen dozaj formudur (Pakhare ve ark 2017; Hardenia ve ark 2014).
Emuljellerin avantajlari:

e Hidrofobik 6zellikteki etken maddelerin topikal kullanimi1

e Diger dozaj sekillerine gore daha fazla etken madde yiiklenmesi
e Yiiksek stabilite

e Kolay hazirlanabilirlik ve diisiik maliyet

e Kontrollii salim yapabilmesi

e Sonikasyonun olmamasi

seklinde siralanabilir (Hardenia ve ark 2014; Wang ve Fang 2008; Panwar ve ark 2011)

2.3. Topikal Uygulanan Antienflamatuvar ve Kas Gevsetici Ilaclar Hakkinda
Genel Bilgiler

Kas ve iskelet sistem hastaliklar1 tedavi segenekleri arasinda non-farmakolojik
tedaviler, manuel ve fizyolojik tedaviler, tamamlayic1 tedaviler ve farmakolojik
yaklagimlar (Analjezikler veya NSAI ilaglar) bulunmaktadir (Babatunde ve ark 2017).
NSAI ilaglar, kas ve iskelet sistemi hastaliklarinda hem antienflamatuvar hem de
analjezik Ozellikleriyle yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bu kategorideki ilaglarin
kullaniminin akut yaralanmalardan uzun vadeli kronik hastaliga kadar genis oldugu

belirtilmektedir (Nair ve Taylor-Gjevre 2010).

Kas ve iskelet sistemi rahatsizliklari, tipik olarak agri (genellikle kalict agri),
hareket ve el becerisi ile fonksiyonel yetenekteki kisitlamalar ile karakterize edilmektedir.

En sik goriilen ve engelleyici kas-iskelet sistemi rahatsizliklar: Osteoartrit (OA), sirt ve
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boyun agrist, kemik kirilganligr ile iliskili kiriklar, yaralanmalar ve Romatoid Artrit (RA)
olarak belirtilmektedir.

Topikal uygulamamanin getirdigi avantajlar arasinda ilk gecis etkisinden
kurtulmak ve sistemik kullanim ile gerekli yiiksek doz konsantrasyonunu azaltmak yer
alir (Vaile ve Davis 1998). NSAI Ilaclar, kas ve iskelet sistemi hastaliklarinda en ¢ok
tercih edilen ve yaygin olarak kullanilmasina karsin; gastrointestinal, kardiyovaskiiler ve
renal yan etkilerinden sikayet, hastaneye yatis veya uzun siireli kullanimdan dolay1
Olimlerin gerceklestigi uzunca yillardir bilinmektedir (Haroutiunian ve ark 2010). Bu
nedenle, topikal uygulanan antienflamatuvar ve kas gevsetici ilaclar gelistirilmesindeki
amag, sistemik absorpsiyonu diisiirmek ve toksisitesini sinirlandirmak yoluyla lokal etki
ve fayda saglamaktir (Nair ve Taylor-Gjevre 2010). NSAI Ilaglarin jel, krem veya sprey

seklinde topikal preparatlar ile uygulanmasi her zaman tercih edilmektedir (Massey ve ark

2010).

2.3.1. NSAI Ilaclar Hakkinda Genel Bilgiler

Non-steroidal antienflamatuvar (NSAI) ilaclar yapisal olarak birbirine yakin iki
siklooksijenaz enziminin, COX-1 ve COX-2’nin yarismali ve geri doniisiimli
inhibitorleridir. Bunlar, enflamatuvar PGE ve PG prostaglandinleri ve vazoaktif
prostanoitler toromboksan Az (TXA:2) ve prostasiklin (PGL2) biyosentezinde hiz
sinirlayict enzimlerdir. COX enzimlerinin inhibisyonu, enflamatuvar yanitin sénmesine

neden olur (Zito ve ark 2019).

2.3.2. Kas Gevseticiler Hakkinda Genel Bilgiler

Kas gevseticiler genellikler iist néron sendromlarindan spastisite, kas agrilar1 ve
periferal kas iskelet sistemi hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Mevcut
kullanimdaki kas gevseticiler farkli etkinlik, etki mekanizmasi ve yan etki profili
gostermektedir. Iyi tolere edilen bir ilag grubudur, en sik yan etkilerinin uyku hali ve
bulant1 oldugu belirtilmektedir. Kas gevseticiler farmakolojik etkilerini merkezi olarak
omurilik, beyin sap1 veya beyincikte gosterirken kas lifleri iizerine de etkileri

bulunmaktadir (Sharmila 2015).
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2.3.3. Diklofenak Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.3.1. Diklofenak’in Tanim ve Tarihcesi

Diklofenak, diinya ¢capinda en yaygin recete edilen non-steroidal antienflamatuvar
ilaclardan biridir. 1973 yilinda Alfred Sallmann ve Rudolf Pfister tarafindan sentezlenen
fenil asetik asit tiirevi bir molekiildiir ve analjezik, antipiretik ve antienflamatuvar etkilere
sahiptir (Franceschi ve ark 2015; Acikgdz ve ark 1994). Asidik diklofenak iyonize
olmayan formlarinda suda diisiik ¢oziintirliikk gostermektedir ve bu durum yiiksek erime
derecesinden ve intrinsik hidrofobik yapisindan kaynaklanmaktadir. Coziiniirlik
problemlerinin stesinden gelmek amaciyla formiilasyonlarda tuz formlar1 tercih

edilmektedir (Fini ve ark 2012).

Dikolofenak veya tuzlarinin onayl oral ve topikal kullanilan bir¢ok farmasotik

formu diinyada ticari iiriin olarak yer almaktadir (Altman ve ark 2015)

2.3.3.2. Diklofenak Dietilamonyum’un Yapisi ve Ozellikleri

Diklofenak sodyum, bir fenilsetik asit tiirevidir. Asitlik sabiti 4,0 ve partisyon
katsayist 13,4’tiir. Yapisinda fenil asetik grubu, sekonder amin grubu ve klor atomlari
iceren fenil halkasi bulundurur (A¢ikgoz ve ark, 1994). Diklofenak sodyum beyazdan
acik sartya degisen renkte, higroskopik, kristalize bir tozdur. Suda az ¢6ziiniir, alkolde

¢Oziiniir, asetonda hafifce ¢oziiniir; eterde pratik olarak ¢6ziinmez, metil alkolde serbestce

O
Cl H OH
CL ;
Cl

SN
H

¢ozunur.

Sekil 2-6: Diklofenak Dietilamonyum kimyasal yapisi
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Esanlamlar1: Diklofenak dietilamin, Diklofenak dietilamonyum tuzu, Diclofenac

diethylamine (ing), Diclofenac diethylammonium salt (ing)
Molekiil agirligi: 369.3 g/mol
CAS No: 78213-16-8
Kapal1 formiil: CisH22CL2N202
IUPAC ismi: [(Dikloro 2,6 fenilamino)-2 fenil] 2 asetat Dietilamonyum,
2-{2-[(2,6-dichlorophenyl)amino|phenyl}acetic acid; diethylamine (ing)
Gorlinilis: Beyaz veya agik bej renkli kristal toz

Coziiniirliik: Su ve asetonda eser miktarda ¢oziiniir, etanol (%96) ve metanolde

serbestce ¢oziiniir, IM NaOH’ de pratikte ¢oziinmez.
Erime Noktasi: Yaklasik 154 °C’ de bozunarak erir.

logP: 4.26; pKa: 4 (DrugBank 2019)

2.3.3.3. Diklofenak Dietilamonyumun Farmakodinamik Ozellikleri

Etki Mekanizmasi

Diklofenak antienflamatuvar etkilerini prostaglandin sentezi i¢in gerekli olan
siklooksijenaz enzimini inhibe ederek gosterir. Travmatik veya romatizmal kaynakli
enflamasyonda, diklofenak jelin agriy1 dindirdigi, odemi azalttigt ve normal

fonksiyonlara doniis siiresini kisalttig1 gosterilmistir. (Voltaren Emiilgel-KUB 2017)

Diklofenak’in topikal etki mekanizmasiyla ilgili olarak yapilan caligmalarda,
yiiksek doku konsantrasyonlarda nosiseptif afferent lifler iizerindeki lokal anestezik
benzeri etkilere aracilik etmek i¢in sodyum kanal blokorii gibi etki etme potansiyeline

sahip oldugu gosterilmistir (Nair ve Taylor-Gjevre 2010).
Endikasyonlart

Diklofenak jel analjezik ve antienflamatuvar etkileriyle; osteoartrit, romatoid
artrit, periartrit, tendinit, tenosinovit ve bursit gibi romatizmal hastaliklarin, ezilme ve
burkulma gibi yumusak doku travmalarinin, agri, enflamasyon ve kas gerginligi ile
kendini gosteren kas-iskelet sistemi hastaliklarinin lokal tedavisinde endikedir (Voltaren

Emiilgel-KUB 2017).
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2.3.3.4. Diklofenak Dietilamonyumun Farmakokinetik Ozellikler

Diklofenak dietilamonyum tuzu jel formu topikal olarak uygulanmaktadir.
Uygulandig1 deri bolgesinden absorbe olur. Saglikli goniillillerde deriye jel formunda
uygulandiginda idrarda saptanabilir diizeylerde bulunur; jel formunda uygulandiginda
idrarda o6l¢iilen diklofenak ve hidroksilli metabolitlerinin miktar1 agizdan verilen ayni
miktardaki ilacin yaklasik %6’simna esdegerdir. Romatoid artritli hastalarda
enflamasyonlu bilek bolgesinden ameliyat sirasinda alinan sinoviyal doku ve sinoviyal
stvi  Orneklerinde  Olgiilen  aktif madde  konsantrasyonlarinin,  plazma
konsantrasyonlarindan daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu bulgular diklofenak
dietilamonyumun topikal olarak uygulandiginda enflamasyonlu bdlgeye derinlemesine
penetre oldugunu gostermektedir (Radermacher ve ark 1991; Voltaren Emiilgel-KUB
2017)

Emilim

Deriden emilen diklofenak miktari, jelin uygulandigi cilt ve tedavi alanina temas
stiresi ile orantili olup toplam uygulanan doz ve derinin hidrasyonuna da baglhdir. 500
cm?'lik bir alana 2,5 g Diklofenak jel topikal uygulamasindan sonra, diklofenak dozunun

yaklagik %6's1 emildigi bildirilmektedir. 10 saatlik okliizyon ile emilen diklofenak
miktarmin 3 katina ¢ikmasini saglandigi bildirilmektedir (Voltaren Emiilgel-KUB 2017).

Dagilim

Diklofenak detilamonyum jel formu el ve diz eklemlerine lokal olarak
uygulandiktan sonra, plazma, sinoviyal doku ve sinoviyal sividaki diklofenak seviyeleri
Olctilebilir. Topikal uygulamasindan sonra elde edilen en yiiksek diklofenak plazma
konantrasyonlar tablet formuna gore yaklasik 100 kat daha diisiiktiir. Diklofenak baslica
albiimin (%99,4) olmak iizere serum proteilerine %99,7 oraninda baglanir. Diklofenak
cilt i¢inde birikerek bu dokularda uzatilmig salim saglayan rezervuar gibi etki
gostermektedir. Bu bolgeden oncelikli olarak dagilir ve derin iltithapli dokularda
(eklemler gibi) kalir. Bu dokularda plazmaya karst 20 kat daha yiiksek

konsantrasyonlarda bulunmustur.
Biyotransformasyon

Agizdan alinan Diklofenak sodyumun hemen hemen tamami absorbe olurken ilk

geciste metabolize olan ilacin %60°1 degismeden dolasima ge¢cmektedir (Acikgdz ve
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Hincal 1994). Diklofenakin  biyotransformasyonu, kismen esas molekiiliin
glukuronidasyonu, fakat esas olarak, ¢ogu glukuronid konjugatlarina halinde atilan,
cesitli fenolik metabolitlerin elde edildigi, tek veya multipl hidroksilasyon yolu ile olur.
Bu fenolik metabolitlerin ikisi, diklofenaka kiyasla ¢ok az da olsa, biyolojik olarak

aktiftir.
Eliminasyon

Diklofenakin plazmadan total sistemik klerensi 263+56 ml/dk.'dir. Plazma
terminal yar1 dmrii 1-2 saattir. Iki aktif metabolit de dahil olmak iizere metabolitlerin
dordii de 1-3 saatlik kisa bir yarilanma dmriine sahiptir. Diger bir metabolit 3-hidroksi-4-
metoksi diklofenak uzun bir yarilanma omriine sahip olmakla birlikte hemen hemen
inaktiftir. Diklofenak ve metabolitleri baslica idrarla atilir (Voltaren Emiilgel-KUB
2017).

2.3.3.5. Diklofenak Dietilamonyum Iceren fla¢ Uriinleri

Ulkemizde Diklofenak veya tuzlarini igeren farkli farmasotik formlarda birgok
iiriin ila¢ pazarina sunulmustur. Diklofenak igceren dozaj formlari; enjektabl preparat, jel
ve kombine jel, oftalmik preparat, sprey, supozituvar, tablet ve kombine tabletlerdir.
Tablo 2-3’de Tiirkiye’deki Diklofenak igeren topikal ilag iiriinleri TITCK web sitesinden

derlenerek tablo halinde sunulmustur.

Tablo 2-3: Tiirkiye’de Diklofenak iceren topikal miistahzarlari

Ilac Adr Firma ila¢ Dozu
Actinoma jel Orva %3
Aklofen Jel Berko %3
Albaran Jel Kentfarma %1
Clodifen Jel World Medicine %]1; %5
Diclative Jel Pharmactive %1
Diclomec Jel Abdi Ibrahim %1
Dicol Jel Biofarma %1
Difenak Jel Terra %1
Diklofar Jel Farmalas Ilag %1
Dikloron Jel Deva %1
Elfenor Jel Vefa Ilag %5
Romatim Jel Kurtsan %1

Voltaren Emulgel
Kombine Jeller

Gloxosmithklein %]1; %2.,2

Diclomec Plus Jel (Diklofenak-Tiyokolsikozit))
Muscoflex Duo Jel (Diklofenak-Tiyokolsikozit)

Abdi ibrahim
Bilim

%1-%0,25
%1-%0,25
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2.3.4. Tiyokolsikozit Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.4.1. Tiyokolsikozit’in Tanim ve Tarihcesi

Tiyokolsikozit, Gloriosa superba bitkisinde bulunan dogal bir glikozit olan
kolsikozitin siilfiirlenmesiyle elde edilen yar1 sentetik bir molekiildiir (Umarkar 2011). 35
yildan fazla bir siirede klinikte ¢izgili kaslar iizerine olan kas gevsetici 6zelliklerinin yani
sira antienflamatuvar ve analjezik olarak kullanilmaktadir. Bu 6zellikleriyle ortopedik,
travmatik ve romatolojik rahatsizliklarda endikedir (Aguzzi ve ark 2008; Reuter ve ark

2010).

OH
OH OH

Sekil 2-7: Tiyokolsikozitin kimyasal yapisi

Esanlamlar1: Thiocolchicoside (ing)
Molekiil agirligi: 563,62 g/mol
CAS No: 602-41-5

Kapali Formiil: C27H33NO10S

IUPAC Ismi: (S)-N-(1,2-Dimetoksi-3-glukopiranosiloksi-10-metiltiyo-9-okso-
5,6,7,9-tetrahidrobenzo[a]heptalen-7-il)asetamid,

N-[(10S)-3,4-dimethoxy- 14-(methylsulfanyl)-13-oxo-5-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy}tricyclo[9.5.0.0% "[hexadeca-
1(16),2,4,6,11,14-hexaen-10-yl]acetamide (ing)

Goriintis: Sar1 kristal toz
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Coziintirlik: Suda ¢oziiniir (0,348 mg/mL), Alkolde yavas ¢dziiniir, Aseton ve

eterde pratikte ¢ozlinmez.
Erime Noktasi: 190-198 °C

logP: 0,34; pKa: 12,2 (DrugBank 2019)

2.3.4.2. Tiyokolsikozitin Farmakodinamik Ozellikleri
Etki Mekanizmast

Tiyokolsikozit, G-amino biitirik asit tip A (GABA-A) ve strikinin duyarl glisin
reseptorlerine baglanmaktadir. GABA-A reseptor antagonisti olarak gorev yaparak
supraspinal diizeyde kas gevsetici etki gostermektedir. Diizenleyici nitelikteki etki
mekanizmasinda glisinerjik mekanizma da yer almaktadir. Diger bir etki yolunun ise,
kemokin ve prostanoid iiretiminin modiile edilmesini, nétrofil ve eklem inflamasyonuyla
iligkili olan endotel hiicre adezyon molekiillerinin inhibe edilmesidir (Umarkar ve ark
2011). Yapilan galigmalarda herhangi bir sedatif yan etki olmadan kas gevsemesini
indiikledigi, deneysel modellerde ise analjezik ve antienflamatuvar etkilerinin oldugu

gosterilmistir (Ketenci ve ark 2009).

Son zamanlarda tiyokolsikozit iceren topikal iriinlerin etki mekanizmasi ve
farmakokinetik ozellikleri tartisilmaya baslanmistir. 2017 yilindan Marco Gervasi ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alisma sonucunda etkisini, glisinerjik veya GABAnerjik gibi
yolaklar aracilig1 ile merkezi sinir sistemi yolu {izerinden degil, miyofasial dokulara
dogrudan etki etmesi ile gosterdigi bildirmektedir. Ayrica, bu etkinin sadece
miyoreleksan ile sinirli kalmadigini, Tiyokolsikozit’in antienflamatuvar ve analjezik

etkilerinden kaynaklandigini ileri siirmektedir (Gervasi ve ark 2017).
Endikasyonlart

Tiyokolsikozit, antienflamatuvar ve analjezik etki gdsteren bir kas gevseticidir,
ayn1 zamanda topikal olarak kas spazmlar1 ve romatolojik, ortopedik ve travmatolojik
hastaliklarda kullanilmaktadir (Umarkar ve ark 2011). Terapotik endikasyonlarin
yetigkinlerde ve 16 yastan itibaren adolesanlarda, akut spinal patolojideki agrili kas
spazmlarmin ek tedavisinde endike oldugu belirtilmektedir. Merhemlerde ise agrili kas
spazmlarinin semptomatik tedavisinde endike oldugu belirtilmistir (Muscoril Merhem-

KUB 2014).
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2.3.4.3. Tiyokolsikozitin Farmakokinetik Ozellikleri

Emilim

IM uygulama sonras1 Cmaks’a 30 dk’da 4 mg doz i¢in 113 ng/ml’ye, 8 mg doz
icin 175 ng/ml’ye ulagir. Bunlara karsilik gelen AUC degerleri ise sirastyla 283 ng.h/ml
ile 417 ng.h/ml’dir. Farmakolojik olarak aktif olan metabolit SL18.0740 da diisiik
konsantrasyonlarda gézlenmektedir. Oral uygulama sonrasi plazmada tiyokolsikozite
rastlanmazken, farmakolojik olarak aktif SL.18.0740 metaboliti ile inaktif olan SL59.0955
metabolitine rastlanir (Muscoril Merhem-KUB 2014).

Dagilma

8 mg’lik IM uygulama sonras1 Tiyokolsikozitin goriiniir dagilma hacmi 42,7
L dir.
Metabolizasyon

Oral uygulama sonrasi Tiyokolsikozit oncelikle aglikon 3-demetiltiyokolsisin
(SL59.055)’e metabolize olur. Bu adimin esas olarak intestinal metabolizma araciligiyla
gerceklesmesi, oral yolla uygulandiginda dolasimda degismemis Tiyokolsikozit
bulunmayisini agiklamaktadir. Daha sonra SL59.0955, Tiyokolsikozite esdeger
farmakolojik etkinlige sahip olan SL18.0740'a metabolize olur ve oral uygulama
sonrasinda Tiyokolsikozitin farmakolojik etkinligini destekler. SL59.0955, didemetil-

tiyokolsisine de demetilasyonu olur.
Eliminasyon

IM uygulama sonrasinda Tiyokolsikozitin goriiniir eliminasyon yar1 omrii (t1/2)
1,5 saat, plazma klerensi 19,2 L/saat’tir. Oral uygulama sonrasinda fecesle atilma %79

oranindayken idrarla atilma %20 oranindadir (Muscoril Merhem-KUB).

2.3.4.4. Tiyokolsikozit Iceren Miistahzarlar

Ulkemizde Tiyokolsikozit iceren enjektabl preparatlar, kombine jel preparatlari,
kapsiil, krem, pomat ve kombine sprey preparatlari, tablet, kombine tablet ve kombine
toz preparatlar1 bulunmaktadir. Tablo 2-4’de kombine jel, sprey, krem ve merhem ticari

miistahzarlar1 TITCK web sitesinden alinarak verilmistir.
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la¢ Adu Firma ila¢ Dozu

Jel kombine

Diclomec Plus Jel(Diklofenak dietilamonyum tuzu-

Tiyokolsikozit) Abdi ibrahim % 1-% 0.25
Elektra Plus Jel (Deksketoprofen trometamol-Tiyokolsikozit) Santa Farma % 1.25-% 0.25
Majezik Duo Topikal Jel (Flurbiprofen-Tiyokolsikozit) Sanovel % 5-% 0.25
Muscoﬂqx Dgo Jel (Diklofenak dietilamonyum tuzu- Bilim % 1-% 0.25
Tiyokolsikozit)

Nimes Combo Jel (Nimesulid-Tiyokolsikozit) Sanovel % 1-% 0.25
Sarcophen Jel (Deksketoprofen trometamol-Tiyokolsikozit) Pharma Dor % 1.25-% 0.25
Tiyokas Jel (Deksketoprofen trometamol-Tiyokolsikozit) Nobel % 1.25-% 0.25
Krem

Muscoflex Krem (Tiyokolsikozit) Bilim % 0.25
Merhem

Muscoril Merhem, (Tiyokolsikozit) Sanofi % 0.25
Recoside Merhem (Tiyokolsikozit) Ali Raif % 0.25

Kombine Sprey

Majezik Duo Topikal Sprey (Flurbiprofen-Tiyokolsikozit) Sanovel % 5-% 0.25




3. GEREC ve YONTEM

3.1. Formiilasyon Gelitirme, Analitik Validasyon, in vitro Salim Testi ve Proses
Validasyonda Kullamilan Malzemeler ve Gerecler

Kimyasal Maddeler

Diklofenak Dietilamonyum (Aarti)

Tiyokolsikozit (Alchem)

Carbopol 974 (Lubrizol)

Izopropil Alkol (Deepak)

Propilen Glikol (Ineos)

Likit Vazelin (Petroyag)

Cetomacragol 1000/ Emulgin B2 PH/Kolliphor CS 20 (BASF)
Cetiol LC PH/Kollicream 3C (BASF,

Trietanolamin (Panreac ITW)

Mentol Esansi (Aromsa)

Lavanta Esansi (Aromsa)

Aluminyum Tiip (Perfektiip)

Metanol HPLC (Merck)

Su (ELGA)

Water R (Reagents (R), European Pharmacopoeia 7.0)
Asetonitril (Merck)

Metanol (Merck)

Potasyum Dihidrojen Fosfat (Merck)

Orto-fosforik asit (Merck)

Diklofenak Dietilamonyum Calisma Standardi (Aarti, Hindistan)
Diklofenak Safsizlik A Standardi (Aarti, Hindistan)

Tiyokolsikozit Calisma Standardi (Alchem, Hindistan)



Kolsikozit Safsizlik Standardi (Alchem, Hindistan)
Kolsisin Safsizlik Standardi (Alchem, Hindistan)
Ekipmanlar

Calkalayici su banyosu (Wisebath)

Ultrasonik Banyo (Sonorex)

Distile su cihazi (Elga Purelab Option)

Franz Difiizyon Sistemi (PermeGear, V6A Stirrer)
Manyetik karistirict IKA®-Werke, RT 15)
Seliilloz Asetat Membran (Sartorius)

Ceketli Karistiric1 (Erweka)

Pervaneli karistirict (IKA)

Mobil pH metre (Mettler Toledo)

Nylon (PA) Filtre (Chromafil)

PET Filtre (Chromafil)

PTFE Filtre (Millipore)

PVDF Filtre (Millipore)

RC Filtre ((Chromafil)

HPLC/YBSK (Shimadzu)

Kolon 120-10-Phenyl 3um; 150 x 4,6 mm (EMR ChrometiSIL)
Kolon: C-8 (250 x 4,6 mm) 5 um (Zorbax-Agilent)
Hassas Terazi (Sartorius)

Stabilite Kabinleri (Onat Climatic)

Pomat Imalat Kazani (Taskin)

Likit Stok Kazan1 (Concept)

Tiip Dolum TFS 10 Makinas1 (IWKA)
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3.2. Formiilasyon Calismalari

Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel formiilasyonu
gelistirmenin amaci; kullanimda olan Diklofenak (Dietilamonyum)’un %1 (Voltaren
Emulgel %1, Mengei:Almanya) ve Tiyokolsikozit’in %0.25 (Muscoril Merhem %0,25,
Mensei: Tiirkiye) konsantrasyonlarini ayni jel formiilii izerinde birlestirerek hastanin bir

arada kullaniminda kolaylig1 saglamak ve hasta uyuncunu arttirmaktir.

3.2.1. Etkin Maddeye Ait Fiziksel Ozellikler

Diklofenak Dietilamonyum ve Tiyokolsikozit etken maddesinin ¢oziiniirliigi,
stabilitesi, safsizlik profili, miktar tayini, pKa’s1 ve pH’s1 gibi kritik parametreleri
formiilasyon gelisiminde Onemli rol oynamaktadir. Etken maddelerin tamamen
¢oOziindiigli icin partikiil boyut dagilimi 6nem teskil etmemektedir. Temin edilen etken

maddelerin dncelikle IR spektrumlarinda tanima testleri yiirtitiilmustiir.

3.2.1.1. Diklofenak Dietilamonyum Tanima
Temin edilen Dikolofenak Dietilamonyum molekiilii, Ingiliz Farmakopesi’ne

(BP) kayithidir ve fiziksel analizlerden tanima testi yapilmistir.

1-2 mg test numunesi havana alinir ve iizerine 300-400 mg kurutulmus potasyum
bromiir eklenerek, ezilir ve iyice karistirilir. 10-15 mm ¢apinda ince bir plaka hazirlanarak,
onceden yliklenmis olan kurutulmus potasyum bromiir kor olarak alinarak spektrumu

kaydedilir. Ayni prosediir, Diklofenak dietilamonyum ¢alisma standardi i¢in tekrarlanir.

Test numunesinden elde edilen IR absorbsiyon spektrumu, Diklofenak

dietilamonyum ¢aligma standardindan elde edilen spektrum ile uyumlu olmalidir.

3.2.1.2. Tiyokolsikozit Tanima

Tiyokolsikozit, 1985 yilinda Fransiz Farmokopesine (FP) giris yapmistir. Ocak
2018’den itibaren gecerli olmak iizere Avrupa Farmakopesi’ne (EP 9.3) giris yapmustir.
Alcehm firmasindan temin edilen etken madde Fransiz Farmakope’siyle uyumludur, bu

bkimdan fiziksel analizlerden tanima testi yapilmistir:

1-2 mg test numunesi havana alinir ve iizerine 300-400 mg kurutulmus potasyum
bromiir eklenerek, ezilir ve iyice karistirilir. 10-15 mm ¢apinda ince bir plaka hazirlanarak,
onceden yliklenmis olan kurutulmus potasyum bromiir kor olarak alinarak spektrumu

kaydedilir. Ayni prosediir, Tiyokolsikozit SCR FR ¢alisma standardi i¢in tekrarlanir.
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IR absorpsiyon spektrofotometrisiyle incelenir. Incelenen maddenin vermis
oldugu spektrum, Tiyokolsikozit SCR FR standardi spektrumu ile benzer pozisyon ve

bagil siddette maksimum gdsterir.

3.2.2. Etken Maddelerin Miktar Tayini Analizi ve Yontemi

Formiilasyon gelistirme uygunlugu ve gelistirilen formiilasyonun etiket dozunu
karsiladigini gézlemlemek amaciyla kullanilacak etken maddelerin hammadde ve bitmis
iriindeki miktar tayini (assay) kontrol edilir. Aarti firmasi kaynakli Diklofenak
Dietilamonyum ve Alchem firmasi kaynakli Tiyokolsikozit hammaddesinin miktar tayini

analizleri yuiriitilmiistiir.

3.2.2.1. Diklofenak Dietilamonyum Tayini
Dikolofenak Dietilamonyum molekiilii, Ingiliz Farmakopesi’ne (BP) kayithidir ve

miktar tayini potensiyometrik analiz olarak agagida agiklandig gibi ytiriitiilmiistiir

0,5 g hammadde 30 mL susuz asetik acit igerisinde ¢Oziiliir, potansiyometrik
olarak EP Susuz titrasyon Metot I (Ek VIII A) ile son nokta belirlenir. Her bir 0,1 M
perklorik asit ¢aligma standardi’1, 36.93 mg Diklofenak Dietilamonyum’a esdegerdir.

Limit: Kuru baz olarak hesaplandiginda sonuglar %99,0-%101,0 araliginda

olmalidir.

3.2.2.2. Tiyokolsikozit Tayini

Tiyokolsikozit etken maddesi, 1985 yilinda Fransiz Farmokopesine (FP) giris
yapmustir. Ocak 2018’den itibaren gecerli olmak lizere Avrupa Farmakopesi’ne (EP 9.3)
girig yapmustir. Alchem firmasindan temin edilen etken madde Fransiz Farmakope’siyle
uyumludur, fakat miktar tayini yontemi bulunmadigindan miktar tayini analizi EMAD

metoduna gore ve YBSK cihazi ile asagida agiklandig gibi yiiriitiilmiistiir.
Kullanilan Cihazlar : Ikili Gradient HPLC Sistemi
Mobil Faz : Mobil fazda su ve Asetonitril (HPLC Saflikta) kullanilir.
Kromatografik Sartlar:
Coziicii A : Su

Coziicii B : Asetonitril
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Gradient Kosullart:
Zaman (dk) Akis (mL/dk) % A %B
0,01 1,0 90 10

10 1,0 90 10
11 1,0 75 25
12 1,8 75 25
15 1,8 75 25
17 1,8 70 30
18 1,8 70 30
20 1,8 90 10
22 1,0 90 10

Kolon : C-8 (250%4,6 mm) Sum

Dalga Boyu 2370 nm

Enjeksiyon Siiresi : 22 dk

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Numune Cozeltisi: 100 mg Tiyokolsikozit numunesi 100 mL’lik balon jojeye

tartilir, tamamlama ¢izgisine 1 cm kalincaya kadar su eklenir. Cozelti 15 dakika 20-25 °C
araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinir ve 100
mL’lik balon jojeye eklenir, tamamlama c¢izgisine 1 cm kalincaya kadar su eklenir.
Cozelti 15 dakika 20-25 °C araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. Cozeltiden

T1 ve T2 olmak tizere iki ¢ozelti hazirlanir.

Standart Cozeltisi: 100 mg Tiyokolsikozit standardi 100 mL’lik balon jojeye

tartilir, tamamlama ¢izgisine 1 cm kalincaya kadar su eklenir. Cozelti 15 dakika 20-25 °C
araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinir ve 100
mL’lik balon jojeye eklenir, tamamlama ¢izgisine 1 cm kalincaya kadar su eklenir.
Cozelti 15 dakika 20-25 °C araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. Cozeltiden

S1 ve S2 olmak lizere iki ¢ozelti hazirlanir.

Enjeksiyon Siralamasi: Blank, S1, S1, S1, S2, T1, T2, S1, S1, S1.

T1 sonuglart S1 standardinin 6 enjeksiyonun ortalama alanin ve T2 sonuglar1 S2
standardinin alani ile hesaplanir. Final sonu¢ T1 ve T2’nin ortalamasi ile hesaplanir ve

bireysel sonuglar limit i¢inde olmalidir.

Sistem Uygunluk: Rolatif standart sapma S1 standardinin 6 enjeksiyonundaki

Tiyokolsikozit pik alan1 i¢in hesaplanir ve sonug < %2,0 olmalidir.
S1 standardinin ilk enjeksiyonu i¢in;

Teorik Plaka Sayisi: en az 75.000
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Tiyokolsikozit pikinin kuyruklanma faktorii Maks. 1,6
Tiyokolsikozit kuru bazda hesaplanir:

Hesaplama i¢in konsantrasyon faktorii ile standardin agirlig1 diizenlenir.

H1 J1 100

— X = X X 100
H2 J2 (100 — %LOD)

H1: Numune ¢dzeltisindeki Tiyokolsikozit’in alan1
H1: Standart ¢ozeltisindeki Tiyokolsikozit’in alani
J1: Standart Tiyokolsikozit agirligi

J2: Numune Tiyokolsikozit agirligt

3.2.3. Etken Maddelerin ilgili Bilesikler (Safsizlik) Analizi ve Yontemi

Formiilasyon gelistirme uygunlugu ve gelistirilen formiilasyonun uygun stabilite
kosullarim1  karsiladigim1  gézlemlemek amaciyla kullanilacak etken maddelerin
hammadde ve bitmis tirlindeki safsizliklar1 kntrol edilir. Aarti firmasi kaynakli Diklofenak
Dietilamonyum ve Alchem firmasi kaynakli Tiyokolsikozit hammaddesinin miktar tayini

analizleri yiirtitiilmiistiir.

3.2.3.1. Diklofenak Dietilamonyum Safsizhik Tayini

Diklofenak dietilamonyum etken maddesi analizlerinde ilgili bilesikler (safsizlik)

EMAD ve BP metoduna gore tayin edilmektedir.

Kromatografik Sartlar:

Cihaz: Shimadzu HPLC

Dedektor : UV-VIS, DAD

Kolon : Zorbax C8 250 x 4,6 mm, 5 um kolon
Dalga Boyu : 254 nm

Akis Hiz1 : ImL/dk

Enjeksiyon Hacmi : 20 pL.

Analiz Siiresi : 45 dk

Kolon Sicaklig1 : 25 °C

Mobil Faz : Tampon : Metanol (34:66)
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Tampon Cozeltisi

2,080 g sodyum dihidrojen fosfat tartilir, 2L°lik balona aktarilir ve 1 L Su R ile
¢Oziiliir. Bu ¢ozeltinin iizerine 0,58 mL ortofosforik asit ilave edilir ve Su R ile 2L
hacmine tamamlanarak manyetik karistirici ile karistirilir. Ortofosforik asit ile pH’12,5 +

0,05’e ayarlanir ve karistirilir.
Mobil Faz

pH 2,5 Fosfat Tamponu ile Metanol (34:66) oranlarinda karistirilir. 0,45 pm’lik

filtre ile siiziiliir ve degaze edilir.

Test Cozeltisi

100,0 mg numune hassas olarak tartilir ve 100,0 mL’lik balon jojeye aktarilir.
Mobil faz ile hacmine tamamlanir, kanstirilir. Calkalanarak c¢oziiliir. 0,45 pm’lik

Hidrofilik SRP filtre ile siiziiliir ve enjeksiyon yapilir.

Referans Cozelti (a)

2 hacim test ¢ozeltisi hassas bir sekilde 100 mL’ lik balon jojeye aktarilir. Mobil
faz ile hacmine tamamlanir, iyice ¢alkalanarak ¢oziiliir. Bu ¢ozeltiden 1 hacim alinarak
10 mL’ lik balon jojeye aktarilir. Mobil faz ile hacmine tamamlanir. lyice ¢alkalanarak

coziliir. 0,45 um’lik Hidrofilik SRP filtre ile siiziiliir ve enjeksiyon yapilir.

Referans Cozelti (b)

Hassas olarak 1,0 mg Diklofenak Impiirite A ¢alisma standard tartilir ve 200,0
mL’ lik balon jojeye aktarilir. Uzerine 1,0 mL test ¢dzeltisinden ilave edilerek mobil faz
ile hacmine tamamlanir, karigtirilir. Calkalanarak ¢oziiliir. 0,45 pum’lik Hidrofilik SRP

filtre ile siiziiliir ve enjeksiyon yapilir.

Islem:

20 pL Referans ¢ozeltisi (b) enjekte edilir. Kromatogram, belirtilen kosullarda
kaydedildiginde, diklofenak dietilamonyuma ait alikonma zamani (RT) yaklagik 25
dakika iken, Diklofenak Safsizlik A i¢in 12 dakikadir. Kromatogramdan elde edilen
piklerin yiiksekligi, tim skalanin en az %50’si olacak sekilde sistemin hassasiyeti

ayarlanir.
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Referans ¢ozeltisi (b)’den elde edilen kromatogramda, Diklofenak
Dietilamonyum ve Diklofenak Safsizlik A’ ya ait pikler arasindaki rezoliisyon faktorii

6,5’ tan kiiciik ise test gecersizdir.

20 pL Referans cozeltisi (a) enjekte edilir. Test cozeltisinden elde edilen
kromatogram, ana pikin alikonma zamaninin 1,5 katina ulasana kadar devam ettirilir. Test
cozeltisinden elde edilen kromatogramda; referans ¢ozeltisi (a)’ dan elde edilen ana pik
disindaki her bir pikin alan1 %0,20’den kii¢iik olmalidir. Referans ¢ozeltisi (a)’ ya ait
kromatogramda; ana pik alaninin 2,5 katindan kii¢iik olan biitlin piklerin alanlarinin
toplam1 %0,50°den kiigiik olmalidir. Referans ¢ozeltisi (a)’ ya ait kromatogramda, ana
pikin alaninin 0,25 katindan kiiciik olan her bir pik g6z ardi edilir ve %0,05’ ten kiigiik

olmalidir.
% Safsizlik A: Maksimum %0,20
% Bilinmeyen Herbir Safsizlik: Maksimum %0,10

% Toplam Safsizlik: Maksimum %0,50

3.2.3.2. Tiyokolikozit Safsizhik Tayini
Tlgili Bilesikler Analizi

Kullanilan Cihazlar :Dértlii Gradient HPLC
Mobil Faz: HPLC Kalite n-heptan, kloroform, metanol ve AR Kalite asetik asit.
Kromatografik Sartlar:

Mobil Faz A: %2 asetik asit igeren n-heptan; Mobil Faz B: Kloroform;
Mobil Faz C: Metanol

Gradient Programu:

Zaman (dk) Akig (mL/dk) % A % B %C
0 0,8 86 10 4
50 0,8 0 65 35
51 0,8 86 10 4
60 0,8 86 10 4
Kolon : Silika (250x4,6 mm) Sum
Dalga Boyu :360 nm

Enjeksiyon Siiresi : 60dk
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Cozelti (a): 50 mg Tiyokolsikozit maddesi tartilir ve 50 mL’lik balon jojeye
eklenir. Tamamlama c¢izgisine 1 cm kalincaya kadar metanol eklenir. Cozelti 15 dakika
20-25 °C araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. T1 ve T2 olmak iizere 2 ¢ozelti

hazirlanir.

Referans Cozelti (b): 25 mg Kolsisin standardi tartilir ve 50 mL’lik balon jojeye
eklenir. Tamamlama c¢izgisine 1 cm kalincaya kadar metanol eklenir. Cozelti 15 dakika
20-25 °C araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. 1 ve 1’ olmak iizere 2 ¢ozelti

hazirlanir.

Referans Cozelti (¢): 25 mg Kolsikozit standardi tartilir ve 50 mL’lik balon jojeye
eklenir. Tamamlama c¢izgisine 1 cm kalincaya kadar metanol eklenir. Cozelti 15 dakika
20-25 °C araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. 2 ve 2’ olmak iizere 2 ¢ozelti

hazirlanir.

Referans Cozelti (d) : 25 mg Tiyokolsikozit standard: tartilir ve 50 mL’lik balon
jojeye eklenir. Tamamlama ¢izgisine 1 cm kalincaya kadar metanol eklenir. Cozelti 15
dakika 20-25 °C araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. 3 ve 3 olmak {izere 2

¢Ozelti hazirlanir.

Referans Cozelti (e): 1, 2 ve 3 ¢ozeltilerinden 2’ser mL alinir ve ayr1 ayr1 100
mL’lik balon jojelere eklenir. Tamamlama ¢izgisine 1 c¢cm kalincaya kadar metanol
eklenir. Cozelti 15 dakika 20-25 °C araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. Bu

cozeltiler sirasiyla A, B ve C olarak isimlendirilir.

Referans Cozelti (f): 1, 2 ve 3 ¢ozeltilerinden 2 mL alinir ve 100 mL’lik balon
jojeye eklenir. Tamamlama ¢izgisine 1 cm kalincaya kadar metanol eklenir. Cozelti 15
dakika 20-25 °C araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. Bu ¢ozelti S1 olarak
isimlendirilir.

Ayn1 yontemler S2°nin hazirlanmasi i¢in 17, 2° ve 3’ ile hazirlanir.

Enjeksiyon Siralamasi: Blank, A, B, C, S1, S1, S1, S1, S1, S1, S2, T1 ,T2.

Standartta ve numune cozeltilerinde Kolsisin, Kolsikozit ve Tiyokolsikozit’in

alikonma zamanlarini1 gorebilmek icin ¢ozelti A,B ve C enjekte edilir.
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T1 sonuglart S1 standardinin 6 enjeksiyonun ortalama alanin ve T2 sonuglar1 S2
standardinin alani ile hesaplanir. Final sonu¢ T1 ve T2’ nin ortalamasi ile hesaplanir ve

bireysel sonuglar limit i¢inde olmalidir.

Sistem Uygunluk

Rolatif standart sapma S1 standardinin 6 enjeksiyonundaki Tiyokolsikozit pik

alan1 i¢in hesaplanir. Limit: <%2,0
S1’in birinci enjeksiyonu;
Teorik plaka sayis1 >80000
Tiyokolsikozit pikinin kuyruklanma faktorii: <1,5 olmali

Hesaplama:

N-deasetil N-formil tiyokolsikozit ve bilinmeyen safsizliklar Tiyokolsikozit
alanlarindan hesaplanir. N-diasetil N-formil tiyokolsikozit rolatif alikonma zamani

Tiyokolsikozite gore yaklasik 1,05 kattir.

% N-deasetil N-formil tiyokolsikozit:

Al o B1 N 2 N 100 < 100
A2 B2 100 (100 — %LOD)
% Kolsikozit:
C1 ><D1 9 2 y 100 < 100
C2 B2 100 (100 —%LOD)
% Kolsisin:
E1l o F1 o 2 o 100 % 100
E2 B2 100 (100 —%LOD)
% Bilinmeyen:
Gl B1 2 100
x 100

— X— X X
A2 B2 100 (100 — %LOD)
Standart agirhiginin hesaplanmasi i¢in konsantrasyon faktorii ile diizeltilebilir.

A1= Numune ¢ozeltisindeki N-deasetil N-formil tiyokolsikozit alan1
A2= Tiyokolsikozit standardinin alan1

C1= Numune ¢ozeltisindeki Kolsikozit alani
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C2= Standart ¢6zeltisindeki Kolsikozit alani

E1= Numune ¢6zeltisindeki Kolsisin alan1

E2= Standart ¢6zeltisindeki Kolsisin alant

G1= Numune ¢ozeltisindeki bilinmeyen safsizliklarin toplam alani
B1= Tiyokolsikozit standardinin agirlig

B2= Tiyokolsikozit numunesinin agirlig1

D1= Kolsikozit standardinin agirligi

F1=Kolsisin standardinin agirlig1

Bozunma iiriinii “A” (3-0, Demetil Tiyokolsin) Analizleri
Kullanilan Cihazlar: Ikili Gradient HPLC Sistemi

Mobil Faz: Mobil fazda su ve Asetonitril (HPLC Saflikta) kullanilir.
Kromatografik Sartlar:

Coziicii A: Su

Coziicii B: Asetonitril

Gradient Programu:

Zaman (dk) Akis (mL/dk) % A %B
0,01 1,0 90 10
10 1,0 90 10
11 1,0 75 25
12 1,8 75 25
15 1,8 75 25
17 1,8 70 30
18 1,8 70 30
20 1,8 90 10
22 1,0 90 10
Kolon : C-8 (250x4,6 mm) Sum
Dalga Boyu : 370 nm
Enjeksiyon Siiresi 122 dk
Enjeksiyon Hacmi :20 pLL
Standart Cozeltisi:

20 mg Tiyokolsikozit calisma standardi 100 mL’lik balon jojeye tartilir,
tamamlama ¢izgisine 1 cm kalincaya kadar metanol eklenir. Cozelti 15 dakika 20-25 °C
araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. Bu ¢ozeltiden 5 mL alinir ve 100 mL’lik

balon jojeye eklenir, tamamlama ¢izgisine 1 cm kalincaya kadar metanol eklenir. Cozelti
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15 dakika 20-25 °C araliginda bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. Bu ¢6zeltiden 1 mL
almir ve 100 mL’lik balon jojeye eklenir, tamamlama c¢izgisine 1 cm kalincaya kadar
metanol eklenir. Cozelti 15 dakika 20-25 °C araliginda bekletilir ve tamamlanarak

karistirilir. Bu ¢ozelti, “K” olarak adlandirilir.

Numune Cozeltisi:

100 mg Tiyokolsikozit numunesi 100 mL’lik balon jojeye tartilir, tamamlama
cizgisine 1 cm kalincaya kadar metanol eklenir. Cozelti 15 dakika 20-25 °C aralifinda
bekletilir ve tamamlanarak karistirilir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinir ve 100 mL’lik balon
jojeye eklenir, tamamlama ¢izgisine 1 cm kalincaya kadar metanol eklenir. Cozelti 15
dakika 20-25 °C araliginda bekletilir ve tamamlanarak karigtirilir. Bu ¢ozelti “L” olarak

adlandirilir.
Enjeksiyon Siralamasi: Blank, K, L.

Bozunma iiriinii ‘A’nin Tiyokolsikozite gore rolatif alikonma zamani (RRT)
1,29°dur. Hesaplama: Bozunma Uriinii “A”nin % degeri Cozelti K’daki tiyokolsikozitin

alani ile hesaplanir.
% Bozunma iiriinti ‘A’ (3-0, Demetil Tiyokolsin)

L1><K2>< 5 N 1 ><100><100 100
K1 100 100 100 L2 10 (100 — %LOD)

x 100

Hesaplama i¢in konsantrasyon faktorii ile standardin agirlig1 diizenlenir.

K1: Standart ¢ozeltideki Tiyokolsikozit’in alant
L1: Standart ¢ozeltideki bozunma iirtinti “A”nin alani
K2: Standart Tiyokolsikozit agirligi

L2: Numune Tiyokolsikozit agirligi

3.2.4. Referans Uriinlerin Bilesimi ve Analizleri

Sabit doz kombine iiriin olarak gelistirilen formiilasyon ¢calismalarimizda referans
(orijinal) ila¢ olarak kullanilan iiriinler ila¢ pazarinda ayri1 ayn iriin seklinde yer
almaktadir, Diklofenak Dietilamonyum referans {irlinii Voltaren Emulgel %1 {irlinliniin

kalitatif icerigi asagida verilmistir (Tablo 3-1).
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Tablo 3-1 - Diklofenak Dietilamonyum iceren referans iiriin Voltaren Emulgel %1
kalitatif icerigi

Voltaren Emulgel® 100g Ulke: Almanya Seri No: W0020- SKT:Ekim/2014

Karbomer

Makrogol Ketostearil Eter
Kokoil kaprilokarpat
Dietilamin
Izopropil alkol
Propilen Glikol
S1v1 Parafin
Krem Parfiim 45
Saf Su

Referans ilag iiriinii Voltaren’e; goriiniis, tanima, ortalama agirlik, viskozite, pH,
yogunluk, miktar tayini, safsizlik tayini analizleri yliriitilmiistiir. Yurt disindan tedarik
edilen referans iiriin 100 g aliiminyum tiip, karton kutu icerisinde ambalajli olarak

Almanya pazarindan temin edilmistir.

Tiyokolsikozit igeren Muscoril Merhem %0,25 tiriinlerinin kalitatif igerigi agagida

verilmistir (Tablo 3-2),

Tablo 3-2 - Tiyokosikozit iceren referans iiriin Muscoril® merhem %0,25 kalitatif
icerigi

Muscoril® Merhem 30g, Mensei: Tiirkiye Seri No: 1M005-SKT:Aralik/2015
Hidrojene lanolin

Metil parahidroksibenzoat
Etil parahidroksibenzoat
Propil parahidroksibenzoat
Polioksietilen-20-sorbitan monooleat
Sodyum lauril siilfat
Setil palmitat
Stearik asit
Sodyum alginat
Lavanta esansi
Yag alkolleri ve hidrokarbonlarin karigimi
Dimetikon

S1v1 parafin

Referans ilag iiriinii Muscoril’e; goriiniis, tanima, ortalama agirlik, viskozite, pH,

miktar tayini ve safsizlik analizleri ytirttilmiistiir.
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3.2.5. Etken Maddelerin Yardimc1 Maddelerle Gecimlilik Calismalar:

Formiilasyon gelistirmede, yardimci maddelerin se¢imi etken madde ile her bir
yardimc1 maddenin geg¢imliligine dayanmaktadir. Gegimlilik ¢aligmasi, etkin madde ile
formiilasyon gelistirme calismalarinda kullanilabilecek yardimeir maddelerin genel

kullanim oranlar1 géz &iiniinde bulundurularak karistirilmalari ile yiiriitilmiistir.

Referans iriin Voltaren Emulgel ile benzer sekilde gelistirilen Diklofenak
Dietilamonyum %1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel formiilasyonun kalitatif i¢erikleri
benzerdir (Tablo 3-3)

Tablo 3-3 — Referans iiriin Voltaren Emulgel ile gelistirilen formiilasyonun
karsilastirmali icerigi

Voltaren Emulgel® Diklofenak Dietilamonyum
Seri No: W0020- SKT:10/2014 %1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
Seri No: DT424001 - SKT: 09/2016
Karbomer Karbopol 974P
Macrogol Setostearil Eter Makrogol setostearil eter (Eumulgin B 2 PH)
(Cetomacrogol 1000)
Kokoil kaprilokarpat Setiol LC
Dietilamin Trietanolamin
Izopropil alkol Izopropil Alkol
Propilen Glikol Propilen Glikol
Siv1 Parafin Vazelin Likit
Krem Parfiim 45 Mentol (Esans )
Saf Su Lavanta (Esans)
- Saf Su

Gegimlilik  caligmalarinda etken maddeler ile formiilasyon gelistirme
caligmalarinda kullanilabilecek yardimci maddelerin farkli oranlarda karistirilmalari ile
yapilmistir, Etken madde ile yardimct maddeler havanda karistirilarak 3 farkli cam

siselere alinmistir.

Diklofenak Dietilamonyum etken maddesi iceren Voltaren Emuljel
formiilasyonuna, Tiyokolsizokit etken maddesinin ilavesi ile elde edilecek {iriiniin
kapsaminda, her iki molekiiliin birbiri ile ve jel sivaglari igerisindeki gec¢imliligi

Olciilmiistlir. Bu gecimlik ¢caligmasina ait tasarim Tablo 3-4’da verilmistir.

3.2.6. Formiilasyonda Yer Alan Yardimci1 Maddeler
Referans iriinler dikkate alinarak belirlenen formiilasyon bilesenlerinde

kullanilacak yardimc1 maddelere ait bilgiler asagida 6zetlenmistir.
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Tablo 3-4: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 emiiljel’
formiilasyon ¢calismalarinda kullanilacak c¢oziiciiler ile yapilan gecimlilik ¢calismasi

No Etkin Mad.: Yardimc1 Mad. Oran 25°C+£2 60%RH+5  40°C+2 75%RH+S5

1  Diklofenak Dietilamonyum - \ V

2 Tiyokolsikozit - \ x/
Diklofenak Dietilamonyum-+

3 Tiyokolsikozit a 1 v v

4  Diklofenak Dietilamonyum + IPA 1:(y.m) \ \

5  Tiyokolsikozit + Su 1:(y.m) \ \

6 (Dik}ofenak. Die.tilamonyumHPA) 1:1 N N
+ (Tiyokolsikozit+Su)

Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel formiilasyonu
gelistirme calismalar1 boyunca, yardimci madde olarak Karbopol 974P, Makrogol
setostearil eter, Setiol LC, Trietanolamin, Izopropil Alkol, Propilen Glikol, Vazelin Likit,

Mentol (Esans), Lavanta (Esans) ve Saf Su kullanilmistir.

Karbopol 974P:

Karbomerler beyaz renkli, asidik, hafif kokuya sahip higroskopik tozlardir. Sivi
veya yart katt farmasotik formiilasyonlarda reoloji diizenleyici olarak kullanilir.
Jellestirici ajan, siispanse edici ajan, tablet baglayici, kontrollii salinim ajani olarak gorev
yapar. Yar1 kat1 preparatlarda jellestirici ajan olarak 9%0,5-2,0 arasinda kullanilir. Mevcut

formiilasyonda %1,20 oraninda jel yapici ajan olarak kullanilmigtir.

Macrogol Setostearil Eter (Emulgin B2PH veya Cetomacrogol 1000):

Polioksietilen Alkil Eterleri, n-alkollerin (lauril, stearil, miristil, cetil ve stearil)
polioksietilen glikol eterleridir. Emiilsifiye edici ajan, penetrasyon artirici, ¢6zme ajani
ve surfaktan olarak gorev yapar. Formiilasyonda, surfaktan ve emiilsifiye edici ajan
olarak %3,5 oraninda kullanilmigtir. Voltaren Emulgel® referans iiriin formiilasyonunda

da yine Makrogol Setostearil eter yer almaktadir.
Setiol LC:

Cetiol LC, doygun CI12-C18 alkol esterlerinin, kaprilik ve kaprik asitlerin
karisimi, bu asitlerin doygun nebati yag asitleri ile reaksiyonundan elde edilir. Hafif
sarims1 bir sivi1 olup, suda pratik¢e ¢oziinmez; alkol ve sivi parafin ile karisabilir.
Cozlinlirlik artirici ve kendinden emiilsifiyan ajan olarak goérev yapar. Mevcut
formiilasyonumuzda %4 oraninda yag fazi ajan1 ve nemlendirici olarak kullanilmistir.

Cetiol LC, Voltaren Emulgel® referans iiriin formiilasyonunda da yer almaktadir.
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Trietanolamin:

Trietanolamin, topikal farmasotik formiilasyonlarda, ozellikle emiilsiyon
formlarinda alkalize edici ajan olarak siklikla kullanilir. Alkali ajan olarak %2-4 h/h
konsantrasyonlar1 kullanilir. Ozellikle Karbomer gibi jel ajanlarmin ndtralizasyonu ve
viskozite artirmak i¢in kullanilir. Mevcut formiilasyonumuzda pH ayarlayici olarak
yaklagik %1,48 oraninda kullanilmistir. Orijinal {irlin olan Voltaren Emulgel® %1,16’da

ise pH ayarlayici olarak dietilamin kullanilmistir.

Izopropil Alkol (IPA):

Berrak, renksiz, ugucu, yanici, etanol ve aseton karisimi ispirto kokusuna ve aci
tada sahip sivi bir maddedir. Topikal formiilasyonlarda genellikle ¢oziicii olarak
kullanilir. Bu yoOniiyle formiilasyonda %16 oraninda c¢oziicii olarak kullanilmistir.
Izopropil alkol benzer sekilde, Voltaren Emulgel® referans iiriin formiilasyonunda da yer

almaktadir.

Propilen Glikol:

Berrak, renksiz, viskoz, pratikte kokusuz sivi bir madde olup, gliserin tadindadir.
Topikal formiilasyonlarda %15 oraninda nemlendirici islev goriir ve Dikolefenak
Dietilamonyum etkin maddesinin deride kalacak soliisyon i¢inde kalmasini saglar.
Propilen Glikol Mevcut formiilasyonumuzda, penetrasyon artirici (tagiyici faz, koruyucu)
olarak %9 oraninda kullanilmistir. Propilen Glikol, Voltaren Emulgel® referans iiriin

formiilasyonunda da yer almaktadir.
Vazelin Likit:

Mineral yag, petrolden elde edilen siv1 rafine doymus alifatik (C14-C18) ve siklik
hidrokarbon karigimlarindan meydana gelmektedir. Seffaf, renksiz, viskoz yagimsi, giin
1s1ginda  floresan Ozellik gostermeyen sivi bir maddedir. Topikal farmasotik
formiilasyonlarda yardimc1 madde olarak, aym1 zamanda su iginde yag tipi
emiilsiyonlarda ¢oziicii olarak kullanilir. Mevcut formiilasyonunda, %4 oraninda yag fazi
bileseni ve emoliyan olarak kullanilmistir. Likit vazelin, Voltaren Emulgel® referans

iiriin formiilasyonunda da yer almaktadir.
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Mentol Esansi:

Mentol, farmasotik formiilasyonlarda, aroma verici veya koku ajani olarak
kullanilir. Topikal formiilasyonlarda, %0,05-10,0 konsantrasyonlarinda yer almaktadir.
Oda kosullarinda muhafaza edildiginde, %1 a/a mentol igeren sulu kremin 18 aya kadar
stabil oldugu rapor edilmistir. Mevcut formiilasyonumuzda, koku verici ajant olarak

%0,25 oraninda kullanilmistir.

Lavanta Esansi:

Farmasotik  formiilasyonlarda koku ajan1 olarak kullanilir. Mevcut

formiilasyonumuzda, koku verici ajan1 olarak %0,75 oraninda kullanilmistir.
Saf Su:

Dozaj formlarinda ¢oziicii olarak kullanilan bir farmasétik eksipiyandir. Renksiz,

berrak ve kokusuz siv1 yapisindadir.

3.3. Bitmis Uriin Miktar Tayini Analitik Metot Validasyon Calismalar:

Diklofenak Dietilamonyum %1 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel bitmis {iriiniin
YBSK cihazi ile miktar tayini her iki etken maddeyi de aym1 kromotogram ile tespit
edecek sekilde analitik bir yontem olusturulmus, metodun validasyonu parametreleri
yiritiilmis ve kabul kriterleri “ICH Q2(R1)-Validation of Analytical Procedures”
kilavuzu “assay” metodolojisine gore belirlenmistir (ICH Q2(R1) 2005).

Dogruluk (Accuracy), Kesinlik (Precision) [Sistem Uygunluk (System
Suitability), Yontem Kesinligi  (Repeteability), Laboratuvar I¢i  Kesinlik
(Reproductibility)], Spesifiklik (Specifity), Dogrusallik (Linearity), Uygulama Araligi
(Range), Saglamlik (Robustness) [COzelti Stabilitesi] parametreleri kontrol edilmistir.

Kullanilan analitik yéntem, GEREC ve YONTEM béliimiindeki 3.7.6 Miktar

Tayini kisminda verildigi gibi uygulanmistir.

3.3.1. Dogruluk (Accuracy)
Analitik yontemin dogrulugu, 6rnek i¢cindeki analiz edilecek maddenin hazirlanan
konsantrasyonu ile tayin neticesi bulunan konsantrasyonunun birbiri ile uyum yakinligi

seklinde ifade edilir.

Calisma derisimin %70,0, %100,0 ve %130,0’u seviyelerinde ve her bir seviyeden

3’er adet olacak sekilde test ¢cozeltileri, etkin maddenin plaseboya ilave edilmesi yontemi
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ile hazirlanip ydntemde (GEREC ve YONTEM béliimiindeki 3.7.6 Miktar Tayini)
belirtildigi gibi analiz edilir.

Numune Hazirli81:

%70’1ik Numune Hazirlanisi: 9859,0 mg jel plasebosu, 70,0 mg Diklofenak
Sodyum’a esdeger 81,2 mg Diklofenak Dietilamonyum c¢alisma standardi ve 17,5 mg
Tiyokolsikozit ¢aligma standard: tartilarak 100.0 mL’lik balon jojeye aktarilir. Yari
hacmine kadar ¢oziicii ilave edilir ve 1 dakika vorteks yapilir. Ultrasonik banyoda 2
dakika bekletilerek ¢oziinmesi saglanir ve oda 1sisina getirilerek ¢oziicli ile hacmine
tamamlanir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilip
ile hacmine ¢dziicii ile tamamlanir. 0,45 um Nylon Multigrade Glassfiber filtreden

stizliliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir (Cpikiofenak Sodyum: 0,140 mg/mL; Criyokolsikozit

: 0,035 mg/mL).

%100’liik Numune Hazirlanigi: 9859,0 mg jel plasebosu, 100,0 mg Diklofenak
Sodyum’a esdeger 116,0 mg Diklofenak Dietilamonyum ¢alisma standardi ve 25,0 mg
Tiyokolsikozit ¢alisma standard:i tartilarak 100,0 mL’lik balon jojeye aktarilir. Yari
hacmine kadar ¢oziicli ilave edilir ve 1 dakika vorteks yapilir. Ultrasonik banyoda 2
dakika bekletilerek c¢oziinmesi saglanir ve oda 1sisina getirilerek ¢oziicli ile hacmine
tamamlanir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilip
hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. 0,45 um Nylon Multigrade Glassfiber filtreden siiziliir
ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir (Cbikiofenak Sodyum: 0,200 mg/mL, Criyokolsikozit : 0,050

mg/mL).

%130’luk Numune Hazirlanisi: 9859,0 mg jel plasebosu, 130,0 mg Diklofenak
Sodyum’a esdeger 150,8 mg Diklofenak Dietilamonyum caligma standardi ve 32,5 mg
Tiyokolsikozit ¢aligma standardi tartilarak 100,0 mL’lik balon jojeye aktarilir. Yari
hacmine kadar ¢oziicli ilave edilir ve 1 dakika vorteks yapilir. Ultrasonik banyoda 2
dakika bekletilerek ¢oziinmesi saglanir ve oda 1sisina getirilerek ¢oziicli ile hacmine
tamamlanir. Hazirlanan bu ¢6zeltiden 2,0 mL alinarak 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilip
ile hacmine ¢oziicli ile tamamlanir. 0,45 pm Nylon Multigrade Glassfiber filtreden

stiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir (Cpiklofenak Sodyum: 0,260 mg/mL; Criyokolsikozit

: 0,065 mg/mL).
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Kabul Kriterleri:

Her bir seviye i¢in % geri kazanim %97,0-%103,0 araliginda olmalidir. Her bir
seviye i¢in elde edilen geri kazanimlarin ortalama, SD ve %RSD degerleri raporlanir. Her
bir seviyede elde edilen geri kazanim ortalamalarinin ortalamasi, SD ve %RSD’si

raporlanir.

) Test sonucu bulunan konsantrasyon
Geri Kazanim (%) = - x100
Teorik konsantrasyon

3.3.2. Kesinlik (Precision)

Analitik  yontemin kesinligi, ayni homojen Ornekten yapilan ardisik
orneklemelerden elde edilen Ol¢lim serileri arasindaki uyusum yakinligr (saginim
derecesi) olarak tarif edilir. Kesinlik parametresi, homojen numune ile yapilmalidir. Eger
homojen numune bulunamiyorsa suni olarak hazirlanir. Bu ¢alismada sistem uygunluk,

yontem kesinligi ve laboratuar i¢i kesinlik yapilmigtir.

3.3.2.1. Yontem Kesinligi (Repeteability)
Yontem kesinligi, ayn1 ¢aligma sartlarinda kisa zaman araliginda tespit edilir.
Sistem performansinin numune hazirlama sathasindan gelecek hatalar dahilinde

degerlendirilmesidir.

Islem: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel,
DT1310D10 serisi kullanilarak, GEREC ve YONTEM béliimiindeki 3.7.6 Miktar Tayini

kisminda verildigi anlatildig sekilde yapilir ve 6 adet, test ¢ozeltisi analiz edilir.

Kabul Kriteri: Sonuglar spesifikasyon dis1 olmamalidir.

Sonuglarin ortalama degerleri %RSD maksimum 2,0 olmalidir.
3.3.2.2. Laboratuvar Ici Kesinlik (Intermediate Precision)

Laboratuar i¢i kesinlik ¢aligmasi, laboratuvarda giin i¢indeki rasgele degisimlerin
analitik yontemin kesinligi iizerine etkisini gormek amaciyla ayn1 homojen numunenin

farkl giinde, farkli cihazda ve farkli analist tarafindan test edilmesidir. Bu parametrelerin

tek tek hepsini denemek gerekmez.
Islem:

Ayni laboratuvarda farkl giinlerde (1. Giin ve 3. Giin) Diklofenak Dietilamonyum
%1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel, DT1310D10 kullanilarak yontemde (GEREC ve
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YONTEM béliimiindeki 3.7.6 Miktar Tayini) anlatildig1 sekilde yapilir ve 6 adet test

¢Ozeltisi analiz edilir.
Kabul Kriteri:

Sonuglar spesifikasyon dis1 olmamalidir. Sonuglarin ortalama degerleri %RSD <
%2,0 olmalidur. ki farkli giinde yapilan galismanin ayr1 ayri ortalamalari arasindaki fark

%3,0’ten fazla olmamalidir.

3.3.2.3. Sistem Uygunluk (System Suitability)
Sistem uygunlu, ayni ¢aligma sartlarinda ve kisa zaman aralifinda test edilir.
Ornek hazirlama safthasindan gelecek hatalardan bagimsiz olarak sistem performansinin

Olgiittidiir.

Islem: GEREC ve YONTEM béliimiindeki 3.7.6 Miktar Tayini kisminda verildigi
gibi hazirlanan %100’liik Standart Cozeltisinin ardisik 6 enjeksiyonundan elde edilen
kromatogramlardaki Diklofenak ve Tiyokolsikozit pik alanlarinin ortalamasi, standart

sapma (SD) ve bagil standart sapmasi1 (%RSD) hesaplanir.
Kabul Kriteri:

Standart ¢ozeltisinden yapilan 6 ardigik enjeksiyondan elde edilen Diklofenak ve
Tiyokolsikozit’e ait pik alanlar1 arasindaki %RSD < %2,0 olmalidur.

3.3.3. Spesifiklik (Specifity)
Spesifiklik, analiz edilecek maddenin matris etkisi ve katki maddelerinin

varliginda, {iriin i¢inde tartigmaya yer vermeksizin kesin olarak tayin edilebilirligidir.

Filtre Etkisi Icin:

Islem: Test ¢ozeltisi, standart ¢dzeltisi, ¢oziicii (blank) ve plasebo cozeltisi
analitik yéntemdeki (GEREC ve YONTEM béliimiindeki 3.7.6 Miktar Tayini) gibi
hazirlanir. Bu ¢ozeltilerin bir miktar1 santrifuj edilir (standart ¢ozeltisi ve ¢oziicliniin
santrifuj edilmesine gerek yoktur siiziilmeden viale alinir) ve iist faz viale alinarak analiz
edilir. Aym1 ¢ozeltilerden farkli filtre tipleri [Nylon/Poliamit, PTFE, RC (Rejenere
Seliiloz)] ile siiziilerek ve bir tane de siiziilmemis olacak sekilde viallere alinir ve analiz

edilir, % Fark hesaplanir.

(AS — AF)
% Fark = T x 100
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AS : Siiziilmemis test ¢ozeltisindeki pik alani

AF: Filtre edilen test ¢ozeltisindeki pik alani

Pik Tanimlamasi, Blank ve Plasebo Etkisi I¢cin:

Islem: Céziicii, plasebo ¢ozeltisi, test ¢dzeltisi, standart ¢dzeltisi, bilinen her bir

safsizlik ¢ozeltisinin ilave edildigi test ¢ozeltisi ayr1 ayr enjekte edilir.

Blank Cozeltisi Hazirlanisi: Coziicii ve mobil faz 0,45 pum Nylon Multigrade

Glassfiber filtreden stiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir.

Plasebo Cozeltisi Hazirlanisi: 9859,0 mg jel plasebosu 100,0 mL’ye tartim
almarak aktarilir. Yart hacmine kadar ¢oziicii ilave edilir ve 1 dakika vorteks yapilir.
Ultrasonik banyoda 2 dakika bekletilerek ¢oziinmesi saglanir ve oda 1sisina getirilerek
¢Oziicli ile hacmine tamamlanir. Hazirlanan bu ¢6zeltiden 2,0 mL alinarak 10,0 mL’lik
balon jojeye aktarilip hacmine ¢oziicii ile tamamlanir 0,45 pm Nylon Multigrade

Glassfiber filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir.

Standart Cozeltisinin Hazirlanisi: 10,0 mg Diklofenak Sodyum’a esdeger 11,60
mg Diklofenak Dietilamonyum calisma standardi ve 2,5 mg Tiyokolsikozit ¢alisma
standardi 50,0 mL’ye tartim alinarak aktarilir. Yar1 hacmine kadar ¢oziicii ilave edilir ve
1 dakika vorteks yapilir. Ultrasonik banyoda 2 dakika bekletilerek ¢oziinmesi saglanir ve
oda 1sisina getirilerek ¢oziicli ile hacmine tamamlanir. (Cbiklofenak sodyum:0,2 mg/mL;

Criyokolsikozit:0,05 mg/mL)

Standart ¢ozelti ile ayn1 konsantrasyonda iki standart daha hazirlanir. Bu standart

kontrol standard: olarak kullanilir.

Test Cozeltisinin Hazirlanist: 10,0 g (100,0 mg Diklofenak Sodyum, 25,0 mg
Tiyokolsikozit’e esdeger) Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25
Emiiljel 100 mL’ye tartim alinarak aktarilir. Yar1 hacmine kadar ¢6ziicii ilave edilir ve 1
dakika vorteks yapilir. Ultrasonik banyoda 2 dakika bekletilerek ¢6ziinmesi saglanir ve
oda 1s1sma getirilerek ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden 2,0 mL
almarak 10 mL’lik balon jojeye aktarilip hacmine ¢oziicii ile tamamlanir 0,45 pm nylon
Multigrade Glassfiber filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbikiofenak

sodyum:0,20 mg/mL ; Ciiyokolsikozit:0,05 mg/mL)

Stok Kolsikozit Hazirlanisi: 2,0 mg Kolsikozit standard: tartilir ve 20,0 mL’lik

balon jojeye aktarilir. Yar1t hacmine kadar ¢oziicii ilave edilir ve 1 dakika vorteks yapilir.
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Ultrasonik banyoda 2 dakika bekletilerek ¢oziinmesi saglanir ve oda 1sisina getirilerek

¢oziicii ile hacmine tamamlanir. (Ckolsikozit:0,1 mg/mL)

Stok Kolsisin Hazirlanisi: 2,0 mg Kolsisin standardi tartilir ve 20,0 mL’lik balon
jojeye aktarilir. Yar1 hacmine kadar ¢oziicii ilave edilir ve 1 dakika vorteks yapilir.
Ultrasonik banyoda 2 dakika bekletilerek ¢oziinmesi saglanir ve oda 1sisina getirilerek

¢oziicii ile hacmine tamamlanir. (Ckolsisin:0,1 mg/mL)

Stok Diklofenak Safsizlik A Hazirlanist: 2,0 mg Diklofenak Safsizlik A standardi
tartilir ve 20,0 mL’lik balon jojeye aktarilir. Yar1 hacmine kadar ¢oziicii ilave edilir ve 1
dakika vorteks yapilir. Ultrasonik banyoda 2 dakika bekletilerek ¢oziinmesi saglanir ve

oda 1s1sina getirilerek ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. (Cbiklofenak Safsiziik A:0,1 mg/ml)

Spike Numune Hazirlanis1 : 10 g (100,0 mg Diklofenak Sodyum, 25,0 mg
Tiyokolsikozit’e esdeger) Diklofenak Dietilamonyum %]1,16 / Tiyokolsikozit %0,25
Emiiljel 100 mL’ye tartim alinarak aktarilir. Yar1 hacmine kadar ¢oziicii ilave edilir ve 1
dakika vorteks yapilir. Ultrasonik banyoda 2 dakika bekletilerek ¢oziinmesi saglanir ve
oda 1sisma getirilerek ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. Daha sonra hazirlanan bu
cozeltiden 2,0 mL , Stok Kolsikozit ¢cozeltisinden 25,0 pl , Stok Kolsisin ¢ozeltisinden
25,0 ul, Stok Diklofenak Safsizlik A ¢ozeltisinden 100,0 ul alinarak 10,0 mL’lik balon
jojeye aktarilir. Hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. 0,45 um Nylon Multigrade Glassfiber
filtreden siiziliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbiklofenak Sodyum:0,2 mg/mL ;
Criyokolsikozit:0,05 mg/mL; Ckolsikozit:0,00025 mg/mL ; Ckolsisin: 0,00025 mg/mL; Cpiklofenak
safsizik A ¢ 0,001 mg/ml)

Kabul Kriteri:
Filtre Etkisi I¢in;

% Fark < %2,0 olmalidir. Blank ve plasebo kromatograminda etkin maddelerin

alikonma zamaninda herhangi bir pik gézlenmemelidir. Etkin madde pikleri saf olmalidir.
Pik Tanimlamasi, Blank ve Plasebo Etkisi I¢in;

Coziicli ve plasebo ¢ozeltilerine ait kromatogramlarda etkin maddelerin alikonma
zamaninda gelen herhangi bir pik gézlenmemelidir. Safsizlik pikleri etkin maddelerden
ayrilmis olmalidir. Etkin madde pikleri saf olmalidir. (Peak Purity Index > Single Point
Threshold)
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3.3.4. Dogrusallik (Linearity)
Analitik yontemin dogrusalligi, belirlenen aralikta elde edilen test sonuglarinin

numune i¢indeki etkin madde konsantrasyonuyla dogru orantiya sahip olmasi demektir.

Islem: Calisma derisiminin %70 ve %130 (Diklofenak Sodyum igin 0,14 mg/mL
ile 0,26 mg/mL, Tiyokolsikozit i¢in 0,035 mg/mL ile 0,065 mg/mL) derisim araliginda
olacak sekilde, 7 ayr1 konsantrasyonda standart ¢ozeltisi hazirlanarak, analiz edilecek ve
dedektor yanitina gore derisim/alan grafigi ¢izilerek kabul kriterine uygunlugu test
edilmistir. Alt, list ve %100 konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler uygulama aralig1 tespitinde

kullanilacagi i¢in 6’sar kez enjekte edilir.

Standartlarin Hazirlanmast:

Stok Standart Hazirlanisi: 200,0 mg Diklofenak Sodyum’a esdeger 232,0 mg
Diklofenak Dietilamonyum ¢alisma standardi, 50,0 mg Tiyokolsikozit ¢alisma standarti
200,0 mL’ye tartim alinarak aktarilir. Yar1 hacmine kadar ¢oziicii ilave edilir ve 1 dakika
vorteks yapilir. Ultrasonik banyoda 2 dakika bekletilerek ¢6ziinmesi saglanir ve oda
1s1sina  getirilerek ¢oziicli ile hacmine tamamlanir. (Cbpiklofenak Sodyum :1,0 mg/mL;

Criyokolsikozit:0,25 mg/mL).

%70 Konsantrasyonda Standart Cozelti Hazirlanist: Stok standart ¢ozeltisinden
1,4 mL almir ve 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilir, hacmine ¢oziicii ile tamamlanir

(Cbpiklofenak Sodyum: 0,140 mg/mL ; Criyokolsikozit:0,035 mg/mL).

%80 Konsantrasyonda Standart Cozelti Hazirlanisi: Stok standart ¢ozeltisinden
1,6 mL almir ve 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilir, hacmine ¢dziicii ile tamamlanir

(Chiklofenak Sodyum: 0,160 mg/mL ; Criyokolsikozit: 0,040 mg/mL).

%90 Konsantrasyonda Standart Cozelti Hazirlanisi: Stok standart ¢ozeltisinden
1,8 mL alinir ve 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilir, hacmine ¢6ziicli ile tamamlanir

(Cbiklofenak Sodyum: 0,180 mg/mL ; Criyokolsikozit: 0.045 mg/mL).

%100 Konsantrasyonda Standart Cozelti Hazirlanisi: Stok standart ¢ézeltisinden
2,0 mL alinir ve 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilir, hacmine ¢dziicii ile tamamlanir

(Cbiklofenak Sodyum: 0,200 mg/mL ; Criyokolsikozit: 0,050 mg/mL).

%110 Konsantrasyonda Standart Cozelti Hazirlanisi: Stok standart ¢ozeltisinden
2,2 mL almir ve 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilir, hacmine ¢6ziicii ile tamamlanir

(Cpiklofenak Sodyum: 0,220 mg/mL ; Criyokolsikozit: 0,055 mg/mL).
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%120 Konsantrasyonda Standart Cozelti Hazirlanisi: Stok standart ¢ézeltisinden
2,4 mL alinir ve 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilir, hacmine ¢6ziicli ile tamamlanir

(Chiklofenak Sodyum: 0,240 mg/mL ; Criyokolsikozit: 0,060 mg/mL).

%130 Konsantrasyonda Standart Cozelti Hazirlanisi: Stok standart ¢ézeltisinden
2,6 mL alinir ve 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilir, hacmine ¢6ziicli ile tamamlanir

(Cbiklofenak Sodyum: 0,260 mg/mL ; Criyokolsikozit: 0,065 mg/mL).
Kabul Kriteri:

Diklofenak Sodyum ve Tiyokolsikozit konsantrasyonlar: igin alanlara karsi
konsantrasyonlarin grafigi cizilerek en kiiciik kareler metodu ile regresyon dogrusu
(y:mx+n) hesaplanir; korelasyon katsayisi, y-kesisim noktasi ve egim degerleri rapor

edilir.
Regresyon dogrusunun korelasyon katsayisi (R?) > 0,998 olmalidir.

Residual Standard Deviation
%7100'1iik Std Alani

X 100 < %2,0

. . RSS
Residual Standard Deviation = —

RSS (farklarm karesinin toplami) = Y.(Y — Ycal)?

n : Dogrusallik ¢aligmasinda kullanilan standart ¢ozelti sayisi

Ykesim
x100 < %3,0
%100’liik std alani /03,

3.3.5. Uygulama Arahgi (Range)
Bir analitik yontemin uygulama araligi, tayin edilen bilesen i¢in dogrusallik,
dogruluk ve kesinligin elde edilebildigi alt ve iist konsantrasyonlar arasindaki aralik

olarak tarif edilir.

Islem: Boliim 3.3.4 Dogrusallik (Linearity) parametresi ¢alismasinim alt ve iist

sinir ¢ozeltilerinin 6’sar enjeksiyonunun %RSD’si hesaplanir.
Kabul Kriteri:

Alt ve st siir ¢ozeltilerinden arka arkaya yapilan 6 enjeksiyon sonunda elde
edilen Diklofenak ve Tiyokolsikozit pik alanlari arasindaki %RSD, alt ve iist sinir

cozeltileri i¢in %2,0’den fazla olmamalidir.
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3.3.6. Saglamlik (Robustness)

3.3.6.1. Cozelti Stabilitesi

Analizi yapilacak maddenin stabil olarak analiz sartlarinda bekletilme siiresi
saptanmasi amaclanmaktadir. Secilecek bekletilme stiresi analize 6zgiidiir. Eger etkin
madde bu siire ve saklama sartlarinda bozulacak olursa bu sartlara bir limit verilir ve

yontemde belirtilir.

Islem: Standart ve numune ¢ézeltileri, GEREC ve YONTEM béliimiindeki 3.7.6
Miktar Tayini kisminda verildigi gibi hazirlanarak en az 60 saat boyunca 10 °C sicaklikta

bekletilip belli siirelerde analiz edilir.
Kabul Kriteri:

Baslangi¢ degerine gore % bagil degisim < %2,0 olmalidir.

% Bagil degisim = X_2Baslangs o 1

Baslangig
Ax: Analiz yapilan X zamandaki alan degeri

ABaslangig: Baglangictaki alan degeri

3.4. Bitmis Uriin Safsizliklar (impﬁrite) Analitik Metot Validasyon Calismalari

Bitmis iirtin jel dozaj formunun safsizlik analitik metot validasyonu kapsaminda;
Dogruluk (Accuracy), Kesinlik (Precision) [Sistem Uygunluk (System Suitability),
Yontem Kesinligi  (Repeteability), Laboratuvar I¢i Kesinlik (Reproductibility)],
Spesifiklik (Specifity), Dogrusallik (Linearity), Uygulama Aralig1 (Range), Saglamlik
(Robustness) [Cozelti Stabilitesi] parametreleri "ICH Q2(R1)-Validation of Analytical
Procedures” kilavuzuna gore belirlenmistir (ICH Q2(R1) 2005).

Bitmis iiriin safsizliklarinin analitik metot validasyonundaki ekipman kosullari,
uygulama yéntemi GEREC ve YONTEM béliimiindeki 3.7.7 Safsizlik Tayini (Impiirite)

kisminda verildigi gibi ylriitiilmiistiir.

3.4.1. Dogruluk (Accuracy)

Analitik yontemin dogrulugu, 6rnek i¢cindeki analiz edilecek maddenin hazirlanan
konsantrasyonu ile tayin neticesi bulunan konsantrasyonunun birbiri ile uyum yakinlig1
seklinde ifade edilir. Safsizlik limitinin (LOQ) %100 ve %200 seviyelerinde 3 paralel

numune hazirlanip analiz edilecek ve kabul kriterlerine uygunlugu kontrol edilir.
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Bilinen Safsizliklar icin Geri Kazanim:

%10 Seviyesinde Spike Numune Cozeltisinin (LOQ Seviyesi) Hazirlanisi:
Yaklagik 1.000,0 mg jel numunesi (10,0 mg Diklofenak Sodyum’a ve 2,5 mg
Tiyokolsikozit’e esdeger) 10,0 mL’lik balon jojeye tartilir, lizerine bir miktar ¢oziicii
ilave edilir, 10 dk degaze edilip ¢6ziinmesi saglanir. Hassas olarak Diklofenak Safsizlik
A Stok ¢ozeltisinden 20,0 uL, Kolsisin Stok standart Cozeltisinden 12,5 pL, Kolsikozit
Stok standart Cozeltisinden 12,5 pL eklenir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 pm
nylon filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbikiofenak Sodyum: 1,0
mg/mL, Criyokolsikozit: 0,25 mg/mL, Cbiklofenak Sodyum Saf. A: 0,0005 mg/mL, C Kolsikozit :

0,000125 mg/mL, Ckolsisin: 0,000125 mg/mL)

%100 Seviyesinde Spike Numune Cozeltisinin Hazirlanist: Yaklasik 1.000,0 mg
jel numunesi (10,0 mg Diklofenak Sodyum’a ve 2,5 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) 10,0
mL’lik balon jojeye tartilir, lizerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir ve 10 dk ultrasonik
degaze edilip ¢Oziinmesi saglanir. Hassas olarak Diklofenak Safsizlik A Stok
cozeltisinden 200,0 uL, Kolsisin Stok standart Cozeltisinden 125,0 uL, Kolsikozit Stok
standart Cozeltisinden 125,0 pL eklenir ve ¢oziicli ile hacmine tamamlanir. 0,45 pm
Nylon filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cpiklofenak Sodyum: 1,0
mg/mL , Criyokolsikozit: 0,25 mg/mL, Cbiklofenak Sodyum saf. A: 0,005 mg/mL, Ckolsikozit : 0,00125
mg/mL, C Koisisin : 0,00125 mg/mL)

%200 Seviyesinde Spike Numune Cozeltisinin Hazirlanisi: Yaklagik 1.000,0 mg
jel numunesi (10,0 mg Diklofenak Sodyum’a ve 2,5 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) 10,0
mL’lik balonjojeye tartilir, iizerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir ve 10 dk ultrasonik
degaze edilip c¢oziinmesi saglanir. Hassas olarak Diklofenak Safsizlik A Stok
cozeltisinden 400,0 puL, Kolsisin Stok standart Cozeltisinden 250,0 nuL, Kolsikozit Stok
standart Cozeltisinden 250,0 uL eklenir ve ¢oziicli ile hacmine tamamlanir. 0,45 pm
Nylon filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cpiklofenak Sodyum: 1,0
mg/mL , Criyokolsikozit: 0,25 mg/mL, Cpikiofenak Sodyum Saf. A: 0,01 mg/mL, C Kolsikozit : 0,0025

mg/mL, C Kolsisin : 0,0025 mg/mL)

Bilinmeyen Safsizliklar icin Geri Kazanim:

%10 Standart Cozeltisi (LOQ Seviyesi) Hazirlanisi: Yaklagik 985,9 mg jel
numunesi (10,0 mg Diklofenak Sodyum’a ve 2,5 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) 10,0

mL’lik balon jojeye tartilir, lizerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir, 10 dk ultrasonik
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banyoda degaze edilip ¢oziinmesi saglanir. 0,45 um Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir
ve enjeksiyon yapilir. Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum Stok standart
Cozeltisinden 20,0 pL, Tiyokolsikozit Stok standart Cozeltisinden 12,5 pL eklenir ve
¢oziicli ile hacmine tamamlanir. 0,45 pum nylon filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak

enjeksiyon yapilir. (Cbiklofenak Sodyum: 0,0002 mg/mL, Criyokolsikozit: 0,000125 mg/mL)

%100 Standart Cozeltisi Hazirlanigt: Yaklasik 985,9 mg jel numunesi (10,0 mg
Diklofenak Sodyum’a ve 2,5 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) 10,0 mL’lik balon jojeye
tartilir, lizerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir, 10 dk ultrasonik banyoda degaze edilip
¢oziinmesi saglanir. 0,45 um Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir.
Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum Stok standart Cozeltisinden 200,0 pL,
Tiyokolsikozit Stok standart Cozeltisinden 125 pL eklenir ve ¢oziicii ile hacmine
tamamlanir. 0,45 um Nylon filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir.

(Cbiklofenak Sodyum: 0,002 mg/mL, Criyokolsikozit: 0,00125 mg/mL)

%200 Standart Cozeltisi Hazirlanigi: Yaklasik 985,9 mg jel numunesi (10,0 mg
Diklofenak Sodyum’a ve 2,5 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) 10,0 mL’lik balon jojeye
tartilir, lizerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir, 10 dk ultrasonik banyoda degaze edilip
coziinmesi saglanir. 0,45 um Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir.
Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum Stok standart Cozeltisinden 400,0 pL,
Tiyokolsikozit Stok standart Cozeltisinden 250,0 pL eklenir ve ¢oziicii ile hacmine
tamamlanir. 0,45 um Nylon filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir.

(Cbiklofenak Sodyum: 0,004 mg/mL, Criyokolsikozit: 0,0025 mg/mL)
Kabul Kriteri:

Bilinen safsizliklar i¢in safsizlik limiti >9%0,50 ise geri kazanim, LOQ seviyesi

icin %80-120, diger seviyeler i¢in %90,0-110,0 arasinda olmalidir.

Her bir seviye i¢in elde edilen geri kazanimlarin ortalama, SD ve % RSD degerleri
ile her bir seviyede elde edilen geri kazanim ortalamalarinin ortalamasi, SD ve % RSD’si

raporlanir.
% Geri kazanim asagidaki formiille hesaplanir;

% Geri k Deneysel tespit edilen miktar 100
= X
o Lert kazanm Teorik (ilave edilen) miktar
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3.4.2. Kesinlik (Precision)

Analitik  yontemin kesinligi, ayni homojen Ornekten yapilan ardisik
orneklemelerden elde edilen Ol¢lim serileri arasindaki uyusum yakinligr (saginim
derecesi) olarak tarif edilir. Kesinlik parametresi homojen numune ile yapilmalidir. Eger
homojen numune bulunamiyorsa suni olarak hazirlanir. Bu ¢alismada kesinligin alt
parmetreleri olan sistem yontem kesinligi (repeteability), laboratuar i¢i kesinlik
(intermediate precision) ve sistem uygunluk (system suitability) alt parametreleri

ylriitilmistir.

3.4.2.1. Yontem Kesinligi (Repeteability)

Yontem kesinligi, ayn1 ¢alisma sartlarinda kisa zaman araliginda tespit edilir.
Sistem performansinin numune hazirlama sathasindan gelecek hatalar dahilinde
degerlendirilmesidir. DT1310D10 seri numarali Diklofenak Dietilamonyum %1,16 /
Tiyokolsikozit 90,25 Emiiljel formiilasyonu kullanilarak, yontemde belirtildigi gibi 6

adet spike test ¢cozeltisi hazirlanip analiz edilir ve kabul kriterine uygunlugu test edilir.

%100 Spike Numune Cozeltisinin Hazirlanisi: GEREC ve YONTEM
boliimiindeki 3.7.7 Safsizlik Tayini (Impiirite) kisminda anlatildig1 gibi hazirlanr.

Kabul Kriteri:

Sonuglar spesifikasyon dis1 olmamalidir. Bilinen safsizliklar i¢in; Safsizlik limiti

> %0,50 ise RSD < %2,0-%35,0 aras1 olmalidir.

3.4.2.2. Laboratuvar lci Kesinlik (Intermediate Precision)

Laboratuvar i¢i kesinlik ¢alismasi, laboratuvarda giin icindeki rastgele
degisimlerin analitik yontemin kesinligi lizerine etkisini gormek amaciyla ayn1 homojen
numunenin farkli giinde, farkli cihazda veya farkli analist tarafindan herhangi bir kosulun

test edilmesidir.

Aynmi laboratuvarda farkli giinlerde DT1310D010 seri numarali Diklofenak
Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel formiilasyonu kullanilarak
yontemde belirtildigi sekilde 6 farkli numune hazirlanip ayni cihazda ayni markanin seri

numarali kolonu kullanilarak analiz edilerek ve kabul kriterine uygunlugu test edilmistir.

%100 Spike Numune Cozeltisinin Hazirlanisi: GEREC ve YONTEM
boliimiindeki 3.7.7 Safsizlik Tayini (Impiirite) kisminda anlatildig1 gibi hazirlanir
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Kabul Kriteri:

Sonuglar spesifikasyon dis1 olmamalidir. Bilinen safsizliklar i¢in, Safsizlik limiti

> %0,50 ise % RSD <%2,0-%5,0 arasinda olmalidir.

3.4.2.3. Sistem Uygunluk (System Suitability)

Sistem kesinligi, ayn1 ¢alisma sartlarinda ve kisa zaman araliginda test edilir.
Sistem kesinligi, 6rnek hazirlama safthasindan gelecek hatalardan bagimsiz olarak sistem
performansinin Olciitiidiir. Dogrusallik calismasinda %100’liikk standart ¢ozeltinin 6
enjeksiyon sonucunun ortalamasi, standart sapma (SD) ve bagil standart sapmasi (RSD)

hesaplanmastir.
Kabul Kriteri:

Standart Cozeltisinin ardisik 6 enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardaki
Diklofenak ve Tiyokolsikozit pik alanlarinin RSD’si %5,0’dan fazla olmamalidir.
Diklofenak ile Diklofenak Safsizlik A pikleri arasindaki rezoliisyon minimum 5,0

olmalidir.
Bilinen safsizliklar i¢in, Safsizlik limiti > %0,50 ise RSD < %2,0-%5,0 olmalidir.
3.4.3. Spesifiklik (Specifity)

Spesifiklik, analiz edilecek maddenin matris etkisi ve katki maddelerinin

varliginda {iriin i¢inde tartismaya yer vermeksizin kesin olarak tayin edilebilirligidir.

Filtre Etkisi icin:

Bilinen ilgili safsizliklar ilave edilmis spike numune ¢ozeltisi, standart ¢ozeltisi,
¢cOziicii (blank) ve plasebo ¢ozeltisi, unspike numune ¢ozeltisi, Diklofenak
Dietilamonyum igeren plasebo ¢dzeltisi ve Tiyokolsikozit igeren plasebo ¢ozeltisi farkl

filtrelerden (Nylon Glass Fiber ve RC) siiziilerek analiz edilir ve % farki hesaplanir.

Pik Tanimlamasi, Blank ve Plasebo Etkisi icin:

Bilinen ilgili safsizliklar ilave edilmis spike numune ¢ozeltisi, standart ¢ozeltisi,
¢oziicli (blank) ve plasebo ¢ozeltisi, Diklofenak Dietilamonyum igeren plasebo ¢ozeltisi
ve Tiyokolsikozit igeren plasebo ¢ozeltisi, unspike numune ¢ozeltisi, limit seviyesinde
hazirlanmig her bir safsizlik ve etken ¢ozeltileri enjekte edilerek her birinden gelen pikler

tespit edilir.
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Plasebo ve Blank Cozeltisi Hazirlig:

Blank Cozeltisi Hazirlanisi: Metanol ve saf su (80:20, h/h) oraninda karistirilir.

0,45 um Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir.

Plasebo Cozeltisi Hazirlanigi: Yaklasik 9.859,0 mg jel numunesi 100,0 mL’lik
balonjojeye tartilir, iizerine bir miktar ¢6ziicli ilave edilir, 10 dk ultrasonik banyoda
degaze edilip ¢oziinmesi saglanir, hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. 0,45 um Naylon Glass

Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir.

Diklofenak Dietilamonyum iceren plasebo ¢ozeltisi hazirlanisi: Yaklasik 9.966,0
mg (100,0 mg Diklofenak Sodyum’a ve 2,5 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) jel numunesi
100 mL’lik balonjojeye tartilir, lizerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir, 10 dk ultrasonik
degaze edilip ¢6zlinmesi saglanir, hacmine ¢o6ziicii ile tamamlanir. 0,45 um Naylon Glass

Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir. (Cpiklofenak Sodyum: 1,0 mg/mL)

Diklofenak Dietilamonyum Standart Cozeltisi hazirlanisi: 1,6 mg Diklofenak
Sodyum’a esdeger 1,856 mg Diklofenak Dietilamonyum caligma standardi, 20 mL’lik
balon jojeye aktarilir, yar1 hacmine kadar ¢6ziicii eklenir, ultrasonik banyoda 10 dk
degaze edilip ¢Oziinmesi saglanir, hacmine ¢oziicli ile tamamlanir. Daha sonra bu
cozeltiden 2,5 mL alinip 100 mL’ye ¢6ziicliyle tamamlanir. 0,45 pm Naylon Glass Fiber

filtreden siiziillir ve enjeksiyon yapilir. (Cpiklofenak Sodyum: 0,002 mg/mL)

Tiyokolsikozit Standart Cozeltisi Hazirlanisi: 1,0 mg Tiyokolsikozit ¢alisma
standard1 tartilir. 20 mL’lik balonjojeye aktarilir, yar1 hacmine kadar ¢oziicii eklenir,
ultrasonik banyoda 10 dk degaze edilip ¢Oziinmesi saglanir, hacmine ¢oziicli ile
tamamlanir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 2,5 mL alinip 100 mL’ye ¢oziiciiyle tamamlanir.
0,45 um Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir. (Criyokolsikozit: 0,00125
mg/mL)

Standart Cozeltisi Hazirlanisi: 1,6 mg Diklofenak Sodyum’a esdeger 1,856 mg
Diklofenak Dietilamonyum ¢alisma standardi ve 1,0 mg Tiyokolsikozit ¢alisma standardi
tartilir, 20 mL’lik balonjojeye aktarilir, yar1 hacmine kadar ¢oziicii eklenir, ultrasonik
banyoda 10 dk degaze edilip ¢oziinmesi saglanir, hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. Daha
sonra bu ¢ozeltiden 2,5 mL alinip 100 mL’ye ¢oziicliyle tamamlanir. 0,45 um Naylon
Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir. (Cbikiofenak Sodyum: 0,002 mg/mL,

Criyokolsikozit: 0,00125 mg/mL)
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Numune Cozeltisi hazirlanist: Yaklasik 10 g jel (100,0 mg Diklofenak Sodyum’a
ve 2,5 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) numunesi 100,0 mL’lik balonjojeye tartilir, izerine
bir miktar ¢oziicii ilave edilir, 10 dk ultrasonik banyoda degaze edilip ¢oziinmesi saglanir,
hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. 0,45 pm Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve

enjeksiyon yapilir. (Cbikiofenak Sodyum: 1,0 mg/mL Criyokolsikozit: 0,25 mg/mL)

Resoliisyon Cozeltisi Hazirlig1:

Sistem Uygunluk (rezoliisyon) Cozeltisinin Hazirlanisi: 10,0 mg Diklofenak
Sodyum’a esdeger 11,6 mg Diklofenak Dietilamonyum c¢alisma standardi ve 2,5 mg
Tiyokolsikozit ¢alisma standardi tartilir, 10 mL’lik balonjojeye aktarilir, yar1 hacmine
kadar coziicii eklenir, ultrasonik banyoda 10 dk degaze edilip ¢oziinmesi saglanir.
Uzerine 0,2 mL Diklofenak Safsizlik A stok ¢dzeltisinden eklenip ¢oziiciiyle hacmine
tamamlanir. 0,45 pm Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir.

(Cbiklofenak Sodyum: 1,0 mg/mL ,Criyokolsikozit: 0,25 mg/mL, Cbiklofenak Saf. A: 0,005 mg/mL)

Spike Numune ve Unspike Numune Cozeltisi Hazirligi:

Spike Numune Cozeltisi hazirlanisi: Yaklasik 1000,0 mg jel numunesi (10,0 mg
Diklofenak Sodyum’a ve 2,5 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) 10 mL’lik balon jojeye tartilir,
tizerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir, 10 dk ultrasonik banyoda degaze edilip ¢6ziinmesi
saglanir. Uzerine 0,2 mL Diklofenak Safsizlik A stok ¢dzeltisinden, 0,125 mL Kolsikozit
stok ¢ozeltisinden, 0,125 mL Kolsisin stok ¢ozeltisinden eklenip hacmine ¢oziicii ile
tamamlanir. 0,45 pm Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir.
(Cbpiklofenak Sodyum: 1,0 mg/mL, Criyokolsikozit: 0,25 mg/mL, Cbpiklofenak saf. A: 0,005 mg/mL, C
Kolsikozit : 0,00125 mg/mL, C Kolsisin : 0,00125 mg/mL)

Unspike Numune Cozeltisi hazirlanisi: Yaklasik 1000,0 mg jel numunesi (10,0
mg Diklofenak Sodyum’a ve 2,5 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) 10 mL’lik balonjojeye
tartilir, izerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir, 10 dk ultrasonik banyoda degaze edilip
coziinmesi saglanir, hacmine ¢oziicli ile tamamlanir. 0,45 pm Naylon Glass Fiber
filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir. (Cbpiklofenak Sodyum= 1,0 mg/mL, Criyokolsikozit: 0,25

mg/mL)
Kabul Kriteri:
Filtre Etkisi igin;

Bilinen safsizliklar i¢in, Safsizlik limiti > %0,50, % Fark %3,0 olmalidir.
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Blank ve plasebo kromatogramlarindan etken madde ve bilinen safsizliklarin

alikonma zamaninda herhangi bir pik gézlenmemelidir.
Etken madde piki ve bilinen safsizlik pikleri saf olmalidir.
Pik Tanimlamasi, Blank ve Plasebo Etkisi i¢in;

Coziicii ve plasebo kromatogramlarindan etkin madde alikonma zamaninda gelen

herhangi bir pik gézlenmemelidir.
Safsizlik pikleri etkin maddeden ve birbirlerinden ayrilmis olmalidir.

Etkin madde ve safsizlik pikleri saf olmalhidir. (Peak purity indeks>Single point
threshold)

3.4.4. Dogrusallik (Linearity)
Analitik yontemin dogrusalligi, belirlenen aralikta elde edilen test sonug¢larinin

numune i¢indeki etkin madde konsantrasyonuyla dogru orantiya sahip olmasidir.

Calisma derisiminin %10 (LOQ) ve %200 derisim araliginda olacak sekilde, 11
ayr1 konsantrasyonda standart ¢cozeltisi hazirlanarak analiz edilmis ve dedektor yanitina
gbre derisim/alan grafigi ¢izilerek kabul kriterine uygunlugu test edilmistir. Alt,
raporlama (%20) ve iist konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerden 6’sar enjeksiyon yapilmis ve
uygulama aralig1 tespitinde kullanilmistir. %100°lik ¢ozeltiden 6 enjeksiyon yapilip

sistem kesinligi tespitinde kullanilmistir.

Kolsisin Stok Standart Cozeltisi hazirlanisi: 2,0 mg Kolsisin standard tartilir, 20,0
mL’ye ¢oziiciiyle seyreltilir. (Ckolsisin : 0,1 mg/mL)

Kolsikozit Stok Standart Cozeltisi hazirlanisi: 2,0 mg Kolsikozit standardi tartilir,
20,0 mL’ye ¢oziiciiyle seyreltilir. (C Kolsikozit : 0,1 mg/mL)

Diklofenak Safsizlik A Stok Standart Cozeltisi Hazirlanisi: 5,0 mg Diklofenak

Safsizlik A standard tartilir, 20,0 mL’ye ¢oziiciiyle seyreltilir. (Cpiklofenak Safsizlik. A: 0,25

mg/mL)

Diklofenak Dietilamonyum Stok Standart Cozeltisi hazirlanist: 2,0 mg
Diklofenak Dietilamonyum standard: tartilir, 20,0 mL’ye ¢oziiciiyle seyreltilir. (Cpikiofenak

Sodyum Saf. A: 0,1 mg/mL)
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Tiyokolsikozit Stok Standart Cozeltisi hazirlanisi: 2,0 mg Tiyokolsikozit
standard1 tartilir, 20,0 mL’ye ¢oziiciiyle seyreltilir. (Criyokolsikozit: 0,1 mg/mL)

%35 Standart Cozeltisi (LOD Seviyesi) Hazirlanisi: Hassas olarak Diklofenak
Dietilamonyum Stok standart Cozeltisinden 10,0 pL, Diklofenak Safsizlik A Stok
cozeltisinden 10,0 pL, Kolsisin Stok standart Cozeltisinden 6,25 pL, Kolsikozit Stok
standart Cozeltisinden 6,25 uL, Tiyokolsikozit Stok standart Cozeltisinden 6,25 pL alinir
10,0 mL’lik balon jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 pum nylon
filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbikiofenak Sodyum: 0,0001 mg/mL,
Criyokolsikozit: 0,0000625 mg/mL, Cpiklofenak Safsiziik A2 0,00025 mg/mL, C Kolsikozit : 0,0000625
mg/mL, Ckolsisin : 0,0000625 mg/mL)

%10 Standart Cozeltisi (LOQ Seviyesi) hazirlanisi: Hassas olarak Diklofenak
Dietilamonyum Stok standart Cozeltisinden 20,0 pL, Diklofenak Safsizlik A Stok
cozeltisinden 20,0 pL, Kolsisin stok standart ¢ozeltisinden 12,5 pL, Kolsikozit Stok
standart Cozeltisinden 12,5 pL, Tiyokolsikozit Stok standart Cozeltisinden 12,5 pL
alimarak 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 um
nylon filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cpiklofenak Sodyum: 0,0002
mg/mL, Criyokolsikozit: 0,000125 mg/mL, Cbiklofenak Safsizik A: 0,0005 mg/mL, Ckoisikozit:
0,000125 mg/mL, Ckolsisin : 0,000125 mg/mL)

%20 Standart Cozeltisi (Raporlama Seviyesi) hazirlanisi: Hassas olarak
Diklofenak Dietilamonyum Stok standart Cozeltisinden 100,0 uL, Diklofenak Safsizlik
A Stok ¢ozeltisinden 40,0 puL, Kolsisin stok standart ¢dzeltisinden 25,0 uL, Kolsikozit
Stok standart Cozeltisinden 25,0 uL, Tiyokolsikozit Stok standart Cozeltisinden 25,0 uL
10,0 mL’lik balon jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 pm Nylon
filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbikiofenak Sodyum: 0,001 mg/mL,
Criyokolsikozit: 0,00025 mg/mL, Cbiklofenak Safsiziik Saf. A: 0,0010 mg/Ll, C Kolsikozit : 0,00025
mg/mL, C Kolsisin : 0,00025 mg/mL)

%40 Standart Cozeltisi Hazirlanisi: Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum
Stok standart Cozeltisinden 80,0 uL, Diklofenak Safsizlik A Stok ¢ozeltisinden 80,0 pL,
Kolsisin stok standart ¢ozeltisinden 50,0 pL, Kolsikozit Stok standart Cozeltisinden 50,0
uL, Tiyokolsikozit Stok standart Cozeltisinden 50,0 uL 10.0 mL’lik balon jojeye aktarilir

ve ¢Oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 pum Nylon filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak
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enjeksiyon yapilir. (Cbiklofenak Sodyum: 0,0008 mg/mL, Criyokolsikozit: 0,0005 mg/mL,
Cbiklofenak Safsizlik . A1 0,0020 mg/mL, C Kolsikozit : 0,0005 mg/mL, C Kolsisin : 0,0005 mg/mL)

%70 Standart Cozeltisi hazirlanisi: Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum
Stok standart Cozeltisinden 140,0 puL, Diklofenak Safsizlik A Stok ¢ozeltisinden 140,0
nL, Kolsisin Stok standart Cozeltisinden 87,5 pL, Kolsikozit Stok standart Cozeltisinden
87,5 uL, Tiyokolsikozit stok standart ¢ozeltisinden 87,5 pL alinarak 10,0 mL’lik balon
jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 pm nylon filtreden siiziiliir ve
viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbiklofenak Sodyum: 0,0014 mg/mL, Criyokolsikozit:
0,000875 mg/mL, Cpiklofenak Safsiziik A: 0,0035 mg/mL, Ckolsikozit : 0,000875 mg/mL, C Kolsisin
:0,000875 mg/mL)

%80 Standart Cozeltisi hazirlanisi: Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum
Stok standart Cozeltisinden 160,0 pnL, Diklofenak Safsizlik A Stok ¢ozeltisinden 160,0
nL, Kolsisin stok standart ¢ozeltisinden 100,0 pL, Kolsikozit Stok standart Cozeltisinden
100,0 pL, Tiyokolsikozit Stok standart Cozeltisinden 100,0 pL almarak 10,0 mL’lik
balon jojeye aktarilir ve ¢oziicli ile hacmine tamamlanir. 0,45 pm nylon filtreden siiziiliir
ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cpikiofenak Sodyum: 0,0016 mg/ml, Criyokolsikozit: 0,001
mg/mL, Cbpiklofenak Safsiziik. A: 0,0040 mg/mL, C Kolsikozit : 0,001 mg/mL, C Kolsisin : 0,001
mg/mL)

%90 Standart Cozeltisi hazirlanisi: Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum
Stok standart Cozeltisinden 180,0 puL, Diklofenak Safsizlik A Stok ¢ozeltisinden 180,0
nL, Kolsisin stok standart ¢ozeltisinden 112,5 pL, Kolsikozit Stok standart Cozeltisinden
112,5 pL, Tiyokolsikozit Stok standart Cozeltisinden 112,5 pL almarak 10,0 mL’lik
balon jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 um Nylon filtreden siiziliir
ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbikiofenak Sodyum: 0,0018 mg/mL, Criyokolsikozit:
0,00113 mg/mL, Cpikiofenak Safsiziik. A: 0,0045 mg/Ll1, C Kolsikozit : 0,00113 mg/mL, C Kolsisin :
0,00113 mg/mL)

%100 Standart Cozeltisi hazirlanisi: Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum
Stok standart Cozeltisinden 200,0 puL, Diklofenak Safsizlik A Stok ¢ozeltisinden 200,0
nL, Kolsisin stok standart ¢ozeltisinden 125,0 pL, Kolsikozit Stok standart Cozeltisinden
125,0 pL, Tiyokolsikozit Stok standart Cozeltisinden 125,0 pL almarak 10,0 mL’lik
balon jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 um Nylon filtreden siiziliir

ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbiklofenak Sodyum: 0,002 mg/mL, Criyokolsikozit:
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0,00125 mg/mL, Cbiklofenak Sodyum Saf. A: 0,005 mg/mL, C Kolsikozit: 0,00125 mg/mL, C Kolsisin:
0,00125 mg/mL)

%140 Standart Cozeltisi Hazirlanisi: Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum
Stok standart Cozeltisinden 280,0 puL, Diklofenak Safsizlik A Stok ¢ozeltisinden 280,0
nL, Kolsisin stok standart ¢cozeltisinden 175,0 pL, Kolsikozit stok standart ¢ézeltisinden
175,0 uL, Tiyokolsikozit stok standart ¢6zeltisinden 175,0 pL alinarak 10,0 mL’lik balon
jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 pm Nylon filtreden stiziiliir ve
viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbiklofenak Sodyum: 0,0028 mg/mL, Criyokolsikozit:
0,00175 mg/mL, Cbiklofenak Sodyum Saf. A: 0,007 mg/mL, C Kolsikozit : 0,00175 mg/mL, C Kolsisin
:0,00175 mg/mL)

%160 Standart Cozeltisi hazirlanisi: Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum
Stok standart Cozeltisinden 320,0 pL, Diklofenak Safsizlik A stok ¢ozeltisinden 320,0
nL, Kolsisin stok standart ¢ozeltisinden 200,0 pL, Kolsikozit stok standart ¢ézeltisinden
200,0 uL, Tiyokolsikozit stok standart ¢dzeltisinden 200,0 pL alinarak 10,0 mL’lik balon
jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 pm nylon filtreden siiziiliir ve
viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cpikiofenak Sodyum: 0,0032 mg/mL, Criyokolsikozit: 0,002
mg/mL, Cbiklofenak Sodyum saf. A: 0,008 mg/mL, C Kolsikozit : 0,002 mg/mL, C Kolsisin : 0,002
mg/mL)

%180 Standart Cozeltisi hazirlanisi: Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum
Stok standart Cozeltisinden 360,0 puL, Diklofenak Safsizlik A Stok ¢ozeltisinden 360,0
nL, Kolsisin stok standart ¢cozeltisinden 225,0 pL, Kolsikozit stok standart ¢ézeltisinden
225,0 uL, Tiyokolsikozit stok standart ¢dzeltisinden 225,0 puL alinarak 10,0 mL’lik balon
jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 um nylon filtreden siiziiliir ve
viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbiklofenak Sodyum: 0,0036 mg/mL, Criyokolsikozit:
0,00225 mg/mL, Cbpiklofenak Sodyum saf. A: 0,009 mg/mL, C Kolsikozit: 0,00225 mg/mL, C Kolsisin
:0,00225 mg/mL)

%200 Standart Cozeltisi hazirlanisi: Hassas olarak Diklofenak Dietilamonyum
Stok standart Cozeltisinden 400,0 pL, Diklofenak Safsizlik A stok ¢ozeltisinden 400,0
nL, Kolsisin stok standart ¢ozeltisinden 250,0 pL, Kolsikozit stok standart ¢ézeltisinden
250,0 uL, Tiyokolsikozit stok standart ¢dzeltisinden 200,0 pL alinarak 10,0 mL’lik balon
jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 pm Nylon filtreden stiziiliir ve

viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbiklofenak Sodyum: 0,004 mg/mL, Criyokolsikozit: 0,0025
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mg/mL, Cbiklofenak Sodyum Saf. A: 0,01 mg/mL, C Kolsikozit: 0,0025 mg/mL, C Koisisin: 0,0025
mg/mL)

Kabul Kriteri:

R?> 0,99 olmalidir.

Residual Standard Deviation

Relative Residual Standart Deviation = —
%100"lik std alant

X 100<%10,0
— 20,0 olmalidir.

RSS
n-2

Residual Standard Deviation =

RSS (farklarin karesinin toplami) =2 {Y-Yca)?

n: Dogrusallik calismasinda kullanilan standart ¢ozelti sayist

Yint
%7100'liik standart alant

x100 < %10,0-%20,0 olmalidir.

Safsizliklarin Bagil Cevap Faktorleri (RRF) ve Diizeltme Faktoriiniin (CF)

Hesaplanmasi:

RRF = Safsizliga ait uyum dogrusunun egimi
Etken madde seyreltik standarda ait uyum dogrusunun egimi

_ Etkenmadde seyreltik standarda aituyum dogrusununegimi _ 1

CF

Safsizliga ait uyum dogrusunun egimi " RRF

3.4.5. Tespit Limiti (Limit of Detection=LOD)
Ornekteki bilesenin dogru ve giivenilir sekilde teshis edilebilen en diisiik
konsantrasyonudur. Bu miktarin gercek deger olarak belirlenmesi gerekmemektedir.

LOD seviyesinde hazirlanan safsizlik ¢ozeltisinden 1 enjeksiyon yapilmustir.

Numune hazirligi, Bélim “3.4.4 Dogrusallik (Linearity)” parametresi numune

hazirlig1 kisminda verilmistir
Kabul Kriteri:

Ornek kromatogramda elde edilen sinyalin blank kromatogramindaki giiriiltiiye

oraninin degeri en az 3,0 olmasi gerekir. (sinyal/giiriiltii > 3,0 )
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3.4.6. Hesaplanabilirlik Limiti (Limit of Quantitation=L0Q)
Ornekteki bilesenin dogru ve giivenilir sekilde hesaplanabildigi en diisiik
konsantrasyondur. LOQ seviyesinde hazirlanan safsizlik ¢ozeltisinden 6 enjeksiyon

yapilmigstir.

Numune Hazirligi, Bolim “3.4.4 Dogrusallik (Linearity)” parametresi numune

hazirlig1 kisminda verilmistir
Kabul Kriteri:

Ornek kromatograminda elde edilen sinyalin giiriiltiiye oram1 degerinin en az 10,0

olmasi gerekir. (Sinyal/giiriiltii >10,0).

Hesaplanabilirlik limiti < Raporlama seviyesi olmalidir.

3.4.7. Uygulama Arahg (Range)

Bir analitik yontemin uygulama araligi, tayin edilen bilesen i¢in dogrusallik,
dogruluk ve kesinligin elde edilebildigi alt ve iist konsantrasyonlar arasindaki aralik
olarak tarif edilir. Dogrusallik caligmasinin alt ve iist siir c¢ozeltilerinin 6’sar

enjeksiyonunun RSD’si hesaplanmugtir.
Kabul Kriteri:
Alt seviye sinir ¢ozeltisi (LOQ seviyesi) i¢in; RSD < 9%5,0-%15,0 olmalidir.

Ust seviye sinir ¢ozeltisi i¢in (%200); Bilinen safsizliklar igin, Safsizlik limiti >

%0,50 ise RSD < %2,0-%5,0

3.4.8. Saglamlik (Robustness)

3.4.8.1. Cozelti Stabilitesi
Analizi yapilacak maddenin stabil olarak analiz sartlarinda bekletilme stiresi
saptanmalidir. Secilecek bekletilme siiresi analize 6zgiidiir. Eger etkin madde bu siire ve

saklama sartlarinda bozulacak olursa bu sartlar limitlendirilir ve yontemde belirtilir.

Islem: Standart ve numune ¢ozeltileri GEREC ve YONTEM béliimiindeki 3.7.7
Safsizlik Tayini (Impiirite) kisminda anlatildig1 gibi hazirlanarak en az 48 saat boyuncal0

°C sicaklikta bekletilip belli siirelerde analiz edilmistir.

%100 Spike Numune Cézeltisinin hazirlanist GEREC ve YONTEM béliimiindeki
3.7.7 Safsizlik Tayini (Impiirite) kisminda anlatildig: gibi hazirlanmistir
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Kabul Kriteri:

Bilinen safsizliklar i¢in, Safsizlik limiti >%0,50 ise baslangi¢ degerine gore %

bagil degisim <%2,0-%5,0 olmalidir.

AX - ABa;langlc % 100

% Bagil degisim = .
Baslangig

Ax: Analiz yapilan X zamandaki alan

ABaslangig: Baglangigtaki alan
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3.5. Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Calismalar

Formiilasyon gelistirme ¢alismalari ilacin etkinligi, giivenirligi ve kalitesini her

bir referans iirline benzer olacak sekilde, referans iiriin bilesimi ve emdiljel formiilasyonu

tizerinden Tablo 3-5°deki gibi formiilasyon bilesenleri kavramsal olarak degerlendirilmis

ve deneme ¢alismalarin baglanmistir.

Tablo 3-5: Formiilasyon deneme ¢calismalar1 kavramsal tasarimi

Bilesenler Fonksiyonu Formiilasyon Hedefi/Yorum

Karbomer Jel Yapict Carbomer Homopolymer Type B tipi 974P tiirevidir ve

(Carbopol 974 P NF) Ajani genelde ytiksek viskozite istenildiginde tercih edilir. %1-
1,5 arasinda kullanilabilmektedir

izopropil Alkol (IPA) Coziicti Alkol ve ko-solvan bilesimi su sistemi ile birleserek suda
az ¢oziiniin, hidrofobik bilesiklerin karisimini
kolaylastiriyor. Etken madde ¢oziiniirliigiine gore
Etanol/IPA veya karigimi % 20 civarindan
kullanilabilmektedir.

Propilen Glikol Ko-Solvan  Dikolfenak’in deriden penetrasyonu ve ¢dziinmesini
kolaylastiracak kalacak soliisyon i¢inde kalmasini
sagliyor. Ko-solvan gorevi ile beraber % 5-10 arasi
kullanilabilmektedir.

Likit Vazelin Yag Fazi S1vi1 6zellikte yag fazini olusturur. Absorpsiyon bazli ve

(S1v1 Parafin) su/yag emiilsiyonlar1 i¢in tercih edilmektedir. Yag tipi

Macrogol Cetostearyl Ether Yag Fazi, -
(Cetomacragol 1000 veya  Emiils.

Emulgin B2 PH) Yapici
Kokoil kaprilokaprat Yag Faz1.
(Cetiol LC)

Dietilamin/Trietanolamin  Alkali Ajan

Krem parfiim 45 Parfiim
Mentol Esans1 Esans
Lavanta Esansi Esans
Saf Su Coziicii

Emuljel formiilasyonu igin uygun adaydir.

Kendinden emiilsifiyan maddedir veya yag fazi igin. 1-2
Hidroksil 6-34 Karbon karbon atomu ile 12-18 Karbon
atomlar tercih edilir. Yag alkolii eteri 6zeliktedir. % 3
civarinda formiilasyon ile baglanmistir.

Doymus Yag Asitleridir. Yag alkollerinin Kaprilik/Kaprik
Asit esterleridir. Yag Faz1 i¢in % 4-5 civarinda
kullanilabilmektedir.

Karbopol polimerinin asit nétralizasyonu ve viskozite
optimizasyonu i¢in kullanilmistir. pH 7 civarinda jel
formiilasyonlar stabildir.

Sunum ig¢in tercih edilir

Sunum igin tercih edilir

Sunum ig¢in tercih edilir

Tiyokolsikozit etken maddesi ve jel formiilasyonu i¢in
¢ozicidiir

Hedeflenen goriiniim ve viskozite degerine ulagsmak i¢in formiilasyon ¢alismalari

tasarlanmig ve makrogol setostaril eter miktari, karbopol miktar1 ile izopropil alkol

miktar1 lizerine denemeleri yapilmis ve formiilasyonlar1 Tablo 3-6 ve Tablo 3-7°de

verilmigtir.

Formiilasyon denemeleri toplam seri boyutu 1 kg olacak sekilde tasarlanmis ve

tiim serilerin iiretim metodu ve akisi aymi prensipte hazirlanmistir. Uretim metodu

asagidaki gibidir:
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Formiilasyon Denemeleri Uretim Metodu:

Ana kaba bir miktar saf su alinir ve iizerine Karbopol yavas yavas eklenir ve

tamamen seffaf goriiniim elde edilene dek karistirilir ve jel olusumu saglanir.

Ayr bir igerisindeki ayr1 Sivi Vazelin alinir ve 50-55 °C’ye sicak plaka veya su
banyosunda tamamen eriyinceye dek isitilir. Uzerine Makrogol setostearil Eter ilave
edilerek karistirmaya devam edilir. Daha sonra Setiol LC ilave edilir ve eriyik karisim 50

°C-55 °C’ de bekletilir.

Bu eriyik karisim, ana kapta bulunan jel sistemine eklenir, homojen jel formu

saglanana dek en az 30 dakika karistirilarak

Ardinda bu karigima trietanolamin yavas yavas ilave edilerek karistirilir ve pH

kontrolii yapilir.

Ayr1 bir paslanmaz kaba Izopropil Alkol almir ve iizerine Diklofenak
Dietilamonyum, Propilen Glikol ilave edilerek, etkin madde tamamen ¢6ziiniinceye kadar

karistirilir. Jel sisteminin i¢ine yavagca eklenir ve karistirilir.

Ayr1 bir paslanmaz kap igerisine bir miktar Saf Su alinir ve tizerine Tiyokolsikozit
ilave edilerek ¢oziinlinceye kadar karistirilir. Ana sisteme yavas yavas ilave edilir ve tiim

karisim karistirmaya devam edilir.

Son olarak Mentol (Esans) ve Lavanta (Esans) eklenerek karistirilir ve gerekli

kontroller yapilir.

Hazirlanan bulk jel iiriin ortalama agirlig1 50g olacak sekilde Aliiminyilim tiiplere

doldurulur.

Formiilasyon Denemeleri Ozet Tablosu

Denemelerin tasarimi asagida iki tablo halinde verilmistir.



72

Tablo 3-6 - Diklofenak Dietilamonyum %]1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
formiilasyon denemeleri (1/2)

Bilesim DT1202D001 DT1202D002 DT1202D003 DT1202D004
Diklofenak Dietilamonyum 0,580 0,580 0,580 0,580
Tiyokolsikozit 0,125 0,125 0,125 0,125
Karbopol 974 P 0,475 0,475 0,475 0,475
Izopropil Alkol 8,000 8,000 8,000 8,000
Propilen Glikol 4,500 4,500 4,500 4,500
Vazelin Likit 2,000 2,000 2,000 2,000
Makrogol Setostearil Eter 1,250 1,450 1,550 1,750
Setiol LC 2,000 2,000 2,000 2,000
Trietanolamin 0,740 0,740 0,740 0,740
Mentol (Esans) 0,125 0,125 0,125 0,125
Lavanta (Esans) 0,375 0,375 0,375 0,375
Saf Su ym ym ym ym
TOPLAM (gr) 50,000 50,000 50,000 50,000

Tablo 3-7 - Diklofenak Dietilamonyum %1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
formiilasyon denemeleri (2/2)

Bilesim DT1310D005 DT1310D006 DT1310D010 DT1310D011
Diklofenak Dietilamonyum ' 0,580 0,580 0,580 0,580
Tiyokolsikozit? 0,125 0,125 0,125 0,125
Karbopol 974 P 0,475 0,475 0,600 0,600
Izopropil Alkol 8,000 8,000 8,000 10,000
Propilen Glikol 4,500 4,500 4,500 4,500
Vazelin Likit 2,000 2,000 2,000 2,000
Makrogol Setostearil Eter 1,750 1,750 1,750 1,750
Setiol LC 2,000 2,000 2,000 2,000
Trietanolamin 0,740 0,740 0,740 0,740
Mentol (Esans) 0,125 0,125 0,125 0,125
Lavanta (Esans) 0,375 0,375 0,375 0,375
Saf Su ym ym ym ym
TOPLAM (gr) 50,000 50,000 50,000 50,000

3.6. Bitmis Uriin Spesifikasyonlar1 Uzerine Yapilan Calismalar
Erigilen prototip formiilasyonu istenilen ilag¢ kalite nitelikleri tagimasi icin jel
formiilasyonlunda {iriinde yapilacak ve gelistirmeye yon verecek kalite karakteristikleri

ve asagida
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Tablo 3-8’deki gibi tasarlanmigtir. Referans iiriin Voltaren Emiiljel ve Muscoril
Merhem farmasoétik agidan esdeger tirlinler olmasi, gelistirilen sabit doz komine ilacin

tirlin profilinin kalite gerekliligidir.
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Tablo 3-8: Formiilasyon gelistirme sirasinda yapilan kontrollerin degerlendirmesi

KALITE

KARAKTERISTIGI HEDEF

Gorliniim Tiyokosikozit in sar1 renginden dolay1 agik sar1 goriiniime sahip jel
formu beklenmektedir.

Viskozite Reolojik 6zllikler rutin iiretime elverigli, tirliniin tiipten ¢ikis1 rahat ama
asir1 akigskan olmayacak sekilde, hasta kabulii i¢in 6nemlidir. Tercihen
9.000-15.000 cps arasinda bir viskozite deger hedeflenmistir.

pH degeri Uygun pH degeri ile hem etken madde stabilites hem jel formunun
yapisint belirlenecektir. pH 6-8 arasinda olmas1 hedeflenmektedir.

Ortalama Agirlik Bitmis tiriin dozaj formunda yapilan rutin testlerdir. Dolum agirligi etken
maddelerin dozaj formu i¢indeki oranina etki eder. Belli limitler
dahilinde Ortalama 50 g olmalidir.

Tanima [lacin kimligi ve analitik olarak taninabilirligi i¢in dnemlidir.

Miktar Tayini [lacin etkililigi i¢in 6nemlidir. Etken maddelerin etkiket dozajin1
karsilamasi igin serbest birakma spesifikasyonlari + % 5 limitler
igerisinde olmalidir

Safsizliklar Ilacin giivenligi i¢in gereklidir. Safsizliklar ilgili farmakope ve ICH
kilavuzlarina uygun olmalidir.

Mikrobiyal Kontroller flacin giivenligi igin gereklidir. Dozaj formunun mikrobiyal stabilitesi

farmakope limitleri dahilinde olmalidir

Gelistirme boyunca kritik kalite nitelikleri degerlendirilmis, pilot iiretim
sonucunda elde edilen bilgiler dogrultusunda son ve tiim kalite karakteristiklerine,
dolayisiyla bitmis iiriin ve raf omrii spesifikasyonlarina erigilmistir. Bu spesifikasyon
parametrelerinin konrol metotlar1 “Béliim 3.7 Proses I¢ci Kontrol ve Bitmis Uriin Analiz

Metotlar1” boliimiinde verilmistir.

3.7. Proses i¢ci Kontrol ve Bitmis Uriin Analiz Metotlar

3.7.1. Goriiniim
Yeterli miktarda numune temiz bir beher i¢ine alinir. Oda 15181 altinda, gorsel

olarak numunenin rengi ve yapisi incelenir.

3.7.2. pH

Avr. Farm. 2.2.3’e gore pH metre cihaz1 ile pH 6l¢imii yapilir.

3.7.3. Tammma (YBSK)
Miktar tayini testinde elde edilen kromatogramlar incelenir. Standart ve test
¢oOzeltisi enjeksiyonlarindan elde edilen Diklofenak ve Tiyokolsikozit piklerinin

alikonma zamanlar1 ayni olmalidir.
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3.7.4. Viskozite
Avr. Farm. 2.2.10 numaral1 genel test yontemine gore viskozimetre kullanilarak

viskozite degeri “cps” olarak dlg¢iiliir.

Kosullar: Viskozimetre cihazi, Kullanilan Spindle: PA(Kalin), Sicaklik: Oda
sicakligi, Spindle Dontis Hizt: 12 rpm

3.7.5. Ortalama Dolum Agirhgi
10 adet bos tiipiin ortalama darasinda gore, 10 numune tartilir ve ortalama dolum

agirlig1 hesaplanir.

3.7.6. Miktar Tayini
Ekipman Kosullari

Cihaz : Shimadzu HPLC
Dedektor : UV-VIS, DAD
Kolon : EMR ChrometiSIL 120-10-Phenyl 3pm; 150 x 4,6 mm

veya esdegeri
Dalga Boyu : 260 nm
Akis Hiz1 : 1,0 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi  :20,0 pL

Analiz Siiresi : 30 dk.

Tray Sicakligi : 10 °C

Kolon Sicakligi :30 °C

Coziiclu : Metanol:Su (80:20)

Alikonma zamani : Diklofenak RT: ~20,86 dk.
Tiyokolsikozit RT: ~3,8 dk.

Mobil Faz A: 2,70 g Potasyum Dihidrojen Fosfat tartilir. 1 L saf suda ¢oziiliir.
pH’1, %85.0 ‘lik orto-fosforik asit ile 3,0’e ayarlanir. 0,22 pm‘luk Nylon filtreden stiziiliir
ve 25 °C’nin altindaki oda sicakliginda muhafaza edilir. Mobil faz A, 48 saatte bir taze

olarak hazirlanmalidir.

Mobil Faz B : HPLC safliginda Asetonitril kullanilir.
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Gradient Programi:

Zaman (Dakika) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)

0,01 75 25
7,00 70 30
15,00 55 45
25,00 55 45
25,01 75 25
30,00 75 25

Sistem Uygunluk Testi: Standart ¢dzeltisi ve kontrol standardi enjeksiyonlarinin
asagidaki parametrelere uygunlugu kontrol edilir. Standart Cozeltisinin ardisitk 6
enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardaki Diklofenak ve Tiyokolsikozit pik
alanlariin %RSD’si %2,0° dan fazla olmamalidir. Standart Cozeltisinde Diklofenak ve

Tiyokolsikozit pikleri i¢in kuyruklanma faktorii en fazla 2 olmalidir.

Blank Cozeltisi Hazirlanisi: Coziicii 0,45 um Nylon Multigrade Glassfiber

filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir.

Stok Standart Hazirlanisi: 116,0 mg Diklofenak Dietilamonyum calisma standardi
(100.0 mg Diklofenak Sodyum’a esdeger) ve 25,0 mg Tiyokolsikozit 100,0 mL’ye tartim
almarak aktarilir. Yar1 hacmine kadar ¢oziicii ilave edilir ve 1 dakika vorteks yapilir.
Ultrasonik banyoda 2 dakika bekletilerek ¢ozlinmesi saglanir ve oda 1sisina getirilerek

¢oziicli ile hacmine tamamlanir. (Cdiklofenak sodyum: 1,0 mg/mL ; Ctiyokolsikozit:0,25 mg/mL)

Standart Cozeltinin Hazirlanisi: 2.0 mL stok standart ¢ozeltisi 10.0 mL’lik balon
jojeye aktarilir. Hacmine ¢oziicii ile tamamlanir. 0,45 um Nylon Multigrade Glassfiber
filtreden siiziliir ve viale aktarilarak enjeksiyon yapilir. (Cbiklofenak Sodyum:0,2 mg/mL ;
Criyokolsikozit:0,05 mg/mL). Standart ¢ozelti ile ayn1 konsantrasyonda iki standart daha

hazirlanir. Bu standartlar kontrol standardi olarak kullanilir.

Test Cozeltisinin Hazirlanisi: 10.000,0 mg (100,0 mg Diklofenak Sodyum’a
esdeger, 25,0 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) Diklofenak Dietilamonyum % 1 /
Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel, 100,0 mL’ye tartim alinarak aktarilir. Yar1 hacmine kadar
¢oziicii ilave edilir ve 1 dakika vorteks yapilir. Ultrasonik banyoda 2 dakika bekletilerek
¢Oziinmesi saglanir ve oda 1sisina getirilerek ¢6ziicii ile hacmine tamamlanir. Hazirlanan
bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 10,0 mL’lik balon jojeye aktarilip hacmine ¢dziicii ile
tamamlanir. 0,45 pm Nylon Multigrade Glassfiber filtreden siiziiliir ve viale aktarilarak

enjeksiyon yapilir. (Cbikiofenak sodyum:0,2 mg/mL; Ctiyokolsikozit:0,05 mg/mL)
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Uygulama:

Blank ¢ozeltisi 1 kez enjekte edilir.

Standart ¢ozelti ardisik 6 kez enjekte edilir.

Kontrol standartlar1 ardisik 2 kez enjekte edilir.

Her bir miktar tayini numune ¢ozeltisinden 2 kez enjekte edilir.

Kontrol standardi ardigik 2 kez enjekte edilir.

Hesaplamalar:
Diklofenak Sodyum konsantrasyon hesabi:

Wstd

2
Cbiklofenak Sodyum= [ X Potens X C F] X o

Cbiklofenak Sodyum : Diklofenak Sodyum Standart ¢6zelti konsantrasyonu (mg/mL)

Wsid : Diklofenak Dietilamonyum standart tartimi (mg)

Potens : Diklofenak Dietilamonyum standart potensi (as is)

v : Seyreltme hacmi (100,0 mL)

C.F. : Diklofenak Dietilamonyum’u Diklofenak Sodyum’a ¢evirme faktorii (Ma Diklofenak

Sodyum/ MA,Diklofenak Dietilamonyum =318 . 13 g/mol/3 69,28g/mol 0,862 1)

Tiyokolsikozit konsantrasyon hesabi:

Wstd

2
CTiyokolsikOZit= [ X Potens ] X o

Criyokolsikozit : Tiyokolsikozit Standart ¢6zelti konsantrasyonu (mg/mL)
Wsid : Tiyokolsikozit standart tartimi (mg)
Potens : Tiyokolsikozit standart potensi (as is)
v : Seyreltme hacmi (100,0 mL)
(ATest) XCpiklofenak Sodyum
. A 100
% Diklofenak Sodyum = ~—54-— - X — x 100
( Testx_) 1
100 10

Artest : Test ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramdaki Diklofenak pik alani
Asu : Standart ¢6zeltisinden elde edilen kromatogramlardaki Diklofenak ortalama pik alani
Csu : Hesaplanan Diklofenak Sodyum standart ¢6zelti konsantrasyonu (mg/mL)
West : Tartilan numunenin agirligl (mg)

100/1 : 100 g tiip numunesi igerisinde 1,0 g Diklofenak Sodyum vardir.
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(M)Xcﬂyokolsikosit 100
. . . A
0 — Std
% Tiyokolsikozit Wrom X 025 x 100
100x2
Arest : Test ¢6zeltisinden elde edilen kromatogramdaki Tiyokolsikozit pik alani
Asu : Standart ¢6zeltisinden elde edilen kromatogramlardaki Tiyokolsikozit ortalama pik alani
Csu : Hesaplanan Tiyokolsikozit standart ¢ozelti konsantrasyonu (mg/mL)
Wrest : Tartilan numunenin agirlig1 (mg)

100/0,25: 100 g tiip numunesi igerisinde 0,25 g Tiyokolsikozit vardir.

3.7.7. Safsizhik Tayini (Impiirite)
Ekipman Kosullari

Cihaz : Shimadzu HPLC; Kolon: EMR ChrometiSIL 120-10-Phenyl 3pum; 150 x
4,6 mm veya esdegeri; Dalgaboyu: UV detektor, 260 nm

Akis Hizi: 1.0 mL/dk; Enjeksiyon Hacmi: 20,0 ul; Analiz Siiresi: 60 dk
Kolon Sicakligi: 30 °C; Tray Sicakligi: 10°C
Coziicii: Metanol:Saf Su (80:20,h/h)

Mobil Faz-A Hazirlanist: 13,6 gram KH2POs tartilir, 5 litre suyla ¢oziliir.
Cozeltinin pH’1 orto-fosforik asitle 3,0’a ayarlanir, 0,22 um naylon filtreden siiziiliir ve

degaze edilir. Mobil Faz-B: %100 Asetonitril degaze edilir.

Gradient Programu:

Zaman (Dakika) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
0,01 85 15
7,00 75 25
15,00 70 30
25,00 65 35
25,01 65 35
30,00 60 40
35,00 65 35
55,00 85 15
60,00 85 15
60,01 STOP

Blank Cozeltisi Hazirlanisi: Metanol ve saf su (80:20, h/h) oraninda karistirilir.

0,45 um Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir.
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Numune Cozeltisi Hazirlanigi: Yaklasik 10.000,0 mg jel numunesi (100,0 mg
Diklofenak Sodyum’a ve 25,0 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) 100 mL’lik balon jojeye
tartilir, lizerine bir miktar ¢oziicli ilave edilir, 10 dk ultrasonik banyoda degaze edilip
coziinmesi saglanir, hacmine ¢oziicli ile tamamlanir. 0,45 pm Naylon Glass Fiber
filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir. (Cbiklofenak Sodyum: 1,0 mg/mL, Criyokolsikozit : 0,25

mg/mL)

Plasebo Cozeltisi Hazirlanisi: Yaklagsik 9.859,0 mg jel numunesi (100,0 mg
Diklofenak Sodyum’a ve 25,0 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) 100,0 mL’lik balon jojeye
tartilir, lizerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir, 10 dk ultrasonik banyoda degaze edilip
¢oziinmesi saglanir, hacmine ¢6ziicii ile tamamlanir.0,45 pm Naylon Glass Fiber filtreden

stizliliir ve enjeksiyon yapilir.

Diklofenak Dietilamonyum igeren Plasebo Cozeltisi Hazirlanisi: Yaklasik 9.966,0
mg jel numunesi (100,0 mg Diklofenak Sodyum’a ve 25,0 mg Tiyokolsikozit’e esdeger)
100,0 mL’lik balon jojeye tartilir, {izerine bir miktar ¢oziicli ilave edilir, 10 dk ultrasonik
banyoda degaze edilip ¢Oziinmesi saglanir, hacmine ¢oziicli ile tamamlanir. 0,45 pm

Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir. (Cpiklofenak Sodyum: 1,0 mg/mL)

Tiyokolsikozit iceren Plasebo Cozeltisi Hazirlanisi: Yaklasik 9884,0 mg jel
numunesi (100,0 mg Diklofenak Sodyum’a ve 25,0 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) 100,0
mL’lik balonjojeye tartilir, iizerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir, 10 dk ultrasonik
banyoda degaze edilip ¢oziinmesi saglanir, hacmine ¢oziicli ile tamamlanir. 0,45 pm

Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir. (Criyokolsikozit: 0,25 mg/mL)

Standart Cozeltisi Hazirlanisi: 1,6 mg Diklofenak Sodyum’a esdeger 1,856 mg
Diklofenak Dietilamonyum ¢aligsma standardi ve 1,0 mg Tiyokolsikozit ¢alisma standardi
tartilir, 20,0 mL’lik balon jojeye aktarilir, yar1 hacmine kadar ¢oziicii eklenir, ultrasonik
banyoda 10 dk ultrasonik banyoda tutulduktan sonra hacmine ¢oziicii ile tamamlanir.
Daha sonra bu ¢ozeltiden 2,5 mL alinip 100,0 mL’ye ¢oziiciiyle tamamlanir. 0,45 um
Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir. (Cbpiklofenak Sodyum: 0,002

mg/mL, Criyokolsikozit: 0,00125 mg/mL )

Diklofenak Safsizlik A Stok Cdzeltisi Hazirlanist: 5,0 mg Diklofenak Safsizlik A

standard1 tartilir ve 20, 0 mL’ye ¢oziiciiyle seyreltilir. (Cbikiofenak saf. A: 0,25 mg/mL)
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Diklofenak Safsizlik A Cozeltisi Hazirlanigi: Diklofenak Safsizlik A stok
¢ozeltisinden 0,2 mL alimip 10,0 mL’ye ¢oziiciiyle seyreltilir. (Cpiklofenak saf. A: 0,005

mg/mL)

Kolsikozit Stok Cozeltisi Hazirlanisi: 2,0 mg Kolsikozit standardi tartilir, 20,0

mL’ye ¢oziiciiyle seyreltilir. (C Kolsikozit: 0,1 mg/mL)

Kolsikozit Cozeltisi Hazirlanisi: Kolsikozit stok ¢ozeltisinden 0,125 mL alinip
10,0 mL’ye ¢dziiciiyle seyreltilir. (C Kolsikozit: 0,00125 mg/mL

Kolsisin Stok Cozeltisi Hazirlanisi: 2,0 mg Kolsisin standardi tartilir, 20,0 mL’ye
¢oziicliyle seyreltilir. (C koisisin : 0,1 mg/L)

Kolsisin Cozeltisi Hazirlanigi: Kolsisin stok ¢ozeltisinden 0,125 mL alinip 10,0
mL’ye ¢oziiciiyle seyreltilir. (C Kolsisin : 0,00125 mg/mL)

Sistem Uygunluk (rezoliisyon) Cozeltisinin Hazirlanisi: 10,0 mg Diklofenak
Sodyum’a esdeger 11,6 mg Diklofenak Dietilamonyum calisma standardi ve 2,5 mg
Tiyokolsikozit caligma standardi tartilir, 10,0 mL’lik balonjojeye aktarilir, yar1 hacmine
kadar ¢oziicii eklenir, ultrasonik banyoda 10 dk degaze edilip ¢6ziinmesi saglanir.
Uzerine 0,2 mL Diklofenak Safsizlik A stok ¢dzeltisinden eklenip ¢oziiciiyle hacmine
tamamlanir. 0,45 pum Naylon Glass Fiber filtreden siiziilir ve enjeksiyon yapilir.

(Cbiklofenak Sodyum: 1,0 mg/mL ,Criyokolsikozit: 0,25 mg/mL, Cbiklofenak Saf. A: 0,005 mg/mL)

Spike Numune Cozeltisi Hazirlanisi: Yaklasik 1.000,0 mg jel numunesi (10,0 mg
Diklofenak Sodyum’a ve 2,5 mg Tiyokolsikozit’e esdeger) 10,0 mL’lik balonjojeye
tartilir, izerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir, 10 dk ultrasonik banyoda degaze edilip
¢dziinmesi saglanir. Uzerine 0,2 mL Diklofenak Safsizlik A stok ¢6zeltisinden, 0,125 mL
Kolsikozit stok ¢ozeltisinden, 0,125 mL Kolsisin stok ¢ozeltisinden eklenip hacmine
¢oziicii ile tamamlanir. 0,45 pm Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon
yapilir. (Cpiklofenak Sodyum: 1,0 mg/mL, Criyokolsikozit: 0,25 mg/mL, Cbiklofenak Saf. A2 0,005

mg/mL, C Kolsikozit : 0,00125 mg/mL, C Kosisin : 0,00125 mg/mL)

Unspike Numune Cozeltisi Hazirlanisi: Yaklasik 1000,0 mg jel numunesi 10,0
mL’lik balonjojeye tartilir, {izerine bir miktar ¢oziicii ilave edilir, 10 dk ultrasonik
banyoda degaze edilip ¢oziinmesi saglanir, hacmine ¢oziicli ile tamamlanir. 0,45 um
Naylon Glass Fiber filtreden siiziiliir ve enjeksiyon yapilir. (Cpiklofenak Sodyum: 1,0 mg/mL,

Criyokolsikozit: 0,25 mg/mL)
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Yontem:

Mobil Faz 1 kez enjekte edilir.

Blank ¢ozeltisi 1 kez enjekte edilir.

Sistem uygunluk ¢ozeltisi 1 kez enjekte edilir.

Plasebo ¢ozeltisi 1 kez enjekte edilir.

Diklofenak Dietilamonyum igeren plasebo ¢ozeltisi 1 kez enjekte edilir.

Tiyokolsikozit iceren plasebo ¢ozeltisi 1 kez enjekte edilir.

Standart ¢ozelti ardisik 3 kez enjekte edilir

Her bir numune ¢ozeltisinden 1 kez enjekte edilir.

Sistem uygunluk ¢ozeltisi 1 kez enjekte edilir.

Sistem Uygunluk Testi: Standart Cozeltisinin ardisik 6 enjeksiyonundan elde
edilen kromatogramlardaki Diklofenak ve Tiyokolsikozit pik alanlarinin RSD’si %

5,0’dan fazla olmamalidir. Diklofenak ile Diklofenak Safsizlik A pikleri arasindaki

rezoliisyon minimum 5,0 olmalidir.

Molekiil Adi Alikonma Zamani (dk) RRT
Diklofenak Dietilamonyum 37.43 -
Tiyokolsikozit 8.48 -
Kolsikozit* 5.54 0.653
Kolsisin* 13.75 1.621
Diklofenak Safsizlik A ** 33.79 0.903

*RRT Tiyokolsikozit' e gére hesaplanmustir.

**RRT Diklofenak Dietilamonyum’ a gore heasaplanmgtir.

Safsizlik Tayini icin Hesaplama:

Bilinen Safsizlik (Diklofenak Dietilamonyum safsizliklar1 i¢in);

ANum X(WSth 2.5 )
Astd 20 100xPxCF.

%) Bilinen Safsizlik : X 100 X DF x 100
( L

(WN um)
100
ANum : Test ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramdaki bilinen safsizlik pik alan
Asu : Standart ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramlardaki Diklofenak pik alani ortalamasi

Wst : Standart tartimi (Diklofenak Dietilamonyum) (mg)



82

Wxum  : Numune Tartimi (mg)
P : Diklofenak Dietilamonyum Calisma standardinin potensi (as is)
CF : Diklofenak Dietilamonyum’ u Diklofenak Sodyum’ a Cevirme Faktdrii: Ma Diklofenak Sodyum/

MaA Diklofenak Dietilamonyum :318,13 g/mol / 369,28g/mol = 0,8621
DF : Diizeltme Faktorii

L : Diklofenak Sodyum Etiket Degeri (1,0)

Bilinen Safsizlik (Tiyokolsikozit safsizliklar) i¢in;

x%xDFxmo

ANum ><(WSth 2,5 )
Asid 20 ~ 100xP

(%) Bilinen Safsizlik =

(S
Anum : Test ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramdaki bilinen safsizlik pik alani
Asid : Standart ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramlardaki Tiyokolsikozit pik alani ortalamasi
Wsu : Standart tartimi (tiyokolsikozit) (mg)
Wxum ¢ Numune Tartimi (mg)
P : Tiyokolsikozit Caligma standardinin potensi (as is)
DF : Diizeltme Faktorii
L : Tiyokolsikozit Etiket Degeri (0,25)

Bilinmeyen Safsizlik (Diklofenak Dietilamonyum safsizliklari igin);

(ANum)X(WStd 2,5 )

(%) Bilinmeyen Safsizlik =-~25t4 (@ )looxpxcp X % x 100
100

ANum : Test ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramdaki bilinmeyen safsizlik pik alani
Asu : Standart ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramlardaki Diklofenak pik alani ortalamasi
Wsid : Standart tartimi (Diklofenak Dietilamonyum) (mg)
Wxum  : Numune Tartimi (mg)
P : Diklofenak Dietilamonyum Calisma standardinin potensi (as-is)
CF : Diklofenak Dietilamonyum’u Diklofenak Sodyum’a Cevirme Faktorii: Ma biklofenak Sodyum/

MaA Diklofenak Dietilamonyum 318,13 g/mol/369,28g/mol=0,8621

L : Diklofenak Sodyum Etiket Degeri (1,0)

Diklofenak Dietilamonyum safsizliklari i¢in Toplam Safsizlik:

Yukarida hesaplanan bilinen ve bilinmeyen safsizliklar toplanir:

“Toplam safsizlik = Bilinmeyen safsizliklar + Bilinen safsizliklar”
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Bilinmeyen Safsizlik (Tiyokolsikozit safsizliklari i¢in);

(ANum)>< (WStdx 2,5 )

(%) Bilinen Safsizlik = ~25t (Ww_z?n ) 100 % % x 100
100
Anum : Test ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramdaki bilinmeyen safsizlik pik alani
Asid : Standart ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramlardaki Tiyokolsikozit pik alani ortalamasi
Wsid : Standart tartimi (Tiyokolsikozit) (mg)
Whium : Numune Tartimi (mg)
P : Tiyokolsikozit Caligma standardinin potensi (as-is)
L : Tiyokolsikozit Etiket Degeri (0,25)

Tiyokolsikozit safsizliklar1 i¢in Toplam Safsizlik:

Yukarida hesaplanan bilinen ve bilinmeyen safsizliklar toplanir.

Toplam safsizlik = Bilinmeyen safsizliklar + Bilinen safsizliklar

3.7.8. Mikrobiyolojik Kontroller

Avr. Farmakopesi 2.6.12 numarali mikrobiyolojik kontrol yontemine gore test

edilir.
Limit:
Toplam aerobik bakteri say1 : Maksimum 10°CFU / g
Toplam maya ve kiif sayis1 : Maksimum 10 CFU / g
P.aeruginosa : Bulunmamali / g
S.aureus : Bulunmamali/ g

3.7.9. Sizdirmazhk (IPK Analizi)
Kontrol yapilacak dolu tiipler orta yerinden parmakla sikilir. Tiipiin alt (katlama),

ag1z veya diger bir yerinde akma olup olmadigi kontrol edilir. Kontroller 10 tiiple yapilir.

3.8. Pilot Uretim Proses Validasyonu Calismalari
DT1310D10 seri numarali final formiilasyon {izerinden 2 seri (DT424001 ve
DT424001), 3000 Tiip’lik sarj boyu (150 kg) ile pilot liretim ve proses validasyonu

gergeklestirimistir.
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3.8.1. Kritik ve Kritik Olmayan Parametrelerin Degerlendirilmesi

Uretim prosesi esnasindaki kritik/kritik olmayan parametrelerin analizi ve

degerlendirmesi Tablo 3-9’te verilmistir. “Kritik” olarak belirlenen asamalar icin

[PK/validasyon testleri gergeklestirilmistir.

Tablo 3-9: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
prosesi icin kritik ve kritik olmayan parametrelerin degerlendirilmesi

Op. Operasyon Kritik Proses Testler Yorum
No Parametreleri (E/H)
1 Karigtirma H - Karigtirma isleminin yeterli siirede, etkinlikte ve liretim
metoduna uygun yapilmasi yeterlidir
2 Karigtirma H - Yag fazinin homojen karigabilmesi i¢in belirtilen
“sicaklik” degerine ulastirilmasi ve etkin bir
karigtirmanin gergeklestirilmesi gerekmektedir.
3 Karigtirma H - Karigtirma isleminin yeterli siirede, etkinlikte ve iliretim
metoduna uygun yapilmasi yeterlidir
4  Karigtirma E pH Jellesmenin saglanabilmesi i¢in pH degerinin istenilen
limitlerde olmas1 gerekmektedir.
5 Karigtirma H - Karigtirma isleminin yeterli siirede, etkinlikte ve liretim
metoduna uygun yapilmasi yeterlidir
6  Karigtirma H - Karistirma isleminin yeterli siirede, etkinlikte ve iiretim
metoduna uygun yapilmasi yeterlidir
7  Karigtirma H - Karistirma isleminin yeterli siirede, etkinlikte ve tiretim
metoduna uygun yapilmasi yeterlidir.
8 Karigtirma H - Karigtirma isleminin yeterli siirede, etkinlikte ve tiretim
metoduna uygun yapilmasi yeterlidir
9 Karigtirma E Goriiniim Bulk {iriin fiziksel nitelikleri belirlenen goriiniis
spesifikasyonlari dahilinde olmalidir.
pH Jel pH’s1 ve viskozite birbiri ile dogrudan ilintilidir.
Viskozite Sonuglar belirlenen spesifikasyonlar dahilinde olmalidir.
Miktar Tayini Etkin madde miktar tayini etiket dozu i¢in belirlenen
limitler dahilinde olmalidir
Tanima Tanima sonuglari belirlenen spesifikasyonlar dahilinde
olmalidir.
Mikrobiyolojik Mikrobiyal tiremenin olmamasi igin yari-kat1 {irlinler
Kontrol icin gegerli ve belirlenen spesifikasyonlar dahilinde
olmalidir.
10  Tip Dolumu E Goriiniim Bulk {iriin fiziksel nitelikleri belirlenen goriiniis
spesifikasyonlari dahilinde olmalidir.
pH Jel pH’s1 ve viskozite birbiri ile dogrudan ilintilidir.
Viskozite Sonuglar belirlenen spesifikasyonlar dahilinde olmalidir.
Miktar Tayini Etkin madde miktar tayini etiket dozu i¢in belirlenen
limitler dahilinde olmalidir
Tanima Tanima sonuglar1 belirlenen spesifikasyonlar dahilinde
olmalidir.
Safsizlik Safsizlik diizeyleri, belirlenen spesifikasyonlar dahilinde
Tayini olmalidir.
Mikrobiyolojik Mikrobiyal liremenin olmamasi i¢in yari-kati tirtinler
Kontroller icin gegerli ve belirlenen spesifikasyonlar dahilinde
olmalidir.
Ortalama Secilen tiiplerde yapilan ortalama dolum agirlig: testi
Dolum sonucu belirlenen limitler i¢erisinde olmalidir.
Agirligt
Sizdirmazlik  Higbir tiipte sizdirma olmamalidir.
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3.8.2. IPK, Rutin ve Validasyon Testleri Spesifikasyonlar1

Pilot iiretimde yiiriitiillen IPK, rutin ve validasyonu testleri Tablo 3-10’da

verilmistir

Tablo 3-10: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel’e ait
IPK, rutin ve validasyon testleri spesifikasyonlari

OpNo Operasyon Test Spesifikasyon
4 Kangtirma pH 7,2+0,5
9 Karistrma  Goriiniim Acik sar1, homojen emiiljel
pH 72+0,5
Viskozite 12000 cPs + %25
Miktar Tayini DDA %95,0-%105,0
TKK  %95,0-%105,0
Tanima(HPLC) Standart ve test ¢ozeltisi enjeksiyonlarindan elde edilen
Diklofenak ve Tiyokolsikozit piklerinin alikonma
zamanlar1 ayni olmalidir,
Mikrobiyolojik Toplam Aerobik Bakteri Sayist Maksimum 10%cfu/g
Kontrol Toplam Maya ve Kiif Sayisi Maksimum 10 cfu/g
P,aeruginosa Bulunmamali/g
S,aureus Bulunmamali/g
10 Tiip Dolumu Goriiniim Agik sar1, homojen emiiljel
pH 7,2+0,5
Viskozite 12000 cps = %15
Miktar Tayini DNa  %95,0-%105,0
THC  %95,0-%105,0
Tanima(HPLC) Standart ve test ¢ozeltisi enjeksiyonlarindan elde edilen

Ortalama Dolum
Agirhigt
Safsizlik Tayini

Mikrobiyolojik
Kontrol

Sizdirmazlik

Diklofenak ve Tiyokolsikozit piklerinin alikonma
zamanlar1 ayni olmalidir,

50 g+ % 10 (45,0-55,0 gr)

Tiyokolsikozit icin;

Kolsikozit : Maksimum % 0,5
Kolsisin : Maksimum % 0,5
Bilinmeyen her bir Safsizlik : Maksimum % 0,5
Toplam Safsizlik : Maksimum % 2,0

Raporlama Seviyesi : Maksimum % 0,1

Diklofenak Dietilamonyum ig¢in;
Diklofenak Safsizlik A : Maksimum % 0,5

Bilinmeyen her bir Safsizlik : Maksimum % 0,2
Toplam Safsizlik : Maksimum % 2,0
Raporlama Seviyesi: Maksimum % 0,1

Maksimum 10%cfu/g
Maksimum 10 cfu/g
Bulunmamali/g
Bulunmamali/g

Toplam Aerobik Bakteri Sayisi
Toplam Maya ve Kiif Sayisi
P,aeruginosa
S,aureus

Higbir tiipte sizdirma olmamalidir




3.8.3. Bitmis Uriin (Serbest Birakma) Spesifikasyonlar

Bitmis {iriin spesifikasyonlar1 Tablo 3-11’deki gibidir.
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Tablo 3-11: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel’e ait
Bitmis Uriin (Serbest Birakma) Spesifikasyonlari

Testler Spesifikasyonlar Kaynaklar
Gorliniim Acik sar1, homojen emiiljel Firma
Spesifikasyonu
pH 72+0,5 Avr. Farm.
Viskozite 12000 cps + %25 Avr. Farm.
Miktar Tayini (DDA)  9%95,0-%105,0 Firma
Spesifikasyonu
Miktar Tayini (TKK)  %95,0-%105,0 Firma
Spesifikasyonu
Ortalama Dolum 50 g+ %10 (45,0-55,0 g) uUSp
Agirhigr
Tanima (DDA-TKK) Standart ve test ¢ozeltisi enjeksiyonlarindan elde edilen Firma
Diklofenak ve Tiyokolsikozit piklerinin alikonma Spesifikasyonu
zamanlar1 ayni olmalidir
Safsizlik Tayini Tiyokolsikozit igin; Firma
Kolsikozit: Maksimum% 0,5 Spesifikasyonu
Kolsisin: Maksimum %0,5
Bilinmeyen her bir Safsizlik : Maksimum % 0,5
Toplam Safsizlik : Maksimum % 2,0
Raporlama Seviyesi : Maksimum % 0,1
Diklofenak Dietilamonyum i¢in;
Diklofenak Safsizlik A : Maksimum % 0,5
Bilinmeyen her bir Safsizlik: Maksimum % 0,2
Toplam Safsizlik: Maksimum % 2,0
Raporlama Seviyesi: Maksimum % 0,1
Mikrobiyolojik Toplam Aerobik Bakteri Sayisi Maksimum 10%cfu/g  Avr. Farm.
Kontroller Toplam Maya ve Kiif Sayisi Maksimum 10 cfu/g

Bulunmamali/g
Bulunmamali/g

P,aeruginosa
S,aureus




3.8.4. Numune Alma Plam

A: Karistirict
B: Pargalayici

Ust

Orta

C: Numune Alma Noktalar1

Alt

Sekil 3-1: Proses validasyonu i¢in yiiriitiillen kazandan numune
alma plam
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Tablo 3-12: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel’e ait
numune alma plani

Numune Alma Toplam
Op. No. Operasyon Test Noktas Nl}mune
Miktar:
4 Karistirma pH Alt-Orta-Ust 3x20 g
9 Karigtirma Goriinim Alt-Orta-Ust 3x20 g
pH Alt-Orta-Ust 3x20 g
Viskozite Alt-Orta-Ust 3x20 g
Miktar Tayini DDA Alt-Orta-Ust 3x20 g
TKK Alt-Orta-Ust 3x20 g
Tanima Alt-Orta-Ust -
Mikrobiyolojik Kontrol Alt-Orta-Ust 3x3x20 g
10 Tiip Dolumu Gortiniim Bas-Orta-Son 3x1 tiip
pH Bas-Orta-Son 3x1 tiip
Viskozite Bas-Orta-Son 3x1 tip
Miktar Tayini DDA Bas-Orta-Son 3x1 tip
TKK Bas-Orta-Son 3x1 tiip
Ortalama Dolum Agirlig1 Bas-Orta-Son 3x10 tiip
Safsizlik Tayini Bas-Orta-Son 3x1 tiip
Mikrobiyolojik Kontrol Bas-Orta-Son 3x3x1 tlip
Sizdirmazlik Bas-Orta-Son 3x1 tiip
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Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel validasyon
plani jel kazaninda igin yiiriitiilen numune alim sekli, asagidaki *de gosterildigi gibi
almmustir. Diklofenak Dietilamonyum %]1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel i¢in
numune alma plani Tablo 3-12°de verilmistir. Tiip dolum asamasinda prosesin bast, ortasi

ve sonunda belirtilen sayilarda numune alinir.

3.9. Pilot Uretim Stabilite Calismalar

50g’lik  aliminyum tiiplere  doldurulan  Diklofenak  Dietilamonyum
%1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel iriiniiniin ICH QO6A Specifications ve ICH
QIA(R2) Stability Testing of New Drug Substances and Products kilavuzlari
dogrultusunda pilot iiretim serilerine uzun, ara ve kisa donem stabilite ¢aligmalari
yiriitiilmustiir (Tablo 3-13-15).

Tablo 3-13: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
Bitmis Uriin Raf Omrii Spesifikasyonlari

Testler Spesifikasyonlar Kaynaklar

Goriiniim Acik sar1, homojen emiiljel Firma Spesifikasyonu
pH Bilgi amaghdr, Avr, Farmakopesi
Tanima Standart ve test ¢ozeltisi Firma Spesifikasyonu

enjeksiyonlarindan elde edilen Diklofenak
ve Tiyokolsikozit piklerinin alikonma
zamanlar1 ayni olmalidr,

Viskozite Bilgi amachdir, Ph,Eur
Ortalama Dolum Agirligi 50,0 g + %10 (45,0-55,0 gr) USP
Miktar Tayini %90,0-%110,0 -
Diklofenak Dietilamonyum %90,0-%110,0
Tiyokolsikozit
Safsizlik Tayini Maksimum: %0,5 -
Tiyokolsikozit Maksimum: %0,5
Kolsikozit Maksimum: %0,5
Kolsisin Maksimum: %2,5
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik
Toplam Safsizlik
Safsizlik Tayini Maksimum: %0,5 -
Diklofenak Dietilamonyum Maksimum: %0,2
Diklofenak Safsizlik A Maksimum: %2,5

Bilinmeyen Her Bir Safsizlik
Toplam Safsizlik

Mikrobiyolojik Kontroller Avr, Farmakopesi
Toplam Aerobik Bakteri Say1 Maksimum 10 CFU/g
Toplam Maya ve Kiif Sayisi Maksimum 10 CFU/g
P,aeruginosa Bulunmamali /g
S aureus Bulunmamali /g
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Tablo 3-14: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
Stabilitesi Test Edilen Seriler

Seri No Uretim Tarihi Son Kullanma Tarihi Seri Biiyiikliigii (Tiip)
DT424001 Eylil 2014 Eylil 2016 3.000
DT424002 Eylil 2014 Eylil 2016 3.000

Tablo 3-15: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
Stabilite Periyotlar1 ve Kosullari

Calisma kosullar: Sicakhik Bagil nem Test periyotlar1 (ay)
Uzun siireli stabilite 25°Cx2°C %60+ %5 0,3,6,9,12, 18,24
Ara stabilite 30°C+2°C %65+ %5 0,3,6,9,12
Hizlandirilmis stabilite 40°C=x2°C %75+%5 0,3veb

3.10. Etken Maddelerin in vitro ilac Sahm Cahsmasi
Emiiljel formiilasyonunun in vitro penetrasyon c¢alismalarinda, sentetik
membrandan gecis testi yiiriitilmiistiir. Sentetik membran, yarim saat reseptor faz (pH

7,4 Fosfat Tamponu) i¢cinde bekletilmistir.

in vitro penetrasyon ¢alismalarinda franz hiicrelerinin hacmi 12 mL, difiizyon
alan1 1,77 cm?, dénme hiz1 500 rpm olan PermeGear Franz Difiizyon Sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. pH 7,4 fosfat tamponu reseptor faz olarak kullanilmistir. Reseptor faz
ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra hiicrelere doldurulmus, her bir hiicreye birer

karistirict magnet konulmustur.

Membranlar dikkatlice Franz diflizyon hiicrelerine hiicrelerin iizerinde hava
boslugu olmayacak sekilde yerlestirilmistir. Sistemin su banyosu 37 °C’e sabitlenmistir.
Donor faz olarak her bir iiriinde 1 g numune olacak sekilde uygulanarak yiiriitiilmiis ve
tizerleri parafilm ile kapatilmistir. Her bir formiilasyon i¢in 2’ser hiicre ile ¢alisilmis ve 4
yollu tasarimi Tablo 3-16°de verildigi gibi yiiriitiilmiistiir. 6 saatlik siire boyunca reseptor
fazdan bir defa 1 mL 6rnek alinmis, hacmine reseptor faz ile tamamlanarak membrandan

Diklofenak Dietilamonyum ve Tiyokolsikozit ge¢isi degerlendirilmesinde kullanilmistir.

1 g numunede 11,6 mg Diklofenak Dietilamonyum, 2,5 mg ise Tiyokolsikozit
etken madde bulunmaktadir. pH 7,4 reseptdr fazinin 12 mL’lik franz hiicresinden
tamaminin gegisi ile konsantrasyon Diklofenak Dietilamonyum i¢in 11,6mg/12mL = 0,96
mg/mL, Tiyokosikozit konsantrasyonu ise 2,5mg/12mL = 0,208 mg/mL’ye ulasacaktir.
Reseptor fazda etken maddelerin 10 katina kadar konsantrasyonda (sirastyla 9,6 mg/ml

ve 2,08 mg/mL) sink kosulu saglayacak sekilde ¢alisma yiiriitilmiistir.



Tablo 3-16: in vitro permeasyon ¢aliyma tasarimi ve numune bilgisi
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Numune Ad1

Voltaren Referans Uriin
Voltaren Referans Uriin
Muscoril Referans Uriin
Muscoril Referans Uriin

Voltaren+Muscoril Referans Uriinlerin
Manuel Karigimi

Voltaren Muscoril Referans Uriinlerin
Manuel Karigimi

Diklofenak Dietilamonyum
%1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
Diklofenak Dietilamonyum
%]1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel

Franz Hiicre No

BHOW N ==

Seri No
w0020
W0020
1MO005
1MO005

W0020 + 1M005

W0020 + 1M005

DT424002

DT424002

SKT
Ekim/2014
Ekim/2014

Aralik/2015
Aralik/2015

Ekim/2016

Ekim/2016
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4. BULGULAR

4.1. Etken Maddelere Ait Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklere ait Bulgular

4.1.1. Diklofenak Dietilamonyum Tanima
Etken madde ve referans standart maddenin IR spektrumlarina ait bulgular asagida

verilmistir (Sekil 4-1).

1051 w
%T |

90—

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750
DIKI ENAK DIETILAMONYUM Lot:DI 14001

1/em
100~
%T |

75—
50 |
25— \

{

4000. 3500 3dOC 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750
1lem

Sekil 4-1: Diklofenak dietilamonyum ve referans standarta ait karsilastirmal ir
spektrumu (# DDA/19120046-WS-12-15/-3)
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Diklofenak dietil amonyum etken maddesine ait analiz sertifikas1 Sekil 4-2°de

verilmistir

d © CORPORATE OFFICE : Plot No.109-D. Mahendra Industrial Estate,

j =B - ' Ground Floor, Road No.29, Sion (East), Mumbai - 400 022. {India)
A Aarti Drugs Limited

Tel.: 9122 2407 2249 « Fax : 91 22 2407 0144/ 2407 3462
Email:sales @ aarlidrugs.com « Website . www.aartidrugs.com
IManutfacturers of : Bulk Drugs & Chemicals

REGD. OFFICE : Plot No. N-198, MIDC, Tarapur, Tal-Palghar,
Dist. Thane - 401 506 {M.H.) INDIA Tel. : 91-2525 2702598/2718399
Fax : 81 2525 273368

QUALITY CONTROL
CERTIFICATE OF ANALYSIS

PRODUCT NAME : DICLOFENAC DIETHYLAMINE BP

BATCH NO. : DDA/14040010

MFG. DATE : April '2014 A.R.NO. 1 FG/14979

EXP. DATE : Mar 2019 RELEASE DATE | : 18/04/2014

gg TESTS SPECIFICATION RESULTS

1 Characters A white or light beige, crystalline powder A white crystalline powder

Sparingly soluble in water and in acetone,
freely soluble in ethanol {96%) and in
methanol, practically insoluble in 1 M
sodium hydroxide.

Sparingly soluble in water and in
acetone, freely soluble in ethanol {96%)
and in methanol, practically insoluble in
1 M sodium hydroxide.

' 2 Solubility

It melts at about 152.4 °C, with
decomposition.

3 Melting point It melts at about 154 "C, with decomposition

4 Identification
A. | R Spectrum IR absorption spectrum of sample is
Concordant with IR absorption spectra

of diclofenac diethylamine WS

The Infrared absorption spectrum of sample
is concordant with Infrared absorption
spectrum of diclofenac diethylaming WS

B. TLC

The principal spot obtained in test solution is | The principal spot in the test matches

similar in position and size to the principat
spot obtained with reference solution (a).

with reference solution (a)

5 Acidity or alkalinity

PH of 1.0 % w/v solution in ethanol (10 %) is
in between 6.4 t0 8.4

7.05

6 Clarity and colour of

f solution

5 % wiv solution in methanol is clear. The
absorbance of the solution measured at 440
nm is not greater than 0.05

5 % wiv solution in methanol is clear.

The absorbance of the solution
measured at 44C nm is 0.0073

7 Heavy metals

Not more than 10 ppm, determined on 2.0 g

Less than 10 ppm

Related substances

* Any Know impurity Not more than 0.2 % Not detected.
« Any unknown Impurity Not more than 0.10 % Not detected.
« Total impurities Not more than 0.5 % Not detected.
9 Loss on drying Not more than 0.5 %, determined on 1.0g
when drying at a pressure not exceeding 1 0.13%
kPa for 24 hrs.
10 | Sulphated ash Not more than 0.1 %. Using 1 g 0055 %
1 Assay by potentiometrically Not less than 99 % and not more than
101 % of CisHz2 Cl2N20O, calculated with 99.30 %

reference to the dried substance

QOpinion : The above muterial passes as per BP Specification.
Analyzed By ,xﬁ:( Checked By jd‘.r . f": Approved By . & &L
Date ~18/04/2014 Date T 18/04/2014 Date T18/04/2014

Factory Address — Plot No. - G60, MIDC, Tarapur, Boisar - 401 506, Dist — Thane, Maharashtra, INDIA.
Tel. No. - 02525 271241, 271924 Fax - 271001 Email - adlg60@aartidrugs.com

Sekil 4-2: Diklofenak Dietilamonyum etken maddesinin analiz sertifikas1 (Aarti
Drugs - #DDA/14040010)
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4.1.2. Tiyokolsikozit Tanima

Tiyokolsikozit etken madde ve referans standart maddenin IR spektrumlarina ait

bulgular Sekil 4-3’de verilmistir.

L e

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750

TIYOKOLSIKOSID ALCHEM ot 077102407027 1lem
100—
%T |
75—
50_
251

A T e IN—————— T C— S——

4000 350 3000 250 2000 1750 1500 1250 1000 750
TIYOKOLSIKOSID std ALCHEM THN-013 1lem

Sekil 4-3 - Tiyokolsikozit etken maddesi ve standardina ait IR spektrumu
(#077102407027- THN-013)

Tiyokolsikozit etken maddesine ait analiz sertifikas1 Sekil 4-4’de verilmistir
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CERTIFICATE OF ANALYSIS
8% 12015 DATE OF ISQUING  : 08/08/201)
PRODUCY : THIOCOLCHICOSIDE BATCH NO, : 077102907027
NTE OF MFC, D107 /2013 MFQ BY : ALCHEM
QUANTITY : 2.800 Kgs. BATCH SIZE : 12,800 Kgs.
LATGOF EXOIRY  : 1001208 PageMo. iTof2
SAMPLING DATA
CDATE UF SAMPLING: G3/03/2013 SAVPLE UANTITY: 30 gaw.
* QUANTITY ACTUALLY SR 16 ANALYSIS 20 s PRODUCT BPECIFICATION NO: 0771/Y-Revi08 |
LRAXALY RETAINED AN CONTROL SAMPLE: 00 gvs. _APALY (WAL PROTCCUL HO. 10773 /Y Hanid |
'rl-‘.ﬁ‘_ljs . e mqmnmwrmmm RESULTS
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practicelly lnsomble (1 gm in 2 | other ard ccatone.

SULPHATED ASHL  NMTO2% " . D O%
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RUALATED SBUBHTANCLE Ly TI4 1
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1) .
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Sekil 4-4: Tiyokolsikozit etken maddesinin analiz sertifikas1 (Alchem

#077102407027)
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4.2. Etken Maddelerin Miktar Tayinine Ait Bulgular

4.2.1. Diklofenak Dietilamonyum Sonuclari

Elde edilen sonuglar, iiretici analiz sonuglar1 ile kiyaslamali olarak asagida

verilmistir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Diklofenak Dietilamonyum hammaddede yapilan etken maddesi miktar
tayini analiz sonuclar

TEST Spesifikasyonlar Sonug Aarti Drugs — DDA/14040010
Miktar Tayini %99-101 o o
(Potansiyometrik) (kuru madde) 7099,4 799,30

Formiilasyon gelistirme ¢alismalar1 sonrasinda elde edilen nihai formiil iizerinden
yiiriitiilen, iki seri bitmis {irline ait etken madde miktar tayini sonuglar1 Tablo 4-2‘de
verilmistir.

Tablo 4-2: Bitmis iiriinlere yiiriitiillen Diklofenak Detilamonyum Miktar Tayini
Sonuclari

. Seri No: Seri No:
TEST Spesifikasyonlar DT424001 DT424002
Miktar Tayini (YBSK) %95,0-105,0 %97,7 %102,0

4.2.2. Tiyokolsikozit Sonuclari

Elde edilen sonuglar, iiretici analiz sonuglari ile kiyaslamali olarak Tablo 4-3°de

verilmistir.

Tablo 4-3: Tiyokolsikozit hammaddede yapilan miktar tayini analiz sonug¢lari

TEST Spesifikasyonlar Sonug Alchem;077102407027

%098,0 - %102,0

Miktar Tayini (YBSK) (kuru madde)

%99,6 %100,5

Formiilasyon gelistirme ¢aligmalari1 sonrasinda elde edilen nihai formiil {izerinden
yiiriitiilen iki pilot seri bitmis {irline ait etken madde miktar tayini sonuglar1 Tablo 4-4‘de

verilmistir.

Tablo 4-4 - Bitmis iiriinlere yiiriitiilen Tiyokolsikozit miktar tayini sonugclari

Seri No: Seri No:
DT424001 DT424002

Miktar Tayini (YBSK) %95,0-105,0 %102,6 %99,9

TEST Spesifikasyonlar
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4.3. Etken Madde Tlgili Bilesikler (Safsizlik) Analizine Ait Bulgular

4.3.1. Diklofenak Safsizlik Sonuclar:
Yapilan tayinde gegerli spesifikasonlar1 ve elde edilen bulgular Tablo 4-5‘de
verilmistir.

Tablo 4-5 —Diklofenak Dietilamonyum hammaddede yapilan safsizlik analizi
sonuclari

Etken Madde Elde Edilen Bulgu Elde Edilen Bulgu
Analiz tarihi Haziran/2014 Haziran/2014
Seri No DDA/14040010 DDA/14040010
Ilgili Bilesikler Tayini Spesifikasyon SONUCLAR
Her bir bilenen safsizlik (Safsizhik A) Maks, %0,2  Tespit Edilmedi Tespit Edilmedi
Her bir bilinmeyen safsizhik Maks %0,1 %0,03 Tespit Edilmedi
Toplam Safsizhk Maks, %0,5 %0,05 Tespit Edilmedi

Formiilasyon gelistirme ¢alismalar1 sonrasinda elde edilen nihai formiil iizerinden

yiiriitiilen, iki pilot serisinin bitmis iiriin safsizlik sonuglar1 Tablo 4-6‘da verilmistir,

Tablo 4-6: Bitmis iiriinlere yiiriitiillen Diklofenak Dietilamonyum safsizlik analizi
sonuclan

TEST Spesifikasyonlar DSTe2124N000:1 DSI?ZIZ4N00(;2
Diklofenak Safsizhk A Maks %0,5 <RS <RS
Bilinmeyen her bir safsizhik Maks %0,2 <RS <RS
Toplam safsizhik Maks %2,0 <RS <RS

4.3.2. Tiyokolsikozit Safsizlik Sonuclari
Diklofenak dietilamonyum etken maddesi analizlerinde ilgili bilesikler
(safsizlik) tayin edilmektedir, EMAD ve BP metoduna gore yapilan tayinde gecerli

spesifikasonlar1 ve elde edilen bulgular Tablo 4-7°de verilmistir.

Tablo 4-7: Tiyokolsikozit hammaddede yapilan safsizlik analizi sonuglar

Etken Madde Elde edilen bulgu Alchem
Analiz tarihi Haziran/2014 Temmuz/2013
Seri No 077102407027 077102407027
ilgili Bilesikler Tayini Spesifikasyon SONUCLAR
N-Deasetil-n-formil Maks. %0,5 20,01 %0,01
Kolsikozit Maks. %0,5 %0,41 %0,40
Kolsisin Maks. %0,5 %0,06 %0,06
3-O-Demetil Tiyokolsisin Maks. %0, 1 Tespit Edilmedi <TL
Toplam Safsizhk Maks. %1,5 %0,48 %0,47

Not: 3-O-Demetil Tiyokolsisin’in tespit limiti (TL) % 0,01 'dir,
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Formiilasyon gelistirme ¢alismalar1 sonrasinda elde edilen nihai formiil iizerinden

yiriitiilen, iki pilot seri bitmis {irline ait safsizlik sonuglar1 Tablo 4-8°de verilmistir,

Tablo 4-8: Bitmis iiriinlere yiiriitiilen Tiyokolsikozit safsizhik analizi sonuclar:

TEST Spesifikasyonlar Seri No: DT424001  Seri No: DT424002
Kolsikozit Maks %0,5 %0,446 %0,430
Kolsisin Maks %0,5 <RS <RS
Bilinmeyen her bir safsizhk Maks %0,5 <RS <RS
Toplam Safsizhik Maks %2,0 20,446 %0,430

Raporlama Seviyesi (RS): % 0,1

4.3.3. Referans Uriinlerin Bilesimi ve Analize ait Bulgular

1®

Voltaren Emulgel™’e

sunulmustur (Tablo 4-9).

ait fiziksel ve kimyasal karakterizasyonun ozeti

Tablo 4-9: Voltaren Emulgel (Diklofenak Dietilamonyum) %1 analiz sonug¢lar:

Ulke Almanya
Lot No W0020
Son Kullanma Tarihi Ekim/2014
TESTLER SONUCLAR
Goriiniis Beyaz veya beyaza yakin, yamusak, homojen, krem-benzeri jel
Tanima Uygun
Ortalama Agirhk 100 g
Viskozite (20 °C) 9338 ¢cp
pH 7,30
Miktar Tayini %98,5
Safsizhk Tayini

Diklofenak Safsizhik A <RS (% 0,008)
Her Bir Bilinmeyen Safsizhk % 0,23
Toplam Bilinmeyen Safsizhk % 0,23

Raporlama Seviyesi (RS): %0,1

Muscoril (Tiyokolsikozit) Merhem’e ait fiziksel ve kimyasal karakterizasyonun

0zeti sunulmustur (Tablo 4-10).
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Tablo 4-10 - Muscoril (Tiyokolsikozit) Merhem %0,25 Analiz Sonuclari

Ulke Tiirkiye
Lot No: 1MO005
Son Kullanma Tarihi Aralik/2015
TESTLER SONUCLAR
Goriiniis Yumusak, agik sar1 renkte, homojen merhem
Tamma Uygun
Ortalama Agirhk (g) 30,5
Viskozite 30244 cps
pH 4,6
Tiyokolsikozit Miktar Tayini %102,0
Safsizhik Tayini

Kolsikozit %0,04
Kolsisin T,E,
Bilinmeyen Her Bir Safsizhk %0,01
Toplam safsizhk %0,05

4.3.4. Gecimlilik Calismalarina Ait Bulgular
Diklofenak Dietilamonyum ve Tiyokolsizit hammaddeleri ile geg¢imlilik
calismalar1 sonucunda etken madde ve yardimci madde karisimlarinda herhangi bir

fiziksel degisiklik g6zlenmemistir.

Ayrica Diklofenak Dietilamonyum %1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
formiilasyon c¢aligsmalarinda kullanilacak c¢oziiciiler ile yapilan gegimlilik caligmasi
sonucu metot boliimiinde yer alan Tablo 4-11 belirtilen stabilite sartlarinda 1’er aylik
stabiliteleri gozlenmis ve gecimlilik agisindan sorun teskil edecek bulguya
rastlanmamamastir.

Tablo 4-11 - Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel’

formiilasyon ¢alismalarinda kullanilacak ¢éziiciiler ile yapilan gecimlilik ¢aligmasi
bulgular

No Etken Mad.: Yardime: Mad. Kg;;ﬁ‘l‘l“ 25°C+2,60%RH=5 40°C+2,75%RH%5
Kapah Kapah

1 Diklofenak Dietilamonyum - Uygun Uygun

2 Tiyokolsikozit - Uygun Uygun

3 Diklofenak Dietilamonyum+ Tiyokolsikozit 1:1 Uygun Uygun

4 Diklofenak Dietilamonyum + IPA 1:(y.m.) Uygun Uygun

5 Tiyokolsikozit + Su 1:(y.m.) Uygun Uygun

6 (Diklofenak Dietilamonyum+IPA) + 11 Uygun Uygun

(Tiyokolsikozit+Su)
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4.4. Bitmis Uriin Miktar Tayini Analitik Metot Validasyon Calismalarina Ait

Bulgular

4.4.1. Dogruluk

Calisma konsantrasyonun %70, %100 ve %130 seviyelerinde 3 paralel numune

ile yontem boliimiinde belirtildigi gibi hazirlanip analiz edilmistir. Sonuglar, Diklofenak

Dietilamonyum ve Tiyokolsikozit i¢in sirastyla Tablo 4-12 ve Tablo 4-14’de, sonuglarin

degerlendirildigi 6zet tablo ise Tablo 4-13 ve Tablo 4-15’de sunulmustur.

Tablo 4-12: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel iiriiniinde
diklofenak dietilamonyum geri kazanim sonuglari

Numune

Bulunan Geri

No Seviye(%) Tartmi (mg) Miktar (mg) Kazamm (%) Ortalama SD  %RSD

81,47 83,22 102,14
83,20 102,12
81,72 83,75 102,49

1 %70 102,18 0,28 0,27
83,74 102,47
81,72 83,34 101,98
83,25 101,87
116,78 119,70 102,50
119,58 102,40
116,69 119,92 102,77

2 %100 102,50 0,24 0,23
119,89 102,74
116,45 119,14 102,31
119,09 102,26
150,99 153,66 101,77
153,79 101,86

3 %130 150,16 153,11 101,96 101,98 0,18 0,17
153,13 101,98
150,71 153,88 102,11
154,07 102,23

Ortalama% 102,22
SD 0,26
RSD % 0,25

Tablo 4-13: Her bir Diklofenak Dietilamonyum konsantrasyonu seviyesindeki geri
kazamim ortalama sonuc¢larinin degerlendirmesi

Seviye (%) Diklofenak Dietilamonyum Ortalama Sonuglar

%70
%100
%130

Ortalama
SD

%RSD

%102,18
%102,50
%101,98
%102,22
0,26
0,25
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Tablo 4-14: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
iiriiniinde tiyokolsikozit geri kazanim sonuglari

Nunume Tartim1  Bulunan Miktar Geri Kazanim Ortalama

3 0, 0,
No Seviye(%) (mg) (mg) (%) (%) SD %RSD
17,66 100,54
17,56
17,65 100,52
17,78 100,28
1 %70 17,73 101,21 1,32 1,30
17,81 100,47
18,15 102,77
17,66
18,14 102,70
25,87 100,64
25,71
25,87 100,61
25,78 101,79
2 %100 25,33 100,85 0,96 0,95
25,84 102,01
25,22 100,02
25,21
25,22 100,03
32,47 99,34
32,68 ’ ’
32,50 99,44
32,30 99,03
3 %130 32,62 99,47 0,45 0,45
32,33 99,12
32,48 99,87
32,52
32,53 100,04
Ortalama 100,51
SD 0,92
% RSD 0,91

Tablo 4-15: Her bir Tiyokolsikozit derisimi seviyesindeki geri kazanim ortalama
sonuclarimin degerlendirmesi

seive %) gt
% 70 %101,21
% 100 %100,85
% 130 %99,47
Ortalama %100,51
SD 0,92
%RSD 0,91

Kabul Kriteri: Her bir seviye i¢in % geri kazanim degerleri, %97,0 ila %103,0

araliginda olmalidir.

Test sonucu bulunan konsantrasyon

Cori K 07 — 100
eri Kazamm (%) Teorik konsantrasyon g

Sonucglarin  kabul kriterine uygun oldugu tespit edilmis ve Diklofenak
Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel, YBSK cihazi ile miktar tayini

yontemi i¢in dogruluk parametresi validasyonu gergeklestirilmistir.
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4.4.2. Kesinlik

4.4.2.1. Yontem Kesinligi
Miktar tayini validasyonu yontem kesinligi ¢aligmasinda elde edilen sonuglar
Diklofenak Dietilamonyum i¢in Tablo 4-16’de, Tiyokolsikozit i¢in Not: %! Diklofenak

Sodyum, %1,16 Diklofenak Dietilamonyum’a esdegerdir.

Tablo 4-17°de verilmistir

Tablo 4-16: Diklofenak Dietilamonyum %1,16/ Tiyokolsikozit %0,25 Emiillel’de
Diklofenak Dietilamonyum i¢in miktar tayini yontem kesinligi sonug¢lar:

YBSK Cihazi Test Sonug g/100g jel % Sonuc¢
1 1,04 103,58
2 1,05 104,48
Shimadzu 3 1,05 104,89
4 1,05 104,93
5 1,05 105,46
6 1,06 105,52
Ortalama 1,05 104,81
SD 0,01 0,71
%RSD 0,69 0,68

Not: %1 Diklofenak Sodyum, %1,16 Diklofenak Dietilamonyum’a esdegerdir.

Tablo 4-17: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel’de
Tiyokolsikozit miktar tayini yontem Kesinligi sonuclar:

YBSK Cihaz1 Test Sonug g/100 g jel % Sonuc¢

1 0,26 103,52
2 0,26 104,82
Shimadzu 3 0,26 104,76
4 0,26 104,77
5 0,26 104,38
6 0,26 104,27
Ortalama 0,26 104,42

SD 0,00 0,50

%RSD 0,48 0,48

Kabul Kriteri:

Sonuglar spesifikasyon dis1 olmamalidir. Sonuglarin ortalama degerleri %RSD en

fazla %2,0 olmalidir.

Sonuglarin kabul kriterine uygun oldugu tespit edilmistir.
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4.4.2.2. Laboratuvar ici Kesinlik

Ayni cihazda ilk giin ve sonrasinda yiiriitiilen 3.giin analiz sonuglari, Diklofenak
Sodyum i¢in Tablo 4-18 ve Tablo 4-20’de, Tiyokolsikozit icin ise Tablo 4-19 ve Tablo
4-21°de verilmistir.

Tablo 4-18: Diklofenak Dietilamonyum %1,16/ Tiyokolsikozit %0/25 Emiiljel
Diklofenak Sodyum i¢in miktar tayini laboratuvar ici kesinlik sonuclari (1.giin)

Cihaz Test Sonug g/100 g jel Sonug¢
1 1,03 102,72
2 1,04 103,71
. 3 1,04 103,84
Shimadzu
4 1,04 104,35
5 1,04 104,09
6 1,05 104,79
%Ortalama 1,04 103,92
SD 0,01 0,70
%RSD 0,67 0,67

Tablo 4-19: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
Tiyokolsikozit icin miktar tayini laboratuvar ici kesinlik sonuglari (3.giin)

Cihaz Test Sonug g/100 g jel Sonug
1 0,26 103,64
2 0,26 103,85
Shimadzu 3 0,26 103,93
4 0,26 104,42
5 0,26 104,21
6 0,26 104,45
% Ortalama 0,26 104,08
SD 0,00 0,33
%RSD 0,32 0,32

Tablo 4-20: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
Diklofenak Sodyum i¢in analist 1 ve 2’nin miktar tayini ortalama sonuclar

Analiz Tekrar Cihaz Ortalama Sonuglar (%)
ilk Giin Shimadzu 104,81
3 Giin sonrasi Shimadzu 103,92
Ortalama Sonuglar aras1 % Fark 0,89

Tablo 4-21: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
Tiyokolsikozit icin 1. ve 3. giinde miktar tayini ortalama sonuclari

Analiz Tekrari Cihaz Ortalama Sonuclar (%)
ilk Giin Shimadzu 104,42
3 Giin sonrasi Shimadzu 104,08

Ortalama Sonuglar Arasi1 % Fark 0,34
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Kabul Kriteri: Sonuglar spesifikasyon disi olmamalidir. Sonuglarin ortalama
%RSD degerleri en fazla %2,0 olmalidir. Iki farkli giinde yapilan galigmanin ayr1 ayri

ortalamalar1 arasindaki fark %3,0’ten fazla olmamalidir.

Sonuglarin kabul kriterine uygun oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler

analitik yontemin laboratuvar i¢i degisikliklerden etkilenmedigi bulunmustur.

4.4.2.3. Sistem Uygunluk

Miktar tayini sistem uygunluk parametresi sonuclari, Tablo 4-22 ve Tablo 4-23’de
verildigi gibi bulunmustur.

Tablo 4-22: Diklofenak icin sistem uygunluk sonuc¢lari

Enjeksiyon Sayisi Alan Kuyruklanma Faktorii
1 5341194,8 1,27
2 5342071,6 1,27
3 5342075,2 1,27
4 5333068,4 1,28
5 5339633,6 1,28
6 5323399,3 1,28
Ortalama 5336907,1 1,28
SD 7435 0,00
%RSD 0,1 0,2

Tablo 4-23: Tiyokolsikozit icin sistem uygunluk sonuclari

Enjeksiyon Sayisi Alan Kuyruklanma Faktorii
1 1888682,7 1,48
2 1889410,5 1,48
3 1890038,0 1,49
4 1886475,9 1,48
5 1888232,4 1,49
6 1882751,7 1,49
Ortalama 1887598,5 1,49
SD 2667 0,00
%RSD 0,1 0,2

Sistem uygunluk i¢in kabul kriterleri, standart c¢ozeltisinin ardisik 6
enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardaki Diklofenak ve Tiyokolsikozit pik
alanlarinin RSD’si %2,0” dan fazla olmamasidir. Diklofenak ve Tiyokolsikozit piklerinin

kuyruklama faktorii <2,0 olmalidir.

Sonuglar degerlendirildigine kabul kriterine gore uygun veriler elde edilmistir.
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4.4.3. Spesifiklik (Specifity)
Filtre etkisi sonuglar1 Diklofenak Detilamonyum igin Tablo 4-24’de;
Tiyokolsikozit i¢in Tablo 4-25’da verilmistir.

Tablo 4-24: Spesifiklik testi Diklofenak Detilamonyum filtre etkisi icin sonuc
tablosu

Standart Numune
Filtre Tipi Alan % Fark Alan % Fark
Filtresiz 5286032,2 - 5885047,8 -
NYLON 5267001,3 0,4 5910453,2 0,4
PTFE 5325336,1 0,7 5665116,6 3,7
RC 5298363,1 0,2 5804080,5 1,4

Tablo 4-25: Spesifiklik testi Tiyokolsikozit filtre etkisi icin sonuc tablosu

Standart Numune
Filtre Tipi Alan % Fark Alan % Fark
Filtresiz 2056750,5 - 2490537,4 -
NYLON 2049494,0 0,4 2500207,2 0,4
PTFE 2071926,3 0,7 2476536,6 0,6
RC 2061523,2 0,2 2481783,1 0,4

Pik Tanimlamasi, Kor ve Plasebo Etkisi sonuglar1 Tablo 4-26 ve Tablo

4-27’de verilmistir.

Tablo 4-26: Spesifiklik testi Diklofenak pik tammmlamasi, kor ve plasebo etkisi i¢cin
sonuc tablosu

Solvent Ad1 Alikonma Zamam Pik Saflik Indisi Single Point Threshold
Coziicii - - -

Plasebo - - -
Diklofenak Dietilamonyum (Numune) 20,87 1,000000 0,999964
Diklofenak Sodyum (Standart) 20,86 0,999999 0,999970
Diklofenak Safsizhk A 19,99 - -

Tablo 4-27 - Spesifiklik testi Tiyokolsikozit pik tanimlamasi, kor ve plasebo etkisi
icin sonuc tablosu

Solvent Ad1 Alilkonma Zamam Pik Safligi indisi Single Point Threshold
Coziicii - - -

Plasebo - - -
Tiyokolsikozit (Numune) 3,71 0,999997 0,999975
Tiyokolsikozit (Standart) 3,70 0,999998 0,999970
Kolsikozit 2,54 - -

Kolsisin 7,93 - -
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Spefisifiklik sonuglarina gore, etken maddenin alikonma zamaninda plasebodan
ve ¢oziiciden gelen herhangi bir pik tespit edilmemistir. Etken madde piki saftir ve
sonuglar kabul kriterlerine uygun bulunmustur. Filtre etkisi sonuglarina gére 0,45um

Nylon filtrenin analiz i¢in uygun oldugu gézlenmistir.

4.4.4. Dogrusallik

Standart bilesigi Dikolofenak Sodyum ile elde edilen sonucglar Tablo 4-28 ve
Tablo 4-29 ile Sekil 4-5 ve Sekil 4-6’de verilmistir. Sonuglar kabul kriterlerine
degerlendirilmesi Tablo 4-30 ve Tablo 4-31°de Ozetlenmistir. Elde edilen sonuglar
GEREC ve YONTEM béliimiinde belirlenen kabul kriterlerine uygundur ve sonug olarak

bu derisim araliginda derisime bagl alan degerinin dogrusal oldugu kanitlanmustir.

Diklofenak Sodyum
8000000 Y y = 3E+07x - 80971
7000000 2
P R?=0,9992
6000000 i
5000000
% 4000000 / —o—diklofenak sodyum
= 3000000
2000000
1000000 —— Dogrusal (diklofenak
0 T T 1 SOdyum)
0,00000  0,10000  0,20000  0,30000
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4-5: Diklofenak Sodyum dogrusallik grafigi

Tablo 4-28: Diklofenak (Sodyum) miktar tayini yontem validasyonu icin
dogrusallik sonuclari

Standart

Konsantrasyon Konsantrasyon Alan Hesaplanan Fark F ar‘klarln ,
Seviyesi (%) (mg/ ml) (x) Ortalamasi (y) Alan (yca) (Y-Yeal) karesi (y-ycal)
%70 0,140 3893552 3906703 -13151 172958842
%80 0,159 4469597 4447888 21709 471277174
%90 0,179 4983529 5017555 -34027 1157825440
%100 0,199 5641634 5587223 54411 2960583676
%110 0,219 6117887 6156891 -39004 1521338604
%120 0,239 6747147 6726559 20588 423882454
%130 0,259 7285700 7296226 -10526 110796975
RSS 6818663165

%RSD 36928,75

%RRSD 0,65
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Tiyokolsikozit
y =4E+07x - 38415
3000000 R2=10,9994
2500000 /./
2 2000000 Vi —e—tiyokolsikosit
= 1500000 p
—— Dogrusal
1000000 (tiyokolsikosit)
500000 —— Dogrusal
0 : ‘ (tiyokolsikosit)
0,00000 0,05000 0,10000
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4-6: Tiyokolsikozit dogrusallik grafigi

Tablo 4-29: Tiyokolsikozit miktar tayini yontem validasyonu icin dogrusallik
sonuclari

Standart

Konsantrasyon Konsantrasyon Alan Hesaplanan Fark (y-ye) Far.klarln ,
Seviyesi (%) (mg/ ml) (x)  Ortalamasi (y) Alan (yca) karesi (y-ycal)
%70 0,0348 1450902 1450079 823 676678
%80 0,0398 1666807 1662721 4086 16692529
%90 0,0448 1859268 1875363 -16095 259042783
%100 0,0497 2105045 2088005 17041 290379639
%110 0,0547 2290144 2300647 -10503 110307952
%120 0,0597 2522188 2513289 889 79197283
%130 0,0647 2721680 2725931 -4251 18066776
RSS 774363639
%RSD 12444,79
%RRSD 0,59

Tablo 4-30: Diklofenak (Sodyum) dogrusallik kabul kriterleri degerlendirmesi

R? 0,999
RSS 6818663165
Residual Standard Deviation 36928,8
Relative Residual Standard Deviation % 0,65
Y. .
kesim x100 % 1,44

%100’'lik std alant

Tablo 4-31: Tiyokolsikozit dogrusallik kabul kriterleri degerlendirmesi

R? 0,999
RSS 774363639
Residual Standard Deviation 12444,8
Relative Residual Standard Deviation % 0,59
Y.
kesim x100 % 1,82

%100’'lik std alant
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4.4.5. Uygulama Arahg
Uygulama aralig1 parametresi ¢alismasinin sonuglar1 Diklofenak Dietilamonyum

icin Tablo 4-32 ve Tiyokolsikozit i¢in Tablo 4-33’de verilmistir.

Tablo 4-32: Diklofenak Dietilamonyum i¢in uygulama arahg tablosu

Enjeksiyon sayis1 Alt Seviye Alam (%70) Ust Seviye Alani(%130)

1 3890139 7293965
2 3901608 7291712
3 3893432 7268278
4 3892061 7266803
5 3891829 7296617
6 3892242 7296827
Ortalama 3893551,8 7285700,3
SD 4085,8 14199,1
%RSD 0,105 0,195

Tablo 4-33: Tiyokolsikozit icin uygulama aralig tablosu

Enjeksiyon sayis1 Alt Seviye Alam (%70) Ust Seviye Alami(%130)

1 1450558 2714226

2 1453768 2725234

3 1450835 2730551

4 1450080 2721579

5 1450730 2721634

6 1449438 2716857

Ortalama 1450901,5 2721680,1
SD 1495,7 5833,7

%RSD 0,103 0,214

Sonuglarin kabul kriterine uygun oldugu tespit edilmis ve etken maddenin ¢alisma

derisiminin %70 ile %130 aralig1 ¢aligma aralig1 olarak uygun bulunmustur.

4.4.6. Saglamhk

4.4.6.1. Cozelti Stabilitesi
60 saat boyunca 10°C sicaklikta bekletilip belli siirelerde analiz edilerek
hesaplanan (alan olarak) %degisim ve sonuglar1 Tablo 4-34Tablo 4-37’de verilmistir.



Tablo 4-34: Diklofenak (Sodyum) icin cozelti stabilitesi (standart)

Zaman Alan % Fark
0 5333346 -

6. saat 5285153 0,9036

12. saat 5277477 1,0475

18. saat 5276488 1,0661

27. saat 5275192 1,0904

33. saat 5275214 1,0900

40. saat 5274334 1,1065

50. saat 5256234 1,4458

60. saat 5245674 1,6438

Tablo 4-35: Diklofenak (Dietilamonyum) icin c¢ozelti stabilitesi (numune)

Zaman Alan % Fark
0 5933723 -

6. saat 5906113 0,4653
12. saat 5896428 0,6285
18. saat 5889828 0,7398
27. saat 5870209 1,0704
33. saat 5855179 1,3237
40. saat 5832626 1,7038
50. saat 5813374 2,0282
60. saat 5789827 2,4251

Tablo 4-36: Tiyokolsikozit icin ¢ozelti stabilitesi (standart)

Zaman Alan % Fark
0 1883880,0 -

6. saat 1867243,0 0,8831

12. saat 1863276,0 1,0937

18. saat 1864456,0 1,0311

27. saat 1861985,0 1,1622

33. saat 1862304,0 1,1453

40. saat 1861855,0 1,1691

50. saat 1855340,9 1,5149

60. saat 1850975,6 1,7466

Tablo 4-37: Tiyokolsikozit icin ¢6zelti stabilitesi (numune)

Zaman Alan % Fark
0 2272232,0 -

6. saat 2260812,0 0,5026

12. saat 2257606,0 0,6437

18. saat 2254987,0 0,7589

27. saat 2248012,0 1,0659

33. saat 2242038,0 1,3288

40. saat 2233071,0 1,7234

50. saat 2223409,4 2,1487

60. saat 2211107,8 2,6900

108
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Elde edilen sonuglar dogrultusunda, standart ve test ¢ozeltilerinin 40 saat boyunca

10°C’ de stabil oldugunu tespit edilmistir.

4.5. Bitmis Uriin Safsizhklar1 (Impiirite) Analitik Metot Validasyon Calismalarina
Ait Bulgular

4.5.1. Dogruluk

Diklofenak Dietilamonyum ve Diklofenak Safsizlik A i¢in ¢alisma derigiminin
%10 (LOQ), %100, %200 seviyelerinde ile Tiyokolsikozit ve Safsizliklar1 (Kolsisin ve
Kolsikozit) i¢in ¢alisma derisiminin %10 (LOQ), %100, %200 seviyelerinde 3 paralel
numune hazirlanip analiz edilmistir. Sonucglar Tablo 4-38 ve Tablo 4-42 verilmistir.

Tablo 4-38: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit % 0.25 Emiiljel
Diklofenak Safsizhik A geri kazanim sonuclar:

Limit (%) Teorik Miktar (mg/ml) Geri Kazanim (%) Ortalama SD % RSD
0,0005 100,40
%10

(LOQ) 0,0005 99,40 99,73 0,6 0,6
0,0005 99,40
0,0050 105,56

100% 0,0050 106,42 105,93 0,4 0,4
0,0050 105,80
0,0100 107,09

200% 0,0100 107,24 107,10 0,1 0,1
0,0100 106,98

Tablo 4-39: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit % 0.25 Emiiljel
Diklofenak Dietilamonyum Geri Kazanim Sonuclari

Limit (%) Teorik Miktar (mg/ml) Geri Kazanmim (%) Ortalama SD % RSD
0,0005 107,20
%10
(LOQ) 0,0005 106,20 106,13 1,1 1,0
0,0005 105,00
0,0020 105,00
100% 0,0020 106,10 105,88 0,8 0,8
0,0020 106,55
0,0040 105,10
200% 0,0040 104,68 105,17 0,5 0,5

0,0040 105,73
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Tablo 4-40: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit % 0.25 Emiiljel
bitmis iiriiniinde Tiyokolsikozit geri kazanim sonuclari

Limit (%) Teorik Miktar (mg/ml) Geri Kazanim (%) Ortalama SD % RSD

%10 0,00013 103,08

(LOQ) 0,00013 102,31 101,28 2,5 2.4
0,00013 98,46
0,00125 108,56

%100 0,00125 108,16 108,51 0,3 0,3
0,00125 108,80
0,00250 103,84

%200 0,00250 105,84 104,83 1,0 1,0
0,00250 104,80

Tablo 4-41: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit % 0.25 Emiiljel
bitmis iiriiniinde Kolsikozit safsizhig1 geri kazanim sonug¢lari

Limit (%) Teorik Miktar (mg/ml) Geri Kazanim (%) Ortalama SD % RSD

™ 0,00013 106,15

(LOQ) 0,00013 116,92 109,74 6,2 5,7
0,00013 106,15
0,00125 102,16

%100 0,00125 103,60 102,96 0,7 0,7
0,00125 103,12
0,00250 102,60

%200 0,00250 102,04 102,60 0,6 0,5
0,00250 103,16

Tablo 4-42: Diklofenak Sodyum %1 & Tiyokolsikozit %0.25 Emiiljel bitmis
iiriiniinde Kolsisin safsizhig1 geri kazanim sonuclari

Limit (%) Teorik Miktar (mg/ml) Geri Kazanim (%) Ortalama SD % RSD

0,00013 103,08

%10

(LOQ) 0,00013 103,85 103,33 0,4 0,4
0,00013 103,08
0,00125 103,68

100% 0,00125 106,40 105,28 1,4 1,4
0,00125 105,76
0,00250 103,28

200% 0,00250 104,20 103,97 0,6 0,6
0,00250 104,44

Sonucglarin  kabul kriterine uygun oldugu tespit edilmis ve Diklofenak
Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit % 0.25 Emiiljel, YBSK cihaz ile safsizlik tayini

yontemi i¢in dogruluk parametresi valide edilmistir.
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4.5.2. Kesinlik

4.5.2.1. Yontem Kesinligi

Yontem kesinligi calismasi sonrasi elde edilen sonuglar Tablo 4-43°da verilmistir.

Tablo 4-43: Safsizlik tayini yontem Kkesinligi sonuclar:

Enjeksiyon Sayis1 Kolsikozit(%) Kolsisin (%) Diklofenak Safsizhik A (%)

1 0,51 0,52 0,53
2 0,52 0,53 0,53
3 0,52 0,53 0,53
4 0,51 0,52 0,53
5 0,51 0,52 0,53
6 0,51 0,52 0,52
Ortalama 0,513 0,523 0,527
SD 0,004 0,006 0,003
%RSD 0,693 1,176 0,527

Sonuglarin kabul kriterine uygun oldugu bulunmustur.

4.5.2.2. Laboratuvar Ici Kesinlik

Laboratuvar i¢i kesinlik calismalarinda elde edilen veriler Tablo 4-44‘de
verilmistir. Ayni cihazda ilk giin ve 3.glin yiiriitiilen laboratuvar i¢i kesinlik ¢alismasi ile

elde edilen sonuglar ise Tablo 4-45°de verilmistir.

Tablo 4-44: Safsizlik tayini laboratuvar ici kesinlik sonuclari

Enjeksiyon Sayis1 Kolsikozit(%) Kolsisin (%) Diklofenak Safsizhik A (%)

1 0,49 0,53 0,52
2 0,49 0,53 0,53
3 0,50 0,53 0,53
4 0,50 0,53 0,53
5 0,49 0,53 0,53
6 0,50 0,53 0,53
Ortalama 0,496 0,531 0,526
SD 0,002 0,002 0,001
%RSD 0,429 0,438 0,172

Tablo 4-45: Farkl giinlerde safsizlik tayini kesinlik ve laboratuvar ici kesinlik
calismasi ortalama sonuclari

Diklofenak
PN s o .
Kolsikozit(%) Kolsisin (%) Safsizhik A (%) Cihaz
ilk giin 0,513 0,523 0,527 Shimadzu
3. giin 0,496 0,531 0,526 Shimadzu

Fark % 0,017 0,009 0,001
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Sonuglarin kabul kriterine uygun oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler

analitik yontemin laboratuvar i¢i degisikliklerden etkilenmedigini gostermektedir.

4.5.2.3. Sistem Uygunluk
Sistem uygunluk parametresi ¢aligmasinda elde edilen sonuglar, Tablo 4-46' de

verilmigtir. Sonuclar degerlendirildiginde, kabul kriterlerine gére uygun bulunmustur.

Tablo 4-46: Safsizhik parametresinde sistem uygunluk sonuclar:

Enjeksiyon Sayist Std Tiyokolkosit ) S:td Diklofenak
Alan* Dietilamonyum Alan*

1 55536,0 56241,0

2 55484,0 56488,0

3 55568,0 56086,0

4 55630,0 56002,0

5 55529,0 56339,0

6 55612,0 56463,0

Ortalama 55559,8 56270

SD 55 198

%RSD 0,1 0,4

Diklofenak ile Diklofenak Safsizhik A pikleri 6.0

arasindaki rezoliisyon

Not: Kesinlik Parametresi standart (std) sonuglarindan alinmistir

4.5.3. Spesifiklik
Filtre etkisi sonuclar1 Tablo 4-47, Tablo 4-48 ve
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Tablo 4-49°de, ilgili kromatogramlar ekte verilmistir.

Tablo 4-47: Spiked numune ¢ozeltisi icin Nylon filtre etkisi sonuclar:

Numune Siiziilmemis (Alan) Naylon (Alan) % Fark
Kolsikozit 102528 103270 0,72
Kolsisin 74345 75203 1,15
Diklofenak safsizlik A 116734 114630 1,80

Tablo 4-48: Spiked numune ¢ozeltisi icin Rejenere Seliiloz (RC) filtre etkisi
sonuclan

Siiziilmemis (Alan) RC (Alan) % Fark
Kolsikozit 102528 102457 0,07
Kolsisin 74345 74505 0,22

Diklofenak safsizlik A 116734 115961 0,66
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Tablo 4-49: Standart ¢ozeltisi icin Naylon ve RC filtre etkisi sonugclari

Tiyokolkosit Diklofenak Tiyokolkosit Diklofenak
(Alan) (Alan) %Fark %Fark
Std-siiziilmemis 56365 54386 - -
Std-Nylon Glass 56992 54379 111 0.01
Fiber
Std-RC 56424 54814 1.00 0.80

Pik tanimlamasi, kor ve plasebo etkisi ¢alismasinda elde edilen sonuglar Tablo

4-50’de ve ilgili kromatogramlar ekte verilmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde, etken maddenin alikonma zamaninda plasebodan
ve ¢oziiciiden gelen herhangi bir pik tespit edilmemistir. Etken madde piki ve safsizlik

pikleri saf sekilde bulunmustur.

Tablo 4-50: Secicilik validasyon parametresi sonuclar1 6zet tablosu

AZII;(I?::I::a RRT Peak Purity Index Single Point Threshold
Coziicii - - - -
Plasebo (Etkenleri icermeyen plasebo) -
Tiyokolkosit Plasebosu i F ) )
(Diklofenak Dietilamonyum iceren)
Diklofenak Dietilamonyum Plasebo ) ) . )
(Tiyokolsikozit iceren)
Diklofenak Dietilamonyum (Std) 37,43 - 1,000000 0,998442
Tiyokolkosit (Std) 8,48 - 0,999893 0,988731
Kolsikozit (Spike Numune)” 5,54 0,653 1,000000 0,997908
Kolsisin (Spike Numune)* 13,75 1,621 0,999996 0,994433
Diklofenak Safsizlik A (Spike Numune)™ 33,79 0,903 0,999999 0,996549

"Kolsikozit ve Kolsisin safsizhiklart icin RRT 'ler Diklofenak Dietilamonyum’a gére hesaplanmistir.

“Diklofenak Safsizlik A igin RRT Tiyokolkosit’e gore hesaplanmustir.

4.5.4. Dogrusallik

Tiyokolsikozit ve onun safsizliklart ile Diklofenak Dietilamonyum ve onun

safsizliklar i¢in yiriitiilen dogrusallik parametresi sonucunda elde edilen bulgular
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Tablo 4-51-56 ve Sekil 4-7-Sekil 4-11°de verilmistir.



Tablo 4-51: Safsizlik yontem validasyonunda Tiyokolsikozit dogrusalhik

parametresi sonuclari

116

Seviye Konsantrasyon Alan Y-1 Bulunan Y-2 (Y1-Y2) (Y1-Y2)?
(LOQ) 0,00013 5578,2 6108 -530 280897
(RS) 0,00025 10989,3 11303 -314 98467
%40 0,00050 22194,5 22126 69 4696
%70 0,00088 38652,5 38577 76 5747
%80 0,00100 43780,0 43772 8 70
%90 0,00112 49036,5 48967 70 4883
%100 0,00125 55559,8 54594 965 931875
%140 0,00175 76989,0 76240 749 560730
%160 0,00200 87365,5 87063 302 91492
%180 0,00225 96581,0 97886 -1305 1702673
%200 0,00250 108618,2 108709 91 8198
RSS 3689729
% RSD 579,16
%RRSD 1,04
Tiyokolsikozit
120000,0 y=43.291.368,5502x + 480,2861
100000,0 // R?=0,9997
o, 300000 / —e— Tiyokolsikosit
%‘ 60000,0
40000,0 / Dogrusal
20000,0 / (Tiyokolsikosit)
0,0 / ; ; . ; ‘
0,000000,000500,001000,001500,002000,002500,00300
Konsantrasyon(mg/ml)

Sekil 4-7: Safsizlik yontem validasyonunda Tiyokolsikozit dogrusallik grafigi

Tablo 4-52: Safsizlik yontem validasyonunda Kolsikozit dogrusallik parametresi

sonuclari
Seviye Konsantrasyon Alan Y-1 Bulunan Y-2 (Y1-Y2) (Y1-Y2)?
(LOQ) 0,00013 4516,2 4342 174 30437
RS) 0,00025 8909,5 9294 -384 147512
%40 0,00050 20180,5 19610 571 325506
%70 0,00088 35635,0 35291 344 118412
%80 0,00100 40031,5 40243 211 44631
%90 0,00112 45680,0 45195 485 235585
%100 0,00125 49940,5 50559 -619 382734
%140 0,00175 71222,0 71192 30 903
%160 0,00200 80330,5 81508 -1178 1387310
%180 0,00225 90780,5 91825 -1044 1090430
%200 0,00250 103972,7 102141 1832 3354520
RSS 7117979
%RSD 804,42
R%RSD 1,61
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Kolsikozit
120000,0 y:412655§1,637x- 1022,822
= R?=0,999
100000,0 /
= 80000,0 . .
= e —o—Kolsikosid
—~ 60000,0
< 400000 ===
20000’0 A —— Dogrusal
g > (Kolsikosid)
0,000000,000500,001000,001500,002000,002500,00300
Konsantrasyon(mg/ml)

Sekil 4-8: Safsizhik yontem validasyonunda Kolsikozit dogrusallik grafigi

Tablo 4-53: Safsizlik Yontem Validasyonunda Kolsisin Dogrusalhik Parametresi
Sonuclari

Seviye Konsantrasyon Alan Y-1 Bulunan Y-2 (Y1-Y2) (Y1-Y2)?
(LOQ) 0,00013 6771,7 6296 476 226130
(RS) 0,00025 13265,8 12554 712 506869
%40 0,00050 26356,5 25591 766 586194
%70 0,00088 44546,0 45407 -861 741456
%80 0,00100 51209,0 51665 -456 207781
%90 0,00112 57895,0 57923 -28 761
%100 0,00125 64263,5 64702 -438 192116
%140 0,00175 89599,5 90776 -1176 1383618
%160 0,00200 103120,5 103813 -692 479216
%180 0,00225 115381,0 116850 -1469 2157183
%200 0,00250 133053,7 129887 3167 10029573
RSS 16510898
%RSD 1225,15
%RRSD 1,91
Kolsisin
y =52.147.924,630x - 483,095
140000,0 2=
120000:0 // K 0999
100000,0
5 80000,0 o — —o—Kolsisin
= 60000,0 D% o 3
200000 A ; s
0:0 - ‘ Dogrusal (Kolsisin)

0,00000 0,00050 0,00100 0,00150 0,00200 0,00250 0,00300
Konsantrasyon(mg/ml)

Sekil 4-9: Safsizlik yontem validasyonunda Kolsisin dogrusallik grafigi
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Tablo 4-54: Safsizlik yontem validasyonunda Diklofenak Safsizhik A dogrusallik
parametresi sonuclari

Seviye Konsantrasyon Alan Y-1 Bulunan Y-2 (Y1-Y2) (Y1-Y2)?
LOQ) 0,0005 10748,7 11326 -577 333032
RS) 0,0010 216453 21632 13 180
%40 0,0020 42652,5 42244 408 166700
%70 0,0035 72388,0 73163 775 600106
%80 0,0040 81588,0 83469 -1881 3537472
%90 0,0045 95247,5 93775 1473 2168350
%100 0,0050 107254,8 104081 3174 10072457
%140 0,0070 144775,5 145306 -530 281140
%160 0,0080 163881,5 165918 -2037 4147451
%180 0,0090 186642,0 186530 112 12470
%200 0,0100 207762,3 207143 620 384026
RSS 21703383
%RSD 1404,65
%RRSD 1,31

=
[}
—
<

Diklofenak Safsizhk A

250000,0
200000,0

> 3

7

150000,0

/

100000,0

Bt

y=20612303,0973x + 1019,6044
R?=0,9995

—— Diklofenak Sodyum
Safsizlik A

50000,0

0,0 /

0,0000 0,0020 0,0040 0,0060 0,0080 0,0100 0,0120

Konsantrasyon(mg/ml)

Dogrusal (Diklofenak
Sodyum Safsizlik A)

Sekil 4-10: Safsizhik yontem validasyonunda Diklofenak Safsizhk A dogrusallik

grafigi

Tablo 4-55: Safsizlik yontem validasyonunda Diklofenak Sodyum dogrusallik
parametresi sonuclari

Seviye Konsantrasyon Alan Y-1 Bulunan Y-2 (Y1-Y2) (Y1-Y2)?
(LOQ) 0,0005 125323 12426 106 11299

(RS) 0,0010 242743 26661 -2387 5695854
%40 0,0008 22367,0 20967 1400 1960074

%70 0,0014 37590,0 38049 -459 210543
%80 0,0016 44750,0 43743 1007 1014436

%90 0,0018 50201,5 49437 765 584817
%100 0,0020 56269,8 55131 1139 1297567
%140 0,0028 75943,5 77907 -1963 3853604

%160 0,0032 88927,0 89294 -367 135039

%180 0,0036 100113,5 100682 -569 323641
%200 0,0040 113397.8 112070 1328 1762314
RSS 16849188

%RSD 1237,64

%RRSD 2,2
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y =28.469.793,0619x - 1.808,8608

Diklofenak Sodyum R?=0,9985

120000,0

100000,0 /
80000,0

/ —+— Diklofenak Sodyum
60000,0

=
=
< /

40000,0 )

—— Dogrusal (Diklofenak
Sodyum
20000,0 Y )
0,0 T T T T )
0,0000 0,0010 0,0020 0,0030 0,0040 0,0050

Konsantrasyon(mg/ml)

Sekil 4-11: Safsizhik yontem validasyonunda Diklofenak Safsizhk A dogrusallik
grafigi

Tablo 4-56: Bagil cevap katsayis1 ve diizeltme faktorii

Egim Degerleri Bagil Ce(e\l:ll[{)FI)(atsaylsl Diizeltme Faktorii
Tiyokolsikozit 43291368,55 - -
Kolsikozit* 41265581,64 0,953205755 1,05
Kolsisin* 52147924,63 1,204580183 0,83
Diklofenak Sodyum 28469793,06 - -
Diklofenak A** 20612303,1 0,724006074 1,38

*Tiyokolsikozit'e gore heasaplanmuistir, **Diklofenak Sodyum' a gére heasaplanmistir

Kabul Kriteri:

R?> 0,99 olmalidir.

Residual Standard Deviation
™ x100 < %10,0 -
%100'lik std alant

Relative residual standart deviation =

%20,0 olmalidir.

Residual Standard Deviation = ﬁz

RSS =3(Y-Y..)?
n : Dogrusallik ¢aligmasinda kullanilan standart ¢ozelti sayist

Yint
%7100'liik standart alant

x100 <%10,0 - %20,0 olmalidur.




Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Tiyokolsikozit i¢in;
R? 0,9997
RSS 3689729
Residual Standard Deviation 579,16
Relative Residual Standard Deviation 0,75
Ykesim
100 0,86
9,100 lik std alan:”
Kolsikozit i¢in;
R? 0,999
RSS 7117979
Residual Standard Deviation 804.42
Relative Residual Standard Deviation 1,13
Ykesim
100 2,05
%100’'lik std alani x
Kolsisin i¢in;
R? 0,999
RSS 16510898
Residual Standard Deviation 1225,15
Relative Residual Standard Deviation 1,37
Ykesim
100 0,95
%100 lik std_alant’
Diklofenak Safsizlik A i¢in;
R? 0,9995
RSS 21703383
Residual Standard Deviation 1404,65
Relative Residual StandardDeviation 0,97
Ykesim
100 3,22
%100'lik std alani *
Diklofenak Sodyum i¢in;
R? 0,9985
RSS 16849188
Residual Standard Deviation 1237,64
Relative Residual Standard Deviation 1,63

120
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4.5.6. Tespit Limiti

Tespit Limiti parametresi i¢in elde edilen sonuglar Tablo 4-57°de verilmistir.

Tablo 4-57: Tespit limiti (LOD) tablosu

LOD Seviyesinde Sinyal/Giiriiltii Konsantrasyon(mg/ml)
Tiyokolsikozit 7,01 0,000065
Kolsikozit 5,12 0,000065
Kolsisin 5,47 0,000065
Diklofenak Dietilamonyum 4,92 0,000250
Diklofenak Safsizhk A 4,54 0,000250

Sonuglarin degerlendirildiginde, 6rnek kromatogramlarda elde edilen sinyallerin

blank kromatogramlarindaki giiriiltiilye orani 3,0’den biiyiik olarak tespit edilmistir.

4.5.7. Hesaplanabilirlik Limiti

LOQ seviyesinin belirlemek i¢in yiiriitiilen ¢alismalarda elde edilen sonuglar
Tablo 4-58’de verilmistir. Sonuclarin degerlendirildiginde, sinyal/giiriiltii oranlar

10,0’niin iistiinde tespit edilmis ve kabul kriterlerine uygundur.

Tablo 4-58: Hesaplanabilirlik limiti (LOQ) sinyal/ giiriiltii sonug¢lari

LOQ Seviyesinde Sinyal/Giiriiltii Konsantrasyon (mg/ml)
Tiyokolsikozit 13,37 0,00013
Kolsikozit 12,12 0,00013
Kolsisin 14,57 0,00013
Diklofenak Dietilamonyum 11,86 0,00050
Diklofenak Safsizhk A 15,27 0,00050

4.5.8. Uygulama Arahg
Uygulama aralig1 calismasi ile elde edilen sonuglar1 Tablo 4-59-Tablo 4-63°de

verilmistir.

Tablo 4-59: Tiyokolsikozit icin uygulama arahgi

Enjeksiyon Sayisi %10 (LOQ) Alan %200 Alan
1 5536 108136

2 5521 109771

3 5667 106555

4 5617 107928

5 5505 109741

6 5623 109578
Ortalama 5578 108618
SD 66 1302

%RSD 1,18 1,20
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Tablo 4-60: Kolsikozit icin uygulama arahg:

Enjeksiyon Sayisi %10 (LOQ)Alan %200 Alan
1 4514 103354

2 4510 104969

3 4543 102873

4 4531 103109

5 4543 104728

6 4456 104803
Ortalama 4516 103973
SD 33 958
%RSD 0,72 0,92

Tablo 4-61: Kolsisin icin uygulama arahg

Enjeksiyon Sayisi %10 (LOQ)Alan %200 Alan
1 6806 133057

2 6782 133894

3 6777 132233

4 6801 131886

5 6628 133557

6 6836 133695
Ortalama 6772 133054
SD 73 826
%RSD 1,08 0,62

Tablo 4-62: Diklofenak Safsizlik A i¢in uygulama aralig

Enjeksiyon Sayisi %10 (LOQ) Alan %200 Alan
1 10460 207608

2 10581 208920

3 10662 205172

4 10735 207209

5 10795 208793

6 11259 208872
Ortalama 10749 207762
SD 276 1461
%RSD 2,57 0,70

Tablo 4-63: Diklofenak Sodyum i¢in uygulama arahg

Enjeksiyon Sayisi %10 (LOQ) Alan %200 Alan
1 12207 112372

2 12971 115109

3 12745 111937

4 12316 111654

5 12471 114442

6 12484 114873
Ortalama 12532 113398
SD 282 1576

%RSD 2,25 1,39
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Sonuglarin Degerlendirilmesi: Sonuglarin kabul kriterine uygun oldugu tespit
edilmigtir. Tiyokolsikozit ve safsizliklar1 (Kolsisin ve Kolsikozit) i¢in %10
(0,00013mg/ml)-%200  (0,0025mg/ml) mg/ml c¢aligma araligi, Diklofenak
Dietilamonyum i¢in %10 (0,0005mg/ml)-%200 (0,004 mg/ml) ¢aligma aralifi ve
Diklofenak Safsizlik A (0,0005mg/ml)-%200 (0,01 mg/ml) ¢aligma aralig1 olarak uygun

bulunmustur.

4.5.9. Saglamhk

4.5.9.1. Cozelti Stabilitesi

Standart ve test ¢ozeltisi yonteme gore hazirlanarak 48 saat boyunca 10°C
sicaklikta bekletilip belli siirelerde analiz edilerek % degisim hesaplanmistir (alan olarak)

ve sonuclar Tablo 4-64Tablo 4-68’de verilmistir.

Tablo 4-64: Tiyokolsikozit standart ¢ozeltisinin ¢ozelti stabilitesi sonuclar: (10°C)

Standart (Tiyokolsikozit) Alan % Fark
0.saat 55306 -
8.saat 55966 1,2
16.saat 55932 1,1
24 saat 55145 0,3
32.saat 55135 0,3
48.saat 54613 1,3

Tablo 4-65: Diklofenak (Sodyum) standart c¢ozeltisinin ¢ozelti stabilitesi sonuclari
(10°C)

Standart (Diklofenak Sodyum) Alan % Fark
0.saat 55144 -
8.saat 55213 0,1
16.saat 54477 1,2
24.saat 54305 1,5
32.saat 54247 1,6
48.saat 54232 1,7

Tablo 4-66: Kolsikozit icin ¢cozelti stabilitesi sonuclar: (10°C)

Spike Numune (Kolsikozit) Alan % Fark
0.saat 103270 -
8.saat 104329 1,0
16.saat 102457 0,8
24 saat 102274 1,0
32.saat 104746 1,4

48.saat 104269 1,0




Tablo 4-67:Kolsisin icin ¢ozelti stabilitesi sonuclari (10°C)

Spike Numune (Kolsisin) Alan % Fark
0.saat 73272 -
8.saat 73251 0,0
16.saat 73372 0,1
24 saat 73554 04
32.saat 72692 0,8
48.saat 72213 1,4

Tablo 4-68: Diklofenak Safsizhik A icin ¢ozelti stabilitesi sonuclar:1 (10°C)

Spike Numune (Diklofenac

Sodyum Safsizhik A) Alan % Fark
0.saat 114630 -
8.saat 114890 0,2
16.saat 115961 1,2
24 saat 113361 1,1
32.saat 113822 0,7
48.saat 113459 1,0
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Sonugcta, standart ve numune ¢ozeltisinin 10°C’de analizlendigi 48 saat boyunca

stabil oldugu bulunmustur.

4.6. Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgular

4.6.1. Formiilasyon Deneme Calismalar: Bulgular

Formiilasyon {izerinde yapilan deneme ¢aligmalar1 ve bunlara ait sonuglar Tablo

4-69 ve Tablo 4-70’da 6zetlenmistir

Tablo 4-69 - Diklofenak Dietilamonyum %1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel

formiilasyon denemeleri ve sonuglari (1/2)

Bilesim DT1202D001 DT1202D002 DT1202D003 DT1202D004
Diklofenak 0,580 0,580 0,580 0,580
Dietilamonyum

Tiyokolsikozit 0,125 0,125 0,125 0,125
Karbopol 974 P 0,475 0,475 0,475 0,475
Izopropil Alkol 8,000 8,000 8,000 8,000
Propilen Glikol 4,500 4,500 4,500 4,500
Vazelin Likit 2,000 2,000 2,000 2,000
Makrogol Setostearil Eter 1,250 1,450 1,550 1,750
Setiol LC 2,000 2,000 2,000 2,000
Trietanolamin 0,740 0,740 0,740 0,740
Mentol (Esans) 0,125 0,125 0,125 0,125
Lavanta (Esans) 0,375 0,375 0,375 0,375
Saf Su ym ym ym ym
TOPLAM (gr) 50,000 50,000 50,000 50,000
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Bilesim DT1202D001 DT1202D002 DT1202D003 DT1202D004
Fiziksel Analizler
P Akigkanlig1 istenilen A'klska'lnhg1 A}(lska}nllgl Akigkanlig istenilen
Goriiniim diizevde desil istenilen istenilen diizevde desil
y & diizeyde degil diizeyde degil y &
pH 6,99 7,02 6,89 7,05
Viskozite 6518 cps 7522 cps 7745 cps 8101 cps
Gortinimi uygun
Makrogol Setostearil e e degildir Karbomer
N . Goriintimi Gorltiniimi > .
Eter’in viskozite ve polimeri {izerinden
Bulgular akiskanliga 6nemli uygun uygun aligmalara devam
FRaniis degildir degildir ans

etkisi olmamistir

edilmesine karar
verilmistir

Tablo 4-70 - Diklofenak Dietilamonyum %1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
formiilasyon denemeleri ve sonuglari (2/2)

Bilesim DT1310D005 DT1310D006 DT1310D010 DT1310D011
Diklol 0,580 0,580 0,580 0,580
Dietilamonyum
Tiyokolsikozit? 0,125 0,125 0,125 0,125
Karbopol 974 P 0,475 0,475 0,600 0,600
Izopropil Alkol 8,000 8,000 8,000 10,000
Propilen Glikol 4,500 4,500 4,500 4,500
Vazelin Likit 2,000 2,000 2,000 2,000
Makrogol Setostearil 1,750 1,750 1,750 1,750
Eter
Setiol LC 2,000 2,000 2,000 2,000
Trietanolamin 0,740 0,740 0,740 0,740
Mentol (Esans) 0,125 0,125 0,125 0,125
Lavanta (Esans) 0,375 0,375 0,375 0,375
Saf Su ym ym ym ym
TOPLAM (gr) 50,000 50,000 50,000 50,000
Fiziksel Analizler
T . Aklskar.l.hgl Akiskanlig1 istenilen
Goriiniim istenilen diizeyde Uygun Uygun .. -
<. diizeyde degil
degil
pH 6,58 7,23 6,12 7,25
Viskozite 6500 cps 11153 cps 16145 cps 8487 cps
Karbopol 974
P’nin sigirilmesi
basamaginda -D05 deneme DT1310D006 serili
sicaklik formiilinden = DT1310D006 serili ~ deneme tizerinden
uygulanmis, farkl1 olarak deneme iizerinden  Izopropil Alkol orani
Bulgular sonrasinda Tiyokolsikozit ~ Karbopol miktari %16’dan %20’ye
Tiretanolamin etken maddesi  %0,95’ten %1,22°e  ¢ikarilmis ve ayni
%20’lik ¢ozeltisi  suda ¢odziinerek ¢ikarilmigtir yontem ile tiretimi

ile pH ayarlamasi
yapilarak iiretime
devam edilmistir

ilave edilmistir

yapilmistir
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Bu formiilasyon ¢aligmalarindan DT1310DO010 serisi prototip formiilasyon olarak
secilmigtir. Yapilan denemelerden DT1310D010 seri numarali denemenin 25°C ve 40
°C’de 3 aylik stabilitesi izlenmistir, Stabilite siiresince yapilan analizlerde elde edilen
veriler de agsagida verilmistir (Tablo 4-71).

Tablo 4-71 - Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel’e
ait DT1310D010 serisinin kimyasal stabilite analiz sonuclari

25°C £2°C 40°C £2°C
Safsizlik Baslangic %60 RH = %5 %75 RH = %5
1.5Ay 3. Ay 1.5 Ay 3. Ay

Tiyokolsikozit

Kolsikozit %0,5 <RS <RS <RS <RS <RS
Kolsisin %0,5 <RS <RS <RS <RS <RS
Her Bir Bilinmeyen Safsizlik %0,5 0,107 0,057 0,103 0,110 0,099
Toplam Bilinmeyen Safsizlik %2,0 0,107 0,057 0,103 0,110 0,099
Diklofenak Dietilamonyum

Diklofenak Safsizlik A %0,5 <RS <RS <RS <RS <RS
Her Bir Bilinmeyen Safsizlik %0,2 0,107 0,057 0,103 0,101 0,099
Toplam Bilinmeyen Safsizlik %0,5 0,107 0,057 0,103 0,110 0,099

Sonug olarak, yapilan denemelerin fiziksel ve kimyasal sonug¢larina dayanarak

DT1310D10 seri numarali denemenin formiilii prototip formiil olarak kabul edilmistir.

4.6.2. Optimize Edilmis Formiilasyon
Diklofenak  Dietilamonyum  %1,16/Tiyokolsikozit  %0,25  Emiiljel

Formiillerinde bilesimine Tablo 4-72°de verilmistir.

Tablo 4-72:- Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel’e
ait nihai formiilasyon

Hammadde Birim Formiil (g) Fonksiyonu
Diklofenak Dietilamonyum 0,580 Etken Madde
Tiyokolsikozit 0,125 Etken Madde
Karbopol 974P 0,600 Jellestirici ajan
izopropil Alkol 8,000 Coziicii
Propilen Glikol 4,500 I;‘;i‘ig?;(ﬁ‘ﬁgﬁ?j
Vazelin Likit 2,000 Yag faz1 bilegeni, emoliyan
?éaelt‘g‘f;clriegtgftfggol)emr (Eumulgin B 2 PH) 1,750 Emiilsifiye edici ajan
Setiol LC 2,000 Yag fazi
Trietanolamin 0,950 pH ayarlayici
Mentol (Esans ) 0,125 Koku Verici
Lavanta (Esans) 0,375 Koku verici

Saf Su 28,995 Cozici

TOPLAM 50,000 -
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Trietanolamin kullanimi ile Karbopol nétralizasyonu yapilarak pH alkaliye
cekilmektedir. Boylece, viskozite degeri hedeflenen limite gore ayarlanabilmektedir.
Prototip formiil secilen DT1310D010 serisine gore yapilan ve uygun sonuclar elde
edilen pilot serilerine (DT424001 ve DT424002) gore serisindeki Trietanolamin

miktarinin 0,74 mg yerine 0,90 - 0,97 mg araliginda olmasi1 gerektigine karar

verilmistir.

BIRIM OPERASYON RUTIN/
BASLANGIC PROSES VALIDASYON
MADDELERI PARAMETRELERi TESTLERI

-Saf su (%88.27)
-Karbopol 974P

o

1. KARISTIRMA
Imalat Tank1

}_

-Vazelin Likit
-Makrogol

setostearil eter
(Eumulgm B 2 PH)

—

2. KARISTIRMA ’

(Cetomacrogol On Karisim Tanki
1000)
-Setiol LC l

3. KARISTIRMA

imalat Tank1

|

4. KARISTIRMA
imalat Tank1

-Propilen Glikol

-Diklofenak
Dietilamonyum 5. KARISTIRMA
-Izopropil Alkol Paslanmaz Celik Kazan

A

6. KARISTIRMA
imalat Tanki

]

-Saf Su(%6.7)
-Saf Su (%1.67)
-Tiyokolsikosid

—

7. KARISTIRMA
Paslanmaz Celik Kazan-2

A 4

8. KARISTIRMA
imalat Tanki

I

Sekil 4-12: Proses validasyonu akis semasi

7 IPK-II

* - Miktar Tayini

-Mentol (Esans) 9. KARISTIRMA | _Gériinim (DDA-THC)
-Lavanta (Esans) Imalat tanki ¢ -pH - Tamma
. Viskorite - Mikrobiyolojik
Kontrol*

T -Miktar Tayini
v - Goriiniim (DDA-THC)
(] -pH - Tanima
[ 10.TUP DOLUMU - Viskozite - Safsizlik Tayini
- Ortalama - Mikrobiyolojik
Dolum Agirlig: Kontroller
- SlZdlmlalek ....................................................

A 4

[ 11. AMBALAJLAMA ]
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DT1310D10 seri numarali prototip formiilasyon iizerinden 2 seri (DT424001

ve DT424001), 3000 Tiip (150 kg) lik sarj boyu ile pilot {iretim ve proses validasyonu

gerceklestirimistir (Sekil 4-12).

Referans iiriin olan Voltaren Emulgel® ve MUSCORIL® % 0,25 Merhem ile

Diklofenak Dietilamonyum %1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel iiriinlerinin farmasotik

kalite kiyalamas1 Tablo 4-73°de verilmistir.

Tablo 4-73: Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
(Seri no: DT424001 ve DT424002) ile Voltaren Emulgel (Seri no:152053) ve Muscoril
Merhem %.0.25 ( Seri no: 001012)’in fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin kiyaslanmasi

Voltaren Muscorile %0.25 Diklofenak Dietilamonyum
Emulgel®, Merhem (?Sa(;u; fi) %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25
(Novartis) Emiiljel
Seri No: w0020 1MO005 DT424001 DT424001
SKT 10/2014 12/2015 09/2016 09/2016
TESTLER
Goriiniim Uygun Uygun Uygun Uygun
pH 7,30 4,6 7,10 7,20
Viskozite (cps) 9338 30244 10818 9132
Ortalama Agirhk 100 g 30g 51,1g 50,4g
Mikrobiyal Koruyucu MPHB:%0,153
Tayini* Uoel PPHB :9%0,051 Uy Uy
Dl'klofenak']).letllamonyum 9%98.5 Uy, %97.7 %1004
Miktar tayini
Tiyokolsikozit Miktar Tayini u)y, %102,0 %102,6 %100,6
Diklofenak Dietilamonyum
Safsizhk Tayini
Bilimeyen her b safik XS ‘ RS, RS,
Toplam }éafsmhk 760,23 <RS. <R.S.
P %0,23 <RS. <RS.
Tiyokolsikozit Safsizhik
oyt %0,04 %0,45 %0,43
o - T.E. <RS. <RS.
Kolsisin
P %0,05 %0,57 %0,54

* 30 g tiipte Propil parahidroksibenzoat (PPHB) 7,5 mg, Metil parahidroksibenzoat (MPHB) 42 mg icermektedir.
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4.7. Pilot Uretim Proses Validasyonuna Ait Bulgular
Formiilasyon gelistirme ¢aligmalar1 sonrasinda saptanan liretim metoduna ait

akis semasi Sekil 4-13’de verilmistir.

-Saf su f 1. KARISTIRMA
-Karbopol 974P 'L Imalat Tanki
-Vazelin Likit
-Makrogol setostearil eter 2. KARISTIRMA
Setiol LC Isitmal1 Karisim Tanki
A 4
4 N\
3. KARISTIRMA
Imalat Tanki
& J
y
- N
-Trietanolamin > 4. KIARISTkIRMA
I tT
| Imalat Tanki )
-Diklofenak DEA
-Izopropil Alkol 5. KARISTIRMA
-Propilen Glikol Paslanmaz Celik Kazan-1
y
6. KARISTIRMA
Imalat Tanki
-Safsu 7. KARISTIRMA
-Tiyokolsikosid Paslanmaz Celik Kazan-2
A 4
4 N\
8. KARISTIRMA
Imalat Tanki
\\§ J
A 4
4 N\
-Mentol (Esans) .| 9. KARISTIRMA
-Lavanta (Esans) | Imalat tank
. J/

!

[ 10.TUP DOLUMU ]

Sekil 4-13 - Diklofenak Dietilamonyum %1,16 / Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel’e ait
nihai formiilasyon iiretim akis semasi
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Tablo 4-74: Diklofenak Dietilamonyum %1,16/ Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel
iiretimi icin proses parametreleri

Proses Basamag Proses Parametre Degerleri DT424001 DT424002
Karistirma Hiz1 10-70 rpm 70 rpm 70 rpm
Karigtirma Siiresi Minimum 60 dk 150 dk 120 dk
Homojenizator 10-1400 rpm 250 rpm 250 rpm
Operasyon-1 Homojenizasyon _
(Karistirma) Siiresi Bilgi Amaghdir 100 dk 100 dk
Dissolver Durumu Acik Agik Agik
Sicaklik Bilgi amaglidir. 30,4 °C 31,5°C
Karistirma Hiz 10-70 rpm 70 prm 70 rpm
Karigtirma Siiresi Min 20 dk 40 dk 35 dk
Homojenizator 10-1400 rpm Kapal1 Kapali
Operasyon-2 Homojenizasyon
(Karistirma) Siiresi - Kapali Kapali
Dissolver Durumu Acik Kapalt Kapali
Sicaklik 50-55 °C 50,2°C 52,5°C
Karistirma Hiz1 10-70 rpm 70 rpm 70 rpm
Karigtirma Siiresi Min 60 dk 90 dk 110 dk
Homojenizator 10 - 1400 rpm 250 rpm 250 rpm
Operasyon -9 Homojenizasyon .
(Karistirma) Siiresi Min 10 dk 10 dk 10 dk
Dissolver Durumu Acik Kapali Kapali
Sicaklik Bilgi Amaglhidir 35,1 °C 34,8 °C

4.8. Pilot Uretim Serileri In-Proses ve Bitmis Uriin Analizlerine Ait Bulgular

Diklofenak Dietilamonyum

%1,16/Tiyokolsikozit

%0,25 Emiiljel Proses

Validasyonu Test Sonuclar1 asagidaki Tablo 4-75Tablo 4-93°de verilmistir.

Tablo 4-75: Operasyon-4 pH sonuclan

Test pH
Spesifikasyon 72+0,5
Analiz sonuclari
Numuneler
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
pH 7,2 7,2

Tablo 4-76: Operasyon 9: karistirma goriiniim sonuclari

Test Goriiniim
Spesifikasyon Acik sar1, homojen emiiljel
Analiz sonuclari
Numuneler
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002

Ust Uygun Uygun

Orta Uygun Uygun

Alt Uygun Uygun
Sonug¢ Uygun Uygun




Tablo 4-77: Operasyon 9: pH sonuclari

Test pH*
Spesifikasyon 7,2+0,5
Analiz sonuclari
Numuneler
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
pH 7,0 7,2

*3 nokta (Alt-Orta-Ust) karigtirilarak bakilir.

Tablo 4-78: Operasyon-9 viskozite sonuclari

Test Viskozite*
Spesifikasyon 12.000 cps + %25
Analiz sonuclari
Numuneler
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
Viskozite 10794 cps 9134 cps

Tablo 4-79: Operasyon-9 Diklofenak (Dietilamonyum) miktar tayini sonuclari

Test Diklofenak Miktar Tayini
Spesifikasyon %95,0-%105,0
Analiz sonuclari

Numuneler

Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
Ust %95,6 %102,7
Orta %97.,4 %101,7
Alt %98,2 %101,7
Ortalama %97,1 %102,0

Tablo 4-80: Operasyon-9 Tiyokolsikozit miktar tayini sonuclari

Test Tiyokolsikozit Miktar Tayini
Spesifikasyon %95,0-%105,0
Analiz sonuclar:

Numuneler

Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
Ust %99,7 %100,4
Orta %101,4 %99.,4
Alt %101,8 %99.,4
Ortalama %101,0 %99,7

Tablo 4-81: Operasyon-9 tanima sonuclari

Test Tamma (HPLC) *
Standart ve test ¢ozeltisi enjeksiyonlarindan elde
Spesifikasyon edilen Diklofenak ve Tiyokolsikozit piklerinin

alikonma zamanlar1 aym olmahdir.
Analiz sonuclari

Numuneler

Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
Standart Alikkonma Zamani Uygun Uygun
Test Alkonma Zamam Uygun Uygun

Sonu¢ Uygun Uygun
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Tablo 4-82: Operasyon-9 mikrobiyolojik kontroller sonuclari

Test Mikrobiyolojik Kontroller*

Toplam Aerobik Bakteri Sayisi Maksimum 102 CFU/g

. Toplam Maya ve Kiif Sayis1 Maksimum 10 CFU/g

Spesifikasyon .,

P.aeruginosa Bulunmamaly/g

S.aureus Bulunmamaly/g

Analiz sonuclarn
Numuneler . .
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002

Toplam aerobik bakteri say1 0 CFU/g 5 CFU/g
Toplam maya ve Kkiif sayisi 0 CFU/g 0 CFU/g
Staphylococcus aureus Bulunmadi Bulunmadi
Pseudomonas aeruginosa Bulunmadi Bulunmadi

Tablo 4-83: Operasyon -10 goriiniim sonuclari

Test Goriiniim
Spesifikasyon Acik sar1, homojen emiiljel
Analiz sonuclari
Numuneler
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002

Ust Uygun Uygun

Orta Uygun Uygun

Alt Uygun Uygun
Sonug¢ Uygun Uygun

Tablo 4-84: Operasyon -10 pH sonuclar

Test pH
Spesifikasyon 7,2+£0,5
Analiz sonuclari
Numuneler
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
Sonuc¢ 7,1 7,2

Tablo 4-85: Operasyon -10 viskozite sonuclari

Test Viskozite
Spesifikasyon 12.000 cPs £ %25
Analiz sonuclari
Numuneler
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
Sonug 10818 cPs 9132 cPs

Tablo 4-86: Operasyon -10 diklofenak miktar tayini sonuclari

Test Diklofenak Miktar Tayini
Spesifikasyon %95,0-%105,0

Analiz sonuclari
Numuneler

Seri No: DT424001 Seri No: DT424002

Bas %098,1 %100,6
Orta %97.,9 %100,4
Son %97,1 %100,3

Ortalama %97,7 %100,4




Tablo 4-87: Operasyon -10 Tiyokolsikozit miktar tayini sonugclari

Test Tiyokolsikozit Miktar Tayini
Spesifikasyon %95,0-%105,0

Analiz sonuclari
Numuneler

Seri No: DT424001 Seri No: DT424002

Bas %102,9 %100,8
Orta %103,0 %100,5
Son %101,9 %100,5
Ortalama %102,6 %100,6

Tablo 4-88: Operasyon -10 ortalama dolum agirhgi sonuclari

Test Ortalama Dolum Agirhg:
Spesifikasyon 50g+% 10
Analiz sonuclar:
Numuneler
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
Ortalama S51,1g 504 ¢

Tablo 4-89: Operasyon -10 sizdirmazlik sonuclar:

Test

Sizdirmazhk

Spesifikasyon  Higbir tiipte sizdirma olmamahdir

Analiz sonuglar:
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002

Numuneler

Bas Uygun
Orta Uygun
Son Uygun
Sonu¢ Uygun

Uygun
Uygun
Uygun
Uygun

Tablo 4-90: Operasyon -10 tamémma (HPLC) sonuglari
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Test Tanmma (HPLC)
Spesifikasvon Standart ve test ¢ozeltisi enjeksiyonlarindan elde edilen Diklofenak
P Y ve Tiyokolsikozit piklerinin ahlkonma zamanlar:1 ayni olmahdir.
Analiz sonuclari
Numuneler . .
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
Standart Alikkonma Zamani Uygun Uygun
Test Alkonma Zamam Uygun Uygun
Sonu¢ Uygun Uygun
Tablo 4-91: Operasyon -10 Diklofenak safsizlik tayini sonuglari
Test Safsizhik (HPLC)
Diklofenak Dietilamonyum,
Diklofenak Safsizhk A: Maksimum %70,5
Spesifikasyon Bilinmeyen Her Bir Safsizhik: Maksimum %0,2
Toplam Safsizhik: Maksimum %2,0
Raporlama Seviyesi: Maksimum %0,1
Analiz sonuclari
Numuneler
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
Diklofenak Safsizhk A <R.S. <R.S.
Bilinmeyen En Biiyiik Safsizhik <R.S. <R.S.
Toplam Safsizhk <R.S. <R.S.




Tablo 4-92: Operasyon -10 Tiyokolsikozit safsizlik tayini sonuclari
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Test Safsizhk (HPLC)*
Tiyokolsikozit i¢cin;
Kolsikozit Maksimum %0,5
Spesifikasvon Kolsisin Maksimum %0,5
p Yy Bilinmeyen her bir Safsizhik Maksimum %70,5
Toplam Safsizhk Maksimum %2,0
Raporlama Seviyesi Maksimum %0,1
Analiz sonugclari
Numuneler . .
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002
Kolsikozit %0,45 %0,43
Kolsisin <R.S. <R.S.
Bilinmeyen her bir Safsizhk <R.S. <R.S.
Toplam safsizhik %0,57 %0,54

Tablo 4-93: Operasyon -10 mikrobiyolojik kontroller sonuglari

Test Mikrobiyolojik Kontroller

Toplam Aerobik Bakteri Sayisi Maksimum 102 CFU/g

. Toplam Maya ve Kiif Sayis1 Maksimum 10 CFU/g

Spesifikasyon -

P.aeruginosa Bulunmamaly/g

S.aureus Bulunmamaly/g

Analiz sonuclarn
Seri No: DT424001 Seri No: DT424002

Toplam aerobik bakteri say1 0 CFU/g 0 CFU/g
Toplam maya ve Kiif sayisi 0 CFU/g 0 CFU/g
Staphylococcus aureus Bulunmadi Bulunmadi

Pseudomonas aeruginosa Bulunmadi Bulunmadi




4.9. Pilot Uretim Stabilite Calismalarina Ait Bulgular
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DT424001 ve DT42400 serili pilot iiretimlerin stabilite ¢galismalarina ait bulgular
asagidaki tablolarda verilmistir (Tablo 4-94Tablo 4-101),

Tablo 4-94: DT424001 serisinin pilot iiretim “hizlandirilmis” stabilite sonuclari

Etken Madde Ada:

Seri No: DT424001

Diklofenak Dietilamonyum (AARTI) BASLANGIC TARIHi:
Tiyokolsikozit (ALCHEM) Ekim/2014
AMBALAJ TURU: STABILITE KOSULLARI:
Aluminyum Tiip Hizlandirilmig (40°+£2 C/ 75% RH £5)
Testler Spesifikasyonlar Baslangic 3.Ay 6.Ay
Goriiniis Agcik sar1, homojen emiiljel Uygun Uygun Uygun
Viskozite (cps) Bilgi Amaglhdir 10818 10652 11382
pH Bilgi Amaglhdir 7,1 7,0 6,9
Miktar Tayini (Tiyokolsikozit) %90-%110 %102,6 %99,1 %98,6
Miktar Tayini (Diklofenak) %90-%110 %97,7 %96,9 %96.7
Ortalama Dolum Agirlig 50,0 g+ % 10 51,1 50,5 50,6
Safsizlik Tayini(Tiyokolsikozit)
Kolsikozit Maksimum: %0,5 %0,45 %0,46 %0,41
Kolsisin Maksimum: %0,5 <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: %0,5 <R.S. %0,41 %0,47
Toplam Safsizlik Maksimum: % 2,5 %0,57 %1,07 %0,55
Safsizlik Tayini (Diklofenak)
Diklofenak Safsizlik A Maksimum: % 0,5 <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: % 0,2 <R.S. <R.S. <R.S.
Toplam Safsizlik Maksimum: % 2,5 <R.S. %0,13 %0,14
M‘?goﬁ;ﬁ’lg;foﬁ‘]’(“g;’ilt?ﬁ Sann Maks, 102 CFU/g 0 CFU/g 5 CFU/g 0 CFU/g
Toplam M it 5o my Maks, 10 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g
P aIZ:ru inosZ p/ Bulunmamali /g Bulunmadi Bulunmad: Bulunmad:
' & Bulunmamali /g Bulunmadi Bulunmadi Bulunmad:
S.aureus
Tablo 4-95: DT424001 serisinin pilot iiretim “ara kosul” stabilite sonug¢lari
Etken Madde Adu: Seri No: DT424001
Diklofenak Dietilamonyum (AARTT) BASLANGIC TARIHi:
Tiyokolsikozit (ALCHEM) Ekim/2014
AMBALAJ TURU: STABILITE KOSULLARI:
Aluminyum Tiip Ara Kosul (30°+2 C/ 65% RH +£5)
Testler Spesifikasyonlar Baslangic 3.Ay 6.Ay 9.Ay 12.Ay
Goriiniis Acik sar1, homojen emiiljel Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Viskozite (cps) Bilgi Amaghdir 10818 11223 11773 11441 11132
pH Bilgi Amaglidir 7,1 6.9 6,9 6,9 6,9
Miktar Tayini (Tiyokolsikozit) %90-%110 %102,6 %98,7 %99,1 %101,9 %101,4
Miktar Tayini (Diklofenak) %90-%110 %97,7 %97,4 %97,1 %96,2 %97,3
Ortalama Dolum Agirlig1 50,0 g+ % 10 51,1 50,5 50,1 50,9 50,2
Safsizlik Tayini(Tiyokolsikozit)
Kolsikozit Maksimum: %0,5 %0,45 %0,39 %0,45 %0,47 %0,47
Kolsisin Maksimum: %0,5 <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: %0,5 <R.S. <R.S. <0,21 <0,21 <0,31
Toplam Safsizlik Maksimum: %2,5 %0,57 %0,54 %0,65 %0,72 %1,25
Safsizlik Tayini (Diklofenak)
Diklofenak Safsizlik A Maksimum: %0,5 <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik ~ Maksimum: %0,2 <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Toplam Safsizlik Maksimum: %2,5 <R.S. <R.S. %0,14 %0,13 %0,12
Mikrobiyolojik Kontroller 0 CFU/
Toplam Aerobik Bakteri Say1 Maks, 102 CFU/g 0 CFU /g 0 CFU/g 0 CFU/g
Toplam Maya ve Kiif Sayis1 Maks, 10 CFU/g g - 0 CFU/g 0 CFU/g
. Bulunmad:
P.aeruginosa Bulunmamali /g Bulunmad Bulunmadi Bulunmad:
S.aureus Bulunmamali /g Bulunmad: Bulunmadt
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Tablo 4-96: DT424001 serisinin pilot iiretim “uzun siireli” stabilite sonuc¢lar: (1/2)

Etken Madde Ada:

Seri No: DT424001

Diklofenak Dietilamonyum (AARTT) BASLANGIC TARIHI:
Tiyokolsikozit (ALCHEM) Ekim/2014
AMBALAJ TURU: STABILIiTE KOSULLARI:
Aluminyum Tiip Uzun Siireli (25°£2 C/ 60% RH +5)
Testler Spesifikasyonlar Baslangi¢ 3.Ay 6.Ay 9.Ay 12.Ay
Goriiniis Acik sar1, homojen emiiljel Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Viskozite (cps) Bilgi Amaghdir 10818 10668 11124 11746 11602
pH Bilgi Amaglidir 7,1 7,0 7,0 7,1 6,8
Miktar Tayini (Tiyokolsikozit) ~ %90-%110 %102,6 %98,4 %101,8 %97,8 %102,0
Miktar Tayini (Diklofenak) %90-%110 %97,7 %99,8 %100,5 %98,0 %98,8
Ortalama Dolum Agirlig: 50,0 g+% 10 51,1 50,2 49,9 49,9 50,4
Safsizlik Tayini(Tiyokolsikozit)
Kolsikozit Maksimum: %0.5 %0,45 %0,47 %0,44 %0,42 %0,48
Kolsisin Maksimur. 0/"0’ p <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: 0/00’5 <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Toplam Safsizlik . N %0,57 %0,60 %0,59 %0,61 %1,05
Maksimum: % 2,5
Saf51_zhk Tayini (Diklofenak) _ RS, <RS. <RS. <RS. <RS.
Diklofenak Safsizlik A Maksimum: % 0,5
Iy . . <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik  Maksimum: % 0,2 <RS <RS <RS <RS <RS
Toplam Safsizlik Maksimum: % 2,5 o o o o o
Mlﬁo'ﬂﬁ’?ﬁr‘oﬁiﬂggfjgd sayy  Maks, 102 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g
Toplam Mg T lsfy Maks, 10 CFU/g 0 CFU/g ) 0 CFU/g ) 0 CFU/g
P ar;ru inosZ y Bulunmamali /g Bulunmad: Bulunmad: Bulunmadi
' & Bulunmamali /g Bulunmadi Bulunmadi Bulunmad:

S.aureus

Tablo 4-97: DT424001 serisinin pilot iiretim “uzun siireli” stabilite sonuclari (2/2)

Etken Madde Adi:

Seri No: DT424001

Diklofenak Dietilamonyum (AARTI) BASLANGIC TARIHi:
Tiyokolsikozit (ALCHEM) Ekim/2014
AMBALAJ TURU: STABILITE KOSULLARI:
Aluminyum Tiip Uzun Siireli (25°£2 C/ 60% RH +£5)
Testler Spesifikasyonlar Baslangi¢ 18.Ay 24.Ay
Goriiniis Acik sar1, homojen emiiljel Uygun Uygun Uygun
Viskozite (cps) Bilgi Amaghdir 10818 10943 12038
pH Bilgi Amaglhdir 7,1 7,0 6,9
Miktar Tayini (Tiyokolsikozit) %90-%110 %102,6 %101,5 %99,1
Miktar Tayini (Diklofenak) %90-%110 %97,7 %98,5 %396,5
Ortalama Dolum Agirlig 50,0 g+ % 10 51,1 50,4 50,8
Safsizlik Tayini(Tiyokolsikozit)
Kolsikozit Maksimum: %0,5 %0,45 %0,50 %0,47
Kolsisin Maksimum: %0,5 <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: %0,5 <R.S. <0,24 <0,32
Toplam Safsizlik Maksimum: % 2,5 %0,57 %1,04 %1,01
Safsizlik Tayini (Diklofenak)
Diklofenak Safsizlik A Maksimum: % 0,5 <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: % 0,2 <R.S. <R.S. %0,07
Toplam Safsizlik Maksimum: % 2,5 <R.S. <R.S. %0,17
Mikrobiyolojik Kontroller 0 CFU/
Toplam Aerobik Bakteri Say1 Maks, 102 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU /g
Toplam Maya ve Kiif Sayisi Maks, 10 CFU/g 0 CFU/g &
. Bulunmad:
P.aeruginosa Bulunmamali /g Bulunmad:
Bulunmad:
S.aureus Bulunmamali /g Bulunmad1
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Tablo 4-98: DT424002 serisinin pilot iiretim “hizlandirilmis” stabilite sonuclari

Etken Madde Ada:

Seri No: DT424002

Diklofenak Dietilamonyum (AARTT) BASLANGIC TARIHI:
Tiyokolsikozit (ALCHEM) Ekim/2014
AMBALAJ TURU: STABILITE KOSULLARI:
Aluminyum Tiip Hizlandirlmig (40°+2 C/ 75% RH +5)
Testler Spesifikasyonlar Baslangi¢ 3.Ay 6.Ay
Goriiniis Agik sar1, homojen emiiljel Uygun Uygun Uygun
Viskozite (cps) Bilgi Amaghdir 9132 10161 10673
pH Bilgi Amaglidir 7,2 7,0 7,0
Miktar Tayini (Tiyokolsikozit) %90-%110 %100,6 %99.,9 %102,1
Miktar Tayini (Diklofenak) %90-%110 %100,4 %98,3 %99,7
Ortalama Dolum Agirlig: 50,0 g+ % 10 50,4 50,8 50,0
Safsizlik Tayini(Tiyokolsikozit)
Kolsikozit Maksimum: %0,5 %0,43 %0,46 %0,39
Kolsisin Maksimum: %0,5 <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: %0,5 <R.S. %0,34 %0,31
Toplam Safsizlik Maksimum: % 2,5 %0,54 %0,34 %0,50
Safsizlik Tayini (Diklofenak)
Diklofenak Safsizlik A Maksimum: % 0,5 <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: % 0,2 <R.S. <R.S. <R.S.
Toplam Safsizlik Maksimum: % 2,5 <R.S. %0,11 %0,11
M‘?goﬁgﬁ’lz‘féfoﬁi“g;’lgi - Maks, 102 CFU/g 0 CFU/g 0 CFUlg 0 CFU/g
T plam Mava ve Kiif Say1 3’ Maks, 10 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g
P(;I;ru inosz}il - Bulunmamali /g Bulunmad: Bulunmadi Bulunmad:
-acrug Bulunmamali /g Bulunmadi Bulunmadi Bulunmad:
S.aureus
Tablo 4-99: DT424002 serisinin pilot iiretim “ara kosul” stabilite sonuglari
Etken Madde Adi: Seri No: DT424002
Diklofenak Dietilamonyum (AARTI) BASLANGIC TARIHI:
Tiyokolsikozit (ALCHEM) Ekim/2014
AMBALAJ TURU: STABILITE KOSULLARI:
Aluminyum Tiip Ara Kosul (30°+2 C/ 65% RH +5)
Testler Spesifikasyonlar Baslangic 3.Ay 6.Ay 9.Ay 12.Ay
Goriiniig Agik sar1, homojen emiiljel Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Viskozite (cps) Bilgi Amaghdir 9132 10430 11211 11063 10072
pH Bilgi Amaghdir 7,2 6,9 6,9 6,9 6,9
Miktar Tayini (Tiyokolsikozit) %90-%110 %100,6 %398,7 %99,1 %101,9 %101,4
Miktar Tayini (Diklofenak) %90-%110 %100,4 %98,1 %98,8 %098,1 %101.1
Ortalama Dolum Agirlig: 50,0 g+ % 10 50,4 499 49,9 50,1 50,9
Safsizlik Tayini(Tiyokolsikozit)
Kolsikozit Maksimum: %0,5 %0,43 %0,45 %0,45 %0,40 %0,39
Kolsisin Maksimum: %0,5 <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: %0,5 <R.S. <R.S. <0,18 <0,18 <0,29
Toplam Safsizlik Maksimum: %2,5 %0,54 %0,59 %0,75 %0,52 %1,01
Safsizlik Tayini (Diklofenak)
Diklofenak Safsizlik A Maksimum: %0,5 <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik ~ Maksimum: %0,2 <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Toplam Safsizlik Maksimum: %2,5 <R.S. <R.S. %0,20 %0,39 %0,30
Mikrobiyolojik Kontroller
Toplam Aerobik Bakteri Say1 Maks, 102 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g
Toplam Maya ve Kiif Sayisi Maks, 10 CFU/g 0 CFU/g - 0 CFU/g 0 CFU/g
P.aeruginosa Bulunmamali /g Bulunmadi Bulunmad: Bulunmadi
S.aureus Bulunmamali /g Bulunmad: Bulunmadi Bulunmad:
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Tablo 4-100: DT424002 serisinin pilot iiretim “uzun siireli” stabilite sonuclar1 (1/2)

Etken Madde Ada:

Seri No: DT424002

Diklofenak Dietilamonyum (AARTT) BASLANGIC TARIHI:
Tiyokolsikozit (ALCHEM) Ekim/2014
AMBALAJ TURU: STABILIiTE KOSULLARI:
Aluminyum Tiip Uzun Siireli (25°£2 C/ 60% RH +5)
Testler Spesifikasyonlar Baslangi¢ 3.Ay 6.Ay 9.Ay 12.Ay
Goriiniis Acik sar1, homojen emiiljel Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Viskozite (cps) Bilgi Amaghdir 9132 10887 10988 11974 11674
pH Bilgi Amaglidir 7,2 7,0 6,9 7,0 6,8
Miktar Tayini (Tiyokolsikozit) %90-%110 %100,6 %98,7 %100,8 %99,8 %101,0
Miktar Tayini (Diklofenak) %90-%110 %100,4 %100,2 %99,5 %98,5 %100,8
Ortalama Dolum Agirlig: 50,0 g+% 10 50,4 50,1 49,8 50,3 50,4
Safsizlik Tayini(Tiyokolsikozit)
Kolsikozit Maksimum: %0.5 %0,43 %0,46 %0,48 %0,46 %0,45
Kolsisin Maksimur. 0/"0’ p <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: 0/00’5 <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Toplam Safsizlik . N %0,54 %0,52 %0,56 %0,61 %0,78
Maksimum: % 2,5
Saf51_z11k Tayini (Diklofenak) _ <RS. <RS. <RS. <RS. <RS.
Diklofenak Safsizlik A Maksimum: % 0,5
Iy . . <R.S. <R.S. <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik  Maksimum: % 0,2 <RS <RS <RS <RS <RS
Toplam Safsizlik Maksimum: % 2,5 o o o o o
Mlﬁo'ﬂﬁ’?ﬁr‘oﬁiﬂggfgﬁ Sayy  Maks, 102 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g
Toplam Mg T lsfy Maks, 10 CFU/g 0 CFU/g ) 0 CFU/g ) 0 CFU/g
P ar;ru inosZ y Bulunmamali /g Bulunmad: Bulunmad: Bulunmadi
' & Bulunmamali /g Bulunmadi Bulunmad: Bulunmad:

S.aureus

Tablo 4-101: DT424002 serisinin pilot iiretim “uzun siireli” stabilite sonuclari

(2/2)

Etken Madde Ad:
Diklofenak Dietilamonyum (AARTI)

Seri No: DT424002
BASLANGIC TARIHI:

Tiyokolsikozit (ALCHEM) Ekim/2014
AMBALAJ TURU: STABILITE KOSULLARI:
Aluminyum Tiip Uzun Siireli (25°+2 C/ 60% RH +5)
Testler Spesifikasyonlar Baslangic 18.Ay 24.Ay
Gorlinis Acik sar1, homojen emiiljel Uygun Uygun Uygun
Viskozite (cps) Bilgi Amaghdir 9132 11399 10965
pH Bilgi Amaghdir 7,2 6,9 7,1
Miktar Tayini (Tiyokolsikozit) %90-%110 %100,6 %99,8 %97,0
Miktar Tayini (Diklofenak) %90-%110 %100,4 %99,7 %96,8
Ortalama Dolum Agirligt 50,0 g+ % 10 50,4 50,2 50,1
Safsizlik Tayini(Tiyokolsikozit)
Kolsikozit Maksimum: %0,5 %0,43 %0,50 %0,47
Kolsisin Maksimum: %0,5 <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: %0,5 <R.S. <0,26 <0,30
Toplam Safsizlik Maksimum: % 2,5 %0,54 %1,01 %1,20
Safsizlik Tayini (Diklofenak)
Diklofenak Safsizlik A Maksimum: % 0,5 <R.S. <R.S. <R.S.
Bilinmeyen Her Bir Safsizlik Maksimum: % 0,2 <R.S. <R.S. %0,05
Toplam Safsizlik Maksimum: % 2,5 <R.S. <R.S. %0,20
Mikrobiyolojik Kontroller
Toplam Aerobik Bakteri Say1 Maks, 102 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g
Toplam Maya ve Kiif Sayist Maks, 10 CFU/g 0 CFU/g 0 CFU/g
P.aeruginosa Bulunmamali /g Bulunmadi Bulunmadi
S.aureus Bulunmamali /g Bulunmadi Bulunmadi
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4.10. Etken Maddelerin in vitro Ila¢ Sahm Calismas1 Bulgular

Diklofenak (Dietilamonyum) ve Tiyokolsikozit etken maddelerinin dozaj
formundan in vitro salim testlerine dair bulgular1 asagidaki Tablo 4-102 ve Tablo
4-103’de verilmistir.

Tablo 4-102: Tiyokolsikozit’in dozaj formundan in vitro kiimiilatif salim
miktarlari

Tiyokolsikozit(ng/ml)
Numune 0.5 saat 1. saat 2. saat 3. saat 4, saat 6. saat
1 (Voltaren) - - - - - -
2 (Voltaren) - - - - - -

3 (Muscoril) 8,03 10,69 13,98 16,01 18,05 21,15
4 (Muscoril) 8,23 11,19 14,78 16,64 18,97 21,98
5 (Voltaren + Muscoril) 6,14 8,41 11,47 13,30 15,71 19,02
6 (Voltaren + Muscoril) 5,14 6,49 8,84 10,52 11,52 14,77
7 (DT424002) 10,60 14,63 20,74 26,14 31,20 40,63
8 (DT424002) 9,89 13,72 20,81 23,32 28,38 37,53

Tablo 4-103: Dikolfenak’in dozaj formundan in vitro kiimiilatif salim miktarlar

Diklofenak (ng/ml)

Numune 0.5 saat 1. saat 2. saat 3. saat 4. saat 6. saat
1 (Voltaren) 34,69 52,93 74,44 84,38 100,71 122,29
2 (Voltaren) 34,53 44,56 68,76 82,65 97,57 118,54
3 (Muscoril) - - - - - -

4 (Muscoril) - - - - - -

5 (Voltaren + Muscoril) 12,69 17,71 24,51 28,39 33,99 41,70
6 (Voltaren + Muscoril) 10,01 13,07 18,38 22,36 24,86 32,37
7 (DT424002) 30,39 41,44 57,67 71,52 84,30 107,08
8 (DT424002) 28,37 35,06 57,93 64,31 77,30 98,83

Gelistirilen sabit doz kombine (Diklofenak Dietilamonyum %1,16/Tiyokolsikozit
%0,25 Emiiljel) iiriin ile tekil iirlinlerin (Voltaren ve Muscoril) ve birebir karigtirilmig
kombine tiriinlerin dozaj formundan birim alandan her bir etken madde i¢in serbestlesen
ila¢ salim miktar1 hesaplamalar1 ve Tablo 4-104 ve Tablo 4-105’de, grafikleri ise Sekil
4-14 ve Sekil 4-15°de verilmistir

Tablo 4-104: in vitro ila¢ salim calismasinda serbestlesen Diklofenak
(Dietilamonyum) miktar1 (ng/cm?2)

Voltaren + Muscoril

Zaman (saat) Voltaren Emulgel Karigim Sabit Doz Kombine Uriin
0,5 234,64 76,95 199,19
1 545,56 174,88 441,93
2 1003,46 311,56 812,20
3 1529,22 471,49 1239,97
4 2154,17 656,64 1749,39




140

6 2914,54 891,12 2401,76

Tablo 4-105: in vitro ila¢ salim calismasinda serbestlesen Tiyokolsikozit miktari

(ng/cm2)
Zaman (saat) Muscoril Merhem Voltaren+Muscoril Sabit Doz Kombine Uriin
Karisimi
0,5 55,12 38,24 69,46
1 124,68 85,56 159,80
2 216,00 150,20 292,64
3 318,54 225,19 448,58
4 434,81 310,75 636,58
6 570,58 417,59 884,68
Diklofenak Dietilamonyum
2350000 -
= i
%3000,00 -+
g N /
= 2500,00 /
= 2000,00
= g / —o—Voltaren Emulgel
= 1500,00 + .
& c Voltaren+Muscoril
= 1000,00 + ;
® 500.00 F Sabit Doz Kombine Uriin
2
5 | A4
2 0,00 +—F———t——q ‘ —
0 1 2 3 4 5 6
Zaman (saat)

Sekil 4-14: Serbestlesen Diklofenak (Dietilamonyum) miktar: (ng/cm2) profilleri

Tiyokolsikozit

< 1000,00
£
&
E{J 800,00
St
2 600,00
F / —o—Muscoril Merhem
; 400,00 - Voltaren+Muscoril
?:) 200,00 - Sabit Doz Kombine Uriin
=
5
N 0,00 ! ! :

0 2 4 6

Zaman (saat)

Sekil 4-15: Serbestlesen Tiyokolsikozit miktar1 (ug/cm2) profilleri
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5. TARTISMA

Diklofenak etken maddesi; OA ve RA gibi kas ve iskelet sistemi hastaliklar
tedavisinde analjezik ve antienflamatuvar etki amagli, Tiyokolsikozit etken maddesi ise
agrili kas spazmlarinda miyorelaksan ve analjezik etkisinden dolay1 kullanilmaktadir

(Sproviero ve ark 2018).

[laglarin oral ve parenteral kullanimi ile sistemik dolasima gegmesi etki
mekanizmalarindan dolay1 bazi yan etkileri de beraberinde getirmektedir. NSAI ilaglari,
mide intoleransi1 gibi dnemli yan etkiler olustururken, kas gevsetici ilaglar MSS iizerine
etki ettiginden genelde sedasyon, sersemlik, koordinasyon eksikligi gibi yan etkileri

bulunmaktadir (Kumar ve ark 2014).

Kas ve iskelet sistemi hastaliklarinin tedavisinde, NSAI ilaglarin sistemik yan
etkilerini ortadan kaldiran ve lokal etki saglayan topikal jel, krem ve merhem seklinde
farmasotik preparatlart bulunmaktadir. Topikal uygulanan NSAI ilaglarin etkili olabilmesi
icin deriden penetre olmasi, hedef bolgeye ulasmasi ve etkin konsantrasyon seviyesine

ulagsmas1 gerekmektedir (Moore ve ark 1998; Massey ve ark 2010).

Diklofenak ve onun dietilamonyum tuzu suda c¢ok az ¢oOziinen, fakat nétral
pH’larda ¢ozilinebilen lipofilik 6zellikte bir NSAI bir ilagtir. Bu 6zelliklerinde dolay1
eklem sivilar1 ve deri dahil hiicre membranlarindan penetrasyon kapasitesi bulundugu
bildirilmektedir. Bu yondeki permeasyon ozeliginin yam sira giliglii PGE2 sentezi
inhibisyonu ile Diklofenak molekiilii topikal uygulandiginda yiiksek antienflamatuvar
aktivite gostermektedir (Altman 2015). Topikal ve transdermal tasiyici sisteme sahip
Diklofenak sodyum jel, Diklofenak Sodyum topikal soliisyon ve Diklofenak Epolamin

iceren yama formlar1 bulunmaktadir (Goh ve Lane 2014).

Tiyokolsikozit ise suda ¢oziinen, kolsisinin yari-sentetik tiirevidir (Martindale
2009 p 1898, Umarkar 2011). Topikal tiriinlerinde yalin olarak merhem formlari, farkl
NSAI ilaglar1 ile kombine preparatlar1 bulunmaktadir (Tablo 2-4). Tiyokolsikozit’in
sedasyon gostermeden kas gevsetici etki gosterdigi bilinmektedir (Patat ve Klein 1991).
Ravindra ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptig1 ¢alismada Tiyokolsikozit’in merhem, jel
ve krem formiilasyonu tasarlanmis ve her bir dozaj formun in vitro salim performansi
Olctlilmiis ve her bir formu farkli profil sergiledigi goriilmiistiir. Mioten (Tiyokolsikozit)

koptik adli tirtiniin, Tiyokolsikozit soliisyon formuna kars1 yapilan ¢alismalarda, kopiik
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formunun daha hizli salim profili sergiledigi ve derinin derin tabakalarina gecis yaptigi
bulunmustur (Aguzzi ve ark 2008). Mioten kopiik formuna yapilan diger bir ¢alismada
ise, Muscoril merhem referans iirtinden iki kat, kontrol formiilasyonu olan Tiyokolsikozit
jel formiilasyonundan ii¢ kat daha hizli permeasyon gosterdigi bildirilmistir (Bonina ve

ark 2002).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) yaymmladig1 rehberlerde sabit doz kombine
ilaglar (SDK) tek bir formiilasyon icinde iki veya daha fazla ilacin bulunmasi olarak
tanimlanmaktadir. Her bir ila¢ bagimsiz etkiye sahip olabilmekte ya da kombinasyonla
sinerjik, aditif veya tamamlayic1 bir etki ortaya ¢ikartabilmektedir. Sabit doz kombine
ilag bilesenlerinin, farkli mekanizmalarla etki gostermeleri, farmakokinetik 6zelliklerinin
cok farklilik gostermemesi ve supra-aditif toksik etki gdstermemeleri onemlidir (Gautam

ve Saha 2008).

Sabit doz kombinasyonu (SDK) ilaglarin genel avantajlar1 olarak; hastanin ilag
alimin1 kolaylastirmak, kombinasyonla her etkin maddenin dozunun azaltilabilmesi, yan
etkilerin azaltilabilmesi, aldig1 farmasotik sekillerin sayisini azaltmak, hasta uyuncunun
artirllmasi, hasta i¢in daha diisiik maliyetli olmas1 ve ticari iirlinlerin pazardaki yasam
Omiirleri icin iyi bir firsat olusturmalar1 olarak siralanabilmektedir. Dezavantajlar ise
kombine ilacin gereksiz yere kullanilmasi, tekli ilag iirlinleriyle tedavi edilebilecek bir
hastalikta kombine {iriin kullanilmasi, istenmeyen etki gelisme riskinin ve tedavinin
maliyetini artirabilmesi ve tedavide dozaj esnekliginin ortadan kalkmasi olarak

siralanmaktadir (EMA 2008).

Diklofenak tuzu ile Tiyokolsikozit molekiillerini iceren sabit doz kombine ve kati
dozaj formunda formiilasyona dair literatiirde yer almaktadir (Denis 1996). Bu dozaj
formundan farkli olarak fakat ayni amagla, Diklofenak Dietilamonyum %1,16 /
Tiyokolsikozit 90,25 sabit doz kombine (SDK)) emiiljel formiilasyonu ile hastanin aldig:
farmasotik formlarin sayisi azaltilmig, hasta uyuncu artirilmis ve hastanin dozlari
atlamasinin Oniine geg¢ilmesi gibi katkilar saglanmistir. Ayrica bu ¢alisma ile, gelistirilen
SDK Ilacin kullammi ile hasta bakim yiikiiniin azaltilmasi ve tedavi basarismin

yiikselecegi diisliniilmektedir.

Yiiksek lisans tez ¢calismamizda kullanilacak hammaddelerin etkinligi (potency)
ve saflig1 formiilasyon gelistirme sonrasi bitmis iirline yansiyacagindan énemlidir (ICH

Q6A 1999). Hammaddeler temin edilmis ve bu hammaddelere dair miktar tayini ve
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safsizlik g¢aligmalart ile IR tamima testleri yiiriitilmiis ve sonuglar kaynak
spesifikasyonlart ve ilgili Farmakopeler ile uyumlu oldugu bulunmustur (Diklofenak
miktar tayini hammaddesi analizinde %99.4 ve pilot liretim bitmis {irlin analizinde ise
sirastyla %97,7 ile %102,0 bulunumus; Tiyokolsikozit miktar tayini analizinde ise
hammaddede 9%99,6 ve pilot iiretim analizlerinde ise sirasiyla %102,6 ve %99,9
bulunmustur. Safsizlik analizlerinde ise Diklofenak Safsizlik A, hammadde ve bitmis
iirlinde tespit edilmemis; Tiyokolsikozit tespit edilen hammadde safsizliklarindan sadece
Kolsikozit safsizlig1 kayda deger miktarda bulunmustur. Bu safsizlik hammaddede %0,41
seviyelerinde iken, bitmis iiriinde sirasiyla %0,446 ve %0,430 olarak bulunmustur. Bu
sonuglar bitmig lirtin formiilasyonun her iki hammaddenin safsizliklarinda baglangigta bir

artisa neden olmadigin1 gostermektedir.

Emiiljel yapisindaki SDK ila¢ formiilasyonun miktar tayini analitik metot
validasyonu, dogruluk parametresi ¢calismasinda Diklofenak i¢in %102,22; Tiyokosikozit
icin %100,51 geri kazanim degerleri bulunmus ve %97,0-103,0 hedef limitleri dahilinde
uygun bulunmustur (ICH Q2(R1) 2005). Kesinlik parametresinin alt parametrelerinden
biri olan yontem kesinligi kapsaminda tekrarli ¢aligmalar sonucunda RSD deger en fazla
%?2 olmalidir ve Diklofenak icin %0,68; Tiyokolsikozit i¢in %0,48 olarak uygun
bulunmustur. Kesinligin diger bir alt parametresi olan ara kesinlik (veya laboratuvar igi
kesinlik) parametresinde 3 giin sonra ayni kosullarda yapilan analizler arasi fark
Dikolfenak i¢in %0,89, Tiyokosikozit i¢in %0,34 bulunarak, %3,0’dan az oldugu tespit
edilmis ve uygun bulunmustur. Sistem uygunluk alt parametresi ¢calismasinda ise, alanlar
arast %RSD degeri %2,0’dan az olmasi hedefi ile Diklofenak ve Tiyokolsikozit i¢in ayn1
deger %0,2 bulunmustur. Spefisifiklik parametresi sonuglarina gore, etken maddenin
alikonma zamaninda plasebodan veya ¢oziicliden gelen herhangi bir pik tespit edilmemis
ve piklerin saf oldugu goriilmiistiir. Ayrica, kullanilan filtre kaynakli etki ¢aligmasi
sonuclarina gore 0,45um Nylon filtrenin {iriiniimiiziin analizi i¢in uygun oldugu
gbzlenmistir. Dogrusallik parametresi ¢alismasi ile % 70-130 konsantrason araliginda;
konsantrasyona bagli alan degisimin dogrusal oldugu ve R? degerinin >0,999 olmasi
gerekmekte ve her iki molekiiliin dogrusal denklemi R? degeri 0,999 bulunmustur. Ayrica
uygulama aralig1 parametresi ile %70 ve %130 ¢alisma konsantrasyonlarin ile % RSD
degerleri %]1’in altinda bulunmustur. Saglamlik parametresi herhangi bir limite
dayanmadig1 gibi, calisma kapsaminda standart ve test ¢ozeltilerinin 40 saat boyunca

10°C’de stabil oldugunu tespit edilmistir (FDA 1994).
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Safsizliklar1 (impiirite) analitik metot validasyon calismalar1 ile dogruluk
parametresi bitmis liriinde aranacak tiim bilinen safsizliklarin %10 (LOQ), %100, %200
seviyelerinde 3 paralel numune hazirlanip analizlenmis ve geri kazanim degeri %80-120
arasinda olmasi hedeflendiginde tiim safsizliklarin degerleri uygun bulunmustur. Kesinlik
parametresinde bilinen safsizliklar icin ¢alisma sonucunda elde edilen %RSD
degerlerinin %2,0’den az olmasi beklenmistir. Sistem kesinligi alt parametresi
calismasinda Tiyokolsikozit %RSD’si 0,10; Kolsikosit %RSD’si 0,17; Kolsisin %RSD’si
0,15; Diklofenak Dietilamonyum %RSD’si 0,31 ve Diklofenak Safsizlik A %RSD’si ise
0,35 olarak uygun bulunmustur. Yontem kesinligi alt parametresi ¢alismasinda bilenen
safsizliklardan Koksikozit icin %0,693; Kolsisin i¢in %1,176; Diklofean Safsizlik A i¢in
ise %0,527 degeri bulunmustur. Laboratuvar i¢in kesinlik alt parametresi calismasinda %
fark degerleri Koksikozit i¢in %0,017; Kolsisin i¢in %0,009; Diklofenak Safsizlik A i¢in
ise %0,001 bulunmus ve safsizlik analitik yontemin farkli gilinlerde ¢aligiimasindan
etkilenmedigini gosterilmistir. Spesifiklik parametresi sonuclari degerlendirildiginde
etken maddenin alikonma zamaninda plasebodan veya ¢oziiciiden gelen herhangi bir pik
veya kromatografik girisim tespit edilmemis ve etken madde piki ile safsizlik piklerinin
safligin1 korudugu goriilmiistiir. Tespit limiti parametresi ¢aligmasinda, kromatograminda
elde edilen sinyalin blank kromatogramindaki giiriiltiiye oraninin en az 3,0 olmasi
gerekmektedir (ICH Q2(R1) 2005) ve sonugta etken madde ve safsizlik sinyal/giiriilti
uygun bulunmustur. Safsizliklarin kantitatif tespitinde kullanilan diger bir validasyonu
parametresin hesaplanabilirlik limiti (LOQ seviyesi) caligmasinda ise sinyal/glirtilti
oraninin en az 10,0 olmasi gerekmektedir (ICH Q2(R1) 2005) ve etken madde ve safsizlik
sinyal/gliriilti  oran1 10’un {stlinde bulunmustur. LOQ seviyesinden %200
konsantrasyona kadar tekrarli analizler ile elde edilen LOQ seviyesi i¢in %5,0’1n altinda,
bunun iistendeki konsantrasyonlarda %RSD degerinin 2,0’den diisiik olmasi beklenmis
uygun sonuglar elde edilmistir. Safsizlik metodu validasyonu saglamlik parametresi
calismasiyla, standart ve numune ¢ozeltisinin 10°C’de analizlendigi 48 saat boyunca

stabil oldugu bulunmustur.

Formiilasyon gelistirme ¢aligmalari sonucunda, Karbopoliin 974 P tiirevi 6zellikle
yiiksek viskozite degeri ve benzen kalint1 ¢oziicli igermemesi ve losyon, krem ve jel gibi
farkli topikal uygulamalarina olanak saglamasi nedeniyle formiilasyonlarinda tercih
edilmektedir (Kaur 2013). Karbomer jel olusturucu ajanlarin formiilasyonda %0,1-3

arasinda kullanilmasi ile uygun topikal jel formiilasyonlarinin elde edilebilecegi tavsiye
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edilmektedir (Lubriazol 2011a). Gelistirilen formiilasyonlarda karbopol miktarinda artis
ile viskozitenin arttig1, ayrica pH 6,0-7,0 arasinda olacak sekilde tiretanolamin tampon
ajanin karbomer noétralizasyonda kullanilmasinin da etkisi goriilmiistiir (Lubriazol

2011b).

Suda ¢oziiniirliigii diisiik etken maddelerin jel formiilasyonlarinda surfaktan
kullanmak yerine, etanol veya diger alkol tiirevleri (propilen glikol ve izopropilalkol)
hidroalkolik jel formiilasyonlar1 hazirlamak i¢in tercih edilmektedir (Lurizol 2011c;
Rafiee-Tehrani ve Mehramizi 2000). Diklofenak Dietilamonyum ve Tiyokolsikozit SDK
emiiljel formiilasyonu calismalar1 tasariminda, Ozellikle diisiikk c¢oziiniirliige sahip
Diklofenak igin benzer yaklasim vyiiriitiilmiistiir. Izopropilalkol oranin artis1 ile
viskozitenin 16145 cps’den 8487 cps’e kadar diistiigli goriilmiistiir. Bunun nedeni, su
bazli jel formiilasyonlarindaki hidrojen bagi sayisinin hidroalkolik jel formiilasyonuna
gore daha fazla olmasi olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, gelistirilen formiilasyonda
yiiksek alkol orani (IPA ve propilen glikol) antimikrobiyal bir koruyucu kullanma
gerekliligini ortadan kaldirmistir (Lubrizol 2011c; Man ve ark 2017).

Proses validasyonu gelistirilen ilacin kalitesini garanti altina alan bir uygulamadir
(FDA 2011). 2 seri pilot 6lcekli liretim ile yapilan fiziksel ve kimyasal analiz sonucunda
gelistirilen formiilasyonun tekrarlanabilirligi ve bunun sonucunda spesifikasyonlar
dahilinde sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Ozellikler IPK ve bitmis iiriin testlerinde
pH degerinin ortalama 7,2 olmas1 ve bunun sonucunda viskozite degerlerinin pilot {iretim
serileri i¢in sirastyla 10794 cps ve 9134 cps bulunmustur. Miktar tayini ve safsizliklar

sonuglar1 da birbiri ile uyumlu olarak bulunmustur.

Referans tiriin Voltaren-Emulgel ve Muscoril merheme fiziksel ve formiilasyon
bilesimleri acidan farklilik gostermektedir. Sadece Tiyokolsikozit iceren jel
formiilasyonunda herhangi bir iirlin bulunmamakta fakat, jel formiilasyonlarina dair
calismalar literatiirde yer almaktadir (Rathod ve ark 2016). Yiiriitiilen fiziksel ve kimyasal
analizler ile gelistirilecek formiilasyonun farmasétik kalitesinin hedefi ortaya konulmus
ve gelistirilen sabit doz kombine {iriiniin referans iirlinler karsi kalitesinin korunmustur
(WHO 2005). Gelistirilen formiilasyona ile yiiriitiilen iki seri pilot iiretim serileri ile
referans triinlerin farmasotik kalite kiyalamasi Tablo 4-73‘de verildigi gibi uyugn

bulunmustur.
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Pilot liretim serilerinin stabilite ¢caligmalar1 boyunca, bitmis iiriin dozaj formunda
“6nemli degisiklik” olmamasi beklenir (TITCK 2017). Gelistirilen formiilasyonun jel
yari-kat1 dozaj formu kapsaminda; arasinda miktar tayini %5 degisimi, kabul limitlerini
asan bir bozunma {irlinii; goriinim ve fiziksel o6zellikler diger islevsel niteliklerde
herhangi bir degisimin kabul limitleri digsinda olmasi ve pH degerinin limit disinda olmasi
gibi bir 6nemli degisik stabilite boyunca olusmadig1 gorilmistiir. Hizlandirilmig (40°+2
C/75% RH +5) kosulda 6 ay boyunca, Ara Kosulda (30°+2 C/ 65% RH £5) 12 ay boyunca
ve Uzun Siireli (25°£2 C/ 60% RH =£5) kosulda 24 ay boyunca sonuglar1 belirlenen
spesifikasyonlar dahilinde oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu stabilite sonuglar
dogrultusunda kilavuzda (TITCK 2017) yer aldig1 gibi gelistirilen formiilasyonuna iiriine

“25°C'nin altindaki oda sicakliginda” saklanabilecegi ortaya ¢ikmustir.

Dozaj formunun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ilacin salimina dogrudan etki
etmektedir. Gelistirilen formiilasyonun final iiriin kalitesini belirleyen Onemli
ozelliklerden biri de performans testidir. Referans tiriinlere kars1 karsilagtirmali in vitro
caligmalar ylriitiilmiis, elde edilen bulgular dogrultusunda bir degerlendirme yapilmistir
(USP 1997). Goebel ve arkadaslarinin 2013 yilinda yiiriittiigii calismada, Diklofenak
Dietilamonyum igeren farkli formiilasyonlara sahip esdeger iiriinlerin farkli salim

profilleri verdigi gériilmiistir.

in vitro ilag salim ¢aligmalar1 sonucunda birim zamanda tespit edilen miktar tayini
sonuclar1 kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglardan birim zamanda ve diflizyon alanindan

serbestleserek gegen etken madde miktarlari karsilastirilmistir.

Ayni anda fakat ayri ayr1 kullanim (kombine manuel kullanim) formu ve
gelistirilen SDK ila¢g emiiljel formiilasyonu ile referans iirlin Voltarene Kkarsi
kiyaslandiginda; Diklofenak salim hizlarinin 6 saat sonunda; Voltaren icin 2914,54
ng/cm?/saat, manuel kullanim ile 891,12 pg/cm?*/saat ve gelistirilen SDK igin ise 2401,76
pg/cm?/saat bulunmustur. Bu sonuglara gére Voltaren iiriin ile SDK ilag iiriiniinde
Diklofenak Dietilamonyum etken madde salim hizlarinin in vitro salim hizlarinin
benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Tersine, manuel karisimlar ile elde edilen formda
etken madde salim hizinin diistiigli goriilmektedir. Bunun sebebinin ise, merhem
formunun hidrofobik yapisindan ve dolasiyla dozaj formu yapisi ve formiilasyonlar

bilesimi farklilig1 ileri geldigi diistiniilmektedir.
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Tiyokolsikozit etken maddesinin kombine manuel kullanim ve gelistirilen SDK
ilag emiiljel formiilasyonu ile referans iiriin Muscoril merheme kars1 kiyaslandiginda;
Tiyokolsikozit salim hizlarmin 6 saat sonunda; Muscoril i¢in 570,58 pg/cm?/saat, manuel
kullanim ile 417,59 pg/cm*/saat ve gelistirilen SDK icin ise 884,68 pg/cm?*/saat
bulunmustur. Muscoril merhem salim hizi ile kiyaslandiginda manuel karigtirma
sonucunda Tiyokolsikozit’in kismen daha yavas salim hizi sergiledigi goriiliirken,
gelistirilen SDK emiiljel formiilasyonu 6nemli derece daha hizli salim profili sergiledigi
goriilmiistiir. Emiiljel formiilasyonun, Muscoril merhem formiilasyonua gore daha
hidrofilik yapidaki formiilasyona sahip olmasindan dolayi, Tiyokolsikozite daha hizi

serbestlesme imkan1 sagladigi diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak, sabit doz kombine iirlin olarak gelistirilen Diklofenak
Dietilamonyum %]1,16/Tiyokolsikozit %0,25 Emiiljel formiilasyonun, formiilasyon
gelistirmesi  yapilmis ve proses validasyonu ile formiilasyon ve {iretimin
tekrarlanabilirligi gosterilmistir. Validasyonu yapilan analitik metotlar ile iirlin ayni
kalitede oldugunu gosterecek secici analitik yontem gelistirilmis ve yiiriitiilen stabilite
calismalar ile iirlinlin 2 yila kadar stabil oldugu tespit edilmistir. Gelistirilen iiriiniin,
referans {irlin Voltaren ile benzer Diklofenak Dietilamonyum in vitro salimi 6zellikleri
gosterdigi; referans {irtin Muscoril merheme gore daha hizli Tiyokolsikozit salim profili
gosterdigi tespit edilmistir. Emiiljel formiilasyonlarinin suda ¢oziintirligl diisiik molekiil
olan Diklofenak Dietilmonyum bilesigi i¢in uygun oldugu kadar, Tiyokolsikozit

molekiilii i¢in de uygun bir form olabilecegi diistiniilmektedir.
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