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OZET

“Yetim Ilaglar” nadir hastaliklara yonelik, pazar hacmi kiiciik ve Ar-Ge harcamalar yiiksek
ilaglardir. Calismada eklemeli iiretim yontemi ile diisiikk 6lcekli tiretilmesi gereken ve
Lennox-Gastout sendromunda kullanilan yetim ila¢ grubundan rufinamit etkin maddesi i¢in
oral tablet formiilasyonu gelistirilmistir. Rufinamit suda ¢oziiniirliigii diisiik olan BCS Class
IT grubundan bir etkin maddedir. Diisiik ¢oziiniirliiglinden dolay1 200 mg ile 1200 mg dozlar1
arasinda non-lineer farmakokinetik gosterir ve bu nedenle terapotik dozu cok yliksektir
(3200 mg). Caligmanin amaci rufinamitin ¢ézliinme davranisini hizlandirarak daha diigiik
dozlarda ayni etkinin saglanacagi bir formiilasyon gelistirmektir. Gelistirme caligmalar:
tasarimla kalite (Quality by Design) prensipleri dogrultusunda risk analizi bazli sistematik
bir yaklasimla gergeklestirilmistir. In-vitro ¢éziinme analizinde kullanilan analitik yontem
istatistiksel deney tasarimi ile incelenmis olup tasarim alami olusturulmustur. Uretim
yonteminin ¢oziinme iizerindeki etkisi incelendiginde, formiilasyon bilesenlerinin eriyik
birikimleme (FDM) tekniginde uygulanan filament ekstriizyonu esnasinda erime sonucu
meydana gelen kat1 dispersiyonun ¢oziinmeyi artirdigi, ilaveten iic boyutlu baski (3DP)
tasarim ile ¢oziinmenin daha da yiikseldigi tespit edilmistir. Optimum formiilasyon ve
referans {riiniin terapotik doz olan 1600 mg dozda ¢oziinmeleri karsilastirilmis olup
gelistirilen optimum formiilasyonun ¢ok daha yiiksek ¢ozlindiigli tespit edilmistir.
Gergeklestirilen MTT sitotoksisite ¢aligmalarina goére hem Hep G2 hem de Caco-2 hiicre
hatlarinda en yiiksek hiicre canliliginin optimum 3DP tablet ile elde edilebildigi
gozlenmistir. Caco-2 hiicre hattinda gergeklestirilen permeabilite deneyleri sonuglari
incelendiginde en yiiksek permeabilitenin optimum 3DP formiilasyonu ile elde edildigi
gbzlenmistir. Son olarak farmakokinetik veriler degerlendirildiginde AUC ve Cmax
degerlerinin optimum 3DP tablet formiilasyonunda referans iiriin Inovelon® film tablete gore
40 mg/kg dozunda daha yiiksek oldugu goriilmiistir. Tez calismasinda gelistirilen
formiilasyon ile etkin maddenin artan ¢ozlinilirliigii sayesinde ticari preparata kiyasla daha
diisiik dozla etkili bir tedavi saglayan 3DP tablet formiilasyonu gelistirilmis ve bu etkinlik
in-vitro ve in-vivo olarak kanitlanmustir.
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ABSTRACT

“Orphan Drugs” are drugs for rare diseases, with a small market volume and high R&D
expenditures. In this study, an oral tablet formulation was developed for rufinamide, which is
one of the orphan drugs used in Lennox-Gastout syndrome, which needs to be produced in
low scale. Rufinamide is an active substance from BCS Class II group with low water
solubility. Due to its low solubility, it exhibits non-linear pharmacokinetics between 200 mg
and 1200 mg doses, and therefore its therapeutic dose is very high (3200 mg). The aim of the
study is to develop a formulation that will accelerate the dissolution behavior of rufinamide
and provide the same effect at lower doses. Development studies were carried out with a risk
analysis-based systematic approach in line with the principles of Quality by Design. The
analytical method used in in-vitro dissolution analysis has been examined by statistical
experimental design and a design space has been established. It was determined that the solid
dispersion formed as a result of the melting of the formulation components during the filament
extrusion applied in the FDM technique increased the dissolution, and the dissolution
increased even more with the 3DP design. It was determined that the developed optimum
formulation dissolved much higher than reference formulation at therapeutic dose (1600 mg).
According to the MTT cytotoxicity studies carried out, it was observed that the highest cell
viability could be achieved with the optimum 3DP tablet in both Hep G2 and Caco-2 cell lines.
Additionally, it was observed that the highest Caco-2 permeability was obtained with the
optimum 3DP formulation. Finally, the in-vivo pharmacokinetic behavior of the optimum 3DP
tablet in the test and reference product was examined and it was seen that the AUC and Cinax
values were higher in the Optimum 3DP tablet formulation compared to the reference product
Inovelon® film tablet at a dose of 40 mg / kg. With the developed formulation in the thesis
study, thanks to the increased solubility of the active substance, the 3DP tablet formulation,
which provides an effective treatment with a lower dose compared to the commercial
preparation, was developed, and this efficiency was proven in-vitro and in-vivo.
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1. GIRIS

Lennox-Gastaut sendromu (LGS), 1-7 yas arasinda baslayan, %67-75 oraninda semptomatik
etiyolojiye sahip, sik diismelere yol acan tonik ve atonik nobetler ile uyku sirasinda goriilen
tonik ndbetlerin ve atipik absans tipi ndbetlerin karakteristik oldugu ve baska bir¢ok nébet
tipinin ve status epileptikusun da olabildigi epileptik bir ensefalopatidir. LGS kognitif yikima
yol acan, kotii prognozlu, tedaviye direncgli bir sendromdur. LGS tedavisinde ¢ok sayidaki
ndbet tipine yonelik ¢esitli antiepileptik ilag (AEI) kombinasyonlar1 kullanilir. Ancak bir¢ok
LGS’li hasta bu tedavilere direnglidir, bir nébet tipine tedavide etkin olan bir AEI, baska bir
ndbet tipini kotiilestirebilir, politerapi ilag yan etkilerini artirabilir, var olan komorbiditeyi

artirabilir.

Rufinamit (CAS No: 106308-44-5) son yillarda basarili sonuglar alinan, 4 yasindan biiyiik
LGS’li hastalarda kullanilmak tizere 2004’te “yetim ilag” statiisii kazanmis, Avrupa’da ocak
2007°de, Amerika’da kasim 2008’de ayni endikasyonda kullanimina izin verilmis olan bir
AEI’dir. Rufinamit, sodyum kanalinin inaktivasyondan kurtulmasini yavaslatir ve sodyum

bagimli aksiyon potansiyellerinin uzamis tekrarlanan néronal ateslenmesini kisitlar.

Rufinamit pH’dan bagimsiz olarak suda ¢oziiniirliigii diisiik olan BCS Class II grubundan bir
etkin maddedir. Diisiik ¢oziiniirliigiinden dolay1r 200 mg ile 1200 mg dozlar1 arasinda non-
lineer farmakokinetik gosterir ve bu nedenle terapotik dozu c¢ok yliksektir (3200 mg).
Tiirkiye’de tedarik edilebilen referans iiriin inovelon Siispansiyon (40mg/mL, 460 mL
sise/kutu) ve Inovelon Film Tablet (200 mg/50 tablet/kutu ve 400 mg/60 tablet/kutu) (Eisai
Ltd. Ingiltere) olup 2014 yilindan itibaren Yurtdisi ilag listesindedir ve TEB aracihigiyla
getirilmektedir. Dozlamada hasta kilosu ¢ok onemlidir. Bu anlamda kisiye 0zgii ilag

tiretiminde eklemeli iiretim tekniginin biiyiik faydasi olacaktir.

Eklemeli iiretim, bitmis iirliniin dijital olarak tasarlandig1 ve tabakalar halinde basildig1 yeni
bir iiretim yontemidir. Uzun yillardir kullanilan geleneksel tablet baski tekniklerine gore,
ozellikle dar terapotik indeksi olan iiriinlerde, proses kapasitesi ve iiretim esnekligi
yonlerinden oldukga biiyiik iistiinliikler saglamaktadir. Ozellikle kisiye 6zgii tedavide biiyiik
iistiinliik tasimaktadir. Tlag arastirma ve gelistirme ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan yontem
filament tretimi ile ekstriizyon olmaktadir. Yontem aym1 zamanda “Fused Deposition

Modelling (FDM)” olarak da isimlendirilmekte olup 1980 yillarinda ortaya ¢ikmus ve ilk



iretim cihazlar1 1990 yillarinda markete girmistir. Bu yontemde kullanilan filament
hammaddeleri termoplastik, biyolojik olarak uyumlu ve biyoparcalanabilir 6zellikte olmakta
ve farkli 6zelliklerde salim yapan kat1 ilaglarin gelistirilmesinde siklikla kullanilmaktadir.
FDM, sicaklik yardimiyla olusturulan bir kat1 dispersiyon teknigidir. Kat1 dispersiyonlar
etkin maddelerin ¢oziiniirliigiini artirmak i¢in siklikla ve basariyla kullanilan bir farmasotik

iiretim yontemidir.

“Nadir Hastaliklar”, genel niifusa kiyasla az sayida insanda goriilen hastaliklar ve bu
hastaliklarin nadir olarak goriilmesiyle ilgili olarak ortaya ¢ikan belirli sorunlardir. “Yetim
[laglar” nadir hastaliklara yonelik oldugundan, pazar hacmi kiigiik ve Ar-Ge harcamalari
yiiksek ilaglar olduklarindan, normal pazarlama kosullarinda ilag endiistrisinin gelistirme
konusunda isteksiz oldugu ilaglardir. Bu nedenle bu hastaliklara sahip pek ¢ok insan ilaca
ulagmakta ciddi zorluklar yasamaktadir. Bu anlamda diisiik hacimde iiretim yapmaya uygun
eklemeli {retim yonteminin, yetim ilag {retimine ¢ok ciddi katki saglayacagi
diisiiniilmektedir. Eklemeli iiretim yapan sistemler maliyet olarak dl¢ek kiiciiltme yatiriminin
cok altinda kalacak olup masaiistii boyutlartyla GMP kosullarinda rahatlikla kullanilabilecek
sistemlerdir. Bu sayede eklemeli iiretim yontemi ile yetim ilag liretiminin 6n plana ¢ikmas,
dolayisiyla nadir hastaliklara sahip hastalarin yetim ilaglara daha kolay ulasabilmesi

hedeflenmektedir.

Gergeklestirilen formiilasyon gelistirme ¢aligsmalari ile ¢oziintirligli cok diisiik ve terapotik
dozu ¢ok yiiksek olan rufinamit etkin maddesi i¢in ¢dzlinme davranisi piyasa iiriiniine gore
belirgin derecede hizlandirilmis 3DP tablet formiillerinin hazirlanmasi amaglanmstir.
(Coziinme davranmisi hizlandirilmis 3DP tabletlerle daha diisiik dozlarda ayni etkinin

saglanmasi, bununla birlikte yan etkilerin azaltilmas: hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nadir Hastahklar

“Nadir Hastaliklar”, genel niifusa kiyasla az sayida insanda goriilen hastaliklardir. Bir
hastalik bir bolgede nadir goriiliirken baska bir bolgede sik goriilebilir. Ornegin, genetik
kokenli bir anemi olan “talasemi” Kuzey Avrupa’da nadir iken Akdeniz bdolgesinde

yaygindir (Orphanet, 2020b).

Bir hastaligin nadir olarak tanimlanabilmesi iilkeler arasinda asagidaki gibi farkliliklar

gosterebilmektedir:

e Amerika Birlesik Devletleri’ne gore nadir hastaliklar, Amerika Birlesik Devletleri toplam
niifusunda 200.000 kisinin altinda gézlenen hastaliklardir (1/1500 insan) (FDA, 2002).

e Japonya’da nadir hastaliklar, Japonya’da yasayan toplam niifusta maksimum 50.000
kisinin etkilendigi hastaliklardir (1/2500 insan) (Orphanet, 2020a).

e Avrupa Birligi, nadir hastaliklar1 diger iilkelerdeki gibi sadece prevalans degil, “yasami
tehdit eden, ciddi derecede kronik engel yaratan ve diisiik prevalansa sahip (1/2000 insan)
hastaliklar” olarak tanimlamakta olup sadece diisiik prevalansa sahip ancak yagami tehdit
etmeyen hastaliklar bu kapsamin disinda tutulmustur. Avrupa’da 30 milyon insanin nadir

hastaliklardan etkilendigi rapor edilmistir (EMA, 2020b).

Avrupa Saglik Ajansina (EMA) gore nadir hastaliklar agagidaki sekilde 6zetlenmektedir
(EMA, 2020b):

e Nadir hastalik sayis1 5000-8000 arasinda olup Avrupa’da popiilasyonun yaklasik %6 -
%8’1ini etkilemektedir (27 milyon — 36 Milyon insan). Pek ¢ok hasta 100.000°de 1 goriilen
hastaliklardan etkilenmektedir.

e Nadir hastaliklarin yaklasik % 80’1 genetik kaynakli olup dejeneratif ya da proliferatif
tiirevleri de mevcuttur.

e Nadir hastaliklarda semptomlar ¢ogunlukla dogumda ya da ¢ocukluk doneminde ortaya
cikabilmektedir (6rn. spinal muskiiler atrofi, lisosomal storage disorders, patent ductus
arteriosus, kistik fibrozis, renal hiicre kanseri, gliom, akut miyelid ldsemi,

norofibromatoz, cam kemik hastalig1, kondrodisplazi veya Rett sendromu).



e Bununla birlikte pek c¢ok nadir hastalik (6rn. Huntingon hastaligi, Crohn hastaligi,
Charcot-Marie-Tooth hastaligi, amiyotrofik lateral skleroz, Kaposi sarkomu veya tiroid
kanseri) erigskinlik doneminde ortaya ¢ikmaktadir (Orphanet, 2020b).

e Nadir hastaliklar hakkinda yeterli tibbi ve bilimsel bilgi mevcut degildir. Nadir hastaliklar
iizerinde yapilan bilimsel ¢caligsmalar her giin artmaktadir (ortalama 5 yeni hastalik/hafta).
Buna ragmen yaklasik 1000 nadir hastalik yetersiz bilimsel altyapr ile tedavi
edilmektedir.

Cogu nadir hastalik i¢in hastalig1 tamamen iyilestiren bir tedavi bulunmamaktadir. Ancak
uygun tedavi ve tibbi bakim hastalarin hayat kalitesini artirabilir ve beklenen yasam
stirelerini uzatabilir. Bu tiir hastaliklardan etkilenenlerin tiimii, teshis siirecinin yaninda ilgili

bilgi ve kalifiye uzmanlara yonlendirilme konusunda zorluklarla kargilagmaktadir.

Nadir hastaliklardan etkilenen hastalar ayn1 zamanda psikolojik, sosyal, ekonomik ve
kiiltiirel acidan daha zayif durumdadir. Yeterli diizeyde bilimsel ve tibbi bilginin mevcut
olmamasindan dolay1 bir¢cok hastaya teshis konamamaktadir. Bunlar, uygun tedaviyi alma

konusunda en ¢ok giigliik yasayan kisilerdir.

2.2. Yetim ilaclar

“Yetim Ilaclar”, nadir hastaliklarin tedavilerinde kullamlan, pazar hacmi kiiciik ve
arastirma-gelistirme (Ar-Ge) harcamalari yiiksek ilaglardir. Bu nedenle mevcut pazarlama
kosullarinda ila¢ endiistrisi, bu ilaglar1 gelistirme ve iiretme konusunda isteksizdir. Sonug

olarak bu hastaliklara sahip pek ¢ok insan ilaca ulagmakta ciddi zorluklar yasamaktadir.

Kamu yetkilileri, yetim ilag sektoriindeki Ar-Ge ¢aligsmalarini desteklemek amaciyla saglik
ve biyoteknoloji endiistrileri i¢in tesvik tedbirlerini uygulamaya koymustur. Bu dogrultuda
Avrupa Parlementosu ve Avrupa Konseyi tarafindan “Yetim tibbi tiriinler (EC, 2000)” ve
“Yetim ilaglarda benzer tibbi {iiriinler ve klinik {stiinlik” kavramlarim1 tanimlayan
yonetmelikler (EC, 2020) yaymmlanmistir. Ilaveten Avrupa ilag ajansi (EMA), yetim ilag
basvurularinda bilimsel destek, market istiinliigii, diisitk bagvuru iicreti gibi tesviklerin

yapilacagini ifade etmektedir (EMA, 2020b).



Nadir hastaliklara yakalanan az sayida hastanin kullandig1 ilaglara erisim zorlugu sonucunda
tilkemizde de pek c¢ok Olim yasanmaktadir. 2017 yilinda Tiirkiye Cumhuriyeti Saghk
Bakanlig1, nadir hastaliklara yakalanan Tiirkiye’deki yaklagik 7 milyon hasta i¢in “Yetim
Ilaglar Kilavuz Taslag1” ¢alismalarini baslatmistir. Tiirkiye’de 10.000 kiside en fazla 5
hastanin bulundugu, yasami tehdit eden, ciddi derecede engellilik yaratan ve yiiksek Ar-Ge
maliyetine sahip beseri tibbi iiriinler bu kilavuzun kapsamindadir. Yetim ila¢ ruhsatlarinin
en kisa siirede ¢ikarilmasi, GMP siireglerinin hizlandirilmasi, ruhsat ticretinin 10°da birinin
alimmasi ve yetim ila¢ tanimlama basvurularindan iicret alinmamasi diigiiniilen tesvikler

arasindadir (Aksungur, 2017).

Bununla birlikte kitalararas1 pazarlama istatistikleri (Intercontinental marketing statistics,
IMS) raporlart incelendiginde 2018 yilinda diinyada toplam ila¢ harcamalarinin % 30
artacagi, ancak mevcut {iriinlerin ¢ogunun patent siirelerinin dolacak olmasi nedeniyle
firmalarin kisiye 6zel ve yetim ilaglara yonelecegi, bu sayede bu ilaglarin deger kazanacagi

ve ulasilabilirliginin artacagi ongdriilmektedir (Aitken, 2014).

“European Pharmaceutical Review” dergisinde 2017 yilinda yayimlanan verilere gore
Ingiltere ilag pazarinda 68, Fransa’da 116 ve Almanya’da 133 adet yetim ila¢ bulunmaktadir
(Kassam, 2017). Kogkaya ve ark. yaptig1 calismada Tiirkiye’de 2010 yilinda 50 adet yetim
ilag pazara girmis, bu ilaglarin %58’inin antineoplastikler oldugu ve yaklasik 120 milyon

Euro’luk bir pazari oldugu belirtilmistir (Kogkaya ve digerleri, 2014).

2017 yilinda yayimlanan bir rapora gore 2022 yilinda diinya genelinde yetim ilag satislarinin
~%11 artarak diinya genelindeki toplam ilaglarin ciro bazinda ~%21’inin yetim ilaglardan

olusacag ongoriilmektedir (Sekil 2.1) (EvaluatePharma, 2017).
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Sekil 2.1. Diinya genelinde yetim ilag satig1 ve genel ilag satigindaki orani

Bununla birlikte yetim ilag¢ iiretiminin endiistri ag¢isindan zorluklar1 bulunmaktadir. Yetim
ilaclar1 kullanacak hasta sayisinin az olmasi nedeniyle kar marj1 ve iretim sarji diigiik
olmakta, her ne kadar otorite tarafindan farkli desteklerle tesvik edilse de firmalarin 6lgek

kiigiiltme esnasinda ciddi ekipman yatirimi yapmasi gerekmektedir.

Bu anlamda diisiik hacimde iiretim yapmaya uygun eklemeli iiretim yonteminin, yetim ilag
tretimine ¢ok ciddi katki saglayacagi diistiniilmektedir. Eklemeli iiretim yapan sistemler
maliyet olarak dlgek kiigiiltme yatirnminin ¢ok altinda kalacak olup masaiistii boyutlariyla
GMP kosullarinda rahatlikla kullanilabilecek sistemlerdir. Bu sayede eklemeli {iretim
yontemi ile yetim ila¢ iiretiminin 6n plana ¢ikmasi, dolayisiyla nadir hastaliklara sahip

hastalarin yetim ilaglara daha kolay ulasabilmesi hedeflenmektedir.

2.3. Kisisellestirilmis Tedavi

Kisisellestirilmig tedavi, dogru dozda dogru ilacin hastaya 6zel olarak belirlenmesi ve
uygulanmasidir. Hipokrat’in da 6grencilerine tavsiyesi “Hastaligi degil hastay1 tedavi et.”

seklinde olmustur (Alomari, Mohamed, Basit ve Gaisford, 2015).

Geleneksel iiretim yonteminde, biiyiikk sarjlarda ve erken klinik calismalar esnasinda
belirlenen sabit dozlarda liretim yapilmaktadir. Kisisellestirilmis ve ¢ok kiiglik sarjlarda
iiretim yapmak, mevcut ekipmanlarla miimkiin olmamakta, bu iiretimler i¢in 6zel ekipman

yatirnmlarinin yapilmas: gerekmektedir. Bu nedenle endiistride iiretimi simirhdir.



Kisisellestirilmis tedaviye uygun olarak iiretilmeyen bazi ilaglara ait yasanan zorluklar

asagidaki gibi 6zetlenmistir.

e Fluoksetin (Prozac®): Ticari piyasa preparat1 20 mg dozda etkin madde icermektedir ve
bu hedef popiilasyonun %64°ii i¢in yeterli olmaktadir. Bununla birlikte popiilasyonun
%54’ linde 5 mg’1n da etkinliginin yeterli oldugu ve daha az yan etkileri olmasi nedeniyle
daha 1yi bir tedavi saglandig1 bilinmektedir (Alomari ve digerleri, 2015).

e Zolpidem: Mevcut liretimi 5 mg dozda yapilmaktadir ve etkinligi yeterli gelmedigi igin
tedavide 10 mg dozda kullanilmakta, bu da yan etkilerde artisa neden olmaktadir. Aslinda
7,5 mg doz ile etkin tedavi saglanabilecek iken mevcut piyasa dozu olmadigi icin tedavi
5 mg ve 10 mg dozlarla devam ettirilmektedir (Alomari ve digerleri, 2015).

o Kanser Tedavisi: Kanser hastaliklarinda hastaligin asamasi hastadan hastaya degismekte
ve tedavi dozunun buna uygun olarak belirlenmesi gerekmektedir. Pek ¢ok ila¢ bu amacla
doz ayarlamasinda yeterli olamamaktadir. Kisisellestirilmis dozlarda iiretim, daha az yan
etki ile daha etkin tedavinin saglanmasina olanak vermektedir (Varan, Wickstrom,
Sandler, Aktas ve Bilensoy, 2017).

e Pediatrik ve Geriatrik Hastalar: Hem pediatrik hem de yasli hastalarda yas, kilo,
metabolik fonksiyonlar agisindan GI sistem fizyoloyik olarak yetiskin insanlardan farkli
olmaktadir. Ornegin geriatrik hastalarda ¢ok fazla ila¢ kullanimima bagl bazi metabolik
degisiklikler olabilmektedir. Geriatrik hastalara ilave bir ilag daha verilirken bu sebeple
doz ayarlamasinin ¢ok hassas bir sekilde yapilmasi1 gerekmektedir (Alomari ve digerleri,

2015).

Giliniimiizde doz ayarlamasi kati ilag sekillerinde, 6zellikle tabletlerde ¢entikten bdlme
seklinde yapilsa da ilaci birebir esit iki parca halinde bolmek zor olmaktadir. Sivi ilag
sekilleri i¢in kasik, enjektor vb. ile hacmen doz ayarlamasi yapilabilmektedir. Fakat hacmin
bilin¢li bir kisi tarafindan ayarlanmasi gerekmesi ve hastanin kullanimina bagli olmasi

nedeniyle hatali dozlamalara neden olabilmektedir (Alomari ve digerleri, 2015).

Bu bilgiler 1s1¢inda eklemeli iiretim teknolojisinin, kisiye 6zgii ilaglarin tiretiminde ¢ok

faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.



Bu amagla kurulmug Multiply Labs isimli firma, robotik iiretim sistemleri sayesinde birden
fazla etkin maddeyi 0Ozel dozlarda bir araya getirerek kisisellestirilmis ilaclar

iiretebilmektedir (Sekil 2.2) (Parietti, 2019).

A NEW ERA OF
MANUFACTURING

The Future is Personalized

(a) (b)

2. llag 3. llag

1. ilag

Sekil 2.2. Kisisellestirilmis ilag iiretim yontemi (a) Uretim alani: (b) Ug farkli ilag igeren
kisisellestirilmis ilag

2.4. Epilepsi

Epilepsi, tekrarlayan ¢esitli nobetlerle goriilen ve bu ndbetlerin nedeninin serebral néronlarin
ani, diizensiz ve asir1 uyarilarinin oldugu bir hastaliktir. Olusan belirtiler uyarilarin ¢ikis
bolgesine gore degisir. Ornegin uyarilar motor korteksten cikiyorsa epilepsi nobeti
konviilziyonlar seklinde olabilir. Uyarillar pariyetal veya oksipial kortekslerden
kaynaklaniyorsa nobetler gorsel, isitsel veya olfaktor haliisinasyonlar seklinde olabilir

(Howland ve Mycek, 2009).
2.4.1. Nedenlerine gore epilepsi tiirleri

Epilepsideki ndronlarin desarji, beynin esas odak olarak adlandirilan 6zel bir bolgesindeki
sayica az bir noron toplulugunun ateslenmesinden kaynaklanir. Kan gazlari, pH, elektrolitler
veya kan glukoz derisimindeki degisiklikler gibi etkenlerin, islevsel olarak anormal olan
fokal alanlarda, ndronlarin desarjlarimi tetikledikleri bilinmesine ragmen genellikle
epilepsinin nedeni saptanamaz. Bununla birlikte “Primer Epilepsi” ve “Sekonder Epilepsi”

olmak iizere agagidaki sekilde iki grup halinde incelenebilirler (Howland ve Mycek, 2009).



. Primer Epilepsi: Travma ve neoplazi gibi ndbete neden olabilecek anatomik bir nedenin

olmadigr durumlar, idiopatik veya primer epilepsi olarak adlandirilir. Bu hastalar

antineoplastik ilaglarla kronik olarak siklikla 6miir boyu tedavi edilir.

. Sekonder Epilepsi: Timdr, kafa travmasi, hipoglisemi, menenjit ve alkoliklerin alkolii

cok hizli birakmalar1 gibi ¢esitli nedenlere bagl olarak ortaya ¢ikabilir. Nobetlerin esas
sebebi ortadan kalkincaya kadar antiepileptik ilaclarla tedaviye devam edilir.
Serebrovaskiiler olaylar ve travmaya ikincil olan ndbetler santral sinir sisteminde kalic1

hasara yol agabilirler.

2.4.2. Nobet tipine gore epilepsi tiirleri

Nobetler parsiyal (kismi, fokal) ve jeneralize (yaygin) olmak iizere Cizelge 2.1’°de sunuldugu

gibi iki ana gruba ayrilirlar (Howland ve Mycek, 2009).

Cizelge 2.1. Nobet tipine gore epilepsi tiirleri

Parsiyel (Kismi, fokal) Jeneralize (Yaygin)

(Biling korunur) (Biling yoktur)

. Basit (normal biling) e Tonik-klonik (grand-mal)
o Kompleks (biling degisikligi) e Absan (petit mal)

e Myoklonik
e Cocuklarda febril konviilziyon

e Status epileptikus

1.

Parsiyel (Kismi, Fokal): Her bir nobet tipinin belirtileri, uyariin kaynagina ve elektriksel
aktivitenin beyindeki diger noronlara ne derecede yayildigina baglidir. Parsiyel ndbetler
yayilarak jeneralize tonik-klonik ndbetlere doniisebilir.

Basit Parsiyel: Bu ndbetler bir grup anormal elektriksel aktivite gosteren hiperaktif bir
ndron grubu tarafindan olusturulurlar ve beynin sadece bir bolgesinde smirlidirlar.
Elektriksel uyarilar beynin diger bolgelerine yayilmazlar. Hastalarda biling kaybi
goriilmez ve genellikle beynin etkilenen bolgesinin kontrol ettigi tek bir ekstremite veya
kas grubunda istemsiz hareketler ortaya ¢ikar. Hastada ayni1 zamanda duyusal bozukluklar

goriilebilir. Basit parsiyel ndbetler her yasta ortaya ¢ikabilir.

. Kompleks Parsiyel: Bu nobetler karmasik duyusal haliisinasyonlar, zihinsel islevlerde

bozulma ve biling kaybiyla kendini gosterir. Motor bozukluk, ¢igneme hareketi, ishal
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ve/veya idrar kacirma seklinde olabilir. Kompleks parsiyel epilepsi goriilen hastalarin

%80’inde ilk ndbet 20 yasindan dnce ortaya cikar.

2. Jeneralize: Bu ndbetler bir bolgeden baslarlar ancak hizla yayilarak beynin her iki
hemisferinde de elektriksel uyarilara neden olurlar. Jeneralize nobetler konviilzif veya
nonkonviilzif olabilirler. Hastalarda genellikle ani biling kaybi olur.

a. Tonik-klonik (grand mal) Nobetler: Bu epilepsinin en sik ve en agir formudur. Nobetler
biling kaybina neden olurlar ve bunu tonik (siirekli kasilma) ve klonik (birden olan
kontraksiyon ve rahatlama) sathalar1 takip eder. Nobet gegtikten sonra enerji depolarinin
tilkenmesi nedeni ile hastalarda konflizyon ve asir1 yorgunluk seklinde bir donem yasanir.

b. Absans (petit mal) Nobetler: Bu ndbetlerde kisa, ani ve kendini sinirlayan bir biling kayb1
goriiliir. Nobetlerin baslangic yast 3-5 yaslarindan piiberteye kadar olan donemdir.
Hastalarda 3-5 saniye kadar siiren bir noktaya bakma ve hizli géz kirpma hareketleri
gortliir.

c. Myoklonik Nobetler: Bu ndbetler birkag dakikada bir tekrarlayabilen kisa siireli kas
kasilmalarindan olusurlar. Myoklonik nobetler nadirdir, her yasta goriilebilir ve
genellikle hipoksi, tiremi, ensefalit veya ilag zehirlenmesi gibi durumlara bagli kalici
norolojik hasar sonucunda ortaya ¢ikarlar.

d. Febril Nobetler: Kiigiik cocuklarda (3 aydan 5 yasa kadar) atesli hastalik donemlerinde
stk goriiliir. Febril nobetler siddetli gibi goriinseler de zararsizdirlar ve 6liime, nérolojik
hasara ve 6grenme giigliigiine neden olmazlar. Nadiren ilag¢ tedavisi uygulanmasi gerekir.

e. Status Epileptikus: Nobetler cok hizli olarak tekrarlar.

2.4.3. Antiepileptik ilaclarin etki mekanizmasi

Nobetlerin kontroliinde etkili olan ilaclar ya belli bir alandan ¢ikan uyarilart baskilarlar ya
da daha siklikla anormal elektrik desarjinin beynin diger bolgelerine yayilimini engellerler.
Bunu voltaja bagimli kanallarin blokaji (Na™ ya da Ca™), inhibitér GABAerjik uyarilarmn
tetiklenmesi, veya eksitator glutamaterjik iletimin engellenmesi gibi ¢esitli mekanizmalar ile
basarirlar. Antiepileptik ilaclar (AEI) 6zet olarak Cizelge 2.2’de gosterilmektedir (Howland
ve Mycek, 2009). Cesitli epilepsi tiirlerinin tedavisinde kullanilan antikonviilzan ilaglarin
etki mekanizmalar1 Sekil 2.3’te (RxMediaPharma, 2020), endikasyonlar1 Sekil 2.4’te
(Howland ve Mycek, 2009) sunulmustur.



Cizelge 2.2. Antiepileptik ilaglar
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Primer ilaglar

Ek ilaclar

e Karbamazepin
e Klonazepam

Klorazepat

Diazepam
Etostliksinimit

Lorazepam

e Okskarbazepin
e Fenobarbital
e Fenitoin

e Pirimidon

e Valproik asit

e Felbamat

e Gabapentin
e Lamotrijin

e [evetirasetam
e Tiagabin

e Topiramat

e Zonisamid

1. Primer Antiepileptik Ilaglar: Nobetleri baskilamak veya sikligmi azaltmak amaciyla

secilecek olan baslangi¢ tedavisi ndbet tipine gore belirlenir. Bu nedenle tonik-klonik

nobetler absans nobetlerinden daha farkli tedavi edilirler. Cesitli ilaglar ayn1 etkinlikte

olabilir ve ilag seciminde ilacin toksisitesi dnemli rol oynar. Nobetler kontrol altina

alinincaya veya ilacin toksik etkileri ortaya ¢ikincaya kadar tek bir ilagla tedaviye devam

edilir. Kombine ilag tedavisi alan hastalarla karsilastirildiginda, tek ilag alanlarda uyumun

daha 1yi oldugu ve daha az yan etki goriildiigii izlenmistir.

2. Ek Tedavide Kullanilan Antiepileptik Ilaglar: Gegtigimiz 10 yil igerisinde gelistirilmis ve

direncli epilepsilerde ek tedavi olarak etkili olduklar1 kanitlanmis ilaglardir. Birgogu tek

ilag tedavisinde de etkilidir.

SODYUM KANAL BLOKAJI
Karbamazepin
Eslikarbazepin Asetat
Felbamat
Lakozamit
Lamotrigin
DOkskarbazepin
Fenitoin
Rufinamit
Topiramat
Zonisamit

a2-g MODULASYON
Gabapentin
Pregabalin

KALSIYLUM KANAL BLOKAJI
Etosiksimit

Lamotrigin
Zonisamit

SV2A-ARACILI
Nérotransmitter
Salwerilmesinin Modilasyonu
Levetirasetam

ENZITATOR Viltad Knpik
NoRON -\ / Sodyum Kanallari
; s
- Voltaj Kapils
( /Po‘las\rum Kanallar
Voltaj Kapih
Kalsiyum Kanallan Glutamat
®e
») \
~ " N wmoa
/ Reseptor
AMPY
- Reseptor
s o Resepto
L)\ _pOST-siNAPTIK
INHIBITOR \ GABA N

NORON

GABA
Transaminaz

 GLUTAMAT ANTAGONIZMAS]

AKTIVASYONU
Retigabin (KCNQ)

Felbamat (NMDA)
Lamotrigin (NMDA)
Topiramat [AMPA)

GABA AKTIVITESININ

POTANSIYALIZASYONU
Barbitiiratlar

Felbamat
Stiripentol
Tiagabin
Topiramat
Valproat
Vigabatrin

Sekil 2.3. Cesitli antikonviilzan ilaglarin etki mekanizmalar1 (RxMediaPharma, 2020)
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2.5. Lennox-Gastaut Sendromu (LGS)

LGS 1-7 yas arasinda baslayan, genellikle 3 ila 5 yaslar1 arasinda gozlenen, %67-75 oraninda
semptomatik etiyolojiye sahip, sik diismelere yol acan, ¢ok ¢esitli ndbet tipinin birlikte
gozlendigi epileptik bir ensefalopatidir (Atmaca, Baykan, Bebek, Giirses ve Gokyigit, 2012)
(EMA, 2007b) (Epilepsyfoundation, 2020).

LGS geri doniissiiz kognitif yikima yol agar, 6grenme geriligi yaratir, hiperaktivite,

agresiflik ve otizm gibi davranigsal problemlere sebep olur (Epilepsyfoundation, 2020).

Cocukluk donemi epilepsi olgularinin %2-%5’ini olusturur. Irka bagl bir yatkinlik
gozlenmemistir fakat erkek cocuklarda bir miktar daha sik goriiliir (Epilepsyfoundation,
2020) (Medscape, 2020) (NIH, 2020) (Campos-Castelld, 2004). Erkeklerde prevalans
0,1/1000 iken kiz cocuklarinda bu oran 0,02/1000 ¢ocuktur (Medscape, 2020). ik belirtiler
genellikle 2 yasindan 6nce goriiliir (Medscape, 2020).

Epidemiyolojik ¢alismalara gore LGS’ nin Avrupa’daki prevalansi 0,1-0,28/1000 kisi (van
Rijckevorsel, 2008). Amerika Birlesik Devletlerindeki prevalanst 0,26/1000 kisidir
(McCormack, 2012) . Oliim oran1 %3-%7 arasinda olup genellikle atonik ve/veya tonik
ndbetler esnasinda yasanan diisme ve kazalar nedeniyledir. (Medscape, 2020). Bu nedenle

LGS hastaligina sahip ¢ocuklarin kask kullanmalar1 6nerilmektedir (Webmd, 2020).

Gozlenen nobet tipleri agsagidaki gibidir (Medscape, 2020) (Webmd, 2020):

e Tonik nobetler (frekans1 %17-%95) Uykuda ya da uyanik gozlenebilir.

e Absans nobetler (frekansi1 %17-%100): Kademeli olarak gelisebilir, biling kaybina neden
olabilir.

e Atonik, myoklinik ndbetler (frekansi %10-%56): Ani diismelere neden olabilir.

e Diger nobet tipleri (frekansi %5-%15)

Teshisinde asagidaki ti¢ 6nemli faktor rol oynamaktadir (Epilepsyfoundation, 2020) (NIH,
2020) (Kothare ve digerleri, 2017):

1. Cok cesitli nobet tipinin birlikte goriilmesi: Tonik, atonik, absans, myoklonik, tonik-

klonik nobetler goriintiilenir.
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2. Karakteristik elektroensefalograf (EEG): Uyaniklikta yaygin arka plan ve yavas
dalgalanmalar. Uyku aninda, karakteristik “generalized slow spike-and-wave, (SSW)”
gorliiniimii (Sekil 2.5) (Garza ve digerleri, 2019).

3. Kognitif hasar, davranis problemleri, gelisim geriligi: Cocuklarin %70-80’inde gelisim
geriligi ve norolojik problemler gdzlenir ve bu problemler zamanla artar. On yasindaki
LGS hastalar lizerinde yapilan bir ¢alismada hastalarin %17’sinde mental gerileme (IQ
<20) ve pek cok hastada diger yetersizlikler (serebral palsi, korliik, isitme kaybi)

gozlenmistir. Bu nedenle hastalarin ¢ogu bagimsiz bir hayat siirdiiremezler (McCormack,

2012).
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Sekil 2.5. 24 yasinda uyanik erkek LGS hastasina ait SSW goriintimiinde EEG

LGS’ye sebep olabilecek sebepler asagidaki sekilde ii¢ grup halinde incelenmektedir
(Epilepsyfoundation, 2020) (NIH, 2020):



15

1. Yapisal faktorler: Konjenital (dogustan) ya da sonradan meydana gelen beyin hasarlari
sonucu beyin yapisinda gelisebilecek anormalliklere bagli gelisebilir. Dogustan olusan
yapisal anormalliklerin sebebi genellikle bilinmemekle birlikte genetik ya da hamilelik
donemindeki enfeksiyona bagli olabilir. Sonradan meydana gelen beyin hasarlari yetersiz
oksijen, beyin kanamasi, menenjit ya da ensefalit gibi hastaliklar nedeniyle olabilir.

2. Genetik bozukluklar: LGS’ye sebep olabilecek faktorlerin en basinda gelmektedir.

3. Metabolik bozukluklar: LGS’ye nadiren sebep olan bir faktordiir.

LGS kotii prognozlu ve tedaviye direngli bir sendromdur (Atmaca ve digerleri, 2012) (EMA,
2007b). Tedavide ilk asamada nobet Onleyici ilaglar kullanilir (6zellikle klonazepam,
nitrazepam, klobazam) (Medscape, 2020). Etkinligi ispat edilmis yeni ilaglar da tedaviye
girmistir (lamotrijin, topiramit, felbamat, rufinamit, kannabidiol). Bununla birlikte etkinligi
ispat edilmemis vigabatrin ve zonisamit kullanimi da bulunmaktadir (Medscape, 2020). LGS
tedavisinde ¢ok sayidaki ndbet tipine yonelik ¢esitli antiepileptik ilag (AEI) kombinasyonlar
birlikte kullamlmaktadir. Ancak bir ndbet tipinde etkin olan bir AEI, baska bir nobet tipini
kotiilestirebilir. Politerapi ilag yan etkilerini ve var olan komorbiditeyi artirabilir. Bu
nedenlerle mevcut tedavi yontemlerinde basari orani ¢ok diigiiktiir (Kim, Kang, Lee ve Kim,
2018) (EMA, 2007a). Bunlarla birlikte tedavide ketojenik diyet, diisiik glisemik indeksli
beslenme ve modifiye atkins diyeti de uygulanabilmektedir (Epilepsyfoundation, 2020)
(Medscape, 2020). Ilaveten ¢ok diisiik bir oranda hastada “Corpus callosotomy” ve “fokal
kortikal reseksiyon” gibi beyin ameliyatlar1 ile “Vagus nerve stimulation (VNS)” gibi beyin

implantlar1 kullanilabilmektedir (Epilepsyfoundation, 2020) (Medscape, 2020).
2.6. Rufinamit

Rufinamit, piyasada epilepsi tedavisinde kullamlan diger AEI’lerden farkli bir kimyasal
yaptya sahip, triazol tiirevi bir AEI’dir (Wier, Cerna ve So, 2011). Avrupa komisyonu ve
Amerika Birlesik Devletleri tarafindan 2004°te Lennox-Gastaut sendromunun tedavisinde
yetim ila¢ olarak kullanimi kabul edilmistir (EMA, 2007b) (FDA, 2020b).Erken klinik
caligmalar, Avrupa’da 1987 yilinda Ciba-Geigy firmasi tarafindan baslatilmistir. Geligtirme
calismalari, Ciba-Geigy ve Sandoz firmalarinin birlesmesi ile kurulan Novartis tarafindan
2001 yilma kadar devam ettirilmistir. 2004 yilinda Eisai Novartis’ten tiim gelistirme
haklarin1 satin almig ve bundan sonraki calismalar Eisai tarafindan gergeklestirilmistir

(EMA, 2007a).
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2.6.1. Fizikokimyasal 6zellikler

Rufinamit beyaz, kristalize, kokusuz ve hafif aci tadi olan nétral bir tozdur. Molekiil yapisi

Sekil 2.6 (FDA, 2008): fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 2.3’te sunulmustur.

-N
N ‘N
F
NH,
(@)

Sekil 2.6. Rufinamitin molekiil yapis1

Polimorfizm

Rufinamit polimorfizm gosterir. A, A’, B ve C kristal modifikasyonlar1 Amerikan patent
ofisinden yayimlanmig US8076362 B2 (Portman, Hoffmeier, Burkhard, Scherrer ve
Szelagiewicz, 2011), US 6740669 Bl (Portman, Hoffmeier, Burkhard, Sherrer ve
Szelagiewicz, 2004) ve US 7750028 B2 (Portman, Hofmeier, Burkhard, Scherrer ve
szelagiewicz, 2010) patentlerinde tarif edilmistir. Rekristalizasyon prosesi ve se¢ilen ¢oziicii
tipine gore farkli polimorflarin elde edilebildigi belirtilmistir. Ozellikle A ve A’ kristal
modifikasyonlari, yiiksek stabiliteye sahip ve farmasotik etkin madde olmasini
saglamaktadir (Portman ve digerleri, 2011; Portman ve digerleri, 2004; Portman ve digerleri,

2010).

Etki mekanizmasi

Rufinamitin antikonviilzan etki mekanizmasi heniiz aydinlatilamamustir. In-vitro veriler
ilacin terapdtik etkisini sodyum kanallarinin modiilasyonu araciligiyla, baslica kanalin
inaktif halini uzatarak gosterdigine isaret etmektedir. Rufinamit, sodyum kanalinin
inaktivasyondan kurtulmasini yavaglatir ve sodyum bagimli aksiyon potansiyellerinin
uzamis tekrarlanan noronal ateslenmesini kisitlar (RxMediaPharma, 2020) (Joseph, Schultz

ve Wilfong, 2011) .
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Ozellik Referans
CAS No 106308-44-5 (EMA, 2007a)
Molekiil formiilii CioHsF2N4O (EMA, 2007a)
Molekiil agirlig 238.2 g/mol (EMA, 2007a)

Kimyasal ismi

1-[(2,6-difluoro-phenyl) methyl]-1H-1,2,3-
triazole-4 carboxamide [INN]

(Wheless ve Vazquez, 2010)

Coziiniirlik Pratik olarak suda ¢oziinmez (40 mg/L). (Mazzucchelli ve digerleri,
Metanolde kismen (partially) ¢oziiniir. 2011)
Etanolde hafif (slightly) ¢6ziiniir.
Cozinirliik siralamast agagidaki gibidir: (Wandera, 2013)
Su < Izopropil alkol < Etanol <Metanol <
Kloroform < DMSO
pH 1 ile 10 arasinda sudaki ¢6ziiniirligii (EMA, 2007a)
benzerdir. (Perucca, Cloyd, Critchley ve
Fuseau, 2008)
0,1 N HCI’de 63 mg/L ve simiile edilmis (Mazzucchelli ve digerleri,
bagirsak ortaminda 59 mg/L dir. 2011)
Log P 0,65 (lipofilik) (EMA, 2007a)
pKa >10 (non iyonize) (Dalvi, Uppuluri, Bommireddy

ve Ravi, 2018)

Erime derecesi 230-240°C (Singh ve digerleri, 2013)
Stabilite Alkali ve oksidasyon degredasyonu ile (Annapurna, Goutam, Saketha
karsilastirildiginda asidik ve termal ve Pavani, 2012)
degredasyona kars1 olduk¢a dayaniklidir.
Katt numune 100°C’de 24 saat boyunca (Singh ve digerleri, 2013)
stabildir.
Etkinlik

Rufinamitin etkinlik ¢alismasi pivotal, 12 haftalik, randomize, ¢ift korli ¢alisma ile
gosterilmistir. 28 giinliik tedavi sonrasinda hem diisme nobetleri hem de toplam nobet
sayisinin plasebo grubuna gore > % 50 azaldig1 gézlenmistir (McCormack, 2012). Ohtsuka
ve ark. epileptik nobet frekansinin plasebo kontrol grubuna kiyasla rufinamit kullanimu ile
anlamli derecede azaldigini, tonik-atonik nobetlerde %24.2 ve toplam ndbette %32.9

azaldigin1 yayimlamustir (p <0,001)(Ohtsuka ve digerleri, 2014).

Tolerabilite

Rufinamit 1 yasin istiindeki cocuklarda (Vendrame ve digerleri, 2010) ve yetigkinlerde
(Arzimanoglou ve digerleri, 2016) LGS tedavisinde oral yoldan giivenle kullanilan bir
AED’dir (Kim ve digerleri, 2018). Toksisite davranis1 mevcut AEI’lerden daha iistiindiir
(White ve digerleri, 2008). Sigan ve farelerde LD50 degeri > 5000mg/kg’dir (USP, 2011).
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Yan etkileri hafif ya da orta seviyede seyreder. En sik gozlenen yan etkisi uyku hali ve
kusmadir (=% 10) (McCormack, 2012). Diger bilinen yan etkileri bas donmesi, yorgunluk
ve bulantidir (eMC, 2020). Epilepsi hastalarinda AE] terapisi sonrasi meydana gelen kognitif
bozukluklar genellikle geri doniissiiz iken 200 mg- 1600 mg/giin dozda rufinamit ile tedavi
edilen parsiyal ndbeti olan hastalarda 12 haftalik tedavi sonrasinda kognitif bozukluk
gozlenmemistir (Deeks ve Scott, 2006). Rufinamitin karaciger hasarina yol agtigini gosteren
bir ¢alisma yoktur. Bununla birlikte 200 ¢ocuk iizerinde yapilan bir ¢alismada 2 ¢ocukta
karaciger iizerindeki yan etkiler nedeniyle tedavi yarida birakilmistir. Ilaveten rufinamit
“Stevens Johnson” sendromu gibi ciddi deri reaksiyonlar1 ile iliskilendirilmistir. Bu
sendromun karaciger harabiyeti ile baglantili olmas1 nedeniyle rufinamitin nadir de olsa

karaciger harabiyetine neden olabilecegi raporlanmustir (NIH, 2018).

Pozoloji

Rufinamit dozlamasinin yavas titrasyon seklinde olmasi gerektigi literatiirde belirtilmistir
(Kothare ve digerleri, 2017). Bir yas ve altindaki pediyatrik hastalarda genellikle 10
mg/kg/giin dozda oral olarak tedaviye baglanir, her iki giinde bir hedef doz 45 mg/kg/giin
oluncaya kadar 10 mg/kg/gilin doz artistyla titre edilir (Deeks ve Scott, 2006). Klinik cevap
ve tolerabilite takip edilmelidir (eMC, 2020). Yetiskinlerde dozlama ise 400-800 mg/giin
seklinde oral yoldan baslanir ve iki giinde bir artirilarak 3200 mg/giin seviyesine ulastirilir
(FDA, 2020a). Doz hem pediyatrik hem yetiskin hastalarda ikiye boliinerek alinir
(maksimum doz: 3200 mg/giin) (FDA, 2020a). Giincel verilere gore 3200 mg doz hem
maksimum hem de terapdtik dozdur. Daha diisiik dozlarda ilacin etkinligi hakkinda veri
bulunmamaktadir (FDA, 2020a). Cocuklarda dozlama kiloya bagli oldugu i¢in “kisiye 6zel”
dozlama gerekmektedir. Bu nedenle gerekli dozu verebilecek tablet agirliginin hastaya 6zel
degismesi gerekebilmektedir. 3DP {iretim yonteminin en biiyiik istiinliiklerinden biri,
“kisiye 0zel” ilaglarin iiretilebilmesidir. Bu nedenle 3DP yontemi ile iiretilecek rufinamit

tabletlerin tedavide iistiinliik saglayacag diistintilmektedir.

Miktar tayini analizi metotlari

Literatiirde rufinamitin farmasoétik ilag seklinden ya da biyolojik ortamdan miktar tayini
analizinin tarif edildigi pek ¢ok metot bulunmakta olup en giincel HPLC yontemleri Cizelge

2.4’te sunulmustur.
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2.6.2. Farmakokinetik ozellikler

Oral alimin ardindan rufinamit yiiksek oranda emilir (% 85) (Coppola ve digerleri, 2014)
(Wheless ve Vazquez, 2010) (Bialer ve digerleri, 1999) (la Marca ve digerleri, 2013) fakat
emilim olduk¢a yavastir (tmax > 3sa) (Xu ve digerleri, 2016). Yiyecek etkisi rufinamit
biyoyararlanimini artirir (Coppola ve digerleri, 2014) (Wheless ve Vazquez, 2010) (Ia Marca
ve digerleri, 2013) (Cardot, Lecaillon, Czendlik ve Godbillon, 1998). Yiyecek etkisiyle
biyoyararlanimin artmasiin nedeni yiyeceklerle birlikte GI sivi hacminin artmasi, safra
salgilarinin artmasi ve bu sayede rufinamitin daha fazla ¢6ziinmesi olarak yorumlanmistir

(Cardot ve digerleri, 1998).

Tekli ve c¢oklu dozlamalarda 200 mg ve 1200 mg arasinda rufinamit non-lineer
farmakokinetik gostermektedir (Xu ve digerleri, 2016) (la Marca ve digerleri, 2013). Bunun
sebebinin yiiksek dozlarda ¢oziiniirlik ve absorbsiyonda satiirasyona ulagilmasi oldugu
diistiniilmektedir (Gall, Vancea, Szilagyi, Gall ve Kolcsar, 2015) (Ben-Ari, 2005;
Douroumis, Bouropoulos ve Fahr, 2007) (Szabo ve digerleri, 2017) (Saydam ve Takka,
2019).

Gall ve ark. (Gall ve digerleri, 2015) yetiskin erkek Wistar sicanlar {izerinde oral ve
intravendz yoldan ii¢ farkli dozda (1mg/kg, 5 mg/kg, 20 mg/kg) rufinamit uygulandigi bir
farmakokinetik calisma gerceklestirmistir. Gergeklestirilen ¢alismada yarilanma dmriiniin
intravendz yoldan uygulamada 7 saat, oral yoldan uygulamada 13 saat oldugu tespit
edilmistir. Total plazma klirensi intravendz yoldan uygulamada 84.01 + 3.80 mL/sa/kg iken
oral yoldan uygulamada 95.52 + 39.45 mL/sa/kg olarak elde edilmistir. Oral yoldan
uygulanan 1 mg/kg ve 5 mg/kg dozlar icin elde edilen maksimum kan derisimleri (Cmax)
sirastyla 0,89 + 0,09 ug/mL ve 3.188 + 0,71 pg/mL olarak bulunmustur. Maksimum
derigimine ulasilmasi i¢in gegen siire (Tmax) 4 saattir (2-8 saat). AUC iizerinden kan-beyin
bariyerine gecen ila¢ miktarinin dozdan ya da uygulama yolundan bagimsiz oldugu ifade

edilmistir.

Rufinamitin farmakokinetik 6zellikleri Cizelge 2.5’da toplu olarak sunulmustur.



Cizelge 2.5. Rufinamitin farmakokinetik 6zellikleri
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Ozellik Referans
Oral % 70 - % 85 (tokluk) (yiiksek) (Coppola ve digerleri, 2014)
Biyoyararlanim (la Marca ve digerleri, 2013)
% 48,7 (aglik) (Szabo ve digerleri, 2017)
Crnax 1,81 pg/mL (200 mg, Oral) (Xu ve digerleri, 2016)
2,0-4,0 ng/mL (400 mg, Oral)
3,72 pg/mL (800 mg, Oral)
10mg/kg/giin: 4,01lmg/mL (Wier ve digerleri, 2011)
30mg/kg/giin: 8,68mg/mL
AUC 34,57 pg.sa/mL (200 mg, Oral) (Xu ve digerleri, 2016)
49-57 pg.sa/mL (400 mg, Oral)
89,02 pg.sa/mL (800 mg, Oral)
10mg/kg/giin: 37,8 £47 mg.sa/mL (Wier ve digerleri, 2011)
30mg/kg/giin: 89,3 £58mg sa/mL (AUCo.12n)
Tmax 3-8 sa (Kothare ve digerleri, 2017)
(Coppola ve digerleri, 2014)
Aclik: 8 sa : Tokluk: 6 sa (Cardot ve digerleri, 1998)
Tin 6-13 sa (Kothare ve digerleri, 2017)
(Coppola ve digerleri, 2014)
TSteady-stale 3-8 gun (Xu Ve digerleri, 2016)
Yiyecek etkisi Crax’ta %50-% 56 oraninda artis (Coppola ve digerleri, 2014)
AUC’de %34 oraninda artig
Cinsiyet etkisi Yoktur. (Xu ve digerleri, 2016)
Varyasyon Hem tablet hem siispansiyonlarda birey i¢i varyasyon | (Cardot ve digerleri, 1998)

AUC ve Cpay icin diisiiktiir ( <%26). Ilaveten bireyler
aras1 varyasyon da diisiiktiir (%20).

Tiim varyasyonlar i¢in siispansiyon ilag¢ seklinden
elde edilen varyasyon, tabletten daha yiiksektir.

(Cheung ve digerleri, 1995)

Dagilim Hacmi
(Vd)

97,2 L (200 mg, Oral),
122,5 L (400 mg, Oral),
174,2 L (800 mg, Oral),

(Xu ve digerleri, 2016)

50-80 L

(Coppola ve digerleri, 2014)

0,8-1,2L/kg (Cocuk = Yetigkin)

(Wier ve digerleri, 2011)

Proteinlere % 26 %- % 34 (zayif) (Coppola ve digerleri, 2014)
baglanma (la Marca ve digerleri, 2013)
Klirens 5,9 L/h (200 mg, Oral), (Xu ve digerleri, 2016)

7,5 L/h (400 mg, Oral),
9,5 L/h (800 mg, Oral), (diisiik)

Transport etkisi

P-glikoprotein iizerinde etkisi yoktur

(Asconape, 2018)
(Chan, Zhang, Zuo, Kwan
ve Baum, 2014)

Metabolizma Hepatik sirkiilasyonda yogun olarak metabolize olur. | (Coppola ve digerleri, 2014)
Aktif metaboliti yoktur. (Asconape, 2018)
Primer biyotransformasyon yolagi karboksilesteraz (Coppola ve digerleri, 2014)
aracili karboksilamid grubunun asit tiirevine hidrolizi | (Di ve Obach, 2015)
seklindedir. (la Marca ve digerleri, 2013)
P450 enzimleri ile (CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, (EMA, 2012b)
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4/5,
CYP4A9/11-2) etkilesimi yoktur.
Atilim Renal atilim %80 - %90 (Di ve Obach, 2015)
Dozun <%?2’si degismeden atilir (Coppola ve digerleri, 2014)
Farmakokinetik Non-linear (eMC, 2020)
BCS Class I1 (Szabo ve digerleri, 2017)
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Yiyecek etkisinin kronik tedavideki etkisi simiilasyon yolu ile arastirilmigtir. Tahminler
aclik kosulunda denge durumunda (steady state) elde edilen maksimum derisimin, tokluk
durumunda minimum derigim ile esdeger oldugunu gostermistir. Dalgalanma sabiti aglik
durumunda en diisiiktiir. En yliksek dalgalanma sabiti, giinlilk dozlardan birinin aglikta
digerinin toklukta alindiginda elde edilmistir. Bu sekilde ila¢ uygulamasindan
kacinilmalidir. Calismaya ait veriler Cizelge 2.6 ve Sekil 2.7°de sunulmustur (Cardot ve

digerleri, 1998).

Cizelge 2.6. 600 mg dozda (b.i.d) ti¢ farkli uygulama sekli i¢cin denge durumu plazma

simiilasyonu
Tahmin Simiilasyon 1 Simiilasyon 2 Simiilasyon 3
edilen Tiim dozlar aglik Tiim dozlar tokluk | Birinci doz aglik | Ikinci doz tokluk
Cnaxss 5,24 7,62 5,96 7,15
Coninss 4,05 5,24 4,05 5,00
FI 0,25 0,35 - 0,54

FI, dalgalanma sabiti (fluctuation index): Cpaxss denge durumunda maksimum derisim (pg/mL): Cuinss denge
durumunda minimum derigim (png/mL)
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Sekil 2.7. Rufinamitin saglikli goniillillerde 600 mg oral uygulamasi sonucu aglik (fasted)
ve tokluk (fed) kosullarinda elde edilen plazma derisimleri (£S.E.M.)
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Ilac etkilesimleri

Rufinamit diger antiepileptiklerin plazma derisimlerini etkilemez fakat fenitoin,
fenobarbital, valproat ve primidon rufinamitin klirensini etkiler (Di ve Obach, 2015).Yapilan
in-vivo etkilesim ¢aligmalarina gore CYP 3A4 substrati olan triazolam ve oral
kontraseptiflerin, CYP 3A4 indiiksiyonu yolu ile maruziyetini diisiirebilir. Rufinamit
karboksilesteraz ile metabolize olmaktadir. Karboksilesteraz aktivitesini indiikleyen etkin
maddeler (6rn. karbamazepin ve fenobarbital), rufinamit klirensini artirabilir.
Karboksilesteraz inhibitdrii etkin maddeler, rufinamit metabolizmasini yavaslatabilir (FDA,

20204a).

2.6.3. Formiilasyon tipleri

Rufinamit Avrupa’da Inovelon®, Amerika’da Banzel® ismi ile 100 mg, 200 mg ve 400
mg’lik film tabletleri ve 40 mg/mL oral siispansiyonlar1 halinde bulunur. Film tabletlerin
cekirdek iceriginde laktoz monohidrat, mikrokristalin seliiloz, misir nisastasi, kroskarmeloz
sodyum, hidroksipropil metilseliilloz, magnezyum stearat, sodyum lauril siilfat ve kolloidal
silikon dioksit bulunur. Film kaplama materyalinin igeriginde ise hidroksipropil
metilseliiloz, makrogoller (8000), titanyum dioksit, talk, kirmizi demir oksit bulunur (eMC,
2020). Her bir 100 mg film kapl tablet 20 mg laktoz monohidrat icermektedir (EMA,
2012b).

Novartis firmasinin referans iiriinle ilgili patentinde tiretim yontemi tarif edilmistir. Bu
patente gore etkin madde Oncelikle su ile graniil edilmektedir. Ardindan elekten gegirilmis
laktoz monohidrat, misir nisastasi, mikrokristalin seliiloz, hidroksipropil metilseliilloz (HP-
M-603) ve sodyum lauril siilfat eklenerek tekrar su ile graniilasyon yapilmaktadir. Islak kiitle
kurutulmakta, elekten gecirilmekte, ardindan {izerine geri kalan yardimci maddeler
eklenerek homojen karismasi saglanmaktadir. Elde edilen graniil, tabletler halinde
basilmaktadir. Son olarak basilan tabletler, film kaplama c¢ozeltisi ile kaplanmaktadir

(Portman ve digerleri, 2011).

Douroumis ve ark. (Douroumis ve digerleri, 2007), ¢oziicli ugurma teknigi ile hazirlanmig
karbamazepin, okskarbazepin ve rufinamit kat1 dispersiyonlarinin ¢oziinme iizerindeki

davranisini incelemislerdir. Bu amagla kloroform-metanol karigimi igerisinde ilag: HPMC
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(1:4) maddeleri ¢oziindiiriilerek kat1 dispersiyonlar1 hazirlanmistir. Coziicti 40°C’de rotary
evoporator yardimi ile ugurulmustur. Rufinamit ¢6ziinme davranist bir miktar hizlanmistir
(Sekil 2.8). Coziinme davranisindaki degisimin nedeninin, polimerdeki hidroksil grubu ile
etkin maddelerdeki amid grubu arasindaki etkilesmeye bagli olabilecegi seklinde

yorumlanmustir.
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Sekil 2.8. Karbamazepin (m), Okskarbazepin (®) ve Rufinamit (A) HPMC kati
dispersiyonlarinin (1:4) saf sudaki ¢dziinme profilleri (A) Kat1 dispersiyon: (B)
Saf etkin madde (Ort. £ SS (n = 3))

Chatakonda ve ark. (Chatakonda ve digerleri, 2012) rufinamitin pek ¢ok ¢esitli dolgu
maddesi ile (laktoz, mannitol, lire) ¢ziicli ugurma teknigini kullanarak kati dispersiyonlarini
hazirlamis ve ¢ozlinme {izerindeki etkisini incelemistir. Coziicii olarak metanol se¢ilmistir.
Rufinamit ve dolgu maddesi ¢oziicli i¢inde disperse edilip kurutulmustur. Elde edilen
sonuclar, mannitol ile hazirlanan kat1 dispersiyonda ¢éziinmenin hizlandigin1 géstermistir. 8
saat sonunda elde edilen ¢6ziinen madde miktar1 saf etkin madde i¢in %79 iken mannitol ile

hazirlanan kati dispersiyonda bu deger %100’e ulagsmustir.

US 20150182458 Al (Reddy, Reddy, Reddy, Reddy ve Krishna, 2015) patentinde
rufinamitin yine ¢6ziicli ugurma teknigi ile hazirlanmis kati dispersiyonu tarif edilmistir. Bu
amagcla aragtiricilarin kullandigi tagiyicilar kopovidon, Span 20, etil seliiloz, hidroksipropil
metilseliiloz, polietilen glikol ve Soluplus®’tir. Tercih edilen ¢oziiciiler ise dimetilsiilfoksit,
dimetilasetamit, dimetilformamit, metanol, etanol, isopropanol, n-butanol ve n-pentanol
olmustur. Coziicii distilasyon, liyofilizasyon ya da spray-drying yontemleri ile
kurutulmustur. Ilag: tasiyici oranlari 1:8 ile 1:20 arasinda degismistir. Gelistirilen yontemin

tekrarlanabilir ve endiistriye uygun bir yontem oldugu ifade edilmistir.
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Bununla birlikte literatiirde rufinamitin sicak eriyik ekstriizyonu (hot-melt extrusion, HME)

ile hazirlanmis bir kat1 dispersiyonuna ait bir ¢aligma hentiz bulunmamaktadir.

2.6.4. Farmakoekonomi

Tiirkiye’de tedarik edilebilen referans iiriin inovelon Siispansiyon (40mg/mL, 460 mL
sise/kutu) ve Inovelon Film Tablet (200 mg/50 tablet/kutu ve 400 mg/60 tablet/kutu) (Eisai
Ltd. Ingiltere) olup 2014 yilindan itibaren yurtdis ilag listesindedir ve TEB araciligiyla
getirilmektedir (TITCK, 2020). Diinya’da ilaveten 100 mg tablet sekli de bulunmaktadir.

1993 yilinda Ingiltere'de epilepsi igin yapilan toplam harcamanin yilda £1930 milyon oldugu
tahmin edilmektedir. Maliyet-fayda analizleri, rufinamitin tedavide kullaniminin, bu
maliyeti diger anti epileptik ilaglara kiyasla 5 kat artirabilecegini gostermektedir.
Dolayistyla, farmakoekonomik veriler rufinamitin daha etkili fakat ayni zamanda daha
pahali oldugunu ortaya koymustur. Buna ragmen LGS gibi yikict bir nadir hastalik i¢in
degerli bir tedavi segenegi olarak diistiniilmektedir (McCormack, 2012).

Rufinamitin model ilag se¢ilme nedeni, yiiksek erime derecesine sahip olmasidir ( >230°C).
Bu sayede hot-melt ekstriizyon ile olusturulan kati dispersiyonlarinda “amorf kati
stispansiyon” elde edilebilmektedir. Bu kat1 dispersiyon tipinde etkin madde erimemekte ve
kristal yapisin1 korumakta, bununla birlikte rekristalizasyon gibi stabilite problemleri
yasamaksizin in-vivo biyoyararlanim ciddi sekilde artabilmektedir (Yan ve digerleri, 2012)

(Ali, Williams ve Rawlinson, 2010).

2.7. Eklemeli Uretim

2.7.1. Genel bilgilendirme

Oral ilag sekilleri; invazif olmamasi, sivi ilag sekillerine gore daha yiiksek stabiliteye sahip
olmasi ve hasta uyuncunun yiiksek olmasi nedenleriyle en fazla tercih edilen ilag sekilleridir.
Bununla birlikte oral ilag sekillerinin iiretiminde geleneksel tiretim ekipmanlarinin yetersiz
oldugu durumlar vardir. Diisiik raf 6miirlii etkin maddeler i¢in talep iizerine iiretim miimkiin
degildir. Geleneksel iiretimde sabit dozlu bitmis iiriinler elde edildigi i¢in dozlama rejimi
genellikle esnek degildir. Bu da kisisellestirilmis tedavi i¢in yetersiz kalmasina sebep

olmaktadir. Bununla birlikte yetim ilaglar gibi diisiik 6lgek boyutlu iirlinlerin {iretimi,
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geleneksel ekipmanlarin Olgek boyutlart i¢in uygun olmamaktadir. Eklemeli {iretim
tekniginin tim bu problemlerin 6niine gegebilecek bir teknik olmasi, farmasdtik gelisim
caligmalarinda eklemeli iiretim tekniklerinin dikkat ¢ekmesine neden olmustur. Eklemeli
iiretim; medikal, otomotiv, havacilik ve uzay teknolojileri gibi pek ¢ok endriistride hizmet
veren oldukc¢a yeni bir iiretim yontemidir. ilk defa 1986 yilinda fizik miihendisi Charles
(Arzimanoglou ve digerleri) W. Hull tarafindan gelistirilmis ve patentlenmistir (Sekil 2.9)
(Hull, 1986). Bulusunun ardindan endiistriyel boyutta 3D yazic1 {lireten 3D Systems isimli
firmasimi kuran Hull adma tescilli 100°den fazla patent bulunmaktadir (Guardian, 2014;
Wikipedia, 2020). 2014 yilinda Avrupa patent ofisi tarafindan “European Inventor Award”
odilint almistir (EPO, 2014). Charles Hull giiniimiizde “3DP’nin babasi” olarak
anilmaktadir (Guardian, 2014). Yapilan bir roportajda Hull’a 3DP’nin giiniimiizde geldigi
noktada en sasirtict buldugu kullanim alan1 soruldugunda, medikal uygulamalarin kendisini

cok sasirttigini ifade etmistir (CNN, 2014).

COMPUTER

- CONTROL
SHITEM

(a) (b)

Sekil 2.9. Charles W. Hull tarafindan ilk defa gelistirilen ve patentlenen 3D yaziciya ait (a)
patent isteminde tarif edilen cihaz ¢izimi (Hull, 1986), (b) cihaz goriiniimii
(3dprint, 2015)

2020 yilinda T.C. Cumhurbagkanligit Savunma Sanayi Baskanligi, eklemeli imalat
teknolojileri yol haritas1 raporuna gore Tiirkiye’de 3 boyutlu yazict kullanimi diinyadaki
egilim ile beraber paralel bir seyir izlemektedir. 2017 yili i¢in olusturulan Tirkiye’deki
mevcut 3 boyutlu yazici durumu Sekil 2.10°da, diinyadaki durumu ise Sekil 2.11°de
sunulmustur (T.C.Cumhurbagkanligi, 2020).
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Sekil 2.10. Tiirkiye’de mevcut 3 boyutlu yazic1 durumu

Kurulu endiistriyel eklemeli imalat tezgahlarinin iilkelere gére
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Sekil 2.11. Endiistriyel eklemeli imalat tezgahlarinin tilkelere gore dagilimi

Eklemeli iiretim ¢ok farkl iiretim teknikleriyle gerceklestirilebilmektedir. Bununla birlikte

genel lretim basamaklar1 Sekil 2.12°deki gibi olmaktadir (Norman, Madurawe, Moore,

Khan ve Khairuzzaman, 2017).
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Sekil 2.12. Eklemeli {iretim basamaklari

Farmasotik iiretimde eklemeli {iretim, bitmis iirliniin dijital olarak tasarlandig1 ve tabakalar
halinde basildig1 yeni bir iiretim yontemidir. Son yillarda aragtirmacilar farmasoétik alanda
eklemeli tiretimde kullanimi iizerinde pek ¢ok ¢alisma ve yayin yapmaktadirlar (Jaboori ve
Oyewumi, 2015). Uzun yillardir kullanilan geleneksel tablet baski tekniklerine gore,
0zellikle kompleks ve dar terapotik indeksi olan iiriinlerde, proses kapasitesi ve liretim
esnekligi yonlerinden oldukca biiyiik iistiinliikler saglamaktadir. Ozellikle kisiye &zgii
tedavide biiylik iistiinliik tasimaktadir. Bu sayede ilag iiriiniine ait etkinlik, kalite ve glivenlik
gerekliliklerinin 1iyilestirilmesi ile birlikte ilaca ulasilabilirlik de artacaktir (Norman ve

digerleri, 2017) (Giiltekin, 2021).

Agustos 2015°te Amerikan Gida ve Ila¢ Idaresi (Food and Drug Administration, FDA)
tarafindan ilk eklemeli iiretim {iriiniiniin onaylanmasi ile (Spritam® Tablet) farmasotik
iiretim teknikleri i¢in ¢cok yeni bir sayfa agilmistir (Aprecia, 2020). Spritam® tablet, 1000 mg
Levetirasetam igeren ve patentli “Zipdose” eklemeli iiretim teknigi ile liretilen, cok 6zel por

yapis1 sayesinde geleneksel baski yontemleri ile elde edilemeyecek kadar hizli, saniyeler
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icinde agizda dagilan bir tablettir (Jacob ve digerleri, 2016b). Hizl1 dagilmas: 6zellikle
yutmada gii¢liik geken hastalar igin biiyiik bir {istiinliiktiir. Spritam® tablet, toz yatag1 {izerine
baglayici bir stvinin piiskiirtiilmesi teknigi (inkjet deposition) ile iiretilmektedir (Jacob ve
digerleri, 2016a). Yontemde 30 ila 40 katman toz iizerine sivi piiskiirtiilerek hedef etkin
madde igerigi ve tablet agirhi§ina ulasilmaktadir. Kullanilan cihazin bir oda biiyiikliiglinde
oldugu ve giinde on binlerce tablet iiretilebildigi belirtilmistir (Notman, 2018). Yontem ve

cihaza ait gorsel Sekil 2.13’te sunulmustur.

ZipDose® Technology Using 3D Printing: How It's Made
.

(a) (b)

Sekil 2.13. Zipdose® teknolojisi gérsel (a) Teknolojinin sematik gdsterimi: (b) Aprecia
firmasinda kullanilan yazici

Eklemeli iiretimle ilgili bir diger ilgi c¢ekici gelisme, 2017 yilinda 3DP ilag iireten Aprecia
(Cincinnati) firmasi ile yetim ilag iireten Cycle Pharmaceuticals (Cambridge) arasinda
yapilan igbirligi anlagsmasidir. Cycle Pharmaceuticals CEO’su bu is birligiyle ilgili, 3DP
teknolojisinin kisiye 0zel {iretim yapilabildigi ve yiiksek etkin madde yiiklemesi ile hizli
salim saglayabilen bir teknik oldugu i¢in 6zellikle tedavisi ¢ok zor olan yetim hastaliklara
sahip kisilerde yasam kalitesini artiric1 bir yontem olacagi seklinde aciklama yapmistir
(Pharmaceutical Technology, 2017). Bu sayede yetim ilaglar endiistriyel boyutta 3DP
teknigi ile tiretilebilecektir.

Eklemeli liretim sistemleri ile ilgili ISO/ASTM tarafindan yayimlanmis pek ¢ok standart
mevcut olup baslicalar1 asagidaki gibidir (STM, 2016).

e ISO/ASTM 52900-15 Standard Terminology for Additive Manufacturing-General
Principles-Terminology

e ISO/ASTM NP 52902 Additive manufacturing-General principles-Standard test artifacts



30

e [SO/ASTM DIS 52903-1 Additive Manufacturing-Standard Specification for Material
Extrusion Based Additive Manufacturing of Plastic Materials- Part 1: Feedstock materials

e [SO/ASTM AWI 52903-2 Additive manufacturing-Standard specification for material
extrusion based additive manufacturing of plastic materials-Part 2: Process — Equipment

e [SO/ASTM DIS 52910 Standard Practice-Guide for Design for Additive Manufacturing

e ASTM F3091/F3091M-14 Standard Specification for Powder Bed Fusion of Plastic
Materials

e [SO 17296-3:2014 Additive manufacturing-General principles-Part 3: Main
characteristics and corresponding test methods

e ISO 17296-4:2014 Additive manufacturing-General principles- Part 4: Overview of data

processing

Bununla birlikte, eklemeli iiretim yontemi diinya ila¢ regiilasyonu i¢in de yeni bir
yaklagimdir. 2017 yilinda FDA teknik gereklilikleri kapsayan taslak kilavuzlar yayimlamig
olup (FDA, 2017) ozellikle hastane ve eczanelerde majistral olarak iiretilen {iriinler igin
bliyiik tstiinliik saglayacagi diistiniilmektedir (Allen, 2016). Yazici materyallerinin ilag
iiretimine uygun olmamasi ve yazicida meydana gelebilecek bir hatanin {irline yansimasi,
bitmig Uriin glivenligi acgisindan ilagla ilgili diizenleyiciler tarafindan 6nemli oldugu

belirtilmistir (Gosnear, 2016).

Ekstriider iceren eklemeli iiretim yontemlerinde vidalarin ve tiim sistemin temizligi ¢ok
zordur, capraz kontaminasyonun engellenmesi amaciyla uygun bir temizlik yonteminin
gelistirilmesi ve valide edilmesi gerekmektedir (Melocchi ve digerleri, 2016). Uretim
yonteminin “seri tretim” seklinde degil, “stirekli iiretim (continuous manufacturing)”
seklinde degerlendirilmesi gerektigi regiilasyon tarafindan diistiniilmektedir (Hussain, Watts
ve Buhse, 2005). Ilaveten dzellikle grip asisi iiretimi gibi validasyona zaman olmayan ve
hizli iiretilmesi gereken iiriinler i¢in iiretim yontemlerinin proses validasyonunun, “bir iiriin
degil 3D- platformun validasyonu” seklinde olup olamayacagi tartisiimaktadir (Hussain ve

digerleri, 2005).

Eklemeli liretimde, liretim bir yazilim yardimiyla tasarlanmakta ve bu tasarima bagli olarak
gergeklestirilmektedir. Bu iiretim cihazlarimin temini ve kullanimi geleneksel {iretim
sistemlerine gore ¢ok daha kolay ve az maliyetli oldugu icin eklemeli iiretim yapilan

ilaglarda sahtecilik daha kolay yapilabilecektir. Dolayisiyla bilgisayarli sistem {iizerine
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olabilecek herhangi bir siber saldir1, bitmis iirlin tasarimini ¢alabileceginden ya da tamamen
degistirebileceginden, bu sistemlerin siber saldirilara karsi ¢cok 1yi korunmasi gerekmektedir.
Ilag iireticilerinin eklemeli iiretim ydntemlerini patentlemeleri de biiyiik énem tasimaktadir
(Gosnear, 2016). Bununla birlikte heniiz piyasada yayginlagmamis yeni bir yontem olmasi
nedeniyle patent konusunda yeterli tecriibe heniiz elde edilmemistir (Ventola, 2014). Yer
cekimsiz ortamda iiretim ve uzay ortaminda liretim diinya genelinde havacilik ve uzay
faaliyetleri yiirliten kurumlar tarafindan ¢alisilmakta olan bir konudur. MadeInSpace adl1 bir
firmanin uzay ortaminda kullanim i¢in iirettigi ticari uzay 3 boyutlu yazici, NASA tarafindan
Uluslararas1 Uzay Istasyonu’nda 2016 yilindan bu yana kullanilmaktadir ve 200°den fazla
parca imal edilmistir (T.C.Cumhurbagkanligi, 2020). Mart 2017°de “Baylor College of
Medicine”, NASA tarafindan talep edilen ve uzun uzay yolculuklar1 ve Mars gorevinde
astronotlarin kullanmasi amaciyla eklemeli liretim yontemi ile liretilen ilag gelisimi igin
destek programi agmistir. Uzun siireli uzay yolculuklarinda astronotlarin ihtiyag¢ oldugu

zaman ve ihtiyaci kadar ilaci iiretebilmesi amac¢lanmistir (TRI, 2017).
2.7.2. Eklemeli iiretimin iistiinliikleri

Kati ilag sekilleri i¢in eklemeli iiretim yonteminin geleneksel iiretim yontemlerine gore
ustiinliikleri Cizelge 2.7°de sunulmustur (Norman ve digerleri, 2017) (Alhnan ve digerleri,

2016).

Cizelge 2.7. Kati ilag sekilleri icin eklemeli iiretim yonteminin geleneksel iiretim
yontemlerine gore iistlinliikleri
Konvansiyonel Uretim 3DP Uretimi

» Biiyiik sarjlarda iretilir. v’ Farmasotik endiistride gelecegin is modeli olan
“Hacimden Degere” (Volume to Value) yaklagimi
dogrultusunda, yetim ilaglar gibi kiiciik sarjli ama
degerli tirtinlerin iretimi miimkiindiir (Fiminska, 2014)

> Uretimde pek ¢ok ekipman, v Daha az sayida ekipman, alan ve operator ile liretim
alan ve operator gereklidir. yapilmasi miimkiindiir.

» Belirli siire raf 6mrii olan ve v’ Diisiik stabiliteli etkin maddeler i¢in istek {izerine
yiiksek sayida iiretimin “ seri istenen sayida iiriinlin tiretimi miimkiindjir.

uretimi” s6z konusudur.

> Tabletlerin kirilmasi esnasinda | v' Istenen dozda iiretim yapmak miimkiindiir. Bu sayede
doz modifikasyonunda cocuklarda uygun dozlama yapilabilmektedir
zorluklar yasanabilmektedir. (kisisellestirilmis tedavi).

> Belirli kaliplarla ve sekillerde | v Kompleks liriinlerin iiretimi miimkiindiir (6rn. kisisel

iretim yapilmaktadir. anatomiye uygun implantlar, ¢ocuklar i¢in degisik
geometriler, sifir derece kinetikle salim, ge¢imsiz
maddelerin kombinasyonu [polypill]).
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Bununla birlikte eklemeli liretim yontemine ait bazi sinirlayict 6zellikler asagidaki gibidir

(Alhnan ve digerleri, 2016) (Norman ve digerleri, 2017):

e Farmasdtik hammaddelerin diisiik mekanik dayanikliligi,

e Bitmis iiriinde diisiik mekanik dayaniklilik, yiiksek friabilite,

e Diisiik tiretim hizi,

e Ekstriizyon bagliginda meydana gelebilen tikanmalar sonucu homojen olmayan akis ve
baski,

¢ Diisiik rezollisyon sonucu uygun olmayan bitmis iiriin morfolojisi.

2.7.3. Eklemeli iiretim cesitleri

Farmasotik endiistride ¢ok farkli teknolojilerde iiretim yapan eklemeli iiretim yontemi,
akademik ve endiistriyel amaglarla kullanilmaktadir. Cesitli eklemeli {iretim teknolojilerine
ait 0zet bilgiler ilerleyen boliimlerde sunulmustur. Gelistirilmis tiim yontemlerin birbirlerine
gore farkl 6zellikleri bulunmakta olup Cizelge 2.8’de (Norman ve digerleri, 2017) (Alhnan
ve digerleri, 2016) 6zetlenmistir. Yontemlerin birbirlerine gore iistiinliikleri ve sakincalari
Cizelge 2.9’da sunulmustur (Alhnan ve digerleri, 2016). ilaveten Sekil 2.14’te eklemeli
tiretim yontemi ile Uretilebilecek farkli geometrilere sahip kat1 ilag sekilleri paylasilmistir

(Alhnan ve digerleri, 2016).
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Cizelge 2.9. Eklemeli liretim yontemi ¢esitlerinin {istilinliikleri ve sakincalari

Teknoloji

Ustiinliikler

Sakincalar

Baglayici ekleme

Cok ¢esitli yardimc1 maddeler
kullanilabilir.

Oda sicakliginda iiretim yapilir.
Konvansiyonel tablete gore cok
daha fazla por6z yapida, hizli
salan sistemler iiretilebilir.

e Baski sonrasi1 kurutma gerekir.

e Tabletlerin friabilitesi yiiksek,
sertligi diigiiktiir.

e Ozel iiretim alan1 gereklidir.

e Uretim yiiksek firelidir.

Fotopolimerizasyon

Sub-mikron boyutundaki
nesneler ve tabakalar
basilabilir.

Yiiksek dogruluk ve hassaslik
saglanir.

e Baski sonrasi islem gerekir.

e Oligomer ve bazi regineler
kaynakli karsinojenik risk
vardir.

e FEkipmanlar pahalidir.

e Baski baslangig siiresi
uzundur.

Toz yatag: flizyonu

I¢c mikroyapisi ve porozitesi
tasarim ile kontrol edilebilir.
Tekrarlanabilir tiretim
yapilabilir.

Tek bir cisim birden farkli
bolgesinde birden farkli
porozite yapisinda iiretilebilir.

e Baski sonrasi islem gereklidir.

e Diistik hizl1 bir yontemdir.

e Proses i¢in gereken yiiksek
enerji bazi etkin madde ve
yardimei maddelerin
degredasyonuna sebep olabilir.

Ekstriizyon ile
filament tiretimi

Diisiik maliyetlidir ve yaygin
kullanim alan1 vardir.

Baski sonrasi islem
gerektirmez.

Mekanik olarak dayaniklidir.
Friabilite diistiktiir.

Etkin madde homojenitesi
yiiksektir.

e Proses i¢in gereken yiiksek
sicaklik bazi etkin madde ve
yardimc1 maddelerin
degredasyonuna sebep olabilir.

e Onislem olarak filament
iiretilmesi gerekir.

e Polimerlerin termoplastik
ozelliklerinden ¢ok fazla
etkilenir.

Ekstriizyon ile diger
tretim yontemleri

Proses oda sicakliginda
gergeklestirilebilir.

Tek bir tablette farkli salim
ozellikleri elde edilebilir.
%90’a kadar etkin madde
yuklenmesi miimkiindiir.

e Baski sonrasi iglem gereklidir.

e Tabletlerin friabilitesi yiiksek,
sertligi diigiiktiir.

e Rezoliisyon diisiiktiir.

e Ekstruder ucundan yari kati
maddenin akig hizinin kontrolii
zordur
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Sekil 2.14. Eklemeli iiretim yontemi ile liretilebilecek farkli geometrilerde kati ilag sekilleri
(a) basit disk, (b) oval, (¢) kolay yutulabilir kaplet, (d) kismen delikli tablet, (e,f)
cekirdek ve kilifin farkli igerikle tasarlandigi sistemler, (g) sifir derece kinetikle
salim yapan ¢orek bigimli tablet, (h) pulsatil salim yapan sistem, (i) jel dolgulu
hizlandirilmis salim yapan sistem, (j,k) iki etkin maddeyi ayr1 ayr1 salim
yapabilecek sistemler, (1) farkli salim hizlarina sahip birden fazla etkin madde
igeren sistemler

Baglavyici ekleme (PB, Powder bed)

Baglayici ekleme yonteminde iiretim cihazi toz yatagi lizerine ilag, yardimci madde ve/veya
baglayic1 ¢ozeltisini ya da nanosiispansiyonunu kiiclik damlaciklar halinde, belirli hiz ve
miktarda piiskiirtlir. Baglanmayan toz partikiilleri nesnenin ayakta durmasini saglayabilecek
destek materyalini olusturur. Coziicii se¢imi, toz Ozellikleri, etkin maddenin polimorfik
Ozellikleri ve kurutma islemi, yontemde etkili parametrelerdir (Norman ve digerleri, 2017).
Ik defa 1980 yilinda MIT’de (Massachusetts Institute of Technology) gelistirilmistir
(Alhnan ve digerleri, 2016). Toz yataginin 1slatilip kurutulmasi seklinde tabakalandirma
saglanmasi nedeniyle yas graniilasyon yontemine benzemektedir. FDA tarafindan onayl ilk
3DP tablet olan Spritam®, ZipDose® ad1 ile patentlenmis olan bu teknik ile iiretilmektedir
(Jacob ve digerleri, 2016a) (Alhnan ve digerleri, 2016). Yontemde kullanilan baslangic
materyallerinin (6rn. toz, baglayic1 ¢ozelti) farmasotik endiistride siklikla kullanilan
maddeler olmasi, yontemin baslica istiinliglidiir. Bununla birlikte elde edilen bitmis
tiriinlerin sertlikleri ¢ok diisiik, mekanik dayanikliliklar1 zayif ve rezoliisyonun diisiik olmas1

yontemin sakincalaridandir (Alhnan ve digerleri, 2016).
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Madde jeti (Material jetting)

Baglayici ekleme yonteminden farkli olarak toz yatagina ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bu
yontemde iiretilecek nesne; eritilmis polimer, mum, UV-ile sertlesebilen recine, ¢ozelti,
siispansiyon ve ¢ok bilesenli sivilarin damla damla ve tabakalar halinde piiskiirtiilmesi ile
elde edilir. Bu yontemde ¢ozeltinin uygun sekilde sivilastirilmasi, damlacik geometrisi ve
ylizeyin 1slanabilirligi cok dnemlidir. Baglayici ekleme yontemine gore iistiinliigii, ok daha

pliriizsiiz yiizeylerde iirlin elde edilebilmesidir (Norman ve digerleri, 2017).

Fotopolimerizasyon (SLA, Stereolitografi)

S1vi recinenin UV ya da daha yiiksek enerjili dalga boyundaki 1sinlar yardimiyla polimerik
reaksiyonu indiiklemesi sonucu olusur. Genellikle iiretimden sonra bitmis {iriiniin mekanik
dayanikliligini1 artirmak i¢in parlatma, temizleme gibi islemlere gerek vardir. Kullanilan
recineler genellikle diisiik molekiil agirlikli poliakrilatlar ile camsi ve kirilgan yapida epoksi
makromer ve monomerleri olmaktadir. Yontemin istlinliigli hizli, yiiksek dogrulukta ve
¢Oziiniirliikte (0,2 um) prototiplerin hazirlanmasina olanak saglamasidir. Bu nedenle doku
miihendisligi ve implantlarin tiretiminde kullanilmaktadir (Alhnan ve digerleri, 2016).
Bununla birlikte yontemin sinirlayici 6zelliklerinden biri, kullanilacak polimerin veya
hammaddenin fotopolimerize olabilmesi gerekliligidir. Ayrica reginelerin toksikoloji riski
de yontemin sakincalarindandir. Kullanilan reginelerin fotosensitiv olmasi uzun siireli
stabilite problemlerine neden olabilmektedir (Norman ve digerleri, 2017) (Alhnan ve

digerleri, 2016).

Toz vatag: fiizyonu (SLS, Selective laser sintering)

Bu yontemde iiretim, toz yataginin 1s1 ile yiizeysel olarak eritilerek sertlestirilmesi esasina
dayanir. Bu 1s1 genellikle lazer ya da kizilotesi radyasyon ile saglanmaktadir. Diger
yontemlere gore daha hizli, ancak daha kompleks bir yontemdir (Norman ve digerleri, 2017).
Baglayic1 ekleme yontemine benzer. Farki katilastirma isleminde lazer radyasyonunun
kullanilmasidir. Metallerin 3D baskisinda siklikla kullanilir. Toz baslangic maddeleri
poliamitler, polistirenler veya polikarbonatlar olabilmektedir. Bununla birlikte ytliksek enerji

gerektirmesi ve bu sebeple etkin madde ve yardimci maddelerde gozlenebilecek
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degredasyon olasiligt nedeniyle farmasdtik endiistride kullanimi yayginlasamamistir

(Alhnan ve digerleri, 2016).

Ekstriizyon ile filament tiretimi (FDM, Fused deposition modelling) (Eriyik birikimleme)

En ¢ok tercih edilen yontemdir. Ekstriisyon isleminde materyal robotik olarak kontrol edilen
bir ugtan cikarilir. Baglayic1 ekleme yonteminin tersine, toz yatak ihtiyac1 yoktur. Uretim,
eritilmis polimerler ile filament {iretilmesi seklindedir. FDM yonteminde diger ekstriizyon
yontemlerinden farkli olarak sivi ya da yar1 kat1 degil, sadece kat1 polimerik filamentler

kullanilmaktadir.

FDM yontemi ile tiretim yonteminde, 6ncelikle etkin madde ve yardimci maddeler uygun
bir karistiricida homojen olana kadar karistirilmakta, ardindan bir ekstriider yardimi ile
belirli bir sicaklikta filamentler seklinde ekstriide edilmektedir (Hot melt extrusion, HME).
Elde edilen filamentler daha sonra 3D yaziciya yliklenmekte ve kat1 ilag sekilleri halinde 3D
yazicida basilmaktadir. Yontem, ilk defa 1980 yillarinda ortaya ¢ikmis ve 1990 yillarinda
markete girmistir. Ila¢ arastirma ve gelistirme calismalarinda en diisiik fiyath ve en ¢ok
kullanilan yontem, filament {iretimi ile ekstriizyon olmaktadir (Masood, 2007) (Alhnan ve

digerleri, 2016).

Inkjet sistemlerle karsilastirildiginda, ¢ok daha basit bir mekanizma ile ¢ok daha kompleks
materyallerle calisma imkani vermesi acisindan iistiinliikliidiir. Ilaveten bu ydntemde
kullanilan  filament hammaddeleri termoplastik, biyolojik olarak uyumlu ve
biyoparcgalanabilir 6zellikte olmakta ve farkli ozelliklerde salim yapan kati ilaglarin
gelistirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (Maulvi, Shah, Patel, Soni ve Shah, 2017).
Potansiyel sakincalari ise islemde 1s1 gerektirmesi, etkin madde yiikleme kapasitesinin diisiik

olmasi ve diisiik tiretim hizidir (Norman ve digerleri, 2017) (Alhnan ve digerleri, 2016).

FDM-3DP yonteminde karsilasilabilecek baslica problemler Cizelge 2.10°daki gibidir:
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Cizelge 2.10. FDM-3DP yonteminde karsilasilabilecek baslica problemler

Problemler

Aciklama

Filament sigsmesi (Die swell)

Polimerler viskoelastik 6zelliklerine bagli olarak farkli
hizlarda erimektedir. Erime esnasinda polimerin zincir
uzunluguna bagli olarak zincirlerin tamaminin serbest hale
geemesi icin gereken siireye relaksasyon zamani adi
verilmektedir. Eger proses siiresi relaksasyon zamanindan
daha kisa olursa, polimer ekstriider ucundan ¢iktiktan sonra
relaksasyona devam etmekte, bu da ¢apinda artisa ya da sekil
bozukluklarina neden olmaktadir. Bunun engellenmesi igin
ekstruder ucunun uzunlugu artirilabilmektedir (Aho,
Boetker, Baldursdottir ve Rantanen, 2015).

Filamentlerde diisiik mekanik
ozellik

Kirilgan filamentler 3DP igerisinde kirilarak tikanmaya

neden olabilmektedir. Benzer sekilde asir1 yumusak

filamentler de 3DP i¢erisinden ekstriide edilememektedir

(Sadia, Arafat, Ahmed, Forbes ve Alhnan, 2018).

0 HPMC filamentleri saglamdir fakat yiiksek eriyik
viskozitesi ve piiriizlii yapisi nedeniyle baskis1 zordur.

0 EC filamentler piiriizsiiz yapidadir fakat ¢ok kirilgandir
3D printer i¢inde kirilmaktadir.

0 HPC filamentler asir1 yumusak oldugu i¢in 3DP
igerisinden ekstriide edilememektedir.

0 Soluplus® ve Eudragit® L100, 140°C’de eridigi i¢in
3DP’de tek basina basilamamaktadir (Zhang, Feng,
Patil, Tiwari ve Repka, 2017)

0 D-Mannitol ¢ok kirilgan yapida oldugundan yiiksek
derisimde kullaniminda kirilgan filamentler elde
edilmektedir (Khaled, Burley, Alexander, Yang ve
Roberts, 2015).

Bant olusumu (Banding)

Uretim sirasinda tablada olusabilecek titresim nedeniyle
cismin kenarinda dalgali gériiniim (Khan, 2016) (Khaled ve
digerleri, 2015) (Norman ve digerleri, 2017).

Egilme (Leaning)

Uretim sirasinda siiriiklenme nedeniyle merkez eksenden
kayma (Khan, 2016) (Khaled ve digerleri, 2015) (Norman ve
digerleri, 2017).

Biikiilme (Warping)

Termal genlesme ya da daralmadan kaynaklanan kismi
biikiilme (Khan, 2016) (Khaled ve digerleri, 2015) (Norman
ve digerleri, 2017).

Uzama, Stinme (Stringing)

Ekstruderin ¢alismadigi esnada filamentin uzamasina bagh
deformasyon (Khan, 2016) (Khaled ve digerleri, 2015)
(Norman ve digerleri, 2017).

Yikilma (Collapse) Asiri fazla kiitle ya da enerji nedeniyle diisiik poroziteli
tabaka olusumu (Khan, 2016) (Khaled ve digerleri, 2015)
(Norman ve digerleri, 2017).

Atiklar (Residuals) Tamamlanmamis tiretim nedeniyle tablada kalabilecek

baglanmamis toz ya da monomer kalintis1 (Khan, 2016)
(Khaled ve digerleri, 2015) (Norman ve digerleri, 2017).
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FDM teknigi ile ila¢ iiretimi iizerine yapilmis pek cok calisma bulunmaktadir. Bu
caligsmalarin bazilarina ait derleme bilgiler asagidaki gibi olup diger literatiir ¢calismalarina

ait 6zet bilgiler Cizelge 2.11’de sunulmustur.

Beck ve ark. (Beck ve digerleri, 2017) tabletlere ila¢ yiiklii polimerik nanokapsiilleri
ylukleyerek nanoteknoloji ve eklemeli liretim yontemini birlestirmistir. Bu amagla 6ncelikle
HME teknigi ile flamenler iiretilmis, ardindan bu filamentlerden FDM yo6ntemi ile disk
seklinde tabletler elde edilmistir. Elde edilen tabletler ilag yiiklii polimerik nanokapsiillerin
bulundugu sulu silispansiyonda 24 saat bekletilmis ve ardindan 30°C’de 24 saat
kurutulmustur. Tabletlerin i¢ Orgii siklig1 tasarim basinda belirlenmis olup olusturulan
porlara nanokapsiillerin hapsedilmesi hedeflenmistir. Bu amacla suda sisen Eudragit RL 100
ve sismeyen PCL (poly(e-caprolacton) olmak iizere iki farkli polimerle tabletler elde
edilmis, bu tabletlerin etkin madde ylikleme kapasiteleri ve in-vitro ¢dziinme profilleri
incelenmistir. Formiilasyonlarda ilaveten kanal olusturma amaciyla mannitol de
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara goére kanal olusturucu madde olan mannitol
kullaniminin etkin madde yiikleme kapasitesini artirdig1 gdzlenmistir. ilaveten tabletlerin
polimerik nanopartikiil iceren sulu siispansiyonunda bekletilme siiresinin de etkin madde
yukleme kapasitesi lizerinde lineer ve pozitif bir etkisi oldugu gézlenmistir. Bununla birlikte
ilag saliminin kullanilan polimerik materyalin tipine ve kanal olusturucu maddeye baglh
oldugu, daha genis kanallara sahip ve daha yiiksek etkin madde yiiklenebilmis tabletlerden
salimin daha hizli oldugu tespit edilmistir. Sonug¢ olarak yapilan ¢aligmanin nanopartikiil
siispansiyonlar1 i¢in farkli bir tasiyici sistem olarak kullanilabilecegi, bu sayede kisiye 6zgii

yeni formiilasyonlar tasarlanabilecegi yorumu yapilmistir.

Varan ve ark. (Varan, Wickstrom, Sandler, Aktas ve Bilensoy, 2017) ger¢eklestirdikleri bir
calismada, 6zellikle yiiksek varyasyon gdsteren kanser gibi hastaliklarin tedavisinde, kisiye
Ozgii ila¢ uygulamalarini vurgulamak amaciyla eklemeli iiretim teknigi ile antikanser
(paklitaksel) ve antiviral (sidofovir) iceren formiilasyon gelistirmislerdir. Kullanilan metot,
lokal uygulamada kullanmak {izere etkin maddenin inkjet ile adezif film {izerine
puskiirtiilmesi seklindedir. Bitmis iiriin tasarimina gore in-vitro ¢oziinme ozelliklerinin
modifiye edilebilecegi, in-vitro hiicre kiiltiirli ¢alismalarina gore servikal kanser hiicresinde
etkili oldugunun goézlenmesi nedeniyle timit vaadeden bir formiilasyon oldugu yorumu

yapilmustir.
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Jamroz ve ark. (Jamroz ve digerleri, 2017) eklemeli iiretim teknigi ile aripiprazol iceren
agizda coziinen film formiilasyonu gelistirmislerdir. Bu amagla FDM ile eklemeli iiretim
tekniginden faydalanmigslardir. Calismada diisiik ¢oziintirliige sahip aripiprazoliin oral film
formiilasyonu ile ¢oziinme 6zelliginin hizlanacagi hedeflenmistir. Bu amagla por6z yapida
PVA ve etkin madde iceren filmler olusturulmus ve filmlerden etkin madde saliminin,

geleneksel film liretim yontemi ile hazirlanan filmlere gére hizlandig tespit edilmistir.

Gioumouxouzis ve ark. (Gioumouxouzis, Katsamenis, Bouropoulos ve Fatouros, 2017)
FDM yontemini kullanarak suda ¢oziinebilen bir polimer olan polivinil alkol (PVA),
mannitol ve hidroklorotiyazid (HCTZ) igeren filamentler iireterek tablet baski iglemi
gerceklestirmistir. Tabletler, ¢ekirdekte suda ¢oziinen PVA-Manntiol-HCTZ, etrafinda ise
suda ¢oziinmeyen polilaktik asit (PLA) ile kaplanacak sekilde tasarlanmistir. Elde edilen
tabletler DSC, TGA ve XRD ile karakterize edilmis, ¢Oziinme c¢alismasi esnasinda i¢
yapisindaki degisikligin takibi amaciyla 4D-CT yontemi kullanilmistir. Elde edilen
sonuglara gore HCTZ nin amorf durumda bulundugu, ¢dziinmenin sifir derece kinetikle

gerceklestigi gozlenmistir.

Zhang ve ark. (Zhang ve digerleri, 2017) model ilag olarak parasetamol kullanmig ve farkli
polimerlerle tablet formiilasyonlar1 gelistirmislerdir. Calismada eklemeli iiretim yontemi ile
elde edilen tablet, ¢coziinme O6zellikleri bakimindan direkt baski ile karsilastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore 3DP tabletler ile ¢cok daha iyi bir geciktirilmis salim saglandigi

bildirilmistir.

Goyanes ve ark. (Goyanes ve digerleri, 2017a) parasetamol ve enterik polimerlerle filament
olusturarak FDM teknigi ile tablet baski gerceklestirmislerdir. Yapilan ¢alismada farkl
enterik polimerlerin salim iizerindeki etkileri incelenmis olup etkin madde saliminin polimer
tipi, ila¢ yiikleme miktar1 ve tabletin i¢yapisindan etkilendigini gozlemlemiglerdir.
Kullanilan polimer tipine gore hem hizli hem de geciktirilmis salim saglayan tabletler elde
edilmis, bu nedenle eklemeli iiretim yonteminin istenen 6zellikte salim saglayabilecek bir

tablet baski teknigi oldugu yorumu yapilmistir.

Goyanes ve ark. (Goyanes, Buanz, Basit ve Gaisford, 2014) PVA polimeri kullanarak FDM
yontemi ile tabletler basmislar, bu esnada tablet i¢i dolgu tasarimimin model ilag olan

floresein salimi tizerindeki etkisini incelemislerdir. Cozlinme g¢aligmalar1 incelendiginde
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beklenildigi iizere i¢ dolgu ne kadar siki olursa salimin da o kadar yavaslayacagi, bu
dogrultuda istenen salim ozelliklerinin i¢ dolgu tasarimi ile elde edilebilecegi yorumu

yapilmustir.

Goyanes ve ark. (Goyanes, Robles Martinez, Buanz, Basit ve Gaisford, 2015¢c) baska bir
calismalarinda tablet geometrisinin salim {izerindeki etkisini incelemek istemislerdir. Bu
amagla geleneksel yontemlerle elde edilemeyecek kiip, piramit, silindir, kiire ve simit
sekillerinde tabletleri eklemeli iiretim yoOntemi ile iiretmislerdir. Model ilag olarak
parasetamol, polimer olarak PVA kullanilmistir. Cozlinme profilleri karsilastirildiginda
¢Ozlinmenin ylizey alana bagl degil, ylizey alan/hacim oranma bagli oldugunu tespit
etmislerdir. Bu sayede istenen salim ozelliklerinin tablet geometrisi tasarimi ile elde

edilebilecegi yorumu yapilmaistir.

Goyanes ve ark. (Goyanes ve digerleri, 2015b) farkli bir ¢calismalarinda budesonid etkin
maddesini iceren ve PVA polimeri kullanarak FDM teknigi ile iiretilmis tabletlerde enterik
kaplama gerceklestirmis, bu sayede eklemeli iiretim tekniginin geleneksel {iretim

yontemleriyle (6rn. Kaplama) birlikte kullanilabilecegini gdstermistir.

Goyanes ve ark. (Goyanes ve digerleri, 2017b) eklemeli iiretim yonteminin kisisel tedavideki
kullanimina dikkat ¢ekmek amaciyla eklemeli iiretim yontemi ile iiretilmis tabletlerin
hastalar tarafindan kabul edilebilirligi izerinde bir arastirma yapmislardir. Bu amagla en ¢ok
tercih edilen yontem olan FDM teknigini kullanarak farkli sekil (kiire, simit, disk, kapsiil ve
karo) ve renklerde tabletler iiretilmis ve 50 katilimcidan ilaglar1 ele alabilme ve yutabilme
Ozellikleri acisindan degerlendirmeleri istenmistir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde geleneksel tablet sekli olan kapsiil ve disk seklindeki tabletlerin yiiksek
oranda tercih edildigi ve simit seklindeki tabletlerin yutma ve ele alma agisindan en fazla

tercih edildigi tespit edilmigtir.

Kyobula ve ark. (Kyobula ve digerleri, 2017) HME-Eklemeli iiretim yontemi kulanarak
farkli kompleks i¢ geometrilere sahip tabletlerin salim o6zelliklerini incelemislerdir. Bu
amagla polimer olarak balmumu ve model etkin madde olarak fenofibrat secilmis, i¢
geometrik yap1 farkli ¢aplarda bal petegi seklinde tasarlanmistir. Coziinme caligmalari

incelendiginde bal petegi capinin artisinin salim hizini artirdigi, dolayisiyla eklemeli tiretim
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yontemi i¢ tasarimi sayesinde kisiye 6zgii istenen hizda salim yapabilecek formiilasyonlarin

gelistirilebilecegi yorumu yapilmustir.

Skowyra ve ark. (Skowyra, Pietrzak ve Alhnan, 2015) PVA filamentler kullanarak FDM-
3DP yontemiyle prednisolon iceren kontrollii salimli tabletler tiretmislerdir. Bu amagla PVA
filamentler prednisolon etkin maddesini igeren metanol ¢ozeltisinde inkiibe edilmis ve bu
sayede %1.9 (a/a) etkin madde yiliklemesi gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen termal
analizler (Medscape) ve XRPD analizi sonucu prednisolonun tablet icerisinde amorf halde
bulundugu tespit edilmistir. Bu yontem ile 24 saat salim yapan 3DP tabletler elde

edilebilmistir.

Ekstriizyon ile diger tretim yontemleri

Ekstriider 6zellikte kalemler ya da filament olusturmaksizin baski yapabilen siringa benzeri
ekstriider sistemleri ile {iretim yapmaya yarayan sistemlerdir (Norman ve digerleri, 2017)
(Alhnan ve digerleri, 2016). Bu sistemlerle ekstriide olacak materyalin yar1 kat1 formda, jel
ya da pasta halinde olmas1 gerekmektedir. Yontemin baglica iistiinliigli yiliksek sicaklik
gerektirmemesidir. Sakincasi ise baski esnasinda kurumanin uzun silirmesi nedeniyle
yapisma ya da yigilmanin siklikla meydana gelmesidir. Bu da cismin yapisinda
deformasyona neden olabilmektedir. Siringa tipi sistemlerde ekstriizyon agiklik ¢cap1 0,4-0,8
mm arasinda oldugu icin rezoliisyon diisiiktiir (Alhnan ve digerleri, 2016). Yukarida tarif
edilen yontemlerin diginda heniiz farmasoétik endiistride kullanimi olmayan ancak diger

endiistrilerde uygulamalar1 bulunan diger yontemler:

e Dogrudan enerji depozisyonu,
e Lazer kesme ile laminasyon,
e Elektrospinning

e Voksel liretim islemleri olarak sayilabilmektedir (Norman ve digerleri, 2017).
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2.8. Kat1 Dispersiyonlar

Son yillarda gelistirilen etkin maddelerin pek ¢ogu diisiik ¢6ziinme ve ¢oziiniirliikli etkin
maddelerdir. Etkin maddenin ¢ézlinme hiz1 6zellikle kisa absorbsiyon penceresi olan etkin
maddelerin biyoyararlanimi i¢in ¢ok dnemlidir. Bu etkin maddeler ¢oziinmeleri i¢in yeterli
siire gecmedigi icin absorbsiyon bolgesinden emilmeden gegebilmekte, bu durum da

biyoyararlanimin diismesine neden olmaktadir (Zhang, Xing, Zhao ve Ma, 2018).

Ilag gelistirme ¢alismalarinda suda ¢oziiniirliigii diisiik etkin maddelerin ¢oziiniirliiklerini,
dolayisiyla biyoyararlanimini artirmak i¢in mikronizasyon, nanokristalizasyon, tuzunu
olusturma, siklodekstrin inkliizyon kompleksi, ko-kristalizasyon, miseller ¢oziiniirliik, kati
dispersiyonlar ve nanopartikiiller igersine enkapsiilasyon gibi ¢esitli yaklasimlar

denenmektedir (Zhang ve digerleri, 2018).

Farmasotik gelistirme ¢aligmalarinda tiim dispersiyon sistemleri (siispansiyonlar, kolloidal
sistemler, c¢ozeltiler) icerisinde kati1 dispersiyonlar en ¢ok tercih edilen ve distik
¢Oziiniirliiklii etkin maddelerin ¢6ziiniirliikk ve biyoyararlanimini artirmak i¢in tizerinde
calisilan dispersiyon sistemleridir. Giiniimiizde kat1 dispersiyon {iretimlerin 6lgek biiyilitme
calismalar1 oldukca kolaydir. Piyasada kat1 dispersiyon teknikleri ile iiretilmis, tablet,
kapsiil, graniil gibi ilag sekillerinde ¢ok sayida bitmis iiriin bulunmaktadir. (Zhang ve

digerleri, 2018).

Kat1 dispersiyonlar, etkin maddelerin ¢oziiniirliik, ¢oziinme ve biyoyararlanimini artirmak
icin hazirlanan, bir bilesenin tasiyici i¢inde disperse edildigi ve sistemin kati oldugu
sistemlerdir. Bu sistemlerde formiilasyon ve iiretim yontemine bagl olarak ilag polimer
icinde molekiiler olarak disperse olabilir, amorf ya da kristal yapida olabilir veya kolloidal

sekilde bulunabilir (Sekil 2.15) (Zhang ve digerleri, 2018) .

Kat1 dispersiyonlarda etkin maddenin metastabil formda bulunmasi ¢éziinmeyi hizlandirir.
Ayn1 zamanda Ozellikle siirfaktan ya da emilim artirict maddelerin bulundugu kati
dispersiyon formiilasyonlarinda gastrointestinal emilim de artmaktadir (Zhang ve digerleri,
2018). Aymi sekilde tastyict da kristal ya da amorf yapida bulunabilmektedir. ilacin bulunma
sekli, kat1 dispersiyonun ¢oziiniirliik ve stabilitesi iizerinde etkilidir (Simoes, Pinto ve

Simoes, 2019).



» Etkin madde molekiilii @ Etkin madde kristali ® Kolloidal etkin madde
partikiilleri

Sekil 2.15. Kat1 dispersiyonlarda etkin maddenin bulunma sekilleri (a) Kat1 ¢ozelti olusturan
molekiiler dagilim, (b) Amorf dispersiyon olusturan amorf durum, (c) Basit
dispersiyon olusturan kristal durum, (d) Kolloidal dispersiyon olusturan
kolloidal durum

2.8.1. Kat1 dispersiyonlarin ¢oziiniirliikk ve biyoyararlamim artirma mekanizmalari

Etkin maddelerin gastrointestinal kanaldan emilimi ve biyoyararlanimi i¢in 6n kosul
¢coztinmedir. BCS Smif II etkin maddeler i¢in ¢6ziinmeyi artirarak biyoyararlanimi artirmak
miimkiinken BCS Sinif IV etkin maddeler i¢in bu yeterli olmamakta, hem ¢6ziinme hem
absorbsiyon bariyerinin asilmasi gerekmektedir. Bu dogrultuda kati dispersiyonlarin

¢Oziiniirliik ve biyoyararlanim artirma mekanizmalar1 asagidaki gibi agiklanbilmektedir:

1. Zayif kimyasal baglar ve Fiziksel baglar ile ¢oziintirliigiin artirilmasi: Bir etkin maddeyi
bir tasiyici igerisinde dagitmak, molekiiller arasi1 kuvvetlerin iistesinden geldigi i¢in
coziinmeyi artirmak i¢in etkili bir yoldur. Etkin maddenin ¢oziinmesi, etkin madde
molekiilleri arasinda etkilesimlerin kirilip bunun yerine etkin madde-¢6ziinme ortami
arasinda etkilesmelerin kurulmasi anlamina gelmektedir. Eger etkin madde molekiilleri
arasindaki etkilesim kuvveti zayif ise bu baglarin kirilmasi daha kolay olacak, etkin
madde-¢ozlinme ortami arasinda etkilesim daha kolay kurulabilecektir. Bu sayede etkin
madde ¢ozlinmesi hizlanacaktir. Dispersiyon sistemleri kovalan baglar igermez, bunun
yerine genellikle geri doniislii aglomeratlarin olusabilecegi van der Waals kuvvetleri,
hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ve/veya fiziksel baglanmalar rol oynar. Kati
dispersiyonlarda meydana gelen etkin madde-tasiyict arasindaki etkilesimler, etkin
maddenin molekiilleri arasindaki etkilesimi azalttig1 i¢in ¢éziinme iizerinde olumlu etkisi

olmaktadir (Zhang ve digerleri, 2018).
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2. Partikiil boyutunun diigiiriilmesi ile ¢oziiniirliigiin artirilmasi: Diisiik ¢oziintirliige sahip
etkin maddeler kaba dispersiyon sistemlerinde genellikle diisiik hizda ¢oziinmektedir.
Diisiik ¢oziintirliiklii etki maddelerin ince dispersiyonlart ile ¢ozlinme artirilabilmektedir.
Partikiil boyutuna gore dispersiyonlar genellikle Sekil 2.16’daki gibi ii¢ grup altinda
incelenebilmektedir (Zhang ve digerleri, 2018).

Partikiil Boyutu
e © e o e

e 00 Vs ?,
Kaba dispersiyon Kolloidal dispersiyon Molekiiler dispersiyon
(slispansiyonlar) (nanopartikiiller) (gercek cozeltiler)
Kristalize Amorf ya da molekiiler Molekiiler

>1000 nm > 1nm ~ 100 nm < 1nm
—_—
Coziinme

Sekil 2.16. Partikiil boyutuna gore kati dispersiyonlarin gruplandirilmasi

3. Lipit yapidaki maddeler ile emilimin artiriimasi: Kat1 dispersiyon formiilasyonlarinda
kullanilan lipit yapidaki maddeler (6rn. Gelucire® tiirevleri) hiicre membrani ile etkilesim
kurarak ve GI sistemde efflux transporterleri inhibe ederek absorbsiyonu

artirabilmektedir (Zhang ve digerleri, 2018).

2.8.2. Kat1 dispersiyonlarin siniflandiriimasi

Kat1 dispersiyonlar genel olarak tasiyicinin kristal ya da amorf olmasina gore “kristal kati
dispersiyonlar” ve “amorfkati dispersiyonlar” olmak iizere ikiye ayrilir. Bununla birlikte Sekil
2.17°de sunuldugu gibi dort jenerasyon altinda incelenebilmektedir (Vo, Park ve Lee, 2013)
(Vasconcelos, Sarmento ve Costa, 2007). Jenerasyonlara ait temsili ¢éziinme profili Sekil

2.18’de sunulmustur (Vo ve digerleri, 2013).
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- Tasiyici kristal - Taslyici amorf - Polimer - Suda
ozelliktedir. polimer sistemine iq.éz[]nmeyen ya

ozelliktedir. sUrfaktan da suda sisen
. ‘ eklenmistir. polimerler
- Kristal tasiyici | kullanihr.
nedeniyle yavas | Amorf tasiyici
¢oziinme isayesinde hizh - En yluksek
gozlenir. |ct':'=z|'.]nme ¢ozlinmenin - Kontrolll salim
gozlenir. go6zlendigi kati saglanabilir.
_ ' dispersiyondur.
- Ekin maddede L
rekristalizasyon -Super-
ve stabilite satiirasyon - Sliper-
sorunlar nedeniyle Gl satlirasyonda
gozlenebilir. sistemde ¢okme ¢okme riski
gozlenebilir. dusuktur.

-Rekristalizasyon - Etkin maddede

|\fe stabilite rekristalizasyon
isorunlarl riski dusuk,
gozlenenbilir. stabilite

| yuksektir.

Sekil 2.17. Kat1 dispersiyonlarin dort jenerasyon olarak siniflandiriimasi

(3)

(4)

(2)
(1)

ilag Salimi

0)

v

Zaman

Sekil 2.18. Kati dispersiyon jenerasyonlarina ait temsili ¢oziinme profilleri (0) Saf etkin
madde, (1) Birinci jenerasyon kati dispersiyon, (2) Ikinci jenerasyon kati
dispersiyon, (3) Ugiincii jenerasyon kat1 dispersiyon, (4) Dérdiincii jenerasyon
kat1 dispersiyon
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Birinci jenerasyon

[k defa Sekiguchi ve Obi tarafindan 1961 yilinda tarif edilmistir (Vasconcelos ve digerleri,
2007). Birinci jenerasyon kati dispersiyonlar “kristalin kat1 dispersiyonlar” olarak
bilinmektedir. Bu dispersiyonlarda tasiyici kristal 6zelliktedir (6rn. iire, sorbitol, mannitol),
etkin madde kristal ya da amorf yapida olabilir. Etkin maddenin kristalize oldugu
dispersiyon tipine “kristalin kat1 ¢ozelti” ad1 verilir (Vo ve digerleri, 2013). Etkin madde ve
tastyici karisiminin erime derecesi, etkin madde ya da tastyicinin erime derecesinden diisiikse
bu karigimlara “6tektik karigimlar™ ad1 verilir. Eger tastyici ve etkin maddenin erime dereceleri

sabit ise “monotektik karistm” adi verilir (Vasconcelos ve digerleri, 2007).

Seker yapisindaki maddeler yiiksek erime derecesine sahip olduklar1 i¢in eritme yontemi ile kati
dispersiyon yapilmasma uygun degildir. Ure ise suda ve pek ¢ok organik ¢oziiciide seker
tiirevlerine gore daha yiliksek ¢oziliniirliige sahip olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilen bir
tastyicidir.  Yapilan caligmalarda ¢oziinme davramist artirma mekanizmalariin partikiil
boyutunu kiigiiltme, 1slanmay1 artirma ve polimorfik yapiy1 degistirme olabilecegi gosterilmistir.
Kristalin kati dispersiyonlarin baglica sakincasi, yliksek termodinamik stabiliteye sahip

tastyicilarin, amorf tasiyicilara nazaran ¢éziinmeyi yavaslatmasidir (Vo ve digerleri, 2013).

Ikinci jenerasyon

Ikinci jenerasyon kat:1 dispersiyonlarda tasiyici cogunlukla polimer olup amorf yapidadir.
Amorf kat1 dispersiyonlar etkin maddenin fiziksel yapisina bagli olarak “amorf kati
cozeltiler (camsi ¢ozeltiler)” ve “amorf kati siispansiyonlar” olmak tiizere iki grupta

incelenmektedir (Vo ve digerleri, 2013) (Vasconcelos ve digerleri, 2007).

o Amorf kat1 ¢ozeltilerde ilag amorf tasiyici i¢inde tamamen dagilmistir ve molekiiler
seviyede homojen karisim meydana gelmistir (Vo ve digerleri, 2013). Bu sistemlerde
etkin madde ve tastyici etkilesim enerjisi ¢cok yiiksektir ve sistem tek fazli gergek bir
cozelti gibi davranir (Vasconcelos ve digerleri, 2007).

e Amorf kat1 siispansiyonlarda ise iki ayr1 faz halinde bulunmaktadir. Etkin madde erime
derecesi ¢ok yiiksek oldugunda ya da tasiyici icinde ¢oziintirliigii ¢ok diisiik oldugunda

meydana gelmektedir (Vo ve digerleri, 2013) (Vasconcelos ve digerleri, 2007).
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Bu sistemlerde etkin madde partikiil boyutu molekiiler seviyelere kadar diisebilmekte,
tasiyici sayesinde c¢oziindiiriilebilmekte ve 1slanabilirligi artmakta, bu sayede amorf kati
dispersiyonlar meydana gelmektedir. Dolayisiyla ilag salimi, tagiyicinin ¢éziinmesine bagl

meydana gelmektedir (Vasconcelos ve digerleri, 2007).

Etkin madde genellikle birden fazla durumda bulunabilmektedir (kismen amorf, kismen
kristalin, kismen ¢oziinmiis, kismen disperse). Amorf kat1 dispersiyonlarda etkin madde
molekiiler amorf ya da kiigiik kristal partikiiller halinde disperse olabilmektedir ve bu
nedenle amorf tasiyici iginde siipersatiire halde bulunabilmektedir. Bu duruma “zorlanmig
¢Oziiniirlik” ad1 verilmektedir. Amorf tastyicilar ayn1 zamanda suda yliksek ¢oziiniirliige
sahip olmalar1 nedeniyle etkin maddenin 1slanabilirligini, dagilabilirligini ve dolayisiyla
¢coziinlirlik ve ¢ozlinme Ozelligini artirabilmektedir. Amorf tastyicilar asagidaki gibi

olmaktadir (Vo ve digerleri, 2013).

e Sentetik Polimerler: Povidon (PVP), polietilen glikol (PEG), krospovidon,
polivinilpirolidon-ko-vinilasetat, poliakrilatlar.
e Dogal Polimerler:Hipromelloz, hipromelloz fitalat, hipromelloz siiksinat, nisasta, seker

tiirevleri (trehaloz, siikroz, intilin)

Amorf tastyicilar arasinda en fazla kullanilanlar Hipromelloz, PEG ve PVP olmaktadir.
Diger amorf tagtyicilardan farkli olarak PEG yari-kristal 6zelliktedir ve molekiil agirligindan
bagimsiz olarak ¢ok diisiik erime derecesi vardir (< 65°C). Bu nedenle 6zellikle sicakliga
hassas etkin maddeler icin PEG ¢ok uygun bir tasiyict olmaktadir. Bunun tersine PVP
yiliksek camsi gecis sicakligina sahip olmasi nedeniyle eritme yontemlerinde tercih edilen

bir polimer degildir (Vo ve digerleri, 2013).

Polimerlerin neredeyse tamami organik ¢oziiciilerde ¢oziindiigli i¢in “¢dzilicii ugurma”
teknigi ile de kat1 dispersiyonlar1 hazirlanabilmektedir. Polimerlerin zincir uzunlugu ve
molekiil agirliklar1 arttikca genellikle sudaki ¢oziiniirliikleri diismekte ve viskoziteleri
artmaktadir. Yiiksek viskoziteli polimerler etkin maddenin hazirlanma, saklama ve
¢oziinmesi esnasinda rekristalize olmasini engelleyebilmektedir. Bununla birlikte ytliksek

viskoziteli polimerler ¢6zlinmeyi yavaslatmaktadir (Vo ve digerleri, 2013).



53

Polimer seciminde molekiil agirhg énemli bir parametredir. Ornegin diisiik molekiil
agirlikli PEG ile hazirlanan kati dispersiyonlar, yumusak ve yapiskan yapida iken yiiksek
molekiil agirlikli PEG kullanimi ¢ézlinmeyi yavaslatmaktadir (Vo ve digerleri, 2013).

Polimer ve etkin madde arasinda meydana gelebilecek etkilesim de polimer se¢imi igin
onemli bir faktordiir. Bazi etkin maddeler tasiyicilarla hidrojen bagi kurabilmekte ya da
plastiklestirici etki gosterebilmektedir. Bu etkilesimler neticesinde ilag salimi1 ve stabilitesi
degisebilmektedir. Yiiksek miktarda hidrojen bagi kurulmasi, etkin maddenin amorf halde
bulunmasini saglayabilmektedir. Bazi enterik polimerlerle (Hipromelloz fitalat, Eudragit L)

etkin maddenin midede ¢6ziinmesi engellenebilmektedir (Vo ve digerleri, 2013).

Uclincl jenerasyon

Amorf kat1 dispersiyonlarda ilag salimi iyilestirilebilse de anlik artan yiiksek ¢oztiniirliik ve
siipersatiirasyon kaynakli  gastrointestinal sistemde meydana gelebilecek ¢okme,
biyoyararlanimi olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu durum o6zellikle seker tiirevleri ile
olusturulan kat1 dispersiyonlarda gecerlidir. Bunun 6niine gegmek i¢in {igiincii jenerasyon kati
dispersiyonlarda amorf tastyicinin yanina siirfaktan ilave edilmektedir. Bu sayede (Vo ve

digerleri, 2013) (Vasconcelos ve digerleri, 2007):

e Siipersatiirasyon kaynakli ¢okmelerin 6niine gegilebilmektedir.

o Siirfaktanlar amfifilik yapilar1 sayesinde etkin maddelerin tasiyici i¢inde karisabilirligini
artirmakta, bu da tekrar kristalize olmasini engellemektedir.

e Siipersatiire sistemin biyoyararlanimi artmaktadir.

e Siirfaktanlar etkin maddelerin 1slanabilirligini artirmakta ve miseller c¢oziiniirliik
saglamaktadir.

e (oOziinme hizlanmaktadir.

¢ Bitmis iiriiniin fizikokimyasal stabilitesi iyilesmektedir.

Bu amagla kullanilan siirfaktanlar poloksamerler, Compritol® 888 ATO, Gelucire® tiirevleri,
inutec SP1, Tween® 80, SLS ve Siikroz laurat olabilmektedir (Vo ve digerleri, 2013). Amorf
polimer olarak ise Soluplus® siklikla kullanilmaktadir (Vo ve digerleri, 2013) (Vasconcelos

ve digerleri, 2007).
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Dordiincii jenerasyon

Bu jenerasyon kat1 dispersiyonlarla diisiik ¢oziiniirliiklii ve yarilanma omiirlii etkin maddelerin
kontrollii salim1 saglanmaktadir. Bu amagla siklikla kullanilan polimerler suda ¢6ziinmeyen

etil seliilloz, Eudragit RS, RL, hidroksipropil seliiloz, Carbopol® ve PEO olmaktadir.
2.8.3. Kat1 dispersiyonlarda siklikla kullamlan yardimcr maddeler

Kat1 dispersiyonlarda kullanilan tasiyicilar, etkin maddenin ¢oziinme ve biyoyararlaniminda
oldukca biiyiik rol oynamaktadir. Diisiik ¢oziiniirliiklii etkin maddeler i¢in genellikle suda
cozlnirligli yliksek tasiyicilar tercih edilmektedir (Zhang ve digerleri, 2018). Tastyici
maddeler asagidaki sekilde ii¢c grup altinda incelenebilmektedir (Zhang ve digerleri, 2018):

1. Diisiik molekiil agirlikli tasiyicilar : Genellikle kristalin yapidadir (6rn. tire, mannitol,
sakkaritler, organik asitler). Bu tastyicilarla kat1 dispersiyon hazirlanmasi i¢in yiiksek
miktarda etkin madde ve ¢oziicii gerekmektedir. ilaveten bu tip kat1 dispersiyonlarin
stabilitesi diistiktiir. Baz1 durumlarda glukoz ve laktoz gibi tastyicilar GI sistemde yarigmali
olarak emilip etkin maddenin emilimini negatif etkileyebilirler.

2. Polimerik tasiyicilar: Homopolimer tastyicilardir ve amorf yapidadir (6rn. PEG, PVP,
HPMC). Diistik molekiil agirlikli tasiyicilara nazaran disperse edilebilme giicii daha
yuksektir ve etkin maddelerin rekristalizasyonunu inhibe edebilir. Bu nedenle siklikla
kullanilmaktadirlar. Bununla birlikte yiiksek viskozite, plastisite ve higroskopisiteye sahip
olmalar1 nedeniyle prosesleri zor olabilmektedir. Siirfaktan igermeyen polimer tasiyicilar
diisiik ¢ozlintirliiklii etkin maddelerin emilimini artirmada genellikle yetersiz kalmaktadir.

3. Stirfaktan tasiyicilar : Amfifilik kopolimer tasiyicilardir ve yari-kristalin yapidadir (6rn.
poloksamer). Bu tip tastyicilarin dagilabilirlikleri yiiksektir. Ilaveten GI sistemde efflux
transporterlar1 inhibe ederek etkin madde absorbsiyonunu da artirmaktadir. Bu amagla
amfifilik yapida, ¢oziicli 6zellikleri artirilmis, absorbsiyon artirict 6zellikte fonksiyonlu

polimerler kullamlmaktadir (6rn. PEGile polimerler, Gelucire® tiirevleri, Soluplus®).

Kat1 dispersiyonlarda siklikla kullanilan tasiyict madde Ornekleri Cizelge 2.12°de
sunulmaktadir (Zhang ve digerleri, 2018).
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Cizelge 2.12. Kat1 dispersiyonlarda siklikla kullanilan tasiyici 6rnekleri

Tastyict Maddeler Ornekler Agiklama
Sakkaritler Siikroz, Glukoz Etkin maddenin tastyici i¢inde dagilabilirligi normal seviyededir.
Laktoz, Dekstroz Etkin maddenin absorbsiyonunda yiiksek etkilidir.
Alkoller Mannitol Etkin maddenin tasiyici igcinde dagilabilirligi normal seviyededir.
Sorbitol Etkin maddenin absorbsiyonunda diisiik etkilidir.
Polietilen glikol PEG 4000 Etkin maddenin tasiyici iginde dagilabilirligi yiiksek seviyededir.
PEG 6000 Etkin maddenin 1slanabilirligini ve ¢dziiniirliiglinii hem in-vivo hem
de in-vitro kosullarda artirabilmektedir. flaveten bu tip tastyicilarin
eritme iglemlerinde termoplastik 6zellikleri oldukga iyidir.
Povidon PVP K15 Etkin maddenin tasiyici iginde dagilabilirligi yiiksek seviyededir.
PVP K30 Rekristalizasyon engelleyicidir.
Seliiloz tiirevleri HPMC Etkin maddenin tastyict iginde dagilabilirligi yiiksek seviyededir.
HPC Plastiklik ve higroskopisite diisiiktiir. Proses edilebilirlik yiiksektir.
MC
Poli (oksietilen-ko Poloksamer 188 Etkin maddenin tasiyici iginde dagilabilirligi yiiksek seviyededir.
-oksipropilen) Poloksamer 407 Etkin maddenin ¢6ziiniirliigiinii ve absorbsiyonunu artirir.
Karboksipolimetilen Karbopol 947 Iyonik polimerlerdir. Etkin maddenin tastyic1 icinde dagilabilirligi
Karbopol 907 yiiksek seviyededir. Ilag salinu bagirsakta hizlidir.
Polioksietilen stearat Polioksietilen (40) Etkin maddenin tagtyici iginde dagilabilirligi yiiksek seviyededir.
stearat Etkin maddenin ¢6ziinmesini artirmadigt icin kullanimi sinirlidir.
Doymus yaglt Gelucire® Fonksiyonel dispersiyon materyalleridir. Hem ¢6ziinme hem
makrogliseritler tiirevleri absorbsiyonu artirir.
Poli(vinilpirolidon-ko PVP/VA Etkin maddenin tastyici iginde dagilabilirligi yiiksek seviyededir.
-vinil asetat) Higroskopisitesi diisiiktiir. Uygun sertlik, esneklik ve biyoadezyon
ozelliklerine sahiptir. Absorbsiyon artiric1 etkisi nedeniyle siklikla
tercih edilmektedir.
Poli (vinil asetat-ko- Soluplus® Kat1 ¢ozelti olusturmak igin ¢ok uygun yeni bir dispersiyon
vinil kaprolaktam-ko- materyalidir. Ustiin termoplastik 6zellikleri nedeniyle eritme
etilen glikol) yontemlerinde siklikla kullanilmaktadir. Pek ¢ok etkin madde ile
kat1 ¢ozelti olusturabilmekte, ¢oziiniirliik, emilim ve
biyoyararlanimi artirabilmektedir.

Gelucire® tiirevleri

Gelucire® tiirevleri non-iyonik, suda dagilabilen siirfaktan yapisinda PEG-esterleridir. Kiiciik
gliserid fraksiyonlar1 ve serbest PEG yapisi sayesinde su ile temas ettiginde kendi kendine
emiilsifiye olarak ince dispersiyonlar meydana getirmektedir. Tez ¢aligmasinda ¢oziiniirlik ve
emilimi artirmak amaciyla siirfaktan tipi bir tasiyici olan Gelucire® tiirevleri kullanilmustir.
Gelucire® tiirevleri yapisinda amfifilik yapida olan yag asiti esterlerini bulunduran, lipid
yardime1 maddelerdir. Yag asitleri yapinin apolar kismini olustururken ester bolgeleri
yapinin polar fonksiyonel gruplaridir. Lipid yapisindaki bir maddenin hidrofilik polar grubu
gliserol icerdiginde, yapiya “gliserit” adi1 verilmektedir. Gliserit yapisindaki yag ya da yag
asiti polioksietilen (polietilen glikol, PEG) ile reaksiyona girdiginde ise yardimci madde
adim1  almaktadir. Hidrofilisite siralamasi

“polioksilgliserit” ozelliklerine  gore
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“Polioksilgliseritler > Polialkol Esterleri > Poligliseril Esterleri > Gliseritler” seklinde
olmaktadir. Tez ¢alismasinda incelenen Gelucire® tiirevlerine ait 6zellikler Cizelge 2.13’te

Ozetlenmistir (Gattefosse, 2015b):

Cizelge 2.13. Tez ¢alismasinda incelenen Gelucire® tiirevleri

Kimyasal Marka ismi | Farmakope Form | Erime HLB Fonksiyon
Kategori tanimlamalar1 (NF, derecesi | Teorik | Deneysel
EP) °C)
Polioksil Gelucire” Polyoxyl stearate, Pellet | 46-50 16 12 Suda
gliseritler 48/16 Type I (NF), ¢oziinen
Polyethylene stirfaktan
glycol
monostearate (EP)
Gelucire® | Lauroyl Polyoxyl | Pellet | 42-47 14 11 Suda
44/14 glycerides (NF/EP) dagilan
Gelucire” | Stearoyl Polyoxyl | Pellet | 46-51 13 11 stirfaktan
50/13 glycerides (NF/EP)

Yag asitleri, Gelucire® gibi lipid yardimc1 maddelerin yap1 taslarindan biridir. Dogada farkl:
uzunluklarda ve doygunluklarda hidrokarbon zincirine sahip ve bir karboksilik asit ile
sonlanan kimyasal yapilardir. Hidrokarbon zincir uzunlugu ve doygunluk derecesi, yardime1
maddenin erime derecesini, etkin maddeyi ¢Ozilindiirme kuvvetini ve etkin maddenin

absorbsiyonunu artirma yetenegini etkiler (Gattefosse, 2015b).

e Hidrokarbon zincir uzunlugu arttikca erime derecesi ylikselir. Etkin maddenin emilimi
azalir. C8-C18 karbon zinciri uzunluguna sahip esterler ile hizli ¢oziinen ve absorbe olan
oral biyoyararlanimin artirildigi formiilasyonlar hazirlanabilirken C20-C22 iizerinde
karbon zincir uzunluguna sahip esterler ile absorbsiyon zayif olmakta ve uzatilmis saliml

formiilasyonlar hazirlanabilmektedir (Gattefosse, 2015b).

e Doygunluk (¢ifte bag sayis1) arttikca erime derecesi diiser. Etkin maddenin emilimi azalir

(Gattefosse, 2015Db).

Biyoyararlanimi artirdigi bilinen ve siklikla kullanilan bazi1 yag asitlerine ait ozet
fizikokimyasal bilgiler Cizelge 2.14’te, yapisal farklar Sekil 2.19°da sunulmustur
(Gattefosse, 2015b).



57

Cizelge 2.14. Biyoyararlanimi artirdig1 bilinen ve siklikla kullanilan yag asitlerine ait 6zet
fizikokimyasal bilgiler

Kimyasal ismi | Hidrokarbon zincir uzunlugu: Doygunluk Erime Derecesi (°C)
(Cifte bag sayisi)
Kaprilik 8:0 17
Kaprik 10:0 32
Laurik 12:0 45
Miristil 14:0 55
Palmitik 16:0 63
Stearik 18:0 69
Oleik 18:1 13
Linoleik 18:2 -5
Linolenik 18:3 -11
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Sekil 2.19. Biyoyararlanimi artirdig1 bilinen ve siklikla kullanilan yag asitlerine ait yapisal
farklar

Lipid yapidaki maddelerin fizikokimyasal ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilan bir
ozellik, maddelerin HLB degerleridir (Hydrophilic / lipophilic balance). HLB degeri lipid
yapidaki yardimci maddelerin bir formiilasyon icerisindeki su faza ya da yagh faza
afinitelerini tanimlar. Lipid molekiiliin hidrofilisitesi polar grubun tipine (gliserol, propilen
glikol, PEG) ve esterifikasyon derecesine baglidir. Daha biiyiik polar gruplar, yardimci

maddenin daha polar 6zellik kazanmasini saglamaktadir. {laveten monoesterler, diesterlerden
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daha hidrofilik yapidadir. Coziiniirlikk artiricilik kuvvetlerine bagli olarak siralamasi “ko-
solvanlar > suda ¢oziinebilen siirfaktanlar > suda dagilabilen siirfaktanlar > suda ¢6ziinmeyen
stirfaktanlar” seklinde olmaktadir. HLB degerine gore maddelerin suda ya da yagdaki
¢oziiciiliik 6zellikleri Sekil 2.20°de sunulmustur (Gattefosse, 2015b).

Poligliseril&

Gliseritler Polioksilgliseritler
Polialkol esterleri
\ )\ J \ J
i | I
Lipofilik : HLB
I I | I
0 5 10 15
A
| \ Yagda ¢oziinen " Suda dagilabilen | Sulu géziciler |

Yagh Goziciler sirfaktanlar surfaktanlar

Sekil 2.20. HLB degerine gore maddelerin suda ya da yagdaki ¢oziiciilik 6zellikleri

Etkin maddelerin diisiik oral biyoyararlanim gostermelerinin nedeni genellikle diisiik
¢ozliniirliik, ¢éziinme hizi, GI sistemden yetersiz absorbsiyonu ya da metabolik degredasyon
olmaktadir. Yiyecek etkisi de diisiik ¢oziiniirliiklii etkin maddeler icin ilave bir problem
olabilmektedir. Lipitlerin etkin maddelerin biyoyararlanimin1 artirma mekanizmalari

asagidaki gibidir (Gattefosse, 2015b).

o Etkin maddenin in-vitro ¢éziiniirliigiiniin artmasi: 1lgili yardimcr maddenin, etkin
maddenin GI sistem sivilarinda emiilsifikasyon ve miselizasyon prosesleriyle
¢cozlnlrliigiini artirmasi istenmektedir. Biyoyararlanimi artirmak icin tasarlanmis lipit
formiilasyonun amaci, etkin maddenin emilim bdlgesine kadar ¢oziinmiis halde kalmasini
saglamaktir. Bu nedenle formiilasyon gelistirme agsamasinda uygun HLB degerine sahip
yardimci maddelerle uygun ¢oziicii maddenin tespit edilmesi Onem tagimaktadir
(Gattefosse, 2015b).

o FEtkin maddenin in-vivo ¢oziiniirliigiiniin artmasi ve lipoliz: Lipit yapida maddelerin
kullanildig1r formiilasyonlarda ila¢ mideye ulastiginda lipid sindirimi gastrik lipaz ile
baslamaktadir. Gastrik lipaz enzimi normalde yiiksek pH’da aktive olmaktadir ve bu
nedenle sadece tokluk durumunda (pH 4.0-5.5) aktif haldedir. Dolayisiyla formiilasyonda

lipid yapida bir madde bulunmasi, gastrik lipazin aktive olmasina ilaveten, safra ve
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pankreatik sindirim salgilarinin tetiklenmesini (safra tuzlari, kolesterol esterleri,
pankreatik lipaz) saglamaktadir. Tiim bu enzimler sayesinde GI sistem tokluk durumuna
benzer bir igerige sahip olmaktadir. Enzimler vasitasiyla ilag GI sistemde disperse
olmakta, emiilsifiye olmakta ve miselizasyon ile ince bagirsakta ¢oziintirliigii artmaktadir
(Sekil 2.21).

Intestinal permeabilite: Yag asitlerinin intestinal emilimi asagidaki gibi farkli kanallar
araciligiyla olabilmektedir:

Hidrokarbon zinciri uzunlugu C12 ve altinda olan yag asitleri genellikle albumin
baglanma egiliminde olmakta, bu da onlar1 suda ¢oziinebilir hale getirmektedir. Sonug
olarak pasif difiizyon vasitasiyla ince bagirsak epitelyal hiicrelerinden gegerek kan
dolasimina katilmakta ve karacigere ulagsmadan Once portal vene ge¢mektedir
(Gattefosse, 2015b).

Hidrokarbon zinciri uzunlugu C14 ve iistiinde olan yag asitlerinde hidrofobik yapilari
nedeniyle transporter hiicrelerine afinite fazla olmaktadir. Bu durum lipoproteinler
seklinde tekrar-sentezlerine neden olmakta ve bu sekilde lenfatik yoldan emilmeleri
miimkiin olmaktadir. Doygun olmayan yag asitlerinin 6zellikle lemfatik emilimle iliskili
silomikron sentezini stimiile ettigi bilinmektedir. Bu yontemle emilen etkin maddeler ilk-
gecis etkisine maruz kalmadig i¢in istiinliiklidiir (Gattefosse, 2015b).

Lipoliz ve meydana gelen kolloidal dispersiyon etkin maddelerin lumene afinitesini
artirarak permeabilitesini artirmaktadir. Baz1 durumlarda epiteliyal siki gegislerin (tight
junction) ag¢ilmasimi sagladigini, efflux transportirlart inhibe ettigini ve membran

fluiditesini artirdigini gésteren ¢alismalar bulunmaktadir (Gattefosse, 2015b).
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Sekil 2.21. Gastrointestinal sistemde lipidlerin enzimatik sindirimi ve emilimi

2.8.4. Sicak eriyik ekstriizyonu (HME) ile kat1 dispersiyonlarin hazirlanmasi

Kat1 dispersiyon hazirlama yontemleri genel olarak eritme yontemleri, ¢oziicii yontemleri ve
¢Oziicli eritme yontemleri seklinde ii¢ grup halinde incelenmektedir (Sekil 2.22) (Vo ve
digerleri, 2013) (Vasconcelos ve digerleri, 2007). Optimum ydntem se¢iminde etkin madde
ve tastyicilarin fizikokimyasal 6zellikleri cok onemlidir. Sicak eriyik ekstriizyonu (HME)
endiitsriye uygulanabilir olmasi nedeniyle genellikle tercih edilen bir yontemdir (Vo ve

digerleri, 2013 ; Ozguney, 2009).
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- Buz banyosunda - Finnda kurutma
calkalama

- Vakumda kurutma

- Rotari evoporatér
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- Ince film sogutma
- Sivi azot

- Sprey dondurma

- Sicak eriyik

ekstriizyonu (HME) - Dc_:_:ndure.lrlak kurutma

_ Meltrex™ - Superkr!tlll( SIvI

- KinetiSol® - Ko-presipitasyon

Dispersiyonu - Elektrostatik spining

- Eriyik aglomerasyonu - Sprey dondurarak
kurutma

- Ultra hizh dondurma
-Akiskan yatak kaplama
-Ko-kristalizasyon

Sekil 2.22. Kat1 dispersiyon hazirlama yontemleri

Sicak eriyik ekstriizyonu (HME, Hot melt extrusion)

Son yillarda HME yontemi endiistriye uygunluk ve oOlgek biiyiitmedeki kolayliklar
sayesinde en sik kullanilan kat1 dispersiyon hazirlama ydntemi olmustur. Farmasotik
endiistride ilk defa 1980 yillarinda kullanilmaya baslanmistir (Zhang ve digerleri, 2018). Bu
yontemde tasiyict ve etkin madde birlikte karistirllmakta, 1sitilmakta, eritilmekte,
homojenize edilmekte ve tabletler, pelletler ya da filamentler seklinde ekstriide edilmektedir.
Karigtirma islemi 1sitilmis donen vidalar ile saglanmakta, bu sayede etkin maddenin erimis
polimer i¢inde homojen dispersiyonu elde edilmektedir (Vo ve digerleri, 2013). Tipik bir
¢ift vidali HME cihazinin i¢ goriinimii ve kullanilan baz1 vida tipleri Sekil 2.23’te

sunulmustur.
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[lerletici vidalar (BASF, 2012:10-100) Ezici vidalar (BASF, 2012:10-100)

Sekil 2.23. HME cihazi ve kullanilan vida tipleri

Formiilasyonlarinda genellikle etkin madde, eriyebilen bir polimer, plastiklestiriciler ve
diger yardime1r maddeler bulunmaktadir. Erime hizi daha ¢ok polimerin fiziksel ve reolojik
Ozelliklerine bagli olmaktadir. Polimerler amorf ve diislik viskoziteli ise erime hizi daha
yiiksek olmaktadir. Karigabilen igeriklerden olusan HME kati dispersiyonlarinda genellikle
¢oziinme profile yiiksek olan amorf kat1 dispersiyonlar olusmaktadir. Bu yontem ile hizl
saliml sistemler, kontrollii salimli sistemler, pelletleri implantlar, transdermal ilag¢ verilis
sistemleri, okiiler insertler gibi cok ¢esitli ilac sekilleri tiretilebilmektedir (Vo ve digerleri,
2013). 3DP yontemlerinden FDM ydnteminin temeli de HME teknigidir. Diinya piyasasinda
eritme metodu ile iiretilmis ve ruhsatlanmis pek c¢ok {iriin bulunmaktadir. Oral kullanilan
baz1 iiriin 6rnekleri Cizelge 2.15’°te sunulmustur (Simoes ve digerleri, 2019) (Vo ve digerleri,

2013).
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Cizelge 2.15. Eritme metodu ile iretilmis ve ruhsatlandirilmis oral kullanilan diinya
piyasasindan iiriin 6rnekleri

Piyasa Ismi Firma Etkin Madde(ler) Endikasyon Tastyici Tipi Aciklama
Adalat SL Bayer Nifedipin Antianjinal HPMC/PEO Kontrollii salim
ajan
Afeditab CR | Alkermes Nifedipin Antianjinal Poloxamer Tablet
Pharma ajan /PVP
Belsomra Merck Suvoreksant Insomnia Kopovidon BA artirmak igin
(2014, USA) hazirlanmisg bir
amorf dispersiyon
Cesamet Meda Nabilon Antiemetik PVP Kat1 dispersiyon
Pharm. tablet.
Certican Novartis Everolimus Immiinosupre | HPMC Tablet
san
Covera-HS Pfizer Verapamil HC1 Hipertansiyon | HPC Eriyik graniilasyon
Crestor AstraZeneca | Rosuvastatin Antilipemik HPMC Tablet
Eucreas Novartis Vildagliptin/ metformin Diyabet tip 2 HPC Eriyik graniilasyon
HCI
Fenoglide Life Cycle Fenofibrat Dislipidemi PEG 6000 Kat1 dispersiyon
Pharma tablet
Gris-PEG Penidol Ph. Griseofulvin Onikomikoz PEG Kristalin
dispersiyon tablet
Isoptin SR-E | Abbott Verapamil Hipertansiyon | HPC/HPMC Tablet
Kaletra Abbott Lopinavir/ritonavir HIV Kopovidon Amorf disp.tablet.

Meltrex™ teknigi
ile liretilmistir.

Maviret AbbVie Glesaprevir/ Hepatit C Kopovidon, Iki etkin madde
(2017, EU), pibrentasvir virus vitamin E, icin iki ayr1 amorf
Mavyret PEG siiksinat kat1 dispersiyon.
(2017, USA)

Norvir Abbott Ritonavir HIV PEG-gliserit Amorf disp..

Meltrex™ teknigi
ile liretilmigtir.

Noxafil Merck Posakonazol Antifungal HPMCAS Amorf dispersiyon
Nucynta Janssen Tapentadol Agrn kesici PEO/HPMC/ Kontrollii salim
PEG
Nurofen Reckitt Ibuprofen Analjezik HPMC Eriyik graniilasyon
Meltlets Benckiser
lemon Healthcare
Onmel Merz Itrakonazol Onikomikoz HPMC Amorf dispersiyon
Opana ER Endo Pharm. | Oksimorfon HCI Agn kesici PEO/HPMC/ Kontrollii salim
PEG
Palladone Purdue Hidromorfon HC1 Agri kesici HPMC/ Kontrollii salim
Pharma etilseliiloz
Prograf Astellas Tacrolimus Immiinsupr. HPMC Kapsiil
Rezulin Parke-Davis Troglitazon Diyabet PVP Amorf disp.tablet
Sporanox Janssen Itraconazole Antifungal HPMC Kapsiil
Venclyxto AbbVie Venetoclaks Kronik Kopovidon, Amorf dispersiyon
(2016, EU), lemfositik Polisorbat 80,
Venclexta 16semi kolloidal
(2016, USA) silikon dioksit
Viekirax AbbVie Ombitasvir, paritaprevir, | Hepatit C Kopovidon, Ug etkin madde
(2014, EU)/ ritonavir virus vitamin E, icin ti¢ ayr1 amorf
Technivie PEG siiksinat kat1
(2015, USA) dispersiyondur.
Zelboraf Roche Vemurafenib Melanom HPMCAS Tablet
Zythromax Pfizer Azitromisin enterik kaplt | Antibiyotik Prejelatinize Eriyik graniilasyon
multipartikiil nigasta

HPC: Hidroksipropil seliiloz: PVP: Polivinilprolidon: HPMC: Hidroksipropil metilseliiloz: PEG: Polietilen
glikol: PEO: Polietilen oksit: HPMCAS: Hidroksipropil metilseliiloz asetat siiksinat
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2.8.5. Kat1 dispersiyonlardan salim mekanizmalari

Hizli salimli kat1 dispersiyonlardan salim mekanizmalar1 genellikle asagidaki gibi
siiflandirilmaktadir. Bu iki mekanizma genellikle birlikte meydana gelmektedir (Vo ve

digerleri, 2013).

1. Tasyict kontrollii salim: Kat1 dispersiyon su i¢inde disperse olduktan sonra, tasiyicilar
hidrofilik yapilar nedeniyle genellikle ¢oziinmekte ya da hizlica suyu absorblamaktadir.
Bu durum bazi durumlarda konsantre tastyici jel tabakasi meydana getirebilmektedir. Eger
ila¢ bu jel tabakasinda ¢oziliniirse ve bu tabakanin viskozitesi diflizyon bariyeri olabilecek
Ol¢iide yiiksekse, hiz sinirlayic1 basamak tasiyicidan diflizyon olmakta ve bu mekanizma
“tastyict kontrollii salim” olarak isimlendirilmektedir. Bu sistemlerde “Tastyici: Etkin
madde” orani arttik¢a, ¢dzlinme yavaslamaktadir (Vo ve digerleri, 2013).

2. Ilag kontrollii salum: Eger ila¢ bu jel tabakasinda ¢oziinmezse ¢oziinme profilini ilacin
ozelligi (polimorfik ozellik, partikiil boyutu, ¢oOziiniirliik) kontrol etmektedir ve bu
mekanizma “ila¢ kontrollii salim” olarak isimlendirilmektedir. Bu sistemlerde “Tastyici:

Etkin madde” orani arttik¢a, ¢oziinme hizlanmaktadir (Vo ve digerleri, 2013).
2.8.6. Kat1 dispersiyonlarin iistiinliikleri

e Kati dispersiyonlar ilaglarin partikiil boyutunu molekiiler seviyelere kadar diistirebilirler.
Diger konvansiyonel partikiil boyutu diigiirme tekniklerinde etkin madde partikiil boyutu
2-5um’lere kadar diistiriilebilmekte, bu partikiill boyutu formiilasyonda kolaylikla
aglomere olabilmekte ve bu nedenle ¢oziinme ve stabilitede sorunlar yaratabilmektedir
(Vo ve digerleri, 2013).

e Kati dispersiyonlarda tasiyict ve etkin madde arasindaki etkilesim, aglomerasyonu
engellemektedir. Bu sayede etkin madde siiper doygun bir ortamdan salinmakta ve bu
durum absorbsiyonu hizlandirmaktadir. Etkin madde super doygun ortamda ¢okse dahi,
cokeltideki partikiil boyutu <1pm boyutlarinda olmakta ve ¢dziinme diger konvansiyonel
yontemlerle hazirlanmis mikropartikiillere gore olduk¢a hizli olmaktadir (Vo ve
digerleri, 2013).

e Kati dispersiyonlar ile hazirlanan ilag¢ sekillerinin, ¢éziliniirliik artirmak i¢in hazirlanan

siv1 ilag sekillerine gore hasta uyuncu daha yiiksektir (Vo ve digerleri, 2013).
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o Kati dispersiyonlarin hazirlanma islemi, diger ¢oziiniirlik artirma yaklagimlarina gore
(tuz olusturma, nanopartikiil, nanoemiilsiyon) daha kolay ve endiistriye uygulanabilirdir
(Vo ve digerleri, 2013).

e Kati1 dispersiyonlar etkin maddenin 1slanabilirligini artirabilmekte, poroziteyi
artirilabilmekte, polimorfik degisiklikler olabilmekte ve tiim bunlara bagli olarak
biyoyararlanim artabilmektedir (Vo ve digerleri, 2013).

e Tastyict molekiiliin hizli ¢oziinmesi ya da suyu absorbe etmesi, etkin maddenin
islanabilirligini  artirabilmektedir. Pek ¢ok polimer ¢oOziintirliik artirict  olarak
davranabilmektedir. Ozellikle siirfaktan ya da emiilgatdr iceren kat:1 dispersiyonlarda bu
artis daha belirgindir. Islanabilirligin artmasi ¢6ziinme ortaminda etkin madde
partikiillerinin aglomerasyonunu engellemekte ve ¢oziinmenin artmasini saglamaktadir
(Vo ve digerleri, 2013).

e Kati dispersiyonlar, dzellikle ¢ozilicii ugurma yontemi ile hazirlandiklarinda yiiksek
poroziteli yapilar olusturmaktadir. Hizli ugurma, kati dispersiyon igerisinde kanallar
olugsmasini saglayabilmektedir. Bu sayede daha hizli ¢oziinme elde edilmektedir.
Ozellikle lineer polimerler ile daha yiiksek poroziteli kati dispersiyonlar
hazirlanabilmektedir (Vo ve digerleri, 2013).

e Kati dispersiyonlarda etkin madde kristal formdan amorf forma gegirilerek ¢oziiniirliigi
ve biyoyararlanimi artirilabilmektedir. Bununla birlikte pek ¢ok yayinda etkin maddenin
kat1 dispersiyonda kristal halde bulunmasma ragmen fiziksel karigima gore
biyoyararlaniminin olduk¢a artmis oldugu bilinmektedir. Etkin maddenin kati
dispersiyon icerisinde kristal halde bulundugu kati1 dispersiyonlarda rekristalizasyon gibi
stabilite problemleri gézlenmemektedir (Ali ve digerleri, 2010; Vo ve digerleri, 2013;
Yan ve digerleri, 2012).

2.8.7. Kat1 dispersiyonlarda yasanan zorluklar

o FEtkin maddenin rekristalize olmasi: Kat1 dispersiyonlarla ilgili en ¢ok bilinen problem,
etkin maddenin saklama siirecinde amorf formdan rekristalize olmasi ve bu sebeple
yasanan biyoyararlanim problemidir. Etkin maddelerde rekristalizasyon i¢in 6ncelikle
cekirdegin olusmasi (nucleation), ardindan bu kristalin biiyiimesi gereklidir. Bunun i¢in
ilag molekiillerinin yeniden yerlesmesi ya da difiizyonu gerekmektedir. Bu nedenle
molekiiler mobilite etkin maddenin stabilitesinde 6nemli rol oynamaktadir. Molekiiler

mobilite asagidaki gibi iki grup altinda incelenebilmektedir:
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0 Global mobilite (a-relaksasyonu): Camsi ge¢is gibi molekiiler mobiliteyi ifade
etmektedir. Camst gegis sicakliinin 50°C altinda a-relaksasyonu ihmal edilecek
seviyededir.

0 Lokal mobilite (B-relaksasyonu): Molekiiliin bir pargasinin hareketini tanimlamaktadir ve
global mobilite ile karsilastirildiginda daha kisa bir siire iginde ger¢eklesmektedir. Camsi
gecis sicakliginin 50°C altinda B-relaksasyonu rekristalizasyondan sorumludur.

* Ortamda su bulunmasi genellikle plastiklestirici etki gdstermekte ve amorf maddelerin
camsi gecis sicakligini diistirmektedir. Bununla birlikte pek ¢ok polimer higroskopik
yapida oldugu i¢in su absorblamaktadir, bu da molekiiler mobiliteyi artirabilmektedir.
Dolayisiyla molekiiler mobilite ve rekristalizasyon artmaktadir (Vo ve digerleri, 2013).

* Yiiksek sicaklik da molekiiller mobiliteyi artirdigi i¢in kati dispersiyonlarda
rekristalizasyona neden olabilmektedir (Vo ve digerleri, 2013).

0 Molekiiler mobiliteyi azaltmak ve rekristalizasyonun engellenebilmesi icin etkin
maddeden daha yiiksek camsit gec¢is sicakligina sahip, aym1 zamanda diisiik
higroskopisiteye sahip polimerler kullanilmaktadir (Vo ve digerleri, 2013).

e Eritme yontemi ile hazirlanan kat1 dispersiyonlarda yiiksek sicaklik kullanilmasi, termal
olarak dayanikli olmayan etkin madde ve yardimci maddeler i¢in stabilite sorunlarina
neden olabilmektedir (Vo ve digerleri, 2013).

e (Coziicli ugurma yontemi ile hazirlanan kati dispersiyonlarin baslica problemlerinden biri,
¢oziicii kalintis1 kalmasidir (Vo ve digerleri, 2013).

o Kati dispersiyonlarin dlgek biiylitme problemleri de literatiirde zorluk olarak olarak

belirtilmistir (Vo ve digerleri, 2013).

2.8.8. Kat1 dispersiyonlarda yapilan kontroller

Kat1 dispersiyonlarla suda ¢ozlinmeyen etkin maddelerde ¢oziinme artisi, standart ¢éziinme
yontemleri ile tespit edilebilir. Bununla birlikte etkin maddelerin fiziksel durumu, etkin
madde-tastyici etkilesimi ve fizikokimyasal stabilitesinin de incelenmesi gerekmektedir. Bu

amagla siklikla kullanilan yontemler ilerleyen sayfalarda agiklanmistir (Vo ve digerleri, 2013).

Diferansivel taramali kalorimetri (Medscape) ve Module DSC (MDSC)

Termal analitik yontemlerin temel prensibi, etkin maddenin kat1 hal 6zelliklerinin 1sitma ve

sogutma esnasindaki dinamik degisikliklerinin izlenmesidir. Bu amagla en ¢ok kullanilan
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teknik DSC olmaktadir. Bu yontemde erime sicakligi, camsi gegis sicaklii ve kristalizasyona
bagl faz gecislerine bagl enerji degisiklikleri incelenebilmektedir. ilaveten bu ozellikler
kristalinite derecesinin hesaplanmasinda kullanilabilmektedir. Bununla birlikte kristal orani

%2 nin altinda ise DSC ile tespit edilmesi zor olmaktadir (Vo ve digerleri, 2013).

Bir kat1 dispersiyon DSC termograminda etkin maddeye ait pikin gozlenememesi, etkin
maddenin tamamen amorf forma doniistiigiinii, stabilite siiresince pik gozlenmemesi,

rekristalizasyonun olmadigini géstermektedir (Vo ve digerleri, 2013).

DSC parametrelerinden endoterm ile biyoyararlanim tahmini yapilan ¢aligmalar mevcuttur.
Diisiik endoterme sahip kat1 dispersiyonlarda biyoyararlanim daha yiiksek olabilmektedir (Vo
ve digerleri, 2013).

MDSC yonteminde sicaklik artist DSC’deki gibi lineer degil, sinusoidal sekildedir. Bu sayede
DSC analizi sirasinda meydana gelebilecek faz ayrigmalarinin oniine gecilebilmektedir. Bu
yontemde entalpik relaksasyon, buharlagsma, kristalizasyon, termal Dekompozisyon, camsi
gecis ve diger erime olaylar1 incelenebilmektedir (Vo ve digerleri, 2013). MDSC yonteminin
baslica tstiinliikleri daha hassas olmasi, 1s1 kapasitesinin direkt 6l¢iilebilmesi ve zay1f camsi

gecis sicakliklarmin tespitini kolaylastirmasidir (Vo ve digerleri, 2013).

Toz X-ray difraksiyonu (PXRD)

Kat1 dispersiyonlarda kristal yapinin aydmlatilmasinda en sik kullanilan yontemdir. Kristal
Ozelligin parmak izinin hassas bir sekilde incelenmesini saglar. Bununla birlikte amorf
bilesenlerde kristal yapi orani %5’in altinda olmasi durumunda PXRD basarili sonug

verememektedir (Vo ve digerleri, 2013).

Fourier donusturilmiis kizilotesi spektroskopi (FTIR)

FTIR yontemi etkin madde-tasiyic1 arasinda molekiiler etkilesimin incelendigi ve yaygin
kullanimu olan bir yéntemdir. Ozellikle kat1 dispersiyonlarda etkin madde ve tasiyici polimer
arasinda olusan hidrojen baglarinin bitmis iiriin stabilitesi iizerinde etkisi yiiksektir. Etkin
madde ve polimerler arasinda kurulan hidrojen baglari rekristalizasyonu 6nlemekte, bu da

bitmis {iriin stabilitesini iyilestirmektedir (Vo ve digerleri, 2013).
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Termal gravimetrik analizi (TGA)

TGA yonteminde zaman ve sicakliga bagli agirlik degisimi incelenmektedir. Bu sayede kat1
dispersiyon igerisindeki maddeler arasinda gec¢imsizlik olup olmadig1 ve bitmis iiriin stabilitesi

hakkinda bilgi alinabilmektedir (Vo ve digerleri, 2013).

Diger yontemler

Coziintirliik, ¢6ziinme hizi, stabilite ve mikroskopik yontemlerle morfolojik incelemeler de

kat1 dispersiyonlarin karakterizasyonunda kullanilmaktadir.

Mevcut yapilan ¢aligmalara ilaveten filament ve 3 boyutlu baski ¢aligmalarindan 6nce
fizikokimyasal 6zelliklerin tahmin edilmesinde kullanilan farkli matematiksel modellemeler
gelistirilmistir. Bu amacla yapay zeka (Al artificial intelligence) teknikleri ile gelistirilen
bir internet yazilimi olan “M3DISEEN” isimli yazilim yardimiyla farkli polimerler ve erime
derecelerine sahip etkin madde karisimlarindan elde edilebilecek FDM ydntemiyle {iretilen
filamentlerin sahip olabilecegi mekanik 6zellikler ve 3D baskiya uygun olup olmamalari
tahmin edilmektedir. Yazilim veri tabaninin olusturulmasinda 614 farkli formiilasyon ve 145
farkli yardimct madde ile caligmalar yapilmistir. Gelistirilen AI modelin {iretim
parametrelerini tahmin dogrulugu %70, proses sicaklik tahmini + 8°C araligindadir.
Gelistirilmis olan bu yazilim ile formiilasyon gelistirme calismalarinin hizlandirilmasi

hedeflenmektedir (Elbadawi ve digerleri, 2020).

2.9. Farmasotik eklemeli iiretim ¢alismalarinda tasarimla kalite (QbD) yaklasim

Tasarimla kalite (QbD), iirin proses gelisiminin ve kontroliiniin 6nceden belirlenmis
hedefler iginde bilimsel risk analizi yontemleriyle degerlendirildigi sistematik bir
yaklagimdir (Aksu, 2019; Yerlikaya, 2013). QbD prensiplerine gore iiriin gelisiminde
istatistiksel deney tasarimi, risk analizi, ¢oklu degisken analizleri gibi matematiksel
modelleme araglar1 ve proses analiz teknolojileri (PAT) kullanilmaktadir (EMA, 2017)
(EMA, 2015a).

Son yillarda tasarimla kalite (QbD) araclar1 farmasotik eklemeli iiretim gelisimi
calismalarinda da kullanilmaya baslanmistir. Bu kapsamda literatiirde istatistiksel deney

tasarimi ile eklemeli iiretim yonteminde formiilasyon gelisimi ¢aligmalar1 oldugu gibi (Ma
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ve digerleri, 2015), bu sistemler i¢in gelistirilmis proses analitik teknolojileri (PAT)
cihazlarindan da bahsedilmektedir (Cerniglia, Scafidi, Pantano ve Rudlin, 2015) (Vakili ve
digerleri, 2015).

Bu yaklasimda iiriin kalitesi bitmis tiriinden tespit edilemez, tasarim ile saglanabilir. Amaci
farmasotik endiistride sifir hataya ulasmak, kalite sistemlerini iyilestirmek ve kalite kaynakli

kayiplar1 azalmaktir. Uygulama esaslarini tanimlayan kilavuzlar asagidaki gibidir:

e ICH Q8 (2004) :Farmasotik gelisim (Pharmaceutical development) (EMA, 2017)

e ICH Q9 (2006)  :Kalite risk yonetimi (Quality risk management) (EMA, 2015a)

e ICH QI10(2007) :Farmasotik kalite sistemi (Pharmaceutical quality system) (EMA,
2015b)

e ICHQI1(2011) :Etkin madde gelisimi ve iiretimi (kimyasal ve biyoteknolojik etkin
maddeler (Development and manufacture of drug substances (chemical entities and
biotechnological/ biological entities)) (EMA, 2012a)

e ICHQI2(2017) :Farmasotik iriin yasam dongiisii yonetiminde teknik ve otorite
goriisii (Technical and regulatory considerations for pharmaceutical product lifecycle

management) (EMA, 2020a)

Farmasotik endiistride {iriin gelisimi ve iiretimi asamalarinda kullanilan QbD kavramu,
farmasoétik caligsmalarin ayrilmaz bir parcasi olan analitik yontem gelisimi ve validasyonu
calismalarinda da “Analitik QbD (AQbD)” adi ile kullanilmaya baglanmistir. Bu yeni
kavram ICH ¢aligma gruplarinda da giindeme getirilmis olup yeni kilavuzun ICH Q14 adi
ile 2021°de yayimlanmasi beklenmektedir (EMA, 2018). AQbD analitik d6l¢iim
gerekliliklerinden (6rn. verinin kullanim amaci) baslayip gelistirme basamaklarini, analitik
metot validasyonunu, endiistriyel uygulamalarin1 ve {iriin yasam dongiisii sonuna kadarki
degisiklik kontrollerini da kapsayan, bilimsel ve risk analizi temelli bir yaklagima dayali
olarak incelenmesidir. Bu sayede analiz yontemi hakkinda daha fazla bilgi sahibi
olunabilmekte, olusturulan istatistiksel tasarim sahalar1 ile (MODR, method operable design
region) yontem parametreleri esnek hale getirilebilmekte ve analitik metotlara bagl
varyasyonlar azalabilmektedir (Bhutani, Kurmi ve Singh, 2014) (Peraman, Bhadraya ve
Reddy, 2015). Gelistirilen analitik MODR igerisinde analitik metotun kalite gerekliliklerini
(ATP, Analytical target profile) karsilayabilecek yontem degisiklikleri regiilasyon

tarafindan degisiklik olarak degerlendirilmemektedir.
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2.9.1. Kalite hedefli iiriin profili (QTPP)

QTPP (quality target product profile), iiriin kalite karakteristiklerinin bir 6zeti niteliginde
olup bitmis iriliniin istenen giivenlik ve etkinlikte olmasin1 saglayacak kalite

karakteristiklerdir (EMA, 2017). QTPP o6rnekleri asagidaki gibi olabilmektedir.

o Giivenlik: Safsizliklar, degredasyon tirlinleri, sterilite, endotoksin, vb.
o FEtkinlik: Potens, ¢oziinme, farmakokinetik, klinik performans, vb.
e Kalite: Uygulama yolu, ila¢ sekli, dozaji, kap/kapak gecirgenligi, bitmis {irlin fiziksel

ozellikleri, vb.

2.9.2. Kritik kalite ozelligi (CQA)

CQA (critical quality attribute), hedeflenen iiriin kalite profiline ulasmak i¢in bitmis {iriin,
etkin madde veya yardime1 maddelerin sahip olmasi gereken fiziksel, kimyasal, biyolojik
veya mikrobiyolojik 6zellikleri tanimlar (6rn. API miktar tayini, film tablet sertligi, bitmis
iiriin ¢ozlinmesi, vb.) (EMA, 2017).

2.9.3. Risk degerlendirme (RA)

Risk, zarar gorme olasilig1 ile bu zararin siddetinin kombinasyonudur. Kalite risk yonetimi,
yasam donglisii boyunca kaliteye dair risklerin degerlendirilmesine, kontroliine, iletisimine
ve gozden gegirilmesine ve revizyonuna yonelik sistematik bir prosestir (EMA, 2015a).
Genellikle “Risk = Ciddiyet x Zarar x Saptanabilirlik x Olasilik” formiili ile

tanimlanmaktadir.

e (Ciddiyet: Farmasotik bir iirliniin giivenlilik, etkinlik ve kalitesi acisindan s6z konusu
CQA iizerindeki etkisinin biiytikligilidiir.

e Zarar: Uriin kalitesi ya da uygunlugunun kaybindan dolay1 ortaya ¢ikan hasarlar ifade
eder.

e Saptanabilirlik: Herhangi bir tehlikenin varliginin ya da olusumunun belirlenebilme
derecesidir. Yanlis bir durumun ya da olayin saptanabilmesi, tehlikenin kalite tizerindeki

etki olasiligini azaltir.



71

o Olasilik: Proses parametresi ya da bir kalite 6zelliginin, iiretilen {riiniin giivenlilik,

etkinlik ya da kalitesi lizerine etki etme ihtimalidir.

Risk hi¢bir zaman sifir olamaz fakat etkisi azaltilabilir, siklig1 azaltilabilir veya risk kabul
edilebilir (EMA, 2015a). Uriin yasam déngiisii boyunca uygun risk analizi yontemleri ile
CQA tizerinde etkisi olabilecek Kritik materyal 6zellikleri (Critical material attribute, CMA)
ve Kritik proses parametrelerinin (Critical process parameter, CPP), CQAs ve birbiri ile
iligkilerinin risk degerlendirmesi ile tespit edilmesi ve kontrol altinda tutulmasi ¢ok
onemlidir. ICH Q9 kilavuzunda herhangi bir yontem zorunlu tutulmamis olup riskin
tanimlanmasi i¢in kalitatif ya da yari-kalitatif yontemlerden, riskin detayli degerlendirilmesi
i¢cin kantitatif yontemlerden faydalanilmaktadir. Farmasotik endiistride siklikla kullanilan

yontemler Sekil 2.24°deki gibidir.

Kalitatif Yari-Kalitatif Kantitatif
- Ishikawa - Sebep-sonug - FMEA (Failure mode
diyagrami (Balik matrisi effect analysis)
kilgigr) - Onceliklendirme -FTA (_F)ault tree
; matrisi analysis
AT el . . - HACCP (Hazard
- Kontrol listeleri - Dogru/Degil analysis critical control
metodu points)
- Kepner Tregoe - HAZOP (Hazard
5 operability studies)
D el e - PHA (Preliminary
- hazard analysis)
- Lean QbD ®)

i1%6€€EECEE|CTEETE

Sekil 2.24. Farmasotik endiistride siklikla kullanilan risk analizi yontemleri
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Kritik materyal 6zellikleri (CMA) ve kritik proses parametreleri (CPP)

Kritiklik, bir liretim prosesinde hangi degiskenlerin 6nemli oldugunu ve bu degiskenlerdeki
degisim seviyesinin ne dereceye kadar {iriiniin kalitesine etki edebilecegini saptayabilmede
onemlidir. Kritik materyal 6zelligi (CMA) veya kritik proses parametresi (CPP), bitmis
iirline ait etkinlik, kalite ve glivenirlik 6zellikleri lizerinde (CQA) “yiiksek etkili” olan

ozelliklerdir. CMA ve CPP’ler ¢esitli risk analizi yontemleri ile belirlenmektedir.

Farmasotik eklemeli iiretim (FDM-3DP) gelistirme ¢alismalarinda literatiirde tespit edilen

CMA ve CPP’ler sirasiyla Cizelge 2.16 ve Cizelge 2.17°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.16. Farmasotik eklemeli tiretim (FDM-3DP) gelistirme ¢alismalarinda literatiirde

tespit edilen CMA’lar
Hammaddeler CMA Acgiklama Referans

Etkin maddenin | Etkin maddenin amorf ya da (Ligon, Liska,

kristalin 6zelligi | polimorfik yapida olmasi, etkin Stampfl, Gurr ve
maddenin stabilitesi, ¢cozlnirligi ve Miilhaupt, 2017)
biyoyararlanimi {izerinde etkilidir.
FDM yontemi yiiksek sicaklik iceren
bir yontem oldugu i¢in polimorfik
incelemenin yapilmasi dnemlidir.

Sicaklik FDM yontemi yiiksek sicaklik iceren (Okwuosa ve

stabilitesi bir yontem oldugu i¢in etkin madde digerleri, 2016)
degredasyonunun incelenmesi (Alhnan ve digerleri,
Oonemlidir. 2016)

Termoplastik Diisiik termoplastik 6zelliklere sahip (Pietrzak ve digerleri,

ozellikleri etkin maddeler, filamente ilag ylikleme | 2015)

Etkin Madde kapasitesini diigiirmektedir. (Elbadawi ve
digerleri, 2020)

Molekiil agirlig1 | Polimerlerle karigabilen diisiik molekiil | (Aho ve digerleri,
agirlikli etkin maddeler, polimer 2015)
zincirleri arasina girerek plastiklestirici
etki gosterebilmektedir.

Partikiil boyutu | Etkin maddenin ¢dziinmedigi (Aho ve digerleri,

ve sekli sistemlerde eriyik akigkanligini 2015)
¢oziinmeyen partikiiler etkilemekte, bu | (Khan, 2016)
noktada da etkin maddenin partikiil
boyutu ve sekli onem kazanmaktadir.

Su igerigi Su igerigi polimerlerde plastiklestirici (Norman ve digerleri,
etkisi gosterip erime ve Tg sicakligini 2017)
diistirebilmektedir. (Khan, 2016)
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Cizelge 2.16. (devam) Farmasotik eklemeli iiretim (FDM-3DP) gelistirme ¢alismalarinda
literatiirde tespit edilen CMA’lar

Hammaddeler CMA Acgiklama Referans
Erime derecesi Filament olusturulmasi i¢in yapilan (Vo ve digerleri,
Etkin Madde ve Tg kat1 dispersiyonunun yapisinin 2013)
belirlenmesinde énemlidir.
Eriyik Polimerlerin genellikle yiiksek (Pietrzak ve digerleri,
viskozitesi sicaklikta zincirlerinde meydana gelen | 2015) (Aho ve
mobilite artis1 nedeniyle viskoziteleri digerleri, 2015;
diismektedir. Ekstriizyon ve 3D bask1 Maulvi ve digerleri,
esnasinda homojen akis i¢in viskozite 2017)
onemlidir. Yiiksek seliiloz asetat (Khaled ve digerleri,
varliginda viskozite yiikselir. Yiiksek 2015)
viskozite printerda tikanmaya neden
olabilir.
Eriyik Printerin tikanmamast i¢in akigkanligin | (Khaled ve digerleri,
akigkanligi tekdiize olmasi 6nemlidir. Akiskanligr | 2015) (Okwuosa ve
iyi olmayan PVP gibi polimerler ile, digerleri, 2016)
termostabil bir dolgu maddesi olan
Talk kullanilmadan filament elde
edilememektedir.
Sicaklik Yiiksek sicakliklarda meydana (Okwuosa ve
stabilitesi gelebilecek degredasyon dnemlidir digerleri, 2016)
(6rn. PVP >400°C, TEC >200°C). (Alhnan ve digerleri,
Polimer 2016)
Molekiiler yap1 | Uzun zincirli ve yiiksek molekiil (Elbadawi ve
ve molekiil agirhigina sahip polimerler daha elastik | digerleri, 2020)
agirhigt ozellikte olmaktadir. Yiiksek elastik (Aho ve digerleri,
yapidaki polimerlerde relaksasyon 2015)
stiresi daha uzun olmakta ve filament
sigsmesi (die swell) daha fazla
goriilmektedir.
Partikiil boyutu | Polimerlerin partikiil boyutu diistiik¢e, | (Goyanes ve digerleri,
erime derecesi degil fakat erimesi igin | 2015b)
gecen siire kisalmaktadir.
Su igerigi Su igerigi polimerlerde plastiklestirici | (Norman ve digerleri,
etkisi gosterip erime ve Tg sicakligini 2017)
diistirebilmektedir. (Khan, 2016)
(Goyanes ve digerleri,
2015b)
Erime derecesi Filament olusturulmasi igin yapilan (Vo ve digerleri,
ve Tg kat1 dispersiyonunun yapisinin 2013)
belirlenmesinde énemlidir.
Digerleri Plastiklestiriciler | Diisiik molekiil agirlikli (Buanz ve digerleri,
plastiklestiriciler, polimer zincirleri 2015)
arasina daha iyi girerek erime derecesi
ve Tg sicakligimi diisiirmektedir.
Lubrikantlar Baz1 karisimlarin ekstriizyon ve baskisi | (Okwuosa ve
icin gerekli olabilmektedir. digerleri, 2016)
Dolgu maddesi | Yiiksek miktarda kullanimi, ¢ok (Aho ve digerleri,
yiiksek eriyik viskozitesine sahip 2015)
karigimlar meydana getirebilmektedir.
Por Por olusturucu ajanlar ile (6rn. D- (Khaled ve digerleri,
olusturucular mannitol) yiiksek porlara sahip ve hizli | 2015)
¢Oziinen sistemler
hazirlanabilmektedir.
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Cizelge 2.17. Farmasotik eklemeli tiretim (FDM-3DP) gelistirme ¢alismalarinda literatiirde

tespit edilen CPP’ler
Uretim Basamag1 | CPP Aciklama Referans
On karistirma Karistirict Homojen bitmis iiriin elde -
geometrisi edilmesi i¢in 6nemlidir.

Karistiricr doluluk
orant

Karigtirma stiresi
ve hizi

Uretim ortamina
ait sicaklik ve nem
degerleri

Ortam nemi higroskopik
hammaddelerin
termoplastik yapilarini
etkilemektedir.

(Simoes ve digerleri, 2019)
(Khan, 2016)

Filament
Ekstriizyonu

Ekstriizyon
sicaklig1

Hem kimyasal stabilite,
hem de eriyik viskozitesinin
ekstriizyona uygunlugu i¢in
onemlidir. Yiksek
sicakliklarda eriyik
viskozitesi ¢ok fazla
diisebilmekte, bu da
ekstriiderden filamentin s1vi
sekilde akmasina ve
filament elde
edilememesine neden
olabilmektedir.

(Elbadawi ve digerleri, 2020)
(Aho ve digerleri, 2015)

Ekstriizyon hizi

Yiiksek hizlarda eriyik
viskozitesi ¢ok fazla
diisebilmekte, bu durum
ekstriiderden uygun sekilde
filament elde
edilememesine neden
olmaktadir. Bununla birlikte
hizli ekstriizyon, filamentin
sismesini (die swell)
azaltabilmektedir.

(Simoes ve digerleri, 2019)
(Aho ve digerleri, 2015)
(Goyanes ve digerleri, 2018)

Ekstriider vida
tasarimi
(tek, ¢ift vida)

Ekstriiderin tek vida ya da
cift vidali olmasi, eriyik
icerik homojenitesi
agisindan dnemlidir.

(Simoes ve digerleri, 2019)
(Aho ve digerleri, 2015)

Ekstriider basinci

Yiiksek basing eriyik
akiginda diizensizliklere
neden olabilmekte, bu da
filamentte homojen
olmayan yapilara (camsi,
pltiirlii) neden
olabilmektedir. flaveten
yiiksek basing eriyigin
vidalara yapigsmasina da
neden olabilmektedir.

(Aho ve digerleri, 2015)
(Khan, 2016)
(Khaled ve digerleri, 2015)

Ekstriider ug ¢ap1

3D printer i¢in uygun
kalinlikta filament eldesinde
Onemlidir.

(Goyanes ve digerleri, 2018)
(Aho ve digerleri, 2015)

Filament ¢ap1

Uygun olmayan filament
capl, printerda tikanmaya
sebep olarak baski
almmmasini
engelleyebilmektedir.

(Gioumouxouzis ve digerleri,
2017)




Cizelge 2.17. (devam) Farmasotik eklemeli iiretim (FDM-3DP) gelistirme ¢alismalarinda

literatiirde tespit edilen CPP’ler
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Uretim Basamag1 | CPP Aciklama Referans
3DP 3DP Baski Optimum sicaklik, sabit (Skowyra ve digerleri, 2015)
sicakligi baski kalitesinde 6nemlidir.
Yiksek sicakliklarda — .
3DP B?Skl ucu tabakalar birbirine (Skowyra ve digerleri, 2015)
sicakligt kaynasabilmekte, diisiik
3DP Tabla scakida ise tabakalar (Skowyra ve digerleri, 2015)
sicakligt ayanieil el de (Tyson, Hilton ve Andreae,
yapisamamaktadir. 2015)
3DP Baski Hiz1 Uygun baski goriiniimiinde | (Khan, 2016)
ve mekanik dayaniklihiginda | (Skowyra ve digerleri, 2015)
etkilidir. (Khaled ve digerleri, 2015)
(Goyanes ve digerleri, 2018)
3DP Tabla yapisi Tabla yapisinin bitmis (Skowyra ve digerleri, 2015)
tirlinlin baski esnasinda
yapisabilir 6zellikte olmast
gereklidir. Bu amagla zemin
adezyonunu iyilestirmek
icin kapton bant1 ya da
Scotch Blue bantlar
kullanilabilmektedir.
3DP Geometrik Hasta uyuncu ve bitmis (Goyanes ve digerleri, 2017b)
tasarimi tirlinden etkin madde (Goyanes ve digerleri, 2015c¢)
saliminda etkilidir.
3DP Rezoliisyon Uygun baski goriinimiinde | (Pietrzak ve digerleri, 2015)
ve mekanik dayanikliliginda | (Goyanes ve digerleri, 2018)
etkilidir.
3DP Tasarimi i¢ Uygun baski goriiniimiinde | (Tyson ve digerleri, 2015)
dolgu orani ve mekanik dayanikliliginda | (Goyanes ve digerleri, 2017a)
3DP Tasarimi i¢ etkilidir. Ilaveten bitmis (Khaled ve digerleri, 2015)
dolgu paterni irtinden etkin madde (Norman ve digerleri, 2017)
3DP Tasarimi saliminda da etkilidir. (Sadia ve digerleri, 2018)
kabuk kalinlig1 Ornegin hizli salim, diisiik | (Hipolite, 2015)
3DP Tasarimi i¢ dolgu orani ve kovan (Sadia ve digerleri, 2018)
kabuk sayisi saysi ile (Hipolite, 2015)
3DP Tasarimi saglanabilmektedir. (Skowyra ve digerleri, 2015)
tabaka yiiksekligi (Khaled ve digerleri, 2015)

2.9.4. Tasarim alam (DSp) ve istatistiksel deney tasarimi (DoE)

Tasarim alan1 (design space, DSp) ICH Q8 kilavuzunda tasarim alani “{iriin kalitesi iizerinde

etkili tiim varyasyon kaynaklarmin etkilerinin ve etkilesimlerinin ¢ok boyutlu ve

matematiksel olarak incelendigi deneysel alan” olarak tanimlanmaktadir (EMA, 2017). Bu

deneysel alan:

e Birinci dereceden denklemler ile (regresyon, stabilite kinetikleri, vb.)

e Istatistiksel deney tasarimlariyla (DoE)
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e Olcek biiyiitme korelasyonlariyla

¢ veya yukaridaki yaklagimlarin kombinasyonlari ile olusturulabilmektedir.

DoE calismalari ii¢ yap1 tasindan meydana gelmektedir:

e Cevap (Bagimh degisken): Olgiilebilen sonugtur (6rn. Coziinme miktari, analitik
metotlarin sistem uygunluk parametreleri)

e Faktor (Bagimsiz degisken): Cevap iizerinde etkisi olabilecek herhangi bir degiskendir
(6rn. yardimct madde orani, mobil faz pH'1)

e Model: Formiilasyon, proses ya da analitik yontemin matematiksel ifadesidir.

Farmasotik endiistride kullanim alanlarina gére DoE ¢esitleri Sekil 2.25°te 6zetlenmistir.

Tasarim Alani
(Design space)

« Etkili faktorler » Faktorler arasi * Formulasyon, proses
belirlenir. etkilesmeler ya da analitik
« Faktdrlerin limit incelenebilir. yéntemin saglamhgi
seviyeleri belirlenir. + Matematiksel tasarim belirlenir.
sahalari + Kontrol stratejisi
olusturulabilir. tanimlanir.
- DoE Yontemi: * DoE Yontemi: * DoE Yontemi:
- Tam faktsryel T. * Yiizey yanit * Ylizey yanit
* Kismi faktéryel T., tSE]iinapgllzltlzzr tsahs:g:zizr
S LEELEET T optimizasyon optimizasyon
» Draper-Lin tasarimlar * Draper-Lin tasarimlar

Sekil 2.25. Farmasotik endiistride kullanim alanlarina gére DoE
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Literatirde HME yontem gelisiminde kullanilan DoE c¢alismalar1 Cizelge 2.18’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.18. HME yontem gelisiminde kullanilan DoE ¢alismalari

Amag Faktorler Cevaplar DoE Referans
Y 6ntemi
Efavirenz i¢in Soluplus® orani Coziiniirliik Box- (Pawar ve
formiilasyon ve Kollidon®VA64 oran1 | Coziinme Behnken digerleri, 2018)
proses Ekst. hiz1
optimizasyonu Ekst. sicakligi
Klortrimazol i¢in Besleme hizi Tekrar disperse Box- (Gajera, Shah
proses Ekst. hiz1 olabilme indeksi | Behnken ve Dave, 2018)
optimizasyonu Ekst. sicakligi Nem igerigi
Proses verimliligi

Itrakonazol igin Plasdone® oran1 Tat Simpleks | (Malaquias ve
formiilasyon Klucel® ELF orani Coziinme sentroit digerleri, 2018)
optimizasyonu Soluplus® orani
Meloksikam ig¢in Besleme hizi Kiiresellik Box- (Alshetaili ve
proses Ekst. hiz1 Sertlik Behnken digerleri, 2016)
optimizasyonu Ekst. sicakligi
Ziprasidone i¢in Kopovidon orani Dagilma stiresi 3?Merkezi | (Banerjee,
fomiilasyon HPC orani Cozilinme birlegik Shankar ve
optimizasyonu Impiirite tasarim Prasad, 2015)
HME kat1 Ekst. yilikleme orani Spesifik mekanik | Merkezi (Probst,
dispersiyonu igin Ekstriizyon hiz1 enerji birlesik Moltgen,
proses Ekst. Basinc1 & tasarim Kessler ve
optimizasyonu RSD Kessler, 2016)
HME kat1 Polimer tipi ve orani Dagilma siiresi Karisim (Agrawal ve
dispersiyonu igin Dagitici tipi ve orani Coziinme tasarimi digerleri, 2016)
hizli salimh Seyreltici tipi Mekanik
formiilasyon dayaniklilik
optimizasyonu Basilabilirlik
Ibuprofen igin hizl1 | API yiikleme orani Ekstriizyon Plackett- (Patwardhan,
saliml Ekst. hiz1 basinct Burman ve | Asgarzadeh,
formiilasyon ve Ekst. sicakligi Camsi gegis Merkezi Dassinger,
proses Besleme hizi sicakligt birlesik Albers ve
optimizasyonu On karistirma Miktar tayini tasarim Repka, 2015)

Diger yardimec1 madde | Coziinme

orani Faz gecis

Eudragit EPO orani
Parasetamol icin API yiikleme orant Coziinme 3 faktorli | (Islam,
uzatilmig saliml Ekstriizyon hiz1 Partikiil boyutu fraksiyonel | Maniruzzaman,
proses Ekst. sicakligi faktoryel Halsey,
optimizasyonu tasarim Chowdhry ve

Douroumis,
2014)

Itrakonazol i¢in Bikarbonat orani Cozlinme Karisim (Thiry ve
hizlandirilmig Poloksamer orani Termoformabilite | tasarimi digerleri, 2016)
salimlt Soluplus® orani
formiilasyon ve Ekst. hiz1
proses Ekst. sicaklig
optimizasyonu
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2.9.5. Kontrol stratejisi

Risk analizi ve Deneysel tasarimlarla aydinlatilmis prosesin sistematik bir sekilde kontrol
altinda tutulmasidir. ICH Q10 tanmmina gore kontrol stratejisi farmasotik gelisim
calismalarindan elde edilen bilgi birikimiyle proses performansini ve iiriin kalitesini giivence
altina alacak tiim kontrolleri kapsamaktadir. Kontroller CQA iizerinde etkili olabilecek tiim
CMA ve CPP’lerin monitorizasyonunu, TUretim kosullarinin kontroliinii, in-proses
kontrolleri, bitmis iiriin spesifikasyon testleri ve bu testlerin frekansinin kontrolii
olabilmektedir (EMA, 2015b). FDM-3DP {iretim yontemi i¢in olusturulabilecek kontrol

stratejisi Cizelge 2.19’da sunulmustur.

Cizelge 2.19. FDM-3DP {iretim yontemi i¢in kontrol stratejisi

CQA CMA Kontrolleri ‘ CPP Kontrolleri

Giivenlik

Polimorfik form XRD Proses sicaklik monitorizasyonu

degisimi (Khaled ve digerleri, 2015)

Etkin madde Hammadde saliverme Proses sicaklik monitorizasyonu

degredasyonu testleri (Khaled ve digerleri, 2015)

Etkinlik

Tanimlama Hammadde saliverme Spektroskopik PAT teknikleri
testleri (Khaled ve digerleri, 2015) (Khan,

Miktar tayini - 2016)

Icerik tekdiizeligi

Coziinme

Kalite

Gortiniig e Gorsel kontrol (Khan, e PAT teknikleri ile ger¢ek zamanli

Mekanik 6zellikler 2016) (Khaled ve kontroller (Norman ve digerleri,

(Sertlik, friabilite) digerleri, 2015) 2017)

Baski defektleri e Eriyik viskozitesi ¢ Ekstriider basing monitorizasyonu

(Boetker ve digerleri,
2016) (Khaled ve
digerleri, 2015)

e Erime derecesi ve Tg
o Partikiil sekli ve boyut
dagilimi (Khaled ve

digerleri, 2015)
e Suigerigi (Norman ve
digerleri, 2017)

(Khaled ve digerleri, 2015)
(Norman ve digerleri, 2017)

e Proses sicaklik monitorizasyonu
(Khaled ve digerleri, 2015)

e Bask1 hiz1 monitorizasyonu
(Norman ve digerleri, 2017)

e Yazilim iizerinden tasarimin
kontrolii (Khan, 2016) (Khaled ve
digerleri, 2015)
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2.9.6. Uriin yasam dongiisii yonetimi (PQLI)

Uriin yasam dongiisii yonetimi (PQLI, Product Quality Lifecycle Implementation), bir iiriiniin
ilk Ar-Ge gelistirme asamalarindan baglayip son iiretim serisinin raf émrii dolana kadar gecen
stire boyunca gecen tiim siireclerin yonetimidir (EMA, 2017). QbD yaklagimu ile glindeme
gelen “siirekli proses verifikasyonu” kavrami dogrultusunda, iiriin kalitesinin yasam stiresi

boyunca risk analizi ve bilimsel yaklagimlarla kontrol altinda tutulmasidir.

2.10. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

[laclarin etkinlikleri ve toksisitelerinin arastirilmasinda hiicre kiiltiirii calismalar1, dokulardan
enzimatik veya mekanik yOntemlerle izole edilen hiicrelerin yapay bir ortamda kontrol
altinda biiyiitiilmesiyle elde edildigi, fizyolojisi ve biyokimyasal ozellikleri standardize
edilmis hiicrelerle yapilan ¢alismalardir (Antoni, Burckel, Josset ve Noel, 2015). Hiicre
kiiltiirliniin istiinliik ve sakincalar1 Cizelge 2.20’de 6zetlenmistir (Audus, Bartel, Hidalgo ve

Borchardt, 1990).

Cizelge 2.20. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin iistiinliikleri ve sakincalari

Ustlinliikler Sakincalar

e Hayvan deneylerinde karsilagilan yasal ve | ¢ Deneyimli personel ve aseptik analiz

etik problemlere sebep olmaz. sartlar1 gerektirir.

e Canli ortama gore fizikokimyasal kosullar | ¢ Cogu siirekli hiicre hattinin stabil
(pH, sicaklik, oksijen, vb) daha iyi kontrol olmayan anoploid kromozomal
edilebilir. bilesiminden kaynaklanan stabilite
e ilag permeabilitesi ve metabolizmasi problemleri s6z konusudur.
degerlendirilebilir.

e [llag sitotoksisitesi degerlendirilebilir.

2.10.1. MTT testi ile sitotoksitite

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, in-vivo calismalar yapilmadan o6nce, deneylerde kullanilmasi
diisiiniilen maddelerin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkilerinin incelenmesi ig¢in

gergeklestirilen ¢aligmalardir.
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Bu amagla gelisme fazindaki hiicreler, sitotoksik ilaca maruz birakilir. Hiicrelerin ilaca maruz
kalacag: siire genellikle maksimum hiicre hasarinin olugmasi i¢in gereken siiredir. Bu siire
ayn1 zamanda ilacin stabilitesine de baglhdir. ilacin uzaklastirilmasindan sonra, hiicrelerin 2-
3 kez boliinmesi icin belli bir siire beklenir. Boylece goriiniir durumda olup iireyemeyen
hiicreler ile hem goriinen hem de iireyebilen hiicreler ayirt edilmis olur. Yasayan hiicreler,
0zel boyalar yardimiyla dolayli olarak teshis edilir (Yiicel, 2015). Sitotoksisite testi
sonucunda hiicre canlilik oraninin % 50’nin {izerinde olmasi, uygulanan kimyasalin sitotoksik

olmadigini ifade etmektedir (Mutlu, Degim, Yilmaz, Essiz ve Nacar, 2011).

Hiicre canlilig1 ve prolifikasyonu deneylerinde siklikla kullanilan tetrazolium tuzlart MTT (3-
(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil- tetrazolium bromit) ve XTT (2,3-bis (2-methyloxy-4-
nitro-5-sulfophenyl)5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) olup MTT testi
en fazla tercih edilen yontemdir. Her iki yontem de hiicrelerdeki mitokondiriyal
dehidrojenaz enzim aktivitesi iizerinden hiicre canliligini 6lgmede kullanilmaktadir

(Tsukatani ve digerleri, 2009) (Wang, Cheng, Wang, Wei ve Wang, 2010).

MTT testi kolorimetrik bir yontemdir. Metod ilk kez 1983 yilinda Mosmann tarafindan
immiinolojik ¢aligmalar i¢in hizli bir kolorimetrik yontem olarak kullanilmistir (Mosmann,
1983) (Olmez, 2010). MTT testinin esast, sar1 renkli ¢oziinebilir 6zellikteki MTT boyasiin,
metabolik olarak aktif olan hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan ve mitokondriyal
enzimlerinden olan “siiksinat dehidrogenaz (SDH)” enzimi ile koyu mavi renkli ¢6ziinmez
ozellikteki formazan tirtiniine doniismesidir. Olusan formazan {iriinii ¢Oziiniir hale getirilir ve
olusan mor renk spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. MTT reaksiyonunun kimyasal gosterimi

Sekil 2.26°da sunulmustur.

mtokondnya Rediktaz
\2/\ N < 3 ‘2\ IN

| e
S,‘k _—N o ‘-_ ’;/ HN—pN
\ ; A, N
O, 20
Br
(E.Z)-5

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT)

e

-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(Formazan)
(Kirmizi Renklidir)

Sekil 2.26. MTT reaksiyonunun kimyasal gésterimi
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Tez calismasinda MTT testi ile sitotoksisite ¢aligmalart Hep G2 insan hepatoseliiler
karsinoma hiicre hatti ve Caco-2 insan kolorektal kanser hiicre hatti iizerinde

gerceklestirilmistir.

1. Hep G2 hiicre hatti: Karaciger hiicre hattinin se¢iminde, etkin maddenin en ciddi yan
etkisinin karaciger toksisitesi olmas1 dikkate alinmistir (Bialer ve digerleri, 2013). Hep G2
hiicre hatti, normal karaciger parankimal hiicrelerine benzer sentez ve plazma proteini
sekresyonu yapabilmesi nedenleriyle ksenobiotiklerin incelendigi calismalarda siklikla
tercih edilen bir hiicre hattidir (Nowrouzi ve digerleri, 2010).

2. Caco-2 hiicre hatti: Oral kullanim i¢in tasarlanan ila¢ sekillerinin sitotoksisitesinin
degerlendirilmesinde 1929 hiicre hatt1 ile beraber en ¢ok kullanilan hiicre hattidir
(Elsayed, Sharaf-Eldin ve Wadaan, 2015) (Fernandes ve digerleri, 2012) (Bu, Narayanan,
Dalrymple, Cheng ve Serajuddin, 2016). Caco-2 hiicre hattinin secilmesinin bir diger
nedeni ise permeabilite calismasinin yapilacagi Caco-2 hiicrelerinin hiicre gecis calismasi

esnasinda hangi derisimlerde canli kalabileceginin goriilmesidir.

2.10.2. intestinal permeabilite ve Caco-2 hiicre hattindan permeabilite

Gastrointestinal kanaldaki absorpsiyonun c¢ogunlugu ince bagirsakta gerceklesmektedir.
Intestinal epitel, enterositler, endokrin, ekzokrin, paneth hiicreleri, M hiicreleri, tuft ve cup
hiicrelerinin heterojen popiilasyonundan olusmaktadir (Shah, Jogani, Bagchi ve Misra, 2006).
Bununla birlikte enterositler en ¢ok goriilen hiicrelerdir, epitel hiicrelerin toplam miktarinin

% 80-90’1n1 olusturmaktadir.

Intestinal epitelden ilag absorpsiyonu ¢ogunlukla derisim gradyan1 yoniinde pasif difiizyonla
gerceklesebilir. Pasif difiizyon, transseliiler (enterositlerin hiicre membrani yoluyla) veya
paraseliiler (enterositler arasindaki siki kavsaklar yoluyla) yolla gergeklesir (Shah ve
digerleri, 2006). Cogu ilag esas olarak transseliiler yolla gecer (Pade ve Stavchansky,
1997). Yagda ¢oziinen maddeler, luminal sividan intestinal epitelin hiicre membranlarina
hizla dagilabilir ve daha ¢ok transseliiler yol ile transport gerceklesir (Shah ve digerleri,
2006) (Artursson, Palm ve Luthman, 2001). Paraseliiler yolun kapasitesi simirhdir. Pasif
diflizyon haricinde bazi besin maddeleri, vitaminler ve yapisal analoglari intestinal
epitelde yer alan spesifik transporter/tastyicilar (carrier) ile taginirlar (Steffansen ve digerleri,

2004). Makromolekiiler ilaglar vesikiiler transport yoluyla transport olur. Diisiik transport
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kapasitesi ve membran vezikiillerinde proteolitik enzimlerin varligi genel bir ilag transport

yolu olarak bu yolag: kisitlamaktadir (Shah ve digerleri, 2006; Swaan, 1998).

Caco-2 (insan kolorektal karsinoma hiicresi) hiicrelerinden gegis c¢alismalari, oral yolla
verilmesi planlanan formiilasyonlarin absorpsiyonlarinin incelenmesi igin yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biridir (Shah ve digerleri, 2006) (Artursson ve digerleri, 2001)
(Yamashita ve digerleri, 2000).

Caco-2 hiicreleri yapisal, morfolojik ve biyokimyasal fonksiyonlar1 bakimindan da bagirsak
epitelyumuna benzerlik gostermektedir ve intestinal ilag transport ve metabolizmasinin
incelenmesinde, etkin madde absorpsiyon ¢alismalarinda yeni bilgilerin elde edilmesinde, in-
vitro bir model olarak basariyla kullanilmaktadir (Mutlu ve digerleri, 2011). Yapilan literatiir
caligmalar1 Caco-2 permeabilite calismalari ile in-vivo absorbsiyon ¢aligmalarinin iyi bir

korelasyon gosterdigini ortaya koymustur (Artursson ve digerleri, 2001).

Caco-2 hiicreleri, insan ince bagirsaginda yer alan absorptif hiicrelerine benzer sekilde
ilac tasiyicilar1 eksprese eder, mikrovilli, interseliiler tight junctions ve gesitli enzimler
icerir (Seithel, Karlsson, Hilgendorf, Bjorquist ve Ungell, 2006; Ward, Tippin ve Thakke,
2000). Mikroporoz bir filtrede Caco-2 hiicrelerinin kiiltiirii sematik olarak gdsterilmistir
(Sekil 2.27)

Apikal kisim

Fir¢a kenar

Bazolateral kisim

Madde

Caco-2 hicre tek tabakasi

Yari gegirgen membran
(mikroporoz filtre)

Bazolateral kisim

Sekil 2.27. Mikropor6z bir filtrede Caco-2 hiicrelerinin kiiltiiriiniin sematik gosterimi
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Gastrointestinal sistemden sistemik dolasima giren maddeler dncelikle intestinal duvar ve
karaciger (ilk gecis etkisi) bariyerlerini gegmek zorundadir. Insanlardaki karaciger ilk gecis
etkisinin de yansitilabilmesi i¢in insan karacierinden elde edilen hepatosit hiicre
kiiltiirlerinin de kullanilmasi ile insanlardaki oral biyoyararlanimin tahmin edilmesine daha
yakin sonug verecek hibrid sistemlerin kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur (Li ve digerleri,
2007) (Cheng ve digerleri, 2006). Li ve ark. caligmasinda farkli etkin maddeler Caco-
2/hepatosit hibrid sistem ile incelenmis ve kabul edilebilir bir korelasyon oldugu bildirilmistir
(Li ve digerleri, 2007). Yapilan baska bir caligmada, rastgele secilen 72 degisik etkin madde
siganlara in-vivo uygulanarak AUCO0-6sa tayin edilmis ve ayni maddeler Caco-2/sican
hepatosit hibrid sisteme uygulanarak elde edilen sonuglar arasinda kabul edilebilir bir
korelasyon bulundugu ve hibrid sistemin % 88 dogrulukla tahmin etmeyi sagladigi

bildirilmistir (Cheng ve digerleri, 2006).

Hiicre kiiltiirii caligmasi esnasinda hiicre biitiinliigiiniin tespiti, ¢alisma sonucunun dogrulugu
icin ¢ok O6nemli olmaktadir. Bu amacla elektriksel direncin 6l¢iildiigii “TEER (Transepitel
Elektriksel Rezistans)” yontemi siklikla kullanilmaktadir (Motz, Schaefer, Balbach,
Eichinger ve Lehr, 2007). TEER o6l¢timii volt-ohm metre kullanilarak insertin {ist ve alt
kisimlarina elektrod yerlestirilerek yapilir (Shah ve digerleri, 2006). Literatiirde > 300Q
deger bulunmasi, caligsma esnasinda hiicre biitiinliigiiniin korundugunu gdstermektedir (van

Breemen ve Li, 2005).

Calisma sonucunda permeabilite katsayis1 (Kishore ve digerleri) Es.2.1°deki formiil ile

hesaplanmaktadir.
_ dQ/dt
Papp = dQ/thxCo (2.1)
Papp : Permeabilite katsayist (cm/zaman)
dQ/ dt : Gegirgenlik hiz1
A : Membran alanm
Co : Donér kompartmandaki baslangig ila¢ derisimi

Literatiirde Papp degerlerine gore permeabilite siniflandirmasi asagidaki sekillerde

paylasilmistir:
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o “Diisiik-Yiiksek” seklinde siniflandirma (van Breemen ve Li, 2005).:
o Diisiik: Mannitol (Papp: 0,3*10° cm/sn):
0 Yiiksek: Propranolol (Papp: 5*10~° cm/sn)

e “Zayif-Orta-lyi” seklinde siniflandirma (Akdag, Gulsun, Izat, Oner ve Sahin, 2020; Yee,
1997):

0 Zayif: 0%—20% (Papp < 1*10°° cm/s)

0 Orta: 20%—70% (Papp (1-10)*107° cm/s)

0 lyi: 70%—-100% (Papp > 10*10~® cm/s)

2.11. Denge Coziiniirliik ve Intrinsik Coziinme

Etkin maddelerin sistemik absorbsiyonu, etkin maddenin emilim boélgesinde ila¢ seklinden
¢Ozelti haline geg¢mis olmasina baglidir. Bu anlamda etkin maddenin ¢ozilintirligi,
biyoyararlanim iizerinde en etkili parametrelerden biridir. Coziiniirliik, denge kosulunda bir
maddenin bir ¢oziicli igerisinde ¢Ozilinebilecegi maksimum madde miktar1 olarak
tanimlanmaktadir. Elde edilen ¢ozelti “doygun ¢ozelti”, bu ¢ozeltideki ¢oziliniirliik degeri ise

“denge ¢oziiniirliik” olarak isimlendirilmektedir.

Intrinsik ¢dziinme hiz1 (intrinsic dissolution rate, IDR) bir etkin maddenin sabit yiizeyden
sabit sicaklik, karistirma hizi, pH ve iyonik kuvvetteki bir ¢éziinme ortamina salim hizi
olarak tanimlanmaktadir (Viegas, Curatella, Winkle ve Brinker, 2001) . Etkin maddeye ait

intrinsik bir 6zellik olup farkli tuzlarin ve polimorflarin se¢ciminde kullanilabilmektedir.

IDR 6l¢iimii ile elde edilen ¢oziinme degeri, klasik denge ¢oziiniirliik deneylerine gore daha
fazla bilgi icerdigi, daha fazla ayirt edici oldugu ve in-vivo ¢dziinmeyi daha fazla yansittig
diisiiniildigli igin literatiir ve otorite tarafindan ¢oziiniirlik siniflandirmalarinda denge
¢Oziiniirliik ¢aligmasinin yerine gegebilecegi belirtilmektedir (Yu, Carlin, Amidon ve
Hussain, 2004) (Dezani ve digerleri, 2013; Issa ve Ferraz, 2011). Hatta hizli salimh ilag
sekilleri i¢cin IDR sonuglarmin biyomuafiyette kullanilabilecegi tartisilmaktadir (Milani,
Jalali, Azimi ve Valizadeh, 2009).

IDR yonteminin denge ¢Oziiniirlik caligmalarina gore Ustlinliikleri asagidaki gibidir

(Saydam ve Takka, 2020):



85

e Her iki yontem de sicaklik ve ¢oziinme ortami gibi fizyolojik kosullar taklit etmektedir.
Fakat denge ¢6ziiniirliik calismasinin uzun siirede tamamlanmasi (6rn. 72 saat) nedeniyle
zaman i¢inde deney sicaklifinda varyasyonlar olabilmekte, ¢6ziinme ortami hacmi
buharlasarak azalabilmektedir. IDR’de ise deneyler daha standardize sistemlerde
gergeklestirilmekte olup deney kosullarinda varyasyon meydana gelmemektedir.

e Test periyodunun uzun olmasi, sicakliga hassas etkin maddeler i¢in de sakincalidir.

e Denge c¢Ozilinilirlik calismalar1 her hangi bir standardi olmayan calkalayict bir
karigtiricinin bulundugu su banyosunda balon jojeler icerisinde gergeklestirilmekte iken
IDR ¢aligmalar1 standart USP ¢oziinme aparatinda gergeklestirilmektedir. Bu sayede
tekrarlanabilir 6l¢timler alinabilmektedir (Etherson ve digerleri, 2020).

e flaveten denge ¢oziiniirliik ¢alismasinda kullanilmasi gereken etkin madde miktari
genellikle ¢ok yiiksek iken (6rn. 2000 mg), IDR’de bu miktar ¢ok daha diisiiktiir (6rn.

200 mg). Bu durum 6zellikle az miktarda bulunan ve pahali etkin maddeler i¢in 6nemlidir.

Etkin maddenin sabit yiizey alanindan salinmasinin énemi ilk defa 1897 yilinda Noyes-
Whitney tarafindan giindeme getirilmis olup 6l¢iim yapilan ve giiniimiizde donen disk
(rotating disk) adi1 ile amilan “wood aparati”, 1965 yilinda John Wood tarafindan
gelistirilmistir (Wood, Syarto ve Letterman, 1965). Konuyla ilgili zaman i¢inde pek ¢ok
calisma gergeklestirilmis olup 2013 yilinda Amerikan farmakopesinde yayimlanan “USP
(1087) Apparent intrinsic dissolution-Dissolution testing procedures for rotating disk and
stationary disk” (USP, 2021a)” monografi ile analiz yontemi standardize edilmistir.

Monografta iki tip IDR yontemi tanimlanmustir.

USP <1087> de tanimlanan IDR sistemlerine ait resimler Sekil 2.28’de sunulmustur. Her
iki yontem de standart ¢dziinme cihazlarinda calisabilir. iki yontem arasindaki fark ¢oziinme
ylizeyindeki sivi akisi seklidir. Donen diskte donme hizi, durgun sivida miihrenin kendi
doniisii ile saglanirken sabit diskte palet yardimi ile sivi akisi gergeklesir (USP, 2021a).
Doénen diskte numune asagi dogru dururken sabit diskte durus yukariya dogrudur. Bununla
birlikte yapilan ¢aligmalarda her iki sistem ile elde edilen IDR sonuglarinin birbirine benzer

oldugu gosterilmistir (Viegas ve digerleri, 2001).
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Sekil 2.28. USP <1087> de tanimlanan IDR sistemlerine ait resimler (a) Donen disk (rotating
disk, Wood aparatus), (b) Sabit disk (stationary disk)

Yontemde IDR degeri incelenmek istenen materyal, baski yardimiyla ¢ézliinmeyen ve sabit
ylizey alana sahip bir miihreye yerlestirilir. Materyalin yerlestirildigi sabit yiizeyli miihre,
hidrodinamik kosullardan olusabilecek varyasyonlardan korunmak amaciyla ¢6ziinme
kiivetinin belirli bir konuma sabitlenir. Bdylelikle materyalin sabit bir yilizey alandan
salinabilmesi saglanir (USP, 2021a). Literatiirde farkli analiz parametreleri ile
gergeklestirilmis ¢aligmalar bulunmakta olup Cizelge 2.21°de 6zetlenmistir. Bununla birlikte
IDR sonucu iizerinde en fazla etkili olan parametrelerin doniis hiz1 ve siirfaktan icerigi
oldugu: baski kuvveti, ¢oziinme ortami hacmi ve miihre konumunun etkisiz oldugu

literatiirde belirtilmistir (Pinto, Cabral ve Sousa, 2014) (Yu ve digerleri, 2004).

IDR genellikle birim zamanda salinan madde miktar1 seklinde (6rn. mg/dk) ifade edilirken
¢Ozlinme akisi (flux) birim zamanda birim ylizey alandan salinan madde miktar1 seklinde
ifade edilmektedir (6rn. (mg/dk)/cm?). Hesaplanmas: amaciyla zamana kars: kiimiilatif

¢oziinen madde miktar1 grafige gecirilir.

Veri noktalari tizerinden lineer regresyon yapilir. Regresyon Egim degeri (mg/dk) ¢6ziinme
hizin1 ifade eder. Aki ise “(mg/dk)/cm?” ile ifade edilir. Eger grafik lineer degil, pozitif
kavisli ise miihre icerisindeki baski almis tozun kirilmasi, dokiilmesi, delaminasyonu

nedeniyle olabilir. Grafik negatif kavisli ise amorf formun kristal forma doniisiimii, anhidrat
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formun hidrat form doniisiimii, tuz olusumu ya da sink kosula uyulmamasi s6z konusu

olabilir.

Elde edilen IDR degeri <0,1 mg/dk/cm? ise, etkin maddenin diisiik ¢oziiniirliige sahip
oldugu ifade edilir (Yu ve digerleri, 2004).

Cizelge 2.21. Literatiirde kullanilan IDR analiz parametreleri

Parametre Deger Referans
Disk Capv/ Yiizey Cap: 0,2-1,5 cm (USP, 2021a)
Alani Cap: 0,8 cm cap /0,5 cm? (Viegas ve digerleri, 2001)

(Dezani ve digerleri, 2013)
(Yu ve digerleri, 2004)

Cap: 0,6 cm /0,28 cm?”

(Milani ve digerleri, 2009)

Baski Siiresi/ 1 dk /15 MPa (USP, 2021a)
Kuvveti 4-5 dk / 2000psi (13,78 MPa, 1 Psi = (Viegas ve digerleri, 2001)
0,00689 MPa) (Yu ve digerleri, 2004)
1 dk /7,84 MPa (Milani ve digerleri, 2009)
Coziinme Sicakligi 37°C (USP, 2021a)
(Viegas ve digerleri, 2001)
Coziinme Hacmi 900 mL (Viegas ve digerleri, 2001)

(Yu ve digerleri, 2004)

Coziinme Ortami

Sink kosul, degaze, sulu

(USP, 2021a)

Coziintirliigh diisiik etkin maddeler igin
stirfaktan ya da kosolvan igeren ortamlar

(Viegas ve digerleri, 2001)

Donme Hizi

60-500 rpm arasinda degismekte olup
USP’de 300 rpm tavsiye edilmektedir

(USP, 2021a)

50 rpm

(Viegas ve digerleri, 2001)
(Dezani ve digerleri, 2013)

100 rpm

(Yu ve digerleri, 2004)
(Milani ve digerleri, 2009)

Aparat-Zemin
Mesafesi

1 ing (2,54 cm)

(Viegas ve digerleri, 2001)

0,5 ing

(Yu ve digerleri, 2004)

Numune Alma
Noktalar1

Minimum 5 nokta olmalidir.

(USP, 2021a)

Diisiik ¢oziiniirliikli API’lerde 8 saat
siirebilir

(Milani ve digerleri, 2009)
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Kimyasal Isim Marka Ismi Firma, Ulke
Asetonitril Asetonitril Merck, Almanya
Caco-2 Hiicre hatti Caco-2 Hiicre hatti ATCC, ABD

Dietilen glikol monoetil eter Transcutol® Gattefossé, Fransa
Dimetilaminoetil metakrilat Eudragit® E PO Evonik, Almanya
kopolimer

Dimetilformamid Dimetilformamid Merck, Almanya
Dimetilstilfoksit Dimetilsiilfoksit Glentham, Ingiltere
DMEM 4500 mg/L glukoz L- DMEM 4500 mg/L glukoz L- | Cegrogen, Almanya
glutamin sodyum piruvat ve glutamin sodyum piruvat ve

sodyum bikarbonat sodyum bikarbonat

Fetal bovine serum

Fetal bovine serum

Capricorn, Almanya

Fosfat tamponlu salin tabletler

Fosfat tamponlu salin tabletler

Bioshop, Kanada

Hanks’ Balanced Salts (HBS), Ca
& Mg, w/o Fenol kirmizisi

Hanks’ Balanced Salts (HBS),
Ca & Mg, w/o Fenol kirmizisi

Capricorn, Almanya

Hidroklorik asit (%37)

Hidroklorik asit (%37)

Merck, Almanya

Hidroksipropil betasiklodekstrin Kleptose® HPB Roquette, Fransa
Hidroksipropil metilseliiloz Affinisol® 15 cP Dow, ABD
Hidroksipropil seliiloz Klucel® EXF Ashland, ABD
HME Cleaner Plus® GMP HME Cleaner Plus® GMP Biogrund, Almanya
Lauroil makrogol-32 gliseritleri Gelucire® 44/14 Gattefossé, Fransa

L-Glutamin (200 mM)

L-Glutamin (200 mM)

Wisent, Kanada

Magnezyum stearat

Magnezyum stearat

Magnesia, Almanya

Mannitol/ Krospovidon/ Polivinil | Ludiflash® BASF, Almanya
alkol

Mannitol/ Misir nisastast Pearlitol® Flash Roquette, Fransa
Metanol Metanol Merck, Almanya
MTT Reajani MTT Reajani Serva, Almanya
PEG monostearat Gelucire® 48/16 Gattefossé, Fransa

PEG-32 Hidrojene palm glisteritleri

Acconon® C-50

Abitec, ABD
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Cizelge 3.1. (devam) Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Isim Marka Ismi Firma, Ulke
PEG-40 Hidrojene hint yagi Kolliphor® RH 40 BASF, Almanya
PEG-400 Kollisolv® 400 BASF, Almanya
PEG-4000 Carbowax® 4000 Ineos, Ingiltere
PEG-6 Pluriol® E300 BASF, Almanya
PEG-6000 / vinilkaprolaktam / vinil | Soluplus® BASF, Almanya
asetat kopolimeri

PEG-8000 Carbowax® 8000 Dow, ABD
Polioksil hint yag: Kolliphor® EL BASF, Almanya
Polisorbat 80 Kolliphor® PS 80 Croda, Ingiltere

Polivinil alkol 26-88

Polivinil alkol 26-88

Merck, Almanya

Polivinil alkol/polietilen glikol graft
kopolimeri

Kollicoat® IR

BASF, Almanya

PVP K-12 Kollidon® 12 BASF, Almanya
PVP K-17 Kollidon® 17 BASF, Almanya
PVP K-30 Kollidon® 30 BASF, Almanya
Poloksamer P188 Kolliphor® P188 BASF, Almanya
Poloksamer P407 Kolliphor® P407 BASF, Almanya

Potasyum dihidrojen fosfat

Potasyum dihidrojen fosfat

Merck, Almanya

Rufinamit (etkin madde)

Rufinamit (etkin madde)

MSN, Hindistan

Rufinamit (referans standart)

Rufinamit (referans standart)

Toronto research
chemicals, Kanada

Sodyum lauril siilfat

Sodyum lauril siilfat

Wisent, Kanada

Stearoil polioksil-32 gliseritleri

Gelucire® 50/13

Gattefosse, Fransa

Steril penisilin (10,000 Unite) ve
streptomisin (20 mg/mL) ¢ozeltisi

Steril penisilin (10,000 Unite)
ve streptomisin (20 mg/mL)
¢ozeltisi

Wisent, Kanada

Triasetin

Kollisov® GTA

BASF, Almanya

Trietil sitrat

Citrofol® Al

Jungbunzlauer, Isvicre

Tripan mavisi ¢ozeltisi (0,4%)

Tripan mavisi ¢ozeltisi (0,4%)

Bioind, Israil

Tripsin (% 0,25) Dulbecco's
phosphate-buffered saline (DPBS)

Tripsin (% 0,25) Dulbecco's
phosphate-buffered saline

Capricorn, Almanya

icerisinde (DPBS) igerisinde

Vinilpirolidon-vinil asetat Kollidon® VA64 BASF, Almanya
kopolimeri

WST-1 WST-1 Abbkine, ABD
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Alet ve Malzeme

Firma, Ulke

0,22 um naylon filtre

Sartorius, Almanya

0,45 um Hidrofilik PVDF filtre

Merck Millipore millex-HV, Almanya

3D Yazici Craftbot 3, Macaristan
-80°C dondurucu Thermo Scientific, ABD
96 gozli plakalar Sarstedt, Almanya

Analiz kolonu (Nucleosil C18, 5 um, 125
x 4.6 mm ters faz kolon)

Macherey-Nagel, Almanya

Dagilma

Erweka ZT 722, Almanya

Diferansiyel tarama kalorimetresi

Shimadzu DSC-60, Japonya

Dissoliisyon Distek Evaluation 6100, ABD
Ekstruder Filabot EX2, ABD

FTIR spektrometre Shimadzu Prestige, Japonya
HPLC Agilent 1260 LC, Almanya

Hiicre kiiltiirii flasklar1 (25cm2 ve 75 cm?2)

Sarstedt, Almanya

Inkiibator

Sanyo, Japonya

Kiitle Spektrofotometresi

Agilent 6550 Q-TOF Allions, Almanya

Kiime ve sikistirilmis dansite 6l¢timii

Pharma Test PT-DTI, Almanya

Laminar akis

Clean Air, Almanya

Manyetik karistirict

Heidolph MR Hei-Tech, Almanya

Mikro plaka okuyucu

SpectraMax, ABD

Otomatik pipet seti (200uL ve 1 mL)

Eppendorf, Almanya

Otomatik pipet ucu (200uL ve 1 mL)

Tarsons, Hindistan

Partikiil biiyiikligli 6l¢me cihazi

Malvern Mastersizer 2000, Ingiltere

pH Metre

Mettler Seven Easy, ABD

Saf su unitesi

MES13 Super M UP/5600, Minipure®, Tiirkiye

Santrifiij cihaz

Allegra X-30R, Almanya

Santrifiij tiipii (2mL, 15mL ve 50 mL)

Sarstedt, Almanya

SEM

Quanta 400F Field Emission, ABD

Serolojik pipet (SmL ve 25 mL)

Sarstedt, Almanya

Stabilite kabini

Niive TK 252, Tiirkiye

Su tayini (Karl Fischer)

Mettler Toledo V30, ABD
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Cizelge 3.2. (devam) Kullanilan alet ve malzemeler

Alet ve Malzeme

Firma, Ulke

Stizme kiti Alltech, Tiirkiye

Tablet Baski1 Korsch XL-100PRO, Almanya
Tablet Multicheck Erweka Multicheck, Almanya
Tensiometre Tinius Olsen H5KS, Norveg

Terazi (10mg-220g)

Mettler Toledo AB204-S, ABD

Terazi (5 Haneli, 2mg- 120g)

Mettler Toledo XSE105 DualRange, ABD

Ultrasantrifiij Hitachi CS 150GXL, Japonya
Ultrasonik banyo Brainsonic 221, Almanya
UPLC-MS WATERS H-Class, ABD
Vorteks Niive-NM 110, Tiirkiye

XRD Bruker D8 Advance, ABD
3.2. Yontem

Tez caligmalarinda rufinamit iceren eklemeli iiretim teknigi (fused deposition modelling,
FDM) ile 3 boyutlu yazicida firetilmis tablet formilasyonlarinin gelistirilmesi,
formiilasyonlarin karakterizasyonu, hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ve hayvan deneyi ¢aligmalari

yapilmigtir.

3.2.1. On formiilasyon ¢alismalari

Rufinamitin denge coziiniirlik tayini

Rufinamitin farkli ortamlardaki denge c¢oziiniirliik degeri, USP 43 <1236> Solubility
Measurements” monografinda belirtilen “Methods for Determination of Equilibrium
Solubility” yontemine uygun olarak gerceklestirilmistir. Bu yonteme gore etkin maddenin
asir1 miktar1 (1-2 mg/mL) kapakli bir flask i¢ine alinmus, tizerine flask hacminin yaris1 kadar
¢Oziiniirliik ortami ilave edilmis ve sonikasyon yardimiyla toz partikiillerin yiizey alam
artinlmistir. Flaskin dibinde c¢okelti oldugu goézlenmistir. Test numunesi ii¢ paralel
hazirlanmistir. Hazirlanan test cozeltileri 24 saat boyunca ultrasonik banyo iginde
37°C+0.5°C sicaklikta manyetik karistirict ile maksimum hizda karistirilmis, ¢oziiniirligiin
dengeye geldiginin tespiti amaciyla 6. Saat, 12. Saat ve 24. Saat’te numuneler alinmis,

gerekli seyreltmeler yapilmis ve uygun sekilde doyurulmus filtrelerden filtre edilerek valide
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edilen miktar tayini yontemiyle HPLC ile analiz edilmistir. Incelenen ¢dziiniirliik ortamlar

asagidaki gibidir:

e Saf Su

e Saf Su+%]1,0 SLS

e Saf Su+%2,0 SLS

e 0,1 NHCI

e 0,1 NHCI+ %2,0 SLS

e pH 4,5 Asetat Tamponu

e pH 4,5 Asetat Tamponu + %2,0 SLS
e pH 6,8 Fosfat Tamponu

e pH 6,8 Fosfat Tamponu + %2,0 SLS

Rufinamitin erime derecesi tayini

Rufinamitin erime derecesi tayini i¢in Gazi Universitesi eczacilik fakiiltesi farmasotik
teknoloji boliimii laboratuvarinda bulunan Shimadzu DSC-60 (Japonya) cihaz1 ile
diferansiyel taramali kalorimetri (Differential scanning calorimetry, DSC) ydntemi
kullanilmigtir. DSC, 6rnek ve referansin sicakliklarinin ayni olmasi i¢in gereken sicaklik
miktariin Ol¢iimiine dayanan termal analiz yontemidir. Calisma 10°C/dak tarama
hizinda 300°C’ye kadar yapilmustir. Ornekler 2 mg tartilarak aliiminyum 6rnek kaplarina
konulmustur. Bu 6rnek referans bos hiicreye karsi analiz edilmis ve etkin madde termogrami
elde edilmistir. 25°C - 300°C sicaklik aralifinda, azot atmosferi altinda deney
gerceklestirilmistir.

Rufinamitin kristal modifikasyonunun incelenmesi

Rufinamitin kristal modifikasyonu Gazi Universitesi Teknoloji Fakiiltesi laboratuvarinda
bulunan Bruker markali ve D8 Advance modelli X-1s51m1 difraktometresi (X-ray
diffractometer, XRD) cihaz1 kullanilarak 2,0 rotasyon/dk Ol¢iim hizinda 3°-90° 2-Theta

arasinda incelenmistir.
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Rufinamitin FTIR analizi

Rufinamitin Fourier doniisiimlii kizilotesi (Fourier transform infrared, FTIR) spektrumu
Drogsan ilaglari kalite kontrol bdliimii laboratuvarinda bulunan Shimadzu marka ve Prestige
modelli zayiflatilmis toplam yansima (Attenuated total reflection, ATR) modiilli ATR-FTIR

spektrometresi ile alinmis ve dalga sayis1 cm™ cinsinden degerlendirilmistir.

FTIR ile yapilan analizde 6rnek gonderilen kizilotesi 15181 absorbe eder, farkli dalga
boylarinda absorbe edilen enerji Ol¢iilerek maddenin molekiiler yapist ve bilesenleri
belirlenir. Farkli dalga boyunda elde edilen absorbsiyon bantlar1 her bir madde i¢in essizdir

ve maddelerin taninmasinda kullanilir.

Rufinamitin partikiil buyukliigi dagiliminin 6lcilmesi

Etkin maddenin partikiil biyiikligiinii 6l¢gmek icin Drogsan ilaglart Ar-Ge boliimii
laboratuvarinda bulunan Malvern marka ve Mastersizer 2000 modelli cihaz kullanilmistir.
Cihaz 0,02-2000 um arasindaki partikiil biiytkliigiine sahip tanecikleri Olgmeye
elveriglidir ve calisma prensibi partikiil ylizeyine carpan lazer 1s181min kirilmasinin
belirlenmesidir. Rufinamitin ¢6ziinmedigi ¢6ziicii olan su igerisinde disperse edilerek

Olgtimler yapilmistir (n=3).

Rufinamitin toz akis 6zelliklerinin belirlenmesi

Etkin maddenin kiime dansitesi, sikistirilmis dansitesi, basilabilme indeksi ve Hausner orani,
Avrupa Farmakopesi “<2.9.6> Powder flow” monografina uygun olarak gergeklestirilmistir

(Ph.Eur., 2020).

Rufinamitin kiitle spektrumu

Rufinamitin kiitle spektrumu, Gazi tiniversitesi farmasotik kimya laboratuvarinda bulunan 4
kutuplu ugus zamanl kiitle spektroskopisi (Quadropole time of flight, QTOF) dedektorlii
Agilent marka ve 6550 Q-TOF Allions modelli kiitle spektrometresi ile alinmistir. Bu amagla
I mg rufinamit 200 mL asetonitrilde ¢6ziindiiriilmiis, 0,5uL/dk akis hizinda sisteme

verilmistir.
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Rufinamitin UV spektrumu

Rufinamitin ACN:MeOH:Su (40:50:10) cozeltisi icindeki ultraviyole (UV) spektrumu,
Drogsan ilaglar1 Ar-Ge boliimii laboratuvarinda bulunan diyot dizisi dedektdrlii (diode array
detector, DAD) Agilent marka ve 1260 LC modelli yiiksek basingli sivi kromatografi (high
pressure liquid chromatography, HPLC) cihazi ile alinmistir.

3.2.2. Rufinamitin miktar tayini yontemlerinin gelistirilmesi ve validasyonu

Rufinamitin in-vitro salim calismalarinda ve stabilite testlerinde kullanilan miktar tayini
caligmalart Agilent marka ve 1260 LC modelli ultraviyole (Ultraviolet, UV) dedektorlii
HPLC cihazi ile gergeklestirilmistir (Yontem 1).

Rufinamitin in-vivo farmakokinetik salim ¢alismalarinda kullanilan miktar tayini caligmalari,
Waters marka ve H-Class modelli kiitle spektroskopisi (Mass spectroscopy, MS) dedektorlii
ultra basingli s1vi kromatografi (Ultra pressure liquid chromatography, UPLC) cihaz ile
gergeklestirilmistir (Yontem 2).

Miktar tayini yontemi (Yontem 1)

Rufinamitin miktarinin tayin edildigi in-vitro deneylerin gerceklestirilmesi i¢in Amerikan
Farmakopesinde rufinamit tablet icin belirtilen monograftaki yontem (USP, 2020a)
uygulanmis ve HPLC kullanilmustir. In-vitro deneyler i¢in Drogsan ilaglari Ar-Ge boliimii
laboratuvarinda bulunan HPLC’de mobil faz oranlar, akis hizi, kolon sicakligi gibi
parametreler degistirilerek en uygun c¢alisma sartlart belirlenmigtir. Rufinamitin = %2
sodyum lauril siilfat igeren saf su ¢ozeltisindeki ¢oziinme ve miktar tayini Cizelge 3.3’ deki

kosullarda gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.3. Rufinamitin HPLC analiz yontemi (Yontem 1) parametreleri

Kolon C18 5 um, 4.6*125 mm

Seyreltme ¢ozeltisi ACN:MeOH:Su (40:50:10)

Mobil faz MeOH:THF:Tampon (15:5:80) (Tampon:2.7g/L KH2PO4)
Akis debisi 1 mL/dakika

Enjeksiyon hacmi 25 ulL

Dalga boyu 210 nm

Kolon sicakligi 25°C

Alikonma zamani 5,5 dakika

Analitik yontem validasyonu (Yontem 1)

Validasyon, kullanilan yontemin devamli olarak dogru ve giivenilir bir sekilde beklenen
sonuglart verdiginin kanitlanmasi i¢in yapilmasi gereken islemler biitiiniidiir. Validasyon
islemleri ile yontemin gegerliligi ve giivenirligi kanitlanmis olur. Validasyon c¢alismalari
etkin madde miktar tayini ve in-vitro ¢oziinme testi calismalarinda kullanilan %2 sodyum

lauril siilfat iceren saf su ¢ozeltisinde yapilmistir.

Dogrusallik ve aralik

Analitik yontemin dogrusalligi, belirli bir aralik icinde numunedeki analitin konsantrasyonu
ile dogru orantili olan test sonuglar1 elde etme yetenegidir. Dogrusallik parametresini
gostermek icin %2 sodyum lauril siilfat iceren saf su ¢ozeltisinde i¢inde rufinamitin stok
cozeltileri hazirlanmistir. Bu stok cozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak 6 farkl
derisimde (0,02-0,05-0,12-0,24-0,27-0,29 mg/mL) ¢o6zeltiler hazirlanmigs ve HPLC’ye
enjekte edilmistir. Ilaveten analitik yontemin tayin edilen bilesen icin dogrusallik, dogruluk
ve kesinligin elde edilebildigi alt ve iist derisimler arasindaki araligin tespit edilmesi i¢in
dogrusallik calismasinin alt ve iist simir ¢ozeltilerinin 6’sar enjeksiyonunun RSD’si
hesaplanmistir. Derigimlere karsilik gelen pik alanlar1 bulunmustur. Elde edilen dedektor
yanitina gore derisim/alan grafigi ¢izilerek kabul kriterine uygunlugu test edilmistir. Gerekli

istatistiksel parametreler hesaplanmustir.
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Dogruluk ve geri elde

Analitik yontemin dogrulugu, 6rnek i¢indeki analiz edilecek maddenin hazirlanan derigimi
ile tayin neticesi bulunan derisimin birbiri ile uyum yakinlig1 seklinde ifade edilir. Miktar
tayini yonteminin dogrulugu geri elde etme yiizdesine baglidir. Rufinamitin %2 sodyum
lauril stilfat igeren saf su ¢ozeltisinde %10, %100 ve %120 seviyelerinde ve her bir
seviyeden 3’er adet olacak sekilde test ¢ozeltileri etkin maddenin plaseboya ilave edilmesi
yontemi ile hazirlanip yontemde belirtildigi gibi analiz edilmistir. Gerekli istatistiksel

parametrelerle degerlendirilmistir.

Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi, ayn1 homojen 6rnekten yapilan ardisik 6rneklemelerden elde
edilen Ol¢lim serileri arasindaki uyusum yakinlig1 (saginim derecesi) olarak tarif edilir. Bu
caligmada sistem kesinligi, yontem kesinligi ve laboratuvar i¢i kesinlik yapilmistir. Kesinlik

ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayisi ile degerlendirilmistir.

» Deney igi kesinlik (Tekrar edilebilirlik)

Deney i¢i kesinligi, ayni ¢aligma sartlarinda ve kisa zaman araliginda test edilir. Deney i¢i
kesinliginde, ornek hazirlama safhasindan gelecek hatalardan bagimsiz olarak sistem
performansinin Slgiitiidiir. Bu amagla dogrusallik ¢alismasindaki %100’liikk ¢dzeltinin 6
enjeksiyonu HPLC’ye enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglarin ortalamasi, standart

sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplanmustir.

» Deneyler aras1 kesinlik (Tekrar elde edilebilirlik)

Laboratuvarda deneyler arasindaki rasgele degisimlerin analitik yontemin kesinligi tizerine
etkisini gormek amaciyla ayn1 homojen numunenin farkl giinde, farkli cihazda veya farklh
analist tarafindan test edilmesidir. Bu parametrelerin tek tek hepsini denemek gerekmez. Bu
amagla ayni laboratuvarda farkli bir giinde, ayni analist tarafindan farkli bir cihaz ile
rufinamitin %2 Sodyum lauril siilfat i¢eren saf su ¢ozeltisinde 0,24 mg/mL’lik (% 100)
derisimde 6 farkli numune hazirlanip analiz edilmistir. Elde edilen pik alanlara karsilik

gelen derigimlerin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplanmustir.
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Ozgiinliik ve secicilik

Ozgiinliik ve segicilik, analiz edilecek maddenin matris etkisi ve katki maddelerinin
varliginda, {iriin i¢inde tartismaya yer vermeksizin kesin olarak tayin edilebilirligidir. Bu
amagla ¢oziicli, plasebo, test ¢ozeltisi ve standart ¢ozeltisi ayri ayr1 HPLC’ye enjekte
edilmistir. Tlaveten hazirlanan numunelerin HPLC sisteminde tikanmalara yol agmamasi
amactyla gerceklestirilen filtrasyon ¢aligmasinda kullanilan filtrenin tespiti amaciyla test
cozeltisi, standart ¢ozeltisi, ¢oziicli (blank) ve plasebo ¢ozeltileri analitik yontemdeki gibi
hazirlanmis, bu ¢ozeltilerin bir miktar1 santrifiij edilmis ve ist faz farkl filtre tipleri ile

siizlilerek viallere alinarak analiz edilmis ve % fark hesaplanmustir.

% Fark =((AS - AF) / AS)*100

AS : Santrifiij edilen test ¢ozeltisindeki pik alani

AF : Filtre edilen test ¢ozeltisindeki pik alani

Teshis ve tayin sinirt (LOD ve LOQ)

Teshis siir1 bir analitik yontemin saptayabilecegi en kiigiik derisim degeri olup, tayin sinir1
kantitatif olarak tayin edilebilecegi en kiiciik derisim degerini ifade eder. Teshis ve tayin

siirt su denklemlerle hesaplanir.

Teshis sinirnn=(3,3x0)/S

Tayin sinirt = (10x6) / S

o:kalibrasyon araligindaki en diisiik derisimin standart sapmast

S:kalibrasyon egrisinin egimi

Yontem saglamhigi

Bir analitik yontemin saglamligi, yontem parametrelerinin bilinerek yapilan kiiciik

degisimlerden etkilenmeden kaldiginin dl¢iistidiir ve analitik yontemin normal kullanildig:
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stirede glivenilirliginin gostergesidir. Saglamlik ¢aligmasinda yontemin hassas oldugu
noktalar tespit edildiginde bunlar analitik yontemde kullaniciya uyar: olarak belirtilmelidir.
Analitik yontemin 6zelligine gore yontem i¢in kritik oldugu diisiiniilenler parametreler ile
calisilmalidir ve parametrelerdeki degisiklik oranlari yontemde rutin ¢alisma sirasinda

meydana gelebilecek olasi kii¢lik sapmalar1 yansitacak miktarda olmalidir.

(Cozlinme analizleri formiilasyon gelisimi ¢alismasinda yol gosteren ¢ok 6énemli analizlerdir.
Saglam bir yontem ile analizlerin gerceklestirilmesi, yapilan formiilsyon gelisimi
calismalarini daha dogru degerlendirilmesine ve yonlendirilmesine imkan saglar. Bu nedenle
validasyon caligmasinin saglamlik parametresinde istatistiksel merkezi tekrarli (CCD,
central composite design) deney tasarimi kullanilarak yontem parametrelerinde Cizelge
3.4°de belirtilen degisiklikler yapilmis ve yapilan bu degisikliklerin sistem uygunluk
parametreleri ve test sonuglari tizerinde etkisi istatistiksel sonuglar ve ¢oklu degiskenler igin
gelistirilmis tasarim alani (design space) iizerinden incelenmistir. Tasarim alan1 gelisiminde
cevap olarak etkin madde alikonma zamanlari, alan degerleri, kuyruklanma faktorii ve teorik

plaka sayis1 belirlenmistir.

Cizelge 3.4. Istatistiksel merkezi tekrarli deney tasarimi kullanilarak ydntem
parametrelerinde yapilan degisiklikler

Faktorler Seviyeler

-a -1 0 +1 +a
A: Kolon Sicakligi (°C) 20 22 25 28 30
B: Mobil Faz THF Orani1 (%) 3 4 5 6 7
C: Akis Hiz1 (mL/dk) 0,90 | 0,94 1,00 | 1,06 1,10

(Cozelti ve hareketli faz stabilitesi

Analizi yapilacak maddenin stabil olarak analiz sartlarinda bekletilme siiresi saptanmalidir.
Seg¢ilecek bekletilme siiresi analize 6zgiidiir. Eger etkin madde bu siire ve saklama sartlarinda
bozulacak olursa bu sartlar limitlendirilir ve yontemde belirtilir. Bu amagla rufinamitin %2
sodyum lauril siilfat iceren saf su ¢ozeltisinde 0,24 mg/mL’lik (% 100) derisimdeki test ve
standart ¢ozeltileri stabilite calismalarinda kullanilmistir. Cozeltiler 25°C sicaklikta 5, 10 ve

15 saat stirelerde bekletilmis ve miktar tayini Yontem 1’e gére HPLC ile tayin edilmistir.



100

Miktar tayini yontemi (Yontem 2)

Bu yontem in-vivo deneylerde kullanilmak icin gelistirilmistir. Rufinamitin in-vivo
caligmalardan elde edilen Orneklerle miktar tayini, literatiirde belirtilen UPLC-MS
yontemi (Gall, Vancea, Dogaru ve Szilagyi, 2013) modifiye edilerek Cizelge 3.5’te belirtilen
kosullarda yapilmistir. Calismalar Drogsan ilaglar1 Ar-Ge boliimii laboratuvarinda bulunan

UPLC-MS sistemi ile gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.5. Rufinamitin biyoanalitik tayininde kullanilan UPLC-MS yo6ntemi (Yontem 2)

parametreleri
Kolon C18 5 pm, 4,6*125 mm
Mobil faz Metanol: Su: Formik asit (40:60:0,1 h/h)
Akis debisi 1 mL/dakika
Kolon sicakligi 40°C
Enjeksiyon hacmi 50 L
Kaynak Sicakligi 120°C
Desolvasyon sicakligi 450°C
Kon gaz akis debisi 50 L/saat
Desolvasyon gazi akis debisi 600 L/saat
Kon Voltaj 25V
Alikonma zamant 4 dakika

Analiz i¢in plazma numunelerinin elde edilmesi

Wistar tiirli sicanlardan alinan kan numuneleri heparinli tiiplere konarak 10000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmis ve plazmanin ayrilmasi saglanmistir. Elde edilen plazma toplanip -

80°C’de derin dondurucuda saklanmistir.

Analiz edilecek etkin madde i¢eren plazma numunesinin hazirlanmasi

Etkin maddenin metanol igerisinde farkli derisimlerde ¢o6zeltisi hazirlanmistir. 200 pL
plazma iizerine etkin madde igeren 300 puL ¢ozelti ve 500 pL metanol ilave edilerek
numuneler hazirlanmistir. Numuneler 30 saniye vorteks karistirict ile karigtirilmistir ve
10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant kisim alinip 0,22 pm’lik

membran filtreden siiziilmiistliir. Hazirlanan bu analiz numunesinin 500 pL’si UPLC-MS
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sistemine enjekte edilerek analiz edilmistir. In-vivo calismalar i¢cin WATERS H-Class

UPLC-MS cihazi kullanilmistir.

Biyoanalitik yontemin validasyonu (Yontem 2)

Kullanilan yontemin kabul edilebilirligini saglayan validasyon parametrelerinden,
dogrusallik, dogruluk, ekstraksiyon etkinligi, kesinlik, 6zgiinliik ve se¢icilik, teshis ve tayin

sinir1 ve plazma numunelerinin stabilitesi incelenmistir.

Dogrusallik

Dogrusallik, belirli bir derisim aralig1 i¢erisindeki numuneler ile elde edilen yanitin orantilt
oldugunun ifadesidir. Rufinamitin plazma igerisindeki 10 farkli derisimde (0,015-0,040-
0,10-0,20-0,50-1,00-1,60-2,00-4,00-6,00 pg/mL) 3 ayr seri ¢ozeltisi hazirlanmistir ve
UPLC-MS’e enjekte edilmistir. Derisimlere karsilik gelen pik alanlari bulunmustur.
Rufinamitin farkli derisimlere karsilik elde edilen pik alanlarina en kiigiik kareler yontemi
uygulanmistir ve standart dogru denklemi elde edilmistir. Gerekli istatistiksel parametreler

hesaplanmustir.

Dogruluk ve ekstraksiyon etkinligi (Geri elde)

Analiz yonteminin dogrulugu, olgiilen degerin, gercek degere yakinligidir. Miktar tayini
yonteminin dogrulugu geri elde etme yilizdesine baglidir. Rufinamitin plazma igerisinde
hazirlanan 0,04 pg/mL (LLOQ), 1 pg/mL ve 2 pg/mL rufinamit iceren ¢ozeltileri UPLC-
MS’e enjekte edilmis ve elde edilen pik alanlarindan kalibrasyon denklemi kullanilarak

ekstraksiyon etkinligi hesaplanmustir.

Kesinlik

Kesinlik, bir yontemin birbirini izleyen Ol¢limleri arasindaki yakinligin derecesini ifade
etmektedir. Analitik yontemin kesinligini tayin etmek amaciyla deney i¢i ve deneyler

arasi kesinlik ¢alismalar1 yapilmistir.
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» Deney ici kesinlik ( Tekrar edilebilirlik)

Rufinamitin deney i¢i kesinligini incelemek icin sigan plazmasi igerisindeki stok
¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan 1 pg/mL derisimdeki ¢ozeltisi arka

arkaya 6 kez UPLC-MS’e enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglarin ortalamasi, standart

sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplanmustir.

> Deneyler arasi kesinlik (Tekrar elde edilebilirlik)

Rufinamitin plazma igerisinde 1 pg/mL derisimlerde ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
numuneler birbirini takip eden 2 giin igerisinde 6’sar kez UPLC-MS’e enjekte edilmistir.
Elde edilen pik alanlarina karsilik gelen derisimlerin ortalamasi, standart sapmasi ve

varyasyon katsayis1 hesaplanmistir.

Ozgiinliik ve secicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi saptamasi
gerekmektedir. Numune icinde var olan diger maddelerin ayni1 dalga boyunda saptanip
saptanmadiginin kontrolii yapilmistir. Bu amacgla blank plazma, mobil faz ve etkin

madde iceren standart ¢ozeltisi UPLC-MS sistemine enjekte edilmistir.

Teshis ve tayin siniri

Teshis bir analitik yontemin saptayabilecegi en kiiciik derisim degeri olup tayin sinir
(Vendrame ve digerleri) ve kantitatif olarak tayin edilebilecegi en kiigiikk derisim degeri
(LOQ) ile ifade edilir. Teshis ve tayin sinir1 asagidaki denklemlerle hesaplanir.

Teshis siir1 (LOD)=(3,3x0)/S

Tayin siir1 (LOQ)=(10x6) /S

c:kalibrasyon araligindaki en diisiik derisimin standart sapmast

S:kalibrasyon egrisinin egimi
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Plazma orneklerinin stabilitesi

Rufinamitin plazma igerisindeki stabilitesi otomatik ornekleyici stabilitesi ve dondurma-
cozdiirme stabilitesi olmak iizere iki ayr1 sekilde incelenmistir. Otomatik Ornekleyici
stabilitesinin incelenmesi amaciyla 0,04ug/mL, lpg/mL ve 2pg/mL derisimlerinde
numuneler 4°C otomatik Ornekleyicide belirli siire bekletilmis ve belirlenen zaman
araliklarinda miktar tayini Yontem 2’ye gére UPLC-MS ile tayin edilmistir. Dondurma-
¢ozme stabilitesinin incelenmesi i¢in 1pg/mL derisimde hazirlanan ¢ozeltiler belirli sayida -
18°C’de dondurulup ¢6ziilmiis ve miktar tayini Yontem 2’ye gore UPLC-MS ile tayin

edilmistir.

3.2.3. Referans iiriin karakterizasyonu

Referans iiriin olan Inovelon® Film Tablet (Eisai, Japonya) i¢in kalitatif ve kantitatif igerik
bilgisine iiriine ait 6zet {irtin 6zellikleri, literatiir ve patent taramasi (Portman, Hoffmeier,
Burkhard, Sherrer ve Szelagiewicz, 2004) sonucu ulasilmigtir. Farmakokinetik 6zellikler
literatiirden elde edilmistir. Fizikokimyasal karakterizasyonu i¢in agirlik, sertlik, su miktar

ile birlikte miktar tayini, ilgili bilesikleri ve ¢6ziinme 6zelligi incelenmistir.

3.2.4. Formiilasyon gelistirme ¢calismalar1 oncesinde risk analizleri

Formiilasyon gelistirme calismalar1 Tasarimla Kalite (QbD) prensipleri dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Bu anlamda Uluslararast uyum konferansi (International conference on
harmonization, ICH) tarafindan yayimlanan ICH Q8 kilavuzu (EMA, 2017) ile Amerika Gida
ve Ilag Idaresi (Food and Drug Administration, FDA) tarafindan yayimlanan érnek QbD
gelisim bagvuru dokiimanlar1 (FDA, 2012) (FDA, 2011) referans alinmustir.

Bu kapsamda asagidaki sekilde sistematik bir risk analizi yaklagimi uygulanmaistir.

e Oncelikle tiim varyasyon kaynaklarinin tespit edilmesi amaciyla kalitatif bir risk analizi
yontemi olan “balik kil¢ig1 diyagrami (Ohtsuka ve digerleri)” ¢izilmistir (Yazilim:
Xmind® 8 (Version Update 4)).
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e Ardindan kalite hedefli iirlin profili (Quality target product profile, QTPP) ve kritik kalite
ozellikleri (Critical quality attributes, CQAs) yar1 kantitatif bir risk analizi yontemi olan
“sebep-sonug¢ matriksi” yardimiyla incelenmistir.

e Daha sonra kritik materyal 6zellikleri (Critical material attributes, CMAs) ve kritik proses
parametreleri (Critical process parameters, CPPs) kantitatif bir risk analizi yontemi olan

“Lean QbD®” ile tespit edilmistir (Yazilim: LeanQbD®, 2015).

Gergeklestirilen risk analizi sonrasi kritik bulunan parametrelerle ilgili kontrol stratejisi

belirlenmistir.

3.2.5. Plasebo filament formiilasyonlarinin gelistirilmesi iizerine ¢calismalar

Calismanin amact en yliksek ¢oziinmeye sahip 3DP formiilasyonun gelistirilmesidir. Bu
amagla ¢oziinmeyi artirabilecek farkli polimer, plastiklestirici ve siirfaktanlarin etkisi
incelenmek istenmistir. Bu amagla oOncelikle plasebo formiilasyonlar ile filament elde
edilebilirlik taramasi yapilmis, ardindan uygun yardimci maddelere rufinamit eklenerek

gelistirme calismasina devam edilmistir.

Plasebo filament formiilasyon ¢alismalarinda ilk asamada polimer se¢imi yapilmak
istenmistir. Bu amacgla denenen polimerlere ait fizikokimyasal 6zellikler Cizelge 3.6’da,
hazirlanan formiilasyonlara ait kantitatif igerikler Cizelge 3.7°de verilmistir. Polimer
seciminin ardindan secilen polimer ile plastiklestirici se¢imi yapilmistir. Bu amagla denenen
plastiklestiricilere ait fizikokimyasal 6zellikler Cizelge 3.8’de, hazirlanan formiilasyonlara ait
kantitatif icerikler Cizelge 3.9’da verilmistir. Polimer ve plastiklestirici se¢iminin ardindan,
stirfaktan se¢imi yapilmistir. Bu amacla denenen siirfaktanlara ait fizikokimyasal 6zellikler
Cizelge 3.10°da, hazirlanan formiilasyonlara ait kantitatif icerikler Cizelge 3.11°de

verilmistir.
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Cizelge 3.8. Farkli plastiklestiricilere ait fizikokimyasal 6zellikler

Molekiil Agirlig

Suda ¢oziiniirliik

Triasetin

218 g/mol (Pubchem, 2020f)

58 mg/mL (Pubchem, 2020f)

Trietil sitrat

276 g/mol (Pubchem, 2020g)

65 mg/mL (Pubchem, 2020g)

PEG-6 300 g/mol (BASF, 2015) Coziiniir (BASF, 2015)

PEG-400 400 g/mol (BASF, 2012:10- Coziiniir (BASF, 2012:10-
100) 100)

PEG-4000 4000 g/mol (Dow, 2020c) 66 mg/mL (Dow, 2020c)

Cizelge 3.9. Farkli plastiklestiriciler igeren plasebolara ait icerikler (%)*

PL-14 PL-15 PL-16 PL-17 PL-18
Triasetin 7,0 - - - -
Trietil sitrat - 7,0 - = -
PEG-6 - - 7,0 - -
PEG-400 - - - 7,0 -
PEG-4000 - - - B 7,0

*Biitiin formiilasyonlar % 25 oramnda HPMC, %25 oraminda Kollidon® VA 64 ve %43 oraminda Soluplus®

icermektedir.
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Plasebo formiilasyonlar iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda hem hizli ¢6ziinebilecek hem
de 3DP islemi igin yeterli dayamkliliga sahip filamentlerin “HPMC, Soluplus® ve Kollidon®
VA64” karisimi ile elde edilebilecegi tespit edilmistir.

Bu karigim i¢in denenen plastiklestiriciler incelendiginde, en uygun plastiklestirici maddenin
“Triasetin” oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla rufinamit yiiklenecek formiilasyonlardaki

®

polimer karisiminin “HPMC, Soluplus® ve Kollidon® VA64” ve plastiklestiricinin

“Triasetin” olmasina karar verilmistir.

Calisma kapsaminda son olarak ¢Ozlinmenin artirilmasi igin formiilasyona stirfaktan
eklenmistir. Eklenen siirfaktanlar arasinda filament elde edilebilen optimum stirfaktan se¢imi,
rufinamit yiliklenen formiilasyonlarda ¢6ziinme davranislarinin  karsilagtirilmas: ile

gerceklestirilmistir.

3.2.6. Rufinamit yiiklii 3DP tablet formiilasyonlarinin gelistirilmesi iizerine calismalar

Plasebo formiilasyonlar iizerinden filament elde edilebilen yardimci maddelerin tespit
edilmesinin ardindan, uygun yardimci maddelerle rufinamit igceren 3DP tablet

formiilasyonlar1 ¢aligilmigtir.

Rufinamit yiiklii 3DP tabletlerin hazirlanmasinda FDM yo6ntemi kullanilmigtir. FDM ile 3DP
tablet tiiretilmesi yonteminde oncelikle etkin madde ve yardimci maddeler uygun bir
karistiricida karistirilmistir. Ardindan Gazi tiniversitesi eczailik faiiltesi farmasotik teknoloji
boliimiinde bulunan ekstriider araciligiyla 120°C ekstriizyon sicakliginda ve 20 rpm

ekstriizyon hizinda 1,75 mm ¢apinda filamentler haline getirilmistir.

Elde edilen filamentler 3DP cihazina yiiklenerek asagidaki parametrelerle tabletler elde

edilmistir:

e Baski sicakligi :215°C

e Tabla sicaklig1 : 60°C

o Ekstriider ¢ap1 : 0,4 mm

o Ekstriider hiz1 : 60 mm/sn
e Gezici hizt : 120 mm/sn
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e Rezoliisyon : 0,2 mm
e Kovan sayisi 14
e Kovan kalinhigr  : 0,8 mm

Tabletlerin ii¢ boyutlu ¢izimleri, Thinkercad® yazilim ile “.stl” formatinda hazirlanmus,
ardindan bu yazilm Craftware® (19.11.19 Version 1.22 ) yazilmi ile 3DP cihazinin
okuyabilecegi “.gcode” formatmna déniistiiriilmiistiir. Uretim akis semas1 Sekil 3.1°de

sematize edilmistir.

Sekil 3.1. FDM-3DP yo6ntemi ile tabletlerin hazirlanmasi

Rufinamit iceren formiilasyon caligmalarinda ilk asamada farkli siirfaktanlarin ¢éziinme
tizerinde etkisi incelenmek istenmistir. Bu amagla hazirlanan formiilasyonlara ait kantitatif

igerikler Cizelge 3.12°de verilmistir.

Siirfaktan se¢iminin ardindan, siirfaktan oranlarinin ¢ézlinme iizerinde etkisi incelenmistir.

Bu amagla hazirlanan formiilasyonlara ait kantitatif icerikler Cizelge 3.13te verilmistir.

Siirfaktan tipi ve oran tespitinin ardindan, formiilasyonda dispersant olarak kullanilan
“Kollidon® VA64” maddesinin ¢dziinme iizerinde etkisi incelenmek istenmistir. Bu amacla

hazirlanan formiilasyonlara ait kantitatif igerikler Cizelge 3.14’te verilmistir.
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Cizelge 3.12. Rufinamit yiiklii formiilasyonlarda farkli siirfaktanlarin ¢oziinme iizerinde
etkisinin incelenmesi i¢in hazirlanan formiilasyonlara ait igerikler (%)

PEG-40 Polisorbat Lauroil PEG Stearoil
Hidrojene 80 makrogol-32 | monostearat polioksil-32
hint yag1 gliseritleri gliseritleri

A01 | 4,0 - - - -

A03 |- 4,0 - - -

A04 |- - 4,0 - -

A05 |- - - 4,0 -

A06 | - - - - 4,0

*Biitiin formiilasyonlar % 15 oraninda rufinamit, %20 oraninda HPMC, %20 oraninda Kollidon® VA 64, %34
oranmda Soluplus® ve %7 oraninda Triasetin igermektedir.

Cizelge 3.13. Rufinamit yiikli formiilasyonlarda farkli siirfaktan oranlarmin ¢odziinme
iizerinde etkisinin incelenmesi i¢in hazirlanan formiilasyonlara ait igerikler

(%)
HPMC PEG monostearat
A05 20,0 4,0
A07 18,0 6,0
A08 16,0 8,0
A09 14,0 10,0
A10 22,0 2,0
All 19,0 5,0
Al2 24,0 0,0

*Biitiin formiilasyonlar % 15 oraninda rufinamit, %20 oraninda Kollidon® VA 64, %34 oraninda Soluplus® ve
%7 oraninda Triasetin igermektedir.

Cizelge 3.14. Dispersant maddenin ¢oziinme iizerinde etkisinin incelenmesi i¢in hazirlanan
formiilasyonlara ait icerikler (%)

HPMC Kollidon® VA64
Al7 40,0 0,0

*Biitiin formiilasyonlar % 15 oraninda rufinamit, %34 oraninda Soluplus®, %7 oraninda Triasetin ve %4,0
oraninda PEG monostearat icermektedir.

Bu ¢alismalarin ardindan tespit edilen optimum yardimeci1 maddelerle 3 boyutlu printer ile
iiretilen tabletlerin i¢c dolgu oranlari (infill ratio) ve dis geometrilerinin ¢éziinme iizerindeki

etkisi incelenmek istenmistir. Bu amagla hazirlanan farkli i¢ dolgu oranlarina sahip 3DP
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tabletlere ait goriintiiler Sekil 3.2°de, farkli dis geometrilerle hazirlanan 3DP tabletlere ait

goriintiiler Sekil 3.3’te sunulmustur.

I¢ dolgu orani % 10 % 50 % 100

Yazilim

gorunimu

3DP Tablet

gorunimu

Sekil 3.2. Farkli i¢ dolgu oranlarinda iiretilen tabletlere ait goriintiiler

Di1s geometri Yarim kiire Oval Piramit

Yazilim

gorunimi

3DP Tablet

gorunimi

Sekil 3.3. Farkli dis geometrilerle iiretilen tabletlere ait goriintiiler

3.2.7. Rufinamit iceren filament ekstriizyonu sonrasi ekstriidder temizlik yonteminin
gelistirilmesi

Rufinamit i¢eren filamentlerin ekstriizyonunun ardindan, ekstriiderin temizlenmesi amaciyla
temizlikte kullanilacak temizleyici madde tipi ve miktar1 analitik ¢calismalarla belirlenmistir.
Bu amagcla Cizelge 3.15°de verilmis ti¢ farkli tip temizleyici madde iizerinden denemeler

yapilmustir.
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Cizelge 3.15. Filament ekstriideri temizleyici madde tipleri

Temizleyici Madde Tipi Icerik Bilgisi Ekstriizyon Sicaklig1

HME Cleaner Plus® HPMC, MC, Propilen glikol, 160-170°C (Biogrund,
Kolloidal silika (Biogrund, 2017a)
2017b)

Filabot Dyna-Purge D2® Yiiksek molekiil agirliklt 200°C (Filabot, 2017)
polimerler (Filabot, 2017)

Ultra Purge® 5150 Polietilen (Mouldsplus, 2020) 250°C (160-350°C)

(Mouldsplus, 2020)

Ekstriider temizleme prosediirii asagidaki ve Sekil 3.4’°deki gibidir:

. Yaklasik 50 g agirliginda Optimum 3DP formiilasyonu fiziksel karisimi (rufinamit igerir)
20 rpm ekstriizyon hizinda ve 120°C ekstriizyon sicakliginda ekstriiderden gegirilmistir.

. Ardindan 20 g ilgili temizlik maddesi 20 rpm ekstriizyon hizinda ve kendi ekstriizyon
sicakliginda ekstriiderden gegirilmistir. Gegirilen bu materyal atik kabina alinmistir.

. Hemen ardindan sistemden 20 g Optimum 3DP formiilasyonuna ait plasebo fiziksel
karigimi (rufinamit igermez) 20 rpm ekstriizyon hizinda ve 120°C ekstriizyon sicakliginda
ekstriiderden gecirilmistir. Analiz i¢in ayirilmigtir.

. 2.ve 3. asamalar iki defa daha tekrar edilmistir.

. Elde edilen plasebo materyali {izerinden, gelistirilen ve valide edilmis rufinamit miktar
tayini yontemi ile miktar tayini analizi yapilmstir.

. En diisiik rufinamit kalintis1 birakan temizlik maddesi tipi ve miktari, optimum temizlik
yontemi olarak belirlenmis ve rufinamit iceren tiim filament {iretimlerinin ardindan bu

yontemle ekstriiderin temizligi saglanmistir.
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Sistemden sirasiyla asagidaki maddeler

gegirilir
1. 2. 3.
Optimum Temizleyici Optimum
Formiilasyona Madde Formiilasyona
ait fiziksel ait Plasebo
karisim fiziksel karisimi
(rufinamit (rufinamit
igerir) icermez
(50 9) (20 g) (20 g)

¥ ¥ ¥

Plasebo
tizerinden
miktar tayini _
analizi
yapllir.

Sekil 3.4. Ekstriider temizlik yontemi tespiti prosediirii

3.2.8. Rufinamit iceren konvansiyonel tablet hazirlama yontemi

Rufinamit yiiklii konvansiyonel tabletlerin hazirlanmasinda oncelikle etkin madde ve
optimum 3DP tablet formiilasyonunda kullanilan yardimci maddeler uygun bir karistiricida
karigtirilmis, ardindan bu karigima %1 oraninda magnezyum stearat ilave edilerek tekrar
karistirilmistir. Elde edilen basima hazir toz Drogsan ilaglar1 Ar-Ge boliimii laboratuvarinda
bulunan rotari tablet baski makinesinde 22 mm uzunlugunda ve 10 mm genisliginde zimba

ile tabletler halinde basilmustir.
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3.3. Optimum Filament ve 3DP Tablet Formiilasyonu Uzerinde Yapilan Kontroller
3.3.1. Ge¢imlilik testleri

DSC analizi

Rufinamit ile hazirlanan 3DP formiilasyonlarinda kullanilan maddeler arasinda etkilesim
olup olmadiginin incelenmesi i¢in DSC analizleri yapilmstir. Calismalar 10°C/dak tarama
hizinda 300°C’ye kadar yapilmistir. Asagidaki ornekler 2 mg tartilarak aliiminyum 6rnek
kaplarina  konulmustur. Aliiminyum kapak kapatilarak aletin 1sitma hiicresine
yerlestirilmistir. 25°C -300°C sicaklik araliginda, 50 mL/dk akista azot atmosferi altinda
deneyler gerceklestirilmistir.

e Rufinamit: Triasetin 1:1 karisimi1

e Rufinamit: Gelucire® 48/16 1:1 karisimi

e Rufinamit: Soluplus® 1:1 karigimi

e Optimum 3DP formiilasyonu (A05) fiziksel karigimi

e Optimum 3DP formiilasyonu (A05) filamenti

e Optimum 3DP formiilasyonu (A0S5)

e Optimum 3DP formiilasyonu (A05) plasebo formiilasyonu

e Referans iiriin: Inovelon® Film Tablet
XRD analizi

Rufinamit ile hazirlanan 3DP formiilasyonlarinda kullanilan maddeler arasinda etkilesim ve
etkin maddenin polimorfik yapisinda bir degisim olup olmadiginin incelenmesi i¢in XRD

analizleri yapilmstir.

Etkin maddenin kristal modifikasyonu asagidaki 6rnekler {izerinde, XRD cihazi kullanilarak

2,0 rotasyon/dk 6l¢tim hizinda 3°-90° 2-Theta arasinda incelenmistir.

e Optimum 3DP formiilasyonu (A0S5) fiziksel karigimi
e Optimum 3DP formiilasyonu (A05)filamenti
e Optimum 3DP formiilasyonu (A05)
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e Optimum 3DP formiilasyonu (A05) plasebo formiilasyonu

e Referans iiriin: Inovelon® Film Tablet

FTIR spektrumu

Asagidaki numunelerin FTIR spektrumlar: Shimadzu marka ve Prestige modelli ATR-FTIR

spektrometresi ile alinmis ve dalga sayis1 cm™! cinsinden degerlendirilmistir.

Rufinamit

Optimum formiilasyona ait fiziksel karigim (rufinamit icerir)

Optimum formiilasyona ait plasebo fiziksel karigimi (rufinamit icermez)

Optimum formiilasyona ait 3DP tablet

Referans iiriin (Inovelon® Film Tablet)

3.3.2. Filamentlerde yapilan fiziksel testler

Filamentlerin 3DP yo6ntemi i¢in uygunluklarmin tespiti icin kalinlik ve mekanik
dayanikliliklar1 Giilhane eczacilik fakiiltesi laboratuvarinda incelenmistir. Filamentlerin
mekanik dayanikliliklar1 tensiyometre yardimiyla “Kopma kuvveti” ve “Uzama yiizdesi”

Ozellikleri lizerinden incelenmistir. Tensiometrik Slgtimlerde kullanilan analiz parametreleri

asagidaki gibidir:

e Yiik aralifn : 100N

e Uzatma aralig1 : 10 mm

e Test hizt : 300 mm/dk
e (Gosterge uzunlugu : 250 mm

3.3.3. 3DP tabletlerde yapilan fiziksel testler ve miktar tayini

Hazirlanan tabletlerin agirlik, sertlik ve su miktarlar1 incelenmistir. Hazirlanan filamentlerin
ve tabletlerin i¢erdikleri rufinamit miktari, gelistirilen ve valide edilen miktar tayini yontemi

ile incelenmistir.
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3.3.4. In-vitro ¢éziinme tayini

Tabletlerden rufinamitin in-vitro ¢ézlinme tayini yontem parametreleri asagidaki sekildedir.

Belirlenen zaman noktalarinda ortamdan 5 mL numune ¢ekilmis, ayn1 miktarda taze ¢ozelti

¢Oziinme ortamina eklenmistir. Cozlinme ortamindan alinan numuneler uygun sekilde

doyurulmus bir filtreden siiziilerek HPLC sisteminde analiz edilmistir.

Aparat Tipi

e (Coziinme Hacmi

e Rotasyon Hizi

e (oziinme Sicakligl

e Numune Alma Noktalar
e Deney tekrar sayisi

e (CoOzlinme ortami

: USP Aparat II (D6nen palet)

: 900 mL

275 rpm

:37°C

: 15.dak., 30.dak., 45.dak., 1.sa., 2.sa., 6.sa¢, 24.sa.
: 3 Tekrar

: Saf Su + %2,0 SLS (FDA, 2020c)

3.3.5. Intrinsik coziinme tayini

Saf etkin madde ve ogiitiilmiis 3DP tabletlerden rufinamitin intrinsik ¢ézlinme tayini

Hacettepe tiniversitesi eczacilik fakiiltesi farmasotik teknoloji laboratuvarinda yapilmistir. Bu

amagla kullanilan aparata ait fotograf Sekil 3.5, yontem parametreleri asagidaki gibidir:

Aparat Tipi

e Baski Basincy/ Siiresi
e Yiizey Alan

e (Coziinme Hacmi

e Rotasyon Hizi

e (oziinme Sicakligi
e (Coziinme Ortami

e Numune Alma Noktalari

: Donen disk (Wood apareyi)
: 1000 psi, 1 dk

20,5 cm?

: 900 mL

: 200 rpm

:37°C

: %2 SLS ve Saf Su

: 1.Sa-2.Sa-3.Sa-4.Sa-5.Sa
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Sekil 3.5. Intrinsik ¢ozlinme aparati

3.3.6. Salim Kkinetigi

Tiim formiilasyonlarin zamana kars1 elde edilen kiimiilatif salim profilleri sonuclarindan
salim kinetikleri belirlenmistir. Bu amagla DDSolver® programi kullanilmistir (Siswanto,

Fudholi, Nugroho ve Martono, 2015).

3.3.7. In-vitro stabilite calismalari

Hazirlanan optimum tabletlerin fizikokimyasal stabilitesi (tablet boyutu, agirligi, sertligi,
miktar tayini, su miktari, ¢oziinme) ICH Q1A (R2) kilavuzuna uygun olacak sekilde
254£2°C/%60+5 bagil nem kosulunda 20 ay, 40+2°C/%75+5 bagil nem kosulunda 6 ay

siireyle bekletilerek incelenmistir.
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3.3.8. Formiilasyonlarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
Hazirlanan filament ve 3DP tablet formiilasyonlarinin sekilleri ve yiizey 6zellikleri SEM

cihazi kullanilarak incelenmistir. Formiilasyonlar, Sekil 3.6’da sunuldugu gibi iki tarafi

yapigkan bant aracilig1 ile metal levhalar {izerine sabitlenmis, altin-paladyum karisimi ile

kaplanarak fotograflari ¢ekilmistir.

Sekil 3.6. SEM goriintiileme i¢in numunelerin hazirlanigi

3.3.9. Hiicre Kkiiltiirii calismalari

Deneylerde Caco-2 insan kolorektal kanser hiicre hatti ve Hep G2 insan hepatoseliiler
karsinoma olmak {iizere iki tip hiicre dizisi kullamilmistir. Hiicre dizileri ATCC’den
(American Tissue Culture Collection) alinmistir. Biitiin deneylerde biiyliime fazindaki
hiicreler kullanilmigtir. Hiicre kiiltiirli ¢alismalar1 Hacettepe tliniversitesi eczacilik fakiiltesi

farmasotik teknoloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
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Caco-2 ve Hep G2 hiicrelerinde rufinamitin sitotoksik etkilerinin MTT testi ile
degerlendirilmesi

Sitotoksisite calismalari, Caco-2 insan kolorektal kanser hiicre hatti ve Hep G2 insan

hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt1 lizerinde gergeklestirilmistir.

e Karaciger hiicre hattinin se¢iminde, etkin maddenin en ciddi yan etkisinin karaciger
toksisitesi oldugu dikkate alinmistir (Bialer ve digerleri, 2013). Hep G2 hiicre hatti, normal
karaciger parankimal hiicrelerine benzer sentez ve plazma proteini sekresyonu
yapabilmesi nedenleriyle ksenobiotiklerin incelendigi ¢aligsmalarda siklikla tercih edilen
bir hiicre hattidir (Nowrouzi ve digerleri, 2010).

e (Caco-2 hiicre hatti, oral kullanim i¢in tasarlanan ila¢ sekillerinin sitotoksisitesinin
degerlendirilmesinde 1L.929 hiicre hatt1 ile beraber en ¢ok kullanilan hiicre hattidir
(Elsayed, Sharaf-Eldin ve Wadaan, 2015) (Bu, Narayanan, Dalrymple, Cheng ve
Serajuddin, 2016) (Fernandes ve digerleri, 2012). Caco-2 hiicre hattinin se¢ilmesinin bir
diger nedeni ise permeabilite ¢alismasmin yapilacagr Caco-2 hiicrelerinin hiicre gecis

calismasi esnasinda hangi derisimlerde canli kalabileceginin goriilmesidir.

Saf etkin madde (rufinamit), referans iiriin (Inovelon® 200 mg Film tablet) ve optimum 3DP
formiilasyon (A5-3DP) i¢in MTT testi uygulanmistir. Calisma esnasinda her iki hiicre hatti

icin de hiicre canliliklar1 48 saat boyunca izlenmistir.

Caco-2 hiicreleri yiiksek derisimlerde glikoz igeren DMEM besiyeri kullamlarak 25 cm®’lik
flasklara ekilmistir. DMEM besiyeri 4 mM L-Glutamin ve sodyum piriivat, %10 FBS, % 0,5
penisilin (10,000 {inite) ve streptomisin siilfat (10,000 pg/mL) igerecek sekilde hazirlanmustir.
Hep G2 hiicreleri i¢in diisiik derisimlerde glikoz iceren DMEM besiyeri kullanilmistir.
DMEM besiyeri 1 mM L-Glutamin ve Sodyum Piriivat, %10 FBS, % 0,5 Penisilin (10,000
iinite) ve streptomisin siilfat (10,000 ug/mL) icerecek sekilde hazirlanmigtir. Hiicreler 37
°C’de, % 5 COz igeren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Hiicre canlilig1 degerlendirilmesi
oncesi % 80 doluluga erisen flasklarda yer alan hiicreler % 0,025 derisimde tripsin — EDTA
¢oOzeltisi ile kaldirilip yeniden siispande edildikten sonra tripan mavisi ile muamele edilerek

hemositometre yardimiyla hiicre sayilar1 saptanmastir.

Sitotoksisite testi i¢in 96 kuyucuklu plaklara 5x10° hiicre/mL olacak sekilde ekim yapilmustir.

Ekilen hiicreler hiicre canlilig1 degerlendirmesi dncesi kiiltiir kosullar1 altinda gece boyunca
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bekletilmistir. 24 saatin ardindan bosaltilan kuyucuklara besiyeri igerisinde rufinamit,
referans iiriin (Inovelon®) ve optimum formiilasyon (A5-3DP) 100 pL hacimde ve 3 farkli
derisimde (ImM, 0,5 mM ve 0,25 mM) ¢ozelti halinde uygulanmistir. 24 ve 48 saatlik
stirelerin sonunda hiicre canliliklart MTT yontemi (3-[4,5-dimetil tiyazol-2-il]-2,5-difenil

tetrazolyum bromiir) ile degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak besiyeri kullanilmistir.

Formiilasyon uygulanan plaklara belirlenen siirelerin sonunda Spug/mL derisimde 25 pL MTT
cozeltisi eklenmis ve 4 saat bekletilmistir. 4 saat sonunda canli hiicreler tarafindan olusturulan
mor renkli formazan kristallerini ¢g6zmek i¢in her bir kuyucuga 80 pLL % 23°liikk SDS ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Gece boyunca bekletilen plaklarda olusan mor rengin absorbansi 570 nm’de

ELISA plak okuyucu ile 6l¢iilmiistiir.

Formiilasyonlarin permeabilite deneyleri

Permeabilite ¢aligmalari, bagirsak hiicrelerinin tek tabakali yapisini taklit etmesi sebebiyle
tercih edilen Caco-2 hiicre hatti (pasaj 10-15) ile gergeklestirilmistir. Hiicreler DMEM
besiyeri kullanilarak 75 cm?’lik flasklara ekilmistir. DMEM besiyeri 4mM L-Glutamin ve
Sodyum Piriivat, %10 FBS, % 0,5 Penisilin (10,000 iinite) ve streptomisin siilfat (10,000
nug/mL) icerecek sekilde hazirlanmistir. Hiicreler 37 °C’de, %5 CO: igeren ortamda
inkiibasyona birakilmistir. % 80 doluluga erisen flasklarda yer alan hiicreler % 0,025
derisimde tripsin — EDTA ¢ozeltisi ile kaldirilip yeniden siispande edildikten sonra tripan

mavisi ile boyanarak hemositometre yardimryla hiicre sayilar saptanmustir.

Permeabilite galismasi igin tripan mavisi ile sayim yapildiktan sonra 12x10* hiicre/mL olacak
sekilde insertlere (ThinCerts, 12 kuyucuk, 1 uM por capi, transparan) ekim yapilmistir.
Apikal boliime 0,5 mL ve bazolateral boliime 1 mL ortam eklenmistir. Plaklar 37 °C’de, % 5
COgz igeren ortamda inkiibe edilmistir. Kiiltlir ortam1 giin asir1 degistirilmis ve permeabilite

caligmalar1 21 giin sonra hiicre tek tabakasi doluluga ulasinca gerceklestirilmistir.

Hiicre tek tabakasinin biitiinliigli transepitel elektrik direnci (TEER) Ol¢timii yapilarak
degerlendirilmistir. Caco-2 hiicre tek tabakalarinin TEER degerleri, Millicell-ERS epitel
voltametre ile dl¢iilmiistiir. Calisma sirasinda, elektriksel rezistansit 400 Q.cm? ve iizeri
degerde olan hiicre tabakalart kullanilmistir. 21 giin sonunda apikal ve bazolateral

kompartmanlarda bulunan besiyeri bosaltilarak apikal ylize 0,5 mL, bazolateral ylize 1 mL
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10 mM HEPES igeren HBSS (fenol kirmizisi icermeyen) uygulanarak hiicreler yikanmustir.
Yikama islemi sonrasi apikal kompartmana transport ortamui i¢erisinde 1mM, 0,5 mM ve 0,25
mM derisimde rufinamit igeren etkin madde, referans iiriin (Inovelon®) ve hazirlanan
formiilasyon (A5-3DP) c¢ozeltileri uygulanarak 60 rpm hizda calkama ile 37 °C’lik su
banyosunda 2 saat siireyle bekletilmistir. 2 saatin sonunda bazolateral kompartmanda yer alan
ortam toplanarak gelistirilip valide edilen HPLC yontemi ile analiz gergeklestirilmistir. Hiicre
tek tabakalarinin elektrik rezistansi 2 saatlik inkiibasyon siiresi ardindan tekrar Olciilerek
hiicre bitiinliigiiniin korundugu gosterilmigtir. Hiicrelere ait goriintiiler Sekil 3.7°de

sunulmustur.

(b)

Sekil 3.7. (a) Caco-2 hiicrelerinin well-plate’lere ekimi. (b) Caco-2 hiicrelerinin faz kontrast
gorintiileri (10x) (c) Caco-2 hiicrelerinin faz kontrast goriintiileri (20x) (d) Caco-
2 hiicrelerinin faz kontrast goriintiileri (40x)
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3.3.10. Ticari iiriin Inovelon® film tablet ve optimum 3DP tablet formiilasyonlari ile
yapilan in-vivo calismalar

Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanilmistir. in-vivo deneyler, Gazi Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 (Evrak Tarih ve Sayisi: 14/03/2019-E.34144) alinarak
yapilmistir. Deneyler Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlari Bakim ve

Arastirma Unitesi’nde gerceklestirilmistir.

Farmakokinetik ¢aligmada 250-300 gram agirli§inda Wistar albino cinsi 24 adet erkek sican
kullanilmastir. Siganlara verilecek doz miktari, literatiire gore hesaplanarak doz doniisiimii
uygulanmistir (Nair ve Jacob, 2016) (Cizelge 3.16). Hayvanlara ~20 mg/kg ve ~40 mg/kg
dozlarda rufinamit igeren ticari iiriin Inovelon® ve 3DP tabletleri &giitiiliip su ile siispande

halde oral yoldan 1 defa verilmistir.

Cizelge 3.16. Farmakokinetik ¢alisma i¢in yapilan doz doniisiimii hesabi

Insan i¢in | Sicani¢in | Optimum 3DP Tablet (A05) | Inovelon ® Film tablet
Kilogram | Kilogram Sican i¢in Sican I¢in
Basina Basina Kilogram Kilogram 250
Bir Tablette | Almnan Alinan Bagina Bagina -
Bulununan | Rufinamit | Rufinamit Alinmasi 250 g Sigan |y as | Sisan Iein
Rufinamit Dozu Dozu Gereken Bilrc;;l . Gereken BB;:-tIll)li)Z
Dozu (mg/kg) | (mg/kg) | Bitmis Uriin | . - - | Bitmis Uriin | o003
. Bitmis Uriin . Uriin
(mg) . Miktari Agirh@ (mg) Miktan Asirhién
(lnsan= 60 . (Slganz (mg/kg) g g g (mg/kg) (gm )g
kg) Insan dozu (Rufinamit (Rufinamit g
/0.162) orani: %15) orani: %53)
200 33 20 135.80 34 38.43 10
400 6.7 41 275.72 69 78.03 20

Farmakokinetik caligmalarda siganlar Cizelge 3.17°de belirtildigi sekilde gruplara ayrilmistir.

Cizelge 3.17. Farmakokinetik ¢alisma i¢in hayvanlarin gruplandirilmasi.

Doz* Gruplar
Insan Sican (mg/kg) 1. Grup 2. Grup
N=6, Test N=6, Referans
200mg | 20,58 mg/kg (3DP Tablet) (Inovelon® Film Tablet)
Insan Sican (mg/kg) 3. Grup 4. Grup
N=6, Test N=6, Referans
400mg | 41,15 mg/kg (3DP Tablet) | (Inovelon® Film Tablet)

*Doz doniigiimii literatiire uygun gerceklestirilmistir (Nair ve Jacob, 2016)
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Sicanlar bir gece agliktan sonra oral yoldan dozlanmistir. Farmakokinetik calismalar iki
sekansli ve tek periyotlu tasarim seklinde gerceklestirilmistir. Kan 6rnekleri kuyruk veninden
yaklagik 400pL hacminde 1-2-3-4-6-12-24-36 ve 48. saatlerde Heparin igeren tiiplere
alinmig, 10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek hazirlanan plazmalar analiz edilecegi
zamana kadar -80°C’de saklanmistir (Gall, Vancea, Szilagyi, Gall ve Kolcsar, 2015) (Wright,
Chen, Martinez ve Davies, 2012). Analiz numunelerinde ekstraksiyon metanol ile yapilmustir.
200pL plazma iizerine 500 pL metanol ilave edilip 30 saniye vorteks karistirici ile
karigtiritlmis ve 10000 rpm’de 10 dakika santriflij edilerek hazirlanmistir. Stipernatant kisim
almip 0,22 pum’lik membran filtreden siiziilmiistiir. Hazirlanan bu analiz numunesinin 500

uL’si UPLC-MS sistemine enjekte edilerek analiz edilmistir.

Kan alma goriintiileri Sekil 3.8’de sunulmustur. Deney sonunda si¢anlar intraperitoneal
ksilazin (10 mg/kg) - ketamin (90 mg/kg) uygulamasi ile genel anestezi altina alinmig ve
kalpten kan alinarak sakrifiye edilmistir. Farmakokinetik parametrelerin belirlenmesi i¢in

Kinetica® Version 5.0 programi kullanilmugtir.

Sekil 3.8. Sigan kuyruk veninden kan alma goriintiileri






4. BULGULAR

4.1. On Formiilasyon Calismalar

4.1.1.Rufinamitin denge ¢oziiniirliik tayini
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Rufinamitin farkli ortamlardaki denge ¢oziintirliikk degeri Boliim 3.2.1°de anlatildig: sekilde

gerceklestirilmistir. Rufinamitin farkli ortamlardaki denge ¢Oziiniirliik degerleri Cizelge

4.1’de sunulmustur. Rufinamitin ¢oziintirligi pH’a bagimli degildir. Bununla birlikte ortama

ylizey etkin madde olarak eklenen SLS ’ye bagl olarak artmaktadir.

Cizelge 4.1. Farkli ¢oziiniirlik ortamlarinda rufinamit denge c¢oziiniirlik degerleri
(T=24. saat) (n=3, ortalama+SS)

900 mL’de Cozilinebilecek

%2 (a/h) SLS

Coziiniirliik ortam Cozinirlik (mg/L) Maksimum Miktar (mg)
Saf su 54,7+ 0,6 49

0,1 N HCI 54,1 41,9 49

pH 4,5 asetat tamponu 56,1+ 1,5 50

pH 6,8 fosfat tamponu 57,0+ 0,3 51

Saf'su + %1 (a/h) SLS 210,7+2,3 190

Saf su+ %2 (a/h) SLS 676,1 3.5 609

0,1 N HCI+ %2 (a/h) SLS 689,133 620

D mars T a8l =34 613

pH 6,8 fosfat tamponu + 695.6 +3.3 626

(SLS: Sodyum lauril siilfat)

4.1.2.Rufinamitin erime derecesi tayini

Rufinamitin erime derecesi Bolim 3.2.1°de anlatildigi

Rufinamit 238°C’de endotermik pik vermistir (Sekil 4.1).

sekilde gerceklestirilmistir.
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Thermal Analysis Result (Exo Up)

¢

Heat Flow (Normalized)

238°C

20.00 60.00 100.00 140.00 180.00 220.00 260.00 300.00
Temp (°C)

Sekil 4.1. Rufinamitin erime derecesi tayini

4.1.3. Rufinamitin kristal modifikasyonunun incelenmesi

Rufinamitin kristal modifikasyonu Boliim 3.2.1°de anlatildigi sekilde gergeklestirilmistir.

XRD difraktogrami Sekil 4.2°de, difraktograma ait ham veriler Cizelge 4.2°de verilmistir.

XRD Diffractogram

Intensity

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0

2-theta(deg)

Sekil 4.2. Rufinamitin kristal modifikasyonu
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Cizelge 4.2. Rufinamitin kristal modifikasyonu

d (A°) Intensity
10,5 Orta
5,14 Orta
4,84 Cok giicli
4,55 Gigli
4,34 Orta
4,07 Orta
3,51 Orta
3,48 Orta
3,25 Gigli
3,19 Orta
3,15 Orta
3,07 Orta
2,81 Orta

4.1.4. Rufinamitin FTIR analizi

Rufinamitin Fourier Doniisiimlii kizilotesi spektrumu Boliim 3.2.1°de anlatildigi sekilde
almmis ve dalga sayist cm-1 cinsinden degerlendirilmistir. Rufinamitin FTIR spektrumu

Sekil 4.3’te ve yapisinda bulunan baglar Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Rufinamitin FTIR spektrumu
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(izelge 4.3. Rufinamitin yapisinda bulunan baglar

Rufinamitin FTIR Spektrumu Rufinamitin yapisinda bulunan baglar
1396,46 cm-1 N-H bagi

1473,62 cm-1 N-H bagi

1631,78 cm-1 C=0 bagi

3095,75 cm-1 =C-H bagi

3184,48 cm-! =C-H bag

3412,08 cm-! N-H bag:

4.1.5. Rufinamitin partikiil bityiikliigii dagiliminin ol¢iilmesi

Rufinamitin partikiil biiytikligii dagilimi 6l¢iimii Boliim 3.2.1°de anlatildigr sekilde
gerceklestirilmigtir. Partikiil biytikliigli dagilimi Sekil 4.4°te verilmistir. Rufinamitin partikiil
boyutu dagilimi d (0.1): 2.609 um + 0.165, d (0.5): 7.615 pm £ 0.183 ve d (0.9): 15.536 um
+ 0.539 olarak bulunmustur (n=3+£SS).

d{0.1): 2.609 um dio5) 7.615 um d(0.9): 15536 um
Particle Size Distribution
10
= 8
=
g 6
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2 4
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2
8.01 0.1 1 10 100 1000 3000

Particle Size {(pm)
—RUFINAMID, Monday, May 28, 2018 4:41:29 PM
—RUFINAMID, Monday, May 28, 2018 4:41:42 PM
—RUFINAMID, Monday, May 28, 2018 4:41:55 PM
—RUFINAMID - Average, Monday, May 28, 2018 4:41:28 PM
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o= m| | e | 2@ am) | 22| om| | ZE| | | ZE|
o=l ol | o=l em| | 2l am) | 2| om| | =] | |2
we| o= | oom| om| | S| ez | 3R] | | BE| | |&E| o=
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a1 1096 11.482 12076 1298 8249

Sekil 4.4. Rufinamitin partikiil boyutu dagilimi
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4.1.6. Rufinamitin toz akis 6zelliklerinin belirlenmesi

Rufinamitin toz akis Ozellikleri Bolim 3.2.1°de anlatildigi sekilde gercgeklestirilmistir.
Rufinamitin kiime dansitesi 0,11 g/mL + 0,01, sikistirillmig dansitesi 0,20 g/mL + 0,01,
basilabilme indeksi 44 + 6, Hausner oran1 1,80 + 0,18 ve y1gin agis1 72°+2 olarak bulunmustur
(n=3, Ort.£SS).

4.1.7. Rufinamitin kiitle spektrumu

Rufinamitin kiitle spektrumu Boélim 3.2.1°de anlatildigi sekilde c¢ekilmistir. Kiitle
spektrumu Sekil 4.5’te verilmistir. Rufinamitin molekiil agirhigi 238 g/mol olarak

bulunmustur.

10 |C10 H8 F2N4 O +ESI Scan (t 0.781 min) Frag=400.0V Rufinamide S posiive1.d
16 2200741
CI0HSF2N4O
15
14
13
12

11

09
08
07
06
05

04

2400774
C10H8F2N4 O

02
2410799

o1 C10H8F2N4 0
0 L ==

287 288 239 2% 2001 2302 293 294 2305 236 2007 2308 209 20 2401 2402 2403 2404 2405 206 2007 2408 2409 241 2411 2412 2413 2414 2415 2416 2417
Counts vs. Mass-to-Charge (m'2)

03

Sekil 4.5. Rufinamitin kiitle spektrumu

4.1.8. Rufinamitin UV spektrumu

Rufinamitin ultraviyole (UV) spektrumu Boliim 3.2.1°de anlatildig1 sekilde ¢ekilmigtir. UV
spektrumu Sekil 4.6’da verilmistir. Rufinamitin maksimum absorbans verdigi dalga

boyunun 207 nm oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.6. Rufinamitin UV spektrumu

4.2. Rufinamitin Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesi ve Validasyonu

4.2.1. Miktar tayini yontemi (Yontem 1)

Rufinamitin %2 SLS igeren saf su ortamindaki miktar tayinine ait validasyon ¢alismalari

HPLC aleti kullanilarak B6liim 3.2.2°de anlatildig: gibi gerceklestirilmistir.

Dogrusallik ve aralik

Rufinamitin %2 SLS igeren saf su ortaminda 0,02-0,29 mg/mL derisim araliginda 6 farkli
derisimde numune hazirlanarak HPLC’ye enjekte edilmis ve dogrusallik parametresi
degerlendirilmistir. Derisimlere karsilik gelen pik alanlar1 bulunmus ve grafige gecirilmistir.

Sekil 4.7°da kalibrasyon dogrusu gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Rufinamitin %2 SLS iceren saf su ortamindaki kalibrasyon dogrusu

[laveten analitik yontemin tayin edilen bilesen igin dogrusallik, dogruluk ve kesinligin elde
edilebildigi en alt ve en iist derisimler arasindaki araligin tespit edilmesi i¢in dogrusallik
caligmasinin alt ve {ist siir ¢ozeltileri 6’sar kez enjekte edilmis ve RSD’si hesaplanmustir.
Yapilan ¢alismada RSD degerinin en alt seviye olan 0,02 mg/mL derisimi i¢in %1,23, en list
seviye olan 0,29 mg/mL derisimi i¢in %0,83 oldugu, dolayisiyla gelistirilen yontemin bu

derisim araliginda ¢aligildiginda uygun oldugu bulunmustur.

Dogruluk ve geri elde

Rufinamitin %2 SLS igeren saf su ortaminda hazirlanan %10, %100 ve %120 rufinamit
iceren ¢ozeltilerinde kalibrasyon denklemi kullanilarak geri elde miktarlar1 hesaplanmis ve
gerekli istatistiksel parametrelerle degerlendirilmistir. Hesaplanan degerler Cizelge 4.4’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Rufinamitin %2 SLS igeren saf su ortamindaki dogruluk ve geri elde sonuglari

Seviye Cozeltideki rufinamit | Hesapla bulunan rufinamit % Geri | Varyasyon
derisimi (mg/mL) derisimi (mg/mL) (Ort £SS) | elde katsayisi

% 10 | 0,023 0,023+0,001 104 0,815

% 100 | 0,223 0,229+0,001 103 0,403

% 120 | 0,267 0,277+0,004 104 1,298
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Kesinlik

Deney ici ve deneyler arasi kesinlik olmak tizere iki farkli parametre incelenmistir. Kesinlik

ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayisi ile degerlendirilmistir.

» Deney ici kesinlik (Tekrar edilebilirlik)

Rufinamitin %2 SLS igeren saf su ortamindaki stok c¢ozeltisinden 0,22 mg/mL derisimde
hazirlanan ¢ozelti arka arkaya 6 kez HPLC’ye enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglarin
ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon Kkatsayis1 hesaplanmistir. Cizelge 4.5’de

rufinamitin %2 SLS igeren saf su ortamindaki deney igi kesinlik sonuglar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Rufinamitin %2 SLS igeren saf su ortamindaki deney i¢i kesinlik sonuglari

Ornek No Ruﬁl}amit ¢Ozeltisinin Hesapla bulunan derisimler
derigimi (mg/mL) (mg/mL)
1 0,22 0,23
2 0,22 0,23
3 0,22 0,23
4 0,22 0,23
5 0,22 0,23
6 0,22 0,23
ORT - 0,23
Standart sapma - 0,01
Varyasyon katsayisi - 0,64

» Deneyler arasi kesinlik (Tekrar elde edilebilirlik)

Ayni laboratuvarda farkli bir giinde, ayni1 analist tarafindan farkli bir cihaz ile rufinamitin
%2 sodyum lauril siilfat igeren saf su ¢ozeltisinde 0,24 mg/mL’lik (% 100) derisimde 6 farkl
numune hazirlanip analiz edilmistir. Elde edilen pik alanlarina karsilik gelen derisimlerin
ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplanmistir. Deneyler arasi kesinlige

ait sonuglar Cizelge 4.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Rufinamitin %2 SLS igeren saf su ortamindaki deneyler arasi kesinlik sonuglar1
(Analist: 1, Cihaz: 1) (Analist: 1, Cihaz: 2)

Test Cozelti No Sonuglar (%)
Analist 1 2

1 104 102
2 104 104
3 105 103
4 104 101
5 105 103
6 103 104
Ortalama 104 103
RSD (%) 1 1
Ortalamalar arasi fark (%) 1

Ozgiinliik ve secicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi saptayabildiginin,

¢oziicli ve plasebonun ayni dalga boyunda absorbans gosterip gostermediginin kontrolii

yapilmistir. Cozlicii, plasebo, test ¢ozeltisi ve standart ¢ozeltisine ait kromatogramlar Sekil

4.8-Sekil 4.11 arasinda gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Coziicliniin %2 SLS iceren saf su ortamindaki kromatogrami
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Sekil 4.9. Plasebonun %2 SLS iceren saf su ortamindaki kromatogrami
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Sekil 4.10. Test ¢ozeltisinin %2 SLS iceren saf su ortamindaki kromatogrami
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Filtre etkisi

Hazirlanan numunelerin HPLC sisteminde tikanmalara yol a¢mamasi amaciyla
gergeklestirilen filtrasyon calismasinda kullanilan filtrenin tespiti amaciyla test ¢ozeltisi,
standart ¢ozeltisi, ¢oziicii (blank) ve plasebo ¢ozeltileri analitik yontemdeki gibi hazirlanmus,
bu ¢ozeltilerin bir miktar1 santrifiij edilmis ve tist faz farkli filtre tipleri ile siiziilerek viallere
alinarak analiz edilmis ve % fark hesaplanmistir. Tiim filtre tiplerinde blank ve plasebo
cozeltilerinde etkin madde piki alikonma zamaninda herhangi bir pik gézlenmemistir. Test
ve standart ¢ozeltilerinde denenen tiim filtrelerde %fark degeri %1’in altinda ve uygun

bulunmustur. Filtre tipleri ve %fark degerleri Cizelge 4.7’ de sunulmustur.

Cizelge 4.7. Rufinamitin %2 SLS iceren saf su ortamindaki filtre etkisi sonuglar

STANDART TEST

ALAN % Fark |ALAN | % Fark
Filtrelenmemis 28975,0 - 28922,0 |-
F1: Distek Filter Disk 290560 03 28887.0 |0.1

0.45 pm Hidrofilik PVDF

F2: Millipore Millex-HV
0.45 pm Hidrofilik PVDF

F3: Millipore Millex-FH
0.45 um Hidrofobik PTFE

28806,0 0,6 28998,0 10,3

289717,0 0,1 29016,0 0,3

Teshis ve tayin sinir1 (LOD ve LOQ)

Gelistirilen analitik yontemin teshis sinir1 ve tayin sinir1 hesaplanmigtir. Analitik yontemin

LOD degeri 0.0010 mg/mL, LOQ degeri 0.0031 mg/mL olarak bulunmustur.

Yontem saglamligi

(Cozlinme analizleri formiilasyon gelisimi ¢alismasinda yol gosteren ¢ok 6énemli analizlerdir.
Saglam bir yontem ile analizlerin gerceklestirilmesi, yapilan formiilsyon gelisimi
calismalarini daha dogru degerlendirilmesine ve yonlendirilmesine imkan saglar. Bu nedenle
validasyon caligmasinin saglamlik parametresinde istatistiksel merkezi tekrarli (CCD,
central composite design) deney tasarimi kullanilarak yontem aydinlatilmistir. Yontem

parametrelerinde istatistiksel merkezi tekrarli (CCD, central composite design) deney
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tasarimi1 kullanilarak Boliim 3.2.2°de belirtilen degisiklikler yapilmis ve yapilan bu

degisikliklerin sistem uygunluk parametreleri ve test sonuglar1 {izerinde etkisi istatistiksel

sonuclar ve ¢oklu degiskenler icin gelistirilmis tasarim alani (design space, MODR)

tizerinden incelenmistir. Tasarim alani gelisiminde optimizasyon cevaplar1 (ATP) olarak

etkin madde alikonma zamanlari, alan degerleri, kuyruklanma faktorii ve teorik plaka sayisi

belirlenmistir. Deney tasarimi sonuglar1 Cizelge 4.8’de, ANOVA analizi sonuglar1 Cizelge

4.9°da, istatistiksel olarak gelistirilen matematiksel esitlikler ve tasarim alan1 gelistirmek i¢in

belirlenen optimizasyon limitleri Cizelge 4.10°da ve gelistirilen tasarim sahalar1 Sekil

4.12°de sunulmustur. Sekil 4.12’de bulunan sar1 bdlgeler sistem uygunluk kriterlerinin

karsilandig1 tasarim alan1 olusturmaktadir.

Cizelge 4.8. Deney tasarimi ¢aligmalar1 sonuglari

FAKTORLER CEVAPLAR
STANDART TEST
RUN
C ALAN Simetri Plaka ALAN Simetri Plaka
Faktorii Sayisi Faktori Sayisi

1 25 3 1,00 28799 | 0,76 1246 29044 | 0,77 1248
2 22 4 1,06 27243 | 0,67 1084 27289 | 0,68 1088
3 28 4 0,94 30553 | 0,76 1242 30885 | 0,79 1255
4 28 4 1,06 27017 | 0,76 1203 27139 | 0,79 1201
5 22 4 0,94 30527 | 0,82 1249 30831 | 0,83 1253
6 25 5 0,90 31979 | 0,86 1309 32292 | 0,87 1269
7 25 5 1,00 28831 | 0,86 1207 28883 | 0,85 1205
8 25 5 1,00 28918 | 0,86 1208 29033 | 0,88 1221
9 25 5 1,10 25979 | 0,84 1116 26389 | 0,85 1134
10 25 5 1,00 28603 | 0,87 1229 28979 | 0,9 1244
11 25 5 1,00 28922 | 0,89 1245 29027 | 0,89 1260
12 30 5 1,00 28764 | 0,92 1327 28821 | 0,93 1327
13 25 5 1,00 29094 | 0,91 1270 29035 | 0,93 1265
14 20 5 1,00 29133 | 0,91 1183 29287 | 0,93 1181
15 25 7 1,00 27857 | 1,05 1136 28599 | 0,83 1050
16 22 6 1,06 26917 | 1,00 1039 27399 | 0,89 951
17 22 6 0,94 30316 | 1,11 1301 30847 | 0,94 1036
18 28 6 1,06 26905 | 1,04 1282 27164 | 091 1211
19 28 6 0,94 31264 | 1,04 1441 30088 | 1,00 1288
20 25 3 1,00 28799 | 0,76 1246 29044 | 0,77 1248
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Cizelge 4.9. Istatistiksel deney tasarrmi ANOVA sonuglar1 ((a) standart ¢dzelti, (b) test

cozelti)
(A) Standart Cozelti
Cevaplar Hata Kaynag Kareler Serbestlik | Ortalama F Prob
Toplam Derecesi | Kareler Degeri > F*
Alan Model 4,473E+007 | 3 1,491E+007 | 135,89 <
0,0001*
A : Kolon Sicakhg 975,44 1 975,44 8,890E- | 0,9261
003
B : MF THF Oram 1,697E+005 | 1 1,697E+005 | 1,55 0,2327
C : MF Akis hiza 4,456E+007 | 1 4,456E+007 | 406,12 <
0,0001*
Residual (Kalintr) 1,646E+006 | 15 1,097E+005
Lack of fit (Uyum 1,518E+006 | 11 1,380E+005 | 4,31 0,0853
eksikligi)
Pure Error (Hata) 1,279E+005 | 4 31982,30
Total (Genel Toplam) 4,638E+007 | 18
R? 0,9645
Simetri Model 0,21 3 0,070 32,42 <
Faktorii 0,0001%*
A : Kolon Sicakhg 2,071E-005 | 1 2,071E-005 | 9,591E- | 0,9233
003
B : MF THF Orani 0,20 1 0,20 94,32 <
0,0001*
C : MF Akis hiza 6,313E-003 | 1 6,313E-003 | 2,92 0,1079
Residual (Kahinti) 0,032 15 2,159E-003
Lack of fit (Uyum 0,031 11 2,774E-003 | 5,90 0,0505
eksikligi)
Pure Error (Hata) 1,880E-003 | 4 4,700E-004
Total (Genel Toplam) 0,24 18
R? 0,8664
Plaka Model 1,282E+005 | 6 21361,99 9,95 0,0005*
Sayisi A : Kolon Sicakhg 39791,86 1 39791,86 18,53 0,0010%*
B : MF THF Oram 732,27 1 732,27 0,34 0,5700
C : MF Akis iz 66026,45 1 66026,45 30,75 0,0001*
AB 9180,13 1 9180,13 4,28 0,0609
AC 6555,12 1 6555,12 3,05 0,1061
BC 5886,13 1 5886,13 2,74 0,1237
Residual (Kalintr) 25763,20 12 2146,93
Lack of fit (Uyum 22940,40 8 2867,55 4,06 0,0958
eksikligi)
Pure Error (Hata) 2822,80 4 705,70
Total (Genel Toplam) 1,539E+005 | 18
R? 0,8326

*”Prob > F” degerleri 0,05’ten kiigiik olan terimler anlamli olarak kabul edilmistir. “Model” terimi Prob > F
degeri 0,05’ten kiiciik ve “Lack of fit” terimi i¢in Prob > F degeri 0,05’ten biiyiik olan modeller tasarim
alaninda kullaniligtir.
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Cizelge 4.9. (devam) Istatistiksel deney tasarimi ANOVA sonuglar1 ((a) standart ¢dzelti, (b)

test ¢ozelti)
(B) Test Cozelti
Cevaplar | Hata Kaynad Kareler Serbestlik | Ortalama F Degeri | Prob
Toplanm Derecesi Kareler > F*
Alan Model 4,163E+007 | 9 4,625E+006 | 284,00 <0,0001*
A : Kolon Sicakhgi 2,571E+005 | 1 2,57T1E+005 | 15,78 0,0032*
B : MF THF Oram 1,424E+005 | 1 1,424E+005 | 8,74 0,0160*
C : MF Akis iz 4,074E+007 | 1 4,074E+007 | 2501,44 <0,0001*
A? 197,52 1 197,52 0,012 0,9147
B? 1,010E+005 | 1 1,010E+005 | 6,20 0,0344*
C? 1,297E+005 | 1 1,297E+005 | 7,97 0,0200*
AB 1,008E+005 | 1 1,008E+005 | 6,19 0,0345*
AC 12800,00 1 12800,00 0,79 0,3984
BC 1,049E+005 | 1 1,049E+005 | 6,44 0,0318*
Residual (Kalinti) 1,466E+005 | 9 16286,49
Lack of fit (Uyum 1,298E+005 | 5 25955,03 6,18 0,0510
eksikligi)
Pure Error (Hata) 16803,20 4 4200,80
Total (Genel Toplam) | 4,177E+007 | 18
R? 0,9965
Simetri Model 0,051 3 0,017 5,27 0,0111*
Faktorii | A : Kolon Sicakhigi 1,648E-003 | 1 1,648E-003 | 0,51 0,4842
B : MF THF Oram 0,041 1 0,041 12,89 0,0027*
C : MF Akis hiza 7,669E-003 | 1 7,669E-003 | 2,39 0,1426
Residual (Kalintr) 0,048 15 3,202E-003
Lack of fit (Uyum 0,045 11 4,058E-003 | 4,77 0,0722
eksikligi)
Pure Error (Hata) 3,400E-003 | 4 8,500E-004
Total (Genel Toplam) | 0,099 18
R? 0,5130
Plaka Model 1,608E+005 | 9 17864,23 11,22 0,0007*
Sayisi A : Kolon Sicakhigi 55747,03 1 55747,03 35,01 0,0002*
B : MF THF Oram 30367,87 1 30367,87 19,07 0,0018*
C : MF Akis hizi 27071,76 1 27071,76 17,00 0,0026*
A? 121,26 1 121,26 0,076 0,7888
B? 21953,62 1 21953,62 13,79 0,0048*
C? 6334,51 1 633451 3,98 0,0772
AB 19701,13 1 19701,13 12,37 0,0065*
AC 1770,12 1 1770,12 1,11 0,3192
BC 406,12 1 406,12 0,26 0,6257
Residual (Kahnti) 14328,88 9 1592,10
Lack of fit (Uyum 11706,88 5 2341,38 3,57 0,1206
eksikligi)
Pure Error (Hata) 2622,00 655,50
Total (Genel Toplam) 1,751E+005 | 18
R? 0,9182

*”Prob > F” degerleri 0,05’ten kiigiik olan terimler anlamli olarak kabul edilmistir. “Model” terimi Prob > F
degeri 0,05’ten kiiciik ve “Lack of fit” terimi i¢in Prob > F degeri 0,05’ten biiyiik olan modeller tasarim
alaninda kullaniligtir.
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Cizelge 4.10. Istatistiksel olarak gelistirilmis matematiksel esitlikler ve tasarim alam
gelistirmek i¢in belirlenen optimizasyon limitleri

MATEMATIKSEL ESITLIKLER

NORMAL YONTEM KOSULLARI

Cevap (MF THF Oran1:% 5.0, Akis: 1.0
mL/dk, Kolon sic. 25°C)
=+ 4 - 27 *
ALAN 59598,43309-30378,69327 28354 — 29512 (28933 £ % 2)
Akis hiz1
Simetri =+0,72886+0,10269 * MF THF
. <20
faktorii Orani
Plaka = +5239,72132-191,67777 * Kolon
> 1000
say1s1 S1c.-3299,54045 * Akis hiz1




142

Sabit Parametre

Tasarim Alani

Yiizey-Cevap Grafigi
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Sekil 4.12. Tasarim alan1 ve Yiizey cevap grafikleri

e Gelistirilen istatistiksel tasarim alani igerisinde tiim sistem uygunluk kriterleri

karsilanmaktadir ve analitik metod bu tasarim alani i¢inde saglamdir.

e Tasarim alanini olusturan tiim modellerin anlamli oldugu ve hatalarin (lack of fit)

anlamsiz oldugu tespit edilmistir (p < 0,05). Bu nedenle cevaplar i¢in olusturulan

matematiksel kestirimler teknoloji transferi gibi ¢aligmalarda kullanilabilir.

e Istatistiksel degerlendirme asagidaki gibidir: (p < 0,05)

0 ALAN tzerinde en etkili faktor Akis hizidir. Akis hizinda artis, alanda diismeye neden

olmaktadir.

0 Simetri faktorii (Symmetry factor) lizerinde en etkili faktor MF THF oramidir. Oran

arttik¢a simetri faktorii artmaktadir.
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O Plaka sayisi (Plate count) lizerinde tim faktorler etkilidir. Plaka sayisinin yiiksek

seviyede olmast, analizin daha saglam oldugunu gostermektedir.

Cozelti ve hareketli faz stabilitesi

Bu amagla rufinamitin %2 Sodyum lauril siilfat igeren saf su ¢ozeltisinde 0,24 mg/mL’lik (%
100) derisimdeki test ve standart ¢cozeltileri stabilite caligmalarinda kullanilmigtir. Cozeltiler
25°C ssicaklikta 5, 10 ve 15 saat siirelerde bekletilmis ve miktar tayini Yontem 1’e goére HPLC
ile tayin edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.11°de verilmistir. Elde edilen sonuglar, test ve

standart ¢ozeltilerinin en az 15 saat stabil oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.11. Standart ve Test ¢ozeltisi stabilite sonuglari

STANDART COZELTISI TEST COZELTISi

SURE %- o = Siire %- o =

(saat) | RT |ALAN |MIiKTAR|BAGIL (saat) RT |ALAN MIKTAR |BAGIL
TAYINI |HATA TAYINI |HATA

0 5,49(28848 100,00 |- 0 5,62(28796 100,00 |-

5 5,49 28583 199,08 0,92 5 5,4928743 199,82 0,18

13 5,52(28563 (99,01 0,99 13 5,52|28681 [99,60 0,40

15 5,53 (28526 (98,88 1,12 15 5,53 (28647 [99,48 0,52

4.2.2. Miktar tayini yontemi (Yontem 2)

Rufinamitin in-vivo deneylerde kullanilmak iizere gelistirilen miktar tayini validasyon

caligmalart UPLC-MS aleti kullanilarak Boliim 3.2.2°de anlatildig gibi gerceklestirilmistir.

Dogrusallik

Rufinamitin sigan plazmasinda 0,015 pg/mL-6 ug/mL derisim araliginda 10 farkli numune
hazirlanarak dogrusallik parametresi degerlendirilmistir. Ug ayr1 seri ¢dzeltisi hazirlanmis
ve UPLC-MS sistemine enjekte edilmistir. Derisimlere karsilik gelen pik alanlar1 bulunmus
ve grafige gecirilmistir. En kii¢lik kareler yontemine gore degerlendirilmis, standart dogru
denklemi bulunmus ve dogrusalligi kanitlanmistir. Sekil 4.13°te kalibrasyon dogrusuna ait

grafik gosterilmistir.
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2,500,000,000 -

2,000,000,000

1,500,000,000 -

Pik Alani

1,000,000,000

500,000,000 -

y = 322067002.6955x + 4443757.9915
R?=0.9991

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
Derisim (ug/mL)

Sekil 4.13. Rufinamitin sigan plazmasindaki kalibrasyon dogrusu

Dogruluk ve ekstraksiyon etkinligi (Geri elde)

Sican plazmasi igerisinde hazirlanan 0.040 pg/mL (LLOQ), 1 pg/mL ve 2 pg/mL rufinamit

iceren ¢ozeltilerden kalibrasyon denklemi kullanilarak ekstraksiyon etkinligi hesaplanmis

ve gerekli istatistiksel parametrelerle degerlendirilmistir. Hesaplanan degerler Cizelge

4.12’de gosterilmistir.

Cizelge 4.12. Rufinamitin plazma igindeki ¢ozeltisinden ekstraksiyon etkinligi

Cozeltideki rufinamit | Hesapla bulunan % Ekstraksiyon Varyasyon

derisimi (pug/mL) rufinamit derigimi etkinligi katsayisi
(ug/mL) (Ort + SS)

0,040 0,040 + 0,001 %101 1,29

1,000 1,035+ 0,011 %103 1,04

2,000 2,047 + 0,009 %102 0,45
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Kesinlik

Deney ici ve deneyler arasi kesinlik olmak tizere iki farkli parametre incelenmistir. Kesinlik

ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayist degerleri ile degerlendirilmistir.

» Deney ici kesinlik ( Tekrar edilebilirlik)

Rufinamitin plazma igerisindeki stok c¢ozeltisinden 0,04 pg/mL, 1 ug/mL ve 2 pg/mL
derisimlerinde hazirlanan ¢ozeltiler arka arkaya 6 kez UPLC-MS sistemine enjekte
edilmigtir. Elde edilen sonuglarin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi
hesaplanmistir. Cizelge 4.13°de rufinamitin plazma i¢indeki deney i¢i kesinlik sonuglari

gosterilmistir.

Cizelge 4.13. Rufinamitin plazma i¢indeki deney ici kesinlik sonuglari

Hesapla bulunan Hesapla bulunan ortalama
rufinamit derigimi rufinamit derigimi (ug/mL)
(ug/mL) (Ort £ SS)

0,041
0,041
0,040
0,040
0,036
0,038
1,022
1,042
1,040
1,045
1,049
1,042
2,039
2,057
2,045
2,061
2,092
2,098

Cozeltideki rufinamit | Numune
derisimi (pug/mL) No

0.04 pg/mL (LLOQ) 0,039 + 0,002

1 pg/mL

1,040 = 0,009

2 pug/mL 2,065 + 0,024

NN | R | W= N[N R W= N B[V~
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» Deneyler arasi kesinlik (Tekrar elde edilebilirlik)

Rufinamitin plazma igerisinde 0,04 pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL derisimlerinde c¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Bu numuneler birbirini takip eden 2 giin igerisinde 6’sar kez UPLC-MS
sistemine enjekte edilmistir. Elde edilen pik alanlarina karsilik gelen derisimlerin

ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayis1 hesaplanmistir. Deneyler arasi kesinlige

ait sonuclar Cizelge 4.14’te gosterilmistir.

Cizelge 4.14. Rufinamitin plazma igindeki deneyler arasi kesinlik sonuglari

Cozeltideki
rufinamit
derigimi
(ng/mL)

Numune
No

Hesapla
bulunan
rufinamit
derigimi
(ng/mL)

Hesapla bulunan

ort. rufinamit
derigimi
(ug/mL)

(Ort £+ SS)

Varyasyon
katsayisi

Hesapla
bulunan ort.
rufinamit
derigimleri
arasindaki fark

(ug/mL)

0.04 ng/mL
(LLOQ)

1.Giin-1

0,041

1.Giin-2

0,041

1.Giin-3

0,040

1.Giin-4

0,040

1.Giin-5

0,036

1.Glin-6

0,038

0,039+0,002

0,002

2.Gin-1

0,042

2.Giin-2

0,042

2.Glin-3

0,042

2.Gin-4

0,047

2.Gun-5

0,041

2.Giin-6

0,044

0,043+0,002

5,367

0,004

1 pg/mL

1.Giin-1

1,022

1.Giin-2

1,042

1.Glin-3

1,040

1.Giin-4

1,045

1.Gin-5

1,049

1.Glin-6

1,042

1,040+0,009

0,895

2.Giin-1

1,042

2.Gun-2

1,047

2.Gun-3

1,065

2.Gun-4

1,064

2.Giin-5

1,078

2.Glin-6

1,066

1,060+0,013

1,251

0,020
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Cizelge 4.14. (devam) Rufinamitin plazma icindeki deneyler aras1 kesinlik sonuglari

Hesapla
Hesapl Hesapla bul
Cozeltideki esap’a esapla bu 1'1nan bulunan ort.
. bulunan ort. rufinamit .
rufinamit Numune ) C Varyasyon |rufinamit
. rufinamit derisimi .. .
derisimi No C . katsayisi derisimleri
derisimi (ng/mL) .
(ng/mL) (ug/mL) (Ort + SS) arasindaki Fark
(pg/mL)
1.Giin-1 {2,039
1.Giin-2 |2,057
1.Glin-3 |2,045
+
.Gund 2,061 2,065+0,024 1,180
1.Gilin-5 |2,092
1.Giin-6 |2,098
2 L -
hg/m 2.Gin-1 |2,077 0,038
2.Giin-2 2,027
2.Giin-3 2,008
. +0. .
>.Gind 2,050 2.027+0.033 1.648
2.Giin-5 2,018
2.Giin-6 | 1,981

Ozgiinliik ve secicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi saptamasi
gerekmektedir. Numune iginde var olan diger maddelerin ayn1 dalga boyunda saptanip
saptanmadiginin kontrolii yapilmistir. Bu amagla blank plazma, mobil faz ve etkin
madde iceren standart c¢ozeltileri UPLC-MS sistemine enjekte edilmis ve elde edilen

kromatogramlar sirastyla Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da gdsterilmistir.
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Sekil 4.14. Blank plazmaya ait kromatogram
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Sekil 4.16. Standart ¢ozeltiye ait kromatogram
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Teshis ve tayin sinir1

Analitik yontemin LOD degeri 0,015 pg/mL, LLOQ degeri 0,040 pg/mL olarak

bulunmustur.

Plazma Orneklerinin stabilitesi

Rufinamitin plazma igerisindeki stabilitesi otomatik Ornekleyici stabilitesi ve dondurma-
¢Ozdlirme stabilitesi olmak iizere Bolim 3.2.2°de belirtildigi sekilde iki ayr1 sekilde

incelenmistir. Elde edilen sonuglar sirasiyla Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.16’da gosterilmistir.

Cizelge 4.15. Rufinamitin otomatik 6rnekleyici stabilitesi

Derisim: 0,04 ng/mL Derisim: 1pg/mL Derisim: 2pg/mL
SURE % 2 4 %o % %
(Saat) RT MIKTAR BAGIL | RT MIKTAR BAGIL | RT MIKTAR BAGIL
TAYINI HATA TAYINI HATA TAYINI HATA
0 4,05 | 100,0 - 4,04 | 100,0 - 4,03 | 100,0 -
12 4,03 | 98,8 1,2 4,02 | 98,2 1,8 4,01 | 101,3 -1,3
24 4,06 | 99,5 0,5 4,05 | 98,5 1,5 4,05 | 101,0 -1,0
96 4,01 | 99,7 0,4 4,00 | 98,4 1,6 3,99 | 101,3 -4
Cizelge 4.16. Rufinamitin dondurma-¢ézme stabilitesi
Derisim: 0,04 pg/mL Derigim: 1pg/mL Derisim: 2pg/mL
% % ) % % ) % % )
DONGU | RT | MIKTAR | BAGIL | RT | MIKTAR | BAGIL | RT | MIKTAR | BAGIL
TAYINI HATA TAYINI HATA TAYINI HATA
0 4,15 | 100,0 - 4,15 | 100,0 - 4,11 | 100,0 -
1 4,02 | 99,1 0,9 4,03 | 98,5 1,5 4,04 | 98,6 1.4
2 4,05 | 99,4 0,6 4,04 | 98,6 1.4 4,09 | 100,9 -0,9
3 4,00 | 98,2 1,8 4,04 | 98,4 1,6 4,02 | 100,9 -0,9

4.3. Referans Uriin Karakterizasyonu

Referans iiriin olan Inovelon® Film Tablet (Eisai, Japonya) igin kalitatif ve kantitatif icerik

bilgisi Cizelge 4.17°de, fizikokimyasal karakterizasyonu Cizelge 4.18’de gdsterilmistir.
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Cizelge 4.17. Referans iiriin olan Inovelon® Film Tablet (Eisai, Japonya) icin kalitatif ve
kantitatif 6zellikler (Portman, Hoffmeier, Burkhard, Sherrer ve Szelagiewicz,

2004)
mg mg mg

Cekirdek Tablet
Rufinamit 100,00 200,00 400,00
Kolloidal silikon dioksit 0,88 1,75 3,50
Mikrokristalin seliiloz 36,62 73,25 146,50
Hidroksipropil metilseliiloz 5,00 10,00 20,00
Laktoz 20,00 40,00 80,00
Magnezyum stearat 2,00 4,00 8,00
Muisir nisastasi 10,00 20,00 40,00
Sodyum karboksimetil seliiloz 5,00 10,00 20,00
Sodyum lauril stilfat 0,50 1,00 2,00
Film Kaplama
Hidroksipropil metilseliiloz 3,22 6,43 12,87
Kirmizi1 demiroksit 0,04 0,09 0,18
Polietilen glikol 8000 0,58 1,16 2,32
Talk 2,33 4,66 9,31
Titanyum dioksit 0,83 1,66 3,32
TOPLAM 187,00 364,00 748,00

Cizelge 4.18. Referans iiriin olan Inovelon® Film Tablet (Eisai, Japonya) i¢in fizikokimyasal

ozellikler

Fizikokimyasal 6zellikler Sonug

Goriiniis Pembe, ovaloid', hafif konveks, iki tarafi ¢entikli, bir
tarafinda '€262' yazili, diger tarafi yazisiz film tablet

Sertlik 16 kp

Ortalama Tablet Agirhig 374,5 mg

Kalinlik 4,57 mm

Su Miktar1 (KF) %2,73

Miktar Tayini 195,8 mg (%97,9)

Mgili bilesikler Herhangi bilinmeyen impiirite: %0,07
Toplam impiirite: %0,07

Coziinme (Q(30,dk)) % T7
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4.4. Formiilasyon Gelistirme Calismalar1 Oncesinde Risk Analizleri
diyagrami

Tiim varyasyon kaynaklarinin tespit edilmesi amaciyla ¢izilen “balik kilgigi

(Ishikawa) " Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Ftkin madde

%

 Edkin Madde |

Etkin maddenin kristal dzelliklerinin belirlenmesi {XRD)
FTIR analiz

=S

Filament ',

Poliner

Frime derecest tayini (DSC)
Ftkin maddenin polimorfik gz¢llii (XRD) Z
z
FTIR auel %
| 2
Proses validesyom & 2
Temizlik validasyonu "3 Diger Yardime: Maddeler 7,
4 Z
Siber giivenlik & 7
obergreni 7
%, =
z Z
7 S
3DP Tublet
N 5] il
& Calisan kisinin teknik bilgi dorumm 2~ g
e g £
e e & Ekipmanin kalifikasyonu ¢+ g
Analitik wintem validasyonu Eb' — Y —=& Kenstrma &
Nummeleme sekli 1 3
Diger (standartlar, kimyasallar) )
. | J
Eckin madd %
Yardune: maddcler

Filament ekstriizyony

Erime derecesi ve camst &
Kargim icerik tekdivelia
Firikokimyasal stabilitesi |

Etkin maddenin polimorfik gzelligi

Sekil 4.17. Tiim varyasyon kaynaklarinin gosterildigi balik kil¢1g1 diyagrami
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Kalite hedefli iiriin profili (QTPP) ve kritik kalite 6zelliklerinin (CQAs) risk analizi igin

olusturulan “sebep-sonu¢ matriksi” Cizelge 4.19°da gosterilmistir.

Cizelge 4.19. QTPP ve CQA tespiti i¢in olusturulan sebep-sonu¢ matriksi (Yiiksek riskli
ozellikler icin kritik kalite 6zellikleridir (CQAsS), ozellikler “kontrol
altinda tutulmasi gereken” kalite 6zellikleridir. Diisiik riskli 6zellikler i¢in
herhangi bir ¢alisma yapilmasina gerek bulunmamaktadir.)

QTPP/ CQAs Ilag Sekli | Kullanim Yolu | Yitilik Farmakokinetik Stabilite
Goriiniis Orta Orta Diisiik Disiik Disiik
Miktar tayini Diisiik Diisiik

Coziinme Orta Diisiik

Su igerigi Diisiik Diistik

Kristal dzellikler Orta Orta

Kritik materyal oOzellikleri (CMAs) ve kritik proses parametrelerinin  (CPPs)
degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilen “Lean QbD®” risk analizi sonuglari, sirastyla

Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da sunulmustur.
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Sekil 4.18. Kritik materyal 6zelliklerinin (CMAs) tespiti amaciyla gergeklestirilen Lean
QbD® analizi sonuglar1 (Kirmiz1 8zellikler "Kritik" materyal 6zellikleridir. Mavi
ozellikler "Kontrol edilmesi gereken" materyal 6zellikleridir. Yesil 6zellikler
"Kritik olmayan" materyal 6zellikleridir.)
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Sekil 4.19. Kritik proses parametrelerinin (CPPs) tespiti amaciyla gergeklestirilen Lean
QbD" analizi sonuglar1 (Kirmizi parametreler "Kritik" proses parametreleridir.
Mavi parametreler "Kontrol edilmesi gereken" proses parametreleridir. Yesil

parametreler "Kritik olmayan" proses parametreleridir.)



154

4.5. Plasebo filament formiilasyonlari iizerinde yapilan calismalar

3DP tablet formiilasyonlarmin hazirlanmasinda ¢dziinmeyi artirabilecek farkli polimer,
plastiklestirici ve siirfaktanlarin etkisi incelenmek istenmistir. Plasebo formiilasyonlarinda
incelenen goriiniim, kalinlhk (mm), sertlik (kp), % uzama oran1 ve kopma kuvveti (N) gibi

mekanik 6zellikleri Cizelge 4.20°de sunulmustur.

Elde edilen sonuclara dayanarak rufinamit yiliklenecek formiilasyonlarda polimer karisiminin
“HPMC, Soluplus® ve Kollidon® VA 64 ve plastiklestiricinin “Triasetin” olmasina karar
verilmigtir. Siirfaktan madde tipi ve orani, rufinamit yiikli formiilasyonlarda yapilacak

¢Oziinme testleri ile belirlenmistir.
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4.6. Rufinamit yiiklii 3DP tablet formiilasyonlarinin gelistirilmesi iizerine calismalar

Filament elde edilebilen uygun yardimci maddelerle rufinamit iceren formiilasyonlar
calisilmigtir. Bu amagla hazirlanan farkl siirfaktan tiplerinin, siirfaktan oranlarinin ve
dispersantin etkisi incelenmistir. [laveten konvansiyonel tabletin de ¢6ziinme iizerinde etkisi
incelenmek istenmistir. Hazirlanan formiilasyonlara ait fizikokimyasal ve mekanik 6zellikler

Cizelge 4.21°de sunulmustur.

Ilaveten tespit edilen optimum formiilasyon iizerinden farkli i¢ dolgu oranlarinin (infill ratio)
ve dis geometrilerin etkisini incelenmek i¢in hazirlanan formiilasyonlara ait fizikokimyasal

ve mekanik 6zellikler Cizelge 4.22°de sunulmustur.

Elde edilen fizikokimyasal ve mekanik ozelliklere gore 3 boyutlu baski makinesinde
basilabilen formiilasyonlarda ¢6ziinme incelenmis ve optimum formiilasyon ¢dziinme

ozelligine dayanarak tespit edilmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda optimum formiilasyon Cizelge 4.23°te sunulmus olup,

“Oblong” sekilli ve “%50” i¢ dolgu oranina sahip olmasi gerektigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.23. Optimum 3DP formiilasyonuna ait i¢erik bilgisi

Hammadde | % Bir 3DP | Kullanim Kullanim oram gerekcelendirmesi
Formiil | Tablet Amaci Diisiik Kullanim | Yiiksek Kullanim
Formiil
(mg)
Rufinamid % 15.0 | 200.0 Etkin madde Tablet agirligi Termoplastik
cok fazla ozelliklerinin iyi
olmaktadir. olmamasi nedeniyle
3DP baskiya uygun

mekanik 6zelliklere
sahip filament elde

edilememektedir.
HPMC % 20.0 | 266.6 Matriks Kirilgan Cozlinme
polimeri filamentler elde yavaglamaktadir.
edilmektedir.
Kollidon® % 20.0 | 266.6 Dispersant Coziinme Kirilgan filamentler
VA 64 yavaglamaktadir. | elde edilmektedir.
Triasetin % 7.0 93.3 Plastiklestirici Filament elde Asir1 esnek ve 3DP
edilememektedir. | i¢in uygun olmayan
yapida filament elde
edilmektedir.
Soluplus® % 34.0 | 453.2 Coziinlirlik ve | Coziinme Kirilgan filament
biyoyararlanim | yavaslamaktadir. | elde edilmektedir.
Gelucire® % 4.0 533 artirici Coziinme Kirlgan filament
48/16 yavaglamaktadir. | elde edilmektedir.

Toplam %100 1333.0 - -
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4.7. Rufinamit iceren filament ekstriizyonu sonrasi ekstriider temizlik yonteminin

gelistirilmesi

Rufinamit i¢eren filamentlerin ekstriizyonunun ardindan, ekstriiderin temizlenmesi amaciyla
temizlikte kullanilacak temizleyici madde tipi ve temizleyici madde miktar1 analitik olarak
caligilmis olup elde edilen % miktar tayini sonuglar1 Sekil 4.20°de sunulmustur. Elde edilen
sonuglara gore HME Cleaner Plus® maddesinin 60g ekstriizyonunun, ekstriideri yeterli derece

temizledigi ( <%0.5) tespit edilmis ve ¢alismalar bu dogrultuda gergeklestirilmistir.

38

3.4

Rufinamit % Miktar Tayini

1 0.8 0.8
0.7
0 4
0.3
. =

HI.tF Cleaner HME Cleaner HME Cleal'lﬁt Filabot Dyna-  Filabot Dyna-  Fdabot Dyna-  Ultra Purge®  Ultra Purge@ Ultra Purge®
Plus® Flus® Plus® Purgs D2® Furga D2® Purge D2® 5150 50 5150
1. Ekstrizyon 2 Ekstrizyon E El 3E 1 Ekstrizyon 2 Eks‘luzwn 3 ERstrizyon

Sekil 4.20. Filament ekstriideri temizleyici madde tipi ve miktarina bagli olarak elde edilen
rufinamit % miktar tayini verileri

4.8. Optimum Filament ve 3DP Tablet Formiilasyonu Uzerinde Yapilan Kontroller
4.8.1. Ge¢imlilik testleri

DSC analizi

Deneyler Boliim 3.3.1°de anlatildig1 gibi yapilmis ve etkin madde ile formiilasyonlarda
kullanilan yardime1 maddeler arasinda etkilesim olup olmadigi incelenmis ve bir etkilesme
olmadig1 tespit edilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.21°de

gosterilmistir.
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Thermal Analysis Result (Exo Up)

Rufinamit

— __"KDJV' —— Rufinamit: Triasetin 1:1 Kansimi

E Rufinamit: Gelucire® 48/16 1:1 Kansimi
E —— Rufinamit: Soluplus® 1:1 Karisimi

S —

Z < Fiziksel kansim

z .

©

] SO AN M - 3DP Tablet

< 3DP Plasebo Tablet
--------- Referans urin: Inovelon® FTB

20.00 €0.00 100.00 140.00 180.00 220.00 260.00 300.00
Temp (°C)

Sekil 4.21. Rufinamit, Rufinamit: Triasetin 1:1 karisimi, Rufinamit: Gelucire® 48/16 1:1
karistmi, Rufinamit: Soluplus® 1:1 karisim, fiziksel karisim, filament, 3DP
tablet (A05), 3DP plasebo tablet ve referans iiriin olan Inovelon® Film tablete ait
DSC termogrami

XRD analizi

Deneyler Boliim 3.3.1°de anlatildig1 gibi yapilmis ve etkin madde ile formiilasyonlarda
kullanilan yardimcit maddeler arasinda etkilesim olup olmadigi incelenmis ve etkilesim
olmadig tespit edilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.22 ve Cizelge
4.24°te gosterilmistir.

XRD Diffractogram

—Rufinamit
Fiziksel karnigim

—Filament

\M/M ——3DP Tablet
% ——Referans trin: Inovelon® Film Tablet

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0
2-theta(deg)

Intensity

Sekil 4.22. Rufinamit, fiziksel karigim, filament, 3DP tablet (A05), 3DP plasebo tablet ve
referans {iriin olan Inovelon® Film tablete ait XRD difraktogrami
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Cizelge 4.24. Rufinamit, fiziksel karisim, filament, 3DP tablet (A05), 3DP plasebo tablet ve
referans iriin olan Inovelon® Film tablete ait XRD difraktogram verileri

2Theta | Intensity Rufinamit Ej;k:nerll Filament ?Flzliet Plasebo Eﬁ;e;(:iet
8,4 Orta + + + + - +
17,2 Orta + + + + - +
18,3 Cok Kuvvetli | + + + + - +
19,5 Kuvvetli + + + + - +
20,4 Orta + + + + - +
21,8 Orta + + + + - +
25,4 Orta + + + + - +
25,6 Orta + + + + - +
27,4 Kuvvetli + + + + - +
27,9 Orta + + + + - +
28,3 Orta + + + + - +
29,0 Orta + + + + - +
31,8 Orta G R i 7 - +
FTIR spektrumu

Elde edilen FTIR spektrumlar1 Sekil 4.23-Sekil 4.27°de, spesifik dalga sayilari ile ilgili veriler
Cizelge 4.25’te sunulmustur. Rufinamit etkin maddesine spesifik tiim dalga sayilar1 optimum

formiilde gézlenmistir.

&0

40|

‘ C=0

20 T I ) | S i T T | T | T I T | i3
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 830
RUFINAMID_25112018 fo
Comment; No. of Scans; 10 Date/Time; 25.11.2019 11:50:44
RUFINAMID 25112019 Resolution; 2 [1/em] User; MERVEBAYSAL

Apodization; Happ-Genzel

Sekil 4.23. Rufinamit FTIR Spektrumu
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L | | | A e P T : (oo | T T T i =7 ] 1
4000 3600 3200 2400 2000 1800 1400 1200 1000 BOO
A5 FIZIKSEL KARISIM_25112019 iem
Comment; No. of Scans; 10 Date/Time; 25.11.2019 11:58:49
AS FIZIKSEL KARISIM 25112019 Resolution; 2 [l/em] User: MERVEBAYSAL

Apodization; Happ-Genzel

Sekil 4.24. Optimum formiilasyona (A05) ait fiziksel karisim (rufinamit igerir) FTIR
Spektrumu

105 [ o T s i _['_ m

SN \ s V,er\."w. L, 4’]{.&,’”““} "
\ .y
\

(ot
| i

165542

1734 04—

45 —| fid | I T L ) | B Gl ) i | R s e o e F | [ 1

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
A5 PLASEBO_25112019 1rem

Comment; No. of Scans; 10 Date/Time; 25.11.2019 12:06:29
AS PLASEBO_25112019 Resolution; 2 [1/em] User; MERVERAYSAL
Apodization; Happ-Genzel

Sekil 4.25. Optimum formiilasyona (A05) ait plasebo fiziksel karisimi (rufinamit icermez)
FTIR Spektrumu
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4000 3500 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 80c
AS 3DP_25112019 1fem
No. of Seans; 10 Date/Time; 25.11.2019 12:01:53

Comment;
A5 3DP 25112019 Resolution; 2 [1/em] User; MERVEBAYSAL

Apodization; Happ-Genzel

Sekil 4.26. Optimum formiilasyona (A05) ait 3DP tablet FTIR Spektrumu

1 1 ] |
.N.,.,.,-L.;»ww-m:-.-,"\ PR Y ;'1.,,,‘;@~,..M+j~..u T ‘
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‘ oy : WY ;
975 : [™a { ';Ir"“ i Fad
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(I 2 VATRE {
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‘ | BRI L H
o M
a0 5 B
[ =C-H
|
| =C-|
825— | =C-H
1 N-H ‘
75 }
675 — i l
60 ‘ N-H %
525 ‘| ‘ |
45 1 IR oo | T T I r'"" '"F""I' L) T | - i it 5 1~ "I" 1 ) '_l I I l | T Ry 5 I | T 1 | ‘
4000 3800 200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200
INNOVELON FTB_25112019 fem
Commenl: Mo. of Scans; 10 Date/Time; 25.11.2019 12:09:02
INNOVELON FTB_25112019 Resolution; 2 [1/em] User; MERVEBAYSAL
Apodization; Happ-Genzel

Sekil 4.27. Referans iiriin (Inovelon® Film Tablet) FTIR Spektrumu
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Cizelge 4.25. Rufinamit, Optimum formiilasyona ait fiziksel karigim (rufinamit igerir),
Optimum formiilasyona ait plasebo fiziksel karigimi (rufinamit igermez),
Optimum formiilasyona ait 3DP tablet ve referans iiriin (Inovelon® Film
Tablet) Spesifik dalga sayilari

Numune Adi

Dalga Sayilari (cm™)

Beklenen (Pietro, Dario ve Gabriele, 2012;

Portman ve digerleri, 2004)

Elde Edilen

(rufinamit icermez)

Dalga Kimyasal Tamami elde
Say1st (cm™) Baglar edilmigtir.

e Rufinamit 1396,46 cm’™! N-H bag1

e  Optimum formiilasyona ait 1473,62 cm’! N-H bagi

fiziksel karisim (rufinamit icerir) 1631,78 cm’! C=0 bagi

e Optimum formiilasyona ait 3095.75 cm’! —C-H bagi

3DP tablet _1 -

L 3184,48 cm =C-H bag1

e Referans iiriin

(Inovelon® Film Tablet) 3412,08 cm''1 N-H bagy

Optimum formiilasyona ait Pik beklenmemektedir. Pik elde

plasebo fiziksel karigimi edilmemistir.
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4.8.2. In-vitro ¢éziinme tayini

3DP tablet formiilasyon gelistirme ¢aligmasinda oncelikle stirfaktan tipi belirlenmistir. Bu

amagla gergeklestirilen ¢oziinme caligmalarina ait veriler Sekil 4.28’de sunulmustur. Elde

edilen ¢oziinme verilerine dayanarak en yiiksek ¢oziinme degerinin elde edilebildigi optimum

siirfaktanin “Gelucire®48/16” oldugu tespit edilmistir.

100 -
90 - — neee$ 90
80 i r -_____'_____'_,_._-- pram=
} __te . }76
©70 - AT3
EGO . {'58 /{57 —
() /
= 901 N
G40 4 ¥ { 42
=30 - ¥ a1 /}”51 =
Vrd! —+— A03-3DP (Surfaktan:Polisorbat 80) (Doz: 200 mg)
104 I L g +— A04-3DP (Surfaktan:Gelucire® 44/14) (Doz: 200 mg)
—+— A05-3DP (Surfaktan:Gelucire® 48/16) (Doz: 200 mg)
0 +0
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (dk)

Sekil 4.28. Farkl tiplerde siirfaktan iceren 3DP tabletlerden rufinamitin ¢éziinme verileri

(%2 SLS igeren saf su, 900 mL, 37°C) (n=3, Ort + SS)
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Siirfaktan tipinin belirlenmesinin ardindan, stirfaktan oraninin etkisi incelenmis ve elde edilen
¢oziinme verileri Sekil 4.29°da sunulmustur. Elde edilen ¢6ziinme verileri, rufinamit
¢ozlinmesinin formiilasyonda kullanilan siirfaktan miktar1 ile orantili oldugunu gdstermistir.
Bununla birlikte filament elde edilebilen en yiiksek siirfaktan orani1 %4 oldugu i¢in optimum

stirfaktan oran1 %4 olarak kabul edilmistir.

100 -
90 - H____,_H-----} 90
80 _'_'___}--79""""_’-"___-Fr 3 80
70 :
3 54 65
T 60 - _ + 63
£ 158 59
g 50 -
O 35
‘69- 40 .
34
30 -
24
20 -
15
104 / <+—A05-3DP (Surfaktan: 4.0 % Gelucire® 48/16) (Doz: 200 mg)
} 7 —+—A10-3DP (Surfaktan: 2.0 % Gelucire® 48/16) (Doz: 200 mg)
0 Ls +— A12-3DP (Surfaktan: 0.0 % Gelucire® 48/16) (Doz: 200 mg)
v
0 15 30 45 2omag () 4g 9 105 120

Sekil 4.29. Farkli oranlarda siirfaktan iceren 3DP tabletlerden rufinamitin ¢éziinme verileri
(%2 SLS igeren saf su, 900 mL, 37°C) (n=3, Ort + SS)
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Formiilasyonda polimer karisiminda dispersant olarak kullanilan Kollidon® VA 64’iin

¢Oziinme {lizerindeki etkisi incelenmis ve Sekil 4.30°da sunulmustur. Elde edilen veriye

dayanarak Kollidon® VA64’iin kullammiin ¢dziinmeyi artirict etkisi oldugu tespit

edilmistir.
120 -
100 -
0
v 80 - g T B0
3 =73 1
= 364
c 60 - }"/58
g 53
s | =
3 40 - 39
° 3 31 —e— A05-3DP (Kollidon® VA64: %20) (Doz: 200 mg)
201 / ~»19 —+— A17-3DP (Kollidon® VAG4: %0) (Doz: 200 mg)
0 “o
0 30 60 a0 120
Zaman (dk)

Sekil 4.30. Optimum 3DP tablet formiilasyonu i¢in dispersant icermeyen tabletlerden
rufinamitin ¢dziinme verileri (%2 SLS igeren saf su, 900 mL, 37°C) (n=3, Ort

+ SS)
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Optimum stirfaktan tipi ve miktarinin belirlenmesinin ardindan, formiilasyonun 3D baski
esnasinda tasarlanan i¢ dolgu oraninin ¢dziinme iizerindeki etkisi incelemis ve Sekil 4.31°de
sunulmustur. Coziinme verilerine gore beklenildigi gibi diisiik i¢ dolgu oranina sahip 3DP
tabletlerde ¢oziinme en hizli sekilde gerceklesmistir fakat tabletlerin goriinimii uygun
degildir ve dayaniksizdir. Bu nedenle 3DP tabletlerde hem yiiksek ¢6ziinme elde edilebilecek

hem de mekanik O6zellikleri uygun olan optimum i¢ dolgu oraninin %50 oldugu tespit

edilmigtir.
100 ~ 90

90 - 81 .

80 - 76 25 -ng_-:-:_—__—_;_:.-_--:-'--"
o 73 76
© 70 A 70

; 64
£ 60 - 63
= 58
% 50 - ” 51
340 »
f30{ /F3 ,
¥ i 31 —+— A0S5-3DP (I¢ dolgu: % 10) (Doz: 200 mg)
20 A ] :
/ —+— A05-3DP (I¢ dolgu: % 50) (Doz: 200 mg)
10 - :
/4 —+—A05-3DP (I¢ dolgu: % 100) (Doz: 200 mg)
0 +0
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (dk)

Sekil 4.31. Farkli i¢ dolgu oranlarinda tasarlanmis 3DP tabletlerden rufinamitin ¢éziinme
verileri (%2 SLS igeren saf su, 900 mL, 37°C) (n=3, Ort + SS)
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I¢ dolgu orani tespit edilen tabletlerin 3DP geometrilerinin ¢oziinme {izerindeki etkisi
incelenmis ve Sekil 4.32’de sunulmustur. Bu ¢aligmada elde edilen verilere gore en yiiksek

¢ozlinme oblong tablet ile elde edildigi icin optimum 3DP geometrisinin “oblong” olarak

belirlenmistir.
100 1
0
80 - i PR
TS ¥o
S 60 - _}.58
© >
= } 51 g
2 _——A5
£ 40 - [ as
S i 32 332
S I 31 o
®20{ / 121 23—+ A05-3DP Tablet, Oblong (Doz: 200 mg)
14 + A05-3DP Tablet, Yanm kure (Doz: 200 mg)
—+— A05-3DP Tablet, Piramit (Doz: 200 mg)
0 Yo
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (dk)

Sekil 4.32. Farkli dis geometrilerde tasarlanmis 3DP tabletlerden rufinamitin ¢éziinme
verileri (%2 SLS igeren saf su, 900 mL, 37°C) (n=3, Ort + SS)
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Uretim yonteminin ¢oziinme {izerindeki etkisi de incelenmis olup ¢dziinme profilleri Sekil

4.33’da sunulmustur. Elde edilen verilerde filament ekstriizyonu esnasinda erime sonucu

meydana gelen kat1 dispersiyonun ¢oziinmeyi artirdigi, ilaveten 3DP tasarim ile ¢oziinmenin

daha da yiikseldigi tespit edilmistir.

100 - —+— A05-3DP Tablet (Doz: 200 mg)
+ AO5-Filament Tablet (Doz: 200 mg) 3 90
—+—A05-Konvansiyonel Tablet (Doz: 200 mg )—
80 - _____________{_-79--“"'__
_ET3
o)
8 50 58
£ } 52
c
£ 40 | . I 41
N / $ 35
S A3 130
= 20 117 —= 21
10 _
S
—g—" 4—
0 Lo——2>2
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (dK)

Sekil 4.33. Optimum 3DP tablet formiilasyonu icin farkli iiretim basamaklarindan

rufinamitin ¢éztinme verileri (%2 SLS igeren saf su, 900 mL, 37°C) (n=3, Ort
+ SS)
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Optimum 3DP tablet formiilasyon ve referans iiriiniin SLS iceren ve icermeyen ortamlarda
farkli pH’larda ¢oziinmeleri karsilagtirilmis ve Sekil 4.34’te sunulmustur. Elde edilen verilere
gore hem optimum formiilasyon, hem de referans {iriiniin ¢6ziinmesi pH’tan bagimsizdir. SLS
icermeyen ortamlarda ¢oziinme oldukga diisiiktiir ve sink kosul saglanmamaktadir (Liu,

2013).

SLS I¢ermez % 2 SLS I¢erir
Saf su ., , 0 ] g8
§ 8 e s g+
g 30 .9 ||E e +58
c A - c
§ 20, /T 2% § 40 "
=3 - =3 £
8 10 —+— A05-3DP (Doz: 200 mg 8 20 —+— A05-3DP (Doz: 200 mg)
g o Yo —+—Inovelon® FTB (Doz: 200 mg) a‘-;‘ A —+— Inovelon® FTB (Doz: 200 mg)
+0 0
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (dk) Zaman (dk)
50 100
O.l N ﬁ 40 g 80 70 - ggt ;5- —— _:;2
HCl g 30 29 E 60 Ef‘%;
g  20- _+20°22 S a0 /
2 15 S
0 10 +g* A05-3DP (Doz: 200 mg) = 20 +— AD5-3DP (Doz: 200 mg)
g o %o ~ —+—Inovelon® FTB (Doz: 200 mg) 0 do—= Inovelon® FTB (Doz: 200 mg)
° v 15 30 45 60 75 90 105 120 8] 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (dk) Zaman (dk)
pH 4.5 R 50 . 100
g 40 g 80 383
Asetat £ 30 +30+-30 *31/| | € 60
c ———+25 c
g 2 e - 2 4
tamponu o 10 —+*AbB-3DP (Doz: 200 mg& 3 20 1/ —+— A05-3DP (Doz: 200 mg)
84 o Lo+ 4*Inovelon® FTB (Doz: 200 mg) ;—g o Lg_—*—novelon®FTB (Doz: 200 mg)
ES o 0
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (dk) Zaman (dk)
pH 68 R 50 . 100
] 40 3 80 —
Fosfat £ 30 e o7 w7l | |E 60
c T M c
g 2 g 18020 t2211 12 40
E o E
tamponu S 10 +48-A05-3DP (Doz: 200 mg) > 20 +— AD5-3DP (Doz: 200 m%
g 0 —+—Inovelon® FTB (Doz: 200 mg) g o Lg_—*—Inovelon® FTB (Doz: 200 mg)
& u =) U
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (dk) Zaman (dk)

Sekil 4.34. Optimum 3DP tablet formiilasyonu (A05) ve referans tirlinlin farkli pH'larda
¢Oziinme karsilastirmasi (900 mL, 37°C) (n=3, Ort + SS)
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Optimum 3DP tablet formiilasyon ve referans iirliniin farkli dozlarinda c¢oziinmeleri
karsilastirilmig ve Sekil 4.35’te sunulmustur. Elde edilen veriye gére 200 mg dozda referans
iirtin daha yliksek ¢ozlinme gosterirken terapotik doz olan 1600 mg dozda gelistirilen

optimum formiilasyonun ¢ok daha yiiksek ¢oziindiigii tespit edilmistir.

—— A05-3DP (Doz: 200 mg)
—+— [novelon® Film Tablet (Doz: 200 mg)
100 - «+«¢++ A05-3DP (Doz: 1600 mg)
-++#-+ [novelon® Film Tablet (Doz: 1600 m
90 - o Doz 1000ma) 4 g5
280 . .77;%;?9“ 85
S 70 - » 73 .
5 60 - ' }""58
= 50 '
0
340 | o } SOT—— 337
01 ré-zs ...... §-30--4-30"
20 - '..'.-°.
10 - .‘_.-,-‘..'_.0-.11.3.........13 ..... SR FC TRTS B 2 R T TTTT TP PP +12
0 6
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (dk)

Sekil 4.35. 200 mg ve Terapotik dozlarda optimum 3DP tablet formiilasyonu ve referans
iiriinlerden (Inovelon® Film Tablet) rufinamitin ¢dziinme verileri (%2 SLS
iceren saf su, 900 mL, 37°C) (n=3, Ort + SS)
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Son olarak farkli dozlarda (100 — 200 — 400 — 600 — 800 — 1600 mg) geklestirilen ¢dziinme
caligmalarindan elde edilen verilerle in-vitro salim i¢in dogrusallik incelenmis ve Sekil
4.36’da sunulmustur. Sekilden de goriilebildigi gibi referans iiriinde doz arttik¢a ¢oziinen
madde miktar1 dogrusal artmamakta iken (r*: 0.2757), gelistirilen optimum formiilasyonda

salim dogrusal olarak artmaktadir (r>:0.9804).

1000 -

E 800 Pl

S 1+ A05-3DP Tablet "

"E’, + Inovelon®Film Tablet

= ] _~y=0501x + 58.638

z °0 R? = 0.9804

& . 510~

= A0 ¢ 203

2 191 y = 0.0357x + 148.29

£ R? = 0.2757

S 200 A 106 il ——————

= —_— *

§ o o9 182 199 155

2 o

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Doz (mg)

Sekil 4. 36. Farkli dozlarda optimum 3DP tablet formiilasyonu tabletlerinden rufinamitin
¢oziinme verileri ve in-vitro dogrusallik (%2 SLS igeren saf su, 900 mL, 37°C)
(n=3, Ort = SS)
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4.8.3. Intrinsik coziinme tayini

Farkli ¢6ziinme ortamlarinda saf etkin madde ve optimum 3DP tabletlerden rufinamitin
intrinsik ¢6zlinme hizi tayini (IDR) yapilmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.37 ve Cizelge
4.26’da sunulmustur. Elde edilen veriler, rufinamitin ¢ézlinilirliigiiniin, ¢dziinme ortamindaki
siirfaktan miktarindan c¢ok fazla etkilendigini gdstermektedir. ilaveten gelistirilen optimum

formiilasyondan rufinamitin intrinsik ¢oziinme hizi, saf etkin maddenin yaklagik 10 kat

tizerindedir.
50.0 +
__ 450 A y =0.1520x - 0.6953 & 46
§ 400
=)
£ 35.0 1
e 30.0 -
© 25.0 -
©
= 20.0
=
@ 15.0 1
3100 - y =0.0153x + 0.0316
S R? = 0.9967
o 50 il - A ——i 4
0.0 ¢ 1 ¢ 2
0 60 120 180 240 300
Zaman (dakika) y = 0.0049x +0.1367
R?=0.961
¢ Rufinamit (Cézinme ortami:Saf su)
¢ Rufinamit (Cézinme ortami:%2 SLS iceren saf su)
» Optimum 3DP Tablet (Cozinme ortami: %2 SLS iceren saf su)

Sekil 4.37. Farkli ¢oziiniirliik ortamlarinda saf etkin madde (rufinamit) ve optimum 3DP
tabletlerden rufinamitin intrinsik ¢oziinme verileri (n=3, Ort &+ SS)

Cizelge 4.26. Farkli ¢Oziiniirliikk ortamlarinda saf etkin madde (rufinamit) ve optimum 3DP
tabletlerden rufinamitin intrinsik ¢6ziinme hizi verileri (n=3, Ort £+ SS)

Numune Adi Coziinme Ortamu r? IDR
(mg/dk/cm?)
Rufinamit Saf su 0,9610 | 0,0049
Rufinamit %2 SLS igeren saf su 0,9967 | 0,0153
Optimum 3DP Tablet | %2 SLS igeren saf su 0,9950 | 0,1520
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4.8.4. Salim Kinetigi
Tiim formiilasyonlarin zamana kars1 elde edilen kiimiilatif salim profilleri sonuglarindan

hesaplanan salim kinetikleri ve uyum Olgiitleri Cizelge 4.27°de sunulmustur. Tim

formiilasyonlarin Weibull kinetigi ile salim yaptig1 tespit edilmistir.



177

0078°1 99¢Y°T 95 L10S°E YEP0y S188°¢ €€0LT | 988¢€°T $S9t°0 €L99°0 | 06851 TL60°T | €797 OSIN
67€S°€S | SIVO°IS LE96 VT 1S61°6€ | SE€TL'8E 0S6¥vT | TL60vY | TSS80S | T8SH'TY | ¥SH6'vS | 1#61°€S | LI91°TS | 0S08°EH o1V {[oAgy (1L
6L6%°0 80790 $¥69°0 996%°0 SO¥0‘1 8LETO €0LY0 1SST°0 | 8¥PS°0 | L60T°0 | SY8E0 |  66¥S°0 19%9°0 d -1))-ldxg
0£56°0 6996°0 88660 66860 ¥266°0 ¥866°0 | 8£86°0 | #0960 | OILLO | 9L06°0 | S¥S6°0 | 08560 | SL860 (4 -1} :001=A [Inqrom
LOYT0- LOSS‘1 88€L°0 SOEY'1 98%9°1 YEPT'E- | 86€L°0- | OTLI‘T- | 6S0T°0 | €SPI‘T- | THee'l- | 81060 | LS9E0 OSIN
6LLI'OL | 98TI‘8S 699S°€9 | 991L°6S | 6188°LS 9TPS 18 | SIPI'IL | T0VE'6L | 6VESH9 | LSPP'LL | TOSSOL | #¥TLT9 | 8LL6°99 OIV | 1 T=001/d
£000°0 2000°0 £000°0 £000°0 70000 1000°0 €000°0 | T000°0 1000°0 1000°0 | 20000 | €£000°0 £000°0 Y| -[(grov(001/4 9[epsuo]
66L£0 81980 €EVL0 7698°0 81980 6S1€T €291°0 | SS6TT- | SOIS0 | 99€S°T- | 196£0- | 60LL°0 | 6LT9°0 u -D-11xT/€ -1oeqg
T€LT°T- £7€5°0 LLOT0- 85110~ 0018°€ PPE9'E- | T9E9'T- | 01S9°T- | LO9L0- | S8LS'T- | €896°1- | €6L¥°0- | 6LEVO- JSIN
€LEY'LL | 009T99 P8ETI°1L €GES°0L | 9065°0% 60L9V8 | LTISSL | TTLI'ES | LLITTL | SI16°08 | LTSYI8 | SELLTL | 90t €L o1V
8000°0 8000°0 1100°0 9000°0 £000°0 80000 | 80000 | L0000 | €000°0 €000°0 | 80000 | L0000 | 01000 HHy [u,GugHY
0LTT0~ ¥SILO 61810 8591°0- 9L86°0 1818°C- | 066S°0- | €988°1- | TT00°0- | 89%0°C- | 86¥0°1- | 006C°0 | LTSEO | -D-11x001=d | Srquoydoy
€60~ 6£8L°0 88100~ 8591°0- 89¢€1‘Y SP8EE- | S98€1- | 010V'C- | 8S€S°0- | LICET- | LSIL'T- | €6TT0- | L00TO- OSIN
08€9°SL | €€9T+9 07969 €5€6°89 | €9L6°LE €I1L9T8 | SSI8OL | +TLII8 | S89H°0L | 89€6'8L | TIS96L | SELLOL | S80STL oIV
8000°0 8000°0 11000 9000°0 L0000 80000 | 80000 | L0000 | #0000 $000°0 | 8000°0 | L0000 | 01000 Oy [evGOHY [[omo1)
1LTT°0- €STL°0 STST0 805€°0 $886°0 €818°C- | $665°0- | €988°T- | LLTO0- | #9S0°C- | LOSO‘T- 00620 [444X0) | -D-11x001=d -UOSXTH
1¥0€°0 SL9E'T #5560 SOYL'SS 6E7L0 ¥ZI0°€ | 9000°T 9v09°0 | 6VLI0- | 068€°0 | TESE0 | LyI8O | LITLO OSIN
¥618°S9 | S¥65°6S SEE819 IvP1°Cl | €611°59 861 1€ | 88ILLS | TLTI'LS | SI8S'LY | ¥ILI'LS | 9080°€9 | TITH'TO | 967149 o)\
1068°C1 9691°L P6£6°71 6L68°0 L18T0 S680°69 | SIS90C | €OP8TH | S8LLS'E | €€€L°TE | $898°8T | 9€9L°01 | S8¥ESI Sy seddag
661L°0 £9.8°0 06£8°0 9LEY0 6€€L0 05660 66880 | 18880 12h°0 CEV80 | 686L°0 | 5080 | 0L6L0 U U b dPl=d | -10Aowsioy]
£1%5°0- LY10°1 €110 LLOL €9 161¥°C 8¥50°¢- | 6610°1- | 9Sv0°C- 1221°0 | Tv98°1- | 098€°1- 07€T°0 | 0¥20°0- OSIN
1€8S°TL | 991+°79 90,589 0020°€ | #8ILIS LEE0°08 | €T8V°CL | L8TE'SL | ¥S0TSY9 | €L6ISL | S¥66°9L | #€80°L9 | L¥60°0L )\
£PIS°E ¥901°¢ 6£7S°C 6v79°0 90T¥'T €€98°C | 0679°C | S9LL'C | €89€C 1S60°¢ | STI8°C 1681°¢ | LS8S‘E Hy
¥291°0 OvLLO 70250 6v79°0 09€6°0 6SPL'T- | S801°0- | 6TTOT- | LLOY'O | ISI6°0- | €OLY'O- | +TSS'0 | 90S+0 U SOV HII=d 1qon3IHg
€590~ 1015°1 L169°C 1%91°0 18CL°¢ TOVTE- | 6IT1°1- | 89%TT- | 6v6€°0- | 8THTT- | ¥88F'1- | $960°0 |  9969°0 OSIN
6LLY'EL | TESH'8S 9E6°6¢€ 9568°59 | 09¥C° 1V €68S18 | €819°VL | ¥8€6°6L | 8I1¥E°69 | 19TT'8L | vEI8'LL | TLOI'89 | TOLEY9 o)\4
£€00°0 $€00°0 €100 LT00°0 81000 €€00°0 | 9€00°0 | TE000 | +I100°0 | 81000 | L£000 | 62000 | LS00 B [OxTom)dxT
7€90°0 £798°0 9986°0 TEES°0 LT86°0 €6EET- | YSITO- | 8ELVI- | €LOT0 | 996L°1- | 887T9°0- | +L8¥'0 | LTELO 4 -11x001=d 90010p ‘|
(00T % 01 %
e d 19198, 191qe], m3jop n3jop
dag ‘daE | omyuwiLeX | JudWe[L] ‘AUO] da1d | 9D dag | 9 dag dag dag dag dag dag AcliikI(e) 13noury
-L1V -S0V | ‘ddg-sov -S5OV -S0V | guoesou] -5V -S0V -7V -0V -S0V POV -€0V wnipn SISy wifes

LIO[INS[O WinAn 9A LIS[YJOUDY WI[eS JIe BIR[UOASB[NWLIO) IR "L 7't 93[9ZI))




178

4.8.5. In-vitro stabilite calismalari

Hazirlanan optimum tabletlerin fizikokimyasal stabilitesi (tablet boyutu, agirligi, sertligi,
miktar tayini, su miktari, ¢oziinme) ICH QlA (R2) kilavuzuna uygun olacak sekilde
254£2°C/%60+5 bagil nem kosulunda 20 ay ve 40+2°C/%75+5 bagil nem kosulunda 6 ay
siireyle bekletilerek incelenmistir. Elde edilen stabilite sonuglar1 Cizelge 4.28 ve Sekil
4.38’de sunulmustur. Veriler incelendiginde gelistirilen optimum formiilasyonun
254£2°C/%60+5 bagil nem kosulunda 20 ay, 40+2°C/%75+5 bagil nem kosulunda 6 ay

stiresince stabil oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.28. In-vitro stabilite calismasi fizikokimyasal sonuglari (Ort.£SS)

No | Test T=0 Uzun Donem Stabilite Testleri Hizlandirilmig Stabilite
Testleri
25°C / %60 BN 40°C /%75 BN
T=3.Ay T=6.Ay T=20.Ay T=3.Ay T=6.Ay
1 Goriiniis Beyaz, Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
oblong tablet

2 Tablet En | 16,0+0,4 16,1+0,2 16,2+0,2 16,1+0,1 16,0+0,2 16,1+0,1
(mm)

3 Tablet 22,440,3 22,34+0,2 22,1+0,1 22,140,1 22,5+0,5 22,140,3
Boy (mm)

4 Tablet 9,8+0,6 9,8+0,6 10,1+0,1 10,1+0,1 10,0+0,1 10,1+0,2
Kalmlik
(mm)

5 Sertlik 6,8+0,4 6,5+0,3 6,6+0,1 6,6+0,1 6,3+0,2 6,4+0,2
(kP)

6 | Agirlik 1334,0£16,3 | 1376,3+10,9 | 1319,2+5,5 | 1319,2+11,6 | 1309,9+7,8 | 1318,543,8
(mg)

7 Miktar 96,5+1,2 95,5+0,4 96,2+0,3 97,1£1,3 97,7+0,1 97,9+1,5
Tayini
(%)
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Rufinamit 200 mg 3DP Tablet (A05)
(%2 SLS iceren saf su, 900 mL, 37°C) (n=3, Ort £+ SS)

100
(] ——T=0
% 80
g 60 ——T=3.Ay, 25°C
g ——T=3.Ay, 40°C
S 40
8. ——T=6.Ay, 25°C
=20 ——T=6.Ay, 40°C
——T=20.Ay, 25°C
0 ¢
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (dk)

Sekil 4.38. In-vitro stabilite ¢alismasi ¢6ziinme sonuglari
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4.8.6. Formiilasyonlarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
Referans iiriin (Inovelon® Film Tablet), Optimum formiilasyona ait filament, Optimum

formiilasyona ait plasebo filament ve Optimum formiilasyona ait 3DP tablet (i¢ dolgu oranlari

%10, %50 ve %100) i¢in elde edilen SEM goriintiileri Resim 4.1-Resim 4.6’da sunulmustur.

Kesit

100 pr
METU CENTRAL LAB

Resim 4.1. Referans iiriin (Inovelon® Film Tablet) igin elde edilen SEM goriintiileri
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Yiizey Kesit

Resim 4.2. Optimum formiilasyona ait filament i¢in elde edilen SEM goriintiileri



Kesit

Resim 4.3. Optimum formiilasyona ait plasebo filament i¢in elde edilen SEM goriintiileri
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Resim 4.4. Optimum formiilasyona ait 3DP tablet igin elde edilen SEM goriintiileri (I¢ dolgu
orant: %10)
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Yiizey Kesit

Resim 4.5. Optimum formiilasyona ait 3DP tablet igin elde edilen SEM goriintiileri (I¢ dolgu
orant: %50)
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Yiizey Kesit

Resim 4.6. Optimum formiilasyona ait 3DP tablet igin elde edilen SEM goriintiileri (I¢ dolgu
orani: %100)
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4.8.7. Hiicre Kkiiltiirii calismalar:

Caco-2 ve Hep G2 hiicrelerinde rufinamitin __ sitotoksik etkilerinin  MTT testi ile
degerlendirilmesi

Rufinamit, referans iiriin Inovelon® Film tablet ve Optimum 3DP tablet iizerinde Boliim
3.3.9°da belirtildigi sekilde gerceklestirilen MTT testi sonuglar1 Sekil 4.39 ve Sekil 4.40°ta

sunulmustur.

» Caco-2 hatti sonuglar

Rufinamit i¢in uygulanan her {i¢ derisimde de 48. saat % hiicre canlilig1 sonuglart >%50
olarak bulunmustur (0.25 mM: % 96, 0.5 mM: % 96 ve | mM: % 72). 1 mM derisimde hiicre
canliliginda azalma gézlenmistir. Bununla birlikte hiicre canlilig1 orani her {i¢ derisim i¢in

de %50 nin iizerinde olup li¢ derisimde de sitotoksik olmadigi1 gézlenmistir.

Inovelon® Film Tablet igin uygulanan her ii¢ derisimde de 48. saat % hiicre canlilig
sonuglart >%50 olarak bulunmustur (0.25 mM: % 61, 0.5 mM: % 63 ve 1 mM: % 59).
Derisim artigina bagli olarak hiicre canliliginda hafif bir azalma gozlenmektedir. Bununla
birlikte hiicre canlilig1 orani1 her ii¢ derisim i¢in de %50 nin {izerinde olup ii¢ derisimde de

sitotoksik olmadig1 gdzlenmistir.

Optimum 3DP Tablet (A5-3DP) i¢in uygulanan her ii¢ derisimde de (0.25 mM, 0.5 mM ve
1 mM) 48 saat sonuglart benzer bulunmus olup hiicre canlilig sirastyla % 99, %113 ve %
96 olarak hesaplanmistir. Hiicre canlilig1 orant her ii¢ derisim i¢in de %50’nin iizerinde olup

ic derisimide de sitotoksik olmadig1 gézlenmistir.

Dolayistyla rufinamit, Inovelon® ve optimum 3DP tabletin Caco-2 hiicreleri iizerinde iig
derisimde de sitotoksik olmadigi, ilaveten permeabilite ¢alismasinin her ii¢ derisimde de

hiicre canlilig1 korunacak sekilde gergeklestirilebilecegi sonucuna varilmistir.

%100’1n tizerinde elde edilen degerler i¢in standart sapmalarla birlikte deneysel hatalar (6rn.
pipetaj) ya da hiicreye uygulanan maddenin farkli metabolizmalar1 tetiklemesi veya
proliferatif etki gostermesi (6rn. mitokondriyel aktivite artis1 (Ingels ve digerleri, 2002))
kaynakli olabilir. Elde edilen sapma degeri kabul edilebilir seviyededir.
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Caco-2 Hiicre Hatti
120

110
. 100100
X 100
’ﬂ:" 90
E 80
o 70
S 60
T
50
40
0.25 0.25 0.25 0.25
rnM rnM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
RUFINAMIT INOVELON® OPTIMUM 3DP TABLET ¢cdzucu KONTROL
m24sa ®m48sa

Sekil 4.39. Caco-2 hiicrelerinde elde edilen hiicre canlilik degerleri

» Hep G2 hatti sonuglari

Rufinamit i¢in uygulanan her ii¢ derisimde de 48. saat hiicre canlilig1 sonuglar1 benzer >%50
olarak bulunmustur (0.25 mM: % 75, 0.5 mM: % 75 ve 1 mM: % 77) . Hiicre canlilig1 oran1
her ii¢ derisim i¢in de %50 nin iizerinde olup ii¢ derisimde de hepatik hiicreler lizerinde

toksik olmadig1 gézlenmistir.

Inovelon® Film Tablet i¢in uygulanan her ii¢ derisimde de 48. saat hiicre canlilig1 sonuglar
benzer ve oldukca diisiik bulunmustur (0.25 mM: % 48, 0.5 mM: %47 ve 1 mM: % 51). Elde
edilen bu sonug Inovelon® Film Tablet’in hepatik hiicreler iizerinde toksik olabilecegini

gostermektedir.

Optimum 3DP Tablet (A5-3DP) i¢in uygulanan her ii¢ derisimde de 48. saat hiicre canlilig1
sonuclar1 olduke¢a yiiksek bulunmustur (0.25: % 90 mM, 0.5 mM: % 94 ve 1 mM: % 86).
Derisim artigina bagli olarak hiicre canliliginda hafif bir azalma gozlenmektedir. Bununla
birlikte hiicre canlilig1 orani her ii¢ derisim i¢in de %50 nin tizerinde olup {i¢ derisimde de

hepatik hiicreler iizerinde toksik olmadig1 gézlenmistir.

[laveten 24 saat ve 48 saat sonunda ii¢ gruptan elde edilen veriler arasinda ANOVA testi

yapilarak gruplarin birbirinden farkli olup olmadiklar: istatistiksel olarak incelenmistir
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(a:0,05). Elde edilen sonuglar, gruplar arasinda anlamli fark oldugunu gostermistir

(Fhesap>Fitik, p <0,05) (Cizelge 4.29).

Hep G2 Hiicre Hatti

10 110 110 110 170
109 4071
110
= o 1 103 160 100
£ 10 5
:@ a0 86
= 77
5 80 75 ”
o 70
Q
: 60
2 & 49 31 48 47 49 48
" TITIT
1.0 05 025 1.0 05 025 1.0 05 025 1.0 05 025
ma M mM mM mM mM mM mM mM mM mM O mM mM
RUFINAMIT INOVELON® OPTIMUM 3DP TABLET QCZUCU KONTROL

m24sa m48 sa

Sekil 4.40. Hep G2 hiicrelerinde elde edilen hiicre canlilik degerleri

Cizelge 4.29. MTT testinde ii¢ grup arasindaki farkin ANOVA ile istatistiksel olarak

incelenmesi
Hi . Derisim
licre aman
0,25 mM 0,5 mM 1,0 mM
Hatt1 Noktasi 2> M : s
Fhesap | Fritik | p Fhesap | Frritik | p Fhesap | Fritik | p
Hep G2 | T=24. Saat | 673 0,00 | 647 0,00 | 1143 0,00
T=48. Saat | 54 0,00 | 270 0,00 | 105 0,00
3,68 3,68 3,68
Caco-2 | T=24.Saat | 46 0,00 | 18 0,00 | 57 0,00
T=48. Saat | 43 0,00 | 200 0,00 | 187 0,00
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Formiilasyonlarin permeabilite deneyleri

Rufinamit, referans iiriin Inovelon® Film tablet ve Optimum 3DP tablet iizerinde Boliim
3.3.9°da belirtildigi sekilde gergeklestirilen permeabilite testi sonuglari Sekil 4.41°de
sunulmustur. Permeabilite siralamasinda en yiiksek permeabilite Optimum 3DP tablet ile elde

edilirken en diisiik permeabilite degerleri saf etkin madde ile elde edilmistir.

Literatiire gore test gruplarinin permeabilite siiflandirmasi Cizelge 4.30°daki gibidir
(Akdag, Gulsun, Izat, Oner ve Sahin, 2020; van Breemen ve Li, 2005; Yee, 1997). Diisiik
dozlarda ii¢ test grubu i¢in de permeabilite yliksek iken en yiiksek dozda (1ImM), saf etkin
madde ve Inovelon® igin “orta” seviyede permeabilite goriilmiistiir. Bununla birlikte
Optimum 3DP tablet i¢in artan ¢oziiniirliikk sayesinde en yiiksek dozda da “yiliksek-iyi”

permeabilite elde edilmistir.

[laveten ii¢ gruptan elde edilen veriler arasinda ANOVA testi yapilarak gruplarin birbirinden
farkli olup olmadiklar istatistiksel olarak incelenmistir (a:0,05). Elde edilen sonugclar, 0.25
mM ve 1 mM derisimlerde gruplar arasinda anlamli fark oldugunu gostermistir (Fhesap™>Fkritik,

p <0,05) (Cizelge 4.30).

Papp (cm/sn) (XorttSD, n=3)

1.90E-05

1.70E-05
150E-05 | [

T

£ 130805 |

s

[=3

e =)

& 1.10E-05 : i
9.00E-06 B
7.00E-06 . l‘
500E06 =

Rufinamit Rufinamit Ruﬂnarnil Inovelon®  Inovelon® Inovalun@ Optimum 3DPOptimum 3DPOptimum 3DP
(0.25mM) (0.5 mM) (1.0mM)  Film Tablet Film Tablet Tablet Tablet Tablet
(0.25mM) (0.5 mM) (1. OmM) (0.25mM)  (0.5mM) (1.0 mM)

Sekil 4.41. Caco-2 hiicrelerinde elde edilen permeabilite degerleri
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Cizelge 4.30. Literatiire gore Papp degerlerine gore permeabilite siniflandirmasi

Test Grubu Doz (mM) Papp Perm, Sinifi
0,25 mM 1,56%107° Yiiksek- Iyi
Rufinamit 0,5 mM 1,17%10° Yiiksek- Tyi
1 mM 0.70*107 Yiiksek-Orta
0,25 mM 1,67%¥107 Yiiksek- Tyi
Inovelon® FTB 0,5 mM 1,41%10° Yiiksek- lyi
1 mM 0,92*%107 Yiiksek- Orta
0,25 mM 1,84*107 Yiiksek- lyi
Optimum 3DP Tablet 0,5 mM 1,62%107 Yiiksek- Tyi
1 mM 1,54%10° Yiiksek- Tyi

Cizelge 4.31. Permeabilite testi icin li¢ grup arasindaki farkin ANOVA ile istatistiksel olarak

incelenmesi
Derisim
0,25 mM 0,5 mM 1,0 mM
Fhesap Fritik p Fhesap Fritik p Fhesap Fritik p
12,13 5,14 0,01 2,70 5,14 0,15 81,50 5,14 0,00

Referans iiriin ve 3DP tablet igerik farkinin sitotoksisite ve permeabilite {izerinde etkili

olabilecegi diisiiniilmiis ve karsilagtirma tablosu Cizelge 4.31’de sunulmustur.
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4.8.8. Ticari iiriin Inovelon® film tablet ve optimum 3DP tablet formiilasyonlari ile
yapilan in-vivo ¢alismalar

In-vivo hayvan deneyi ¢alismalar1 Boliim 3.3.10°da tarif edildigi sekilde gerceklestirilmis ve

elde edilen sonuglar Sekil 4.42-Sekil 4.47 ve Cizelge 4.32°de sunulmustur.

45 —8— 20mg/kg Optimum 3DP Tablet (A05), Sican-1
40 —&— 20mg/kg Optimum 3DP Tablet (A0S), Sican-2
35 ‘I‘ —— 20mg/kg Optimum 3DP Tablet (A0S5), Sican-3
3.0 —@— 20mg/kg Optimum 3DP Tablet (A0S), Sican-4
)5 —8— 20mg/kg Optimum 3DP Tablet (A05), Sican-5

—@— 20mg/kg Optimum 3DP Tablet (A05), Sican-6

Plazma Derisimi (pg/mL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Zaman (saat)

Sekil 4.42. 20 mg /kg dozda rufinamit igeren Optimum 3DP tablet (A05) uygulanan
hayvanlardan elde edilen derisim - zaman profilleri (n=6)

3.0
0 20mg/kg Inovelon® Film tablet, Sican-1

20mg/kg Inovelon® Film tablet, Sican-2
—8— 20mg/kg Inovelon® Film tablet, Sican-3
20 ' —8— 20mg/kg Inovelon® Film tablet, Sigan-4
—8— 20mg/kg Inovelon® Film tablet, Sican-5
—8— 20mg/kg Inovelon® Film tablet, Sican-6

2.5

15

1.0

Plazma Derisimi (pg/mL)

0.5

0.0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Zaman (saat)

Sekil 4.43. 20 mg /kg dozda rufinamit igeren ticari iiriin Inovelon® uygulanan hayvanlardan
elde edilen derisim- zaman profilleri (n=6)
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7. .
0 —&— 40mg/kg Optimum 3DP Tablet (A05), Sican-1
- 60 —&— 40mg/kg Optimum 3DP Tablet (A05), Sican-2
,_E —8— 40mg/kg Optimum 3DP Tablet (A0S), Sican-3
g 5.0 —&— 40mg/kg Optimum 3DP Tablet (A05), Sican-4
T 40 40mg/kg Optimum 3DP Tablet (A05), Sican-5
@ —&— 40mg/kg Optimum 3DP Tablet (A05), Sican-6
b
8 3.0
@
£ 20
~N
S
a 10
0.0
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Zaman (saat)

Sekil 4.44. 40 mg /kg dozda rufinamit igeren Optimum 3DP tablet (A05) uygulanan
hayvanlardan elde edilen derisim- zaman profilleri (n=6)

45
—8— 40mg/kg Inovelon® Film tablet, Sican-1

- 40 —&— 40mg/kg Inovelon® Film tablet, Sican-2
-..E 35 —0— 40mg/kg Inovelon® Film tablet, Sican-3
¥ 3.0 —0— 40mg/kg Inovelon® Film tablet, Sican-4
:E' ’ 40mg/kg Inovelon® Film tablet, Sican-5
G 2.5 —0— 40mg/kg Inovelon® Film tablet, Sican-6
@ 20
[a]
@ 15
£
@ 10
o

0.5 /

00 &

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Zaman (saat)

Sekil 4.45. 40 mg /kg dozda rufinamit igeren ticari iiriin Inovelon® uygulanan hayvanlardan
elde edilen derisim- zaman profilleri (n=6)
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4.0

3.5 —@8— 20 mg/ kg Optimum 3DP tablet (A05)
3.0

2.5 —&— 20mg/kg Inovelon® Film tablet

Plazma Derigimi (pg/mL)

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Zaman (saat)

Sekil 4.46. 20 mg /kg dozda rufinamit igeren {irlin uygulanan hayvanlardan elde edilen
ortalama derisim- zaman profilleri (n=6+CI)

7.0

6.0 —8— 40mg/ kg Optimum 3DP tablet (A05)

—8— 40mg/kg Inovelon® Film tablet

Plazma Derigimi (pg/mL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Zaman (saat)

Sekil 4.47. 40 mg /kg dozda rufinamit igeren {iriin uygulanan hayvanlardan elde edilen
ortalama derisim- zaman profilleri (n=6+CI)
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Cizelge 4.33. Optimum 3DP tablet (A05) ve Inovelon®a ait farmakokinetik parametreler

(n=6=+CI)

Doz: 20 mg/kg Doz: 40 mg/kg

Optimum 3DP ® Optimum 3DP ®

Tablet (A05) fnovelon Tablet (A05) Inovelon
Cax (ng/mL) 2,98 £0,52 2,50+ 0,17 5,43 £0,37 3,50+ 0,39
tmax (S@at) 3,00+ 0,51 2,17+0,33 4,67+0,83 3,83 +£0,94
AUC()_t
(ug*saat/mL) 40,41 +591 42,35+ 4,36 81,38 £6,99 72,76 £2,81
AUCo- 44,89 + 5,93 46,50 + 4,73 84,35+ 6,78 80,72 + 3,67
(ng*saat/mL)
ty (saat) 14,75+ 3,89 13,08+ 1,18 9,54+ 0,61 13,63 2,37
MRT(saat) 21,19+ 3,00 20,91 + 0,64 15,19 £ 0,32 22,18 £ 1,02
kd (saat™) 0,050+ 0,010 0,054 = 0,005 0,073 £ 0,005 0,053 +0,010

Elde edilen in-vivo plazma profili ile in-vitro ¢oziinme sonuglari arasinda bir iliski

kurulmaya ¢alisilmis ancak dogrusal bir iliski tespit edilememistir (Sekil 4.48).

25

2.0

1.5

1.0

Plazmma Derisimi (ug/mL)

0.0

0-5 .......-.‘...._..

0.0 e

100.0

200.0

In-vitro ¢6ziinme (pg/mL)

® 20 mg/ kg Optimum 3DP Tablet (A05)
® 40 mg/ kg Optimum 3DP Tablet (A05)
® 20mg/kg Inovelon® Film tablet
® 40mg/kg Inovelon® Film tablet
vy =0.0063x - 0.0707
R?=10.5178
y=0.0051x + 0.4468
R*=0.3074
y =0.0146x - 0.0138
R>= 0473
y =0.0088x - 0.0048
R2=(.5878

Sekil 4.48. in-vivo plazma profili ile in-vitro ¢dziinme iliskisi



197

Cizelge 4.34. Farmakokinetik parametrler icin Optimum 3DP tablet (A05) ve Inovelon®
arasindaki farkin ANOVA ile istatistiksel olarak incelenmesi

Doz: 20 mg/kg
Chmax Varyans Kaynag1 | SS df MS F P-degeri | F olciitii
(ng/mkL) Gruplar Arasinda | 0,69 1,00 0,69 2,96 0,12 4,96
Gruplar Icinde 2,33 10,00 0,23 -
Toplam 3,01 11,00 -
Tmax Varyans Kaynag1 | SS df MS F P-degeri | F olciitii
(saat) Gruplar Arasinda | 2,08 1,00 2,08 7,35 0,02%* 496
Gruplar Icinde 2,83 10,00 0,28 -
Toplam 4,92 11,00 -
AUCo Varyans Kaynag1 | SS df MS F P-degeri | F olciitii
(ng*saat/mL) | Gruplar Arasinda | 7,82 1,00 7,82 0,17 0,69 4,96
Gruplar Icinde 449,53 10,00 44 .95 -
Toplam 457,35 11,00 -
T2 Varyans Kaynag1 | SS df MS F P-degeri | F olciitii
(saat) Gruplar Arasinda | 8,38 1,00 8,38 0,65 0,44 496
Gruplar i¢inde 129,10 10,00 12,91 -
Toplam 137,49 11,00 -
MRT Varyans Kaynag: | SS df MS F P-degeri | F olciitii
(saat) Gruplar Arasinda | 0,24 1,00 0,24 0,03 0,86 496
Gruplar icinde 73,68 10,00 7,37 -
Toplam 73,92 11,00 -
Kd Varyans Kaynag1 | SS df MS F P-degeri | F olciitii
(saat™) Gruplar Arasinda | 0,00 1,00 0,00 0,32 0,59 496
Gruplar i¢inde 0,00 10,00 | 0,00 -
Toplam 0,00 11,00 -
Doz: 40 mg/kg
Chmax Varyans Kaynag1 | SS df MS F P-degeri | F olgiitii
(ng/mkL) Gruplar Arasinda | 11,15 1,00 11,15 50,15 0,00* 4,96
Gruplar Icinde 2,22 10,00 0,22 -
Toplam 13,38 11,00 -
Tmax Varyans Kaynag1 | SS df MS F P-degeri | F olgiitii
(saat) Gruplar Arasinda | 2,08 1,00 2,08 1,71 0,22 4,96
Gruplar Icinde 12,17 10,00 1,22 -
Toplam 14,25 11,00 -
AUCo Varyans Kaynagi | SS df MS F P-degeri | F olgiitii
(ng*saat/mL) | Gruplar Arasinda | 39,60 1,00 39,60 0,85 0,38 4,96
Gruplar Icinde 463,45 10,00 46,34 -
Toplam 503,05 11,00 -
T2 Varyans Kaynag1 | SS df MS F P-degeri | F olgiitii
(saat) Gruplar Arasinda | 50,28 1,00 50,28 10,70 0,01* 4,96
Gruplar Icinde 46,98 10,00 4,70 -
Toplam 97,26 11,00 -
MRT Varyans Kaynag1 | SS df MS F P-degeri | F olgiitii
(saat) Gruplar Arasinda | 146,61 1,00 146,61 163,66 0,00* 4,96
Gruplar Icinde 8,96 10,00 0,90 -
Toplam 155,57 11,00 -
Kd Varyans Kaynag1 | SS df MS F P-degeri | F olgiitii
(saat™) Gruplar Arasinda | 0,00 1,00 0,00 13,03 0,00* 4,96
Gruplar Icinde 0,00 10,00 0,00 -
Toplam 0,00 11,00 -

*”P- degerleri 0,05 ten kii¢lik olan terimler istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.






199

5. TARTISMA

Bu boliimde tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalarin sonuglart degerlendirilmistir. Bu
amacla etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri karakterize edilmistir. Miktar tayini i¢in
gelistirilen HPLC ve LC-MS yontemlerinin analitik metot validasyonu degerlendirilmistir.
Referans iiriin karakterizasyonu yapilmis, formiilasyon gelisimi ¢aligmalar1 6ncesinde risk
analizi gergeklestirilmis ve bu dogrultuda optimum formiilasyonun eldesi igin
gerceklestirilen formiilasyon ¢alismalar tartisilmistir. Etkin madde i¢eren formiilasyonlara
ait stabilite calismalarinin ve hiicre kiiltiirii deneylerinin sonuglart incelenmistir. Ayrica
gelistirilen 3DP formiilasyon ve ticari {iriiniin siganlar {izerindeki farmakokinetik etkisi

karsilastirtlmistir.
5.1. On Formiilasyon Calismalari

Etkin madde rufinamitin safliginin ve formiilasyonlarda degismeden kaldiginin gosterilmesi
icin formiilasyon calismalarina baslamadan 6nce fizikokimyasal 6zellikleri incelenmistir.
Bu amagla gerceklestirilen ¢aligsmalar, denge ¢oziiniirliik tayini, DSC ile erime derecesi
tayini, XRD ile kristal modifikasyonu tayini, FTIR analizi, partikiil biiyiikliigii analizi, toz

akis 6zelliklerinin belirlenmesi, kiitle spektrumu ve UV spektrumudur.
5.1.1. Rufinamitin denge c¢oziiniirliik tayini

Rufinamitin saf sudaki denge ¢oziiniirliik degerli 54,7 mg/L olarak bulunmus olup literatiir
ile uyumludur (Ravish ve Dhara, 2013). Rufinamit non-iyonik bir bilesik oldugu icin
beklenildigi gibi 0,1 N HCI, pH 4,5 asetat tamponu ve pH 6,8 fosfat tamponunda yapilan
denge ¢oziiniirliik verileri de birbirine benzer bulunmustur (sirasiyla 54,1 mg/L, 56,1 mg/L
ve 57,0 mg/L). Elde edilen bu veriler Avrupa farmakopesi “General Notices” boliimiine gore
etkin maddenin suda, 0,1 N HCI’de, pH 4,5 asetat tamponunda ve pH 6,8 fosfat tamponunda

pratik olarak ¢oziinmedigini géstermektedir.

Diger yandan c¢oziiniirliik degerinin ¢oziinme ortamindaki SLS oranma bagli oldugu
gdzlenmistir. Coziinme ortamina % 2 SLS eklenmesi ile ¢oziiniirlik degerinin 671.6 mg/L

olarak denge ¢oziiniirliik degerinde yaklasik on kat artisa neden oldugu gorilmiistiir.
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Elde edilen bu bulgunun, SLS’nin yiizey aktif 6zelligi ve miseller ¢oziiniirliik nedeniyle
olabilecegi diislintilmiistiir. Coziinme ortamina eklenen SLS ile ylizey gerilim diismektedir.
Bu sayede rufinamitin 1slanabilirligi artarak ¢oziiniirlik artmaktadir. ilaveten ¢dziinme
ortamina yiizey etkin maddelerin kritik misel derisiminin {izerinde ilavesi sonucu miseller
¢Oziiniirliik ile ¢oziiniirliik artirilmasi literatiirde siklikla uygulanan bir yontemdir (Jain, Ran
ve Yalkowsky, 2004; Shekunov, 2017). Ozellikle suda ¢oziiniirliigii diisiik olan etkin
maddeler i¢in ¢Oziinilirlik ve ¢o6ziinme ortamina SLS eklenmesi ile miseller ¢oziiniirliikk
saglanmaktadir (Alizadeh, Shayanfar ve Jouyban, 2018; Crison, Weiner ve Amidon, 1997).
SLS oranindaki artisa bagli olarak etkin maddelerin ¢dziiniirliigiiniin miselizasyon ile
arttigina dair literatiirde ¢alismalar mevcuttur (Bahr, Modi, Patel, Campbell ve Stockdale,

2019).

SLS maddesi igin kritik misel derisimi yaklasik %0,2 (8.3 mM) ’dir (Jain ve digerleri, 2004;
USP, 2021b) ve bu oran ¢oziinme ve ¢dziiniirliik ortamlarinda kullanilan %2 (69.4 mM)
oraninin oldukga altindadir. Dolayisiyla hem ¢6ziiniirliik hem de ¢6ziinme ortamlarinda
kullanilan SLS oraninda miseller ¢o6ziiniirlik araciligiyla rufinamitin ¢oziiniirliigii

artmaktadir.

Gergeklestirilen ¢oziiniirliikk ¢alismasi1 sonuglart etkin maddenin ¢oziiniirliigiiniin pH’tan
bagimsiz ve siirfaktana bagimli oldugunu gdstermekle birlikte, formiilasyon gelistirme
calismalarinda kullanilan ¢6ziinme ortamlarinda sink kosulun denetlenmesinde de
kullanilmaktadir. Sink kosulun saglanmasi i¢in etkin maddenin ¢dziiniirliigliniin, ¢6ziinme
ortamindaki maksimum derisiminin en az 3-5 kati olmasi gereklidir (Liu, 2013;Siepmann ve
Siepmann, 2020). Bu dogrultuda 200 mg etkin madde i¢in sink kosulun saglanabildigi
ortamlarin “% 2 SLS (a/h)” icermesi gerektigi tespit edilmistir. FDA ila¢ salim metotlar1 veri
tabaninda kullanilan SLS oran1 %0,05 ile %3 arasinda degismektedir (FDA, 2021). 200
mg’1n iizerinde dozlarla sink kosulda calismak i¢in daha ytliksek SLS derisimlerinin gerekli

oldugu diisiiniilmektedir.

5.1.2. Rufinamitin erime derecesi tayini

Erime derecesi, maddelerin safligin1 da gosteren her maddeye 6zgi bir 6zelliktir. DSC

termograminda rufinamitin erime noktas1 238°C’dir (Sekil 4.1) ve bu degerin literatiir ile
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uyumlu oldugu bulunmustur (EMA, 2007; Portman, Hoffmeier, Burkhard, Scherrer ve
Szelagiewicz, 2011).

5.1.3. Rufinamitin kristal modifikasyonunun incelenmesi

Rufinamit polimorfizm gosterir. A, A’, B ve C kristal modifikasyonlar1 Amerikan patent
ofisinden yayimlanmis US8076362 B2 (Portman, Hoffmeier, Burkhard, Scherrer ve
Szelagiewicz, 2011), US 6740669 Bl (Portman, Hoffmeier, Burkhard, Sherrer ve
Szelagiewicz, 2004) ve US 7750028 B2 (Portman, Hofmeier, Burkhard, Scherrer ve
szelagiewicz, 2010) patentlerinde tarif edilmistir. Ozellikle A ve A’ kristal modifikasyonlari,
yuksek stabiliteye sahip ve farmasotik etkin madde olmasini saglamaktadir (Portman ve
digerleri, 2011; Portman ve digerleri, 2004; Portman ve digerleri, 2010). Rufinamitin kristal
yapisi, XRD difraktogram iizerinden incelendiginde, referans iiriin olan Inovelon® ile aym
spesifik piklere sahip oldugu goézlenmistir. Ozellikle referans iiriin patentinde belirtilen “¢ok
gliclii” ve “giiclii” diizlemler aras1 bosluk degerleri (d) olan 4.84°, 4.55° ve 3.25° pikleri net
bir sekilde gozlenebilmistir. Elde edilen bu bulgu rufinamitin polimorfik yapisinin,
etkinlikten sorumlu polimorf olan A-polimorfu (Modification A) oldugunu gostermistir

(Portman, Hoffmeier, Burkhard, Sherrer ve Szelagiewicz, 2004a).

5.1.4. Rufinamitin FTIR analizi

FTIR spektrumu sonucunda 1396 cm™, 1474 cm™ ve 3412 cm!’de gozlenen amin gerilim
bandi (-NHz), 1632 cm™'‘de gdzlenen karbonil grubu (C=0) gerilim band1 ve 3096 cm™! ve
3184 cm™’de gdzlenen “=C-H bag1” belirlenmistir. Bu sonuglarn literatiir verileri ile benzer

oldugu goriilmistiir (Wandera, 2013).

5.1.5. Rufinamitin partikiil biiyiikliigii dagiliminin 6l¢iilmesi

Etkin maddenin fiziksel karakterizasyonu ig¢in rufinamitin partikiil biyiikligi dagilim
analizi yapilmis ve partikiil biytikligii dagilimi d (0,1): 2,609 um £ 0,165, d (0,5): 7,615 um
+0,183 ve d (0,9): 15,536 um + 0,539 olarak bulunmustur (n=3+SS). Elde edilen veriler etkin
maddenin ¢ok ince yapida ve elektrostatik 6zellikte oldugunu ve bu sebeple tabletler halinde

tiretilebilmesi icin graniilasyon gibi ilave islemlerin gerektirdigini gdstermistir. Nitekim



202

referans iiriin olan Inovelon® film tablet {iretim prosesi art arda iki ayr1 yas graniilasyon

prosesini iceren olduk¢a uzun bir prosestir (EMA, 2007).
5.1.6. Rufinamitin toz akis 6zelliklerinin belirlenmesi

Rufinamitin toz akis ozellikleri Bolim 3.2.1°de anlatildigi sekilde gergeklestirilmistir.
Rufinamitin kiime dansitesi 0.11 g/mL £ 0.01, sikistirilmis dansitesi 0.20 g/mL £ 0.01,
basilabilme indeksi 44 + 6, Hausner orani 1.80 + 0.18 ve y181n agis1 72°+2 olarak bulunmustur
(n=3, Ort.£SS).

Avrupa Farmakopesi “<2.9.6> Powder flow” monografinda “Table 2.9.36.1 — Flow
properties and corresponding angle of repose” tablosuna gore y1gin agis1 > 66° olan tozlar
akis 6zelligi agisindan “gok cok zayif” sinifina girmektedir (Ph.Eur., 2020). Rufinamit i¢in
elde edilen deger 72°+2 (> 66°) olarak bulunmus olup bu nedenle akis 6zelligi “cok ¢cok zayif”

smifindadir.

Benzer sekilde yine Avrupa Farmakopesi “<2.9.6> Powder flow” monografinda “Table
2.9.36.-2. — Scale of flowability” tablosuna gore basilabilme indeksi > 38 ve Hausner orani
>1,60 olan tozlar akis 6zelligi agisindan “¢ok ¢ok zayif” sinifina girmektedir (Ph.Eur., 2020).
Rufinamit i¢in elde edilen deger basilabilme indeksi 44 + 6 (>38) ve Hausner oran1 1,80 +
0,18 (>1,60) olarak bulunmustur. Elde edilen bu verilere gore rufinamitin akis 6zelligi “cok

¢ok zay1f” sinifindadir.

Elde edilen bu veriler etkin maddenin oldukga diisiik dansiteli oldugunu, basilabilirliginin ve
akig karakteristiginin tabletler halinde basilabilmesi i¢in ¢ok yetersiz oldugunu, bu nedenle
kat1 ilag sekli haline gelebilmesi i¢in graniilasyon gibi ilave liretim islemlerinden ge¢cmesi
gerektirdigini gostermektedir. Nitekim referans iiriin olan Inovelon® film tablet iiretim
prosesi art arda iki ayr1 yas graniilasyon prosesini i¢eren olduk¢a uzun bir prosestir (EMA,

2007).

Tez calismas1 kapsaminda gelistirilen 3DP tablet baski yontemi, basilabilirlik 6zellikleri
oldukga diisiik rufinamit etkin maddesi i¢in hizli bir proses ile tabletler halinde bitmis {iriin

elde edilmesini miimkiin kilmistir.
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5.1.7. Rufinamitin kiitle spektrumu

Rufinamitin molekiil agirlig1 238 g/mol olarak bulunmustur. Elde edilen bu veri literatiir ile

uyumludur (EMA, 2007).

5.1.8. Rufinamitin UV spektrumu

Rufinamitin ACN:MeOH:Su (40:50:10) igerisindeki maksimum absorbans gdsterdigi dalga
boyunun belirlenmesi ¢aligmalar1 sonucunda maksimum absorbans verdigi dalga boyunun
(Amax) 207 nm oldugu goriilmiistiir. Bu sonug literatiir verileri ile uyumludur (Annapurna,

Goutam, Saketha ve Pavani, 2012; Harisudha ve digerleri, 2013).

5.2. Rufinamitin Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesi ve Validasyonu

Rufinamitin hem in-vitro, hem de in-vivo miktar tayini analizlerinde kullanilan analitik
yontemler, ICH (EMA, 1995) ve FDA (FDA, 2018) kilavuzlarina uygun olarak ayr1 ayri

valide edilmis ve analizlerdeki kullaniminin giivenilirligi ispatlanmustir.

5.2.1. Miktar tayini yontemi (Yontem 1) validasyonu

Yontem 1 i¢in validasyon caligmalari rufinamitin % 2 SLS igeren saf su ¢ozeltisinde
gergeklestirilmistir. Rufinamitin 3DP tablet formiilasyonundaki miktar tayini, ¢oziinme
tayini, ¢cozinlirliik tayini, stabilite tayini, hiicre kiiltiirii ¢alismalarindaki miktar tayini ve
ekstriizyon temizlik yontemi gelisimi ¢calismalarinda kullanilmigtir. Miktar tayini HPLC aleti
kullanilarak gerceklestirilmistir. Kullanilan analitik yontemin kabul edilebilirligini ispat
eden validasyon parametrelerinden, dogrusallik, aralik, dogruluk, geri elde, kesinlik,
Ozginliik, secicilik, filtre etkisi, teshis ve tayin sinir1, yontem saglamligi ve stabilite

parametreleri incelenmistir.

Dogrusallik, bir analitik yontemin deney bulgularinin 6rnek i¢indeki madde derisimi ile
belirli bir aralikta orantili olmasidir. Gergeklestirilen validasyon calismasinda rufinamitin
0,02-0,29 mg/mL araliginda derisimlerin pik alan1 cevaplari ile iliskisinin dogrusal oldugu
bulunmustur (1?=0,999) (Sekil 4.7). ilaveten dogrusallik ¢alismasinin en alt ve en iist

derisimlerin %RSD degerleri de incelenmis olup en alt ve en list derisimlerdeki %RSD
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degerinin %2 nin altinda oldugu, dolayisiyla yontemin bu derigim araliginda tekrar edilebilir

sonuclar verdigi ve dogrusal oldugu gosterilmistir.

Dogruluk kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin ger¢ek degerlere
yakinligimmi ifade eder. Geri kazanim g¢aligmalar1 ile yontem dogrulugu gosterilir. Geri
kazanim % 95-105 arasinda degisirken varyasyon katsayist % 2’den kii¢iik bulunmustur

(Cizelge 4.4).

Kesinlik analitik yontemin birbirini takip eden dl¢iimleri arasindaki yakinligin derecesi olup
normal deney kosullar1 altinda analitik yontemin tekrar elde edilebilirlik ve tekrarlanabilirlik
derecesinin bir Olgiisiidiir. Deney i¢i ve deneyler arasi kesinlik sonuglar1 Cizelge 4.5 ve
Cizelge 4.6’da verilmistir. Deney ici ve deneyler arasi kesinlik deneylerinin varyasyon
katsayilar1 % 2’den kiigliktiir. Deneyler arasi kesinlik ¢alismasinda sonucglar arasi fark
%?2‘den kiicliktiir. Bu veriler rufinamit icin yoOntemin tekrarlanabilir oldugunu

gostermektedir.

Ozgiinliik ve segicilik parametresinin testinde, kullanilan analiz yénteminin sadece analiz
etmek istenilen maddeyi saptayabildiginin, ¢oziicii ve plasebonun ayni dalga boyunda
absorbans gosterip gostermediginin kontrolii yapilmistir. Elde edilen kromatogramlar
incelendiginde, ¢oOziicii ve plasebo c¢ozeltilerinin etkin maddeye ait pik igermedigi,

dolayisiyla yontemin rufinamite 6zgiin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8-Sekil 4.11).

Hazirlanan numunelerin HPLC sisteminde tikanmalara yol a¢mamasi amaciyla
gergeklestirilen filtrasyon calismasinda kullanilan filtrenin tespiti amaciyla test ¢ozeltisi,
standart ¢ozeltisi, ¢oziicii (blank) ve plasebo ¢ozeltileri analitik yontemdeki gibi hazirlanmus,
bu ¢ozeltilerin bir miktar1 santrifiij edilmis ve tist faz farkl filtre tipleri ile siiziilerek viallere
alinarak analiz edilmis ve % fark hesaplanmistir. Tiim filtre tiplerinde blank ve plasebo
cozeltilerinde etkin madde piki alikonma zamaninda herhangi bir pik gézlenmemistir. Test
ve standart ¢ozeltilerinde denenen tiim filtrelerde % fark degeri %1’in altinda ve uygun

bulunmustur (Cizelge 4.7).

Gelistirilen analitik yontemin teshis ve tayin sinir1 (LOD ve LOQ) hesaplanmustir. Analitik
yontemin LOD degeri 0,0010 mg/mL, LOQ degeri 0,0031 mg/mL olarak bulunmustur.
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(Coziinme analizleri formiilasyon gelisimi ¢aligmasinda yol gosteren ¢ok dnemli analizlerdir.
Saglam bir yontem ile analizlerin gergeklestirilmesi, yapilan formiilsyon gelisimi
caligmalarin1 daha dogru degerlendirilmesine ve yonlendirilmesine imkan saglar. Bu nedenle
validasyon ¢aligmasinin saglamlik parametresinde istatistiksel merkezi tekrarli (CCD, central
composite design) deney tasarimi kullanilarak yontem aydinlatilmigtir. Analitik yontem
parametrelerinin ufak degisikliklere kars1 saglamlig, istatistiksel merkezi tekrarli (CCD,
central composite design) deney tasarimi kullanilarak incelenmistir. Yapilan istatistiksel
hesaplar sonucunda, sistem uygunluk kriterlerinin elde edilebilecegi matematiksel esitlikler
ve hedef sistem uygunluk kriterlerinin elde edilebilecegi tasarim alani olusturulmustur
(Cizelge 4.10 ve Sekil 4.12). Olusturulan bu tasarim alani, metot {lizerinde en etkili

parametrenin “mobil faz akis hiz1” oldugunu gostermistir.

Analitik yontemde kullanilan test ve standart ¢ozeltileri ile yontemde kullanilan mobil fazin
ne kadar siire stabil oldugunun tespiti amaciyla rufinamitin %2 Sodyum lauril siilfat igeren
saf su ¢ozeltisinde 0,24 mg/mL’lik (% 100) derisimdeki test ve standart ¢ozeltileri belirli siire
bekletilip belli araliklarla analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar, mobil faz, test ve standart

cozeltilerinin en az 15 saat stabil oldugunu gostermistir (Cizelge 4.11).

5.2.2. Miktar tayini yontemi (Yontem 2) validasyonu

Rufinamitin in-vivo deneylerde, sigan plazmasindan miktar tayininde kullanilan biyoanalitik
miktar tayini yontemi, FDA tarafindan yayimlanan biyoanalitik yontem validasyonu
kilavuzuna uygun olarak valide edilmistir (FDA, 2018). Bu kapsamda biyoanalitik yontemin
kabul edilebilirligini gosteren validasyon parametrelerinden dogrusallik, dogruluk,
ekstraksiyon etkinligi, kesinlik, 6zgiinliik, secicilik, teshis ve tayin sinir1 ve ¢ozelti stabilitesi

incelenmistir.

Dogrusallik i¢in 0,015 pg/mL-6 pg/mL araliginda rufinamit derisimi ile ortalama pik alanlart
arasindaki iliskinin dogrusal oldugu gdsterilmistir (r>: 0,9991) (Sekil 4.13).

Dogrusallik ve ekstraksiyon etkinliginin (geri elde) % 101-103 arasinda oldugu goriilmiis ve

varyasyon katsayis1 % 2’den kii¢iik bulunmustur (Cizelge 4.12).
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Deney ici ve deneyler arasi kesinlik sonuclar1 Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14’te verilmistir.

Deney i¢i ve deneyler arasi kesinlik deneylerinin varyasyon katsayilari

%?2’den kiicliktir. Bu sonuglar rufinamit i¢in yoOntemin tekrarlanabilir oldugunu

gostermektedir.

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi saptadiginin ispati igin
blank plazma, mobil faz ve etkin madde igeren standart ¢ozeltileri UPLC-MS sistemine
enjekte edilmistir. Blank plazma ve mobil fazda rufinamit pikiyle girisim yapan bir pike
rastlanmamis olup yontemin 6zgilin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil
4.16).

Biyoanalitik yontem validasyonunda rufinamit icin analitik yontemin LOD degeri 0,015

pg/mL, LLOQ degeri 0,040 pg/mL olarak bulunmustur.

Rufinamitin plazma igerisindeki stabilitesi otomatik ornekleyici stabilitesi ve dondurma-
¢Ozdiirme stabilitesi olmak iizere iki ayr1 sekilde incelenmistir. Elde edilen sonuglar
rufinamitin otomatik 6rnekleyicide 96 saat stabil oldugunu ve 3 dongii dondurma-¢ézme

dongiisiinde stabil kaldiginmi gostermistir (Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.16).
5.3. Referans Uriin Karakterizasyonu

Referans iiriin olan Inovelon® film tablet i¢in kalitatif ve kantitatif icerik incelenmis (Cizelge
4.17), fizikokimyasal karakterizasyonu gerceklestirilmistir (Cizelge 4.18). Referans {iriiniin
iretim yonteminde etkin maddenin 1slanabilirligini artirmak amaciyla etkin madde 6ncelikle
SLS ile graniile edilmektedir. Bu ilave yas graniilasyon igleminin haricinde referans iiriin
tablet formiilasyonlarinda siklikla kullanilan yardimci1 maddeleri igeren konvansiyonel film
tablettir (EMA, 2007). Fizikokimyasal karakterizasyonu incelendiginde elde edilen ortalama
tablet agirligi sonucu literatiir ile uyumludur (Portman, Hoffmeier, Burkhard, Sherrer ve
Szelagiewicz, 2004b). Ilaveten miktar tayini, ilgili bilesikler ve ¢dziinme tayini sonuglari,
USP Rufinamit tablet bitmis {iriin monografinda belirtilen kriterleri karsilamaktadir (USP,
2020a).
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5.4. Formiilasyon Gelistirme Calismalar1 Oncesinde Risk Analizleri

Tiim varyasyon kaynaklariin tespit edilmesi amaciyla oncelikle kalitatif bir risk analizi
yontemi olan “balik kil¢1g1 diyagrami (Ishikawa) (Sekil 4.17) ¢izilmis, ardindan yar1 kalitatif
bir risk analizi yontemi olan sebep-sonug¢ matriksi yontemi kullanilarak QTPP ve CQA’ler
tespit edilmistir (Cizelge 4.19). Gergeklestirilen bu risk degerlendirmesi sonucunda
CQA’lerin “miktar tayini, ilgili bilesikler, ¢6zlinme, su icerigi ve kristal 6zellikler” oldugu

tespit edilmis ve formiilasyon gelisimi ¢alismalarinda bu kalite 6zellikleri incelenmistir.

Risk analizleri ¢calismalarinin devaminda kantitatif bir risk analizi yéntemi olan LeanQbD®
ile CQA’ler iizerinde etkili CMA (Sekil 4.18) ve CPP’ler (Sekil 4.19) belirlenmistir. Elde

edilen veriler literatiirle uyumludur.

Bu dogrultuda tespit edilen CMA’lar risk skoruna gore en yiiksekten diisiik riskli olacak
sekilde sirasiyla etkin maddenin kristal 6zelligi (Ligon, Liska, Stampfl, Gurr ve Miilhaupt,
2017), etkin maddenin erime derecesi (Vo, Park ve Lee, 2013), etkin maddenin sicaklik
stabilitesi (Alhnan ve digerleri, 2016; Okwuosa ve digerleri, 2016), polimerin erime derecesi
(Vo ve digerleri, 2013), filamentin mekanik o6zelligi (Aho, Boetker, Baldursdottir ve
Rantanen, 2015; Elbadawi ve digerleri, 2020), polimerin sicaklik stabilitesi (Alhnan ve
digerleri, 2016; Okwuosa ve digerleri, 2016), siirfaktan tipi ve seviyesi, polimer tipi ve
seviyesi (Aho ve digerleri, 2015; Elbadawi ve digerleri, 2020) ile plastiklestirici tipi ve
seviyesi (Buanz ve digerleri, 2015) olarak tespit edilmistir. Formiilasyon gelistirme
caligmalarinda yiiksek riskli olarak belirlenen CMA’lar lizerinde yapilan degisikliklerin CQA

tizerindeki etkileri incelenerek formiilasyon optimize edilmistir.

[laveten tespit edilen CPP’ler risk skoruna gore en yiiksekten diisiik riskli olacak sekilde
sirastyla 3DP baski ekstriizyon sicakligi (Skowyra, Pietrzak ve Alhnan, 2015), filament
ekstriizyon sicakligi (Aho ve digerleri, 2015; Elbadawi ve digerleri, 2020), 3DP tablet i¢
dolgu oran1 (Goyanes ve digerleri, 2017a; Tyson, Hilton ve Andreae, 2015) ve 3DP tablet
geometrik yapist (Goyanes, Robles Martinez, Buanz, Basit ve Gaisford, 2015; Goyanes ve
digerleri, 2017b) oldugu tespit edilmis ve formiilasyon gelisimi c¢aligmalarinda bu

parametreler incelenerek kontrol altinda tutulmustur.
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5.5. Plasebo filament formiilasyonlari iizerinde yapilan ¢alismalar

Formiilasyon gelisimi c¢alismalarinin baslangicinda, ekstriizyon ve 3DP islemlerine uygun
yardime1 maddelerin se¢imi amaciyla plasebo formiilasyonlar ile ¢calismalar yapilmistir. Bu
caligmalarda ¢oziinmeyi artirabilecek farkli polimerler, plastiklestiriciler ve siirfaktanlarin

etkisi incelenmistir. Plasebo formiilasyonlarin mekanik 6zellikleri incelenmistir.

Filament kirilganlig1 (brittleness), literatiirde genellikle homojen olmayan polimer i¢ yapisina
bagl olarak ifade edilen (Ligon ve digerleri, 2017), 3DP yonteminin en kritik materyal
ozelliklerinden (CMA) biridir. Filament kirilganligi cok yiiksek ise 3DP ekstriizyon
bashiginda kirilmakta, baglik ucu tikanmakta ve baski islemi gerceklesememektedir.
Formiilasyon gelisimi calisgmamizda filamentlerin mekanik dayaniklilii, kopma kuvveti
(breaking force) ve uzama yiizdesi (elongation percentage) gibi tensiometrik analizler
tizerinden degerlendirilmistir. Yiiksek kopma kuvveti ve uzama yiizdesi, filamentin diisiik

kirilganlikta oldugunu ifade etmektedir.

Farkli polimerlerin etkisi

Soluplus®, HME formiilasyonlarinda yiiksek performans gosteren ve siklikla kullanilan yeni
bir Polivinil kaprolaktam/Polivinil asetat/Polietilen glikol graft kopolimeridir (Repka ve
digerleri, 2018). Coziinme ve ¢ozlniirligil artirdigi i¢in siklikla kullanilmaktadir (Hardung,
Djuric ve Ali, 2010). Soluplus® ile filament ekstriizyonu kolaydir, hammadde kolaylikla
homojen olarak erimistir. Fakat tek basina kullanildiginda ¢ok kirilgan filamentler elde
edilmistir. Lim ve ark. (Lim ve Hoag, 2013) benzer sekilde, sadece Soluplus® igeren film

formiilasyonlarinda asir1 kirllganlik oldugunu gézlemlemislerdir.

Kollidon® VA64, HME formiilasyonlarda dispersant ve c¢oziindiiriicii ajan olarak
kullanilmaktadir (BASF, 2012:10-100). Fu ve ark. (Fu ve digerleri, 2016) kat1 dispersiyon
formiilasyon ¢alismalarinda Kollidon® VA64 ile ¢dziinmenin artirildigmi gdstermislerdir.
Bununla birlikte tek basina kullanildiginda kirillgan yapist nedeniyle filament elde
edilememistir. Benzer bulguyu daha once Solanki ve ark. (Solanki, Tahsin, Shah ve
Serajuddin, 2018) da gozlemlemistir.
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Polimer se¢imi asamasinda degerlendirilen polimerler arasinda en yiiksek mekanik

dayaniklilik, HPMC ile elde edilmistir.

Elde edilen bu veriler dogrultusunda HPMC ile mekanik dayanikliligin artirilmasi, bununla
birlikte Soluplus® ve Kollidon® VA 64 ile ¢dziinme ve ¢dziiniirliigiin artirilmasi
hedeflenmistir. Literatiirde FDM-3DP yonteminde mekanik 6zellikleri iyilestirmek, ayni
zamanda ¢Oziinmeyi artrmak amaciyla HPMC ve Kollidon®VA64 karigimlarmin
hazirlandig1 goriilmektedir (Solanki ve digerleri, 2018). Bu dogrultuda Soluplus®: Kollidon®
VA64: HPMC polimerleri “%43:%25:%25” oraninda karigtirilarak FDM filamentlerde
optimum mekanik dayaniklilik ve 3DP tabletlerde maksimum c¢oziinme elde edilmistir

(Cizelge 4.20).

Farkl plastiklestiricilerin etkisi

Plastiklestirici maddelerin HME formiilasyonlarda filamentlerin mekanik o6zelliklerini
tyilestirici etkisi literatiirde belirtilmektedir (Repka, Gerding, Repka ve McGinity, 1999).
Plastiklestiriciler polimer zincirleri arasindaki serbest hacmi artirir, zincir mobilitesini artirir
ve bu sayede film esnekligi artar (Lim ve Hoag, 2013). Plastiklestirici maddelerin molekiil
agirliklart ne kadar kii¢iik olursa, elde edilen plastiklestirici etki de o kadar biiyiik olmaktadir
(Buanz ve digerleri, 2015). Triasetin, incelenen plastiklestiriciler arasinda en diisiik molekiil
agirh@ina (218 g/mol) sahip olan plastiklestiricidir. Bununla birlikte literatiirde HME
formiilasyonlarinda siklikla tercih edilmektedir (Arafat ve digerleri, 2018). Bu bilgiler

1s181inda formiilasyon ¢alismamizda Triasetin kullanilmasina karar verilmistir (Cizelge 4.20).

Farkl stirfaktanlarin etkisi

Polimer ve plastiklestirici se¢iminin ardindan, ¢oziintirliik ve ¢ézlinmeyi artirmasi amaciyla

farkl stirfaktanlarin filamentlerin mekanik dayanikliliklari iizerindeki etkileri incelenmistir.

Bu dogrultuda incelenen stirfaktanlar arasindan Transcutol ile ¢ok yapiskan yapida bir eriyik
meydana gelmis ve filament elde edilememistir. Hidroksipropil beta-siklodekstrin ile 3D

baskiya uygun, yeterli mekanik dayanikliliga sahip filamentler elde edilememistir.

Bununla birlikte Tween® 80 ve Gelucire® tipleri ile yeterli mekanik dayamkliliga sahip

filamentler elde edilebilmistir. Tiim filamentlerde yliksek kopma kuvveti ve uzama yiizdesi
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elde edilmistir (Cizelge 4.20). Siirfaktan tipi ve miktarinin optimizasyonu, bir sonraki

asamada, rufinamit yiiklii formiilasyon ¢aligsmalari ile gerceklestirilmistir.
5.6. Rufinamit yiiklii 3DP tablet formiilasyonlarinin gelistirilmesi iizerine calismalar

Filament elde edilebilen uygun yardimci maddelerle rufinamit igeren formiilasyonlar
calisilmistir. Bu amagla hazirlanan farkli siirfaktan tiplerinin, stirfaktan oranlarinin ve
dispersantin etkisi incelenmistir. Ilaveten konvansiyonel tabletin de ¢dziinme {izerinde etkisi
incelenmek istenmistir. Hazirlanan formiilasyonlara ait fizikokimyasal ve mekanik 6zellikler
Cizelge 4.22°de sunulmustur. Elde edilen bulgulara gore rufinamit iceren formiilasyonlarda
tiim siirfaktanlarla (Tween® 80 ve Gelucire tipleri) 3DP baski igin yeterli mekanik

dayaniklilikta filament elde edilebilmektedir.

Gelucire® 48/16, polimer karisiminda polimer zincirleri arasinda serbest bosluklar: artirarak
plastiklestirici etki gostermektedir. Bunun sonucu olarak %4 derisimine kadar artan
derisimlerde kullanildiginda, mekanik dayanikliligin arttigr goézlenmistir. Bununla birlikte
Gelucire® 48/16 igin yiiksek derisimler denendiginde, filamentlerin mekanik dayanmikliliklari
diismektedir. Maksimum % 4 kullanimi ile 3DP baski yapilabilecek filamentler elde
edilebilmistir (Cizelge 4.21).

Tiim formiilasyonlarda ortalama tablet agirligr 1333 mg + %35 ve sertligi 8 kp+1 kp olarak
elde edilmigtir. Miktar tayini %90-%110 araliginda bulunmustur. Formiilasyonlarin
tamaminda su miktar1 %1.6-%1.8 araligindadir. Dolayisiyla siirfaktan tipi, siirfaktan miktari,
i¢ dolgu orani ya da tablet geometrisinin 3DP tabletlerin fizikokimyasal 6zellikleri tizerinde
etkisi olmadigi, tiim fizikokimyasal 6zelliklerin dar bir aralikta homojen olarak elde edildigi

tespit edilmistir (Cizelge 4.21, Cizelge 4.22).

5.7. Rufinamit iceren filament ekstriizyonu sonrasi ekstriider temizlik yonteminin

gelistirilmesi

Vidali ekstriiderlerin temizlik islemleri, hem farkli etkin maddelerle ¢alisilmasi, hem de farkl
formiilasyonlar arasi gecislerde biiyilik sorun olusturmaktadir. Ekstriider vidasinin ¢ok fazla
girintili ¢ikintili yapida olmasi, ayrica kullanilan bazi polimer karigimlarinin yapiskan yapiya

sahip olabilmeleri nedeniyle temiz bir tiretim gergeklestirmekte zorluklar yasanabilmektedir.
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Bu amagla farkli ekstriider temizleyici maddelerin etkisi incelenmistir. Elde edilen veriler,
0zel olarak ila¢ endiistrisi i¢in gelistirilmis ve ilag¢ iiretiminde kullanilan polimerlerin bir
karisim halinde piyasada bulunan “HME Cleaner Plus® GMP (Biogrund)” iiriinii ile basarili
bir temizligin yapilabilecegini gostermistir (Sekil 4.20).

5.8. Optimum Filament ve 3DP Tablet Formiilasyonu Uzerinde Yapilan Kontroller
5.8.1. Ge¢imlilik testleri

Erime derecesi tayini

Gergeklestirilen ¢alismada rufinamitin fiziksel karisim, filament ve 3D tablette erime
derecesi, saf etkin madde ve referans {iriine benzer sekilde 230°C-240°C arasinda
bulunmugtur. Elde edilen bu veri literatlirle uyumludur (Singh ve digerleri, 2013).
Plastiklestirici maddelerin polimer karisimlarinda erime derecesini diisiirdiikleri, hatta proses
sicakligin1 diistirmek amaciyla eriyik ekstriizyonu seklinde gelistirilen formiilasyonlarda
kullanildig1 bilinmektedir. Bu dogrultuda plastiklestirici amaciyla kullanilan triasetin ile
rufinamitin 1:1 karisiminda ve plastiklestirici 6zellik gdsteren Gelucire® 48/16 ile rufinamitin
1:1 karisiminda beklenildigi gibi erime derecesinde diisme gozlenmistir. 3DP tablet icin de
erime derecesinde meydana gelen yaklasik 5°C’lik kayma gdzlenmis, bunun sebebinin
formiilasyon icerisinde kullanilan Gelucire® 48/16 ve Triasetin gibi plastiklestirici maddeler
oldugu diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte hi¢ bir karigimda ya da 3DP tablette rufinamit piki
yok olmamistir veya degredasyon piki olusumu gozlenmemistir. Elde edilen bu veriler
yardimci maddeler ve rufinamit arasinda kimyasal bir gecimsizlik olmadigini, ilaveten FDM
ve 3DP proseslerinin de rufinamitin fizikokimyasal yapisinda herhangi bir degisiklige neden

olmadigim gostermistir (Sekil 4.21).

Kristal modifikasyonunun incelenmesi

Rufinamit polimorfizm gosterir. A, A’, B ve C kristal modifikasyonlar1 Amerikan patent
ofisinden yayimlanmis US8076362 B2 (Portman, Hoffmeier, Burkhard, Scherrer ve
Szelagiewicz, 2011), US 6740669 Bl (Portman, Hoffmeier, Burkhard, Sherrer ve
Szelagiewicz, 2004) ve US 7750028 B2 (Portman, Hofmeier, Burkhard, Scherrer ve
szelagiewicz, 2010) patentlerinde tarif edilmistir. Ozellikle A ve A’ kristal modifikasyonlari,
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yiiksek stabiliteye sahip ve farmasotik etkin madde olmasini saglamaktadir (Portman ve
digerleri, 2011; Portman ve digerleri, 2004; Portman ve digerleri, 2010). Rufinamitin kristal
yapisi, XRD difraktogrami iizerinden incelendiginde, 3DP tabletin saf etkin madde ve
referans iiriin olan Inovelon® ile ayn1 spesifik piklere sahip oldugu gézlenmistir. Ozellikle
referans {iriin patentinde belirtilen “gok giiclii” ve “gli¢lii” diizlemler aras1 bosluk degerleri
(d) olan 4.84°, 4.55° ve 3.25° pikleri net bir sekilde gozlenebilmistir. Elde edilen bu bulgu
3DP tablet tiretim yonteminin ve formiilasyonda kullanilan yardime1 maddelerin, rufinamitin
polimorfik yapisi iizerinde herhangi bir degisiklige neden olmadigini, rufinamitin polimorfik
yapisinin, etkinlikten sorumlu polimorf olan A-polimorfu (Modification A) oldugunu

gostermistir (Portman ve digerleri, 2004a).

FTIR spektrumu

Elde edilen FTIR spektrumlari Sekil 4.24-Sekil 4.27°de, spesifik dalga sayilart ile ilgili veriler
Cizelge 4.25’te sunulmustur. Rufinamit etkin maddesine spesifik tiim dalga sayilar1 optimum

formiilde gézlenmistir.
5.8.2. In-vitro ¢oziinme tayini

Formiilasyon gelistirme ¢aligmasinin asil amaci, rufinamitin 3DP tabletten ¢ézlinmesinin
artirllmasidir. Bu amagla tasiyict polimer karistmun olarak  HPMC, Soluplus® ve
Kollidon®VA64 amorf polimerleri kullanilmistir. Coziinmeyi artirmak amaciyla
formiilasyona ilaveten siirfaktan maddeler eklenmis ve siirfaktan tipi (Sekil 4.28) ve siirfaktan
oraninin (Sekil 4.29) ¢oziinme tizerindeki etkisi incelenmistir. Ardindan formiilasyonda
dispersant olarak kullanilan Kollidon®VA64’iin etkisi gosterilmistir (Sekil 4.30). ilaveten
optimum formiilasyon i¢in i¢ dolgu orani (Sekil 4.31) ve tablet geometrisinin (Sekil 4.32)

¢Oziinme iizerindeki etkisi incelenmistir.

Optimum formiilasyon ve 3DP iiretim yoOnteminin tespitinin ardindan, 3DP tablet ve
konvansiyonel tabletin ¢oziinme profilleri (Sekil 4.33) ile referans iiriin ile farkli pH’larda
(Sekil 4.34) ve farkli dozlarda ¢oziinme profilleri (Sekil 4.35 ve Sekil 4.36) karsilastirilmis

ve in-vitro dogrusalliklart incelenmistir.



213

Siirfaktan tipi ve oraninin etkisi

Elde edilen bulgulara gére Tween®80’in ¢dziinmeyi miseller ¢oziiniirliik ile artirdig1 (Mura

ve digerleri, 2005) fakat Gelucire® tipleri kadar fazla artirmadig1 gozlenmistir.

Bununla birlikte en yiiksek ¢oziinme Gelucire® 48/16 ile elde edilmistir (Sekil 4.24).
Gelucire® tipleri, iyi karakterize edilmis PEG-esterleri, kiiciik gliserit fraksiyonu ve serbest
PEG yapilarindan meydana gelmis, non-iyonik suda dagilabilen ¢oziiniirliik artirici
stirfaktanlardir. Su ile temas ettiklerinde kendiliklerinden emiilsifiye olurlar. Coziiniirliik
artirma giligleri HLB (hidrofilik lipofilik balans) degerlerine baglhdir. En yiiksek HLB
degerine sahip olan tlirevleri, en yliksek ¢oziintirliik artiric1 etkiye sahiptir (Gattefosse, 2015b)
ve ¢oziindiirlicli ajan olarak kullanilir (Jain ve digerleri, 2004). Gliserit fraksiyonu igeren
Gelucire® tiirevleri, suda ¢oziinmeyen tiirevlerdir. Bu dogrultuda Gelucire®44/14 suda
¢oziinmeyen bir tiirevken Gelucire®48/16 suda ¢oziinebilen tiirevdir (Gattefosse, 2015b).

[laveten Gelucire®48/16’nm HLB degeri 16 olup Gelucire® 44/14’ten biiyiiktiir (HLB:14).

Rufinamitin yiiksek dozlarda ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmas1 nedeniyle absorbsiyonunun
yiiksek olmadig1 ve bu nedenle non-lineer farmakokinetik gosterdigi bilinmektedir (Gall,
Vancea, Szilagyi, Gall ve Kolcsar, 2015). Dolayisiyla artan bu ¢oziinme, ozellikle yiiksek
terapotik dozlarda in-vivo biyoyararlanimin artirilmasinda kritik rol oynayabilecektir.
Ozellikle rufinamit gibi hidrofobik ilaglarin biyoyararlanimini artirmak i¢in Gelucire® 48/16
onerilmektedir (Gattefosse, 2015b). Literatiirde Gelucire® tiirevleri ile 3DP formiilasyonlarda
diisiik ¢oziintirliikli etkin maddeler lizerinde ¢ok sayida calisma yapilmistir (Vithani ve
digerleri, 2019). Jannin ve ark. (Jannin ve digerleri, 2015), diistik ¢oziiniirliiklii ii¢ farkli BCS
Smif 1I etkin madde i¢in Gelucire® 44/14 ve Gelucire® 48/16’nin ¢oziinme {iizerindeki
etkilerini incelemis ve en yiiksek ¢oziinme artisinin Gelucire® 48/16 ile elde edildigini tespit
etmiglerdir. Formiilasyon c¢aligmamizda bizim de elde ettigimiz sonuglar literatiirle
uyumludur. En yiiksek ¢oziinme Gelucire®48/16 kullanilan formiilasyon ile elde edilmistir.
Calismamizin devaminda Gelucire® 48/16 nin farkli oranlarinin ¢dziinme iizerindeki etkisi
incelendiginde, beklenildigi gibi Gelucire® orani artisinin ¢dziinmeyi artirdig1 gézlenmistir.
En yiiksek ¢oziinme %4 oraninda Gelucire® 48/16 iceren formiilasyon ile elde edilmis ve
optimum oran olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgu, Gelucire®48/16’nin rufinamitin

1slanabilirligini artirmasi ve ¢oziindiiriicii etkisi ile aciklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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Gelistirilmis olan formiilasyon, kullanilan polimerlerin amorf olmasi1 ve siirfaktan icermesi
nedeniyle “liciincii jenerasyon kat1 dispersiyonlar” sinifina girmektedir. Amorf polimerler
sudaki  yliksek cozliniirlikleri nedeniyle etkin maddelerin  1slanabilirliklerini
artirabilmektedir. Amfifilik yapidaki siirfaktanlar ise etkin maddenin tasiyici polimer i¢inde
daha iyi karigmasmi saglamakta, ¢éziinme ortaminin yiizey gerilimini digiirerek etkin
maddenin 1slanabilirli§ini artirmakta ve bu sayede etkin maddenin c¢oziiniirlik ve

¢Oziinmesini artirmaktadir (Vo ve digerleri, 2013).

Rufinamitin erime derecesi proses sicakligimin iizerinde oldugu icin rufinamit amorf
tasiyicilar i¢cinde erimemekte ya da ¢oziinmemektedir, bu nedenle elde edilen kati
dispersiyon, ti¢lincli jenerasyon kati dispersiyonlarin bir alt grubu olan “amorf kati
siispansiyon” sinifina  girmektedir. Amorf kati silispansiyonlar, etkin maddenin
rekristalizasyona ugramayacak olmasi nedeniyle hem stabilite esnasinda dayanikli, hem de
biyoyararlanimin belirgin derecede artirilabildigi kati dispersiyon tiirleridir (Ali, Williams ve

Rawlinson, 2010; Yan ve digerleri, 2012).

Dispersant olarak kullanilan Kollidon ® VA64’iin etkisi

Formiilasyonda polimer karisiminda dispersant olarak kullanilan ve amorf bir polimer olan
Kollidon® VA 64’iin ¢dziinme iizerindeki etkisi incelenmistir (Sekil 4.30). Amorf polimerler
sudaki yiiksek ¢oziintirliikleri nedeniyle etkin maddelerin 1slanabilirliklerini artirabilmektedir
(Vo ve digerleri, 2013). Elde edilen veriye dayanarak Kollidon® VA64’iin kullaniminm
¢Oziinmeyi artirict etkisi oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgu literatiir ile uyumludur

(Fu ve digerleri, 2016).

Ic doleu orani ve 3DP tablet geometrisinin etkisi

Optimum stirfaktan tipi ve miktarinin belirlenmesinin ardindan, formiilasyonun 3D baski
esnasinda tasarlanan i¢ dolgu oraninin ¢ézlinme tizerindeki etkisi incelenmis ve Sekil 4.31°de
sunulmustur. Coziinme verilerine gore beklenildigi gibi diisiik i¢ dolgu oranina sahip 3DP
tabletlerde ¢oziinme en hizli sekilde gerceklesmistir. Elde edilen bu gozlem, diisiik i¢ dolgu
oramindaki yiiksek yiizey alan ile iliskilendirilmistir. I¢ dolgu oramindaki artis, tablet
porlarimin daha siki olmasina, yiizey alanin azalmasina, dolayisiyla ¢dziinmenin azalmasina

neden olmaktadir. Fakat diisiik i¢ dolgu orani ile {iretilen tabletlerin goriiniimii uygun degildir
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ve dayaniksizdir. Bu nedenle 3DP tabletlerde hem yliksek ¢oziinme elde edilebilecek hem de
mekanik 6zellikleri uygun olan optimum i¢ dolgu oraninin %50 oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.31). i¢ dolgu tasarmmi sonucu elde edilen porozitenin ¢dziinme iizerindeki etkisi literatiirde
incelenmistir. Sadia ve ark. (Sadia ve digerleri, 2018) ¢oklu kanall1 tablet tasarimlar ile
¢Ozlinmeyi artirmis, Arafat ve ark. (Arafat ve digerleri, 2018) daha genis is bosluklarla daha
hizli salim elde edildigini gostermislerdir. Benzer sekilde Isreb ve ark. da daha i¢ dolgu

yapilarinda daha hizli salim elde etmislerdir (Isreb ve digerleri, 2019).

Tez ¢aligmasinda gergeklestirilen ¢alismada da literatiire benzer sekilde daha diisiik i¢ dolgu
orant ile elde edilen genis por yapisi sayesinde ¢oziinme esnasinda 3DP tablet i¢ine girecek
ortam sivilari i¢in bir diren¢ olusmamakta ve bu da 3DP tabletin daha fazla ¢oziicii ile temas
etmesini ve daha hizli salmasini saglamaktadir (Sadia ve digerleri, 2018). ilaveten i¢ dolgu
tasarimiyla meydana gelen por c¢aplari yeterince biiylik oldugu igin literatiire benzer sekilde
polimerlerde difiizyon bariyeri olusturabilecek sisme veya jel olusumu gozlenmemektedir

(Arafat ve digerleri, 2018).

[laveten tablet geometrisinin ¢oziinme iizerindeki etkisi de incelenmis olup elde edilen
verilere gore en yliksek ¢Oziinme oblong tablet ile elde edildigi i¢in optimum 3DP
geometrisinin “oblong” olarak belirlenmistir. Elde edilen bu bulgu literatiirde de daha 6nce
tespit edilen bir bulgudur (Giiltekin, Tort ve Acartiirk, 2019) (Sekil 4.32). Goyanes ve ark.
(Goyanes, Robles Martinez, Buanz, Basit ve Gaisford, 2015¢) benzer bir ¢alismalarinda
tablet sekline gore salim davraniglarini incelemis ve tabletlerden ilag saliminin ylizey alanina
degil, bunun yerine “Hacim/Yiizey alan” oranina bagli oldugunu belirtmislerdir. Tez

calismasinda bu oran oblong tabletlerde en yiiksek oldugu i¢in en yiiksek salim gozlenmistir.

Uretim yonteminin etkisi

FDM-3DP iiretim yonteminin ¢éziinme tizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla optimum
formiilasyon igerigi ile fiziksel karigim ile tablet halinde hazirlanan konvansiyonel tablet,
filament ogiitiiliip tablet haline getirilen tablet ve 3DP tablet {izerinden ¢6ziinme profilleri
karsilastirilmigtir. Elde edilen verilere gore filament ekstriizyonu esnasinda erime sonucu
meydana gelen kat1 dispersiyonun ¢oziinmeyi artirdigi, ilaveten 3DP tasarim ile ¢oziinmenin

daha da yiikseldigi tespit edilmistir (Sekil 4.33).
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Elde edilen bu bulgular, Gelucire® 48/16 ve Soluplus®in 1slanabilirlik ve ¢dziinmeyi
artirmasi icin rufinamit ile kat1 dispersiyonunun hazirlanmasi gerektigini diistindiirmiistiir.
Fiziksel karisimda etkin madde ile yeterli etkilesim meydana gelmemekte, dolayisiyla
¢Oziinme artmamaktadir. Benzer bir bulguyu Vasoya ve ark. da (Vasoya ve digerleri, 2018)
yayimlamigtir. Diisiik ¢oziliniirlikli bir etkin maddenin benzer yardimci maddelerle
hazirladiklan fiziksel karisimi ve kati dispersiyonunun ¢oziinme 6zelliklerini karsilastirmis

ve kat1 dispersiyon ile daha yiiksek ¢oziinme elde edildigini ifade etmislerdir.

Filamentin 6gilitiilmesi suretiyle hazirlanan tabletler ile 3DP tablet karsilastirildiginda, en
yluksek ¢oziinme 3DP tablette gézlenmistir. Bunun bir sebebinin 3DP bask1 esnasinda ikinci
kez sicaklikla kat1 dispersiyonunun olugmasi ve polimer ve siirfaktanlarla daha iyi bir
etkilesimin meydana gelmis olmasidir. Ikinci sebebinin ise, 3DP tablet i¢ dolgusunun
sagladig1 porozitenin, konvansiyonel tablete gore oldukga {istiin olmas1 ve ylizey alanin ¢ok
daha yiiksek olmasi nedeniyle oldugu diisiiniilmiistiir. 3DP tablet porozitesinin ¢dziinme
tizerindeki etkisi daha dnce Sadia ve ark. tarafindan da yayimlanmis, yliksek yiizey alana
sahip i¢ tasarimla {iretilmis tabletlerde daha yiiksek ¢oziinme elde edilmistir (Sadia, Arafat,
Ahmed, Forbes ve Alhnan, 2018). Literatiirde benzer sekilde genis i¢ bosluklu 3DP
tabletlerde daha hizli ¢6ziinme elde edilmistir (Arafat ve digerleri, 2018; Isreb ve digerleri,
2019). Gergeklestirilen calisgmamizda 3DP tablet tasarimindaki genis por boyutlari, ¢éziinme
esnasinda tablet i¢cindeki siv1 akis direncini diisiirmekte (Sadia ve digerleri, 2018), ilaveten
diflizyon bariyeri olusturabilecek bir jel olusumu meydana getirmemektedir (Arafat ve

digerleri, 2018).

Bu bilgiler 1s18inda 3DP tablet i¢ dolgu oram ile tasarlanabilen por genisligi sayesinde
¢Oziinmenin artirilabilecegi ya da istenilen seviyede ¢dziinmenin porozite tasarimi ile elde

edilebilecegi diistiniilmektedir.

Farkli fizyolojik pH’larda ¢coziinmeleri

Etkin maddenin non-iyonik yapida olmasi nedeniyle SLS i¢ermeyen ortamlarda pH’tan
bagimsiz olarak hem optimum 3DP tablet, hem de referans iiriin ¢oziinmemistir. Elde edilen
bu bulgu denge ¢oziiniirliik ve intrinsik ¢éziinme ¢alismalar ile tutarlidir. Bununla birlikte
%2 SLS bulunan ortamlarda, pH’tan bagimsiz olarak sink kosul saglanmakta ve rufinamid

¢oziinmektedir (Sekil 4.34).
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Optimum formiilasyon ve referans triniin farkli dozlarinda ¢coziinmeleri

Elde edilen verilere gore 200 mg dozda referans iiriin pH’tan bagimsiz olarak daha yiiksek
¢ozlinme gosterirken terapotik doz olan 1600 mg dozda gelistirilen optimum formiilasyonun
cok daha yiiksek ¢oziindiigii tespit edilmistir (Sekil 4.35). Hem referans hem optimum
formiilasyonun SLS i¢cermeyen ortamlarda ¢ézlinmemesi, etkin maddenin non-iyonik yapida

olmas1 ve sadece ylizey aktif maddeler varliginda 1slanabildigini gostermistir.

Optimum formiilasyon, amorf polimerler ve siirfaktanlar iceren ve kati dispersiyon teknigi ile
iiretilen bir formiilasyondur. Ilaveten 3DP baski teknigi ile porozitesi ¢oziinmesi
artirllmaktadir. Bununla birlikte referans {irlin yas graniilasyon teknigi ile hazirlanip
konvansiyonel tablet baski ile iiretilmistir (Portman ve digerleri, 2004a). Terapotik dozda
(1600 mg) artan ¢oziinmenin, optimum formiilasyonda kullanilan amorf polimerler ve
stirfaktanlar ile birlikte gergeklestirilen kat1 dispersiyon ve 3DP tasarim sayesinde oldugu

diistiniilmektedir.

[laveten 3DP iiretimde hem filament ekstriizyonu, hem de 3D baski esnasinda formiilasyon
iki kere sicaklik ve basinca maruz kalmakta ve kati dispersiyonda ¢oziinmeyi artiran fiziksel
etkilesmeler daha yogun bir sekilde meydana gelmektedir. Artan bu etkilesmenin 3DP
tabletlerden elde edilen ¢oziinmenin, filamentlerden daha yiiksek seviyede olmasina sebep

oldugunu diisiindiirmektedir.

In-vitro dogrusallik

Literatiirde belirtildigi gibi rufinamit in-vivo kosulda non-lineer kinetik gostermektedir
(eMC, 2020). Bu nedenle son olarak farkli dozlarda (100 mg- 1600 mg)gerceklestirilen
¢oziinme calismalarindan elde edilen verilerle in-vitro salim i¢in dogrusallik incelenmistir

(Sekil 4.36).

Elde edilen verilere gore referans iiriinde doz arttikca ¢oziinen madde miktar1 dogrusal
artmamakta iken (r*: 0,2757), gelistirilen optimum formiilasyonda salim dogrusal olarak
artmaktadir (1%:0,9804). Elde edilen bu sonucun, optimum formiilasyonun ¢dziiniirliik ve
coziinmesindeki artisa bagl oldugu diisiiniilmektedir. Bu bulgular dogrultusunda artirilan

¢Oziinme ile in-vivo farmakokinetigin de dogrusal hale gelebilecegi diistiniilmektedir.
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5.8.3. Intrinsik ¢éziinme tayini

Denge ¢6ziiniirliik ¢alismasinda rufinamit ¢oziintirliigliniin pH’tan bagimsiz oldugu ve SLS
oranina bagimli oldugu tespit edildigi icin IDR ¢alismasinda sadece farkli SLS oranlarindaki

IDR degeri incelenmistir.

Bu amagla saf su ve % 2 SLS i¢eren ortamlarda yapilan IDR ¢alismasinda, %2 SLS igeren
ortamdaki IDR artis1, denge ¢oziiniirlilk calismasina benzer sekilde, ii¢c kat fazla oldugu
gozlenmistir (sirasiyla 0,0049 mg/dk/cm? ve 0,0153 mg/dk/cm?) (Sekil 4.37 ve Cizelge
4.26). Rufinamitin ¢oziniirliigi, ¢oziinme ortamindaki siirfaktan miktarindan ¢ok fazla
eetkilenmektedir. Elde edilen bu veriler literatiire gore etkin maddenin saf su ortaminda
diisiik ¢dziiniirliige sahip oldugunu (< 0,1 mg/dk/cm?), bununla birlikte %2 SLS igeren
cozeltide yiiksek ¢oziindiigiinii (> 0,1 mg/dk/cm?) gostermektedir (Yu ve digerleri, 2004).

Ilaveten gelistirilen optimum formiilasyondan rufinamitin intrinsik ¢éziinme hizi, saf etkin

maddenin yaklagik 10 kati tizerindedir.
5.8.4. Salim Kinetigi

Salim modelinin uygunlugunun belirlenmesinde r* ve MSC degerinin biiyiik, AIC degerinin
kiigiik olmas1 onemlidir. Tiim formiilasyonlarin zamana karsi elde edilen kiimiilatif salim
profilleri incelendiginde 12, AIC ve MSC degerleri agisindan tamaminin Weibull kinetigi ile
salim yaptig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.27). Formiilasyonlarin  degeri incelendiginde,
<0,35 olan Inovelon® film tablet formiilasyonunun “gok yiiksek derecede diizensiz ig yapiya
sahip sistemlerde gozlenebilecek” bir salim mekanizmasi ile saldig1, bununla birlikte § degeri
“0,35-0,39” arasinda olan optimum 3DP tablet formiilasyonunun “diizenli fraksiyonel
ylizeyden difiizyon” ile salim yaptig1 gézlenmektedir (Papadopoulou, Kosmidis, Vlachou ve
Macheras, 2006). Elde edilen bu veri, katmanlar halinde iiretilen 3DP formiilasyonun

saliminin da referans tirline gore daha diizenli bir sekilde gergeklestirdigini gostermektedir.
5.8.5. In-vitro stabilite calismalari

Hazirlanan optimum tabletlerin fizikokimyasal stabilitesi (tablet boyutu, agirligi, sertligi,
miktar tayini, su miktari, ¢oziinme) ICH QlA (R2) kilavuzuna uygun olacak sekilde
254£2°C/%60+5 bagil nem kosulunda 20 ay, 40+2°C/%75+5 bagil nem kosulunda 6 ay
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siireyle bekletilerek incelenmistir. Elde edilen stabilite sonuglar1 Cizelge 4.26 ve Sekil
4.32’de sunulmustur. Veriler incelendiginde gelistirilen optimum formiilasyonun
254£2°C/%60+5 bagil nem kosulunda 20 ay, 40+2°C/%75+5 bagil nem kosulunda 6 ay
stiresince stabil oldugu gozlenmistir. HME yoOntemi ile iiretilen formiilasyonlarda stabilite
stiresince rekristalizasyon ve ¢oziinmede diisme siklikla goriilen bir problemdir. Elde edilen
veriler gelistirilmis olan formiilasyonda stabilite siiresince etkin maddenin kristal yapisinin
degismedigini, bu sayede stabilite siiresince benzer c¢oziinme profili elde edildigini

gostermistir.
5.8.6. Formiilasyonlarin morfolojik dzelliklerinin belirlenmesi

Referans iiriin (Inovelon® film tablet), optimum formiilasyona ait filament, optimum
formiilasyona ait plasebo filament ve optimum formiilasyona ait 3DP tablet (I¢ dolgu oranlari
%10, %50 ve %100) icin elde edilen SEM goriintiileri Resim 4.1-Resim 4.6’da sunulmustur.
Elde edilen goriintiiler incelendiginde plasebo filamentlerinin yiizeyinin, rufinamit yiikli
filamentlere gore daha piiriizsiiz oldugu goézlenmistir. Bu bulgunun, etkin madde erime
derecesinin (230°C-240°C) proses sicakliginin (120°C) iizerinde olmasi nedeniyle erimemis
partikiiler yapilardan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ilaveten Inovelon® film tabletin icerigi
oldukca diizensiz iken 3DP tabletlerde katman katman iiretim sonucu meydana gelen diizenli

tabakal1 gdriiniim, SEM goriintiisii ile de tespit edilmistir.
5.8.7. Hiicre kiiltiirii calismalar:

Caco-2 ve Hep G2 hicrelerinde rufinamitin sitotoksik etkilerinin MTT testi ile
degerlendirilmesi

Rufinamit saf etkin madde, referans {iriinii olan Inovelon® film tablet ve optimum 3DP tablet
formiilasyonlarinin sitotoksisite testlerinde Caco-2 insan kolorektal kanser hiicre hatt1 ve Hep
G2 insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlar1 kullanilmistir. Karaciger hiicre hattinin
seciminde, etkin maddenin en ciddi yan etkisinin karaciger toksisitesi oldugu dikkate
alinmigtir (Bialer ve digerleri, 2013). Hep G2 hiicre hatti, normal karaciger parankimal
hiicrelerine benzer sentez ve plazma proteini sekresyonu yapabilmesi nedenleriyle
ksenobiotiklerin incelendigi ¢aligmalarda siklikla tercih edilen bir hiicre hattidir (Nowrouzi
ve digerleri, 2010). Caco-2 hiicre hatti, oral kullanim i¢in tasarlanan ila¢ sekillerinin

sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde 1.929 hiicre hatt1 ile beraber en ¢ok kullanilan hiicre
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hattidir (Bu, Narayanan, Dalrymple, Cheng ve Serajuddin, 2016; Elsayed, Sharaf-Eldin ve
Wadaan, 2015; Fernandes ve digerleri, 2012). Caco-2 hiicre hattinin sec¢ilmesinin bir diger
nedeni ise permeabilite ¢alismasinin yapilacagi Caco-2 hiicrelerinin hiicre gecis ¢alismast

esnasinda hangi derisimlerde canli kalabileceginin goriilmesidir.

Yapilan literatiir taramasinda etkin madde olan rufinamit i¢in Hep G2 ya da Caco-2 hiicre tipi
tizerinde yapilan MTT testi sonucuna rastlanmamistir. Bununla birlikte 5, 10 ve 20 pg/mL
derisimlerde MDCK (Madin-Darby Kopek Bobrek hiicreleri) iizerinde yapilan ¢alismada
etkin maddenin sitotoksik olmadigi ifade edilmektedir (Chan, Zhang, Zuo, Kwan ve Baum,

2014).

Hep G2 ve Caco-2 hiicrelerine uygulanan tiim test gruplarinda artan derisimlere (0,25 mM,
0,5 mM, 1 mM) kars1 % hiicre canliligi azalmistir. Caco-2 (Sekil 4.38) ve Hep G2 (Sekil 4.39)
hiicrelerine uygulanan test gruplarinda en yiiksek hiicre canliliginin 3DP formiilasyonla elde
edildigi tespit edilmistir ( >%80) (p <0,05). Bu durum gelistirilmis olan formiilasyonun
sitotoksik olmadigini gostermistir. En diisiik hiicre canlilig ise referans iiriin olan Inovelon®
film tablet ile elde edilmektedir (p <0,05). Bununla birlikte Caco-2 gecis calismalarinda
kullanilacak etkin madde ve formiilasyonlarin (Inovelon® ve A5-3DP) Caco-2 hiicre hattinda
gerceklestirilen MTT testine tabi tutulduktan sonra elde edilen yiiksek % canlilik degerleri,
etkin madde ve formiilasyonlarin permeabilite ¢calismasinda hiicre canliligini diistirmeksizin

(>%50) giivenle kullanabilecegini gostermistir.

Gelistirilmis 3DP tablet formiiliin saf etkin maddeden daha az sitotoksik olma sebebinin
¢cOziintirliikle ilgisi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Formiilasyonun c¢oziintirliigii saf etkin
maddeden oldukga yiiksektir. Saf etkin madde ile MTT caligmasi esnasinda zaman i¢in de az
da olsa etkin maddede meydana gelebilecek ¢okme sitotoksik etki gostermis olabilirken AS-

3DP tamamen ¢oziindiigii ve ¢okmedigi i¢in bu sitotoksik etki gozlenmemistir.

Referans iirlin ile en diisiik hiicre canliligi elde edilme nedenleri incelendiginde, etkili
olabilecek farkliligin, optimum 3DP formiilasyonunda kullanilmayan ve sadece referans iriin
formiilasyonunda kullanilan yardimci maddeler olabilecegi diislinlilmiistiir. Referans iiriin
(Inovelon®) (Portman ve digerleri, 2004a) ve optimum 3DP tablet (A5-3DP) icerik

karsilagtirmasi Cizelge 4.31°de sunulmus olup 6zellikle kolloidal silika, sodyum lauril siilfat,
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talk ve titanyum dioksitin, referans iriinde gozlenen yiiksek sitotoksisiteden sorumlu

olabilecegi diisiiniilmektedir.

[laveten galisma esnasinda referans iiriiniin film kaplamanin ¢ok zor ¢dziindiigii gdzlenmis
olup ¢aligma esnasinda zaman i¢inde meydana gelebilecek ¢okme nedeniyle de hiicre
canlilig1 lizerinde negatif etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Saf etkin maddede de zaman
icinde ¢okme olabilecegi goz Oniline alindiginda, film kaplamadan kaynaklanabilecek ilave

¢okmenin sitotoksik etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Formiilasyonlarin permeabilite denevleri

Gergeklestirilen permeabilite deneyinde en yiiksek permeabilite degerlerine optimum 3DP

tablet ile ulasilirken en diisiik permeabilite degerleri saf etkin madde ile elde edilmistir.

Deneysel ¢alisma esnasinda numunede meydana gelebilecek ¢okmeler, hiicre ylizeyinin
kaplanmasina ve Olmesine sebep olabilmekte ve bu durumda hiicre gecisi
ger¢eklesememektedir. Yapilan calismada saf etkin madde i¢in hazirlanan test hazirlik
vialinde, diislik ¢6ziiniirliigli nedeniyle ¢okme gozlenmistir. Saf etkin madde ile elde edilen

nispeten diisiik permeabilitenin nedeninin bu ¢okme olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bununla birlikte optimum 3DP tabletten elde edilen permeabilite degerleri, ii¢ ¢aligma

derisimi i¢in de referans iiriinden yiiksek bulunmustur.

Formiilasyonda bulunan siirfaktan ya da emilim artirict maddelerin kat1 dispersiyon
formiilasyonlarinda gastrointestinal emilimi artirdigi, 6zellikle lipit bazli yardimer
maddelerin hiicre membrani ile etkilesim kurarak ve GI sistemde efflux transporterleri inhibe
ederek absorbsiyonu artirdig literatiirde paylasilmistir (Zhang, Xing, Zhao ve Ma, 2018).
Referans iiriin (Inovelon®) (Portman ve digerleri, 2004a) ve optimum 3DP tablet (A5-3DP)
icerik karsilagtirmasi Cizelge 4.31°de sunulmus olup 6zellikle ¢oziiniirliik ve emilim artirict
olarak bilinen Soluplus® ve siirfaktan yapisinda lipit bazl1 bir yardimci1 madde olan Gelucire®
48/16’nin, Optimum 3DP tablette gozlenen yliksek permeabiliteden sorumlu olabilecegi

diistiniilmektedir.

Bununla birlikte benzer yardimc1 maddeler kullanilsa bile, bitmis {iriin iiretim prosesi ya da

API sentez yolagi kaynakli emilimde farkliliklar goriilebilecegi bilinmektedir (Akdag,
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Gulsun, Izat, Oner ve Sahin, 2020). Referans iiriin yas graniilasyon (EMA, 2007), optimum
3DP tablet HME teknigi ile kat1 dispersiyon seklinde iiretilmektedir. API kaynaklar1 da
farklidir. HME teknigi, biyoyararlanim artirilmasi amaciyla kullanilan bir kat1 dispersiyon
teknigidir. Dolayisiyla optimum 3DP formiiliinde elde edilen yiiksek emilimim (i)
Formiilasyonda kullanilan Soluplus® ve Gelucire® 48/16, (ii) HME ile kat1 dispersiyon iiretim

teknigi oldugu diisiiniilmektedir.

5.8.8. Ticari iiriin Inovelon® film tablet ve optimum 3DP tablet formiilasyonlar1 ile
yapilan in-vivo calismalar

Gergeklestirilmis olan ¢aligmada farmakokinetik parametreler literatiirde verilen aralikta elde

edilmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Elde edilen farmakokinetik parametrelerin literatiir ile karsilastirmasi

Literatiirde Verilen Araliklar

Doz: 20 mg/kg Doz: 40 mg/kg
Optimum Optimum
3DP Inovelon® 3DP Inovelon®
Tablet (A05) Tablet (A05)
1,81 pg/mL (200 mg, Oral)
Cmax 2,0-4,0 p,g/mL (400 mg,
(ug/mL) 298+0,52 | 2,50+0,17 | 5,43+0,37 | 3,50+0,39 Oral) (Xu ve digerler,
2016)
3-8 sa
tmax (saat) 3,00£0,51 | 2,17+0,33 | 4,67+0,83 | 3,83+0,94 | (Kothare ve digerleri, 2017)
(Coppola ve digerleri, 2014)
34,57 ng.sa/mL (200 mg,
AUG, Oral)
. '°°t/ L 44,89 +593 |46,50+4,73 | 84,35+£6,78 | 80,72 £3,67 | 49-57 pg.sa/mL (400 mg,
(ng*saat/m Oral) (Xu ve digerleri,
2016)
6-13 sa
t, (saat) 14,75+£3,89 |13,08+1,18 | 9,54+0,61 |13,63+2,37 | (Kothare ve digerleri, 2017)
(Coppola ve digerleri, 2014)

Farmakokinetik veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde Cmax degerlerinin Optimum
3DP tablet formiilasyonunda referans iiriin Inovelon® film tablete gore 20 mg/kg dozunda
benzer (p>0,05) , 40 mg/kg dozunda daha yiiksek (p <0,05) oldugu goriilmektedir. Bununla
birlikte AUCo- degerleri icin her iki dozda da benzer degerler elde edilmistir (p>0,05).

40 mg/kg doz icin elde edilen yiiksek Cmax’1n formiilasyonda bulunan ¢6ziiniirliik ve emilim

artirict olarak bilinen Soluplus® ve siirfaktan yapisinda lipit bazli bir yardime1r madde olan
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Gelucire® 48/16 ile olusturulan kati dispersiyon sayesinde oldugu, bu maddelerin hem
¢Oziiniirlik hem de emilimi artirmis oldugu diisliniilmektedir (Zhang ve digerleri, 2018).

Bununla birlikte AUCo-» degerinde artis ¢alisilan dozlarda gézlenememistir.

Tmax degerleri incelendiginde, 20 mg/kg dozda optimum 3DP tablet i¢in bu deger Inovelon®
film tabletten daha uzun bulunmustur (p <0,05) (sirastyla 3,00 saat ve 2,17 saattir ). Elde
edilen bu veriler literatiir ile uyumludur (Kothare ve digerleri, 2017; Coppola ve digerleri,
2014). Bununla birlikte 40 mg/kg doz i¢in elde edilen veriler arasinda istatistiksel bir far
bulunmamaktadir (p>0.05). In-vivo ¢aligmada elde edilen bu veri, in-vitro ¢oziinme testi ile
paralel elde edilmistir. 200 mg dozda referans {iriin in-vitro kosulda da daha hizh
¢oziinmektedir ve in-vivo’da da daha hizli ¢6ziiniip maksimum konsantrasyona ulagmustir.
Bununla birlikte 400 mg dozda yapilan in-vitro ¢6ziinme testinde benzer profiller elde

edilmis, in-vivo kosulda da etkin madde benzer hizla kana gegmistir.

Bununla birlikte bulunan T literatiir ile (Kothare ve digerleri, 2017; Coppola ve digerleri,
2014) uyumlu olup 40 mg/kg dozda Inovelon® film tablete kars: optimum 3DP tablet icin T12
daha kisa (sirastyla 9,54 saat ve 13,63 saat), kd daha yiiksek (sirasiyla 0,07 saat! ve 0,05 saat
") ve MRT daha kisa (sirastyla 15,19 saat ve 22,18 saat) elde edilmistir (p <0,05). Elde edilen
bu veriler 3DP tablet formiilasyonunun fizyolojik kosullarda da daha hizli ¢oziindiigii igin
¢oziinen etkin maddenin kan dolasimindan daha hizli bir sekilde atilabildigini
diistindiirmektedir. Sonug olarak optimum 3DP formiilasyonu ile yiiksek dozda rufinamit
uygulandiginda (40 mg/kg), referans iiriin Inovelon® film tablet’e gore daha yiiksek Cmax
degeri elde edilmektedir.

Iki ayr1 doz i¢in (20 mg/kg ve 40 mg/kg) elde edilen in-vivo sonuglar, doz arttik¢a test iiriiniin
biyoyararlanimmin daha belirgin sekilde artacagini gostermistir. Benzer bulgu in-vitro
¢Oziinme deneyleri ile de elde edilmis olup 200 mg dozda test iirlin referans iiriinden daha
hizl1 ¢oziinmezken artan ¢oziiniirliigli sayesinde terapdtik doz olan 1600 mg (400 mg * 4 film
tablet) dozda ¢ézlinme davranisi referans iiriinden ¢cok daha yiiksek elde edilmistir. Terap6tik
doz olan 1600 mg’in Wistar sicanlarinda toksik olmasi nedeniyle in-vivo deneyde
degerlendirilememistir. Daha biiyiik deney hayvani tiirlerinde 1600 mg dozda optimum 3DP
tablet formiilasyonunun ¢ok daha yiiksek emilecegi, bu sayede daha az doz ile ( < 1600 mg)
referans {iriinle ayni kan derisiminin elde edilebilecegi, bu sayede doz azaltmanin s6z konusu

olabilecegi diisiiniilmektedir.






225

6. SONUC

Tez ¢alismasi sonucunda, risk analizi bazli sistematik bir yaklasimla uygun yardimci

maddeler se¢ilmis ve rufinamit yiklii filamentler ile 3DP tabletler basarili bir sekilde

hazirlanmistir. Bu tez calismasindan elde edilen sonuclar asagida siralanmaistir:

v

Hem denge ¢oziiniirliik ¢alismasi hem de intrinsik ¢éziinme ¢aligmalari, etkin maddenin
sudaki ¢ozliniirligiiniin oldukga diisiik, pH’dan bagimisiz ve siirfaktan oranina bagiml
oldugunu gostermistir.

Formiilasyonlarda kullanilan yardime1 maddeler ile etkin maddenin fiziksel karigimi ve
3DP tablet prosesi sonucu elde edilen DSC termogramlarinda, XRD
difraktogramlarinda ve FTIR spektrumlarinda etkin madde ile yardimct maddelerin
gecimli oldugu, tretim prosesinin etkin maddenin fizikokimyasal yapisinda bir
degisiklige neden olmadig1 ve kristal yapisini koruyarak polimorfik degisime neden
olmadig1 gozlenmistir.

Formiilasyon gelisimi ¢aligmalarinda en uygun polimer karigtminin “HPMC, Soluplus®
ve Kollidon® VA 64” oldugu, plastiklestirici maddenin “Triasetin” oldugu tespit
edilmistir.

Optimum plasebo formiilasyonuna rufinamit eklenerek etkin madde yiiklii filamentler
hazrilanmis ve 3DP tabletler basilmistir. Rufinamit yiiklii 3DP tabletlerde ¢oziinmeyi
en fazla artiran siirfaktan maddenin “Gelucire® 48/16” oldugu ve maksimum %4
oraninda kullanilabildigi goriilmiistiir.

Kalitatif ve kantitatif icerigi tespit edilmis optimum 3DP formiilasyonunun ¢éziinmesi
tizerinde 3DP tasarimin etkisi incelenmis olup en yliksek ¢oziinmeye %50 i¢ dolgu orani
ve oblong sekilli tabletlerle ulasilabilecegi tespit edilmistir.

Uretim yonteminin ¢dziinme iizerindeki etkisi incelendiginde, optimum 3DP tablet
formiilasyonu ile birebir ayni yardimcit maddelerle hazirlanmis olmasina ragmen en
diisiik ¢oziinmenin fiziksel karisim halinde hazirlanan konvansiyonel tablet ile elde
edildigi gozlenmistir. Bununla birlikte filament ekstriizyonu esnasinda erime sonucu
meydana gelen kati dispersiyonun ¢dziinmeyi artirdigi, ilaveten 3DP tasarim ile
¢coziinmenin daha da yiikseldigi tespit edilmistir.

Optimum formiilasyon ve referans irlinlin farkli dozlarinda ¢oziinmeleri
karsilastirilmis, elde edilen veriye gore 200 mg dozda referans {iriin daha yiiksek

¢Oziinme gosterirken terapdtik doz olan 1600 mg dozda gelistirilen optimum
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formiilasyonun referans iirline gore ¢ok daha yiiksek ¢oziindiigii tespit edilmistir.
Dolayisiyla gelistirilmis olan optimum 3DP tablet formiilasyonundan etkin maddenin
¢oziinmesinin terapdtik dozlarda belirgin sekilde artmis oldugu tespit edilmistir.
Hazirlanan optimum 3DP tabletlerin fizikokimyasal stabilitesi 25+2°C/%60+5 bagil
nem kosulunda 20 ay, 40+2°C/%75+5 bagil nem kosulunda 6 ay siiresince stabil oldugu
gbzlenmistir. Elde edilen bu veri optimum formiilasyonun stabilite siiresince kristal
seklinin degismedigini gostermistir.

Gergeklestirilen MTT sitotoksisite ¢aligmalarina gore gelistirilmis olan optimum 3DP
formiilasyonunun hem Hep G2 hem de Caco-2 hiicre hatlarinda sitotoksik olmadigi
tespit edilmistir.

Caco-2 hiicre hattinda gergeklestirilen permeabilite deneyleri sonuglar1 incelendiginde
en yiiksek permeabilitenin optimum 3DP formiilasyonu ile elde edildigi gozlenmistir.
Referans iirline kiyasla artan permeabilitenin, 3DP formiilasyonunda kullanilan
Gelucire®48/16 ve Soluplus® gibi siirfaktan ve biyoyararlanim artirict &zellikteki
maddelerle yapilan kat1 dispersiyonlar sayesinde oldugu diistiniilmektedir.
Farmakokinetik veriler degerlendirildiginde Cmax degerlerinin optimum 3DP tablet
formiilasyonunda referans iiriin Inovelon® film tablete gére 20 mg/kg dozu icin
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmezken, 40 mg/kg dozunda daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir (p>0,05). AUC verileri degerlendirildiginde her iki doz i¢in de
istatistiksel bir fark gozlenmemistir (p > 0,05). Bununla birlikte T1/2 ve MRT
degerlerinin 40 mg/kg dozunda istatistiksel olarak anlamli ve daha kisa oldugu, kd
degerinin ise istatistiksel olarak anlamli ve daha yiiksek oldugu gozlenmistir (p < 0,05).
Elde edilen bu sonug optimum 3DP tabletin fizyolojik kosullarda daha hizli ¢oziinerek
viicuttan daha hizli atildigin1 géstermektedir.

Gergeklestirilen tiim bu ¢alismalar sayesinde terapdtik dozu ¢ok yliksek olan rufinamit
etkin maddesi ile daha diisiik dozlarda ayni1 etkinin saglanabilecegi, bununla birlikte yan
etkilerinin azaltilabilecegi 3DP tablet formiilasyonlar1 hazirlanarak “doz azaltma”
yaklagiminin uygulanabilecegi diisiiniilmektedir.

Farkli geometri, sekil ve dozlarda bitmis iirlin iiretimini miimkiin kilan 3DP tablet
tiretim yontemi ile 6zellikle dozlamanin ¢ocuk agirligina bagh olarak yapildig: kiigiik
cocuklarda rufinamit iceren “kisiye 6zel” tabletlerin iiretilebilecegi diistintilmektedir.
Tez calismasinda ticari preparata kiyasla daha diisiik dozla etkili bir tedavi saglayan
3DP tablet formiilasyonu gelistirilmis ve etkinligi in-vitro / in-vivo c¢aligsmalarla

kanitlanmustir.
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