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OZET

Ozdemir, E., Rasajilin iceren Agizda Dagilan Tablet Formiilasyonlarimin Gelistirilmesi,
In Vitro ve In Vivo Degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Biyofarmasotik ve Farmakokinetik Programi Doktora Tezi, Ankara, 2023. Parkinson
hastalig1, cogunlukla motor hareketlerin, konusmanin ve diger fonksiyonlarin zayifladigy, sinir
sisteminin norodejeneratif bir hastaligidir. MAO-B enziminin dopamin metabolizmasinda rolii
nedeniyle, MAO-B inhibitorleri parkinson hastalar1 igin onemli terapotik geligsmelerdir.
Selejiline gore etkili ve daha selektif MAO-B inhibitorii olan rasajilin mesilatin ticari bir ODT
formu mevcut degildir. Bu tez kapsaminda, parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilmak
lizere rasajilin igeren agizda dagilan tablet formiilasyonlar gelistirilmesi amaglanmustir. Farkli
dagitici/siiperdagitici iceren plasebo ODT tabletleri gelistirilerek toz ve tablet kontrollerinden
elde edilen sonuglar dogrultusunda optimum ODT formiilasyonu belirlenmistir. Optimum
ODT formiiliine rasajilin eklendikten sonra toz ve tablet kontolleri yapilmistir. Ayrica
rasajilinin intestinal permeabilitesini tayin etmek i¢in Caco-2 hiicreleri ve intestinal
perfiizyonu yapilmustir. Rasajilinin hepatik disposizyonu in situ karaciger perfiizyonu yontemi
kullanilarak incelenmigtir. Optimum ODT formiilasyonun (ODT-9R) dagilma siiresi
10,67+1,04 sn olarak tayin edilmistir. Icerelik tekdiizeligi %101+4,8°dir. Céziinme hizi
calismalari Gi¢ farkli ortamda (distile su, 0,1N HCI, pH 6,8 fosfat tamponu) gerceklestirilmis
ve ilk 5 dakikada rasajilinin yaklasik %100’i ¢oziinmiistiir. ODT-9R formiilasyonunun Caco-
2 hiicre hattinda permeabilitesi (5,624x10°+7,88x10° cm/sn) eksipiyanlarin etkisiyle anlamli
derecede artmistir (p<0,05). ODT-9R formiilasyonunun intestinal permeabilite degerleri
(3,73x10*%, 5,89x10*, ve 3,27x10* cm/sn) jejunum, ileum ve kolonda artis gdstermistir.
Eritrosit ve Evans mavisi ile karsilastirnnldiginda, rasajilin karacigerde daha genis bir alana
dagilmis, hepatik ekstraksiyonu 0,404 =+ 0,060, hepatik klerensi ise 0,101+0,015 mL/sn olarak
tayin edilmistir. Tez ¢alismalarindan elde edilen bulgular dogrultusunda hedeflenen amaca

uygun bir rasajilin ODT formiilasyonu gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Agizda dagilan tablet, Bagirsak perfiizyonu, Caco-2, Karaciger

perfiizyonu, Rasajilin

Séz konusu tez, SANTEZ (00731.STZ.2010-2) ve HUBAB (TDK-2018-17258) ile

desteklenmistir.
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ABSTRACT

Ozdemir, E., Development of Orally Disintegrating Tablets Containing Rasagiline, In
Vitro and In Vivo Evaluations, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Biopharmaceutics and Pharmacokinetics Programme, Ph.D. Thesis, Ankara,
2023. Parkinson's disease is a neurodegenerative disease of the nervous system, in which
mostly motor movements, speech and other functions are impaired. Because of the role of the
MAO-B enzyme in dopamine metabolism, MAO-B inhibitors are important therapeutic
advances for Parkinson's patients. There is no commercial ODT form of rasagiline mesylate,
which is an effective and more selective MAO-B inhibitor than selegiline. In this thesis, it is
aimed to develop orally disintegrating tablet formulations containing rasagiline for use in the
treatment of Parkinson's disease. Placebo ODT tablets containing different
dispersants/superdispersants were developed and the optimum ODT formulation was
determined in line with the results obtained from powder and tablet controls. After adding
rasagiline to the optimum ODT formula, powder and tablet controls were made. In addition,
Caco-2 cells and intestinal perfusion were performed to determine the intestinal permeability
of rasagiline. The hepatic disposition of rasagiline was studied using the in situ liver perfusion
method. The disintegration time of the optimum ODT formulation (ODT-9R) was determined
as 10.67+1.04 s. Content uniformity is 101.7+4.8. Dissolution studies were performed in three
different media (distilled water, 0.1N HCI, pH 6.8 phosphate buffer) and approximately 100%
of rasagiline was dissolved in the first 5 minutes. The permeability of the ODT-9R formulation
in the Caco-2 cell line (5.624x10°+7.88x10° cm/s) increased significantly with the effect of
excipients (p<0.05). Intestinal permeability values of the ODT-9R formulation increased
(3.73x10*, 5.89x10*, ve 3.27x10* cm/s) across jejunum, ileum and colon. Compared with
erythrocyte and Evans blue, rasagiline was more widely distributed in the liver, hepatic
extraction was determined as 0.404 + 0.060, and hepatic clearance was determined as 0.101 +
0.015 mL/s. In line with the findings obtained from the thesis studies, a rasagiline ODT

formulation suitable for the targeted purpose was developed.

Key words: Orally disintegrating tablet, Intestinal perfusion, Caco-2, Liver perfusion,

Rasagiline

The thesis in quention was supported by SANTEZ (00731.5TZ.2010-2) and HUBAB (TDK-
2018-17258).
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(ortalama +SS; n=6)

Metoprolol tartaratin (125 pg/mL) bagirsak perfiizyonu ortaminda
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1. GIRIS ve AMAC

Parkinson hastaligi, cogunlukla motor hareketler, konusma ve diger
fonksiyonlarin zayifladigi, sinir sisteminin nérodejeneratif bir hastaligidir. Hastalik,
tremor (titreme), rijidite (kaslarda gerginlik), bradikinezi (istemli hareketlerin baglama
ve siirdiiriilmesinde yavaglik), postiir (durus) bozuklugu, bradimimi (maske yiiz) ve
yiiriime bozukluklari ile karakterize olur (1). Norodejeneratif hastaliklar arasinda
diinyada ikinci sirada yer alan Parkinson hastaliginin, 65 yas tizeri kisilerdeki insidansi
%2-3’tiir (1, 2).

Parkinson hastaligi beyindeki nigrostriatal dopaminerjik yolak néronlarinin
(substansia nigra ve corpus striatum’daki) sayica azalmasina bagl olarak
gelismektedir. Bu bazal ganglionlar (substansia nigra ve corpus striatum) istemli
hareketlerin kontroliinii saglarlar. Parkinson hastaliginda bu bolgede dopamin {ireten
noronlarin dejenere olmast ve striatum iizerinde kontroliin azalmasi ile kas
hareketlerinin kontrolii bozulur. Parkinson hastaliginda kullanilan ilag¢ gruplarindan
bazilar1 (L-dopa, Karbidopa, Benserazid, MAO inhibitorleri, COMT inhibitorleri gibi)
temel olarak bu yolak iizerine etkili ajanlardir (3). Parkinson tedavisinin amaci
azalmis dopamini yerine koymakla birlikte, kolinerjik ndronlarin uyarict etkilerini

antagonize ederek bozulmus “dopaminerjik/kolinerjik” dengeyi yeniden saglamaktir.

MAO enzimi, mitokondrial membranin dis kisminda yer alan ve monoamin
norotransmiterlerin (dopamin, seratonin, noradrenalin) oksidatif demainasyonundan
sorumlu olan bir enzimdir. MAO-A ve MAO-B olmak iizere iki izoformu
bulunmaktadir. MAO-A gastrointestinal kanalda total MAO aktivitesinin %80'ini
saglamak tizere periferal organlarda bulunmaktadir. MAO-B ise beyinde ve bazal
gangliada bulunan basglica izoformdur (1, 4-7). MAO-B enziminin dopamin
metabolizmasindaki rolii nedeniyle, MAO-B inhibitorleri (selejilin, rasajilin ve
safinamid) parkinson hastalar1 i¢in 6nemli terapotik gelismelerdir (8). Safinamid
MAO-B’yi geri doniisimlii olarak inhibe eder ve levodopaya ek tedavi olarak
kullanilmaktadir (9). Selejiline kiyasla rasajilin daha etkili, selektif ve geri

dontisiimsiiz bir monoamin oksidaz-B (MAO-B) inhibitériidiir. Rasajilinin agizda



dagilan tablet formunda ticari preparatt mevcut degildir. Rasajilinin yiiksek oranda
karacigerde ilk gecis etkisine ugramasi, metabolitlerinin diger MAO inhibitorlerine
gore toksik olmamasi ve oral biyoyararlanimimin diisiik olmasi nedeniyle agizda

dagilan tablet formiilasyonunun gelistirilmesinin gerekliligi aciktir.

Agizda dagilan tablet formiilasyonu klinik olarak absorpsiyonda artis, daha
hizli etki gosterme, ilk gegis etkisinde azalma ve buna bagli olarak biyoyararlanimda
artis saglamaktadir. Ayrica ¢igneme ve yutma gereksinimi ortadan kalkacagi i¢in hasta
uyuncundaki artigla beraber (yutma kolayligi, suya ihtiyag olmamasi, agizda iyi tat
birakma) etkililik ve giivenilirlikte de artis olacaktir. Ayrica sivi dozaj sekillerine gore
daha dogru dozlama, tek doz paketleme oldugu i¢in stabilitede artis ve yaygin olarak
kullanilan proses ve konvansiyonel ekipman ile iiretilebilmesiyle birlikte iiriin

farklilig1 da stiinliik saglamaktadir.

Bu tez calismasinin amaci, parkinson tedavisinde tek basina veya levodopa ile
birlikte kullanilan, agizda dagilan tablet formunda bir ticari preparati bulunmayan,
hazirlamas1  kolay, maliyeti diisiik rasajilin igeren agizda dagilan tablet
formiilasyonlarinin gelistirilmesi, in vitro ve in vivo degerlendirilmesidir. Bu amag

dogrultusunda:

e Farkli dagitici/stiperdagitici ile rasajilin igeren agizda dagilan tablet
formiilasyonlar1 gelistirilerek, tozlarin akis 6zellikleri ve tabletlerin kalite
kontrol karakterizasyon c¢aligsmalar1 yapilmistir.

e Rasagjilinin dissoliisyon ¢aligmalarindan elde edilen numunelerdeki
miktarmi tayin etmek amaciyla bir yliksek basingli sivi kromatografisi
(high-performance liquid chromatography, HPLC) yontemi gelistirilerek
analitik yontem validasyonu yapilmuistir.

e Rasajilinin intestinal permeabilitesini tayin etmek amaciyla Caco-2 hiicre
kiiltiirii ¢aligmalar1 yapilarak formiilasyonda yer alan yardimec1 maddelerin
rasajilinin permeabilitesi lizerine bir etkisi olup olmadig1 incelenmistir.

¢ Rasajilinin intestinal permeabilitesini tayin etmek amaciyla sigcanlarda ticli

bagirsak perfiizyonu teknigi kullanilarak farkli bagirsak segmentlerinden



(jejunum, ileum ve kolon) permeabilitesinin degisip degismedigi
incelenmistir.

Rasajilinin hepatik dispozisyonu siganlarda in situ karaciger perfiizyonu
teknigi kullanilarak incelenmistir.

Hiicre kiiltiiri, bagirsak perfiizyonu ve karaciger perfiizyonu
calismalarindan elde edilen numunelerdeki rasajilin miktar1 valide HPLC

yontemi ile tayin edilmis ve biyoanalitik yontem validasyonu yapilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Agizda Dagilan Tabletler

Agiz yolu ile kullanilan kati dozaj sekilleri (or. tabletler, kapsiiller) tiim
farmasétik dozaj sekilleri igerisinde en biiyiik ve en énemli yeri tutmaktadir. Ozellikle
tekrarlanan veya rutin dozlama gerektiren ilag tedavisinde, en kolay ve en rahat
uygulama oral yolla olur. Agiz yolu ile alinan kat1 dozaj sekilleri, hastanin giinde bir
veya birka¢ kez bir bardak su ile alabilecegi en kolay ve en ¢ok kabul goren ilag

uygulamasidir (10, 11).

Son yiizyillda teknoloji, tip bilimleri ve refah seviyesindeki gelismeler
nedeniyle ortalama yasam siiresi uzamgtir. Diinya Saglik Orgiitii'niin Kiiresel Saglk
ve Yaslanma hakkindaki raporuna gore 65 yas ve iistii insan sayisinin 2050'de yaklagik
1,5 milyara ¢ikacagi tahmin edilmektedir (12). Kronik hastaliklar yetigkinleri ve
yaslilar1 etkileyen en yaygin biiyiik saglik tehdididir. Bu nedenle yaslilikta tibbi tedavi

onemli bir konudur.

Fizyolojik fonksiyonlarda azalmaya bagl olarak yaslilarda isitme, hafiza,
gorme, fiziksel yetenekler, tat alma, koku alma ve yutma’da degisiklikler ortaya
cikmaktadir (13). Yutma zorlugu sadece yaslilarda degil ayn1 zamanda ¢ocuklar i¢inde
agizdan ilag uygulamasinda 6nemli bir sorundur. Cocuklar genellikle yaklasik alti
yasindan itibaren kat1 dozaj sekillerini yutmay1 6grenir ve on yasina kadar kat1 dozaj
sekillerini kendi baslarina alabilirler (14). Yaslilar ve g¢ocuklar sivi dozaj sekillerini
kolayca kullanabilirler ancak bu dozaj sekillerinin stabilitelerinin diisiik olmasi,
nakliye ve depolamalarinin zahmetli olmasi ve ambalajlamaya bagl yiiksek maliyet
gibi bazi dezavantajlar1 vardir. Bu sebeplerden dolayi ilag endiistrisi tarafindan gocuk
ve yagh hastalar tarafindan kolayca kullanilabilecek agizda hizli dagilan/¢6ziinen
tabletler ad1 verilen bir dozaj sekli gelistirilmistir (15). Bu dozaj sekilleri agizda
dagilan tabletler (orally disintegrating tablets, ODT), hizli dagilan (rapidly

disintegrating, fast disintegrating), hizli disperse olan (fast dispersing), hizli ¢6ziinen



(rapid dissolving, fast dissolve/dissolving), hizli eriyen (rapid melting, fast melting),
ve/veya orodispers (orodisperse) tablet olarak da adlandirilmaktadir (11, 16).

Avrupa Farmakopesi (EP 10.0)’de agizda dagilan tabletler i¢in “orodispersible
tablets” ifadesi kullanilmakta olup “agza yerlestirilen ve yutulmadan once agizda hizla
disperse olan kapli olmayan tablet” olarak tanimlamaktadir. Bu tabletlerin suda (15-
25 °C) 3 dakika igerisinde dagilmasi gerektigi bildirmektedir (17). Amerika Gida ve
Ilag Idaresi (United States Food and Drug Administration, FDA) tarafindan agizda
dagilan tabletler (orally disintegrating tablets) olarak adlandirilan bu dozaj sekli “dilin
tizerine yerlestirildiginde genellikle saniyeler i¢inde hizla dagilan, tibbi madde iceren

kat1 dozaj sekli” olarak tanimlanmistir (18).

Agizda dagilan tabletler kat1 ve sivi dozaj sekillerinin avantajlarini birlestiren,
kolay uygulanabilen, tadi ve stabilitesi daha iyi olan dozaj sekilleridir. Suya ihtiyag
duyulmadan geleneksel tablet tiretiminde kullanilan ekipmanlarla, basit ve ekonomik
hazirlama yontemleriyle hazirlanirlar.  Suya ihtiya¢ duyulmadan kolayca
alinabilmeleri nedeniyle ODT’ler yaslilar, ¢ocuklar, psikiyatrik ve fel¢li hastalarda en
cok tercih edilen dozaj sekilleridir (19-21).

Agizda dagilan tablet (ODT) formiilasyonlar1 agiz boslugunda su
gerektirmeden birkag saniye i¢inde dagilarak ¢oziinmektedir. Ayrica liretim esnasinda
ve sonrasindaki basamaklarda dayanikli ve giiniimiizde kullanilan proses ve paketleme
makinelerine uyumlu olup, uygun paketleme kosullarinda rutubet ve sicaklik gibi
cevre kosullarindan etkilenmemektedir. Diisiik maliyetli olmalar1 da diger bir 6nemli
tercih nedenidir. ODT formiilasyonlarinda ilacin etkisinin hizli ve biyoyararlanimin
arttirllmasi istenmektedir. Agiz boslugunda tiikriik etkisiyle kolayca dagilmalari
sayesinde ilacin hizli ¢6ziindiigli durumlarda bazi formiilasyonlarda pregastrik
absorpsiyon s6z konusudur. Bu sayede hepatik eliminasyonu yiiksek ilacin
karacigerden ilk-gecis eliminasyonu onlenmektedir. Bu nedenle pregastrik emilime
sahip ilaclar agizda dagilan tablet formunda farkli farmakokinetik profil
gosterebilirler. ODT formunda hazirlanan ilaglar 6zellikle hizli etkinin 6nemli oldugu

migren, depresyon ve sizofreni gibi zihinsel hastaliklara kadar pek ¢ok endikasyon i¢in



uygulanmaktadir. ODT’lerin gelistirilmesi asamasinda, aday ilacin fiziko-kimyasal,
farmakokinetik ve klinik o6zellikleri, tretilebilirligi ve dozaj sekline bagli teknik
kisitlamalar dikkate alinmalidir. Bu dozaj sekillerinde birim formiilasyona
yiiklenebilecek ila¢g miktar1 simirlhidir. Liyofilize {iriinler gibi kirilgan tirtinler maliyeti
arttiran 6zel ambalaj malzemeleri gerektirebilir. Tad1 tolere edilemeyecek acilikta olan

ilaglar1t ODT olarak formiile etmek zordur (17, 22-24).

Rasajilin igeren hemen salan konvansiyonel tablet formu (Azilect®, Etkinia®,

®, Rajil®, Rasalas®) ticari olarak bulunmakla beraber

Azapar®, Nervogil®, Parlin
agizda dagilan tablet formu piyasada mevcut degildir. Bu nedenle bu tez c¢alismalar
kapsaminda Parkinson tedavisinde kullanilan dopaminerjik bir ajan olan MAO-B
inhibitorii ilaglardan rasajilin iceren agizda dagilan tablet formiilasyonlarinin

gelistirilmesi amaglanmustir.

2.1.1. Agizda Dagilan Tablet Formiilasyonlarinda Istenen Ozellikler

Agizda dagilan tabletleri konvansiyonel dozaj sekillerinden ayirmak i¢in bazi
ideal ozellikler gostermelidirler. Bu dozaj seklinin sahip olmasi istenen ozellikler

asagida verilmistir (25-27).

e Yutma sirasinda suya gereksinim yoktur, fakat agizda ¢ok kisa siirede
dagilmali veya ¢ozlinmelidir

e Agizda hos bir his birakmalidir

e Tat maskeleme igin uygun olmalidir

e Mekanik direnci ambalajlanmasi veya taginmasi igin yeterli diizeyde
olmalidir

e Oral kullanim sonrasi ¢ok az veya hi¢ kalint1 birakmamalidir

e Kolay yutulabilecek ve tasimada kolaylik saglayacak boyutta olmalidir

e Nem, sicaklik gibi degisen ¢evre kosullarina karst hassas olmamalidir

e Yiiksek dozda ilag yiiklemesine olanak saglamalidir



e Uretimde kullanilan teknolojinin maliyeti kabul edilebilir diizeyde

olmalidir

2.1.2. Agizda Dagilan Tabletlerin Ustiinliikleri

Agizda dagilan tablet formiilasyonlar1 kati ilag¢ sekillerinin stabilite, kesin
dozlama ve kolay iiretim gibi avantajlarinin yaninda, sivi dozaj sekillerinin de kolay
uygulamasi gibi avantajlarini bir arada saglar. Tablet ve kapsiillerin yutulmalar1 veya
¢ignenmeleri agisindan yasanan zorluklar ortadan kalkmistir (20, 27-31). Birgok ODT
formiilasyonunda tat maskeleme ajanlar1 ve tatlandiricilar kullanilmaktadir ve bu da
hastalar a¢isindan tercih sebebi olmaktadir (28, 31, 32). Hasta uyuncu agisindan diger
efervesan veya kuru toz siispansiyon gibi dnceden hazirlanmasi gerekliligi yoktur.
Ayrica ODT’ler, konvansiyonel dilalti tabletler, pastil ve bukal tabletlerin agizda
¢oziinmeleri i¢in bir dakikadan daha fazla siireye ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle farklilik
gosterir (33). Kolay tasinabilir olmasi da uyuncu arttirmaktadir (20, 28). Su bulmakta
giclik c¢eken hastalar i¢in avantaj teskil eder. Migren hastalarinda, kalp
rahatsizliklarinda ve uyku sorunu olan hastalarda tercih edilmektedirler. Ozellikle
psikiyatrik hastalarda ilac1 kabul etmeme, yash ve ¢ocuklarda yutma zorlugu gibi
sorunlari ortadan kaldirir (28-30, 32, 34). Biitiin yas gruplarinda farkli sebeplerle tablet
ve kapsil yutma giigliigli s6zkonusudur ve bu da ilaglarin istenilen diizeyde
kullanilamamasina ve tedavilerinin aksamasina neden olmaktadir (20). Tiikiiriikle
temas ettiginde ¢abucak dagilacak veya ¢oziinecek sekilde tasarlandigi i¢in tabletlerin
hizl1 dagilmasi sonucunda, ¢cabuk ¢éziinme ve absorpsiyon ile ilacin hizli etki etmesi
saglanir (30). Konvansiyonel tabletlere gore biyoyararlanimi artmaktadir (28-32).
Pregastrik absopsiyona ugrayan ilaclarin agizda dagilan tablet formiilasyonlarinin
hazirlanmasiyla karacigerden ilk gecis etkisi de Onlenebilmekte ve biyoyarlanim
artmaktadir. Baz1 ilaglarin istenmeyen toksik metabolitlerinin bu sayede mimimuma
indirilmesi saglanmaktadir (25, 28, 30). Endiistriyel alandaki tiriin farkliligi, patent
sliresini uzatma gibi avantajlar sunar (32). Direkt basim yontemi ile diisiikk maliyetle

iretim saglanabilir (28, 29).



2.1.3. Agizda Dagilan Tabletlerin Kisitlamalar:

ODT’ler yapis1 geregi higroskopiktir. Bu nedenle sicaklik ve neme hassastirlar
(27, 28). ODT’ler gozenekli ve yumusak yapida oldugundan kirilgan ve kullanimi zor
olabilmektedir (28, 29). Ayrica hem suda hem de tiikiiriikte stabilitesi iyi olmalidir
(28). Bazi ilaglarin tadinin aci olmasi nedeniyle tat maskelemede zorluk
yasanabilmektedir (28, 29). Etkin madde miktar1 yiiksek olan tabletlerin hazirlanmasi
zordur (27, 28, 32). Agiz kurulugu olan hastalarda kullanim giigliigii yaratabilmektedir
(32, 35).

2.1.4. ODT Formiilasyonlari icin Etkin Madde Secimi

Agizda dagilan tablet formiilasyonu i¢in etkin madde se¢iminde bir¢ok

parametre goz oniinde bulundurulmalidir. Bu parametreler (25, 36):

e Tad1 ac1 olmamalidir

® Dozu 20mg’dan az olmalidir

e Suda ve tiikriikte ¢oziintirliigii iyi olmahidir

¢ Kiiciik ve orta molekiil agirlikta olmalidir

e Az boslugunun pH’sinda kismen non-iyonize olmalidir

e Qastrointestinal sistemin st kisimlarinda difiize olmali ve dagilim
gostermelidir (logP >1 ya da logP >2)

e Oral mukozal dokuya penetre olabilmelidir

e Tercihen Biyofarmasdtik Simiflandirma Sistemi Smuf 1 ve II’de yer
almalidir

e Yarilanma 6mrii ¢ok kisa olmamalidir.



2.1.5. ODT’lerde Tat Maskeleme

Bir ilacin tadi, kokusu, kullanim sonrasinda agizda biraktig: tat ve kalintilar,
dis goriiniim 6zellikleri bu ilacin yutulabilirligini etkilemektedir. Yutulabilirlik biiyiik
olgiide tadina baghdir. Ozellikle ODT’lerde tat maskeleme ilacin kullanimini

dogrudan etkileyen bir parametre oldugu i¢in olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Tat maskeleme ilacin oral ¢oziiniirliigiiniin azaltilmasi veya ilacin dildeki tat
tomurcuklariyla etkilesimlerinin azaltilmasi ile saglanir. Bu da ilacin tiikriik
pH’sindaki ¢oziiniirliigli azaltilarak ya da tat reseptdrlerine olan afinitesini degistirerek
ya da ilacin yapisinda degisiklik yapilarak tat maskelenir (37). Bunun igin bir¢ok
teknik uygulanmaktadir (38). Bunlardan bazilari asagida basliklar halinde verilmistir
(39, 40);

e Graniilasyon

e Iyon degistirici regineler

e Ilac1 polimer ile kaplama, mikroenkapsiilasyon
e Aromatizanlar, tatlandiricilar

e Inkliisyon olusturma

e Kati dispersiyonlar

e Lipozom olusturma

e Coklu emiilsiyonlar

e Adsopsiyon

e pH diizenleyiciler

e Viskozite modifikasyonu

e Tuz ve tiirevlerine doniistiiriilmesi
e Tat baskilayici ve tat arttiricilar

e On ilag seklinde hazirlanarak

e Jelasyonile

e Lipofilik tasiyicilar ile

e Efervesan ajanlar ile

Tat maskeleme yapilmaktadir.
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2.1.6. ODT Formiilasyonlarinda Kullanilan Siiperdagiticilar

Bir formiilasyonda dagiticilar, tablet veya kapsiiliin daha kii¢iik pargaciklara
ayrilmasimi veya dagilmasini kolaylagtiran ve bu sayede iceriginin daha hizlh
coziinerek daha hizli etki etmesini saglayan maddeler veya madde karigimlaridir.
Stiperdagiticilar, agizda dagilan kat1 dozaj sekillerinin etkinligini arttirmak i¢in toplam

dozaj agirliginin %1-15 oraninda kullanilir (41-46).

Agizda dagilan tabletlerde kullanilacak siiperdagiticilar mekanik olarak
ufalanmaya ugramayacak sekilde dayamikli ve sikistirilabilir 6zellikte olmalidir.
Hastanin uyuncunu saglayacak diizeyde agizda giizel bir his birakmalidir.
Formiilasyonun akis 6zelliklerini olumsuz etkilemeyecek sekilde akis gostermelidir.
Agizda tiikiiriikle temas ettiginde hizli bir sekilde dagilma saglamalidir (41). Bunlarin
yaninda diisiik ¢oziiniirliik ve jel olusumuna sahip olmali su absorplama kapasitesi
yiiksek olmalidir. Diger yardimci maddelerle ve etkin maddeyle etkilesim
gostermemelidir (42, 43). Partikiil boyutu kiigiik olmali ve toksik olmamalidir (44).
Stiperdagiticilar diisiik konsatrasyonlarda kullanilmaktadir. Cok sayida ilag ve
yardimc1 maddelerle gecimlidir. Akiskanlik ve sikistirilabilirligi etkilemezler (44).
Ancak neme kars1 hassastirlar (44, 45).

Agizda dagilan tablet formiilasyonuna giren siiperdagiticilar dogal ve sentetik
stiperdagiticilar olarak simiflandirilabilir. Dogal siiperdagiticilara 6rnek olarak
Hibiscus rosa-sinensis Linn. miisilaji, Isapghula Husk miisilaji (Plantago ovata),
Cucurbita maxima pulp tozu, Lepidium sativum cekidegi miisilaji, Fenugreek
cekirdegi miisilaji, Kitosan, nisasta, prejelatinize nisasta (Starch 1500), seliilozlar,
mikrokristalin seliiloz verilebilir. Sentetik siiperdagiticilar’a drnek olarak ¢apraz bagl
polivinil pirolidon (Krospovidon), kroskarmelloz sodyum, sodyum nisasta glikolat

verilebilir.

Stiperdagiticilar, farkli mekanizmalarla etkilerini gosterirler. Bunlar; porozite
ve kapiler etki (wicking), sisme ile (swelling), 1slatma 1s1s1 (heat of wetting), gaz salimi
etkisi, enzimatik etki, kimyasal reaksiyon (asit-baz reaksiyonu), deformasyon ile,
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partikiillerin itici kuvveti ile (repulsive forces) olabilmektedir (41-44, 47). Kapiller
etki ile dagilmada tablet sulu bir ortama konuldugunda ortam tablet i¢ine penetre
olarak partikiillerin tizerine adsorbe olmus havayla yer degistirir, boylece
molekiilleraras1 baglar zayiflayarak tablet parcaciklara ayrilir. Sisme yoluyla
dagilmada partikiillerin sismesine bagli olarak matriks i¢ basingla igten pargalanir.
Deformasyonda tablet basimi sirasinda deforme olan dagitict partikiiller sulu ortamla
temas edince basim Oncesi biiyiikliigiine geri doner ve deforme partikiillerin hacim
artisina bagl olarak tablet parcalanir. itme kuvvetinde ise porlarin icerisine su girer ve
olusan elektriksel kuvvete bagli olarak partikiiller birbirlerini iter. Gaz saliminda,
tablet 1slandiginda bikarbonat ve karbonat ile sitrik asit veya tartarik asitin etkilesmesi
sonucu agiga c¢ikan karbondioksit tabletin iginde basing olusturarak tabletin

dagilmasina yol agar. Siiperdagiticilarin bazi etki mekanizmalart Sekil 2.1°de

verilmigtir.
a) b) c) d)
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Sekil 2.1. Siiperdagiticilarin etki mekanizmalari: a) Kapiller etki, b) Sisme, c)
Deformasyon, d) Itme (41, 46).

Baz siiperdagiticilar ve 6zellikleri Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1. Farkl: siiperdagiticilar ve 6zellikleri (48).
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Siiperdagitici Ticari olarak | Etki mekanizmasi Diger ozellikler
mevcut iiriinler
Capraz-bagl Crosscarmellose®, 10 sn’den daha az | Iki boyutta siser
seliiloz o ® stirede 4-8 kat siser Direkt basim
Ac-Di-Sol ™, Kapiller etki ve sisme | veya
Nymce zsx® graniilasyonla
Primellose®,
Solutab®,
Vivasol®, L-HPC
Capraz bagli PVP Crosspovidon M®, Cok az siser ve | Dogadasuda
L ® sikistirmadan  sonra | ¢6ziinmez ve
Kollidon™, orijinal boyutuna | siingerimsi
Polyplasdone® doner, ancak kapiller | oldugundan
etkiyle hareket eder | gozenekli tablet
elde edilir
Capraz baglh Expl otab®, 30 sn’den daha az | Ug boyutlu ve
Nisasta ) ® stirede 7-12 kat siser | yiiksek seviyede
Primogel sisme
sayesinde,
stirekli salinim
matrisi gorevi
gorur
Capraz bagl Alginic acid NF Sulu ortamda hizlica | Hem kuru hem
Aljinik asit siser veya kapiller de yas
etki graniilasyonda
par¢calanmay1
saglar
Soya Emcosoy® Nisasta ve seker
Polisakkaritleri igermez.
Beslenme
iirlinlerinde
kullanilir
Kalsiyum silikat Kapiller etki Son derece

gozenekli ve
hafif
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2.1.7. ODT Formiilasyonlarinin Uretim Teknolojileri

Agizda dagilan tabletler i¢in farkli prensiplere dayanan g¢esitli hazirlama
teknikleri mevcuttur. Bu teknikler genel olarak konvansiyonel teknikler ve patentli

teknikler olmak tizere iki grup altinda incelenebilir (11, 49).
e Konvansiyonel Teknikler
. Direkt basim teknigi (Direct compression)

Direkt basim yontemi, etkin madde ve yardimci maddelerden olusan toz
karistminin akiciliginin ve basilabilirliginin uygun olmasi kosuluyla agizda dagilan
tabletlerin hazirlanmasinda en ¢ok tercih edilen yontemlerden birisidir. Bu yontemin
avantaj1 yaygin olarak kullanilan eksipiyanlarla, konvansiyonel iiretim ekipmanlar
kullanilarak sinirli sayida islem basamagi uygulamasidir (50). Maliyeti diisiik bir
teknik olup 1stya ve neme hassas maddelere rahatlikla uygulanabilir. Agizda dagilan
tabletler agizda hizla dagilacak sekilde tasarlandiklari i¢in, bu formiilasyonlarda kritik

parametre dagitici/stiperdagitict ya da bunlarin kombinasyonlarinin (6r. sodyum

nisasta glikolat, krospovidon, Ac- Di-SoI®) uygun konsantrasyonda (yaklasik %2-5)
kullanilmasidir (51, 52). Doldurucu, baglayici ve dagitici/stiper dagiticilart birlikte

iceren ve direkt basima uygun kullanima hazir agizda dagilan tablet eksipiyanlari (6r.

Ludiflash®, Parteck ODT®, 9) ticari olarak mevcuttur. Bu yontemle uygun sertlik ve
friyabiliteye sahip tablet hazirlayarak agizda dagilmalarini olumsuz yo6nde
etkilememek i¢in basim kuvvetinin optimize edilmesi gerekir. Yas graniilasyon
yontemine gore daha hizli ¢éziinme saglayabilir. Diisilk nem igerigi ve baglayici
icermemesi nedeniyle yiiksek dagilma sagladigindan agizda dagilan tablet hazirlama
yontemleri igerisinde en etkili yontem olarak direkt basim kabul edilir (31, 53). Ancak
bu yontem etken madde miktar yaklasik olarak 50 mg (veya %30) ile sinirlidir. Diisiik
kiitle dansitesine sahip ve zayif akis gosteren ilaglar i¢in uygun degildir, ayrisma
olabilmektedir. Karistirma sirasinda olusan statik yiike bagli olarak topaklanma gibi
istenmeyen etkiler goriilebilir (50, 53).
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e Dondurarak kurutma (Lyophilization)

Liyofilizasyon (ya da dondurarak kurutma) uygun sicaklik ve basing kosullari
altinda (0.44 mbar and—55°C) suyun siiblimasyon ile uzaklastirilarak kurutulmasi

islemidir (31, 54, 55).

Bu yontemde, etkin madde ve uygun yardimct maddeler stabil
sispansiyon/¢ozelti elde etmek igin bir tasiyicida ¢oziiliir veya siispande edilir.
Hazirlanan karisim blister bosluklari igerisine doldurulduktan sonra sivi azot altinda
ya da -20°C’de dondurulur. Dondurulmus karistmi igeren blister ambalajlar
liyofilizatore yerlestirilerek uygun basing ve sicaklik kosullarinda (0.44 mbar
and—55°C) liyofilizasyon islemine tabi tutulur ve islem sonunda blisterler kapatilir
(25). Bu yontemde kopiirmeyi Onleyici (6r. simetikon) ve makriks olusturucu (or.
jelatin ve sodyum aljinat) eksipiyanlar kritik maddelerdir. Kullanilan matriks olusturan
maddenin ozelligine gore agizda dagilan tabletlerin dagilma ve c¢oziinme hizi
ozellikleri farklilik gosterebilir. Bu yontem 1siya hassas ve dozu diisiik maddeler i¢in

uygundur.

Bu yontemle hazirlanan agizda dagilan tabletler diisiik sertlik, yiiksek
friyabilite ve hizl1 dagilma ile konvansiyonel tabletlere benzerlik gosterirler. Liyofilize
tabletler oldukca gozeneklidir, yiiksek yiizey alanmna sahiptir, hizlica ¢oziiniir ve
bunun sonucunda iyi bir absorpsiyon ve biyoyararlanim gosterir. Agiz bosluguna
yerlestirildiginde ¢ok kisa siirede dagilirlar ve hizli erime etkisi sayesinde agizda giizel
bir his yaratirlar. Nispeten pahali ve zaman alict bir yontem olup nihai {iriiniin
stabilitesi diigiik ve kirilgan bir yapidadir. Neme ¢ok hassas olmalari nedeniyle uygun
ambalajlama gerektirir. Fiziksel direncleri diisiiktlir ve suda ¢oziiniir ilaglar diisiik
dozda uygulanabilir (25). Liyofilizasyon yontemi igin ideal ilag adayinin partikiil
boyutu 50 mm’den kiigiik, tatsiz ve suda ¢dziinmeyen ozellikte olmalidir. Partikiillerin
biliylimesi imalat sirasinda ¢dokme sorunlari olusturabilir. Suda ¢dzilinen ilaglarda
yetersiz donma ve ¢okme meydana gelebilir. Coziiniirligi diistik olan ilaclar ¢oziiciiye
zayif baglanacagindan dondurarak kurumus forma daha rahat doniistiiriiliirler. Ayrica

zayilf oranda ¢oOzlinmeleri nedeniyle tat maskelemesi gerektirmez. Suda ¢oziinen
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ilaglar bazi durumlarda daha az ¢6ziiniir forma dontistiirerek liyofilize edilebilir (54).
Ayrica liyofilizasyon islemi sirasinda etkin ve yardimecr maddelerin camsi amorf
yapisinda artis olabilir (56). Liyofilizasyonun isleminin zaman almasi, maliyetin
yiiksek olmasi, her bir seride kisitli miktarda iliretim yapilabilmesi bu yontemin

kisitlamalar1 arasindadir.

e Tablet sekillendirme (Tablet moulding)

Tablet sekillendirme yontemi sikistirarak sekillendirme (compressing molding)

ve 1styla sekillendirme (heat molding) olmak tizere iki teknikle gergeklestirilir.

Sikistirmayla sekillendirme yonteminde maksimum c¢oziiniirliik elde etmek
icin hidrofilik eksipiyanlar kullanilir. Yontem 1slatma, disperse etme ya da ¢dzme,
tablet basimi ve kalan ¢oziiciiniin ucurulmasi asamalarindan olusur. Hazirlanan toz
karigtmi  hidroalkolik  bir ¢oziici ile 1slatilarak konvansiyonel tabletlerin
sikistirilmasinda kullanilandan daha diisiik basingla tablet haline getirilir. Daha sonra
¢ozlictinin kurutma islemi ile uzaklastirilmasiyla islem tamamlanir (compression
moulding). Bu yontemle hazirlanan tabletler diisiik basingla hazirlandiklari igin
mekanik direngleri diisiiktiir. Konvansiyonel tabletlere gére ¢cok daha gozenekli bir
yapiya sahip olduklari i¢in 5 ila 15 saniye i¢inde dagilirlar ve ¢ok hizli bir ¢6ziinme

hizina sahiptirler (25, 31, 54, 57).

Istyla sekillendirme yonteminde ilacin, ksilitol, agar, mannitol, laktoz, siikroz
gibi suda ¢oziiniir sekerlerle bir siispansiyonu hazirlanir. Agar ¢ozeltisi baglayici
olarak kullanilir. Hazirlanan karigim blistirler ambalajlara dokiiliir. Jel formu elde
etmek igin agar katilastirilir ve daha sonra vakum altinda 30°C’de kurutulur. Suda
¢Oziinlir sekerlerin bulunmasindan dolay1 bu yontemle hazirlanan agizda dagilan

tabletlerin agizda giizel bir tat biraktig1 tespit edilmistir (54).

Suda az coziinen ilaclarin bu teknikle hem tamamen ¢6zlindiigii hem de
¢Ozlinme hizlarinin arttig1 goriilmiistiir. Sekillendirilmis tabletler, liyofilize formlara
kiyasla istenilen dagilma siiresine ulasamamis olsa da sekillendirme ydnteminin

endiistriyel 6l¢ekte kolay ve kullanigh oldugu goriilmektedir. Mekanik olarak ¢ok
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dayanikli degillerdir. Kullanim sirasinda veya ambalajlardan ¢ikarma islemleri
sirasinda kirilabilirler. Baglayicilarin yeterli oranda eklenmesi ile bu olumsuzluklar

Onlenebilir (54).

e  Puskiirterek kurutma (Spray drying)

Bu yontem, etkin madde ve yardimci maddeleri igeren sulu siispansiyonun
puskiirtiilerek kurutulmasiyla elde edilen toz karisiminin tablet halinde basilmasi
esasina dayanmaktadir. Piiskiirtiilerek kurutma islemiyle yiiksek oranda gozenekli ve
kiiresel yapida olmalar1 nedeniyle akiciligi daha iyi tozlar elde edilir. Bu tozlarin
basilmasiyla hazirlanan tabletlerin dagilma siireleri de oldukg¢a kisa ve ¢oziinme
hizlarida daha iyidir. Destekleyici ajan olarak hidrolize veya hidrolize olmayan
jelatinler, seyreltici doldurucu olarak mannitol, dagitici ajan olarak sodyum nisata
glikolat veya kroskarmeloz sodyum, ¢éziinmeyi arttirmak igin sitrik asit veya sodyum
bikarbonat kullanilmaktadir (25, 31, 56, 57). Hem suda ¢ozilintirliigii diisiik hem de
suda ¢oziiniirliigii yiikksek etkin maddeler ile agizda dagilan tablet hazirlamada

puskiirterek kurutmanin uygun bir yontem oldugu belirtilmistir.

e Siiblimasyon (Sublimation)

Siiblimasyon, bir maddenin kat1 fazdan buhar fazina ge¢mesi islemidir.
Konvansiyonel tabletler, suda iyi ¢oziiniir 6zellikte bilesenler icermesine ragmen
diisiik gozenekli bir yapiya sahip olduklarindan genel olarak hizli bir sekilde
dagilmazlar (30). Siiblimasyon tekniginde formiilasyona inert u¢ucu maddeler de (6r.
ire, amonyum karbonat, amonyum bikarbonat, hekzametilen tetramin naftalin, kafur)
eklenerek diisiik basing altinda tabletler basilir. Daha sonra vakum altinda belli
sicakliklarda ve belli siirelerde (6r. kafur iceren tabletler i¢in 80°C’de 30dk
stiblimasyon) bu ugucu bilesenler uzaklastirilarak yiiksek poroziteye sahip ve daha
hizli dagilan tableteler elde edilir (51, 54, 58). Ek olarak sikloheksan ve benzen gibi
birkag ¢6ziicliniin kullanilmas1 gbzenek olusturmada etkili olmustur (25). Bu yontemle
Iyi bir fiziksel dirence sahip gézenekli bir yap1 elde edilir ancak zararli atik maddeler
olusabilir. Isitma i¢in ekstra ekipman gerekmektedir. Ayrica ugucu ve 1siya duyarl

ilaclar i¢in uygulanmasi miimkiin degildir (25).
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e Kiitle ekstriizyon (Mass-extrusion)

Bu teknikte etkin madde ve yardimc1 maddeler dnce polietilen glikol ve etanol
karisimiyla yumusatilir. Yumusayan kiitle bir siringa veya extruder’dan gegirilerek
silindirik bir yap1 elde edilir. Isitilmig bigak yardimu ile bu silindirik yap1 esit parcalara
boliinerek tabletler elde edilir. Bu teknikle istenmeyen tada sahip etkin madde igeren

graniillerin kaplanarak tat maskelemede etkili oldugu bildirilmistir (16, 25, 31).

e Eritme gran:lasyon yontemi

Eritme graniilasyon (melt granulation) yonteminde siiperpolistat (polietilen
glikol-6-stearat) gibi eriyebilir 6zellikte baglayici ile graniilasyon islemi yapilarak
tabletler elde edilir. Bu yontemin en biiyiik avantaji suya veya organik bir ¢oziiciiye
gerek olmamasi ve ¢oziiniirliigli az olan maddeler i¢in uygun bir teknik olmasidir.
Kullanilan baglayicilar hem fiziksel direnci arttirir hem de hizlica eridikleri igin kalint1
birakmadan tabletin agizda hizli bir sekilde dagilmasini saglarlar. Kurutma iglemi
olmadigindan yas graniilasyona gore daha kisa siire ve islemle sonuca ulagilir (25, 54,

59). Tat maskeleme i¢in etkili bir yontem oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
(60).

e Kiristal lif yontemi (Cotton-candy process)

Kristal lif yonteminde eritme ve dondiirme ile polisakkaritler veya sakkaritlerle
iplik (floss) olarak adlandirilan bir matriks olustururulur. Bu ipliksi matriks yapisi
kismen yeniden kristalize edilerek akis ve basilabilirlik o6zellikleri iyilestirilir.
Kristalize matriks yapist ogiitiiliip etkin madde ve eksipiyanlarla karistirilarak
basildiginda porozitesi yiiksek tabletler elde edilir. Tiikriikle temasta sekerler hizla
¢Ozilindiigl i¢in agizda hos bir tad birakirlar. Bu yontemle hazirlanan tabletlerin (6r.
Flasdose®) mekanik dayanikliklari yiiksektir ve fazla miktarda etkin maddeyle
caligmaya olanak saglar. Matriks yiiksek sicaklikta eritildigi i¢in 1s1ya hassas maddeler

i¢in uygun bir yontem olmamaktadir (25, 31, 54, 57).
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e Faz gecis yontemi (Phase-transition process)

Bu yontemde diisiik ve yiiksek erime derecesine sahip seker alkollerinin (6r.
mannitol, sorbitol, eritrol) birlesimi ve iiretim sirasinda faz gegisinin saglanmasiyla
agizda dagilan tabletler hazirlanmaktadir (50). Bu amagla 6nce diisiik ve yiiksek erime
derecesine sahip seker alkolil iceren toz basilarak tablet haline getirilir. Daha sonra
seker alkollerinin erime dereceleri arasindaki bir sicaklikta isitilip daha sonra
sogutulmasiyla agizda dagilan tabletler elde edilir. Diisiik erime dereceli seker alkolii
icerigi ve 1sitma islemi agizda dagilan tabletlerin sertlik ve dagilma zamanim
etkileyebilir. Isitma islemi ile artan tablet sertligi baglanma ylizeyindeki artis veya

partikiiller arasindaki baglarin kuvvetlenmesi ile saglanmaktadir (50, 61).

e Uc boyutlu baskilama yontemi (Three-dimensional Printing)

Kat1 dozaj sekillerinin baskisi i¢in fizibilitesi arastirilan umut verici {i¢ boyutlu
bask1 (3DP) teknolojisi, bir segici lazer sintirlemedir (SLS). SLS, {i¢ boyutlu bir yap1
olusturmak amaciyla bir toz yatagi kullanilarak eklemeli bir endiistriyel {iretim
teknigidir. SLS, etkin madde ve yardimci maddeleri igeren toz karisimini bir yazici

baslig1 tarafindan katman katman eklenerek son tiriin elde edilir (62).

Bu teknikle ¢ok kisa siirelerde dagilan ODT’ler elde edilebilmistir. En biiyiik
avantaji kisisellestirilmis dozaj ve boyuta 6zel dozaj sekillerinin iiretiminin yapilabilir
olmasidir. Bu nedenle 3DP, ilag iiretiminde devrim niteliginde bir potansiyele sahiptir
(63).

e Nanolagtirma yontemi (Nanonization)

Ozel 6giitme teknigi yardimu ile ilag partikiil boyutu nano boyutlara diisiiriiliir. {lag
nanokristalleri daha sonra ylizey absorpsiyonu ile aglomerasyona karsi stabilize edilir.
Bu teknik suda az ¢oziiniir ilaglar i¢cin uygulanabilir. Nanopartikiillerin hizli dagilmasi

ve ¢Oziinmesi ile absorpsiyonda artis ve buna bagli olarak biyoyararlanimda artis
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saglanir. Uretim maliyeti diisiiktiir. Genis bir dozlama araligina sahip ve iyi bir stabilite

saglar. Geleneksel paketleme yontemleri ile paketleme yapilabilir (64).

® Oral filmler (Oral films)

Bu yontemde suda ¢oziiniir film olusturucu polimer (6r. hidroksil propilseliiloz,
sodyum aljinat, pullulan, hidroksipropil metilseliiloz, karboksi metilseliiloz, polivinil
alkol), ila¢ ve tat maskeleyici maddeler susuz bir ¢oziicii i¢inde ¢oziiliir. Coziicliniin
buharlagsmasindan sonra ince bir bir film elde edilir. Tadi aci bir ila¢ olmasi
durumunda, ilacin kaplanmis mikropartikiilleri filme dahil edilebilir. Film agiza
yerlestirildikten sonra hizla eriyerek veya ¢oziinerek ilaci ¢ozelti veya siispansiyon

halinde salar (65, 66).
e Patentli Teknikler

Glinlimiizde  bircok patentli  iretim teknolojisi  ODT  iiretiminde

kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok tercih edilenler asagida verilmistir.

o Zydis® teknolojisi

[lacin suda ¢oziiniir sakkarit ve polimerden (jelatin, dekstran, aljinates) olusan
bir matriks i¢inde dondurularak kurutulmasi ile iretilir. Cardinal Health, Inc.
tarafindan 1986 yilinda pazara sunulan ilk teknoloji tabletidir. Son iiriindeki su miktar1
cok diisiik oldugundan ve mikrobiyal {ireme engellediginden kendi kendini korur.

Uriin ¢ok gdzenekli, ¢ok hafif ve kirilgandir. Ozel ambalajlarda saklanmalidr.

Tiikiiriikle temas ettiginde hemen dagilir. Zydis® icin ideal ilag adaylari, suda
¢coziinlirliiglh digiik ve kimyasal olarak stabil, partikiil biiyiikliigii kiigiik ve tatsiz
olmalidir. Suda ¢oziiniir ilaglar i¢in {ist yiikkleme limiti (60 mg) diisiik iken suda
¢Oziinmeyen tabletler i¢cin daha yiiksektir (400 mg/tablet). Pahali ve zaman alic1 bir
yontemdir. Yiiksek nem ve sicaklikta stabil degildir (32, 54, 56).
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o Quicksolv®tekno|ojisi

Bu teknolojinin patent sahibi Janssen firmasidir ve esasi liyofilizasyon olup
matriks igeren ilacin sulu dispersiyon/¢ozeltisinin dondurulmasi ve daha sonra alkol
ekstraksiyonu ile suyun uzaklastirilmasiyla kurutulmasi esasina dayanir (64, 67).
Gozenekli bir kat: form elde edilir. ilag mikrokapsiillenmis partikiillerde korunur. Bu
yontem tat maskelemede de kullanilir. Nihai {irin ¢ok hizli dagilir (68). Ancak disiik
dozda ilag yliklemesi yapilabilir ve ekstraksiyon ¢ziiciisiinde ¢oziinmeyen ilaglar i¢in
uygulanabilir. Bu teknolojiye uygunluk agisindan 50 um’den kii¢iik partikiil boyutlu,

suda ¢ozliniirliigi diistik olan ve sulu ortamda stabilitesi iyi olan ilaglar se¢ilmelidir.

o Lyoc® teknolojisi

Cephalon Corporation’in sahibi oldugu Lyoc®

teknolojisinde dondurarak
kurutma islemi kullanir, ancak {iriiniin dondurarak kurutma raflarinda dondurulmasi
bakimindan Zydis’ten farklidir. Etkin madde ile birlikte doldurucu, viskozite arttirict
ajanlar, stirfaktanlar, ucucu olmayan tatlandiricilarin ¢ozeltisi veya silispansiyonu
hazirlanir. Son homojen sivi blister bosluklarina aktarilir ve dondurarak kurutma
islemi yapilir. Bu tabletler koruyucu igermezler. Islemler sirasinda ¢okme olmamasi
i¢in slispansiyonun viskozitesinin arttirilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in de biiyiik
oranda inert dolgu maddesi olarak mannitol kullanilir. Dolgu maddesinin yiiksek
oranda olmasi ile son iiriinde gozeneklilik artar ve hizlica dagilirlar (54). Bu teknikle

yiiksek dozda ilaglar yiiklenebilir. Ancak mekanik olarak ¢ok dayanikli degillerdir
(36).

e Flashtab® teknolojisi

Prographarm tarafindan gelistirilen Flashtab® teknolojisinde Eudrajit ile kapl
ilag ile sismeyi saglayan bir ajan (karboksimetil seliilloz (CMC), nisasta, modifiye
nisasta, mikrokristalin seliiloz gibi) karboksi metil nisasta ve dagitict bir ajan (poli
vinil pirolidon ya da CMC gibi) birlikte kullanilir. Matriks tablet, kapli kristal yapida
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ilag molekiilleriyle beraber modifiye nisasta veya mikrokristalin seliiloz gibi bir
sisirme maddesi ve krospovidon veya kroskarmeloz gibi bir stiperdagitict igerir (54,
69). Bu teknikte eksipiyanlarin yas veya kuru graniilasyon yontemiyle graniilasyonu
yapilir, sonra da direkt basim ile tabletler basilir (36). Bu islemle iiretilen tabletler
yumusak, kirilgan ve neme hassastirlar (49) ama ¢abuk dagilirlar. Ambalaj malzemesi

olarak yiiksek neme dayanikli malzemeler kullanilmalidir.

o Orasolv® teknolojisi

Orasolv®

, Cima Labs, Inc tarafindan ilk gelistirilen agizda dagilan dozaj
seklidir. Bu teknoloji, agizda dagilma ve ¢oziinme siiresini en aza indirmek igin
efervesan ajanin ve tadi maskelenmis ilacin diisiik basim Kuvvetinde direkt basimi
esasina dayanmaktadir. Efervesan ajanlar (6r. karbonatlar (sodyum bikarbonat,
sodyum katbonat, potasyum bikarbonat ve potasyum karbonat, magnezyum karbonat)
ve asitler (or. sitrik, tartarik, fumarik, suksinik gibi)) dagitici ajan olarak %20-25
oraninda kullanilir. Bu teknolojiyle 1-500 mg arasinda etkin madde yiiklenebilir. Tat
maskeleme etkin bir sekilde saglanir. Hastanin agzinda hos bir his saglanir. En biiytlik

dezavantaji diisiik mekanik direnctir ve 6zel ambalajlama yapilmasi gerekir (19, 25,

32).

o Durasolv® teknolojisi

®

Durasolv™, Cima Labs, Inc’nin ikinci nesil hizli ¢6ziinen/pargalanan tablet

formiilasyonudur. Orasolv® teknolojisine benzer sekilde tiretim yapilir ancak tablet
basiminda daha yiiksek basing uygulandigi icin mekanik direnci daha yliksektir, iiretim
maliyeti daha disiiktiir ve daha hizli iiretilir. Bu teknolojiyle iiretilen tabletler ilag,
seyreltici-doldurucu ve kaydirici igerir, konvansiyonel tablet ekipmant ile iiretilir. Ozel
ambalajlama gerektirmez. Yiiksek dozda ilaglar i¢in uygun degildir. Ayrica dagilma

stiresi biraz daha uzundur (32, 54, 56).
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e Wowtab® teknolojisi

Wowtab® teknolojisi  Yamanouchi Pharma Technologies tarafindan
gelistirilerek patentlenmistir. ‘“Wow’ susuz anlamina gelmektedir. Bu teknolojide
yardime1 maddeler tabletin %50’sini olusturabilmektedir. Bu teknolojide yeterli sertlik
ve hizli ¢dziinme hizina sahip bir tablet formiilasyonu elde etmek i¢in iki farkli sakkarit
secilmektedir. Mannitol, laktoz, glikoz, siikroz ve eritritol gibi ¢ok hizli ¢oziinme,
disiik sikistirilabilirlik 6zelliklerine sahip bir sekerle maltoz, sorbitol, trehaloz ve
maltitol gibi iyi baglanma ve sikistirabilirligi ile yeterli sertlik saglayan fakat yavas
dagilan bir seker secilir. Etkin madde diisiik sikistirilabilirlik 6zelligine sahip
sakkaritler ile karigtirildiktan sonra yiiksek sikistirabilirlik 6zelligine sahip sakkaritler
ile graniile edilir ve daha sonra tablet halinde basilir (49, 54). Bu teknikte tat

maskeleme tescillidir. Ayrica pliriizsiiz bir yapiya sahip oldugundan erime siiresince

agizda giizel bir his birakir ve 15 saniye gibi ¢ok kisa siirede erir (70). Zydis® ve
Orasolv®’a gore daha dayaniklidir, hem blister hem de sise ambalajlamaya uygundur
(36).

. Ziplet® teknolojisi

Suda ¢o6ziinmeyen veya kaplanmis mikropartikiiller seklindeki ilaglar igin
kullanilan bir teknolojidir. Eurand International (Pessano con Bornago, Italya)
tarafindan patentlenmistir (71, 72). Bir ya da daha fazla dagitici ajanla birlikte uygun
miktarda suda ¢oziinmeyen inorganik yardimci madde kullanilarak mekanik direnci
yiiksek optimum sertlikte tabletler elde edilmistir. Tabletteki inorganik yardimeci
maddeler dagilmay1 hizlandirip dagilma siiresinin kisalmasimi saglamaktadir (64).
Genellikte suda ¢oziinlir bilesenlerden olusan tabletler ¢6ziinme egiliminde

olduklarindan bu da dagilma siiresini uzatmaktadir (73).
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e Advatab® teknolojisi

Eurand tarafindan gelistirilen bu teknoloji yeni nesil patentli harici bir
kayganlastiric1 sistemine dayanan teknolojidir. Kayganlastirici, sadece iretim
esnasinda tablet ylizeyine uygulanir. Bu sayede yiiksek sikistirma kuvvetleri
uygulanmadan sert ve dayanikli tabletler elde edilir. Bu yontemde midede ¢6ziinen bir
polimer kullanilarak hem tadin maskelenmesi hem de hem de agizda ¢oziinmesi
amactyla mikroenkapsiilasyon yontemi kullanilmistir. Advatab tabletler 30 saniyeden
daha kisa bir siire igerisinde agizda dagilirlar. Bu yontemle gelistirilen tabletler, tablet

ve kapsiil yutmada zorlanan hastalar i¢in daha uygundur (54).

. Flashdose®teknolojisi

Fuisz Technologies, Ltd. tarafindan patentlenen bu teknoloji kristal Ilif
yontemine (Cotton-candy process) dayanmaktadir. Bu yontemde flas eritme ve igirme
islemlerinin es zamanl etkisi ile polisakkarit veya sakkarit matrisi 1s1l iglemle
olusturulur. Daha iyi akis ve basilabilirlik elde etmek i¢in olusturulan matris kismen
kristallendirilir, 6giitiildiikten sonra etkin ve yardimci maddelerle karistirilarak tablet
halinde basilir (64, 74). Yiiksek dozda (600 mg) etkin madde yiiklenebilir, mekanik

direnc 1yidir ancak yiiksek 1s1 uygulamasi bu yontemin kullaniminm kisitlamaktadir.

o Oraquick® teknolojisi

KV Pharmaceutical tarafindan patentlenen bu teknolojide tabletler seker
(siikkroz, mannitol, sorbitol, ksiloz, dekstroz, fruktoz, mannoz gibi) ve proteinin
(albumin ya da jelatin) uygun bir ¢oziicii (su, etanol, izopropil alkol, etanol-su
karisimi) i¢inde ¢oziilmesiyle hazirlanir. Bu matris ¢ozeltisi gbzenekli yap1 elde etmek
i¢in piiskiirtiilerek kurutulur. Kullanilan ¢6ziiciiye baglh olarak gozeneklilik degisir.
Olusan gozenekli graniiller etkin madde ve diger yardimc1 maddelerle karistirildiktan

sonra diisiik basingta sikistirilarak tabletler elde edilir (54).
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Uretim sirasinda tat maskeleme igin ¢ziicii kullanilmadigindan daha hizli ve
verimli bir liretim saglanir. Ayrica diisiik iiretim 1sisina ihtiyag duyuldugundan
nispeten 1siya duyarli ilaglar i¢in az da olsa uygunluk saglamaktadir. Ayrica
mikrokapstillenmis partikiiller halinde ilac1 ¢evreleyen ve koruyan matris yap1 esnek

oldugundan tat maskeleme bozulmadan sikistirilabilir tabletler elde edilir (64, 75, 76).

e Multiflash Teknolojisi (Prographarm)

Bu teknoloji kaplanmis mikrograniillerden ve hizlica dagilmayr saglayan
eksipiyanlardan olusan ¢ok iiniteli bir tableti kapsar. Bu tablet az bir miktar su ile
yutulduktan sonra yemek borusunda hizla pargalanir. Bu tabletlerde mukozal yapisma
onlenmistir (53).

2.1.8. Piyasada Bulunan ODT Preparatlar

Tiirkiye ve Diinyada bulunan agizda dagilan tabletlerden miistahzarlarina

ornekler Tablo 2.2 ve Tablo 2.3’de verilmistir.
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Etkin madde Preparat adi Endikasyon Firma
i ® Sizofreni, .
Abizol Easytab Bibol Nobel Ila¢ Pazarlama
Agizda Dagil Ipolar
glzca Laglian ve Sanayii Ltd. Sti.
Tablet Bozukluk
Sizofreni, .
Arifay® Agizda Biol Zentiva Saglik Uriinleri
ipolar
. 5 San.ve Tic.A.S.
Aripiprazol Dagilan Tablet Bozukluk an.ve Tic.A.§
Sizofreni, .
Fixment® Agizda _ NEUTEC lag San.
Bipolar TicAS
5 ic.A.S.
Dagilan Tablet Bozukluk
Sizofreni, o
Ripazol® Agizda ] Generica Ilag San. ve
Bipolar Tic. A.S
Dagilan Tablet 1C. AL,
agtian able Bozukluk
. Vasoserc Fort® . .
Betahistin Meni Abdi Ibrahim Ilag San.
AS Eri eniere
Dihidrokloriir gizda Eriyen ve Tic. A.S.
Tablet

Desmopressin

Minirin Melt® Oral

Primer entirezis

Ferring Ilag¢ San.ve Tic.

Tablet

Liyofilizat Tablet noktiirna Lid. 5.
®
Alzancer Easytab Alzheimer tipi Nobel Ila¢ Pazarlama
Ag Dagil
gizda Dagilan demans ve Sanayii Ltd. Sti.
Tablet
: ® Alzheimer tipi
Aricept Evess P i
Donepezi p Pfizer Ilaglar1 Ltd. Sti
ODT demans
HCI
®
Doenza™ ODT : - :
Alzheimer tipi Sanovel Ila¢ San. ve
Agizda Dagilan demans Tic. A.S
Tablet
®
Dozyl E : - . o
ozyl Easy Alzheimer tipi | Abdi Ibrahim Ilag¢ San.
Agizda Dagilan demans ve Tic. A.S.
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Tablet

Etkin madde Preparat ad1 Endikasyon Firma
Donepezil
Orta ve .
HCl/ Rememba® ' . Drogsan Ilaglar1 San. ve
) Siddetli Evre )
Memantadin |  Dagilabilir Tablet . Tic. A.S.
Alzheimer
HCI
® Polpharma Saglik
. Estalora™ Agizd . : :
Essitalopram glzda Depresyon Urlinleri San. Ve Tic.
Dagilan Tablet AS.
Kalsiyum ' ® o
. by / Zentius Flash . ITF flac San. ve
arponat 5 5 steoporoz
| Agizda Dagilan Y Tic.Ltd.Sti
Kolekalsiferol Tablet
. . ® i
Ativan E ) Pfizer PFE llaclar
Lorazepam tivan Expidet Anksiyete o
Tablet Anonim Sirketi
® Orta ve . :
Demax Easytab et B Abdi ibrahim flag San.
Agizda Dagilan 1ddetli bvre .
Memantin © © : ve Tic. A.S.
Tablet Alzheimer
HCI 5
Melanda Rapi Orta ve
elanda Rapid ‘ ‘ Ali Raif Ila¢ Sanayi
Agizda Dagilan Siddetli Evre AS
Tablet Alzheimer -
Zestat® A gizda Major depresif | Abdi Ibrahim Ilag San.
Dagllan Tablet bOZUk|Uk ve Tic. AS
Mirtazapin Velorin oD® Teva Ilag San. ve Tic.
Major depresif AS
Agizda Dagilan bozukluk
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Tablet

Etkin madde Preparat ad1 Endikasyon Firma
®
Olfrex Easytab Sizofreni Nobel fla¢ Pazarlama
Asizda Dasil izofreni
glzda Laghian ve Sanayii Ltd. Sti.
Tablet
: q®
rnR
Ozaprin Rapid _ _ Ali Raif Ila¢ Sanayi
) Agizda Cozilinebilir Sizofreni
Olanzapin A.S.
Tablet
Rexapin Easytab® . :
Sizofteni Abdi Ibrahim Ilag San.
5 5 izofreni
Agizda Dagilan ve Tic. AS.
Tablet
Zyprexa Velotab® ) . Lllly Ilag Ticaret Ltd.
Sizofreni _
OoDT Sti.
® Platin Kimya
Onzyd™ Agizda Bulanti-Kusma Miimessillik ve Dis
Dagilan Tablet Ticaret Ltd. Sti.
Ondancet S ® ppd Kaya Beseri Ilag
ndansetron . i
ansetro antis — Agizda Bulanti-Kusma Sanayi ve Ticaret
Dagilan Tablet Anonim Sirketi
Zofran Zydis® Hizh .
Bul K Sandoz Ila¢ San. ve
VAl i1 Ustii ulanti-Kusma
Coziinen Dil Usti Tic. A.S.
Tablet
o Felden Flash® Non-steroid | Pfizer Ilag San. ve Tic.
Piroksikam B
Tablet antiinflamatuvar Ltd. Sti
. . ®
Risperdal Quicklet
o P Q _ Johnson & Johnson
Risperidon Agizda Coziiniir Psikoz

San. ve Tic. Ltd. Sti.
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https://www.tebrp.com/tebrp_plus/uygulama?operation=firma&firma_id=10198
https://www.tebrp.com/tebrp_plus/uygulama?operation=firma&firma_id=10198
https://www.tebrp.com/tebrp_plus/uygulama?operation=firma&firma_id=10198
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Tablo 2.2 (Devam). Tiirkiye’de bulunan ODT’lere 6rnekler.

Etkin madde Preparat ad1 Endikasyon Firma
Maxalt Rapidisc® Organon Turkey
Rizatriptan Agizda Eriyen Migren Mlaglar1 Limited Sirketi
Tablet
Sildenafil Viagra® Agizda Erektil Pfizer Ilaclar1 Ltd.Sti
Dagilan Tablet Disfonksiyon
) Icarus® Agizda Erektil Centurion Pharma Ilag
Tadalafil ) . ' .
Dagilan Film Disfonksiyon ve San.Tic. Ltd. Sti.

Tiyokolsikosid Maxthio® ODT Kas Gevsetici Deva Holding A.S.

_ Levitra® Agizda Erektil Bayer Tiirk Kimya
Vardenafil _ _ .
Dagilan Tablet Disfonksiyon San. Ltd. Sti.
o Zo ) Astrazeneca Ilag
Zolmitriptan mig Rapimelt Migren

Film Tablet San.ve Tic.Ltd. Sti.




Tablo 2.3. Diinya piyasasinda bulunan ODT’lere 6rnekler.

Etkin madde Preparat ad Endikasyon Firma
Asetaminofen, ) GlaxoSmithKline
parasetamol, kafein Excedrin® Tablet Migren Ilaclar1 San. ve Tic. A.S.
Baklofen Kemstro® Antispazmodik Schwarz Pharma
Klonazepam Klonopin Wafer Anksiyete Genentech USA, Inc.

McNeil Products

Difenhidramin | Benadryl Fastmelt® | Antihistaminik o
Limited
Famotidin Pepcid® ODT Peptik iilser Merck&Co, Inc.
Hiyosinamin siilfat Nulev® GIS kramp Meda Pharmaceuticals
Cibalgina due
Tbuprofen ® Analjezik Vemedia Manufacturing
FAST
Imodium Instant
Loperamid HCI ® Diyare Janssen
melts
Montelukast Romi |ast® Astim Ranbaxy
® Sizofreni Sun Pharmaceutical
1zo1reni
Olanex Instab Industries Ltd
Olanzapin ®
Zyprexa Velotab o Lilly ilag Ticaret Ltd.
Agizda Dagilan Sizofreni Sti
Tablet
Zofran Zydis.® Hizlh .
ond . Bulant1 ve Sandoz Ila¢ San. ve Tic.
ndansetron — 1 Uctii
Coziinen Dil Ustii KuSMa AS.
Tablet
Piroksikam Feldene melt® Analjezik Pfizer ilaglar1 Ltd.Sti
idisc® Merck Sharp Dohme
Rizatriptan Maxalt Rapidisc Migren _ P )
Agizda Eriyen Tablet llaglari Ltd. Sti.
Rofekoksib Dolib® MD Analjezik Panacea Biotec Ltd
o ) Valeant Pharmaceuticals
Selejilin HCI Zelapar® oDT Parkinson .
International
Zolmitriptan Zomig® ZMT Migren AstraZeneca



https://www.tebrp.com/tebrp_plus/uygulama?operation=firma&firma_id=81
https://www.tebrp.com/tebrp_plus/uygulama?operation=firma&firma_id=81
https://www.tebrp.com/tebrp_plus/uygulama?operation=firma&firma_id=108
https://www.tebrp.com/tebrp_plus/uygulama?operation=firma&firma_id=108

Tablo 2.4. Patentli ODT teknolojilerine 6rnekler.
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ODT Teknolojisi

Kullanilan Teknik

Patent Sahibi

olusan ¢ok birimli tablet

zydis® Liyofilizasyon R.P. Scherer Inc.
Quicksolv® Liyofilizasyon Janseen Pharmaceutica
Flashtab® Multipartikiiler direkt basim | Prographarm
Lyoc® Liyofilizasyon Cephalon Corporation
Orasolv® Direkt basim Cima Labs Inc
Durasolv® Direkt basim Cima Labs Inc
Wowtab® Sekillendirilmis tabletler Yamanouchi Pharma
Technologies, Inc.
Flashdose® Kristal lif yontemi Fuisz Technologies, Ltd.
Advatab® Mikroenkapsiilasyon Eurand
Multiflash® Kapli  mikrograniillerden | Prographarm

2.1.9. Agizda Dagilan Tabletlerde Yapilan Kontroller

Agizda dagilan tabletlerin kalite kontrolleri amaciyla yapilan testler

farmakopede kayith olan ve farmakopede kayitl olmayan testler olmak {izere iki grup

altinda

incelenebilir.

Farmakopede kayitli testler

ufalanma-asimnma-kirilganlik

(Friability), dagilma siiresi, igerik tek diizeligi ve ¢oziinme hiz1 tayinidir.

Farmakopelerde kayitli olmayan testler ise ¢ap, kalinlik ve sertlik, 1slanma zamani1 ve

su absorpsiyon orani, porozite’dir. ODT’lerin kontrolii amaciyla yapilan testlerin

yapilist Bolim 3.4.4. Agizda Dagilan Tabletlerde Yapilan Kontroller’de tanimlandigi

i¢in bu boliimde sadece baslik olarak verilmistir.
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2.2. Parkinson

Parkinson hastaligi adin1 1817'de titremeli fel¢ olarak tarif eden Ingiliz doktor
James Parkinson'dan almistir. Parkinson hastaligi (PD; Parkinson), esas olarak motor
sistemi etkileyen, merkezi sinir sisteminin uzun vadeli dejeneratif bir bozuklugudur.
PD'nin nedeni bilinmemekle birlikte genetik ve gevresel faktorlerin kombinasyonunun
rol oynadigma inanilmaktadir. Parkinson hastalifi olan ailelerde kalitsal risk
faktorlerine bagh olarak hastaliga yakalanma riski yiiksektir. Pestisitlere maruz kalma
ve Onceki kafa yaralanmalar dikkat edilmesi gereken ¢evresel risk faktorleri arasinda
yer almaktadir. Kahve, gay ve tiitiin igenlerin daha az risk altinda oldugu belirtilmistir.
Parkinson hastalig1, 65 yas ve iistii niifusun %2-3’linii etkileyen Alzeheimer’dan sonra
en yaygin ikinci ndrodejeneratif hastaliktir. Insidansi, 65 yas iizeri kisilerde 1:100°diir
(2, 77-79). Hastaligin goriilme riski yasla birlikte artmaktadir. Erkeklerde goriilme
orani kadinlardan daha yiiksektir (yaklasik 3:2 oraninda daha fazla).

Semptomlar genellikle yavas ortaya c¢ikar ve hastalik kotiilestikce motor
olmayan semptomlar daha sik goriiliir. Baslica belirtileri tremor (titreme), rijidite
(kaslarda gerginlik), bradikinezi (istemli hareketlerin baslama ve siirdiiriilmesinde
yavaslik), postir (durus) bozuklugu, bradimimi (maske yiiz) ve yiirlime
bozukluklaridir. Hastaligin motor semptomlari, substantia nigra'daki hiicrelerin
6liimiinden kaynaklanir ve dopamin eksikligine yol acgar. Hiicre 6liimiiniin nedeni tam
olarak anlagilamamakla birlikte noéronlarda yanlis katlanmig proteinlerin Lewy

cisimciklerine birikmesiyle ilgilidir.

Biligsel ve davranigsal problemler, PD'li bir¢ok insanda meydana gelen
depresyon, anksiyete ve ilgisizlik ile de ortaya ¢ikabilir. Psikoz %26 - 83 arasinda
degisen yayginlikta goriilen bir semptomdur. Haliisinasyonlar veya sanrilar, hastaligin
seyri boyunca Parkinson hastalarinin yaklasik %50'sinde goriiliir. Parkinson hastalig:
demansi, hastaligin ileri evrelerinde yaygin hale gelir. Parkinson hastalarinin uyku ve
duyu sistemlerinde de sorun olabilir. Semptomlar giindiiz uyusuklugu (narkolepsiye
benzeyen ani uyku ataklar1 dahil), hizli g6z hareketi uykusunda bozukluklar veya

uykusuzluk seklinde kendini gosterebilir. Parkinson hastaliindaki gastrointestinal
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sorunlar arasinda kabizlik, mide bosalmasinda bozulma yer alir. Asirt tiikiirtik tiretimi,
rahatsizliga neden olacak veya saglig1 tehlikeye atacak kadar siddetli olabilir. Ayrica
yutma bozuklugu ve ince bagirsakta asir1 bakteriyel bliylime de diger gastrointestinal
semptomlardir. Otonom sinir sistemindeki degisiklikler ortostatik hipotansiyona, yagh
cilde, asir1 terlemeye, idrar kagirmaya ve cinsel islevde degiskenlige yol agabilir. Koku
alma duyusunda bozulma, gérmede bozulma, agri ve parestezi (karincalanma ve
uyusma) gibi algida degisiklikler olabilir ve bu semptomlar hastaligin teshisinden

yillar dnce ortaya ¢ikabilir.

Hastalik beyindeki dopaminerjik yolagin néronlariin (substantia nigra pars
compacta‘daki (SNpc)) progresif sayica azalmasina bagli olarak ve Lewy cisimcikleri
olarak adlandirilan intrandronal proteinli inkliizyonlarin varlig: ile karakterize edilir
(80). Sekil 2.2°de Parkinson hastast ve Parkinson hastaligi olmayan bir bireyin
beyinlerinin substantia nigra kisimlar1 karsilagtirmali olarak gosterilmistir. Bu bazal
ganglionlar (substantia nigra ve corpus striatum) istemli hareketlerin kontroliinii
sagladigindan buradaki dopamin flreten ndronlarin dejenere olmasi ve striatum
tizerinde kontroliin azalmasi ile kas hareketlerinin kontrolii bozulur. Parkinson
hastaliginda (PD) néronal 6liim, mitokondriyal kusurlar, oksidatif stres ve proteinin
yanlis kullanimi gibi, nigrostriatal yoldaki apoptotik hiicre olimii durumunu
destekleyen sinirli sayida kosulun karsilikli etkilesimlerinden kaynaklanabilmektedir
(81). Sekil 2.3’te dopaminin azalmasina bagli gelisen semptomlar sematik olarak

gosterilmistir.
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Parkinson Hastas1 Olmayan

Substantia Nigra

Sekil 2.2. Parkinson hastaligi olmayan ve Parkinson olan bir beynin substantia nigra
kisimlarinin karsilastirilmasi (82).

Dopamin Dopamin
Normal g /
Parkinson
~ Tremor
hastasi T
{i iskinezi g

Rijidite

Sekil 2.3. Parkinson hastaliginda dopaminin azalmasi ve olusan semptomlar (83).

Parkinson hastalig1 benzeri “sekonder parkinsonizm” ise viral ensefalit ve
kiiglik damar lezyonlari ile olusabilir. Fenotiyazinler ve haloperidol dopaminerjik
reseptOrleri bloke ederek Parkinson hastaligina benzer semptomlar olusturabilir.
Ayrica rezerpin yiiksek dozlarda sinir uglarindaki dopamini tiiketerek sekonder
Parkinson olusturur. Bir meperidin analogu olan MPTP (metil fenil tetrahidropiridin)
dopaminerjik reseptorleri yikarak geri doniisiimsiiz Parkinsonizm olusturur. Bu madde

hayvanlarda deneysel parkinson modeli olusturmak amaciyla da kullanilmaktadir.
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Dopamin esansiyel bir aminoasit olan tirozinden sentezlenir. Bu yolakta
monoamin transmitterler sentezlenir. Parkinson hastaliginda kullanilan ilag
gruplarindan bazilar1 (L-dopa, karbidopa, benserazid, Monoamin oksidaz (MAO)
inhibitorleri, Katekol-O-metiltransferaz (COMT) inhibitorleri) temel olarak bu yolak
tizerine etkili ajanlardir. Parkinson tedavisinin amaci azalmis dopamini yerine
koymakla birlikte, kolinerjik ndronlarin uyarici etkilerini antagonize ederek bozulmus
“dopaminerjik/kolinerjik” dengeyi yeniden saglamaktir. Ayrica beyinde yiiksek
oranda presinaptik olarak bilinen néronal bir protein olan alfa-siniikleinin dopaminin
saliverilmesinde ve depolanmasinda gorev aldigi diisliniilmektedir. Noreoprotektif
tedavide yeni bir yaklagim olarak alfa-siniikleinlerin hedeflenmesi ile bu protenin
Lewy cisimciklerinin temel bilesenini olusturuyor olmasi ve hiicre 6liimii ile baglantili
olmasi nedeniyle alfa-siniiklein agregat olusumunun 6nlenmesinin ya da yikiminin

saglanmasi ile tedaviye yanit alinacagi diistiniilmektedir (84).

2.2.1. Parkinson Hastaliginin Teshis ve Tedavisi

Orta yasta yapilan egzersiz ileri yasta ortaya ¢ikabilecek PD riskini azaltabilir.
Antioksidanlarin (C ve E vitaminleri gibi) hastaliga karsi koruma sagladigi one
stirilmekle birlikte olumlu bir etki gosterilememistir (85). Steroid olmayan
antienflamatuvar ilaglarin (NSAID'ler) ve kalsiyum kanal blokerlerinin kullaniminin
koruyucu olabilecegine dair 6n bulgular mevcuttur (86). 2010 yilinda yapilan bir meta-
analizde aspirin disindaki NSAID'lerin, parkinson hastaliginin gelisme insidansinda
en az %15 oraninda bir azalma ile iligkili oldugu belirtilmistir (87). NSAID’lerin
PD’de néroprotektif etkisinin oldugu konusunda artan kanitlar oldugu belirtilmekle
birlikte 2019 yilinda yapilan bir meta-analizle bu iliski dogrulanamamistir. Bununla
birlikte ibuprofen kullanimi ile parkinson gelisme riskinin azalmasi arasinda bir

baglant1 oldugunu gosteren ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (88).

Parkinsonda teshis klinik belirtiler ve semptomlara gore belirlenir. En yaygin
olarak kullanilan teshis dopamin ilaglarmin (dopamin agonistleri ve L-dopa)
verilmesiyle olusan cevabin gézlenmesidir (78). Teshiste manyetik rezonans (MR) ya
da tomografik yontemler pek faydali olmamakla birlikte diger hastaliklar1 ekarte

etmek amaciyla kullanilabilir. Parkinsonlu hastalarin bilgisayarli tomografisi normal
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goriinebilir. MR goriintiilemesi hastaligin teshisinde zamanla daha dogru bir hale

gelmistir.

Parkinson hastaliginin bir tedavisi yoktur ancak ilaglar, cerrahi ve fizik tedavi
rahatlama saglayarak kisinin yasam kalitesini artirabilir. Tedavide amag¢ semptomatik
ve diskineziyi en aza indirmektir. Diskinezi, noroleptik ilaglarin belli bir siire
kullanimindan sonra ortaya c¢ikan degisik kas gruplarindaki istemsiz kompleks
hareketlerdir (89). Motor semptomlarin tedavisinde yararl ilag levodopadir ve daima
bir dopa dekarboksilaz inhibitérii, ve bir COMT inhibitorii, dopamin agonistleri ve
MAO-B inhibitorleri ile kombine olarak kullanilir Parkindon tedavisinde en sik

kullanilan ilaglar ve uygulama dozlar1 Tablo 2.5’de verilmistir (90, 91).

Israil'den Teva ve Danimarka'dan Lundbeck firmalari tarafindan ortaklasa

gelistirilen Rasagilin mesilat (Azilect®), ilk olarak Subat 2005'te Avrupa ilag Ajansi
(EMA) tarafindan, 2006 y1linda ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan Parkinson

hastaliginin tedavisinde monoterapi olarak onaylanmustir.

Kok hiicre ile Parkinson tedavisinde, uygun sekilde gelistirildiginde etkili
olabilecek umut verici ¢aligmalar bulunmaktadir. Ancak etik kaygilar ve kontrolsiiz
farklilasmaya ugramasi sonucu kansere sebebiyet verme olasiligi yoniinden
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle, etkinligini belirlemek i¢in ¢ok daha fazla
arastirma ve Kklinik denemelere ihtiyag duyulmaktadir. Kok hiicre, ilerleyen

donemlerde timit verici bir tedavi yaklagimi saglayabilir (92).

Uluslararas1 Probiyotikler ve Prebiyotikler Bilimsel Dernegi (ISAPP),
probiyotikleri “yeterli miktarlarda uygulandiginda konakgiya saglik agisindan fayda
saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlamaktadir. Probiyotikler ve
norodejeneratif bozukluklar arasindaki iligki incelenmistir. Probiyotiklerin PD hayvan
modellerinin semptomlarini iyilestirebildigi bir¢ok calismada gosterilmistir. PD’li
siganlarda mitokondriyal fonksiyonu ve enerji metabolizmasini eski haline getirdigi
ve boylece dopaminerjik noronlar {izerinde koruyucu bir etki sagladig: gosterilmistir.

Ayrica, belirli stirelerde probiyotik uygulamasi yapilan c¢aligmalarda, ylirlime
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bozukluklari, denge fonksiyonu ve motor koordinasyondaki diskineziyi azalttig

belirtilmektedir. Bu nedenle, probiyotikler, PD'nin motor ve motor olmayan

semptomlarini iyilestirerek tedavide olumlu etki saglarlar (93-95).

Tablo 2.5. Parkinson tedavisinde kullanilan ilaglar, kullanim dozlar1 ve olast etkileri.

ila¢ Simifi Doz Endikasyon Yan etkiler
Giinde ii¢ kez
100/25 mg Mide bulantisi,
baslangi¢ dozu; ortostatik
Levodopa- ) Tiim motor ) )
Levodopa-PDDI ) maksimum hipotansiyon,

] karbidopa semptomlar o
(periferal dopa 1500/375 mg diskinezi ve
dekarboksilaz veya semptomlara haliisinasyonlar

inhibitor) gore daha fazla
Levodopa- Levodopa- Levodopa-
. ) Tiim motor ) )
benserazid karbidopa ile ayni karbidopa ile ayn1
semptomlar )
dozlarda etkiler
Uyarict etki, bag
Giinde bir kez 2,5 Erken, hafif donmesi, bas
mg; maksimum, | semptomlar ve | agrisi, konfiizyon
Selgjilin giinde iki kez 5 motor ve levodopa yan
mg dalgalanmalar etkilerinin
siddetlenmesi
Bas agrisi, artralji,
MAO B dispepsi,
inhibitorleri Erken, hafif depresyon, grip
Giinde birkez 1 | semptomlar ve | benzeri sendrom,
Rasajilin mg motor levodopa yan
dalgalanmalar etkilerinin
alevlenmesi ve
kabizlik
Levodopa
Levodopaya ek o Uykusuzluk,
tedavisinde
S giinde bir kez diskinezi, bag
Safinamid doz sonu
50/100 mg _ donmesi, bulanti
kotiilesmesinde
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Tablo 2.5 (Devam). Parkinson tedavisinde kullanilan ilaglar, kullanim dozlar1 ve olas1

etkileri.
Mide bulantisi,
Giinde ti¢ kez o )
) ortostatik hipotansiyon,
0.125 mg ile
Tiim motor haliisinasyonlar,
) baslayin;
Pramipeksol ) semptomlar ICD'ler, 6dem ve artan
maksimum, 4,5 ]
uyku hali (uyku
mg/giin )
ataklart dahil)
. Giinde bir kez
Pramipeksol ]
0,26 mg, 0,52 Tim motor Pramipeksol ile ayni
uzatilmig _
mg, 1,05 mg, 2,1 | semptomlar etkiler
salim
mg veya 3,15 mg
. Giinde ii¢ kez
Dopamin )
o 0,25 mg ile ) ]
agonisti o Tiim motor Pramipeksol ile aym
Ropinirol baslayin; ]
) semptomlar etkiler
maksimum, 24
mg/giin
Ropinirol )
6-24 mg giinde Tiim motor Pramipeksol ile ayn1
uzatilmig . ]
bir kez semptomlar etkiler
salim
2 mg/24 saat
o baslayin; Tiim motor Pramipeksol ile ayni
Rotigotin . .
maksimum, 16 semptomlar etkiler
mg/24 saat
Her bir levodopa Koyu renkli idrar ve
dozu ile 200 mg; Motor levodopa yan
Entakapon maksimum, dalgalanmalar etkilerinin
COMT . . .
(katekol-O- 8/glin siddetlenmesi
Metil Koyu renkli idrar,
Transferaz) . .
inhibitérleri Giinde {i¢ kez Motor levodopa yan
Tolkapon 100-200 mg dalgalanmalar | etkilerinin alevlenmesi
ve hepatotoksisite
Giinde iki kez 40
mg ile baslayin; Yorgunluk ve bas
Beta blokor Propranolol maksimum, 320 Titreme doénmesi
mg/gilin
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Tablo 2.5 (Devam). Parkinson tedavisinde kullanilan ilaglar, kullanim dozlar1 ve olasi
etkileri.

Haliisinasyonlar,
Giinde bir kez 1 mg Kognitif
ile baslayin; tipik bozukluk, mide
idame dozu giinde ii¢ Titreme bulantisi, agiz
Antikolinerjik | Triheksifenidil kez 2 mg kurulugu,
bulanik gérme,
idrar
retansiyonu ve
kabizlik
Giinde bir kez 0.5-1
mg ile baslayn; Triheksifenidil
Benztropin olagan doz giinde ti¢ Titreme ile ayni etkiler
kez 1-2 mg
Agrantilositoz,
Yatmadan 6nce 6.25- miyokardit,
. . 12.5 mg'a baslayin; Tremor ve nobetler,
Noroleptik Klozapin maksimum, 150 diskinezi sedasyon ve
mg/giin ortostatik
hipotansiyon
Haliisinasyonlar,
Giinde bir kez 100 mg konfiizyon,
ile baglayin; Yiiriiytis bulanik gérme,
Amantadin maksimum, giinde 4 | disfonksiyonu ayak bilegi
kez (glinde ii¢ kez ve diskinezi Odemi,
tipiktir) Livedo
reticularis, mide
bulantisi, ag1z
kurulugu ve
kabizlik

Ilag tedavisinin artik yeterli olmadig: ilerlemis PD'li hastalara cerrahi islem
uygulanabilmektedir. PD’de cerrahi islem lezyonel ve derin beyin stimiilasyonu
(DBS) olmak iizere iki ana gruba ayrilir. DBS veya lezyonlar i¢in talamus, globus
pallidus veya subtalamik c¢ekirdek hedef alanlardir. DBS, beynin belirli bolgelerine
elektriksel uyar1 gonderen norostimiilatér adi verilen tibbi bir cihazin implante
edilmesi esasina dayanir. DBS, siddetli noropsikiyatrik sorunlari olmadig: siirece,
motor dalgalanmalar1 ve tremoru ilagla yeterince kontrol edilemeyen parkinson
hastalarina veya ilaci tolere edemeyen hastalara onerilir (96, 97). Bu yontemlerin de
birtakim komplikasyonlari, yan etkileri ve sakincalart mevcuttur. Cerrahi
komplikasyonlar (yara yeri enfeksiyonu, steril seroma, intraserebral hematom, yabanci
cisim reaksiyonu, santral sinir sistemi enfeksiyonu) olabilmektedir. DBS’ye iyi yanit

alinabilmesi i¢cin  uygun hasta secimi, dogru cerrahi teknik, stimiilasyon



39

programlamasinin  optimum diizeyde ve medikal tedavinin yeterli olmasi
gerekmektedir. DBS tedavisindeki Parkinson hastalarinda konusma ve ses
bozukluklar: sik goriilen bir yan etki olarak tanimlanmistir. Okiiler deviasyon ve g6z
acma apraksisi gibi goz ile iliskili anormallikler gorilebilmektedir. DBS’de
depresyon, anksiyete, apati, agresif davranis, manik epizod ve impuls kontrol
bozuklugu gibi semptomlar ortaya ¢ikabilir (96).

Parkinson hastalarina egzersiz 6nerilmektedir. Fizik tedavi ile birlikte veya tek
basina diizenli fiziksel egzersiz, hareketliligi, esnekligi, kuvveti, yiirime hizin1 ve
yasam kalitesini korumak ve iyilestirmek igin faydali olabilmektedir (98).
Fizyoterapist gozetiminde yapilan egzersiz programiyla evde kendi kendine yapilan
egzersiz programina gore motor semptomlarda, mental ve duygusal fonksiyonlarda,
giinliik yasam aktivitelerinde ve yasam kalitesinde daha fazla iyilesme olmaktadir (99-
101). Ayrica kafein igeren gidalarin tilketiminin de Parkinson Hastaligi’na yakalanma

riskini azalttig1 ve koruyucu etki sagladigi gosterilmistir (102).

2.3. Rasajilin

Rasajilin mesilat (Azilect®), Teva-Israil ve Lundbeck-Danimarka tarafindan
ortak gelistirilmis olup, levodopa ile tedavi edilmeyen Parkinson hastalarinda
monoterapi ve levodopa ile tedavi edilen hastalarda levodopaya ek tedavi olarak
kullanilmak iizere ilk olarak Avrupa Ila¢ Ajans1 (European Medicines Agency, EMA)
tarafindan 2005 yilinda, ABD Gida ve ilag idaresi (US Food and Drug Administration,
FDA) tarafindan 2006 yilinda onaylanmistir. Giiniimiizde elli {ilkede Parkinson

hastalarinin tedavisinde kullanilmaktadir (103).

Rasajilin, monoamin oksidaz tip B (MAO-B)’nin yeni, segici, geri doniisiimsiiz
ikinci nesil bir inhibitoriidiir. Parkinson hastaliginin tedavisinde, MAO-B inhibitorleri,
striatal dopamin yikilimimi yavaslatarak etkilerini gosterirler. MAO enzimi,
mitokondrial membranin dis kisminda yer alan ve monoamin ndrotransmitterlerin
(dopamin, seratonin, noradrenalin) oksidatif demainasyonundan sorumlu olan bir
enzimdir. MAO-A ve MAO-B olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir. MAO-A
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gastrointestinal kanalda total MAO aktivitesinin %80'ini saglamak {izere periferal
organlarda bulunmaktadir. MAO-B beyinde ve bazal gangliada bulunan baslica
izoformdur. MAO-A ve MAO-B insan beyninde farkli bélgelerde bulunmaktadir.
MAO-B, raphe ¢ekirdeginin serotonerjik noronlar1 ve glia hiicrelerinde bulunurken,

MAO-A locus coeruleus'un adrenerjik ndronlarinda lokalizedir (104).

Rasajilin etkisini propargil alani araciligiyla baglanan ve noéronal hiicrelerde
mitokondrinin dis zarinda konumlanan MAO-B enziminin flavin adenin dintikleotid
(FAD) kismina kovalent olarak baglanarak MAO-B'yi geri doniistimsiiz olarak inhibe
eder. MAO-B'nin dopamini dihidroksifenilasetik aside (DOPAC) metabolize etmesi
icin FAD kismu gerekli oldugundan, bu bdlgeyi bloke ederek, rasajilin MAO-B
tarafindan dopamin metabolizmasini inhibe eder ve sinapstaki dopamin seviyesini

yiikseltir. Sekil 2.4°te sematik olarak gosterilmistir (105).

Dopamin 1
DOPAC

Rasajilin CQ
N

Propargil grubu geri donusumsiz
olarak MAO-B'ye baglanr.
9000000600060 00006\

2000900000008 0000.
Mitokondriyal membran

N0

Sekil 2.4. Rasajilinin etki mekanizmasi (105).

Rasajilin, parkinson hastaliginin tedavisinde monoterapi veya tedaviye
yardimcr olarak kullanilmaktadir. Parkinson hastaliginin erken safhalarinda
monoterapi ile etkili oldugu ve parkinson semptomlarini azalttigi goriilmiistiir. Ek

olarak, levodopa ile birlikte uygulandiginda orta ve ileri diizeydeki parkinsonda
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tedaviye yanit alinmigtir. Hastalarda iyi tolere edilen ve etkili bir secenek olarak

giintimiiz tedavisinde tercih edilmektedir (106).

MAO-B inhibitorlerinin antiapoptoz eyleminin hiicresel mekanizmasinin,
mitokondriyal o6liim sinyalinin baskilanmasindan kaynaklandigi ve rasagilinin,
mitokondrinin zarlar arasi boglugunu stabilize ederek ve sitokrom C'nin sitoplazmaya

salimmasini ve takip eden apoptoz aktivasyonunu 6nledigi diistiniilmektedir (107-109).

Literatiirde Parkinson tedavisinde kullanilmak {izere rasajilin i¢eren farkli
dozaj sekilleri gelistirilerek yapilan caligsmalar mevcuttur. Bir ¢alismada 1siya duyarli
mukoadhezif jelde (SLNs-GEL) rasajilin yiikli intranazal formiilasyonlar
hazirlanmistir. Optimal formiilasyonun 25°C'de nazal uygulamada sivi, 32°C'de nazal
sicaklikta viskoz oldugu goézlenmistir. EX-vivo permeasyon g¢alismasinda, mukoza
boyunca gegirgenliginde Onemli bir artis oldugu gosterilmistir. Rasajilinin jel
formiilasyonunun Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in potansiyel bir ila¢ verme sistemi
olabilecegini ve kan-beyin engelini agmak amaciyla nazal yoldan beyni hedefleme
stratejisi i¢in fayda saglayacagi diistiniilmektedir (110). Benzer bir ¢alismada rasajilin
yuklii kitosan glutamat nanopartikiilleri ile farelerde yapilan in vivo biyodagilim
caligmalari, ilacin intraven6z ve nazal sollisyonlarinin sonuglariyla karsilastirildiginda,
beyine hedefleme igin gelistirilen nanopartikiillerin iistiinliigiinii gostermistir. Kitosan
nanopartikiillerinin nazal uygulanmasindan sonra beyindeki biyoyararlanimim 6nemli
Ol¢iide arttig1 gosterilmistir. Nazal yoldan beyine dogrudan hedeflemenin Parkinson

hastalig1 tedavisinde 6nemli bir basar olabilecegi belirtilmistir (111).

Hesperetin ve naringenin'in sicanlarda rasajilinin farmakokinetigi tizerindeki
etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢alismada, sigcanlara oral olarak tek
basina rasagilin (2 mg/kg) verilerek tedavi edilmis ve art arda 15 giin boyunca
hesperetin ve naringenin (12.5 ve 25 mg/kg) ile birlikte uygulanmigtir. Rasajilinin egri
altindaki alan1 (AUC), maksimum plazma konsantrasyonu (Cmaks) ve eliminasyon yari
omrii (t2) ve de beyindeki rasajilin konsantrasyonu onemli Olgiide artmistir.
Hesperetin ve naringenin, rasajilinin sistemik maruziyetini arttirmasimin CYP1A2'nin

inhibisyonuna bagli olabilecegi belirtilmistir (112).
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Bir bagka ¢aligmada insan histamin H3 reseptorii (H3R) ve MAO-B iizerindeki
inhibe edici aktivite i¢in bir dizi bilesik tasarlanmis ve in vitro olarak test edilmistir.
Bilesiklerin ¢cogu, H3R icin zayif afiniteye sahiptir, fakat MAO B i¢in ¢ok iyi inhibe
edici giice sahiptir. /n vitro ¢alismalardan sonra en umut verici ¢ift etkili ligand olan
1-(3-(4-(tert-biitil)fenoksi)propil) -2-metilpirolidin in vivo degerlendirme igin
secilmistir. Bilesigin sicanlarda 3 mg/kg dozda yapilan arastirmalar, H3R (yiyecek ve
su tiikketiminde azalma), sigan serebral korteksindeki MAO B aktivitesinde diisiis
(>%90) antagonistik etkilerini dogrulamistir. Serebral korteks ve striatumdaki
dopamin igeriginde bir artis saglamistir. Ayrica noradrenalinde hafif bir artigsa, ancak
serebral kortekste serotonin konsantrasyonunda bir azalmaya neden olmustur. Bu
nedenle, tedavi de umut verici potansiyel bir bilesik olmasina ragmen daha fazla
caligma gerekmektedir (113).

Rasajilin tartarat (1 mg) tabletler (test) ile rasagilin mesilat (1 mg) tabletleri

(AZiIeCt®) karsilastirmak i¢in randomize, iki tedavi, dort donem, iki dizi, tek doz,
tekrarl1 saglikli, yetiskin erkek goniilliilerde capraz gegisli bir biyoesdegerlik ¢alismasi
yapilmistir. ki formun da ilag alimini takiben aymi dagilim, metabolizma ve
eliminasyon ile ayni terapotik ve giivenlik profillerine sahip oldugu, ayni etkiyi

gosterdigi ve biyoesdeger oldugu gosterilmistir (114).

Ticari bir ODT preparati olmamasina ragmen, literatiirde farkli yontemlerle
hazirlanmisg (graniilasyon, direkt basim, solvent dokiim yontemi gibi) rasajilin
formiilasyonlar1t mevcuttur. Literatiirde yapilan bir ¢alismada rasajilinin hizl dagilan
(rapidly disintegrating) tablet formiilasyonlar1 yas graniilasyon yontemi ile
hazirlanmistir. Bunlardan en kisa dagilma siiresine sahip formiilasyonnun dagilma
stiresi 4,3dk olarak tayin edilmistir (115). Bir diger ¢alismada yas graniilasyonla hizli
salim tabletlerinin dagilma siireleri 15dk’in altinda tayin edilmistir (116). Dagilma
stiresi bakimindan bizim optimum formiilasyonumuzla karsilagtirildiginda oldukga
yiiksek dagilma siiresine sahip olduklari goriilmektedir. Ayrica hazirlama yonteminin
de yas graniilasyonla olmasi islem basamaklarini arttirmis hem zaman hem de maliyeti

yiikseltmistir. Bir bagka calismada ise solvent dokiim yontemi ile dogal bir polimer
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olan polietilen oksit ile agizda dagilan film formiilasyonlar1 hazirlanmistir (117). Bu
formiilasyonlardan 12,39sn ile en kisa dagilma siiresine sahip formiilasyon bizim
formiilasyonlarimiza yakin degerdedir. Bir bagka ¢alismada ise rasajilinin direkt basim
ODT formiilasyonu hazirlanmistir. Ancak dagilma siireleriyle ilgili bir bilgi
paylasilmamistir (118). Bu tez kapsaminda gelistirilen ODT formiilasyonu hem
dagilma siiresi bakimindan hem de direkt basim yontemi ile hazirlandig1 i¢in daha kisa

proses avantaji saglamaktadir.
2.3.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Propargilamin bazli bir ilag olan rasajilinin mesilatin (Sekil 2.5) kimyasal

yapisi ile fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2.6°de verilmistir (119).

* CH,SO.H

-"“'N“‘H —
H” ~CH,-C==CH

Sekil 2.5. Rasajilin mesilatin kimyasal yapis1 (119, 120).



44

Tablo 2.6. Rasajilin Mesilatin fizikokimyasal 6zellikleri (5, 119).

Kimyasal Formiilii 1H-Inden-1 amine, 2, 3-dihydro-N-2-propynyl-, (1R)-,
methanesulfonate.

Molekiil Formiili (C12H13N)CH4S03

Molekiil Agirlig 267.34 g/mol

Fiziksel 6zellikleri Kati beyaz kristal toz

Coziiniirlik Su ve etanolde serbestce ¢oziiniir, izopropanolde az ¢oziiniir

Iyonizasyon sabiti pK a T=7.07(1) 25 °C de ve 7.16(1) 37 °C’de

Rasajilinin stok c¢ozeltisi 2-8°C’de 28 giin, rasajilin plazma i¢inde oda
sicakliginda 24 saat, 20°C’de 55 saat, -30°C’de ii¢ tekrarli dondurulup ¢oziilmesi ile
ve uzun donem 30°C’de 78 giine kadar dayanikli oldugu yapilan literatiir

caligmalarinda gosterilmistir (121, 122).

Rasajilin ¢oziinlirlik ve permeabilite Ozelliklerine gore Biyofarmasotik
Siniflandirma Sisteminde (BCS) Sinif 111 (yiiksek ¢oziiniirliik ve diisiik permeabilite)
bir ilag olarak siniflandirilmistir (103, 123). Biyofarmasotik ilag dispozisyon
siniflandirma sistemine gore ise rasajilin mesilat Siif I (yiiksek ¢oziiniirliik, yiiksek

metabolizasyon) bir ilag olarak siniflandirilmigtir (124).

2.3.2. Farmakolojik Ozellikler

Klinikte MAO inhibitorii olarak selejilin, rasajilin ve safinamid olmak {izere ¢
ilag kullanilmaktadir. Bunlardan selejilin, L-amfetamin ve L-metamfetamin
metabolitleri sebebi ile norotoksik ozellikler gostermektedir (125). Selejilinin oral
biyoyararlanimi %10 olarak bildirilmistir.  Selejilinin  biyoyararlanimi  ve
biyogiivenilirlik diizeyt ODT formiilasyonu gelistirilerek iyilestirilmistir. Oral yolla
verildiginde karacigerden ilk-gecis metabolizmasina ugrayan selejilinin ODT tableti
agizda alir almaz hemen dagilarak ve pregastrik olarak absorbe olarak hem ilk gegis
metabolizmasini hem de amfetamin tiirevi metabolitlerinin olusmasi azalmistir Ayrica
biyoyararlanimi % 80'e yiikseltmis ve bir defalik uygulama dozunun 4-5 kez

azaltilmasini saglamustir (6, 126).
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Rasajilinin striatumdaki ekstraseliiler dopamin diizeylerinde artisa neden
olabilen gii¢lii ve geri doniisiimsiiz bir MAO-B selektif inhibitoriidiir. Rasajilinin
dopaminerjik motor disfonksiyon modellerinde goriilen yararli etkileri, yiiksek
dopamin diizeyi ve sonrasinda artmis dopaminerjik aktivite araciligiyla olusmaktadir.
Karacigerde ilk-gecis metabolizmasina ugrayan rasajilinin metabolitleri amfetamin
tirevi olmadigi i¢in norotoksik etkileri gériilmemekte ve bu nedenle daha iyi tolere
edilebilmektedir (127). Rasajilinin ana metaboliti 1-(R)-aminoindan (Sekil 2.6) hem
norotoksik degildir hem de rasajilinin etkilerine katkida bulunmaktadir. Siganlarda 80
giin boyunca 1-(R)-aminoindan 0,5mg/kg giinliik doz uygulanmasiyla yapilan bir
calismada %43 oraninda MAO-B aktivitesi inhibisyonu ve %6 MAO-A aktivitesi
inhibisyonu saglanmigtir (128). Rasagilin, akut ve kronik uygulamada in vivo olarak
sican beyni ve karacigerinde MAO-B'nin inhibisyonu i¢in selegilinden 3-15 kat daha
giiclii oldugu gosterilmistir (125).

X NH,

amfetamin

©\le /
N
CH,
CH,
selejilin H
h
CH

3
metamfetamin
H,N\_//"’ NH,
rasajilin aminoindan

Sekil 2.6. Rasajilin, selejilin ve metabolitlerinin kimyasal yapilar1 (125, 129).



46

Rasajilinin striatumdaki ekstraseliiler dopamin diizeylerinde bir artisa neden
olabilen giicli ve geri donilisimsiiz bir MAO-B selektif inhibitoérii oldugu
gosterilmistir. Rasajilinin dopaminerjik motor disfonksiyon modellerinde goriilen
yararli etkileri, yiiksek dopamin diizeyi ve sonrasinda artmis dopaminerjik aktivite

araciligiyla olusmaktadir.

2.3.3. Farmakokinetik Ozellikler

Rasajilin farmakokinetigi 0,5-2 mg doz araliginda dogrusaldir. Kadin ve
erkeklerde farmakokinetik profili benzerdir ve yasmm (> 65 yas) rasajilin

farmakokinetigi lizerinde etkisi ¢ok azdir (123).

Oral yolla uygulama sonrasinda rasajilin hizla absorbe edilir ve maksimum
plazma konsantrasyonuna (Cpaks) Yaklasik 1 saatte ulasir. Tek bir rasajilin dozunun
mutlak biyoyararlanimi1 yaklasik %36’dir. Besinler rasajilinin ty.s degerini
etkilememekle beraber, rasajilin ¢ok yagh bir yemekle birlikte alindiginda Cpas Ve
egri alt1 alan (AUC) degerleri sirasiyla yaklagik % 60 ve % 20 oranlarinda azalmistir.
AUC degeri anlamli olarak etkilenmedigi igin, rasajilin yemeklerle birlikte veya tek
basina alinabilir (123, 130).

Intravendz yolla tek dozda uygulama sonrasinda rasajilinin ortalama dagilma
hacmi 182-243 litredir. Kan beyin engelini kolayca gecer. Rasajilin oral yolla tek
dozda uygulandiginda plazma proteinine (albiimin) baglanma oran1 yaklagik % 60 —

70 civarindadir (131, 132).

Rasajilin karacigerde tama yakin biyotransformasyona ugrar. Rasajilin
metabolizazyonu N-dealkilasyon ve/veya hidroksialkilasyon olmak iizere iki ana
yoldan ilerler ve 1-aminoindan, 3-hidroksi-N-proparjil-1 aminoindan ve 3-hidroksi-1-
aminoindan metabolitleri olusur. Rasajilinin N-dealkilasyon ve hidroalkilasyonu
sitokrom P450 sistemi tarafindan gergeklestirilir ve CYP1A2 rasajilinin
metabolizmasindan sorumlu ana izoenzimdir. Rasajilin ve metabolitlerinin

konjtigasyonunun, gliikkuronatlari meydana getirmek {izere ana eliminasyon yolu
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oldugu da goriilmiistiir. Ex vivo ve in vitro deneylerle rasajilinin CYP450 enzimlerinin
inhibitori ya da indiikleyicisi olmadigi gosterilmistir. 1C ile isaretlenmis rasajilinin
oral yolla verilmesinden sonra, primer olarak idrar yoluyla (% 62,6) ve sekonder olarak
fecesle (% 21,8) elimine edildigi gosterilmistir, ve dozun % 84,4’ti 38 giinliik bir
donemde elimine edilmistir. Rasajilinin %1’inden azi, idrar yoluyla degismeden

atilmaktadir. Rasajilinin terminal yar1 6mrii 0,6-2 saattir (123).

Hafif karaciger yetmezligi olan hastalarda AUC ve Cmaks sirastyla %80 ve %38
oraninda artarken, orta derecede karaciger yetmezligi olan kisilerde AUC ve Cmaks

sirastyla %568 ve %83 oraninda artmustir (133).

Hafif (CLc 50-80 ml/dk) ve orta derecede (CLc 30-49 ml/dak) bobrek
yetmezligi olan hastalarda rasajilinin farmakokinetik 6zelliklerinin saglikli goniilliilere

benzer oldugu belirtilmistir (134).

2.3.4. Yan Etkileri ve Kontrendikasyonlari

Klinik caligmalarda monoterapideki vertigo ve Parkinson hastalarinda sik
gozlenen yan etkiler basagrisi, depresyon, influenza ve rinittir. Levodopa ya ek olarak
kullanildiginda diskinezi, ortostatik hipotansiyon, diisme, karin agrisi, bulant1 ve
kusma ve agi1z kurulugu goriilmektedir. Her iki uygulamada sirt ve boyun agris1 gibi

kas-iskelet agris1 ve artralji en sik goriilen yan etkilerdir (134).

Rasajilinin 3 mg ile 100 mg arasinda degisen dozlarda doz asimi sonrasi
bildirilen semptomlar hipomani, hipertansif kriz ve serotonin sendromudur. Doz agimi
MAO-A ve MAO-B’nin inhibisyonu ile iliskilendirilebilir. Saglikli goniillilere giinde
20 mg ve on giin siireyle giinde 10 mg verildiginde advers etkiler hafif veya orta
diizeydedir ve rasajilin tedavisi ile iliskili degildir. Kronik levodopa tedavisi alan ve
ginde 10 mg rasajilin ile tedavi edilen hastalarda yapilan bir doz titrasyon
calismasinda, tedavinin kesilmesinden sonra diizelen kardiyovaskiiler advers etkilere
(hipertansiyon ve postural hipotansiyon dahil) ait bildirimler olmustur. Bu semptomlar
selektif olmayan MAO inhibitorleriyle gozlemlenenlere benzerdir. Doz asiminda
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spesifik bir antidotu yoktur, hastalar izlenmeli ve destekleyici tedavi baslatilmalidir
(134).

Serotonin sendromu riski nedeniyle meperidin, tramadol, metadon,
propoksifen ve diger se¢ici MAO-B inhibitorleri dahil olmak tizere MAO inhibitorleri
ile kullanimi kontrendikedir. Sar1 kantaron, siklobenzaprin ve psikoz epizodu veya
tuhaf davramis riski nedeniyle dekstrometorfan ile kullanimi kontrendikedir.
Rasajilinin kesilmesi ile MAO inhibitorleri veya petidin tedavisine baglanmasi
arasinda en az 14 giin ge¢melidir. Siddetli karaciger yetmezliginde kullanimi

degerlendirilmelidir (123, 134, 135).

2.3.5. Kullanim Dozu

Rasajilinin etki mekanizmast giinde bir kez dozlamaya izin verir.
Trombositlerde, beyinde ve karacigerde geri dontistimsiiz MAO-B inhibisyonu bir¢ok
tiirde gosterilmistir, bu nedenle etki siiresi muhtemelen MAO-B sentezinin hizina

baglidir (136).

Rasajilin i¢in 6nerilen doz, tek basina veya levodopa ile birlikte glinde bir kez
1 mg’dir. Yagh hastalarda doz degisikligine gerek yoktur. Rasajilin ileri derecede
karaciger yetmezligi olan hastalarda kontrendikedir. Orta derecede karaciger
yetmezligi olan hastalarda kullanimindan kag¢inilmali, hafif derecede karaciger
yetmezliginde ise dikkatli olunmalidir. Rasajilinin bébrek yetmezligi olan hastalarda

kullaniminda 6zel 6nlem alinmasina gerek yoktur.

2.3.6. Piyasa Preparatlan

Rasajilin mesilat 0,5 ve 1 mg'lik tabletler olarak bulunmaktadir. Bugiine kadar
rasajilin i¢in gelistirilmis ticari bir ODT formu piyasada bulunmamaktadir. Rasajilinin
icin selejilinde oldugu gibi ODT formu gelistirilmesi ile oral yolla alinan
konvansiyonel tabletle saglanan biyoyararlanimin arttirilmasi ve ilk gegiste hepatik

metabolizmasinin engellenmesi sayesinde biyogiivenilirligi daha yiiksek olan etkin bir
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dozaj seklinin elde edilmesi miimkiin olabilecektir. Rasajilin iceren ticari preparatlar

Tablo 2.7°de verilmistir.

Tablo 2.7. Tiirk ilag piyasasindaki rasajilin igeren preparatlar.

Miistahzar adi ve dozu

Firma

Azilect® 1mg Film Tablet

Teva Ila¢ San. ve Tic. A.S.

Azipar® 1mg Tablet

Ali Raif Ilag Sanayi A.S.

Aziras® 1mg Tablet

Pharmactive Ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S.

Etkinia® 0.5 ve 1mg Tablet

Santa Farma ila¢ Sanayii A.S.

Linra® 1mg Tablet

Angelini ila¢ San. ve Tic. A.S.

Nervogil® 1mg Tablet

flko Ilag San. ve Tic. A.S.

Noparks,® 1mg Tablet

Dingsa Ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S.

Parlin® 1mg Tablet

Nobel ila¢ San. ve Tic. A.S.

Rajil® 1mg Tablet

Generica Ilag San. ve Tic. A.S.

Rasalas® 1mg Tablet

Abdi Ibrahim Ila¢ San. ve Tic. A.S.

Saglis® 1mg Tablet

Nobel Ila¢ San. ve Tic. A.S.

Trepar® 1mg Tablet

Biofarma ila¢ San. ve Tic. A.S.

2.4. Permeabilite Tayini

Bir etkin maddenin permeabilitesi bagirsak membraninin yapisi ve biitiinligi,

etkin maddenin fizikokimyasal &zellikleri (molekiil biyiikliigi, hidrojen bagi

yapabilme kapasitesi gibi) ve spesifik transport mekanizmalar1 (absorptif tasiyicilar,

eksorptif tasiyicilar gibi) tarafindan etkilenir. Bir etkin maddenin permeabilitesini

tayin etmek amaciyla FDA ve EMA tarafindan farkli yontemler 6nerilmektedir (137,

138). Bu yontemler;
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» Kiitle-denge ¢aligsmalari
» Mutlak biyoyararlanim ¢aligmalari
= Bagirsak perflizyonu ¢alismalari
o Insanlarda in vivo bagirsak perfiizyonu
o Uygun havyan modeli (6r. sigan) kullanarak in vivo ya da in situ
bagirsak perfiizyonu
o Insan ya da hayvan bagirsak dokular: kullanarak in vitro permeasyon

o Tek tabakali epitel hiicre kiiltiiriinden permeasyon ¢alismalari

kullanilarak permeabilite tayin edilebilir. Bu tez kapsaminda rasajilinin
permeabilitesi tek tabakal1 epitel hiicre kiiltiiriinden (Caco-2 hiicreleri) permeasyon ve

siganlarda in situ bagirsak perfiizyonu yontemleri kullanilarak tayin edilmistir.

2.4.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Sloan-Kettering Kanser Arastirma Enstitiisii'nde Jorgen Fogh tarafindan insan
kolorektal adenokarsinomasindan elde edilen Caco-2 (Cancer coli-2) hiicreleri etkin
maddelerin intestinal permeabilitesini tayin etmek amaciyla bagirsak epitel bariyerinin

bir modeli olarak yayin olarak kullanilmaktadir (139).

Uygun kosullarda uygun bir destek iizerinde biiyiitiilen Caco-2 hiicreleri
polarize olarak saglikli bagirsak enterosit hiicrelerinin ozelliklerini gosterirler.
Caco-2 hiicreleri insertler tizerine ekildikten yaklasik 21 giin sonra farklilagarak apikal
yiizeyde hiicreler arasinda siki kavsaklarin ve mikrovillilerin olustugu, enzim ve

tastyici proteinleri eksprese ettikleri tespit edilmistir (Sekil 2.7) (140).

0DQROQ

Sekil 2.7. Caco-2 hiicrelerinin farklilasmasi (140).
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Ayrica Caco-2 hiicrelerinin apikal ve bazolateral yilizeylerinde substrat ilaglarin
permeabilite ve absporpsiyonlari lizerine etki eden ¢esitli absorptif ve eksorptif tasiyici
proteinlerin eksprese edildigi tespit edilmistir (Sekil 2.8). Bu nedenle, tek tabaka, ilag
absorpsiyon mekanizmalarinin arastirilmasi ve substratlarin veya inhibitorlerin veya
tastyicilarin ve enzim indiikleyicilerinin tanimlanmasi i¢in kullanilir. Sekil 2.9°da

sematik olarak Caco-2 hiicre tagima sistemi gosterilmistir (141).
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Sekil 2.8. Caco-2 hiicre hattinda bulunan metabolik enzimler ve ilag tastyici proteinler
(142).

Yapilan g¢alismalarda, Caco-2’den tayin edilen permeabilite degerleri ile
insanlardaki absorpsiyon verileri karsilastirildiginda 6zellikle pasif diffiizyonla taginan

etkin maddeler i¢in yiiksek korelasyon oldugu bulunmustur (141-143).
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Caco-2 hiicreleri kullanilarak yapilan calismalarda bagirsak mukozasinin
bariyer Ozelliklerinin biyolojik ve biyokimyasal temeli hakkinda bilgi edilir, ayni
zamanda etkin maddelerin emilimi hakkinda bilgi elde edilir. Ilaglarin bagirsaklardan
gecis mekanizmalar1 (paraseliiler ve transseliiler gibi) tayin edilebilir (144). ilaglarin
ve/veya metabolitlerinin bagirsak mukozasindaki potansiyel toksik etkileri
incelenebilir (145). Formiilasyon bilesenlerinin etkin maddenin bagirsaklardan gegisi
tizerine potansiyel etkileri tayin edilebilir (146, 147). Bir etkin maddenin bagirsak
epitel hiicrelerinde eksprese edilen absoptif (Organik anyon tasiyan polipeptidler gibi)
ve /veya eksorptif (P-glikoprotein gibi) tasiyici proteinlerin substrati olup olmadigi
(148) ve substrat/inhibitor ilaglar arasinda etkilesim olup olmadigi tayin edilebilir

(149).

e (Caco-2 Hiicrelerinin Avantaj ve Dezavantajlari

Caco-2 hiicreleri, olgunlagmis ince bagirsak enterositlerinin morfolojik ve
fonksiyonel ozelliklerini tagimak tizere kendiliginden farklilagirlar. HT29a gore dort
kat daha yiiksek TEER degeri gosterir ve bu sayede in vivo 6zellikleri daha gok saglar.
Sekil 2.8’de de gosterildigi gibi normal epitelde bulunan aminopeptidaz, esteraz ve
siilfataz gibi reseptorleri, tasiyicilart ve ilag metabolize edici enzimlerin ¢ogunu
bulundurur. Ancak Caco-2 hiicrelerinde P-450 metabolize edici enzim aktivitesi

bildirilmemistir.

Caco-2 hiicre modeli normal epitel tabakasiyla karsilagtirildiginda, normal
epitel tabakalar sadece enterositleri degil, bagka hiicre tiplerini de icermektedir. Ayrica
Caco-2 hiicre hattinda mukus ve karigtirilmamis su tabakasi bulunmamaktadir.
Hiicresel olmayan bu parametreler de hiicrelerdeki belli bilesenlerin absorpsiyonlarini
etkileyebilirler. Bu yilizden lipofilik molekiillerin tasinmasinda safra asitleri ve
fosfolipidler ile mukus tabakas1 bilesenleri ile karistirilmamais su tabakasi in vivo alimi

ciddi bir oranda etkiler.
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Caco-2 hiicreleri, bagirsak epitel hiicrelerinin 6zelliklerini incelemek igin
genellikle fayda saglamaktadir. Her ne kadar etkili bir yontem olarak kullanilsa da in

Vvivo duruma gore degerlendirilirken dikkatli olunmalidir.

Rasajilinin in vitro permeabilitesini tayin etmek amaciyla hiicre kiiltiirii
calismalar1 yapilmistir. Bu amagla Caco-2 hiicre hatti kullanilmigtir. Permeabilite
deneylerinden 6nce hiicre biitiinliigiinii degerlendirmek amaciyla TEER (Transepitel
Elektrik Rezistans1) degeri Olgiilmiistiir. TEER degeri uygun hiicrelerde rasajilinin
apikalden bazolaterale (gerekirse bazolateralden apikale) dogru permeabilite degeri
tayin edilmistir. Sonuglar Giglii barsak perfiizyonu yontemi kullanilarak tayin edilen

permeabilite degerleriyle karsilastirilmistir (150).

T~

Stk
Baglanti

Bazolateral

Sekil 2.9. Caco-2 hiicre tasima sisteminin sematik gosterimi (bir tek transwell) (141).

2.4.2. In Situ Uclii Bagirsak Perfiizyonu Cahsmalar

Sistemik etki elde etmek amaciyla oral yolla uygulanan ilaglar igin
gastrointestinal kanal membrant biiylilk Onem tasimaktadir. Etkin maddeler
gastrointestinal kanal membranini transseliiler, paraseliiler ve endositoz gibi

mekanizmalarla gecebilmektedir. Etkin maddelerin membranlardan geg¢isini
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(permeabilitesini) incelemek amaciyla farkli yontemler onerilmektedir (Bkz. Bolim
2.4). Onerilen bu ydntemler arasinda in situ bagirsak perfiizyonu ydntemi ndral
endokrin, lenfatik ve mezenterik kan dolagiminin korunmasi, insanlarda yapilan in
vivo deneylere benzer sonuglar vermesi nedenleriyle intestinal permeabilite ve

absorpsiyonu incelemek amaciyla siklikla kullanilmaktadir.

Bagirsak perfiizyon yontemi ilk olarak 1958 yilinda Schanker ve arkadaglari
tarafindan Onerilmistir (151). Cerrahi olarak basit ve rahat bir sekilde uygulanabilir
olmasi, maliyetinin diisiik olmasi sayesinde intestinal permeabiliteyi arastirmak
amaciyla siklikla kullanilmistir. Perfiizyon ¢6zeltisinin tek gegisli (single pass) veya
sirkiilasyonlu (recirculation) olarak gerceklestirildigi intestinal perfiizyon yontemleri
mevcuttur. Perflizyon ¢ozeltisinin sirkiile edildigi yontem Dulisio ve arkadaslar
tarafindan gelistirilmis olup zamanin fonksiyonu olarak perfiizyon cozeltisinden
eksilen kismin Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Ancak absorpsiyonu diisiik olan
maddelerle calisildiginda hatali sonuglar elde edilebilmektedir (152). Tek gegisli
perflizyon yontemi Higuchi ve arkadaglari tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde tek
bir segment perfiize edilebildigi gibi birden ¢ok intestinal segment (6r. jejunum, ileum,

kolon) es zamanli olarak perfiize edilebilmektedir (153).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda rasajilinin intestinal permeabilitesini incelemek
amaciyla limenden kayip esasina dayanan ve {i¢ farkli bagirsak segmentinin (jejunum,
ileum ve kolon) es zamanli olarak perfiize edildigi ticlii barsak perfiizyonu teknigi

kullanilmigtir (154).

2.5. In Situ Karaciger Perfiizyonu Calismalar:

Karaciger, viicuda zararl1 olan toksik maddelerin temizlenmesi, protein sentezi
ve sindirim i¢in gerekli enzimlerin iiretimini saglayan, kirmizi kan hiicrelerinin
tiretimi, hormonlarin iretimi, glikojen depolanmasi gibi birgok islevi ile

metabolizmada 6nemli rolii olan bir organdir. insanlarda karaciger, diyaframi altinda
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karin bolgesinde sag iist kisimda bulunmaktadir. Karaciger yaklasik 1,4-1,7 kg
agirhiginda olup viicudun en biiyiik oganidir (155-158).

Karaciger, kalpten pompalanan kanin %25’ini almaktadir. Bu kanin iigte ikisi
portal ven tarafindan, iigte biri ise hepatik arter tarafindan saglanmaktadir (159).
Karacigerde bulunan hiicreler parenkimal (hepatositler) ve parenkimal olmayan
hiicreler (sintizoidal endotelyal hiicreler, Kupfer hiicreleri, Pit hiicreleri, Ito hiicreleri,
kolanjiositler) olmak iizere iki grup altinda toplanir. Karaciger hiicrelerinin yaklasik
%60-70’ini hepatositler olusturur ve safra iretimi, endojen ve eksojen maddelerin
biyotransformasyonu, bilirubin metabolizmasi, plazma proteinlerinin ve pihtilagma
faktorlerinin sentezi ve cinsiyet hormonlart metabolizmasi gibi hepatik fonksiyonlarin
biliylik bir kismi bu hiicreler tarafindan ylriitiiliir. Parenkimal olmayan hiicreler
karaciger hiicrelerinin yaklasik %30-40’1m1 olusturur (160). Karacigerin en kiigiik
fonksiyonel birimi hepatik asinus olarak adlandirilir. Hepatik asinus, portal tcli
(portal ven, hepatik arter ve safra kanalinin terminal dallari1)’den santral vene dogru 3
zondan olusur. Portal ii¢liiye yakin olan bolimi Zon 1 (periportal zon) olarak
adlandirlir, bu bolgeyi santral vene dogru olmak iizere sirayla Zon 2 (ara zon) ve Zon
3 (perivendz zon) takip eder. Hepatik asinusta kan akist Zon 1°den Zon 3’e dogru
gerceklestigi icin oksijen ve kandaki diger bilesenler agisindan bir konsantrasyon
gradyan1 mevcuttur (157, 158, 161, 162). Ayrica periportal zonda yer alan hiicreler
oksijen ve besince en zengin kan ile karsilasirken periven6z zondaki hiicreler daha az
besin ve oksijen aldig1 igin farkli zonlarda bulunan hepatositlerin metabolik

kapasitelerinin farkli oldugu belirtilmistir (163).

Karaciger perfiizyonu yontemi organin anatomik ve fonksiyonel biitiinligi
korundugu i¢in ve de hepatik dis1 etkiler ortadan kaldirildigi i¢in ilaglarin hepatik
farmakokinetik parametrelerinin tayininde kullanilan altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ayrica, tasiyict aracili farmakokinetik ve iliskili ilag-ilag
etkilesimlerinin arastirilmasi amaciyla yaygin olarak kullanilan preklinik bir
yontemdir. Ancak sican ve insan OATP/Oatp tasiyicilar1 arasindaki sinirli bir
benzerlik olmasi ve NTCP tasiyicisinin siganlarda bulunmamasi nedeniyle karaciger

bu yontem ilag-ilag etkilesimleri kestiriminin c¢apraz kontroliinde kullanilmaktadir.
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Karaciger perfiizyonu verileri in vivo klerens kestirimlerinin iyilestirilmesi amaciyla
da kullanilmaktadir.

Perflizyonun amacina gore portal ven kaniile edildikten sonra karaciger orijinal
pozisyonunda govde igerisinde ((in situ karaciger) ya da ¢ikarilip kapali bir sistem
icerisinde tutularak (izole karaciger) deneyler yapilabilmektedir. izole karaciger
yonteminde perfiizyon sirasinda karacigerin farkli loblarinin incelenmesi ve 6rnek
toplama islemleri daha kolay olarak gergeklestirilmekle birlikte orijinal pozisyonunun
korunmasindaki zorluk ve izolasyon sirasinda karacigerin mekanik hasara maruz
kalabilmesi soz konusudur. In situ perfiizonda teknik gelistirme daha kolay, hata
olasilig1 daha diigiiktiir ve karacigerin mekanik hasara ugrama olasiligi daha diisiiktiir.
Miller ve ark. tarafindan 1951 yilinda gelistirilen in situ izole sigan karaciger
perfizyon teknigi, hepatik absorpsiyon, metabolizasyon, hiicre igi/hiicreler arasi
iletisim ve organ nakli gibi bir ¢ok arastirma konusu igin tercih edilen ve iyi

tamimlanmis dinamik bir modeldir (164).

Bu tez kapsaminda rasajilinin karacigerdeki dagilim ve eliminasyonunu
incelemek amaciyla siganlarda in situ karaciger perfliizyon teknigi kullanilmistir ve

perfiizyon deneyleri tek gegisli (single-pass) olarak gergeklestirilmistir (165).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal/ Biyolojik Maddeler

Ac-Di-Sol
Aerosil
Asetonitril
Aspartam
Avicel pH 102

Caco-2 hiicre hatti

Dulbecco’s modified eagle’s medium

(DMEM)

Fenol kirmizisi
Laktoz (spray-dried)
Metoprolol tartarat

Muisir nisastast

Phosphate buffered saline- PBS; pH 7,4

Poliplasdon XL
Poliplasdon XL-10

Potasyum hidrojen fosfat (KoHPOs)

Potasyum Klortir
Prejelatinize nigasta
Primojel

Rasajilin mesilat
Tripan mavisi
Tripsin-EDTA
Sodyum Kloriir
Stearik asit

Talk

%10 fetal bovine serum- FBS

25 mM D-glikoz ve 10 mM HEPES

iceren HBSS transport ortami

Abdi ibrahim / Tiirkiye
Abdi Ibrahim / Tiirkiye
Sigma-Aldrich / Almanya
Abdi ibrahim / Tiirkiye
Abdi ibrahim / Tiirkiye
Grenier BioOne/ Avusturya

Biochrom AG/ Almanya

Sigma-Aldrich / Almanya
Abdi Ibrahim / Tiirkiye
Novartis Pharma AG / Isvicre
Abdi Ibrahim / Tiirkiye
Biochrom AG/ Almanya
Abdi Ibrahim / Tiirkiye
Abdi Ibrahim / Tiirkiye
Isolab Chemicals/ Almanya
Isolab Chemicals/ Almanya
Abdi Ibrahim / Tiirkiye
Abdi Ibrahim / Tiirkiye
Abdi Ibrahim / Tiirkiye
Sigma/ ABD

Biochrom AG/ Almanya
Isolab Chemicals/ Almanya
Abdi Ibrahim / Tiirkiye
Abdi Ibrahim / Tiirkiye
Cegrogen/ Almanya
Biochrom AG/Almanya
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3.1.1. Deney Hayvam

Sprague-Dawley Erkek Sican

3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Biyogiivenlik kabini
Cerrahi iplik
Dagilma tayini cihazi
Dissoliisyon cihazi

Enjektor ucu filtre 0.2 pum, steril

Enjektor ucu filtre 0.45 um, steril

Intravendz Kaniil

Friyabilitor

FTIR spektrofotometresi

Hassas terazi

HPLC

HPLC kolonu, 250 x 4.6 mm, 5 um
Hiicre kiiltiir kaplari (flask, 25 cm?)
Hiicre kiiltiri kuyucuklar
Manyetik karistiric

Mikropipet

Mikropipet ucu

Nem tayin cihazi

Perfiizyon tiipleri

Peristaltik pompa

pH metre

Santrifiij
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Kobay Deney Hayvanlar1 A.S / Tiirkiye

Faster BHG 2004 / Italya

SMI / Belgika

Pharma Test PTB / Almanya
Sotax CH 4123 / Isvicre
Sartorius  Stedim  Biotech GmbH
/Almanya

Sartorius  Stedim  Biotech GmbH
/Almanya

Kendall Argyle Medicut/Ingiltere
Pharma test PTB / Almanya
Perkin-Elmer Spectrum / ABD
Shimadzu / Japonya

Shimadzu / Japonya

Abdi Ibrahim / Tiirkiye

Greiner / Avusturya

Grenier Bio-one/Almanya
Heidolph / Almanya

Eppendorf / Almanya

Greiner Bio-One / Almanya
Ohaus Corporation / ABD

Gilson / Fransa

Gilson / Fransa

Hanna Instruments / ABD

Niive / Tiirkiye
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Standart cerrahi makas Steriway / Tiirkiye

Standart cerrahi penset Steriway / Tiirkiye

Su banyosu, dijital Jeiotech / Giiney Kore
Tablet makinesi Erweka AR 400 / Almanya
Tablet sertlik, ¢ap, kalinlik 6l¢iim cihazt  Pharma Test PTB/Almanya
Toz karistirict Gryphan, Brookmoors Ltd./ ing.
Ultra saf su cihaz1 Millipore / ABD

Ultrasonik banyo AdvantageLab / Almanya
Vannas makas Steriway / Tiirkiye

Vial Allpro / Cin

Vorteks Biosan / Litvanya

Yatay calkalayici, dijital Memmert GmBH /Almanya
96 kuyucuklu steril plaka Greiner / Avusturya

3.3. Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Tez kapsaminda, agizda dagilan tablet (ODT) formiilasyonu gelistirilmesi,
hiicre kiiltiirii caligmalari, bagirsak perfiizyonu caligmalar1 ve karaciger perflizyonu
caligmalarindan elde edilen numunelerdeki rasajilinin miktar tayini PDA dedektorlii
ters faz yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak asetonitril: tampon pH:6.2 (Potasyum hidrojen
fosfat) karigimi 35:65 (h:h) oraninda kullanilmistir ve ayrim fenil kolon (250 x 4.6
mm, 5 pum) ile gerceklestirilmistir. Farkli ¢aligmalardan elde edilen numunelerin
analizinde ayn1 yontem kullanilmis ancak numunelerin hazirlanmasinda kullanilan

¢oziicli ortam1 deneysel ¢alismaya gore degistirilmistir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Rasajilinin HPLC ile miktar tayinininde kullanilan kromatografik kosullar.

Kullanilan EKipman

HPLC, PDA dedektorlii

Kolon

SB Phenyl, 250 x 4,6 mm, Sum

Maksimum Dalga Boyu

214 nm

Akis Hizi

1.5 mL/dakika

Rasajilin alilkonma zamam

Enjeksiyon Hacmi 10uL
Kolon Sicakhgi 40°C
Numune Sicakhgi 25°C

ODT: 6,60dk

Hiicre Kiiltiirii: 6,19dk
Bagirsak perfiizyonu: 5,63dk
Karaciger perfiizyonu: 6,17dk

Total Analiz Siiresi

8 dakika

Numunelerin Hazirlanmasinda
Kullanilan Coéziicii

ODT: Asetonitril-Su (35:65;h:h);
Hiicre kiiltiirii: 25 mM D-glikoz ve 10
mM HEPES igeren HBSS transport
ortami

Bagirsak perfiizyonu: MES tamponu
Karaciger perfiizyonu. Krebs
bikarbonat ¢ozeltisi

Tampon Hazirlanisi

8,70 g Potasyum Hidrojen Fosfat
(K2HPOs) 950 mL suda ¢oziiliir.
Fosforik asit (%85) ile pH 6,2’ye
ayarlanir ve distile su ile 1000 mL’ye
tamamlanarak karistirilir.

Mobil Faz hazirlanisi

350 mL asetonitril ile 650 mL pH 6,2
tampon karistirilir. 0,45 um membran
filtreden siiziilerek degaze edilir.

3.3.1. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu c¢alismalarinda ICH Harmonised Tripartite;
Guideline Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2(R1)

kilavuzu esas almmustir (166). Deneysel galismalardan elde edilen numunelerin

analizinde kullanilan analitik yontemin validasyonu amaciyla 6zgiilliik, dogrusallik,

dogruluk, kesinlik (tekrar edilebilirlik,

tekrar elde edilebilirlik), duyarlilik,
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saptanabilirlik smirt ve tayin edilebilirlik siniri, dayaniklilik (etkin maddenin

saptanmasi ve tayini agamasinda) Ol¢iitleri incelenmistir.

e Ozgiilliik (Specificity)

Bir analitik yontemin 6zgilliigli ortamda bulunabilecek diger maddelerin,
safsizliklarin veya parcalanma {riinlerinin varliginda etkin maddeyi analiz
edebilmesidir. Farkli ¢alismalardan elde edilen numunelerdeki rasajilin miktarinin
tayini i¢in kullanilan analitik yontemlerin sadece rasajiline iliskin oldugunu géstermek
amacityla ODT formiilasyonunda yer alan yardimci maddelerin, hiicre kiiltiirii
ortaminin, bagirsak ve karaciger perfiizyonu ortamlarinin 214 nm’de bir pik vererek
etkin madde ile girisim yapip yapmadigt HPLC kromatogramlari incelenerek

degerlendirilmistir.

e Dogrusallik (Linearity)

Formiilasyon ¢calismalari: Rasajilinin asetonitril-su (35:65, h:h) karisimindaki
150 pg/mL konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden hareketle kalibrasyon dogrusu 8
konsantrasyon noktali (1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 ve 125 pg/mL) 6 tekrarli hazirlanarak
214 nm’de HPLC ile analiz edilmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari: Rasajilinin hiicre kiiltlirii ortaminda 50 pg/mL
konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden hareketle kalibrasyon dogrusu 8 noktali (0.25,
0.5, 1, 2,5, 10, 25 ve 50 pg/mL) 6 tekrarli hazirlanarak 214 nm’de HPLC ile analiz

edilmistir.

Bagrsak perfiizyonu ¢calismalari: Rasajilinin perflizyon ortaminda 250 pg/mL
konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden hareketle kalibrasyon dogrusu 8 konsantrasyon
noktali (1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 ve 125 pg/mL) 6 tekrarli hazirlanarak 214 nm’de
HPLC ile analiz edilmistir.
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Bagirsak perfiizyonu c¢alismalarinda referans madde olarak kullanilan
metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin her biri i¢in perfiizyon ortaminda 250
ng/mL’lik stok ¢ozeltilerinden hareketle kalibrasyon dogrular1 8 konsantrasyon noktali
(1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 ve 125 pg/mL) 6 tekrarli hazirlanarak 214 nm’de HPLC ile

analiz edilmistir.

Sprague Dawley cinsi bir erkek sicanin kalbinden genis uglu bir enjektor
yardimiyla alinan tam kan santrifiij edildikten sonra (3000 rpm 10 dk) plazma ve buffy
coat uzaklastirilmistir. Izotonik sodyum kloriir ile yikanan eritrositler %50 (h/h)
oraninda seyreltildikten sonra sican eritrositlerinin maksimum absorbans verdigi dalga
boyu 300-600 nm araliginda spektrumu alinarak tayin edilmistir. Yedi
konsantrasyonda (8.72, 17.4, 34.9, 69.8, 104.6, 139.5 ve 174.4 ug hemoglobin/mL)
hazirlanan eritrosit ¢ozeltilerinin absorbanslart maksimum dalga boyunda (412 nm)
Olciilerek lineer regresyon analizi ile standart dogru denklemi ve determinasyon

katsayisi tayin edilmistir.

Evans mavisinin (4,5 pg/mL) maksimum absorbans verdigi dalga boyu 400-
800 nm araliginda goriiniir bolge spektrumu alinarak tayin edilmistir. Evans mavisi
stok ¢ozeltisinden (EB: BSA 5:50 mg/mL) gerekli seyreltmeler yapilarak standart
cozeltiler (0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 pg/mL) elde edilmistir. Her bir 6rnegin verdigi
absorbans maksimum dalga boyunda (607 nm) 6lgiilerek standart dogru denklemi ve

determinasyon katsayis1 regresyon analizi ile hesaplanmigtir.

Konsantrasyonlar ve pik alanlar1 arasindaki iliskinin dogrusalligi dogrusal
regresyon analizi ile degerlendirilmistir. Regresyon analizi ile standart dogru denklemi
ve determinasyon katsayisi (R?) tayin edilmistir. Dogrusalligin gosterilmesi igin

R?’nin 1’e yakin bulunmasi gerekmektedir.

Ayrica, her analizin basinda ve sonunda 2 kalibrasyon serisi hazirlanarak giin

i¢i ve gilinler arasi farkliligin olup olmadig1 degerlendirilmistir.
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e Dogruluk (Accuracy)

Kullanilan analitik yontem ile elde edilen bulgularin gercek degerlere
yakinliginin gdsterilmesi amaciyla dogruluk analizi yapilmaktadir. Dogruluk analizi

kapsaminda:

Formiilasyon c¢alismalar1 i¢in diisiik, orta ve yliksek olmak iizere ti¢ farkl
konsantrasyonda (10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL) 6 tekrarli 6rnekler hazirlanarak

ayni giin igerisinde analizleri yapilmstir.

Hiicre kiiltiiri ve bagirsak perflizyonu calismalart i¢in ¢ farkh
konsantrasyonda (hiicre kiiltiirii caligsmalari: 2 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL; perfiizyon
caligmalari: 5 pg/mL, 50 pg/mL, 125 ng/mL) 6 tekrarli 6rnekler hazirlanarak ayni giin

icerisinde analizleri yapilmistir.

Analiz sonucunda elde edilen bulgularin gercek degerlere yakinliklari ortalama

bagil hata (% OBH) hesaplanarak degerlendirilmistir (Esitlik 3.1) (167).

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

Esitlikte, A: Tayin edilen konsantrasyon ve B: Gergek konsantrasyon olarak
verilmigtir. Dogrulugun gosterilmesi icin OBH’nin %15°den diisiik olmasi

gerekmektedir.

e Kaesinlik (Precision)

Bir yontemin birbirini izleyen Olglimleri arasindaki yakinligmin derecesini
ifade etmek amaciyla kesinlik ¢alismasi yapilmaktadir. Kesinlik, spesifik analiz
kosullar altinda elde edilen bagimsiz analitik sonuglar arasindaki uyumun derecesi
olup tesadiifi hatalarin dagilimi ile iliskilidir ve gercek degerle ilgisi yoktur. Sayisal
bir degeri de yoktur. Bir analitik yontemin kesinligi istatistiksel agidan yeterli

degerlendirmenin yapilacagi sayida, ayni konsantrasyondaki numunenin art arda
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Olciilerek ortalama, standart sapma (SS) ve varyasyon katsayis1 (VK) hesaplamasi ile
degerlendirilir. Kesinlik tekrar edilebilirlik (repeatability) ve tekrar elde edilebilirlik
(reproducibility) ile ifade edilir.

* Tekrar Edilebilirlik (Repeatability)

Ayni konsantrasyondaki rasajilin ¢ozeltisinden hareketle, aynm1 laboratuvar,
ayn1 analist ve ayn1 cihaz kullanilarak gergeklestirilen dlgiimlerde uyum ve uygunluk
incelenmistir. Bu amagla diisiik, ortak ve yiiksek konsantrasyonlarda (formiilasyon
calismalari i¢in 10, 50, 100 pg/mL; hiicre kiiltiirii calismalart igin 2, 10, 50 pg/mL;
bagirsak ve karaciger perfiizyonu g¢alismalari i¢in 5, 50, 125 pg/mL) numuneler
hazirlanarak her bir numune 6 kez art arda enjekte edilerek pik alanlari tayin edilmistir.

Pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar i¢in ortalama, SS ve VK hesaplanmustir.

« Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility)

Kullanilan analitik yontemin farkli deney zamanlarinda giivenilirliginin
kanitlanmasi icin tekrar elde edilebilirlik ¢aligmasi yapilmaktadir. Bu amagla diisiik,
ortak ve yliksek konsantrasyonlarda (formiilasyon ¢alismalar1 i¢in 10, 50, 100 pg/mL;
hiicre kiiltiirii ¢aligmalar i¢in (2, 10, 50 ug/mL, bagirsak ve karaciger perfiizyonu
caligmalari i¢in 5, 50, 125 pg/mL) 6 ayr1 numune hazirlanarak pik alanlar1t HPLC ile
214 nm’de tayin edilerek ortalama, SS ve VK hesaplanmistir.

e Duyarhlik (Sensitivity)

Rasajilin tayininde kullanilan analiz yontemlerinin duyarliliginin belirlenmesi
amaciyla saptanabilirlik (limit of detection; LOD) ve tayin edilebilirlik (lower limit of
quantification; LLOQ) smirlart incelenmistir. Teshis sinir1 (saptanabilirlik), sinyal:
giiriiltii oraninin 3:1 oldugu konsantrasyondur. Miktar tayini sinir1 (tayin edilebilirlik)
ise, analizi yapilan maddenin kabul edilebilir dogruluk ve tekrarlanabilirlikte tayin
edilebilecegi en diisiik konsantrasyon olup bu deger sinyal: giiriiltii oraninin 10:1

oldugu konsantrasyon degeridir.
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e Dayamikhhk (Stability)

Dayaniklilik, etkin maddenin analiz siiresince dayanikli olup olmadiginin
saptanabilmesi i¢in amaciyla yapilan bir validasyon ol¢iitiidiir. Rasajilinin belirli
konsantrasyonda hazirlanan  ¢0zeltisi, Olglim  siiresince etkin  maddenin
dayanikliliginin gosterilebilmesi icin 37°C sicaklikta bekletilerek degerlendirilmistir.
Formiilasyon ¢aligmalari i¢in 100 pg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltinin, hiicre kiiltiirii
calismalar1 i¢in 2, 10, 50 pg/mL, bagirsak perflizyonu g¢aligmalart icin 5, 50, 125
pg/mL konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin absorbanslar1 hazirlandig1 anda, 12. ve 24.

saatlerde okunarak konsantrasyonlardaki degisim incelenmistir.

3.4. Formiilasyon Calismalari

3.4.1. Eksipiyanlarin Secimi

Bu tez kapsaminda direkt basima uygun ODT formiilasyonu gelistirilmesi
hedeflendiginden, formiilasyonda kullanilacak eksipiyanlar bu amaca uygun olarak
secilmigtir. ODT’lerde en kritik parametrelerden birisi dagilma zamani oldugu igin,
farkli dagiticilarin (Avicel pH 102, misir nisastas1t gibi) formiilasyon performansi
tizerine etkisi incelenmistir. Ayrica farkli doldurucu (6r. piiskiirterek kurutulmus
laktoz, mannitol) ve farkli sliperdagiticilar (prejelatinize nisasta, Polyplasdone XL,
Polyplasdone XL-10, Ac-Di-Sol, Primojel), tatlandirict ajan (aspartam), kaydirici
(stearik asid) ve glidan (or. talk, aerosil) ajanlar formiilasyon gelistirilmesinde
kullanilmistir. Formiilasyondaki eksipiyanlarin miktarlar1 ve kombinasyonlar
degistirilerek 17 farkli ODT formiilasyonu gelistirimis (Tablo 3.2) ve

karakterizasyonlar1 yapilmistir.
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3.4.2. Direkt basim yontemine uygun ODT formiilasyonlarinin gelistirilmesi

Plasebo ODTs:

Optimum ODT formiilasyonunu belirlemek amaciyla etkin madde dozunun (1
mg) c¢ok diisik olmasi nedeniyle formiilasyon performasini etkilemeyecegi
diisiiniildiigii i¢in 6ncelikle sadece eksipiyanlari iceren plasebo ODT formiilasyonlari
gelistirilmistir. Tiim eksipiyanlar direkt basima uygun secildigi icin, ayrica direkt
basim yontemi hem daha ucuz hem de daha az basamak i¢ermesi nedeniyle zamandan

tasarruf sagladigi icin ODT’ler direkt basim yontemiyle basilmistir.

Direkt basim i¢in toz karisiminin hazirlanmasinda sterarik asit haricinde tim
eksipiyanlar (talk, laktoz ya da mannitol, avicel pH 102, aspartam, aerosil, misir
nisastasi ve siiperdagitict) sirasiyla eklenerek silindir karigtiricida homojen bir karisim
elde edilinceye kadar 5 dk siireyle kanstirtlmistir (Karigim A). Stearik asit elekten
gecirilip karisim A’ya eklendikten sonra 5 dk siireyle karistirilmistir (Karisim B).

Toz karigimlariin fiziksel 6zelliklerinin tayininden sonra (6r. y1gin agisi, akis
stiresi, goriinlir/vurus hacmi ve gorliniir/vurus yogunlugu), Karisim B Erweka AR 400
(Heusenstamm, Germany) tablet makinasi ile basilarak plasebo ODT’ler elde

edilmistir.

Rasajilin ODTs:

Plasebo ODT’lerin fiziksel 6zellikleri degerlendirilerek optimum bir ODT
formiilasyonu belirlendikten sonra rasajilin igeren ODT plasebo ODT’lerin
hazirlanisindaki gibi hazirlanmistir. Rasajilin ve diger eksipiyanlarin (talk, laktoz ya
da mannitol, avicel pH 102, aspartam, aerosil, misir nisastasi ve siiperdagitici)
homojen bir karisim elde edilinceye kadar silindir bir karistiriciya karigtirilmasiyla
Karisim A elde edilmistir. Stearik asit elendikten sonra Karisim A’ya eklenip 5 dk

siireyle karigtirllarak Karisim B elde edilmistir. Rasajilin igeren Karisim B’nin dnce
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fiziksel 6zellikleri tayin edilmis daha sonra Erweka AR 400 (Heusenstamm, Germany)

tablet makinasi ile basilarak rasajilin ODT elde edilmistir.

Tablo 3.2. Plasebo ODT formiilasyonlarinin Kkalitatif/kantitatif

eksipiyanlarin formiilasyondaki fonksiyonlari.

bilesimleri ve
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g2 2 |8|E|E |2 |E|E|8 5|2 |9 |3 B
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=< & |§|1&8 e |2 |6 |5 |& |88 8|8 |48
ODT1 |109,6 |- |40 |05 |25 |4 |34 |20 |20 |10 |- |- |- [210
ODT2 [109 |- |50 |03 |25 |25 (34 [12 |20 |10 |- |- |- [210
ODT3 [109 |- |50 |03 |25 |25 (34 [12 |20 |- |- |10 |- [210
ODT4 [109 |- |50 |03 |25 |25 (34 [12 |20 |- |- |- |10 [210
ODT5 |80 - |79 |03 [25 |25 [34 [12 |20 |10 [- |- [- (210
ODT6 |50 - [109 [0,3 [25 |25 [34 [12 |20 |10 [- [- [- (210
ODT 7 |80 - |71 |03 [25 |25 (34 [20 |20 |10 |- |- [- (210
ODT8 |80 - |71 |03 [25 |25 (34 [20 |20 |- (10 [- [- [210
ODT9 |70 - |71 |03 [25 |25 (34 [20 |20 |20 [- |- [- [210
ODT 10 | 60 - |71 |03 [25 |25 (34 [20 |20 |30 |- |- [- (210
ODT 11 | 70 - |71 |03 [25 |25 (34 [20 |20 |10 |- |10 |- [210
ODT 12 | 77 - |79 |03 [25 |25 (34 [15 |20 |10 |- |- [- [210
ODT 13 | - 50 (110 |0 25 (25 |34 |12 |20 [10 |- [- |- [210
ODT 14 |- 80 (80 |O 25 (25 |34 |12 |20 [10 |- [- |- [210
ODT 15 (703 |- |71 |03 |25 |25 |34 |20 |20 [15 |- |5 |- |210
ODT 16 | 70 - |71 |03 [25 |25 (34 [20 |20 |5 |- [15 |- [210
ODT 17 | 70 - |71 |03 [25 |25 (34 [20 |20 |- |- 20 [- (210
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3.4.3. Tozlarm Fiziksel Ozelliklerinin Tayini

Hazirlanan ODT toz karisimlarinin (plasebo ODT ve rasajilin ODT) fiziksel
Ozelliklerini tayin etmek amaciyla akis zamani ve yi18in agisi, goriiniir/vurus hacmi ve

dansitesi, nem igerigi tayin edilmistir.

o Akig Zamani ve Yigin Agist

Hazirlanan toz karigimlarinin yigin agis1 ve akis zamani1 Avrupa Farmakopesi
10.0’da belirtildigi gibi tayin edilmistir (17). Bu amagla dikey konumda sabitlenmis
ve alt ucu kapatilmig standart bir huniye 50 g toz karisimi eklenmis, daha sonra huninin
ucu acilarak tozun tamaminin huniden aktig siire kaydedilmistir. Akan toz karigiminin
diiz bir zeminde olusturdugu koninin yiiksekligi (h) ve cap1 (r) kullanilarak y1gin agis1

(ov) hesaplanmustir.

a= tan’(h/r) (3.2)

o  Goriiniir/Vurus Hacmi ve Yogunlugu

Toz karisimlarinin (50 g) gorliniir (Vio; mL) ve vurus (Vioo; mL) hacimleri
voliimiinometre cihazi (Aymes Company, Tiirkiye) kullanilarak sirasiyla 10 ve 100
vurus sonrasi tayin edilmistir. Gorliniir ve vurus dansiteleri agagida verilen esitlikler

(Esitlik 3.3 ve Esitlik 3.4) kullanilarak hesaplanmastir.
Goriiniir dansite (g/mL) =m/ V1o (3.3)
Vurus dansitesi (g/mL) =m/ V1o (3.4)

m: toz karigiminin agirhigi (g)



69

e Hausner Orani ve Basilabilirlik Indisi

Tozlarin basilabilirliginin degerlendirilemesi amaciyla Hausner orani ve

basilabilirlik indisleri hesaplanmistir.

Hausner Oran1 = V1o/ V100 (3.5)

Bastlabilirlik Indisi = (1-V100/V10) X 100 (3.6)

o Toz Karisuimlarinin Nem igerigi

Toz karigimlarinin nem igerigi bir nem tayin cihazi (MB45 Moisture Analyzer
Ohaus Corporation, Parsippany, NJ) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amagla toz
karisimi (5 g) sabit agirliga ulasincaya kadar isitilarak (105°C) agirlik kaybi (%)
kaydedilmistir.

3.4.4. Agizda Dagilan Tabletlerde Yapilan Kontroller

Plasebo ve rasajilin iceren ODT’lerin kalite 6zelliklerini tayin etmek amaciyla
cap, kalinlik, sertlik, ufalanma-aginma, 1slanma zamani ve su absorpsiyon orani ve

dagilma zamani tayin edilmistir.

e Cap, Kalinlik ve Sertlik Tayini

Her bir ODT’den rastgele 20 tablet secilerek cap (mm) ve kalinlik (mm)
degerleri Pharma Test PTB (Hainburg, Germany) cihazi kullanilarak ol¢iilmiistiir.
Tabletlerin sertlik (n=10) degerleri (Newton, N) Pharma Test PTB (Hainburg,

Germany) cihazi ile 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar ort = SS olarak verilmistir.
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e Ufalanma- Asinma- Kirilganlik (Friability) Tayini

Hazirlanan ODT’lerin ufalanma asinma oran1 Avrupa Farmakopesine 10.0’a
gore gergeklestirilmistir (17). Tablet agirligi 650mg’dan az oldugu igin yaklasik 6,5g’a
denk gelen kadar tablet tartilarak (Wo) friyabilitér cihazina (Pharma Test PTB
apparatus, Hainburg, Germany) yerlestirilerek 25rpm’de 4 dakika stirede 100 devir
sonunda tabletler cihazdan alinarak tozlari uzaklastirilmis ve tekrar tartilmistir (W3).
Ufalanma-aginmaya bagli agirlik kaybi (%) verilen esitlik (Esitlik 3.7) kullanilarak

hesaplanmustir.

% agirlk kaybt = === x 100 (3.7)

1

Avrupa Farmakopesine 10.0’a gore kapli olmayan tabletler i¢in agirlik kaybi
1%’den az olmalidir (17).

o Islanma Zamani ve Su absorpsiyon Orani (R)

Cift katlanmis bir pecete petri kabina yerlestirilerek oda sicakliginda distile su
ile 1slatilir (10 mL). Onceden tartilan ODT (n=3) 1slak pecete iizerine yerlestirilerek
tabletin tiim ylizeyinin su ile 1slanmasi i¢in gecen siire Olciilerek 1slanma siiresi tayin

edilir. Tamamen 1slanmis ODT tekrar tartilir (71, 168, 169).

Su absorpsiyon kapasitesi (R, %), kuru (Wa,) ve 1slak (Wp) tablet agirliklar:
kullanilarak asagida verilen esitlikle (Esitlik 3.8) hesaplanmustir.

Wa—Wp

R (%) = x 100 (3.8)

e Dagilma Siiresi Tayini

Gelistirilen ODT’lerin (n=6) dagilma siireleri 1000 mL distile su igerisinde (37
+ 2°C) dagilma cihaz1 (Parma test PTZ-S, Hainburg, Germany) kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Tiim tabletlerin tamamen dagildig: siire kaydedilmistir. Avrupa
Farmakopesi 10.0’a gore ODT’ler 3 dakika igerisinde dagilmalidir (17). Eger 1 veya
2 tablet dagilmazsa, dagilma testi 12 tabletle tekrar yapilir, 18 tabletten 16’s1
dagilmalidir.

e Optimum Formiilasyonda Gerceklestirilen Calismalar

Plasebo ODT toz karisimlarinin fiziksel 6zellikleri ve Plasebo ODT ’lerin kalite
kontrol testlerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda, ODT-9 optimum formiilasyon
(Tablo 3.2) olarak segilmistir. Rasajilin iceren ODT (ODT-9R; Tablo 3.3), plasebo
ODT-9’daki eksipiyanlar kullanilarak Boliim 3.4.2°de belirtildigi gibi hazirlanmistir.

ODT-9R toz karisiminin fiziksel oOzellikleri (akis zamani, y18in agisi,
gorliniir/vurug hacmi, goriinlir/vurus dansitesi, nem igerigi) ve ODT-9R tabletin
kontrol testleri (¢ap, kalinlik, sertlik, friabilite, dagilma, 1slanma zamani ve su
absorpsiyon orani) Boliim 3.4’de belirtildigi gibi yapilmistir. Ilave olarak hem plasebo
ODT-9 hem de ODT-9R i¢in FT-IR analizleri ger¢eklestirilmistir. Icerik tekdiizeligi

ve ¢ozlinme hizi ¢caligmalar1 sadece ODT-9R i¢in gerceklestirilmistir.

Tablo 3.3. ODT-9 ve ODT-9R Formiilasyonlari.

Formiilasyonlar ODT-9 ODT-9R
Icindekiler Miktar (mg) Miktar (mg)
Rasajilin mesilat - 1,56
Laktoz (spray-dried) 70,3 68,74
Avicel pH 102 71 71
Aspartam 0,3 0,3
Stearik Asit 2,5 2,5
Talk 2,5 2,5
Aerosil 3,4 3,4
Misir Nigastast 20 20
Prejelatinize Nisasta 20 20
Polyplasdone XL 20 20
Toplam 210 210
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e Fourier-transform Infrared Spektroskopisi (FT-1R)

Rasajilin mesilat, plasebo (ODT-9) ve rasajilin igeren ODT (ODT-9R)’in toz
karigimlart tablet igeriklerindeki miktarlar1 kadar FT-IR cihazina yerlestirilmis,
infrared spectra’lar1 4000 and 600cm™ araliginda Perkin- Elmer FT-IR (Waltham,
MA) cihazi kullanilarak alinmstir.

o Icerik Tekdiizeligi
Avrupa farmakopesi 10.0’a gore kaplanmamis tabletlerin etkin madde miktari
25mg veya daha az ise igerik tekdiizeligi testi yapilmalidir. Rasajilin iceren ODT
(ODT-9R)’deki etkin madde miktart 1 mg oldugu igin igerik tek diizeligi testi

yapilmustir.

Standart Cozelti Hazirligi (2 adet hazirlanir)

15,61 mg rasajilin mesilat (10mg rasajiline esdeger) 100mL’lik balon jojeye
hassas olarak tartilir. Yaklasik 25mL ¢oziicii ilave edilerek 10 dakika ultrasonik
banyoda ¢oziiliir ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlanir 0,45 um PVDF filtre ile stiziliir

ve viallere koyulur (Crasajitin=0,1 mg/mL).

Rasajilin 1mg Tablet Numune Cozeltisi Hazirlig: (2 adet hazirlanir)

Bu amagla, 20 ODT-9R tartilip ortalama tablet agirlig1 belirlendikten sonra
havanda toz edilmistir. Yaklasik 525,00 mg tablet tozu (2,5mg rasajiline esdeger)
25mL’lik balonjojeye tartilir, 15mL ¢oziicii eklenir. 10 dakika ultrasonik banyoda
¢oziiliir. Hacme ¢oziict ile tamamlanir. 0,45 um PVDF filtre ile siiziiliir ve viallere

koyulur (Crasajilin=0,1 mg/mL).

Rasajilin 1mg Tablet Icerik Tekdiizeligi Numune Cozeltisi Hazirligi (10 adet

hazirlanir)
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1 adet ODT-9R tablet 10mL’lik balonjojeye tartilir, SmL ¢dziicii eklenir. 10
dakika ultrasonik banyoda ¢oziiliir. Hacme ¢oziicii ile tamamlanir. 0,45 um PVDF

filtre ile stiziiliir ve viallere koyulur (Crasajiin=0,1 mg/mL).

Islem basamaklart:

I.  Standart 1 ¢ozeltisinden ardisik 2 enjeksiyon yapilir.
ii.  Standart 2 ¢ozeltisinden ardisik 6 enjeksiyon yapilir.
iii.  Numune ¢ozeltileri 2’ser kez enjekte edilir.
iv.  Icerik tekdiizeligi numune ¢dzeltileri 1’er kez enjekte edilir.
v.  Numune enjeksiyonundan sonra Standart 2 ¢6zeltisi kontrol standardi

olarak 2 kez enjekte edilir.

Standart uyumu Esitlik 3.9 kullanilarak hesaplanmistir.

Standart Uyumu (%)= (Rsta1XWstd2)/(Rsta2XWstd1)x100 (3.9

Rst1= Standart 1 ¢ozeltisinin ardisik 2 enjeksiyonundan elde edilen rasajilin mesilat
pik alanlarinin ortalamasi

Rsta>= Standart 2 ¢6zeltisinin ardisik 6 enjeksiyonundan elde edilen rasajilin mesilat
pik alanlarinin ortalamasi

Wstq1= Standart 1 tartimi, mg

Wstao= Standart 2 tartimi, mg

Rasajilin 1 mg Miktar Tayini Esitlik 3.10 kullanilarak hesaplanmuistir.

% Rasajilin=(Rn/Rs)X(Ws/100)xPx(25/ Wx)x(O.T.A/L)x(171.24/267.34)x100  (3.10)
Rn : Numune ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramdaki rasajilin mesilat pik alani
Rs: Standart 2 ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramdaki rasajilin mesilat pik alani

Ws : Standart 2 ¢ozeltisindeki rasajilin mesilat tartimi,mg

WNn : Numune tartimi, mg
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P : Standard potensi

O.T.A= Ortalama tablet agirlig1 (mg/ tb)

L : Etiketteki deger (Img)

MWHRr: Rasajilinin molekiil agirligi (171,24 g/mol)

MWhrwm : Rasajilin mesilatin molekiil agirhig: (267,34 g/mol)

Rasajilin igeren tabletin icerik tekdiizeligi Esitlik 3.11 kullanilarak

hesaplanmistir.

% Rasajilin= (Rn/Rs)X(Ws/100)xPx(10/L)x(171.24/267.34)x100 (3.11)

Rn : Ornek ¢ozeltisindeki rasajilin pik alan

Rs: Standart 2 ¢ozeltisindeki rasajilin pik alani

Ws :Standart 2 ¢ozeltisindeki rasajilin mesilat miktar1 (mg)
P : Standard potensi

L : Etiketteki deger (1mg)

MWR: Rasajilinin molekiil agirhig: (171,24 g/mol)

MWhrwm : Rasajilin mesilatin molekiil agirhigi (267,34 g/mol)

Kabul Kriterleri

i. Standart 2 ¢ozeltisinin ardistk 6 enjeksiyondan elde edilen
kromatogramdaki Rasajilin Mesilat pik alanlarmin relatif standart
sapma (%RSD) % 85’den fazla olmamalidir.

ii.  Standart 1 ve standart 2 uyumu % 98,0- 102,0 arasinda olmalidir.

Rasajilin 1mg tablet icin miktar tayini limiti %100,0+ %5 (%95,0- 105,0)
olmalidir. Rasajilin 1mg tablet i¢in igerik tekdiizeligi limiti EP.2.9.40’a uygun
olmalidir. Avrupa Farmakopesi 10.0’a gore tiim tabletlerin icerik tek diizeligi %85-
115 sinirlart igerisinde olmalidir. Tek bir tablet %85-115 sinirlar1 disindaysa veya bir
tablet ortalamanin %75-125 sinirlar1 disindaysa igerik tekdiizeligi kabul edilmez. Eger
%85-115 limitleri disinda olan tablet %75-125 sinirlar1 igerisindeyse, test 20 farkl
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tabletle tekrar edilir. Elde edilen 30 sonugtan bir tanesi %85-115 simirlar1 disinda

olabilir, ancak tiim tabletler %75-125 sinirlar1 igerisinde olmalidir (17).

o (oziinme Hizi Tayini

Rasajilin igeren ODT (ODT-9R)’in ¢6zlinme hiz1 ¢alismalar1 (n=6) ii¢ farkli
¢oziinme hizi ortaminda (distile su, 0,IN HCI, pH 6,8 fosfat tamponu) Sotax
Dissoliisyon Cihazi (Sotax Dissolution Apparatus, Binningerstrasse, Switzerland)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Cozlinme hizi ¢alismalar1 500 mL (37°C)’de USP
Aparat 2 (pedal) yontemi kullanilarak 50 rpm’de 20 dk siireyle yapilmistir. Daha 6nce
belirlenen zaman noktalarinda (2, 5, 10, 15 ve 20 dk), 2 mL 6rnek alinmig ve yerine
taze ortam eklenmistir. Ornekler 0,45um PVDF filtrelerden siiziildiikten sonra,
rasajilin miktar1 valide bir HPLC ydntemi ile tayin edilmistir. Cézilinen miktarlar (%)

hesaplanarak ¢oziinme hiz profilleri elde edilmistir.

3.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Rasajilinin permeabilitesini tayin etmek amaciyla yapilan ¢aligsmalar bagirsak
epitel hiicrelerini taklit eden kolon adenokarsinoma (Caco-2) hiicre hatt1 kullanilarak

gerceklestirilmigtir (170).

Dondurulmus Caco-2 hiicresi (pasaj sayisi: 28-32) 37°C’lik su banyosunda
¢Oziindiiriildiikten sonra kiiltlir ortamina laminar akis kabini icerisinde eklenmistir.
Hiicreler 1000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant atilmistir.
Hiicreler taze kiiltlir ortaminda (%10 fetal bovine serum- FBS, 50 {inite/mL penisilin
ve 50 pg/mL streptomisin iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM))
siispande edildikten sonra 25 ¢cm? hiicre kiiltiir kaplarma (flask) aktarilarak 37°C’de
%5 CO; igeren nemli bir ortamda 3 giin siireyle inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda
kiiltiir kaplarindaki ortam laminar akis kabini altinda uzaklastirilmis, yerine taze kiiltiir
ortami eklenmis ve inkiibasyona ayn1 kosullar altinda devam edilmistir. Hiicre kiiltiir
ortami her iki glinde bir ayni1 sekilde degistirilmistir. Hiicre yogunlugu %70-80 oranina

ulasinca hiicre kiiltiir kaplarindaki kiiltiir ortami laminar akis kabini altinda
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uzaklastirilarak hiicreler fosfatla tamponlanmig salin (Phosphate Buffered Saline-
PBS; pH 7,4) ile iki kez yikanmistir. Flasklara yapismis halde bulunan hiicreler tizerine
90,025 tripsin-EDTA ¢0zeltisi eklenerek 10 dakika siireyle inkiibatérde tutulmustur.

Inkiibatdrden alinan hiicre siispansiyonu besleme ortami igeren kaba eklenmistir.

Caco-2 hiicre siispansiyonlar1 12 kuyucuklu (0,4 pm) insertlere tripan mavisi
ile sayim yapildiktan sonra apikalde 100,000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde (500 pL
hiicre slispansiyonu) ekilmistir. Bazolateral tarafa ise sadece biiyiime ortami (1,5 mL)
eklendikten sonra plakalar %5 CO: igeren nemli bir ortamda 37°C’de inkiibe
edilmistir. Biiyiime ortami giin asir1 degistirilmig, 21 giin sonra Caco-2 hiicrelerinin
transepitel elektrik rezistans (TEER) degerleri Millicell-ERS epitel voltometre ile
olciilmiistir. TEER degeri 600 Qxcm?’den biiyiik olan hiicreler permeabilite

deneylerinde kullanilmistir.

Permeabilite deneylerinde kullanilmak tizere 25 mM D-glikoz ve 10 mM
HEPES igeren Hanks dengeli tuz ¢ozeltisi (Hanks Balanced Salt Solution, HBSS)
transport ortami olarak hazirlanmistir ve plaklardaki kiiltiir ortami ile degistirilmistir.
Oncelikle hiicreler %5 CO> igeren nemli bir ortamda 37°C’de 30 dk. boyunca 6n
inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyonun ardindan ortam tamamen
uzaklastirilmistir ve transport ortami igerisinde hazirlanan islem gérmemis rasajilinin
ve rasajilin i¢eren agizda dagilan tablet (ODT-9R) ¢o6zeltileri (10 uM) hazirlanmustir.
Apikale rasajilin iceren 500 pL. hacimde transport ortami, bazolaterale ise 1500 pL
transport ortami eklenmistir. 37°C ve 50-60 rpm kosullarindaki 2 saatlik inkiibasyonun
ardindan bazolateral kompartmandan 200 pL 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerdeki
rasajilin miktar1t HPLC ile analiz edilmis ve konsantrasyon degerleri kalibrasyon
dogrusu yardimiyla hesaplanmistir (154). Rasajilinin goriiniir permeabilitesi (Papp;

cm/sn) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

Papp = (Vbe) / (COAT) (3.12)

Vp: Bazolateral kompartmandaki tampon hacmi (cm?®)
Cb: Bazolateral kompartmandaki ilag konsantrasyonu (M)

Co: Apikal kompartmandaki baslangictaki ila¢ konsantrasyonu (M)
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A: Insertin yiizey alan1 (1.131 cm?)

T: Deney siiresi (sn)
3.6. Organ Perfiizyonu Calismalari
Tiim perfiizyon deneyleri, Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu  tarafindan  onaylanan  (2018/09-04)  protokol  dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Etik Kurul onay1r EK-1’de verilmistir.
Perfiizyon deneylerinde deney hayvani olarak literatiirde ¢ok sayida veri

bulunmasi, biiyilikliigliniin uygun olmasi nedeniyle Sprague Dawley cinsi saglikli

erkek sicanlar kullanilmistir.

3.6.1. In Situ Uclii Bagirsak Perfiizyonu Calismalar
e Perfiizyon Cozeltisi
Bagirsak segmentlerinin (jejunum, ileum, kolon) es zamanl olarak perflizyonu
amaciyla fenol kirmizisi igeren taze hazirlanmis MES tamponu kullanilmistir (Tablo

3.4).

Tablo 3.4. Bagirsak perflizyonu ¢alismalarinda kullanilan perfliizyon ¢o6zeltisinin

bilesimi.
Madde Konsantrasyon
MES tamponu 10 mM
NaCl 135 mM
KCI 5mM
Fenol kirmizisi 0,1 mg/mL

Bagirsak perfiizyonu ¢alismalarinda etkin madde dozunu belirlemek amaciyla
en sik kullanilan yaklagim etkin maddenin piyasada mevcut en yiiksek dozunun

(rasajilin 1 mg) 250 mL’ye bdliinmesidir. Bagirsak perflizyonu calismalarinda
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kullanilacak rasajilin dozunun belirlenmesinde de bu yaklagim benimsenmistir.
Perfiizyon deneylerinde rasajilin (4 pg/mL) model ilag, metoprolol tartarat (100
ng/mL) yiikksek permeabilite ajani, fenol kirmizisi (100 pg/mL) bagirsaklarda su
dengesine ulasilip ulasilmadigini tayin etmek amaciyla referans madde olarak
kullanilmistir.  Rasajilin, metoprolol tartarat ve fenol kirmizist MES tamponuna

eklenerek iyice karistirilmis ve perfiizyon deneylerinde kullanilmistir (154).

e Cerrabhi islemler

Bagirsak perfiizyon deneylerinde liimenden kayip esasina dayanan ve farkli
bagirsak segmentlerinin (jejunum, ileum, kolon) es zamanl olarak perfiize edildigi in

situ single pass bagirsak perflizyon teknigi kullanilmistir.

Sprague Dawley cinsi siganlar (n=6) standart sigan diyeti ile beslenmis ve
deneyden bir gece once igme sulari kisitlanmadan ag¢ birakilmiglardir. Cerrahi islemler
anestezi altinda gerceklestirilmistir. Anestezi ketamin (90 mg/kg) ve ksilazin (5
mg/kg)’in intraperitonel (i,p.) olarak verilmesiyle saglanmistir. Anestezi derinligi
sicanlarin  ayak  parmaklarinin  sikistirilmasima  verilen  reaksiyona  gore
degerlendirilmistir. Deney boyunca anestezi derinligi takip edilerek gerektiginde ek
doz ketamin-ksilazin kombinasyonu uygulanmistir. Karin duvari orta hat boyunca
kesildikten sonra jejunum, ileum ve kolon ag¢iga cikarilmistir. Perflize edilecek
bagirsak segmenti uzunluklari jejunum i¢in 4,0-10,0 cm, ileum i¢in 3,0-4,8 cm ve
kolon i¢in 2,0-3,0 cm olarak ayarlanmistir ve bolgedeki kan akimi korunarak
izolasyonlar1 saglanmistir. Izole edilen bagirsak segmentlerinin proksimal ve distal
uclarma silikon tiipler yerlestirilerek cerrahi iplikle sabitlenmistir. Izole bagirsak
segmenti serum fizyolojik (37°C) ile yikanarak temizlenmis ve temizlenme gostergesi
olarak ¢ozeltinin berrak gelmesi esas alinmistir. Peristaltik pompa araciligiyla akis hiz1
0,2 mL/dk olacak sekilde ayarlanmis ve deney sirasinda perfiizyon ¢ozeltisi sirkiile

edilmemistir (171).

Deneyler 37°C’ye  ayarlanmis  bir perfiizyon kabini igerisinde

gergeklestirilmistir. Perfiize edilen bagirsak segmentlerin deney sirasinda kurumasini
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onlemek amaciyla serum fizyolojik ile ara ara islatilmig ve lizerleri parafilm ile
kapatilmistir. Her deney sonunda hayvanlar eksanguinasyon yontemi ile 6ldiiriilmiis
ve perfiize edilen segmentler ¢ikartildiktan sonra uzunluklar1 tekrar Ol¢iilmiistiir.

Perfiizyon sistemi ve cerrahi islem sematik olarak Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Jejunum Girig lleum Girig

Kolon Girng

Jejunum Cikis
lleum Cikis

Kolon Cikig

Peristaltik Pompa

Sekil 3.1. Perfiizyon sistemi ve cerrahi yontemin sematik olarak gosterilmesi.

Tiim segmentler dengeye ulastiktan sonra, jejunum, ileum ve kolon rasajilin -
metoprolol tartarat ya da rasajilinle ODT eksipiyanlar1 -metoprolol tartarat karigimini
igceren MES tamponu ile es zamanli olarak 60 dk siireyle perfiize edilerek her 5 dk’da
bir numune toplanmistir. Toplanan numunelerdeki rasajilin miktar1 valide edilmis

HPLC yontemi ile tayin edilmistir.
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e Bagirsak Perfiizyonu Veri Analizi

Rasajilinin farkli bagirsak segmentlerinden (ileum, jejunum ve kolon)

permeabilitesi (Pefr) Esitlik 3.13 kullanilarak tayin edilmistir.

C
QIn(2h)’
Cin
Fetf =
2.7.R.L (3_13)

Q: Akis hiz1 (mL/s)

(Cout/Cin)": Su tasinmasi igin diizeltilmis ¢ikis ve giris (rezervuar) ilag
konsantrasyonuna orani

R: Perfiize edilen bagirsak segmentinin yarigapi (cm)

L: Perfiize edilen bagirsak segmentinin uzunlugu (cm)

Segmentlerin ortalama yarigaplar1 jejunum ve ileum i¢in 0,18 cm, kolon i¢in
0,2 cm olarak kabul edilmistir (172). Formiilde verilen (Cout/Cin)' orant (Cout/Cin
diizeltilmis) asagida verilen Esitlik 3.14 kullanilarak hesaplanmaistir:

(CCL::)I = (%) ilag x (Ccol:t) fenol kirmizisi (3.14)

Segmente giren ve segmentten ¢ikan perflizyon ¢ozeltisindeki fenol
kirmizisinin konsantrasyon degerleri kullanilarak net su akist degeri (Net Water Flux;

NWF) Esitlik 3.15 ile hesaplanmistir.

Q.[l- (%) fenol k1rm121s1]

in

NWF= (3.15)

L

NWF degerini hesaplamak icin farkli yontemler de kullanilmaktadir.

Bunlardan birisi gravimetrik yoéntem bir digeri **C- PEG-3500 ile yapilan 6l¢iimlerdir
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(173, 174). Bu g¢alismada bagirsaklardaki su dengesini incelemek amaciyla en sik

kullanilan fenol kirmizisi kullanilmistir.

NWEF degerinin negatif ¢ikmasi, mukozal (liimen) taraftan serozal (kan) tarafa
dogru bir siv1 akisinin (absorpsiyon) oldugunu gosterir. Pozitif olmasi durumunda ise

stvinin segmente dogru salgilandigini (sekresyon) gostermektedir (175-178).

3.6.2. In Situ Karaciger Perfiizyonu Calismalar:

e Perfiizyon cozeltisi

Perfiizyon ¢ozeltisi olarak glikoz (3 g/L) ve sodyum taurokolat (6 mg/L) iceren
Krebs-bikarbonat ¢ozeltisi (Tablo 3.5) kullamilmistir. Taze olarak hazirlanan
perflizyon ¢ozeltisi membran filtreden (0,45 um) siiziildiikten sonra 30 dk siireyle
karbojen gazi (%95 oksijen, %5 karbondioksit) ile oksijenlendirilmis ve pH’s1 7,4°e

ayarlanmugtir.

Tablo 3.5. Karaciger perfiizyonu ¢alismalarinda kullanilan perfiizyon ¢6zeltisinin

bilesimi.

Madde Konsantrasyon (g/L)
Sodyum klortir 6,92

Sodyum bikarbonat 2,09

Kalsiyum klortir dihidrat 0,37

Potasyum kloriir 0,35

Magnezyum siilfat heptahidrat 0,29

Potasyum dihidrojen fosfat 0,16

Glikoz 3,00

Sodyum taurokolat 0,006
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e  Perfiizyon Sistemi

Karaciger perflizyonu deneyleri, rezervuar, kabarcik tutucu ve peristaltik
pompanin yer aldigi 1s1 kontrolli bir kabin igerisinde (37°C) igerisinde
gerceklestirilmistir. Plastik tiipler (tubings) araciligiyla perfliizyon ¢6zeltisinin
rezervuardan kabarcik tutucuya ve oradan da portal vene akisi bir peristaltik pompa ile

15 mL/dakika olacak sekilde ayarlanmistir. Perfiizyon ¢ozeltisi sirkiile edilmemistir.

e Cerrahi islemler

Karaciger donorii olarak erkek (250-300g) Sprague Dawley sicanlart (n=6)
kullanilmistir. On iki saat aydinlik on iki saat karanlik dongiisiine tabi tutulan
hayvanlar standart sican diyeti ile beslenerek deneyden donce a¢ birakilmamistir.
Cerrahi islemler ketamin (90 mg/kg)- ksilazin (5 mg/kg) kombinasyonunun i.p. olarak
uygulanmasiyla saglanan anestezi altinda gerceklestirilmistir. Perfiizyon islemi
sirasinda karacigerin kandan temizlenmesini kolaylagtirmak amaci ile 1000 I1U

sodyum heparin ketamin-ksilazinden hemen sonra i.p. olarak enjekte edilmistir.

Karin duvarnt kuyruk bdlgesinden bagslayarak gogiis kafesi hizasina kadar
anestezi altinda kesilerek karin bolgesinin icerigi hayvanin soluna alinarak karaciger,
portal ven, safra kanali agiga ¢ikarilmistir. Safra kanali bir PE10 tiip ile kaniile edilmis
ve perflizyon deneyi siiresince safra bir ependorf tiip igerisine toplanmistir. Portal ven
etrafina iki adet, abdominal vena cava etrafina ise bir adet cerrahi iplik (3/0)
yerlestirildikten sonra portal ven bir 16GA (1,7 mm dis ¢ap x 45 mm) kateterle kaniile
edilerek bir peristaltik pompa araciligi ile perfiizyon islemine baslanmistir. Perfiizyon
¢ozeltisinin (pH 7,4, 37°C) akis hiz1 15 mL/dakika olacak sekilde ayarlanmuistir.
Kateter sikica baglandiktan sonra gogiis kafesi kesilerek kalbin sag atriumundan
sokulan bir 14GA Kkateter (2,1 mm dis cap X 45 mm) aracilig1 ile hepatik ven kaniile
edilmistir (Sekil 3.2). Bu asamada hayvan 6lmektedir. Gevsek haldeki tiim cerrahi
iplikler sikica baglandiktan sonra karaciger izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi ile

1slatilmis ve kurumay1 6nlemek amaciyla bir parca parafilm ile kaplanmigtir. Organin
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canlilig1 gorsel olarak, safra akis1 ve perfiizatin volumetrik degeri kullanilarak tayin

edilmistir.

Karacigerin 20 dk stabilizasyonundan sonra, rasajilin ¢ozeltisi bir enjeksiyon
portu araciligiyla (extension set with T piece and Luer Lock) PV igerisine bolus dozda
(0,25 mg/mL; 50 pL) bir Hamilton siringasiyla enjekte edilmistir.  Bolus
enjeksiyondan hemen sonra perfiizat 6rnekleri her 3 saniyede bir 3 dk siireyle bir 6rnek
toplayict ile, daha sonra 15dk’ya kadar de elle toplanmistir. Deneylerin
tamamlanmasindan sonra perfiize edilen karaciger ¢ikarilarak tartilmigtir. Toplanan
numunelerdeki rasajilin miktar1 valide edilmis HPLC yontemi (Boliim 3.3) ile tayin

edilmistir.

Ayrica, vaskiiler hacim tayini i¢in eritrosit (RBC, 25 uL, 30 sn), ekstraseliiler
hacim tayini i¢cin Evans mavisi (EB, Smg/mL; 60 sn) ayr1 ayr1 bolus dozda PV igerisine
enjekte edilmis ve zamanin fonksiyonu olarak perfiizat 6rnekleri toplanmistir. Eritrosit
ve Evans mavisinin en yiiksek absorbans verdigi dalga boyu tayin edildikten sonra
(Eritrosit i¢in 412 nm, Evans mavisi i¢in 607 nm) numunelerdeki referans madde

miktarlari kolorimetrik olarak tayin edilmistir.
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Kateter

Vena Cava

Karaciger

Portal Ven

Kateter

v
Safra Kanah

Sekil 3.2. Karacigerin portal venden perfiizyonu amaciyla yapilan cerrahi islemler.

e Karaciger Perfiizyonu Veri Analizi

Rasajilin konsantrasyonu agagida verilen esitlik kullanilarak frekans dagilimi

(f(t); 1/sn) olarak ifade edilmistir.
c®.Q
fo = <22 (3.16

C(t): Rasajilin konsantrasyonu
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Q: Perfiizyon ¢ozeltisi akis hizi (mL/sn),
D: Enjekte edilen doz (mg/mL)

Perflizyon sisteminin karaciger haricindeki kisimlarindaki (nonhepatik bolge)
gecikme, karacigere giren ve karacigerden ¢ikan kataterler birlestirilerek tayin edilmis
(yaklasik 2 saniye) ve bu gecikme siiresi tiim 6érnekleme zamanlarindan ¢ikarilmistir.
Maksimum frekans (fmaks) ve maksimum frekansa ulasma zamani (tmaks) frekans-zaman

verilerinden tayin edilmistir.

Frekans- zaman profillerinden egri altinda kalan alan (AUC) ve ortalama gegis
zamani (MTT) hesaplanmustir (Esitlik 3.17, Esitlik 3.18).

AUC = [” f(t).dt (3.17)
MTT = % (3.18)

Referans maddelerin (RBC ve EB) hepatik dagilma hacimleri Esitlik 3.19

kullanilarak hesaplanmaistir.

V =Q.MTT (3.19)

Karacigerin total su hacmi liyofilizasyon yontemi kullanilarak tayin edilmistir
(179). Bu amagla deneyden hemen sonra tartilan karacigerler (Wyas) -20°C’de
dondurulduktan sonra liyofilizatérde 24 saat (-50°C) kurutulduktan sonra tekrar
tartilmistir (Wkuru). Karacigerin total su hacmi yas ve kuru agirliklar arasindaki farktan

hesaplanmistir (Esitlik 3.20).
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Wyas_ Wkuru (320)

[ total
W kuru

Interstisyel (Viny ve intraseliiler (Vinra) karaciger hacimleri vaskiiler (Vrac),

ekstraseliiler (Veg) ve total hacim (Viotar) kullanilarak hesaplanmustir.
Vint: = Vep — Vren (3.21)
Vintra = Viotar — Vs (3.22)

Rasajilinin hepatik klerensi (CL, mL/sn) perfiizyon hizi (Q) ve ekstraksiyon

orani (E) kullanilarak hesaplanmistir.
CL=Q.E (3.23)

Ekstraksiyon orani, rasajilinin frekans-zaman profilinin egri altinda kalan
alanindan tayin edilen hepatik geri kazanim (F) degeri kullanilarak hesaplanmistir (E=
1-F).

3.7. istatistiksel Analiz

Deneysel c¢alismalardan elde edilen tiim veriler Ortalama+SS olarak
tablolanmustir. Istatistiksel analizlerde giiven araligi %95 olarak secilmistir. Gruplar
arasindaki farkliligin 6nemliligi elde edilen p degerinin a (=0,05) yanilma diizeyinden
biiyiik (p>a, istatistiksel olarak anlamsiz) veya kii¢iik (p<a istatistiksel olarak anlaml1)
olmasina gore degerlendirilmistir. Istatistiksel karsilastirma igin ¢ift yonlii Student’s t-

testi kullanilmastir.
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4. BULGULAR

4.1. Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Deneysel caligmalardan elde edilen numunelerin analizinde kullanilan analitik
yontemin validasyonu amaciyla Boliim 3.3.1°de belirtildigi gibi 6zgiilliik, dogrusallik,
dogruluk, kesinlik (tekrar edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik), duyarlilik,
saptanabilirlik sinir1 ve tayin edilebilirlik sinir1, dayaniklilik (etkin maddenin
saptanmasi ve tayini agamasinda) Olgiitleri incelenmistir. Validasyon g¢alismalari
kapsaminda elde edilen bulgular Boliim 4.1.1. Formiilasyon Calismalar1 ve Boliim

4.1.2 Hiicre kiiltiirii ve Perfiizyon Calismalar1 basliklar altinda sunulmustur.

4.1.1. Formiilasyon Calismalari

Rasajilinin DAD dedektorli HPLC analizinde en yiiksek absorbansin
gorildigi dalga boyu 214 nm ve retansiyon zamani 6,60 dk olarak tayin edilmistir

(Sekil 4.1).

mAU Max Intensity - 119,700
125—.” 14nm.4nm (1.00

1004 |
75 |
504 |

25+ /

0.0 1.0 200 30 40 5.0 6.0 70 min
Sekil 4.1. Asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65, h:h) mobil faz sisteminde rasajiline (10
pg/mL) ait HPLC kromatogrami.
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e Kalibrasyon Dogrusu

Formiilasyon ¢alismalar1 kapsaminda yapilan calismalardan elde edilen
numunelerdeki rasajilinin miktar tayininde kullanilan kalibrasyon dogrusu ve

denklemi Sekil 4.2°de verilmistir.

2500000
2000000
=)
g 1500000 y =16370x - 47,829
= R?=0,9999
=
=
< 1000000
=
&
500000
0
0 20 40 60 80 100 120 140
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.2. Rasajilinin asetonitril:tampon (pH:6,2) mobil faz sistemindeki kalibrasyon

dogrusu ve denklemi (ortalama +SS; n=6)

e Ozgiilliik (Specificity)

Formiilasyonunda yer alan yardimci maddelerin rasajilin’in maksimum
absorbans verdigi 214 nm’de bir pik verip vermedigini incelemek amaciyla etkin
icermeyen (plasebo ODT-9) ve etkin madde igeren optimum ODT (ODT-9R)
formiilasyonlarina ait ¢ozeltilerin HPLC kromatogramlar1 Boliim 3.3.1°de verilen ayn1
analiz kosullarinda elde edilmis ve kullanilan yardimec1 maddelerin rasajilin ile ayni

yerde pik vermedikleri gozlenmistir (Sekil 4.3-4.5).
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Sekil 4.3. Asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65, h:h) mobil faz sistemindeki ¢oziiciiye
(asetonitril-su) ait HPLC kromatogrami.
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Sekil 4.4. Asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65, h:h) mobil faz sistemindeki plasebo
ODT-9’a ait HPLC kromatograma.
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Sekil 4.5. Asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65, h:h) mobil faz sisteminde rasajilin
iceren ODT-9R’a ait HPLC kromatogrami.

e Dogrusallik (Linearity)

Rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin dogrusalligi tanimlayicilik
(determinasyon) katsaymin 1’e yakinligina gore degerlendirilmistir. Regresyon analizi
sonucu determinasyon katsayis1 R%= 0,9999 olarak bulunmus ve konsantrasyon ve

absorbans degerleri arasindaki iliskinin dogrusal oldugu gosterilmistir (Sekil 4.2;
Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Rasajiline ait dogrusallik bulgulari (n=6).

Dogru Denklemi y=16370x+47,829
Egimin Standart Hatasi 158,1442
Kesisimin Standart Hatasi 144,2549
Determinasyon Katsayisi (R?) 0,9999
Dogrusallik Arahg: (ng/mL) 1-125
Nokta Sayis1 8

LOD (ng/mL) 99,24
LLOQ (ng/mL) 330,81
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e Dogruluk (Accuracy)

Rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin dogrulugunu gostermek
amactyla diisiik, orta, yiiksek (10, 50, 100 pg/mL) olmak tizere {i¢ farkli konsantrasyon
diizeyinde yapilan ¢alismalardan (Bolim 3.3.1) elde edilen bulgular Tablo 4.2’de
verilmistir. Tiim konsantrasyon degerleri i¢in OBH degerleri %1,5’ten kii¢iik

bulunmustur.

Tablo 4.2. Rasajilinin tayininde kullanilan analitik yonteme ait dogruluk bulgular
(n=6).

Eklenen Konsantrasyon Tayin Edilen

(ng/mL) Konsantrasyon (ug/mL) V6 OBH
10 50 100 9,870 | 48,943 | 99,330 | -1,296 | -2,114 |-0,670
10 50 100 9,779 | 49,556 | 103,733 -2,210 | 0,888 | 3,733
10 50 100 9,804 | 48,905 | 99,337 | -1,963 | -2,190 |-0,663
10 50 100 10,366 | 49,094 | 99,399 | 3,662 | -1,812 |-0,601
10 50 100 9,903 | 49,886 | 99,582 | -0,966 | -0,227 |-0,418
10 50 100 9,854 | 50,567 | 101,328 -1,464 | 1,134 | 1,328
Ortalama 9,929 | 49,492 | 100,452 | -0,706 | -1,016 | 0,452
SS 0,219 0,651 | 1,783 | 2,187 | 1,302 | 1,783

e Kaesinlik (Precision)

Rasajilin tayininde kullanilan analitik yontemin kesinligi tekrar edilebilirlik ve
tekrar elde edilebilirlik calismalarindan elde edilen bulgular dogrultusunda

degerlendirilmistir.
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e Tekrar Edilebilirlik (Repeatability)

Rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar edilebilirligi Boliim
3.3.1’de belirtildigi gibi ii¢ farkli konsantrasyon diizeyinde (10, 50, 100 pg/mL)
incelenerek elde edilen bulgular Tablo 4.3’de verilmistir. Calisilan konsantrasyon
diizeyleri i¢in VK degerlerinin  %2’den kiigiik bulunmasi yontemin tekrar

edilebilirligini gdstermistir.

Tablo 4.3. Rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar edilebilirlik

bulgular: (ortalama+SS; n=6).

Konsantrasyon Tayin edilen
Y Pik Alam Konsantrasyon | Ortalama+SS | VK(%)
(ng/mL
(ng/mL)
162015 9.900
161036 9,840
9,872
161730 9,883
10 + 0,470
162529 9.031
0,046
161680 9,880
160367 9.799
809892 49,477
812213 49,619
49,508
810610 49,521
50 + 0,121
809383 49.446
0,060
810263 49,500
809996 49,483
1613602 98,574
1613175 98.548
98,424
1613249 98,552
+ 0,190
100 1610697 98,396
0,187
1610648 98,393
1605517 98,080
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e Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility)

Rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar elde edilebilirligi
Boliim 3.3.1°de belirtildigi gibi li¢ farkli konsantrasyon diizeyinde (10, 50, 100 pg/mL)
incelenerek elde edilen bulgular Tablo 4.4’de verilmistir. Caligilan tiim konsantrasyon
diizeyleri i¢cin VK degerlerinin %2’den kiigiik bulunmasi yontemin tekrar elde

edilebilirligini gdstermistir.

Tablo 4.4. Rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar elde edilebilirlik

bulgular1 (ortalama+SS; n=6).

Konsantrasyon Tayin edilen
( /mL)y Pik Alam Konsantrasyon | Ortalama+SS | VK(%0)
e (ng/mL)
162071 9.903
160035 9.779
9,777
158421 9,680
10 + 0,947
161255 9.854
0,093
159978 9.776
158233 9.669
808412 29,387
811234 49,559
49,462
804270 49,134
50 + 0,355
811184 49,556
0,176
811335 49,565
811443 49572
1616094 98,726
1612697 98,518
98,270
1609498 98,323
+ 0,329
100 1601392 97.828
0,324
1607040 98,173
1605099 98,054
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e Duyarhlik (Sensitivity)

Rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin LOD degeri 99 ng/mL ve
LLOQ degeri ise 330 ng/mL olarak bulunmustur (Tablo 4.1).

e Dayamkhhk (Stability)

Rasajilinin analiz siiresince dayanikliligini1 géstermek amaciyla 24 saat siireyle
37°C’de yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular Tablo 4.5’de verilmistir. Bu siire
sonunda tayin edilen rasajilin VK’sinin %2’den kiigiik olmasi numunelerin 24 saat

stireyle dayanikli oldugunun bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Tablo 4.5. Rasajilinin analiz siiresinde dayanikliligini gostermek amaciyla yapilan

calismalardan elde edilen bulgular (n=6).

Tayin Edilen
Konsantrasyon 12. 24, Ortalama
0. saat SS | VK (%)
(ng/mL) saat saat | Konsantrasyon
(ng/mL)
100 98,270 | 98,271 | 98,176 98,239 0,153 | 0,156

4.1.2. Hiicre Kiiltiirii ve Perfiizyon Calismalar

e Kalibrasyon Dogrusu

Hiicre kiiltiirii calismalari: Bu kapsamda yapilan ¢alismalardan elde edilen

numunelerdeki rasajilinin miktar tayininde kullanilan kalibrasyon dogrusu ve HPLC

kromatogramlari Sekil 4.6 - 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.6. Rasajilinin (5pg/mL) hiicre kiiltiiri ortaminda asetonitril:tampon (pH:6,2)
(35:65; h:h) mobil faz sistemindeki HPLC kromatogrami (rasajilinin alikonma zamant:
6.189 dk).
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Sekil 4.7. Rasajilinin hiicre kiiltiirii ortaminda asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65; h:h)

mobil faz sistemindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi (ortalama +SS; n=6).

Bagwrsak perfiizyonu ¢alismalari: Bu kapsamda yapilan caligmalardan elde edilen
numunelerdeki rasajilin, metoprolol ve fenol kirmizisinin miktar tayininde kullanilan

kalibrasyon dogrular1 ve HPLC kromatogramlari Sekil 4.8 - 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Rasajilinin (125 pg/mL) bagirsak perflizyonu ortaminda asetonitril:tampon
(pH:6,2) (35:65; h:h) mobil faz sistemindeki HPLC kromatogrami (rasajilinin

alikonma zamani: 5,58 dk).
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Sekil 4.9. Rasajilinin bagirsak perfiizyonu ortaminda asetonitril:tampon (pH:6,2)
(35:65; h:h) mobil faz sistemindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi (ortalama +SS;
n=6).
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Sekil 4.10. Metoprolol tartaratin (125 pg/mL) bagirsak perfiizyonu ortaminda
asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65; h:h) mobil faz sistemindeki HPLC kromatogrami

(metoprolol tartaratin alikonma alikonma zamani: 3,28 dk).
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Sekil 4.11. Metoprolol tartaratin bagirsak perflizyonu ortaminda asetonitril:tampon

(pH:6,2) (35:65; h:h) mobil faz sistemindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi

(ortalama +SS; n=6).
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Sekil 4.12. Fenol kirmizisinin (125 pg/mL) bagirsak perflizyonu ortaminda
asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65) mobil faz sistemindeki HPLC kromatogrami

(fenol kirmizis1 alikonma zamani: 1,97 dk).
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Sekil 4.13. Fenol kirmizisinin bagirsak perflizyonu ortaminda asetonitril:tampon

(pH:6.2) (35:65; h:h) mobil faz sistemindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi

(ortalama £SS; n=6).

Karaciger perfiizyonu calismalari: Bu kapsamda yapilan calismalardan elde edilen

numunelerdeki Eritrosit ve Evans mavisinin miktar tayininde kullanilan kalibrasyon

dogrular1 ve UV spektrumlar1 Sekil 4.14 - 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.14. Sigan eritrositlerin 300-600 nm dalga boyu araligindaki UV spektrumu.
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Sekil 4.15. Karaciger perfiizyonu c¢aligmalarinda kullanilan eritrositlerin tayini

amaciyla kullanilan kalibrasyon dogrusu ve denklemi (Amaks=412 nm).
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Sekil 4. 16. Evans mavisinin 400-800 nm dalga boyu araliginda UV spektrumu.
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Sekil 4.17. Karaciger perflizyonu ¢alismalarinda kullanilan Evans mavisinin tayini

amaciyla kullanilan kalibrasyon dogrusu ve denklemi (Amaks=607 nm).
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e  Ozgiilliik (Specificity)

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari: Hiicre kiltiirii ortaminin etkin madde i¢cermeyen
(plasebo ODT-9) ve etkin madde igeren optimum ODT (ODT-9R) formiilasyonlarina
ait ¢ozeltilerin rasajilin’in maksimum absorbans verdigi 214 nm’de bir pik verip
vermediginin incelemek amaciyla HPLC kromatogramlar1 Boliim 3.3’de verilen ayni
analiz kosullarinda elde edilmis ve rasajilin ile aym yerde pik vermedikleri

gozlenmistir (Sekil 4.18- 4.20).

mAU _
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25
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Sekil 4.18. Hiicre kiiltiirii ortamin (25 mM D-glikoz ve 10 mM HEPES igeren HBSS
transport ortami) asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65; h:h) mobil faz sistemindeki
HPLC kromatograma.
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Sekil 4.19. Hiicre kiiltiiri ortaminda asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65, h:h) mobil faz
sistemindeki plasebo ODT-9’a ait HPLC kromatogramiu.
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Sekil 4.20. Hiicre kiiltiirii ortaminda asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65, h:h) mobil faz

sisteminde rasajilin iceren ODT-9R’a ait HPLC kromatogramu.

Bagirsak perfiizyonu calismalari: Bagirsak perflizyonu ¢alismalarinda
kullanilan ortamin ve referans maddelerin (metoprolol tartarat ve fenol kirmizisi)
rasajilin’in maksimum absorbans verdigi 214 nm’de bir pik verip vermedigini
incelemek amaciyla HPLC kromatogramlar1 Boliim 3.3’de verilen ayni analiz
kosullarinda elde edilmis ve rasajilin ile ayn1 yerde pik vermedikleri gozlenmistir

(Sekil 4.21- 4.23).
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Sekil 4.21. Bagirsak perfiizyonu ¢alismalarinda kullanilan ortamim (MES tamponu,
referans maddeler olmadan) asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65; h:h) mobil faz

sistemindeki HPLC kromatograma.
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Sekil 4.22. Bagirsak perflizyonu ortami ve metanol karisiminin asetonitril:tampon
(pH:6,2) (35:65; h:h) mobil faz sistemindeki HPLC kromatograma.
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Sekil 4.23. Bagirsak perfiizyonu ortamindaki fenol kirmizisi (100 ug/mL ), metoprolol
tartarat (125 pg/mL) ve rasajilinin (50 pg/mL) asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65:
h:h)) mobil faz sistemindeki HPLC kromatogramlar1 (alikonma zamanlari; fenol

kirmizis1:1,97 dk; metoprolol tartarat: 3,28 dk; rasajilin:5,58 dk).

Karaciger perfiizyonu calismalari: Karaciger perfiizyonu c¢aligmalarinda
sadece ¢Oziicli ortaminin degigmesi ve diger tiim parametrelerin ayni kalmasi
nedeniyle sadece 6zgiilliik tayini yapilmis, elde edilen HPLC kromatogramlari (Sekil
4.24 ve Sekil 4.25) ile perflizyon ortaminda bulunan hicbir bilesenin rasajilinle ayni

anda pik vermedigi gosterildigi i¢in yontemin 6zgiil olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4.24 Karaciger perfiizyon ¢alismalarinda kullanilan ortamin (Krebs bikarbonat
¢ozeltisi) asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65; h:h) mobil faz sistemindeki HPLC
kromatogrami.
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Sekil 4.25. Karaciger perflizyon ortaminda asetonitril:tampon (pH:6,2) (35:65; h:h)

mobil faz sisteminde rasajilinin HPLC kromatogrami.

e Dogrusallik (Linearity)

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari: Hiicre kiltirii calismalarindan elde edilen

numunelerdeki rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin dogrusallig

tanimlayicilik (determinasyon) katsayimin 1°e yakinligina gore degerlendirilmistir.
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Regresyon analizi sonucu determinasyon katsayis1 R?= 0,9999 olarak
bulunmus, konsantrasyon ve absorbans degerleri arasindaki iliskinin dogrusal oldugu

kabul edilmistir (Sekil 4.7; Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarindan elde edilen numunelerdeki rasajilinin
tayininde kullanilan analitik yontemin dogrusallik bulgulart (n=6).

Dogru Denklemi y=15589x+149,6
Egimin Standart Hatas: 3,4759757
Kesisimin Standart Hatasi 26,957853
Determinasyon Katsayisi (R?) 1,000
Dogrusallik Arahgi (ng/mL) 0,25-50
Nokta Sayis1 8

LOD (ng/mL) 176,78
LLOQ (ng/mL) 535,69

Perfiizyon c¢alismalari: Bagirsak perflizyonu caligmalarindan elde edilen
numunelerdeki rasajilin, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin tayininde kullanilan
analitik yontemlerin dogrusalligi tanimlayicilik (determinasyon) katsaymin 1°e
yakinligina gore degerlendirilmistir. Regresyon analizi sonucu determinasyon
katsayilart R%> 0,999 olarak bulunmus, konsantrasyon ve absorbans degerleri
arasindaki iliskinin dogrusal oldugu kabul edilmistir (Sekil 4.9, Sekil 4.11, Sekil 4.13;
Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Perfiizyon ¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki rasajilin, metoprolol
tartarat ve fenol kirmizisinin tayininde kullanilan analitik yontemin dogrusallik

bulgular1 (n=6).

o Metoprolol
Rasajilin Fenol Kirmizisi
Tartarat

Dogru Denklemi y=15999x-12253 | y=8228x-6762,8 y=11217x+1284,8
Egimin Standart Hatasi 28,5011 22,6065 22,419
Kesisimin Standart

483,93 323,98 492,312
Hatasi
Determinasyon Katsayisi

0,9998 0,9997 0,9997
(R?)
Dogrusallik Arahg:

1-125 1-125 1-125
(ng/mL)
Nokta Sayisi 8 8 8
LOD (ng/mL) 142,11 157,84 149,20
LLOQ (ng/mL) 484,45 538,09 508,62

e Dogruluk (Accuracy)

Hiicre kiiltiirii calismalari: Rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin
dogrulugunu gostermek amaciyla diistik, orta, yiiksek (2, 10, 50 pg/mL) olmak {izere
tic farkli konsantrasyon diizeyinde yapilan c¢alismalardan (Bolim 3.3.1) edilen
bulgular Tablo 4.8’de verilmistir. Tiim konsantrasyon degerleri i¢in OBH degerleri

%3’ten kii¢lik bulunmustur.
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Tablo 4.8. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki rasajilinin

tayininde kullanilan analitik yonteme ait dogruluk bulgulart (n=6).

Eklenen Konsantrasyon Tayin Edilen
% OBH

(ng/mL) Konsantrasyon (ng/mL)
2 10 50 1,952 | 10,020 | 49,991 | -2,400 | 0,200 | -0,018
2 10 50 1,938 | 10,061 | 49,993 | -3,100 | 0,610 | -0,014
2 10 50 1,956 | 10,082 | 50,010 | -2,200 | 0,820 | 0,020
2 10 50 1,968 | 10,040 | 49,850 | -1,600 | 0,400 | -0,300
2 10 50 1,977 | 10,126 | 49,934 | -1,150 | 1,260 | -0,132
2 10 50 1,976 | 10,236 | 49,946 | -1,200 | 2,360 | -0,108
Ortalama 1,961 | 10,094 | 49,954 | -1,942 | 0,942 | -0,092
SS 0,015 | 0,079 | 0,059 | 0,763 | 0,785 | 0,118

Perfiizyon ¢alismalari: Bagirsak perflizyon calismalarindan elde edilen

numunelerdeki rasajilin, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin tayininde kullanilan

analitik yontemlerin dogrulugunu gostermek amaciyla diisiik, orta, yiiksek (5, 50, 125

pg/mL) olmak tizere {i¢ farkli konsantrasyon diizeyinde yapilan ¢alismalardan (Bolim

3.3.1) edilen bulgular Tablo 4.9-4.11°da verilmistir. Tiim konsantrasyon degerleri i¢in

OBH degerleri %6°dan kii¢iik bulunmustur.
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Tablo 4.9. Bagirsak perfiizyonu ¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki rasajilinin

tayininde kullanilan analitik yonteme ait dogruluk bulgulart (n=6).

Eklenen Konsantrasyon Tayin Edilen
(ng/mL) Konsantrasyon (ug/mL) 70 OBH
5 50 125 5,142 | 49,411 | 125,177 | 2,838 | -1,179 | 0,142
5 50 125 5,150 | 49,598 | 126,202 | 2,991 | -0,805 | 0,962
5 50 125 5,149 | 49,373 | 126,860 | 2,980 | -1,254 | 1,488
5 50 125 5106 | 48,484 | 124,691 | 2,114 | -3,032 | -0,247
5 50 125 5,225 | 49,667 | 124,856 | 4,509 | -0,667 | -0,115
5 50 125 5,222 | 49,388 | 125,994 | 4,432 | -1,225 | 0,795
Ortalama 5,166 | 49,320 | 125,630 | 3,311 | -1,360 | 0,504
SS 0,048 0,427 0,855 0,955 | 0,854 | 0,684

Tablo 4.10. Bagirsak perfiizyonu ¢aligmalarindan elde edilen numunelerdeki
metoprolol tartaratin tayininde kullanilan analitik yonteme ait dogruluk bulgulari
(n=6).

Eklenen Konsantrasyon Tayin Edilen

(ng/mL) Konsantrasyon (ng/mL) 70 OBH
5 50 125 5,235 | 49,246 | 125,689 | 4,708 | -1,508 | 0,551
5 50 125 5,312 | 50,080 | 127,008 | 6,236 | 0,161 | 1,607
5 50 125 5,236 | 49,483 | 127,032 | 4,717 | -1,034 | 1,626
5 50 125 5,216 | 48,609 | 125,678 | 4,314 | -2,783 | 0,542
5 50 125 5230 | 49,271 | 126,535 | 4,598 | -1,457 | 1,228
5 50 125 5,227 | 49,305 | 125,384 | 4,530 | -1,390 | 0,307
Ortalama 5,243 | 49,332 | 126,221 | 4,851 | -1,335 | 0,977
SS 0,035 | 0,473 0,729 | 0,695 | 0,946 | 0,583
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Tablo 4.11. Bagirsak perfiizyonu ¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki fenol

kirmizisinin tayininde kullanilan analitik yonteme ait dogruluk bulgular1 (n=6).

Eklenen Konsantrasyon Tayin Edilen
% OBH
(ng/mL) Konsantrasyon (ng/mL)
5 50 125 5,135 | 49,973 | 126,058 | 2,710 |-0,054| 0,846
5 50 125 5,114 | 49,754 | 126,810 | 2,289 |-0,492| 1,448
5 50 125 5,102 | 49,492 | 127,263 | 2,030 |-1,016| 1,810
5 50 125 5,134 | 49,356 | 124,209 | 2,683 |-1,288| -0,633
5 50 125 5,151 | 49,827 | 124,672 | 3,025 |-0,346 | -0,262
5 50 125 5,093 | 49,210 | 126,470 | 1,868 |-1,581| 1,176
Ortalama 5,122 | 49,602 | 125,914 | 2,434 |-0,796| 0,731
SS 0,022 | 0,296 1,217 | 0,445 | 0,592 | 0,973

e Kaesinlik (Precision)

Hiicre kiiltiirii ve perfiizyon ¢alismalarindan elde edilen numunelerin analizi
i¢in kullanilan analitik yontemin kesinligi tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik

calismalarindan elde edilen bulgular dogrultusunda degerlendirilmistir.

e Tekrar Edilebilirlik (Repeatability)

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari: hiicre kiltirii ¢alismalarindan elde edilen
numunelerdeki rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar edilebilirligi
Boliim 3.3.1°de belirtildigi gibi ii¢ farkli konsantrasyon diizeyinde (2, 10 ve 50 pg/mL)
incelenerek elde edilen bulgular Tablo 4.12°de verilmistir.  Calisilan tiim
konsantrasyon diizeyleri i¢in VK degerlerinin %2’den kiigiik bulunmasi yontemin

tekrar edilebilirligini gostermistir (180).

Perfiizyon calismalari: Bagirsak perflizyonu caligmalarindan elde edilen
numunelerdeki rasajilin, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin tayininde kullanilan

analitik yontemlerin tekrar edilebilirligi Boliim 3.3.1°de belirtildigi gibi ti¢ farkli
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konsantrasyon diizeyinde (5, 50, 125 ug/mL) incelenerek elde edilen bulgular Tablo
4.13-4.15°de verilmistir. Calisilan konsantrasyon diizeyleri i¢cin VK degeri %2’den

kiiglik bulunmasi yontemin tekrar edilebilirligini géstermistir (180).

Tablo 4.12. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki rasajilinin

tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar edilebilirlik bulgulart (n=6).

Tayin Edilen
Konsantrasyon
Pik Alam1 | Konsantrasyon | Ortalama+ SS VK(%)
(ng/mL)
(ng/mL)
30273 1,952
30441 1,962
) 30290 1,953
30368 1,958 1,958
+ 0,426
30591 1,972 0,008
30249 1,950
156050 10,020
156534 10,051
10 156020 10,018
156502 10,049 10,033
+ 0,157
156029 10,019 0,016
156373 10,041
779159 49,991
779450 50,010
50 779478 50,011
779165 49,991 49,953
+ 0,159
777725 49,899 0,079
776418 49,815
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Tablo 4.13. Bagirsak perfiizyonu c¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki

rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar edilebilirlik bulgular1 (n=6).

Konsantrasyon Tayin Edilen
(ng/mL Pik Alam Konsantrasyon | Ortalama+ SS | VK(%)
(ng/mL)
71093 5,209
70568 5,177
71730 5,249 5,231
5 72563 5,301 + 0,888
70841 5,194 0,046
71862 5,258
787735 50,002
785828 49,883 49,938
50 786063 49,898 + 0,158
787879 50,011 0,079
784941 49,828
787820 50,008
1990870 125,203
1991321 125,231 125,373
125 1998349 125,670 +
2000852 125,827 0,300 0,239
1991124 125,219
1989016 125,087
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Tablo 4.14. Bagirsak perfiizyonu c¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki

metoprolol tartaratin tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar edilebilirlik

bulgular1 (n=6).

Tayin Edilen
Konsantrasyon Pik Alam Konsantrasyon | Ortalama+ SS | VK(%0)
(ng/mL) (ng/mL)
36722 5,285
37518 5,381
37637 5,396 5,336
S 36703 5,282 + 0,886
37121 5,333 0,047
37158 5,338
418048 51,627
416507 51,440
414726 51,224 51,559
50 418852 51,725 + 0,415
417129 51,516 0,214
419634 51,820
1022541 125,092
1027050 125,640
125 1026331 125,552 125,414
1027385 125,680 + 0,339
1028480 125,813 0,425
1019387 124,708
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Tablo 4.15. Bagirsak perfiizyonu ¢aligmalarindan elde edilen numunelerdeki fenol

kirmizisinin tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar edilebilirlik bulgular1 (n=6).

Konsantrasyon Tayin Edilen
Pik Alam Konsantrasyon | Ortalama+ SS | VK(%)
(ng/mL)
(ng/mL)
58281 5,081
58627 5,112
5 59218 5,165 5,112 0,812
58878 5,135 +
57906 5,048 0,042
58810 5,128
561363 49,931
567740 50,500 49,821
50 553952 49,271 + 0,838
556726 49,518 0,418
560899 49,890
560066 49,816
1411476 125,719
1398068 124,524 125,534
125 1412164 125,780 + 0,434
1408016 125,411 0,545
1410704 125,650
1415937 126,117

e Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility)

Hiicre kiiltiirit calismalary: hiicre kiiltiirii calismalarindan elde edilen

numunelerdeki rasajilinin tayininde kullanilan analitik ydntemin tekrar elde

edilebilirligi Boliim 3.3.1°de belirtildigi gibi {i¢ farkli konsantrasyon diizeyinde (2, 10,

50 pg/mL) incelenerek elde edilen bulgular Tablo 4.16°de verilmistir. Calisilan tiim
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konsantrasyon diizeyleri igin VK degerlerinin %2’den kii¢ciik bulunmasi yontemin

tekrar edilebilirligini gostermistir (180).

Perfiizyon calismalari: Rasajilin, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin
tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar elde edilebilirligi Bolim 3.3.1°de
belirtildigi gibi li¢ farkli konsantrasyon diizeyinde (5, 50, 125 pg/mL) incelenerek elde
edilen bulgular Tablo 4.17-4.19°de verilmistir. Calisilan tiim konsantrasyon diizeyleri
icin VK degerlerinin %2’den kii¢iikk bulunmasi yontemin tekrar elde edilebilirligini

gostermistir (180).

Tablo 4.16. Hiicre kiiltiiri ¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki rasajilinin

tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar elde edilebilirlik bulgular1 (n=6).

Tayin Edilen
Konsantrasyon
Pik Alam Konsantrasyon | Ortalama+SS| VK(%)
(ng/mL)
(ng/mL)
30056 1,938 960
1,
5 30341 1,956 N 0,839
30532 1,968 0,016
30666 1,977
30660 1,976
156095 10,023
156698 10,061 0.09
10,095
10 157019 10,082 L 0,772
156370 10,040 0,078
157704 10,126
159423 10,236
779215 49,995
779184 49,993 99
49,955
50 779461 50,010 ; 0,118
776965 49,850 0,059
778276 49,934
778466 49,946
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Tablo 4.17. Bagirsak perfiizyonu c¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki

rasajilinin tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar elde edilebilirlik bulgular

(n=3).
Tayin Edilen
Konsantrasyon
Pik Alam Konsantrasyon Ortalama =SS | VK(%)
(ng/mL)
(ng/mL)
73011 5,329 5,384
5 74517 5,423 + 0,909
74135 5,400 0,049
778266 49,411 49,460
50 781258 49,598 + 0,243
777663 49,373 0,120
1990458 125,177 126,080
125 2006856 126,202 + 0,673
2017387 126,860 0,848

Tablo 4.18. Bagirsak perfiizyonu c¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki

metoprolol tartarat tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar elde edilebilirlik

bulgulart (n=3).

Tayin Edilen
Konsantrasyon Pik Alam Konsantrasyon | Ortalama =SS | VK(%)
(ng/mL) (ng/mL)
37316 5,357 5,302
5 36945 5,312 + 1,154
36320 5,236 0,061
398451 49,246 49,603
50 405318 50,080 + 0,867
400403 49,483 0,430
1027459 125,689 126,577
125 1038312 127,008 + 0,607
1038508 127,032 0,768
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Tablo 4.19. Bagirsak perfiizyonu ¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki fenol

kirmizist tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar elde edilebilirlik bulgular

(n=3).
Tayin Edilen
Konsantrasyon Pik Alam Konsantrasyon | Ortalama =SS | VK(%)
(ng/mL) (ng/mL)
56889 4,957 4,969
5 57653 5,025 + 1,046
56508 4,923 0,052
561830 49,973 49,740
50 559376 49,754 + 0,484
556435 49,492 0,241
1415272 126,058 126,710
125 1423716 126,810 + 0,481
1428794 127,263 0,609

e Duyarhlik (Sensitivity)

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki rasajilinin tayininde
kullanilan analitik yontemin LOD degeri 176,78 ng/mL ve LLOQ degeri ise 535,69

ng/mL olarak bulunmustur (Tablo 4.6)

Bagirsak perfiizyonu g¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki rasajilinin

tayininde kullanilan analitik yontemin LOD degeri 142,11 ng/mL ve LLOQ degeri ise
484,45 ng/mL olarak, metoprolol tartarat icin LOD degeri 157,84 ng/mL ve LLOQ
degeri ise 538,09 olarak, fenol kirmizis1 i¢gin LOD degeri 149,20 ve LLOQ degeri ise
508,62 olarak bulunmustur (Tablo 4.7).
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Hiicre kiiltiirii ortaminda rasajilinin analiz siiresince dayanikliligini gostermek

amaciyla 24 saat siireyle 37°C’de yapilan galismalardan elde edilen bulgular Tablo

4.20’de verilmistir. Bu siire sonunda tayin edilen rasajilin VK’sinin %2’den kiiciik

olmasi rasajilinin 24 saat siireyle dayanikli oldugunun bir gostergesi olarak

degerlendirilmistir (180).

Bagirsak perfiizyonu ortaminda rasajilin, metoprolol tartarat ve fenol

kirmizisinin analiz siiresince dayaniklili§ini gdstermek amaciyla 24 saat siireyle

37°C’de yapilan galismalardan elde edilen bulgular Tablo 4.21-4.23’de verilmistir. Bu

stire sonunda tayin edilen tim maddelerin VK’sinin %2’den kiiglik olmasi 24 saat

stireyle dayanikli olduklarinin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir (180).

Tablo 4.20. Hiicre kiiltiiri ortamindaki rasajilinin analiz siiresince dayanikliligini

gostermek amaciyla yapilan calismalardan elde edilen bulgular (n=3).

50

Tayin Edilen
Konsantrasyon | o oot | 12, saat | 24. saat |, Ortalama SS | VK (%)
(ug/mL) Konsantrasyon
(ng/mL)
5 1,938 | 1,930 | 1,926 1,931 0,006 | 0,305
0 10,061 | 10,033 | 10,009 10034 0026 | 0,262
49,993 | 49,681 | 49,626 49,766 0,198 | 0,397
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Tablo 4.21. Bagwrsak perfiizyonu ortamindaki rasajilinin analiz ~siiresince
dayanikliligin1 gostermek amaciyla yapilan ¢aligmalardan elde edilen bulgular (n=3)
Tayin Edilen
Konsantrasyon 0.saat | 12. saat | 24. saat Ortalama SS | VK(%)
(ug/mL) Konsantrasyon
(ng/mL)
5 5,086 5,112 5,122 5,107 0,019 | 0,369
50 50,279 | 50,540 | 50,826 50,548 0,274 | 0,542
125 125,537 | 126,395 | 126,718 126,217 0,611 | 0,484

Tablo 4.22. Bagirsak perfiizyonu ortamindaki metoprolol tartaratin analiz siiresince

dayanikliligini gostermek amaciyla yapilan ¢aligmalardan elde edilen bulgular (n=3)

Konsantrasyon Tayin Edilen
y 0.saat | 12.saat | 24. saat Ortalama SS | VK(%0)
(ng/mL) Konsantras
yon
(ng/mL)
5 5,361 5,215 5,181 5,253 0,096 | 1,821
50 49,765 | 48,579 | 50,132 49,492 0,812 | 1,640
125 123,690 | 125,274 | 124,618 124,527 0,796 | 0,639

Tablo 4.23. Bagirsak perflizyonu ortamindaki fenol kirmizisinin analiz siiresince

dayanikliligini géstermek amaciyla yapilan ¢aligmalardan elde edilen bulgular (n=3)

Tayin Edilen
Konsantrasyon | ot | 12, saat | 24. saat |, OF@IAMA 1 oo | y/ik(0)
(ng/mL) Konsantrasyon
(ng/mL)
5 5020 | 4971 | 5,100 5,033 0,065 | 1,284
50 48,766 | 49,792 | 49,662 49407 | 0,558 | 1,130
125 126,806 | 126,632 | 125,741 | 126,393 | 0571 | 0,452
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4.2. Formiilasyon Calismalari

4.2.1. Tozlarm Fiziksel Ozelliklerinin Tayini

Hazirlanan toz karisimlarinin (plasebo ODT ve rasajilin ODT) fiziksel
Ozelliklerini tayin etmek amaciyla akis zamani ve y1gin agisi, goriiniir/vurug hacmi ve
dansitesi, Hausner orani ve basilabilirlik indisi, nem igerigi Boliim 3.4.3’de belirtildigi

gibi tayin edilmis, elde edilen bulgular Tablo 4.24’de verilmistir.
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4.2.2. Agizda Dagilan Tabletlerde Yapilan Kontrol Testleri

e Plasebo ODT’lerde Yapilan Kontrol Testleri

Plasebo ODT’lerin kalite ozelliklerini tayin etmek amaciyla cap, kalinlik,
sertlik, ufalanma-asinma, 1slanma zamani- su absorpsiyon orani ve dagilma zamani
Boliim 3.4.4°de belirtildigi gibi yapilarak elde edilen bulgular Tablo 4.25 ve Sekil
4.26-4.31°de verilmistir.
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Tablo 4.25. Plasebo ODT’lerde yapilan kalite kontrol testlerine ait bulgular
(Ortalamaz SS).

- Su
Yapilan Ii?:]lrl:]l)lk (Fnz:g) S(e(ﬁl)ik DS‘?liigll'g:ia ISSJi?Ir']f[:ia ?(t;sogslﬁgsl? Kirilganhk
Kontroller (n=10) | (n=10)| (n=10) (s_n) (s_n) ‘()%) (%)
(n=6) (n=3) (n=3)
obT1 | Gon | oo | woe | 7o | b | ey | 0%
o012 | O | oo | oms | ose | aes | ok | 078
o073 | Toe | oo | ser | ose | o7 | a6 | 078
o074 | o5 | s | 7o | 1o | sao | ser | 0O
O0TS | Goo | oo | am | 1m | 1w | sk | L2
ODT6 | o | oo | sor | 1do | ose | a5 | 02
ODT7 | “Gou | 'sor | os | 1oa | 4ss | aw | 0%
o078 | “ow | oz | 405 | 16 | raz | 508 | OO
00T | Tor | 'sor | aza | ose | a5 | e | 08
00T | o' | Gor | 126 | om | om | 15 | O
ooTi | 60 | Gor | “ous | om | oar | e | O
o112 | o' |G | T | oms | ise | am | 072
00113 | %0 | Gor | ‘1o | oz | tor | am | 078
o014 | ‘40 | Gor | vos | ose | eor | 71 | O7°
00715 | %o | Gor | ase | ome | 1ae | i | M43
o0T16 | Yor | Gor | im | oxe | ter | mae | 07
o017 | Sor' | Gor | wao | owe | toe | Sz | 100

® (Cap ve Kalinlik ve Sertlik Tayini

Plasebo ODT tabletlerinin ¢ap, kalinlik ve sertlik dlgiimlerine ait sonuglar
Tablo 4.25 ve Sekil 4.26-4.28’de verilmistir. Farkli ODT’lerde ¢ap ve kalinlik
degerleri oldukg¢a benzer bulunmus, sertlik degerleri 18,3-41,5 N arasinda degigmistir.
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KALINLIK (mm)
w S

N
PR B A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
PLASEBO ODT

Sekil 4.26. Plasebo ODT’lere ait kalinlik 6l¢im sonuglari (ortalama +SS; n=10).

79
7,8
7,7
=76
7,5
w74
7,3
7,2
71

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
PLASEBO ODT

Sekil 4.27. Plasebo ODT’lere ait ¢ap 6lglim sonuglari (ortalama £SS; n=10).
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50,0
45,0
40,0
35,0

g300

25,0
20,0
15,0

SERTLIiK

10,0
5,0
0,0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
PLASEBO ODT

Sekil 4.28. Plasebo ODT’lere ait sertlik analiz sonuglari (ortalama £SS; n=10).

o Ufalanma- Asinma-Kirilganlik (Friability) Tayini

Plasebo ODT’lerin ufalanma- asinma-kirilganlik 6lgiimlerine ait sonuglar
Tablo 4.25 ve Sekil 4.29°da verilmistir. ODT5, ODT6, ODT15 ve ODT17 tabletlerinde

%1’den fazla asinma oldugu i¢in kirilganlik testini gegememislerdir.

A = ol
8 8 B 8

o
3

FRIYABILITE (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
PLASEBO ODT

Sekil 4.29. Plasebo ODT’lere ait friyabilite analiz sonuglari (ortalama £SS)
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o Islanma Zamani ve Su Absorpsiyon Orani (R)

Plasebo ODT’lerin 1slanma zamani ve su absorpsiyon oranlarina ait bulgular
Tablo 4.25, ve Sekil 4.30- Sekil 4.31°de verilmistir. Bir ODT’nin zamana bagli olarak
(0-75sn) 1slanmasini ve su absorplamasini gosteren gorseller Sekil 4.32°de verilmistir.
Plasebo ODT’lerin 1slanma siireleri 15,01 sn ile 44,7 sn arasinda, su absorplama

kapasiteleri %157,82-251,8 arasinda degismistir.

50,0
45,0
40,0
35,0
30,

25,0
20,
15,0
10,
5,0
0,0

10 11 12 13 14 15 16 17
PLASEBOODT

o

ISLANMA SURESI (sn)
o

o

Sekil 4.30. Plasebo ODT’lere ait 1slanma siireleri analiz sonuglari (ortalama £SS; n=3).
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SU ABSORPLAMA KAPASITESI (%)
2
o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
PLASEBO ODT

Sekil 4.31. Plasebo ODT’lere ait su absorplama kapasitesi analiz sonuglar1 (ortalama
+SS; n=3)

& .
db 30 db 60 db75

Sekil 4.32. Plasebo ODT’nin zamana bagli olarak (0-75sn) 1slanma ve su

absorpsiyonunu gdsteren gorseller.

e  Dagilma Siiresi Tayini

Plasebo ODT’lerin dagilma zamanina ait bulgular Tablo 4.25, ve Sekil 4.33’de

verilmigtir. Tim ODT’le 30 saniyeden daha kisa bir siire i¢cerisinde dagilmistir.
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DAGILMA SURESI (sn)

0,0 !
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
PLASEBO ODT

Sekil 4.33. Plasebo ODT’lerin dagilma zamanina ait sonuglar (ortalama £SS; n=6)

Gelistirilen ODT’lerin dagilma ve 1slanma zamanlar1 arasindaki korelasyon

Sekil 4.34’de verilmistir. Islanma siiresi arttikca dagilma zamaninin da arttig

gozlenmistir.
30
* y=05161x+4,13 )
R?=0,7592..""
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Islanma Siiresi (sn)

Sekil 4.34. Gelistirilen ODT’lerin dagilma zamani1 ve 1slanma zamani arasindaki iligki.

50
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e Optimum Formiilasyonda Gerceklestirilen Calismalar

Plasebo ODT toz karisimlarinin fiziksel 6zellikleri ve Plasebo ODT’lerin kalite
kontrol testlerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda, optimum formiilasyon olarak
secilen ODT-9, rasajilin ilave edilerek hazirlanmistir (ODT-9R). ODT-9R toz
karisiminin fiziksel ozellikleri (akis zamani, yigin agisi, goriiniir/vurus hacmi,
goriiniir/vurus dansitesi, nem igerigi) ve ODT-9R tabletin kalite kontrol testleri (gap,
kalinlik, sertlik, friabilite, dagilma, 1slanma zamani ve su absorpsiyon orani) Boliim
3.4’de belirtildigi gibi yapilmistir. Ilave olarak hem ODT-9 hem de ODT-9R igin FT-
IR analizleri gerceklestirilmistir. Icerik tekdiizeligi ve ¢dziinme hiz1 calismalari sadece

ODT-9R ig¢in gerceklestirilmistir.

Plasebo ve rasajilin iceren ODT formiilasyonlarina ait toz kontrolleri ve
tabletlerin kalite kontrol analizlerine ait bulgular Tablo 4.26’de verilmistir. Optimum
formiilasyona rasajilin eklendiginde tozlarda ve tabletlerde yapilan analiz sonuglar
benzer bulunmustur. Iki formiilasyon arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark

bulunmamustir (p>0,05).
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Tablo 4.26. ODT-9 ve ODT-9R’nin toz kontrolleri ve tablet kontrolleri

Formiilasyonlar

ODT-9 (plasebo ODT)

ODT-9R (rasajilinli ODT)

Toz Kontrolleri

Ortalama SS Ortalama SS

Goriiniir Hacim (mL) (n=3) 112 1,73 113 1,73

Vurus Hacmi (mL) (n=3) 99 1,00 99 1,16

Goriiniir Dansite (g/mL) (n=3) 0,45 0,01 0,44 0,01

Vurus Dansitesi (g/mL) (n=3) 0,51 0,01 0,51 0,01

Nem (%) 4,06 0,00 4,00 0,00

Y1gm Agisi (°) (n=6) 24,5 0,707 22,0 0,62

Hausner Orant (n=6) 1,13 0,01 1,15 0,01

Basilabilirlik Indisi (%) (n=6) 11,60 0,74 12,68 0,31
Tablet Kontrolleri

Ortalama SS Ortalama SS

Kalinlik (mm) (n=10) 5,03 0,01 5,17 0,01

Cap (mm) (n=10) 7,73 0,01 7,72 0,01

Sertlik (N) (n=10) 24,09 1,24 22,4 2,08

Dagilma Siiresi (n=6) 10,56 0,96 10,67 1,04

Islanma Siiresi (s) (n=6) 16,56 1,15 17,01 1,88

Su Absorplama Kapasitesi (%)

(1=6) 232,93 2,29 266,67 1,84

Friyabilite (%) 0,66 0,00 0.93 0,00

Agirlik Sapmasi (n=20) 210,29 1,14 210,06 0,65

Icerik tek diizeligi (%) (n=10) - - 101,7 4,8

e Fourier-transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR)

Rasajilin mesilat, plasebo (ODT-9) ve rasajilin iceren ODT (ODT-9R)’in IR

spektralar1 Sekil 4.35- Sekil 4.37°da verilmistir. Rasajilinin FT-IR spektrumun
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literatiirle uyumlu oldugu bulunmustur (181). Eksipiyanlarin varliginda rasajilinin FT-
IR spektrumunun plasebo ODT’ye olduk¢a benzer oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.35. Rasajilin mesilata ait FT-IR spektrumu.

......

Sekil 4.36. Plasebo ODT-9’a ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.37. Rasajilin igeren ODT-9R’a ait FT-IR spektrumu.

o Icerik Tekdiizeligi

Rasajilin iceren ODT (ODT-9R)’nin igerik tekdiizeligi Boliim 3.4.4°te
belirtildigi gibi yapilarak analiz sonucu Tablo 4.26’de verilmistir.  Hesaplamalar

sonucunda igerik tekdiizeligi %101,7 olarak bulunmustur.

e (Coziinme Hiz1 Tayini

Rasajilin igeren optimum ODT (ODT-9R)’nin ¢dziinme hiz1 ¢aligmalar: ii¢
farkli ortamda (distile su, 0,1N HCI, pH 6,8 fosfat tamponu) gerceklestirilerek elde
edilen bulgular Tablo 4.27-Tablo 4.29’de, ¢oziinme hiz1 profilleri Sekil 4.38’de

verilmistir. Tiim ortamlarda ilk 5 dakikada rasajilinin yaklasik %100’i ¢oziinmiistiir.
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Tablo 4.27. Distile su ortaminda gergeklestirilen ¢oziinme hizi ¢alismasina ait

bulgular.
% Coziinen (Distile Su)
(500 mL, 50 rpm, Aparat 2-pedal)

2 dk 5dk 10dk 15dk 20dk
1 62,1 98,9 99,8 106,8 105,6
2 106,3 103,6 101,4 103,4 104,6
3 85,8 102,3 105,2 97,3 104,0
4 63,7 88,2 84,7 88,06 84,01
5 70,6 95,7 100,7 99,6 113,1
6 88,7 115,5 108,9 113,1 110,5
Ortalama 79,5 100,7 100,1 101,5 101,3

SS 17,2 9,1 8,3 8,4 9,2
RSD 21,6 9,06 8,26 8,29 9,08

Tablo 4.28. 0,IN HCI ortaminda gergeklestirilen ¢6ziinme hizi ¢aligmasina ait

bulgular.
% Coziinen (0,1 N HCI)
(500 mL, 50 rpm, Aparat 2-pedal)

2dk 5dk 10dk 15dk 20dk

1 67,3 97,1 100,3 100,7 99,3

2 83,5 95,8 95,1 94,7 96,0

3 96,3 100,9 100,7 98,5 99,7

4 88,7 95,9 93,7 90,7 93,2
5 107,4 108,3 106,5 109,9 113,4
6 95,9 101,9 101,0 100,5 101,5
Ortalama 89,8 100,0 99,5 99,2 100,5

SS 13,7 4.8 4,6 6,5 7,0
RSD 15,21 4,82 4,64 6,57 6,93
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Tablo 4.29. pH 6,8 fosfat tamponu ortaminda gerceklestirilen ¢6ziinme hizi

calismasina ait bulgular.

% Coziinen (pH 6,8 Fosfat Tamponu)
(500 mL, 50 rpm, Aparat 2-pedal)

% Coziinen Rasajilin

2 dk 5dk 10dk 15dk 20dk
1 61,5 97,5 102,5 100,8 102,7
2 103,4 121,8 123,7 1245 122,0
3 68,6 100,1 102,5 104,3 105,2
4 89,8 103,3 102,3 103,4 105,8
5 95,5 110,3 1135 112,4 114,8
6 76,0 88,8 88,7 90,2 91,3
Ortalama 82.5 103,6 105,5 105,9 107,0
SS 16,3 11,4 11,9 11,6 10,5
RSD 19,80 10,96 11,23 10,94 9,85
140

=¢==Distile Su
===(,1 N HCl
pH: 6.8
2 4 6 8 10

Zaman (dakika)

Sekil 4.38. ODT-9R formiilasyonunun ii¢ farkli ortamdaki ¢6ziinme hiz1 profilleri

(ortalama + SS; n=6).
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4.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Rasajilin ve rasajilin iceren ODT-9R formiilasyonunun Caco-2 hiicre hattinda
apikal kompartmandan bazolateral kompartmanina dogru permeabilitesi Boliim 3.5°de
belirtildigi gibi yapilarak elde edilen bulgular Tablo 4.30 ve Sekli 4.39°de verilmistir.
Rasajilinin permeabilitesi ODT formiilasyonunda yer alan eksipiyanlarin varliginda

istatistiksel olarak anlamli derecede artmustir (p<0,05).

Tablo 4.30. Rasajilin ve rasajilin igeren agizda dagilan tablet formiilasyonunun (ODT-

9R) Caco-2 hiicre hattinda apikalden bazolaterale dogru permeabilite bulgulari.

Papp (cm/sn) (x10°)
Rasajilin ODT-9R
1 4,204 5,796
2 3,607 5,145
3 4,514 4,842
4 4,709 5,401
5 3,782 5,466
6 3,674 7,094
Ortalama 4,082 5,624
SS 0,464 0,788
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Permeabilite
(1075 cm/sn)

1

W Rasagiline ®ODT-9R

Sekil 4.39. Rasajilin ve rasajilin iceren agizda dagilan tablet formiilasyonunun (ODT-
9R) Caco-2 hiicre hattinda apikalden bazolaterale dogru permeabilite bulgular
(ortalama £SS; n=6)

4.4. Organ Perfiizyonu Calismalar:

4.4.1. Insitu Uclii Bagirsak Perfiizyonu Calismalar

Rasajilin, rasajilin igeren agizda dagilan tablet formiilasyonu ve metoprolol
tartaratin (yiliksek permeabilite ajan1) farkli bagirsak segmentlerinden (jejunum, ileum,
kolon) permeabilitesi Boliim 3.6.1°de belirtildigi gibi yapilmis, elde edilen bulgular
Tablo 4.31 ve Sekil 4.40-Sekil 4.43’de verilmistir. Rasajilin ile metoprolol tartaratin
permeabilite degerleri arasinda (Sekil 4.40) istatistiksel ag¢idan anlamli bir fark
bulunamamistir  (p>0,05). Bunun aksine ODT-9R ile metoprolol tartaratin
permeabilite degerleri (Sekil 4.41) arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark elde
edilmistir (p<0,05).

Rasajilinin permeabilite degerleri jejunum, ileum ve kolon i¢in sirasiyla
2,81x10™* cm/sn, 1,39x10™ cm/sn ve 1,19x10* cm/sn olarak hesaplanmistir. Tablet

formiilasyonu i¢inde ise bu degerler sirasiyla 3,73x10* cm/sn, 5,89x10™ cm/sn ve
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3,27x10* cm/sn olarak artis gdstermistir. Yani gelistirilen tablet formiilasyonu ile

rasajilinin permeabilitesinde ciddi bir artis saglanmustir.

Tablo 4.31. Metoprolol tartarat, rasajilin ve rasajilin i¢eren tablet formiilasyonunun

farkli bagirsak segmentlerinden permeabilite degerleri (ortalama + SS; n=6).

Bagirsak Peft (cm/sn)
Segmenti | Metoprolol Tartarat Rasajilin ODT-9R
Jejunum | 1,56x10%£1,63x10° | 2,81x10%+3,01x10° | 3,73x10+4,93x107
fleum 1,24x10%£1,37x10° | 1,39x10*+1,48x10° | 5,89x10*+11,46x107°
Kolon | 1,19x10%+0,97x10®° | 1,19x10%+1,14x10° | 3,27x10%+2,50x10™
3,5
3 u
2,5 1
2~
R
BE 21
5§
g_‘ f
1 .
0,5
() J
Jejunum Ileum Kolon

Rasajilin  mMetoprolol Tartarat

Sekil 4.40. Rasajilinin ve metoprolol tartaratin farkli bagirsak segmentlerindeki

(ileum, jejunum ve kolon) permeabilitesi (ortalama+SS; n=6).
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Sekil 4.41. Metoprolol tartarat ve rasajilin igeren ODT-9R’mn farkli bagirsak

segmentlerindeki (ileum, jejunum ve kolon) permeabilitesi (ortalama=+SS; n=6).
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Sekil 4.42. Rasajilin ve rasajilin igeren ODT-9R’1n farkli bagirsak segmentlerindeki

(ileum, jejunum ve kolon) permeabilitesi (ortalama+SS; n=6).
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Sekil 4.43. Metoprolol tartarat, rasajilin ve rasajilin igeren ODT-9R’1n farkli bagirsak

segmentlerindeki (ileum, jejunum ve kolon) permeabilitesi (ortalama+SS; n=6).

Rasajilin ve rasajilin ODT (ODT-9R) ile yapilan bagirsak perfiizyonu

deneylerinde her bir segment i¢in hesaplanan net su akis1 degerleri Tablo 4.32°de

verilmigtir.

Tablo 4.32. Rasajilin ve rasajilin iceren ODT-9R igin net su akis degerleri (uL/dk/cm,

n=6).
Net Su Akis Degeri x10°
Rasajilin ODT-9R
Ortalama SS Ortalama SS
Jejunum 7,79 1,97 -39,1 18,1
fleum 2,22 5,03 8,9 0,802
Kolon 1,29 14,8 18,2 4,04
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4.4.2. In Situ Karaciger Perfiizyonu Calismalar:

Rasajilin ve referans maddelerin (eritrosit ve Evans mavisi) ayr1 ayr1 bolus
dozda portal vene enjeksiyonu sonrasi tayin edilen farmakokinetik parametreler Tablo

4.33 ve Tablo 4.34’de, hepatik diliisyon profilleri Sekil 4.44-Sekil 4.46°da verilmistir.

Eritrosit (vaskiiler hacim referansi) ve Evans mavisi (ekstraseliiler hacim
referans ajani) ile karsilastirildiginda, rasajilin karacigerde daha genis bir alana
dagilmis, hepatik ekstraksiyonu 0,404 + 0,060, hepatik klerensi ise 0,101+0,015 mL/sn

olarak tayin edilmistir.

Tablo 4.33. Eritrosit ve Evans Mavisinin hepatik portal vene bolus dozda
enjeksiyonundan sonra tayin edilen farmakokinetik parametreler (ortalama + SS; n=3-
4).

Eritrosit Evans Mauvisi
Tmaks (sn)* 5,25 5,25
MTT (sn) 6,275 + 1,574 10,479 + 1,717
VH (mL) 1,569 + 0,393 2,620 + 0,429
VH (mL/g) 0,1593 + 0,0364 0,2608 + 0,0733
VT (mL)** 7,7312 £1,1426
VT (mL/g) 0,773 +0,1143
Vint (mL)*** 0.691
Vint (mL/qg) 0.0691
Vintra*** 5.112
Vintra (ml/g)**** 0,5112

*Median;**Kurutma yontemiyle tayin edilmistir
*** \/int: interstisyel hacim (=Ves-Vrsc); ****Vintra: Intraseliiler hacim (= Viotar-

VEg)
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Tablo 4.34. Rasajilinin hepatik portal vene bolus dozda enjeksiyonundan sonra tayin

edilen farmakokinetik parametreler (ortalama + SS; n=6)

Rasajilin
fmaks(1/sn) 0,9532x10°+ 0,2072x1073
Tmaks (sn)* 28,5
MTT (sn) 430,833 + 7,715
E 0,404 + 0,060
CL# (mL/sn) 0,101+0,015

*Median
0,022
0,02
A0,018
50,016
0,014
0,012

0 250 500 750 1000

t(s)

Sekil 4.44. Rasajilinin portal venden bolus enjeksiyonu sonrasi hepatik diliisyon

profili (ortalama + SS; n=6).
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Sekil 4.45. Eritrositlerin portal venden bolus enjeksiyonu sonrasi hepatik diliisyon

profili.
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Sekil 4.46. Evans mavisinin portal venden bolus enjeksiyonu sonrasi hepatik diliisyon

profili.



143

5. TARTISMA

5.1. Analitik Yontem ve Validasyonu

Analizi yapilacak olan maddenin biyolojik bir ortamdan (plazma, idrar gibi)
veya sentetik bir ortamdan (tampon ortami) tayin edilmesine bagli olarak biyoanalitik
veya analitik yontem olarak adlandirilir. Bir analitik yontemin validasyonu, analitik
islemlerin istenilen kullanim amacina uygunlugunu gosteren parametrelerin tamamin
kapsar ve uygulanan yontemin 6zelliklerine gore hangi tip validasyon parametrelerinin

kullanilacag: belirlenir.

Bu tez calismalar1 kapsaminda Parkinson tedavisinde kullanilan rasajilin
mesilatin deneysel c¢aligmalardan elde edilen numunelerden miktar tayini PDA
dedektorlii HPLC kullanilarak gerceklestirilmistir. Formiilasyon gelistirme ¢alismalari
kapsaminda yapilan ¢6ziinme hiz1 ¢aligmalari su ve tampon ortamlarinda (0.1N HCl
ve pH 6.8) gergeklestirildigi icin elde edilen numunelerdeki rasajilinin tayininde
kullanilan yontem analitik validasyon kritelerine gore degerlendirilmistir. Hiicre
kiltlirii, bagirsak perfiizyonu ve karaciger perfiizyonu calismalarindan elde edilen
numuneler biyolojik bilesenler iceren bir matristen tayin edildigi i¢in bu ¢alismalardan
elde edilen numunelerin analizinde kullanilan yontem biyoanalitik validasyon

kriterlerine gore degerlendirilmistir.

Kullanilan analitik ve biyoanalitik yontemlerin validasyonu ICH Harmonised
Tripartite; Guideline Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology
Q2(R1) kilavuzu dogrultusunda yapilmistir. Analitik ve biyoanalitik yontemlerin
validasyonu i¢in 6zgiilliikk, dogrusallik, dogruluk, kesinlik (tekrar edilebilirlik, tekrar
elde edilebilirlik), duyarlilik, saptanabilirlik sinirt ve tayin edilebilirlik sinirt,
dayaniklilik (etkin maddenin saptanmasi ve tayini agamasinda) 6l¢iitleri incelenmistir.
Tiim validasyon parametrelerinin ICH Q2(R1) kilavuz kriterlerine uygun oldugu
bulunmustur. Validasyon caligmalarindan elde edilen bulgular kullanilan HPLC
yontemlerinin tekrarlanabilir 6zellikte ve giivenilirlikte oldugunun bir goéstergesi

olarak alinmistir (180, 182).
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5.2. Formiilasyon Calismalari

5.2.1. Tablet Basum Yonteminin Secilmesi

ODT formiilasyonlarinin gelistirilmesi amaciyla direkt basim, dondurarak
kurutma, tablet sekillendirme, piiskiirterek kurutma, siiblimasyon, kiitle ekstriizyon,
eritme graniilasyon, faz gecis, lic boyutlu baskilama gibi farkli yontemler
kullanilmaktadir (25). Bu tez ¢alismasinda daha az ekipmana gereksinim duyulmast,
islem basamagmin az olmasi ve diisiik maliyetli olmasi nedenleriyle plasebo ve
rasagilin igeren ODT'lerin hazirlanmasinda direkt basim yontemi tercih edilmistir. Bu
ama¢ dogrultusunda, formiilasyonlarin gelistirilmesi i¢in direkt basima uygun

yardime1 maddeler (eksipiyanlar) se¢ilmistir.

5.2.2. Yardimcit Maddelerin Secimi

Dagitici/siiperdagiticilar: Dagiticilar/stiperdagiticilar, farmakope kriterlerine
uygun dagilma siiresine sahip ODT'lerin gelistirilmesinde oldukc¢a 6nemli yardimei
maddelerdir. Bu tez calismasi1 kapsaminda prejelatinize nisasta, Krospovidone
(Polyplasdone™ XL, Polyplasdone™ XL-10), sodyum nisasta glikolat (Primojel®) ve
kroskarmelloz sodyum (Ac-Di-Sol®) dagitict ajanlar olarak secilmistir. Bu
dagitici/siiperdagitict ajanlar tek basina veya ikili, ti¢lii kombinasyonlar halinde ODT

formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilmistir.

Misir, patates ya da piring nisastasindan elde edilen prejelatinize nisasta
baglayici (direkt basim igin %5-20, yas ganiilasyon igin %5-10), seyreltici (sert jelatin
kapstillerde %5-75) ve dagitict (%5-10) ajan olarak formiilasyonlara eklenmektedir
(183). Bu tez ¢alismasinda prejelatinize nisasta dagitici ajan olarak yaklasik %10

oraninda ODT formiilasyonlarinda kullanilmistir.

N-vinil-2-pirolidon’nun ¢apraz bagli homopolimeri olan sentetik ve noniyonik
Polyplasdone™ (Krospovidon), suda ¢oziinmez ancak hizla siser. Polyplasdone™

Krospovidon’un partikiilleri graniiler ve porlu yapida olup partikiil biiytikliigline gore
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farkli tipleri (XL, XL-10) mevcuttur. Polyplasdone™ XL (tip A)’nin partikiil
biiyiikligii (110 -140 mikron) Polyplasdone™ XL-10 (tip B)’den daha biiyiiktiir (25-
40 mikron) (184). Biiyiik partikiillerin kii¢iik partikiillere gére daha hizli dagilma
sagladig1r bildirilmistir. Direkt basim ya da yas/kuru graniilasyon yontemleriyle
hazirlanan tabletlerde 2-5% oraninda kullanilmaktadirlar (183). Bu c¢alismada
Polyplasdone™ XL %2-15 oranlarinda, Polyplasdone™ XL-10 yaklasik %5 oraninda

kullanilmustir.

Primojel® (sodyum nisasta glikolat) direkt basim ya da yas graniilasyonla
hazirlanan tabletlerde siklikla kullanilan bir dagiticidir (185). Optimum kullanim
konsantrasyonu %4 olup genelde %2-8 oranlarinda kullanilir. Primojel® agirligmin 20
katindan daha fazla su absorplar, hizli su absorpsiyonunu takiben asir1 sisme
neticesinde tabletlerin dagilmasini saglar (183, 186). Bu ¢alismada Primojel® yaklasik

%35 oraninda kullanilmaistir.

Ac-Di-Sol® (Kroskarmelloz sodyum) ¢apraz bagl karboksimetilseliiloz olup
farmasétik formiilasyonlarda siiperdagitici olarak kullanilir. Ac-Di-Sol® miikemmel
su alma ve hizli sisme 6zellikleri sayesinde %1-2 konsantrasyonda hizli dagilma ve
¢dziinme saglar (187). Istenildiginde bu oran artirilabilir (188, 189). Bu ¢alismada Ac-
Di-Sol® yaklasik %2,5-9,5 oraninda kullanilmustir.

Seyreltici/doldurucu: Tabletlerin hedeflenmis toplam tablet agirligina
ulagabilmeleri i¢in, seyreltici/doldurucu yardime1 maddeler formiilasyonlarda
kullanilmaktadir. ODT formiilasyonlarin gelistirilmesinde direkt basima uygun
seyreltici-doldurucu ajanlar olarak piiskiirterek kurutulmus laktoz ve mannitol
kullanilmistir.  Piiskiirterek kurutulmus laktoz, direkt basim i¢in 0Ozel olarak
gelistirilmis bir laktoz monohidrat tipi olup biiyiik oranda a- laktoz monohidrat igerir.
Diger laktoz tiplerine gore akiskanlig1 daha iyidir ve daha hizli dagilir (190, 191). Bu
calismada laktoz yaklasik olarak %28,5-52 oraninda kullanilmigtir. Mannitol tablet
formiilasyonlarinda seyreltici (%10-90) olarak kullanilir. Higroskopik olmadig icin
neme hassas etkin maddelerle kullanilabilmektedir. Direkt basimla hazirlanan

tabletlerde kullanilmak {iizere graniiler ya da piiskiirterek kurutulmus formlar



146

mevcuttur (183). Bu c¢alismada mannitol yaklasik olarak %23,5-38 oraninda

kullanilmistir.

Avicel pH 102 (mikrokristalin seliiloz, ortalama partikiil biyiikligi 100
mikron) hem direkt basim hem de yas graniilasyonla hazirlanan oral tablet
formiilasyonlarinda seyreltici/baglayici (%20-90) ve dagitict (%5-15) ajan olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Avicel pH 102 yaklasik olarak %19-52 oraninda
kullanilmigtir. Misir nisastasi oral kati dozaj sekillerinde seyreltici/baglayici ve
dagitici ajan olarak kullanilan bir maddedir (183). Bu c¢alismada misir nisastasi

yaklagik olarak %5-9,5 oraninda kullanilmistir.

Kaydiric1 ve Glidan: Direkt basim teknigi ile hazirlanan tabletlerin basimini
kolaylagtirmak amaciyla kaydiricilar kullanilmaktadir. Kaydiricilar tablet ile tablet
basim makinesi yiizeyi arasindaki silirtiinmeyi azaltarak, tabletin zimbadan daha kolay
ayrilmasini saglayarak tabletin fiziksel bitiinliigiine zarar verilmesini onler (192).
ODT formiilasyonlarmin gelistirilmesinde tablet ve kapsiillerde kaydirici olarak
kullanilan stearik asit se¢ilmistir. Bu ¢alismada stearik asit yaklasik olarak %1

oraninda kullanilmistir.

Formiilasyonlarda kullanilan glidanlar toz karigtmlarinin  akiskanligim
artirarak daha homojen karismasini saglar (193). Aerosil (kolloidal silikon dioksit)
tablet formiilasyonlarinda akigkanligin  artirilmasi  amaciyla %]1°¢  kadar
kullanildiginda partikiiller arasi ¢ekim giicliniin azaldig1, boylelikle tozun akis hizinin
arttigr belirtilmistir (194). Kolloidal silikon dioksitin %0,1-0,5 konsantrasyon
araliginda kullanilmasi 6nerilmekle birlikte %0,5’ten daha yiiksek konsantrasyonda
kullanildiginda akiskanligi artirici aktivitesinin degismedigi belirtilmistir (193). Bu
calismada aerosil yaklasik olarak %1,5 oraninda kullanilmistir. Talk oral kat1 dozaj
sekillerinde %1-10 oranlarinda glidan ve kaydirici ajan olarak kullanilmaktadir (183).
Bu ¢aligmada talk yaklasik olarak %1-2 oraninda kullanilmstir.

Tatlandirici:  Aspartam ticari ODT preparatlarinda (MAXALT-MLT®,
Carinex®Redi Tabs®, Ultram®, Alavert®, REMERONsol TAB® and Children’s
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Benadryl®) yaygin olarak kullanilan tat maskeletici bir ajandir (195). Bu nedenle
gelistirilen ODT formiilasyonlarinda aspartam tatlandirict ajan olarak eklenmistir. Bu

calismada aspartam yaklasik olarak %0,1 oraninda kullanilmistir.

5.2.3. ODT Toz Karisimlarimin Fiziksel Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

ODT toz karisimlarinin fiziksel 6zellikleri y1gin agisi, goriiniir/vurus hacmi ve
dansitesi, basilabilirlik indisi, Hausner orant ve nem igerigi incelenerek

degerlendirilmistir.

Yigmn agis1 bir toz karisgimindaki siirtinme ya da kohezyon kuvvetlerinin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan bir parametre olup farmakopede
belirtilen kontrol parametrelerini (igerik tekdiizeligi ve agirlik degisimi) dogrudan
etkiledigi i¢in toz karisimlarin akig Ozelliklerini belirlemek amaciyla kullanilir.
Amerikan Farmakopesi 30 (196) ve Avrupa Farmakopesi 10.0 (17)’a gore , bir toz
karigiminin akig ozellikleri yigin agisina gére milkemmel (Excellent, 25-30°), iyi
(Good, 31-35°), uygun-yardim gerekmez (Fair-aid not needed, 36-40°), gecebilir-
durabilir (Passable-may hang up, 41-45°), zayif -calkalamali, titresimli (Poor-must
agitate, vibrate 46-55°), ¢cok zayif (Very poor 56-65°), ve ¢ok ¢ok zayif (Very, very
poor, >66°) olarak siniflandirilmaktadir. Gelistirilen ODT toz karisimlarinin akis
ozellikleri tayin edilen y18in agilarina gére miikkemmel ya da iyi akis Ozellikleri
gosterirken (Tablo 4.24), rasajilin igeren ODT toz karisimi1 (ODT-9R) mitkemmel akis
ozelligi gostermistir (Tablo 4.26). ODT toz karisimlari i¢in tayin edilen yi1gin agisi
degerleri basilabilirlik indisi ve Hausner oraniyla da uyumlu (Tablo 4.24 ve Tablo
4.26) olup bu sonuglar ODT toz karisimlarinin direkt basim ydntemine uygun

oldugunu gostermistir.

Goriintir/ vurus hacim ve yogunluklarinin 6l¢iilmesiyle degerlendirilen tozlarin
reolojik ozellikleri hazirlama, basim ve saklama gibi 6zelliklerine etki etmektedir
(197). Goriiniir yogunluk tozun agirligimin sikistirilmamis toz hacmine orani olarak
hesaplanirken, vurus yogunlugu toz karistminin hacmi degismeyene kadar vurus

yapilmasindan sonra elde edilen hacme orani olarak hesaplanmaktadir. Tiim ODT toz
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karigimlart i¢in benzer goriinlir ve vurus hacim degerleri elde edilmistir. Ayni toz
agirhigr degerleri kullanilarak goriiniir ve vurus yogunluklar tayin edildigi i¢in vurus

yogunlugu goriiniir yogunluktan biraz daha yiiksek bulunmustur (Tablo 4.24).

Tozlarin goriiniir ve vurus hacimleri kullanilarak tayin edilen basilabilirlik
indisi ve Hausner orani, tozlarin akis 6zelliklerini tayin etmede kullanilan basit, hizli
ve popiiler yontemlerdir. ilave olarak basilabilirlik indisi tozlarin yiizey alani, nem
icerigi ve kohezif 6zelliklerinin dolayl bir 6l¢iitii olarak 6nerilmistir (196). Hausner
orani partikiillerarasi stirtlinmenin 6l¢iistidiir. Basilabilirlik indisi ya da Hausner orani
azaldikc¢a tozlarin akis 6zellikleri daha iyidir. Bu calismada, plasebo ODT’lerin ve
rasajilin igeren ODT nin basilabilirlik indisi ve Hausner oranlar1 sirastyla %9,8-13,8
ve %1,11-1,16 degerleri arasinda bulunmustur (Tablo 4.24 ve Tablo 4.26). Bu
degerler, tim ODT toz karisimlarinin Amerikan Farmakopesinde basilabilirlik indisi
ve Hausner oranina gore verilen akigkanlik skalasinda miikemmel ya da iyi akis
ozelliklerini karsilamaktadir. Bu sonuglar y18in agis1 degerlerinden elde edilen

sonuglarla oldukga iyi bir uyum igerisindedir.

Bir toz karisiminin nem igerigi, partikiiller arasinda kohezyon olusturarak akis
ozelliklerini olumsuz etkileyebilen 6nemli bir faktordiir. Bu nedenle homojen ve iyi
kalitede bir tablet iiretebilmek i¢in toz karigiminin nem igeriginin basimdan 6nce
Olciilmesi 6nemlidir. Tiim ODT toz karisimlarinin nem igerigi %5’den daha diisiik
olarak bulunmustur (Tablo 4.24). Tozlarin akis 6zellikleriyle ilgili tiim parametreler
(6r. y1g1n ag1st, basilabilirlik indisi ve Hausner orani), toz karigimlarinin nem igeriginin
akis Ozelliklerini olumsuz yonde etkilemediginin bir gostergesi olarak

degerlendirilmistir.

ODT toz karigimlarinin fiziksel 6zelliklerinin degerlendirilmesi kapsaminda
yapilan tiim ¢aligsmalardan edilen sonuglar toz karisimlarinin milkemmel/iyi akis ve iyi

sikistirilabilirlik 6zellikleriyle direkt basima uygun oldugunu gdstermistir.
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5.24. Agizda Dagilan Tabletlerde Yapilan Karakterizasyon Calismalarinin

Degerlendirilmesi

Direkt basim  yOntemiyle hazirlanan agizda dagilan tabletlerin
karakterizasyonu amaciyla ¢ap, kalinlik, sertlik, friyabilite, dagilma zamani, 1slanma

zamani ve su absorpsiyon kapasitesi incelenmistir.

Cap ve kalinlik testi: Tablet kalinlig, toz karigiminin partikiil bliyiikligii ve
dagilimi, miihreye dolumu ve sikistirilabilirligi gibi faktorler tarafindan
etkilenmektedir. Gelistirilen ODT’lerin kalinlig1 4.46 (+0,06) - 5.29 (+0,04) mm ve
caplar1 da 7.70 (+0,01) -7.77 (£0,06) mm arasindadir (Tablo 4.25, Sekil 4.26, Sekil
4.27). Bu degerler arasindaki diisiik sapmalar tablet basiminin tekrarlanabilirliginin bir

gostergesi olarak alinmistir.

Sertlik ve ufalanma-asinma testi: Tabletlerin mekanik giiciinii
degerlendirmek amaciyla kullanilan iki 6nemli kontrol parametresi tablet sertligi ve
friyabilitesidir. Bu parametreler ambalajlama ve nakliye islemleri sirasinda tabletlerin
asinmaya kars1 fiziksel direncinin bir 6l¢iisii olarak kullanilir ve ayn1 zamanda hasta
tarafindan kabul edilebilirligi etkiler. ODT’lerin optimum mekanik mukavemetinin
30-80 N arasinda (198) ideal olarak 25 N civarinda olmas1 gerektigi belirtilmistir
(199).

Ufalanma-asinma (friabilite) tabletlerin sertligi ile ters orantili olup tablet
sertligi arttikca friyabilite azalmaktadir. Friyabilite testini gecebilmek i¢in tek bir test
sonucundaki maksimum agirlik kaybinin 1%°‘den az olmasi gerekmektedir (200). Bu
tez calismast kapsaminda gelistirilen ODT’lerin sertligi 18-41,5 N arasinda olup
onerilen sertlik degerlerine benzerdir (Tablo 4.25, Sekil 4.28). Friyabilite testi
sonucuna gore dort ODT formiilasyonu (ODT 5, ODT 6, ODT 15 and ODT 17)
friyabilite testini gecememistir (Tablo 4.25, Sekil 4.29). Ayni oranlarda prejelatinize
nisasta ve Polyplasdone™ XL ancak farkli oranlarda piiskiirterek kurutulmus laktoz
ve Avicel pH102 igeren ODT 5 ve ODT 6’nin sertlik degerleri sirasiyla 34,6 N ve 37,6
N olmakla birlikte friyabilite degerleri >%]1 olarak tayin edilmistir. Diger taraftan ayni
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oranlarda piiskiirterek kurutulmus laktoz ve Avicel pH102 igeren ancak farkli
dagiticilar iceren ODT 15 (Poliplasdon™ XL ve Ac-Di-Sol) ve ODT 17 (Ac-Di-
Sol)’nin sertlik degerleri sirasiyla 18,3 N ve 21 N ve friyabilite degerleri >%1 olarak

tayin edilmistir.

Dagilma testi: Avrupa Farmakopesi 10.0°da yer alan Agizda Dagilan Tabletler
(Orodispersible Tablets) monografina gére ODT’lerin 3 dakikadan daha kisa siire
icerisinde dagilmasi gerektigi belirtilmistir (12). Bu tez kapsaminda gelistirilen
ODT’lerin dagilma testi distile su ortaminda yapilmig ve tim ODT’lerin dagilma
stiresi 30 saniyeden daha diisiik bulunmustur (Tablo 4.25). Farkli oranlarda kullanilan
seyreltici-doldurucular incelendiginde ODT-2 (Laktoz: 109,3mg- Avicel pH 102
50mg)’nin dagilma siiresi 19,83 (£ 0,68) sn iken laktoz orani diistiriiliip Avicel pH 102
ile ayn1 oranda kullanilarak hazirlanan ODT-5 (Laktoz: 80,3mg- Avicel pH 102
79mg)’in dagilma siiresi 11,72 (£ 1,51) sn olarak iyilestirilmistir, ancak ODT-5
ufalanma-asinma testini gegememistir. Benzer sekilde daha yiiksek oranda Avicel pH
102 kullanilan ODT-6 (Laktoz: 50mg- Avicel pH 102: 109,3mg)’da dagilma siiresi
ODT-2’den daha kisa olmakla birlikte ODT-2’ye gore daha kisa siire elde edilmis fakat
ufalanma asinma testini gegememistir. Bu bulgular dogrultusunda Avicel pH 102
oraninin artmastyla dagilma siiresinin arttig1 ancak ufalanma-asinmaya daha hassas

olduklar tespit edilmistir.

Tek bir siiperdagitict kullanilarak hazirlanan ODT-2 (Polyplasdone™XL),
ODT-3, (Ac-Di-Sol) ve ODT-4 (Primojel) formiilasyonlarinin distile su ortaminda
dagilma siireleri sirasiyla 19,83 (+0,68), 22,22 (+0,63) ve 26,96 (+1,24) sn olarak tayin
edilmis en kisa dagilma siiresi Polyplasdone™ XL ile saglanmistir. Polyplasdone™
XL’1 Polyplasdone™XL-10 ile karsilastirmak amaciyla hazirlanan ODT-7
(Polyplasdone™ XL ve ODT-8 (Polyplasdone™ XL-10)’in dagilma siireleri sirasiyla
17,35 (£ 1,94) ve 19,02 (+1,65) sn olarak tespit edilmistir. Daha biiyiik partikiil
biiyiikliigiine sahip Polyplasdone™ XL (110 -140 mikron) kullanildiginda elde edilen
ODT’lerin dagilma siiresi daha kiiciik partikiilli Polyplasdone™ XL-10 (25-40
mikron) kullanilan ODT’ye gore daha kisadir.
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En iyi dagilma siiresi elde edilen siiperdagitict Polyplasdone™ XL in farkli
oranlar1 kullanilarak hazirlanan ODT-7 (10mg), ODT-9 (20mg) ve ODT-10 (30mg)
formiilasyonlarinin dagilma siireleri sirasiyla 17,35 (+1,94), 10,56 (+ 0,96) ve 10,97
(+0,68) sn olarak tayin edilmistir. En kisa dagilma siiresi 20 mg Polyplasdone™ XL.’in

kullanildigi ODT-9 (20mg) formiilasyonu ile elde edilmistir.

Siiperdagitc1 Polyplasdone™ XL ile Ac-Di-Sol’iin farkli kombinasyonlarini
iceren ODT formiilasyonlar1 (ODT-11, ODT-15, ODT-16) ve sadece Ac-Di-Sol i¢eren
formiilasyonlar (ODT-17) hazirlanmistir. ODT-15 ve ODT-17’nin dagilma siireleri
sirasiyla 10,14 (+ 0,78) ve 15,56 (+ 0,12) sn olmakla birlikte ODT-15 ve ODT-17
ufalanma-asinma testini gegememistir. ODT-11 ve ODT-16’in dagilma siireleri ise
oldukga benzerdir (ODT-11: 13,53 + 0,41 sn, ODT-16: 13,71 + 0,12 sn).

Farkli oranlarda farkli seyreltici doldurucu kullanilarak hazirlanan ODT-5,
ODT-6 ve ODT-13, ODT-14 formiilasyonlar1 degerlendirildiginde laktozla hazirlanan
ODT-5 ve ODT-6 ‘nin dagilma siireleri farmakope kriterini saglamakla birlikte
ufalanma-asinma testini gegememistir. Buna karsin mannitol igeren ODT-13 ve ODT-
14 formiilasyonlarinin dagilma siireleri sirasiyla 17,27 (+ 0,79) ve 19,06 (+ 0,86) sn,

ufalanma-asinmasi <%1dir.

Islanma siiresi ve su absorplama kapasitesi: Islanma siiresi agizda dagilan
tabletlerin agiz igerisinde dagilma kolayliginin bir gostergesi olup formiilasyonda
kullanilan yardimci maddelerin hidrofilik veya hidrofobik &zellikte olmasina ve
dagitict ajanlarin dagilma mekanizmasina bagl olarak degismektedir. Jain ve ark.
(201) sodyum nisasta glikolat i¢eren formiilasyonlarin 1slanma ve dagilma siirelerinin
kroskarmelloz sodyum ve krospovidon igeren formiilasyonlara gére daha uzun, su
absorplama kapasitesinin ise daha diisilk oldugunu bildirmislerdir (201). Sodyum
nigasta glikolat sisme mekanizmasi ile dagilirken, kroskarmelloz sodyum ¢apraz bagl
sodyum karboksimetil seliiloz yapisi nedeniyle kapiler hareket ve herhangi bir

jellesme olmadan sisme mekanizmasi ile dagilir (202).
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Bu tez ¢alismasinda Krospovidone (Polyplasdone™ XL, Polyplasdone™ XL -
10), sodyum nisasta glikolat (Primojel®) ve kroskarmelloz sodyum (Ac-Di-Sol®)
kullanilarak hazirlanan ODT formiilasyonlarin 1slanma siireleri 15,01- 44,7 sn
araliginda degismistir (Tablo 4.25, Sekil 4.30). Gelistirilen ODT’lerin 1slanma stireleri
ile dagilma siireleri arasinda kabul edilebilir diizeyde bir korelasyon oldugu (R%>
0,76), 1slanma siiresi arttikga dagilma siiresinin de uzadigi tespit edilmistir (Sekil
4.34). Gelistirilen ODT’lerin su absorplama kapasiteleri %157,82 - 251,83 araliginda
olup en yiikksek su absorplama kapasitesinin Polyplasdone™ XL igeren
formiilasyonlarda oldugu go6zlenmistir (Tablo 4.25, Sekil 4.31). Cok az sisen
Polyplasdone™ XL basimdan sonra orijinal biiylikliigline doner ve kapiller etki ile

dagilma saglar (Tablo 2.1).

5.2.5. Optimum Formiilasyonda Gerg¢eklestirilen Calismalar

FT-IR spektroskopisi, analizi gergeklestirilen kimyasal madde tarafindan
absorbe edilen tirtesimsel veya rotasyonal kizilotesi isinlarin siddetini Olgerek
absorplanan enerjiyi bantlar halinde spektruma doéniistiiren ve maddenin kimyasal
yapist ve icerdigi fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi veren spektroskopik bir
yontemdir. Rasajilin mesilat, Plasebo (ODT-9) ve rasajilin igeren ODT (ODT-9R)’nin
IR spektralar1 (Sekil 4.35- Sekil 4.37) degerlendirildiginde, rasajilinin FT-IR
spektrumunun literatiirle uyumlu oldugu (181) tespit edilmistir. Eksipiyanlarin
varhiginda elde edilen ODT-9R’a ait FT-IR spektrumunun plasebo ODT (ODT-9) ile
oldukca benzer oldugu goriilmiistiir. Formiilasyonda yiiksek oranda bulanan laktozun
literatiirdeki FT-IR spektrumuyla karsilastirildiginda, FT-IR spektrumlarinin benzer
olmast ODT-9R’daki rasajilinin laktozla kaplanmis oldugunun gdstergesi olarak

alinmastir.

Plasebo ODT toz karisimlarinin fiziksel 6zellikleri ve Plasebo ODT’lerin
karakterizasyon c¢aligmalarindan elde edilen sonuglar dogrultusunda, dagitici olarak
prejelatinize nisasta ve Polyplasodne™ XL igeren ODT-9 formiilasyonu (Tablo 3.3)
optimum formiilasyon olarak belirlenmistir. Rasajilin iceren ODT, Plasebo ODT-9

formiilasyonuna 1 mg rasajilin ilave edilerek hazirlanmistir (ODT-9R). ODT-9R toz
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karisiminin fiziksel ozellikleri (akis zamani, yigin agisi, goriiniir/vurus hacmi,
goriiniir/vurus dansitesi, nem igerigi) ve ODT-9R tabletin karakterizasyon testlerinden
(¢ap, kalinlik, sertlik, friabilite, dagilma, 1slanma zamani ve su absorpsiyon orani) elde
edilen bulgular Tablo 4.26’da plasebo ODT-9 ile karsilagtirmali olarak sunulmustur.
Optimum formiilasyona (ODT-9) 1 mg rasajilin eklendiginde (ODT-9R) tozlarda ve
tabletlerde yapilan analiz sonuglari benzer olup istatistiksel ag¢idan anlamli bir fark

bulunmamustir (p>0,05).

Rasajilin igeren ODT toz karisimi (ODT-9R)’nin yigin agis1 (22°C),
basilabilirlik indisi (12,68) ve Hausner orani (1,15) degerlendirildiginde miikemmel
akig ozelligi gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 4.26). Rasajilin igeren optimum ODT
(ODT-9R)’nin sertlik degeri 22,4 N ve friyabilitesi <1% olarak tayin edilmistir (Tablo
4.26). Bu degerler optimum formiilasyonun yeterli mekanik dirence sahip oldugunun
gostergesi olarak alinmistir. Stiperdagitici olarak Polyplasdone XL (20 mg) igeren
optimum ODT’nin dagilma siiresi 10,67 (£1,04) sn olup Avrupa Farmakopesinde
belirtilen kriteri (< 3 dakika) saglamaktadir. Optimum formiilasyonun i1slanma siiresi

17,01 sn ve su absorpsiyon kapasitesi %266,7 olarak tayin edilmistir (Tablo 4.26).

Avrupa Farmakopesi 10.0 (17) ve Amerikan Farmakopesi 30’da (196) dozaj
sekillerinin tek diizeligi etkin maddenin dozu ve oranina gore agirlik degisimi (Weight
Variation) ya da igerik tekdiizeligi (Content Uniformity) testleriyle tayin edilmektedir.
Etkin maddenin dozu >25 mg ve oranm1 %25 oldugunda agirlik degisimi, aksi taktirde
(<25 mg ya da %25) igerik tekdiizeligi tayin edilir. igerik tekdiizeligi testinde dozaj
birimlerinde bulunan etkin madde miktarmin belirlenen limitler igerisinde olup
olmadiginin tayin edilmesi esasina dayanmaktadir. Opimum ODT formiilasyonundaki
(ODT-9R) rasajilin dozu 1 mg (<25 mg) oldugu icgin icerik tekdiizeligi testi
uygulanmistir ve sonuglar Avrupa Farmakopesi kriterlerine (tlim tabletlerin igerigi
%85-115 sinirlar1 igerisinde olmalidir) gore degerlendirilmistir. ODT-9R’daki
rasajilin igeriginin (%101,7) %85-115 sinirlart igerisinde oldugu bulunmustur. Bu
sonuclar rasajilin igeren toz karigiminin hazirlama ve tablet basimi sirasinda

homojenitesini korudugunun bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.
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Bir tibbi iriiniin  gelistirilmesi  sirasinda ilacin  biyoyararlanimini
etkileyebilecek formiilasyon faktorlerini belirlemek amaciyla ¢oziinme hizi
caligmalar1 yapilmaktadir. Gelistirilecek iirliniin igerigi ve iiretim yOntemi
belirlendikten sonra oOlgek biiylitmede ve iiretilen seriler arasindaki tutarliligi
gostermek amaciyla bir kalite kontrol testi olarak yapilmaktadir. C6ziinme hizi tirliniin
kalitesini test etmek ya da biyoesdegerligin yerini alan ¢ikarimlar yapmak amaciyla
gerceklestirilmektedir. Uriiniin kalitesini test etmek amaciyla yapilan ¢dziinme hiz1
calismalar1 biyoyararlanim/biyoesdegerlik c¢alismalar1 ve klinik caligmalarda
kullanilan test iiriin serileri hakkinda kalite kontrol spesifikasyonlarina destekleyici
bilgi edinmek, tretimdeki siirekliligi/tutarliligi kanitlamak igin kalite kontrol araci
olarak kullanmak ve biyoyararlanim/biyoesdegerlik ¢alismalar1 ve klinik ¢alismalarda
kullanilan referans {iriin hakkinda bilgi edinmek amaciyla yapilan calismalari
kapsamaktadir. Biyoesdegerligin yerini alan g¢ikarimlar yapmak amaciyla yapilan
¢oziinme hizi ¢aligmalart ise bir etkin maddenin farkli formiilasyonlar1 ve referans
tirlin arasindaki benzerligi gdstermek (6rnegin, varyasyonlar, gelistirme sirasinda veya
esdeger tibbi iiriinlerde formiilasyon degisiklikleri sirasinda biyomuafiyet elde etmek
gibi) ve in vivo ¢alismada kullanilacak uygun test ve referans serilerin segilmesinde

tirlinlerin seri-seri tutarliligini incelemek i¢in yapilan ¢aligmalart kapsamaktadir (203).

Rasajilin i¢eren optimum ODT (ODT-9R)’nin ¢dziinme hizi ¢aligmalari iig
farkli ortamda (distile su, 0,1 N HCI, pH 6.8 fosfat tamponu) 6 tekrarl olarak (500
mL, 50 rpm, Aparat-2 (pedal)) sink kosullar altinda gergeklestirilmistir. Her i
ortamda da 15 dakikada ¢6ziinen degerler>%85 olarak bulunmus, (Tablo 4.27-4.29;
Sekil 4.38) EMA( EMEA, European Medicines Agency, Guideline on the Investigation
of Bioequivalance, London, 20 January 2010) (203) ve FDA (Guidance for Industry
Bioequivalence Guidance, 8 Kasim 2006) (204) kilavuzlar1 dogrultusunda ODT-9R’1n
¢ozlinme hiz1 ¢ok hizli ¢oziiniir (Very rapidly dissolving) olarak degerlendirilmistir.
Elde edilen bu sonuclar oOzellikle hizli etki beklenen durumlarda ODT
formiilasyonlarinin  daha kisa siirede etki edeceginin gostergesi olarak

degerlendirilmistir.
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Rasajilin iceren ticari bir ODT preparati bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismalari
basladiginda literatiirde rasajilin iceren bir ODT preparati mevcut olmamakla birlikte
tez calismalar1 devam ederken agizdan absorplanan ve/veya agizda dagilan film ve

tablet formiilasyonlar1 yaymlanmistir (115, 117, 118, 205).

Bukka ve ark. (205) rasajilin mesilatin agizdan emilimi i¢in karbopol ve
sodyum aljinat iceren mukoadezif bukkal film formiilasyonlar1 gelistirmislerdir. Franz
diffiizyon hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro permeasyon ¢alismalarinda rasajilin
mesilatin (5 mg/mL) domuz bukkal mukozasindan permeasyonunun 24 saat i¢inde
%72 oldugu gosterilmistir. Hazirlanan bukkal filmlerden salinan rasajlin mesilatin ii¢
saat sonunda %83-101 civarinda oldugu, polimer miktarlari arttikga salinan miktarin
azaldig1 belirtilmistir (205). Tez c¢alismalar1 kapsaminda gelistirilen optimum
formiilasyon farmasotik sekli itibariyle (direkt basimla hazirlanan ODT) s6z konusu

calismada gelistirilen mukoadezif bukkal film formiilasyonundan farklidir.

Anusha ve ark. (115) tarafindan parkinson tedavisinde kullanilan ticari {iriine
farmasoétik esdeger olarak gelistirilen hizli dagilan (rapidly disintegrating) rasajilin
mesilat tabletleri, mannitol (seyreltici), povidon (dagitict; %2), nisasta-1500
(baglayic1) ve stearik asit (lubrikan) kullanilarak yas graniilasyon yontemiyle
hazirlanmistir. Gelistirilen formiilasyonlarda toz kontrolleri (y18in agisi, yogunluk,
basilabilirlik indisi, Hausner orani) ve tablet kontrolleri (sertlik, friyabilite, dagilma,
¢Oziinme hiz1 gibi) yapilarak optimum bir formiil belirlenmistir. Optimum formiiliin
dagilma zamaninin 4,3 dk oldugu ve 45 dakika sonunda kiimiilatif salinan miktarin
%99,8 oldugu ve bu degerlerin ticari preparattan daha iyi oldugu belirtilmistir.
Gelistirilen formiiller hizli dagilan (rapidly disintegrating) tabletler olarak
tanimlanmasina ragmen farmakopelerde ODT’ler i¢in 6nerilen dagilma zamanini (<3
dakika) saglamamaktadir (115). Tez c¢alismasi kapsaminda gelistirilen optimum
ODT’nin hem dagilma siiresi (10,67 sn) hem de ¢éziinme hiz1 (5 dakikada ¢ozilinen
>%100) acgisindan s6z konusu ¢alismada sunulan formiilasyona istiinliik

saglamaktadir.
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Comoglu ve ark. (118) tarafindan tad1 Eudragit EPO kullanilarak maskelenmis
rasajilin ODT formiilasyonlar1 Krospovidon, Ac-Di-Sol and Parteck® kullanilarak
direkt basim yontemiyle hazirlanmistir. Calismada dagilma zamaniyla ilgili bir bilgi
bulunmamakla birlikte hazirlanan ODT’lerin 1slanma zamanlarinin 9- 33 saniye
arasinda oldugu ve agizda dagilan tabletler icin talep edilen <3 dakika siireyi sagladigi
belirtilmistir. Ayrica gelistirilen ODT’lerin FDA’da hizli ¢6ziinen tabletler i¢in talep
edilen 30 dk igerisinde %85’den fazla ¢oziinmelidir kriterini sagladigi, in vivo
calismada ODT grubunda rasajilinin beyin konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu ve
MAO-B enzim aktivitesinin daha diisiik oldugu belirtilmistir. Elde edilen bulgular
dogrultusunda konvansiyonel tedavide ortaya ¢ikan diisiik biyoyararlanim sorunlarinin
tistesinden gelmek igin rasajilin ODT'lerin alternatif bir ¢oziim olabilecegi 6nerilmistir
(118). Tez ¢alismalar1 kapsaminda gelistirilen ODT’de direkt basimla hazirlanmig
olup, kullanilan yardimci maddeler agisindan farklilik gostermektedir. Optimum
formiilasyon (ODT-9R) laktoz, Avicel pH 102, aspartam, steraik asit, talk, Aerosil,
misir nigastasi, prejelatinize nisasta, Polyplasdone™ XL igerirken literatiirdeki mevcut
calismada Avicel pH 101, Eudragit EPO, graniile seker, magnezyum stearat, mannitol,
Cabosil, Ac-Di-Sol, Parteck®ODT kullanilarak formiilasyon calismalari yapilmistir.
Ayrica s6z konusu ¢alismada 15 dk’da ¢6ziinen degerler (pH 6,8 ortaminda %54-89)
bizim gelistirdigimiz ODT-9R formiilasyonundan (her ii¢ ortamda %99,5-105,5) daha
duistiktiir.

Gilines ve ark. (117) rasajilin igceren mukoadezif agizda dagilan film
(mucoadhesive orodispersible film) formiilasyonlarmi polietilen oksit kullanarak
solvent dokiim yontemiyle hazirlamistir. Gelistirilen formiilasyonlar goriiniis, agirlik
homojenligi, kalinlik, yiizey pH’si, ila¢ igerigi, sisme orani, gerilme direnci,
mukoadezyon, in vitro ila¢ salim ¢alismalar1 ve stabilite gibi parametreler incelenerek
degerlendirilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen bulgular dogrultusunda rasajilin
uygulamast i¢in agizda dagilan filmlerin etkili ve uygulanabilir bir yaklasim oldugu
ve parkinson tedavisi i¢in mevcut oral salim sistemlerine yeni bir alternatif olabilecegi
belirtilmistir (117). Tez ¢alismalar1 kapsaminda gelistirilen optimum formiilasyon
farmasotik sekli itibariyle (direkt basimla hazirlanan ODT) s6z konusu mukoadezif

bukkal film formiilasyonundan farklidir.
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5.3. Permeabilite Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Amidon ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen Biyofarmasdtik Siniflandirma
Sistemi (Biopharmaceutics Classification System; BCS) ilag etkin maddelerini
¢oziinlirliik ve permeabilitesine gore dort sinifa ayirmaktadir. BCS Sinif I ‘de yer alan
etkin maddeler yiiksek ¢ozliniirliik ve yiiksek permeabilite, Sinif II’de yer alan ilaglar
diisiik ¢oziiniirlik ve yliksek permeabilite, Sinif III’de yer alan ilaclar yliksek
¢Oziiniirliik ve diisiik permeabilite , Sinif IV’de yer alan ilaglar diisiik ¢oziiniirlik ve
diisiik permeabilite 6zelligine sahiptir (206). Wu ve Benet tarafindan BCS’e alternatif
olarak gelistirilen Biyofarmasotik ilag Dispozisyon Siniflandirma Sistemi’nde
(Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System, BDDCS), permeabilite
yerine metabolizasyonun kullanilmasi dnerilmistir. Buna gére BDDCS Sinif I ‘de yer
alan etkin maddeler yiiksek ¢oziiniiriik ve yiiksek metabolizasyon, Sinif II’de yer alan
ilaglar diisiik ¢oziiniirliik ve yiiksek metabolizasyon, Simif III’de yer alan ilaglar yiiksek
¢ozliniirliik ve diisiik metabolizasyon, Siif IV’de yer alan ilaglar diisiik ¢oziintirliik ve
diisiik metabolizasyon ozelligine sahiptir (207). Rasajilin BCS Simif III (yiliksek
¢ozlinirliik/diisiik permeabilite) bir ilag olarak siniflandirilirken (103, 123) BDDCS’e
gore Smif 1 (yiiksek ¢oziinirlik/yiiksek metabolizasyon) bir ilag olarak
siiflandirilmistir (124).

[lag etkin maddelerinin permeabilitesini tayin etmek amaciyla farkli yontemler
(kiitle-denge c¢alismalari, mutlak biyoyararlanim c¢aligmalari, insanlarda in vivo
bagirsak perflizyonu galismalari, uygun havyan modeli (6r. sigan) kullanarak in vivo
ya da in situ bagirsak perfiizyonu ¢aligsmalari, insan ya da hayvan bagirsak dokulari
kullanarak in vitro permeasyon calismalari, tek tabakali epitel hiicre kiiltiiriinden
permeasyon ¢aligmalar1) kullanilmaktadir. Bu tez kapsaminda rasajilinin
permeabilitesi tek tabakali epitel hiicre kiiltiirlinden (Caco-2 hiicreleri) permeasyon ve

siganlarda in situ bagirsak perfiizyonu yontemleri kullanilarak tayin edilmistir.

Caco-2 hiicre hattindan permeasyon c¢alismalari: Rasajilin ve rasajilin
iceren ODT-9R formiilasyonunun Caco-2 hiicre hattinda apikalden bazolateral’e

dogru permeabilitesi sirayisiyla 4,082x107° ve 5,624x10™ olarak bulunmustur (Tablo
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4.30, Sekil 4.39). Permeabilite degerleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark
olmas1 (p<0,05) formiilasyonda kullanilan eksipiyanlarin rasajilinin permeabilitesini
artirdiginin bir gostergesi olarak alinmustir. In vitro permeabilite degerindeki bu
artigin, in vivo kosullarda sistemik dolasima gegen rasajilin miktarinda bir artis
saglamas1 ve in vivo biyoyararlanimini da olumlu yonde etkilemesi beklenebilir.
Literatiirde rasajilinin Caco-2 hiicrelerinden permeabilitesini arastiran bir ¢aligma

bulunamamustir.

Literatiirde etkin maddelerin permeabilite katsayilari ile absorpsiyonlarini
iliskilendiren galismalar mevcuttur. Permeabilite katsayis1 0,4x10° cm/sn degerinin
altinda olan molekiillerin oral absorpsiyonlarmin ¢ok zayif, 7x10° cm/sn degerinin
tistiinde olan molekiillerin ise oral absorpsiyonlarinin ¢ok iyi oldugu belirtilmektedir
(208). Ayrica, Caco-2 hiicrelerinden permeabilitelerine gore etkin maddeler zayif (0—
20%; Papp < 1x107° cm/sn), orta (20-70%; Papp 1-10x10"° cm/sn) ve iyi (70—100%;
Papp> 10x10~° cm/sn) derecede absorplanan maddeler olarak siniflandiriimigtir (209).
Tez kapsaminda yapilan ¢alismadan elde edilen permeabilite degerleri dogrultusunda
rasajilin iyi derecede absorplanan bir madde olarak siniflandirilabilir. Rasajilinin oral
uygulamadan sonra iyi absorbe edildigi belirtilmistir (210) ve tez kapsaminda yapilan

Caco-2 ¢alismalarindan elde edilen permeabilite degerleri bunu destekler niteliktedir.

Bagirsak perfiizyon ¢alismalari: Rasajilin ve rasajilin iceren ODT-9R’1n {i¢
farkli bagirsak segmentinden (jejunum, ileum ve kolon) permeabilitesi ii¢lii sican
bagirsak yontemi kullanilarak tayin edilmis ve elde edilen degerler yiiksek
permeabilite ajani olan metoprolol tartaratin permeabilite degerleri ile kiyaslanmistir.
Hem rasajilin hem de metoprololin permeabilitesi jejunumdan kolona dogru
(Jejunum>ileum>kolon) azalmistir. Rasajilin ve metoprololiin permeabilite degerleri
arasinda istatistiksel agidan bir fark olmamasi ve de rasajilinin permeabilite
degerlerinin az da olsa metoprololden yiiksek olmasi nedeniyle rasajilinin intetestinal
permeabilitesi yiiksek olarak degerlendirilmistir. (Tablo 4.31, Sekil 4.40). Rasajilin ve
ODT-9R’daki rasajilinin permeabilitesi kiyaslandiginda tiim segmentlerde rasajilin
permeabilitesi hem anlamli derecede artmis (p<0,05) hem de metoprolol’iin

permeabilitesinden anlamli derecede yiiksek (p<0,05) bulunmustur (Tablo 4.31, Sekil
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4.42). ODT-9R’daki rasajilin permeabilitesi en yiiksek ileumda (5,89x10™* cm/sn) en
diisiik kolonda (3,27x10* cm/sn) bulunmustur (Sekil 4.41).

Literatiirde rasajilinin permeabilitesini bagirsak perflizyonu ¢alismasiyla
inceleyen bir calisma bulunamamistir. Ancak rasajilinin intestinal absorpsiyonu
tizerine P-glikoproteinin etkisini everted gut sac yontemiyle inceleyen bir ¢alisma
mevcuttur. Bu calismada flavanonlarin  (hesperetin, naringenin) ve P-gp
inhibitorlerinin (verapamil, ritonavir ve kinidin) rasajilinin absorpsiyonun artirdigi
ancak bu artigin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi bulunmustur. Elde edilen bulgular
dogrultusunda rasajilinin si¢can bagirsagindan absorpsiyonu iizerine P-gp’nin énemli

bir etkisinin olmadig belirtilmistir (112).

Caco-2 hiicrelerinden ve ti¢lii bagirsak perfiizyonu ¢alismalarindan elde edilen
bulgular birlikte degerlendirildiginde rasajilinin intestinal absorspsiyonun iyi oldugu
sonucuna varilmistir. Ancak rasajilinin karacigerde yiiksek oranda metabolize olmasi
nedeniyle biyoyararlanimi diisiiktiir (%36). BCS sistemine gore rasajilinin sinif III
yani diisiik permeabilite gosterdigi bilinmektedir. Ancak bizim buldugumuz sonuclarla
karsilastirlldiginda permeabilitesinin ~ sOylenildiginin  aksine yiiksek oldugu
gozlenmistir. Literatirde BCS smifi belirlenirken hangi yontemin kullanilarak
rasajilinin permeabilitesinin tayin edildigi belirtilmemistir. Kullanilan yonteme gore
permeabilite degerinde ortaya ¢ikabilecek bir farklilik rasajilinin BCS smifin1 (Siuf I
/ Smuf IIT) etkileyecektir. Literatiirde benzer bir ¢calisma olmadigindan elde ettigimiz

sonuglarla tam bir karsilastirma yapmak miimkiin olmamaistir.

5.4. Hepatik Dispozisyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Rasajilinin siganlardaki hepatik dispozisyonu (dagilma ve eliminasyonu) tek
gecisli in situ karaciger perfiizyonu teknigiyle ilk kez bu tez ¢alismalar1 kapsaminda

incelenmistir.

Referans maddeler (Ertirosit: vaskiiler hacim referans ajani; Evans mavisi:

ekstraseliiler hacim referans ajani) ve liyofilizasyon teknigiyle tayin edilen dagilma
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hacimleri (vaskiiler hacim: 0,16 mL/g, eksravaskiiler hacim: 0,26 mL/g, total hacim:
0,773 mL/g; Tablo 4.33) literatiir verileriyle oldukga iyi bir uyum igerisindedir (211,
212).

Rasajilinin  hepatik dagilma profilleri eritrosit ve Evans mavisiyle
karsilagtirildiginda karacigerde daha genis bir alana dagildigi tespit edilmistir.
Rasajilinin si¢anlarda hepatik esktraksiyonu 0,404 olup orta derecede (ekstraksiyon
orant 0,3-0,7) ekstraksiyona ugradigi bulunmustur. Hepatik klerensi 0,101 mL/sn
olarak tayin edilmistir. Literatiirde rasajilinin hepatik dispozisyonunu si¢an karaciger
perflizyonu yontemi kullanilarak inceleyen bir ¢aligma olmadigr i¢in karsilagtirma

yapilamamustir.
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6. SONUCLAR

Tez kapsaminda, Parkinson tedavisinde kullanilan ve monoamin oksidaz B
(MAO-B) inhibitorii olan rasajilini igeren agizda dagilan tablet formiilasyonu

gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla;

e 17 adet rasajilin icermeyen plasebo ODT formiilasyonu
gelistirilerek direkt basim yontemi ile hazirlanmistir.

e ODT formiilasyonlarin toz kontrolleri ve tablet karakterizasyon
calismalar1 farmakopeler ve literatiirden yararlanilarak uygun
sekilde yapilmistir.

e Toz ve tablet karakterizasyon ¢alismalarindan elde edilen bulgular
dogrultusunda optimum formiilasyon olarak ODT-9 formiilasyonu
secilmistir.

e Deneysel ¢aligmalardan elde edilen numunelerdeki rasajilin miktari
valide edilmis bir HPLC yontemi kullanilarak tayin edilmistir.

e Rasgjilin iceren (1mg) optimum formiilasyonda (ODT-9R) toz
kontrolleri yapildiktan sonra direkt basim yoOntemiyle basilarak
tabletlerde karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmustir.

» Rasajilin, plasebo ODT-9 ve rasajilin ODT (ODT-9R)’de FT-
IR analizleri yapilarak rasajilinin ODT eksipiyanlariyla ge¢imli
oldugu tespit edilmistir.

» Plasebo ODT ile rasajilin igeren optimum formiilasyonun
(ODT-9R) ilavesiyle toz ve tablet kontrollerinde anlamli bir
farklilik bulunmamistir (p>0,05).

» Rasajilin ODT’nin 1slanma siiresi 17 sn, su absorplama
kapasitesi %266 olarak tayin edilmistir.

» Rasajilin ODT nin dagilma siiresi 10,7 sn, ve {i¢ farkli ortamda
(distile su, 0,IN HCI, pH 6,8 fosfat tamponu) gerceklestrilen
¢Ozlinme hiz1 ¢alismalarinda 5 dk’da ¢oziinen yaklasik %100

olarak tayin edilmistir.
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* Rasajilin ODT’nin igerik tek diizeligi %101,7 olarak tayin
edilmis ve ODT"erin rasajilini belirtilen miktarda igerdigi
gosterilmistir.

e ODT eksipiyanlar1 varliginda rasajilinin Caco-2 hiicre hattindan
permeabilitesi anlamli derecede artmis (p<0,05), permeabilite
bulgular1 dogrultusunda absorpsiyonu iyi olarak degerlendirilmistir.

e ODT eksipiyanlar1 varliginda rasajilinin jejnum, ileum ve kolondan
permabilitesi anlamli derecede atmistir (p<0,05). Rasajilin ve
Rasajilin ODT nin permeabilitesinin metoprolole benzer ya da daha
yiiksek olmasi nedeniyle intestinal permeabilitesi yiiksek olarak
degerlendirilmistir.

e Rasagjilinin si¢an karacigerindeki hepatik dispozisyonu in situ
karaciger perfiizyonu calismalariyla ilk kez bu tez caligmalar
kapsaminda incelenmis, hepatik ekstraksiyon 0,404 ve hepatik

klerensi 0,101 ml/sn olarak tayin edilmistir.

Tez caligmalarindan elde edilen bulgular dogrultusunda hedeflenen amaca
uygun bir rasajilin ODT formiilasyonu gelistirilmistir. Rasajilinin pregastrik
absorpiyonu olup olmadigi uygun bir bukkal hiicre hatt1 ya da bukkal mukazadan
permeasyonu Franz diffiizyon c¢alismalariyla incelenebilir. Ayrica gelistirilen
ODT’nin rasajilinin biyoyararlanimima etkisi/katkist in vivo hayvan deneyleri

yapilarak incelenebilir.
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