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YAYINLAMA VE FiKRi MULKIiYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basilt
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve agagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliimiiniin gelecekteki caligmalarda

(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana iliskin olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aliymam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin alinarak kullanilmast zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde

suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast,
Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar

haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet

tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmisgtir.)

e  Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erigime agilmasi

mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir.®
o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmisgtir.)

07/12/2021

Ecz. Aslithan ARSLAN

“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iligkin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez damismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki yil
stire ile tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamais ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek
bilgi ve bulgular: igeren tezler hakkinda tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayr agmamak iizere tezin erisime agilmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar: veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslaria yapilan
is birligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karart ise, ilgili kurum ve kurulugun
onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine tiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karar
verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: ¢cercevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldwrilmast halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan
karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu ¢aligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Levent ONER danismanlhiginda
tarafimdan {iretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Tez

Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Ecz. Aslihan ARSLAN
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TESEKKUR

Doktora egitimim ve tez ¢aligmalarim siiresince bana hep 6zverili, yardimsever
ve anlayish davranan; bilgisi, deneyimi, sahip oldugu bilimsel vizyon ile yolumu
aydinlatan, 6zgiir arastirmact ruhumu canli tutmami saglayan degerli danisman hocam
Prof. Dr. Levent ONER e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Akademik ve tiim bilimsel ¢caligmalarimdaki katki ve destekleri i¢in, her zaman
yanimda olarak ¢dziimler iirettigi icin degerli hocam Prof. Dr. Hakan EROGLU na ¢ok
tesekkdir ederim.

Bayes optimizasyonunun farmasoétik teknoloji alanina uygulanmasi igin bilgi ve
deneyiminiyle bana rehberlik eden, bu konudaki bilimsel katki ve destekleri i¢in Dog.
Dr. Barbaros YET e tesekkiir ederim.

Biyoanalitik c¢alismalardaki LC/MS-MS analizlerinin gerceklestirilmesi ve
analiz sonuglarin yorumlanmasi asamalarindaki bilimsel katki ve destekleri i¢in Prof.
Dr. Emirhan NEMUTLU ya tesekkiir ederim.

Tez izleme komitesinde yer alan hocalarim Prof. Dr. Selma SAHIN ve Dog. Dr.
Mustafa Sinan KAYNAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismalarimi gergeklestirmem ig¢in her tiirlii imkani sagladigi, zengin cihaz
ve ekipman alt yapisini bizlerin kullanimina sundugu, 6zgiir ve huzurlu bir ¢aligma
ortami olusturdugu i¢in basta Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr.
Levent ONER olmak iizere boliimiimiizdeki tiim degerli ogretim iiyesi/elemam
hocalarima, aragtirma gorevlisi ve doktora Ogrencisi arkadaslarima, idari ve destek
personellerine tesekkiir ederim.

Tez ¢aligmalarim yiiritmem i¢in proje destegi saglayan Tiirkiye Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Kurumu’na (TUBITAK) (Proje Kodu: 120S229) tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez c¢aligmalarimi gergeklestirmem i¢in sundugu esnek calisma saatleri ve
verdigi samimi destek igin Elixir {la¢ Arastirma ve Gelistirme AS Genel Miidiirii Dr.
Firat YERLIKAYA ya tesekkiir ederim.

Her zaman oldugu gibi doktora siirecim boyunca da yanimda olan, yasam
enerjileri ile beni motive eden arkadaslarima ¢ok tesekkiir ediyorum.

Karsiliks1z sevgi ve biiyiik bir sabirla her zaman yanimda olan, bana gii¢ veren,
bitmeyen ¢alisma istegini bana da asilayan babama, diinya giizeli giiliisii ve pozitif
enerjisi ile bizleri hep mutlu eden anneme, bilgeligi ile yolumu aydinlatan ablama, renkli

kisilikleri ile ailemizi senlendiren kiiciik kardeslerime ¢ok tesekkiir ederim.
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OZET

Arslan, A., Coziiniirliigii ve Cozinme Hizi Artirlmis Selekoksib
Formiilasyonlarimn ~ Tasarmmi, Optimizasyonu ve 1In  Vitro/In  Vive
Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyofarmasotik
ve Farmakokinetik Programn Doktora Tezi, Ankara, 2021. Birlikte kuru 6giitme,
¢coziiniirliigh diisiik etkin maddelerin ¢oziiniirliiglinii ve ¢ozlinme hizini iyilestirmek i¢in
son yillarda yaygin bir sekilde kullanilan ve ilag¢ endiistrisinde uygulanabilir bir
teknolojidir. Tasarimla kalite, dnceden tanimlanmis hedeflerle, istatistiksel, analitik ve
risk yonetimi metodolojisi kullanan sistematik bir yaklagimdir. Bu tezin amaci, suda ve
fizyolojik ortamlardaki ¢oziiniirligii diisiik olan selekoksibin, birlikte kuru &giitme
teknolojisi  kullanilarak tasarimla kalite yaklagimiyla mikronalti/nano-boyutta
bilesimlerini gelistirmek, bu bilesimleri in vitro ve in vivo olarak karakterize etmektedir.
On tarama deneyleri ile birlikte kuru &giitme isleminde selekoksib igin en uygun yardimci
maddeler belirlenmistir. islem ve formiilasyon etkenlerinin, birlikte 6giitiilmiis selekoksib
bilesimlerinin kiritik kalite Ozellikleri {izerine etkilerini anlamak igin farkli deney
tasarimlart kullanilmigtir. Ishikawa diagrami ile potansiyel risk faktorleri belirlenmis,
Plackett-Burman deney tasarimi ile 6nemli risk faktorleri secilmis, merkezi kompozit ve
Bayes optimizasyonu ile selekoksib bilesimleri optimize edilmistir. Optimize edilen
birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimleri, FTIR, XRD, DSC, SEM, IDR, ¢oziiniirliikk ve
stabilite caligmalar1 ile karakterize edilmistir. Bu bilesim ile gelistirilen optimum
formiilasyonun ¢oziinme testleri, permeabilite ¢alismalart ve sicanlarda oral
farmakokinetik c¢aligmalar1 yapilmistir. Bu caligmalar sonucunda, tasarimla kalite
yaklasimiyla mikronalti/nano-boyutta, ¢oziiniirliigii ve ¢oziinme hiz1 artirilmis selekoksib
bilesimlerinin tasarlanmasi igin optimum parametreler belirlenmistir. In vitro ve in vivo
caligmalara iligkin bulgular ile ¢oziliniirliigii, ¢c6ziinme hiz1 ve oral farmakokinetik profili
tyilestirilmis selekoksib bilesimlerinin gelistirildigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Selekoksib, kuru 6giitme, merkezi kompozit, Bayes, intrinsik

¢coziinme hiz1.

Destekleyen Kurum: Bu c¢alisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
(TUBITAK) tarafindan desteklenmistir (Proje Kodu: 120S229).
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ABSTRACT

Arslan, A., Design, Optimization and In Vitro/In Vivo Evaluation of Celecoxib
Formulations with Increased Solubility and Dissolution Rate, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences, PhD. Thesis in Biopharmaceutics and
Pharmacokinetics, Ankara, 2021. Dry co-milling is a technology that has been widely
used in recent years and can be applied in the pharmaceutical industry to improve the
solubility and dissolution rate of poorly soluble active substances. Quality by Design is a
systematic approach that uses statistical, analytical and risk management methodology
with predefined objectives. The aim of this thesis is to develop submicron/nano-sized
compositions of celecoxib, which has low solubility in water and physiological
environments, prepared by dry co-milling technology, with a quality by design approach
and to characterize them in vitro/in vivo. The most suitable excipients for dry milling with
celecoxib were determined by preliminary screening experiments. Different experimental
designs were used to understand the effects of processing and formulation factors on the
critical quality properties of co-milled celecoxib compositions. Potential risk factors were
determined with Ishikawa diagram, important risk factors were selected with Plackett-
Burman experimental design, and celecoxib compositions were optimized with central
composite and Bayesian optimization. Optimized co-milled celecoxib compositions were
characterized by FTIR, XRD, DSC, SEM, IDR, solubility and stability studies.
Dissolution tests and permeability studies of the optimum formulation developed with this
composition were carried out. Oral pharmacokinetic studies of the optimum formulation
and reference product were performed in rats. As a result of these studies, optimum factors
for the design of celecoxib compositions with increased solubility and dissolution rate at
submicron/nano-sized were determined with the quality by design approach. Results of in
vitro and in vivo studies have demonstrated the development of celecoxib compositions
with improved solubility, dissolution rate, and oral pharmacokinetic profile.

Keywords: Celecoxib, dry milling, central composite, Bayesian, intrinsic dissolution rate.

Supporting Institution: This study was supported by The Scientific and Technological
Research Council of Turkey (TUBITAK) (Project number:
120S229).
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Farmasotik partikiil teknolojilerinin sematik gosterimi.

Yukaridan-asagiya ve agsagidan-yukartya tekniklerinde elde edilen
partikiil biyiikliigii (nm) sematik gdsterimi.

Air jet degirmen ve ¢alisma ilkesinin sematik gdsterimi.
Yiiksek enerjili degirmen tipleri.

Farkli materyallerden yapilmis bilyali degirmen 6gilitme haznesi ve
bilyalar.

Gezegen hareketli bilyali degirmen ve ¢alisma ilkesinin sematik
gosterimi.

Yiiksek enerjili bilyali degirmen ve ¢alisma ilkesinin sematik gosterimi.

Yas 0giitme sematik gosterimi (wet media milling).

Yas 6glitme sirasinda gozlenebilecek kristal biiylimesi mekanizmalarin
sematik gosterimi.

Minitab® 19 yazilimda olusturulabilecek bir Plackett-Burman deney
tasarim matris 0rnegi.

Faktoriyel noktalari, merkez noktalarini ve yildiz/eksen noktalarin
iceren CCD sematik gosterimi.

a diizeylerine ve degerlerine gére CCD tipleri.

Tek girdi ve tek ¢ikt1 degiskenine sahip BO isleminin degisik yineleme
ornekleri: A:vekil model tahmin dagilimi ve 6ndeki gézlemler, B:
edinme fonksiyonunun 6nerdigi yeni gozlem, C: giincellenen vekil
model ile edinme foksiyonunun 6nerdigi yeni gézlem gosterilmektedir.

Selekoksibin kimyasal yapisi.

Karisimin Gibss serbest enerjisinin degisimi ve denge durumu sematik
gosterimi.

Mikronalti/Nano-boyutta selekoksib bilesimlerinin tiretildigi gezegen
hareketli bilyali1 degirmen.

USP Wood aygit1 bilesenleri, 6rnek hazirligi ve tutucu milin ¢6ziinme
ortamindaki pozisyonu.

Sicanlara oraj gavaj ile ilag uygulamasi (A) ve kuyruk veninden kan
alim (B ve C) gorselleri.

Selekoksib FTIR spektrumu.

Selekoksibin 500 pg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisine iligkin 6rnek
kromatogram.
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Islem gérmemis selekoksib Form-III etkin maddesine iliskin X-1s1n1
difraktograma.

Islem gérmemis selekoksib etkin maddesine iliskin DSC termogramu.
Islem gérmemis selekoksib etkin maddesine iliskin PSD grafigi.

Selekoksibin 200 pg/ml konsantrasyondaki standart ¢ozeltisine iliskin
ornek kromatogram.

Ozgiilliik calismasina iliskin 6rnek kromatogramlar: a) test ¢cdzeltisi, b)
standart ¢ozelti, c) seyreltme ¢ozeltisi, d) plasebo ¢ozeltisi.

Selekoksib miktar tayini yontemine iliskin regresyon dogrusu. y; pik
alanini, x; selekoksib konsantrasyonunu gostermektedir.

On tarama deneylerinde hazirlanan formiilasyonlara iliskin ¢dziinmiis
selekoksib miktar1 (pH 12’de 60. dakikada) (mg) ve ortalama partikiil
biiyiikliigii (nm) ¢ubuk grafikleri.

Selekoksib, FO1, FO3, F20 ve F21’¢ iliskin XRD difraktogramlari.
Selekoksib ve FO3’e iligkin FTIR spektrumlari.

Birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesiminin kritik kalite 6zelliklerini
etkileyebilecek formiilasyon ve iiretim islem parametrelerini gosteren
balik kil¢1g1 (Ishikawa) diyagrami.

Ortalama partikiil biiyiikliigii (Y1) yanit degiskeni i¢in anlamli bagimsiz
degiskenleri gosteren Pareto grafigi.

Ortalama partikiil biiytikliigii (Y1) yanit degiskeni i¢in ana etki
grafikleri.

pH 12°de 30. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 (mg) (Y2) yanit
degiskeni i¢in anlamli bagimsiz degiskenleri gosteren Pareto grafigi.

pH 12°de 30. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 (mg) yanit
degiskeni i¢in ana etki grafikleri.

pH 1,2+%0,2 SLS’de 120. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib miktari (mg)
(Y3) yanit degiskeni i¢in anlamli bagimsiz degiskenleri gdsteren Pareto
grafigi.

pH 1,2+%0,2 SLS’de 120. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib miktari (mg)
yanit degiskeni i¢in ana etki grafikleri.

Sudaki ¢oziintirlik (ng/mL) (Y4) yanit degiskeni i¢in anlamli bagimsiz
degiskenleri gosteren Pareto grafigi.

Sudaki goriiniir ¢oziiniirliik (ug/mL) (Y4) yanit degiskeni i¢in ana etki
grafikleri.

Modele iligkin normal olasilik grafikleri: A; Y1 yanit degiskeni, B; Y»
yanit degiskeni.

X1, Xave X3 bagimsiz degiskenleri arasindaki etkilesimlerin Y5 yanit
degiskeni iizerine etkisini gosteren kontur grafikleri.
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X1, Xave X3 bagimsiz degiskenleri arasindaki etkilesimlerin Y yanit
degiskeni iizerine etkisini gosteren ii¢ boyutlu cevap yiizey grafikleri.

X1, Xave X3 bagimsiz degiskenleri arasindaki etkilesimlerin Y> yanit
degiskeni iizerine etkisini gosteren kontur grafikleri.

X1, Xave X3 bagimsiz degiskenleri arasindaki etkilesimlerin Y> yanit
degiskeni iizerine etkisini gosteren ii¢ boyutlu cevap yiizeyi grafikleri.

Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi, fiziksel karigim, islem
gdormemis selekoksib etkin maddesi ve Celebrex® Kapsiil ¢oziiniirliik
sonuclarina iligskin karsilastirmali cubuk grafikleri.

Intrinsik ¢dziinme hiz1 deneylerine iliskin regresyon grafikleri ve
denklemleri (A: pH 1,2+%0,2 SLS, B: pH 4,5+%0,2 SLS, C: pH
6,8+%0,2 SLS ve D: pH 12).

Karsilagtirmali intrinsik ¢oziinme hiz1 grafikleri (A: pH 1,2+%0,2 SLS,
B: pH 4,5+%0,2 SLS, C: pH 6,8+%0,2 SLS, D: pH 12 (mg/500 mL).

FASSIF ¢6zlinme ortaminda karsilastirmali intrinsik ¢éziinme hizi
grafigi (mg/500 mL).

Ogiitme bilesiminde yer alan maddelerin DSC termogramlari.

Farkl1 sicaklik artislarinda optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib ve
fiziksel karisima iliskin termogramlar.

FTIR spektrumlari: a) selekoksib b) mannitol, ¢) polivinilpirolidon, d)
sodyum lauril siilfat, e) optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi
ve ) optimum bilesime iligkin fiziksel karigim.

Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib ve fiziksel karisima iliskin
karsilagtirmali FTIR spektrumlari.

X-151n1 difraktogramlari: a) selekoksib b) tek basina 6giitliilmiis
selekoksib (FO1), c) birlikte 6giitiilmiis selekoksib ve polivinilpirolidon
(F03), d) optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi
(polivinilpirolidon>mannitol), e) birlikte 6giitiilmiis selekoksib,
polivinilpirolidon, mannitol ve sodyum lauril siilfat (PB06)
(polivinilpirolidon<mannitol) ve f) fiziksel karigim.

Selekoksib, optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib, fiziksel karisim ve
Celebrex® Kapsiil’e iligkin partikiil biiytikligi 6l¢tim grafikleri.

SEM goriintiileri: (a) ve (b) islem gérmemis selekoksib.

Optimum birlikte 6giitlimiis selekoksibin X-Isin1 difraktogramlari: (a)
baslangi¢ (b), 40°C, %75 BN’de 3. ay, (¢) 25°C, %60 BN’de 3. ay ve
fiziksel karigimin X-Isin difraktogramlari: (d) baslangic. (e) 40°C, %75
BN’de 3. ay, (f) 25°C, %60 BN’de 3. ay.

Optimum formiilasyon ve Celebrex® Kapsiil ¢oziinme profilleri: sink
kosul: A: pH 1,2+%0,2; B: pH 4,5+%0,2; C: pH 6,8+%0,2; sink
olmayan kosul: D: pH 1,2+%0,2.
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Sitotoksisite ¢aligmasi % hiicre canlilig1 karsilastirmali grafikleri; A: 1
uM-1000 uM araligindaki konsantrasyonlarin % hiicre canliligi, B: 1
uM-50 uM araligindaki konsantrasyonlarin % hiicre canlilig1.

LC-MS/MS yontemi ile yapilan selekoksib miktar tayinine iliskin 6rnek
kromatogram: a) standart ¢ozelti, b) plazma.

Plazmadan selekoksib miktar tayini yontemine iligkin regresyon
dogrusu. y pik alanini, x selekoksib konsantrasyonunu gostermektedir.

Oral yoldan 10 mg/kg uygulama sonrasi her bir sigan i¢in zamana karsi
plazma selekoksib konsantrasyonu grafikleri.

Oral yoldan 40 mg/kg uygulama sonrasi her bir sigan i¢in zamana karsi
plazma selekoksib konsantrasyonu grafikleri.

Optimum formiilasyon ve Celebrex® Kapsiil karsilastirmali plazma
konsantrasyonu-zaman grafikleri: A:10 mg/kg, B: 40 mg/kg.

10 mg/kg ve 40 mg/kg dozlara iligskin karsilastirmali plazma
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Plackett-Burman deney tasarim matrisi.
Selekoksib etkin madde miktar tayini analizi kromatografik kosullar.
Selekoksib partikiil biiyiikliigii dagilimi analiz yontemi.

Selekoksib etkin madde miktar tayini yontemi i¢in kromatografik
kosullar.

On tarama deneylerinde kullanilan yardimc1 maddeler ve
selekoksib:yardimci madde agirlik oranlari.

Plackett-Burman deney tasariminda kullanilan degiskenler ve diizeyleri.

Plackett-Burman deney tasarim matrisi.

Merkezi Kompozit deney tasariminda kullanilan degiskenler ve
diizeyleri.

Merkezi kompozit deney tasariminda sabit diizeyde kullanilan
degiskenler.

Merkezi kompozit deney tasarim matrisi.

Gauss Siireci (Gauss Process-GP) vekil modelini baslatma deneyleri.
BO tarafindan 6nerilen kiimiilatif deney tasarim matrisi.

Intrinsik ¢dziinme hiz1 deney kosullari.

Hizlandirilmis kosul ve uzun donem kosuluna iliskin stabilite deney
plani.

Optimum formiilasyon ve referans {iriiniin oral farmakokinetik
calismasina iligkin deney tasarimi.

Selekoksib miktar tayini yontemine iliskin kromatografik kosullar.

Selekoksib miktar tayini yontemine iiliskin MS/MS dedeksiyon
kosullart.

Selekoksib FTIR spektrumu iiretici firma ve deneysel analiz sonuglari.
Selekoksib etkin madde miktar tayini (%) sonuclari.

Selekoksib sistem uygunlugu verileri.

7 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozelti alanlari.

Dogruluk parametresi % geri kazanim sonuglari.

Birinci giin elde edilen selekoksib miktar tayini kesinlik sonuglari
(tekrarlanabilirlik).
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Selekoksib ¢ozeltilerinin stabilitesine iliskin analiz sonuglari.
Selekoksib ¢ozeltilerinin filtre calismasina iligkin analiz sonuglart.

On tarama deneylerinde hazirlanan formiilasyonlara iliskin ¢dziinmiis
selekoksib miktar1 (pH 12°de 60. dakikada) ve ortalama partikiil
biiylikliigii sonuglari.

On tarama deneylerinde hazirlanan formiilasyonlara ve selekoksibe
iliskin ¢6zlinmiis selekoksib miktar1 (pH 1,2+%0,2 SLS’de 120.
dakikada).

Plackett-Burman deney tasarimi ile elde edilen yanit degisken degerleri.

Plackett-Burman deney tasarimi ile elde edilen bagimli degisken
degerlerinin istatistiksel analizi.

Merkezi kompozit deney tasarimi ile elde edilen yanit degisken
degerleri.

Ikinci dereceden/kuadratik modeldeki Y1 ve Y2 yanit degiskenleri icin
varyans analizinin (ANOVA) dzeti.

Arzu edilirlik fonksiyonuna dayali optimum birlikte dgiitiilmiis
selekoksib formiilasyonuna iligkin deneysel ve 6ngdriilen sonuglari.

BO tarafindan 6nerilen deney tasarimina iliskin analiz sonuglari.

Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi, fiziksel karigim, islem
gormemis selekoksib etkin maddesi ve Celebrex® Kapsiil ¢oziiniirliik
sonuclar1 (pg/mL).

500 mL pH 1,2+%0,2 SLS ¢oziinme ortaminda ¢éziinmiis selekoksib
miktar1 (mg).

500 mL pH 4,5+%0,2 SLS ¢oziinme ortaminda ¢éziinmiis selekoksib
miktar1 (mg).

500 mL pH 6,8+%0,2 SLS ¢oziinme ortaminda ¢éziinmiis selekoksib
miktar1 (mg).

500 mL pH 12 ¢oziinme ortaminda ¢éziinmiis selekoksib miktar1 (mg).

500 mL FASSIF ¢oziinme ortaminda ¢ozlinmiis selekoksib miktar1
(mg).

pH 1,2+%0,2 SLS, pH 4,5+%0,2 SLS, pH 6,8+%0,2 SLS ve pH 12°de
selekoksibin intrinsik ¢oziinme hizi (mg/dk/cm?).

Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib ve fiziksel karisima iliskin 3
aylik stabilite analiz sonuglari.

Celebrex® Kapsiil kalitatif ve kantitatif bilegim.
Celebrex® Kapsiil karakterizasyon ¢alisma sonuglari.

Selekoksib 200 mg kapsiil kalitatif ve kantitatif bilegim.
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Optimum formiilasyon (37 mg selekoksib/1000 mL) ve Celebrex®
Kapsiil (19 mg selekoksib/1000 mL) sink kosulun saglandigi ¢oziinme
testi sonuglari (% ¢oziinen).

Optimum formiilasyon (200 mg selekoksib/1000 mL) ve Celebrex®
Kapsiil (200 mg selekoksib/1000 mL) sink kosulun saglanmadigi
¢Oziinme testi sonuglar1 (% ¢dzlinen).

Optimum formiilasyon ve referans liriine iliskin benzerlik faktorii (£2)
degerleri tablosu.

Selekoksib, optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib, fiziksel karisim ve

Celebrex® Kapsiil’e iliskin sitotoksisite sonuglari.

Apikalden bazolaterale gecis yoniinde ortalama selekoksib Papp
degerleri.

10 mg/kg dozda uygulanan Celebrex® Kapsiil {iriinii i¢in plazma
selekoksib konsantrasyonlari.

10 mg/kg dozda uygulanan optimum formiilasyon i¢in plazma
selekoksib konsantrasyonlari.

40 mg/kg dozda uygulanan Celebrex® Kapsiil {iriinii i¢in plazma
selekoksib konsantrasyonlari.

40 mg/kg dozda uygulanan optimum formiilasyon i¢in plazma
selekoksib konsantrasyonlart.

Oral uygulama sonrasi optimum formiilasyon ve Celebrex® Kapsiil’e
iliskin farmakokinetik parametreler.
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1. GIRIS

Steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglar (NSAII), ¢esitli hastaliklarmn
tedavisinde ve semptomlarinin azaltilmasinda diinya genelinde en sik recetelenen ilag
grubudur. NSAII’ler osteoartrit (OA), romatoid artrit (RA), ankilozan spondilit (AS)
gibi hastaliklarda eklem iltihab1 nedeniyle gozlenen agr1 ve sertliin azaltilmasim
saglayan ilaglardir (1, 2).

Artrit dlinya genelinde goriilme siklig1 yiiksek, tahmin edilen oranlardan daha
yiiksek insidansa sahip bir hastaliktir. 2015 yilinda Amerika’da 54,4 milyon insana
artrit tanist konulmustur ve 2040 yilinda bu rakamm 78 milyon olacagi tahmin
edilmektedir (3). 2016 verilerine gére romatoid artrit, diinya genelinde 17,6 milyon
insan1 etkilemistir. Amerika’da 1,6 milyondan fazla insan, Avrupa’da ise 6,2 milyon
insan romatoid artrit hastasidir (4). Benzer sekilde Amerika’da 30 milyondan fazla
kiside osteoartrit goriilmekte, diinya genelinde ise yaklasik olarak 242 milyon
osteoartrit hastas1 bulunmaktadir (5). Ankilozan spondilitin goriilme siklig1, romatoid
artrit ve osteoartrite gore daha az olmakla birlikte, hastalarin sahip oldugu siddetli agr1
ve sertlik nedeniyle NSAIi’lere olan gereksinimleri oldukca fazladur.

Diklofenak, indometazin, ibuprofen, naproksen, meloksikam ve selekoksib
gibi NSAIl’ler osteoartrit, romatoid artrit, ankilozan spondilit gibi hastaliklarin
tedavisinde iilkemizde ve diinya genelinde en sik kullanilan ilaglardir (2). NSAil’ler
genel olarak semptomatik tedavi saglamak icin kullanilmasina ragmen osteoartrit,
romatoid artrit, ankilozan spondilit gibi kronik hastaliklarin tedavisinde siirekli olarak
kullanildiginda; toksisiteyi arttirmadan radyolojik ilerlemeyi azaltmaktadir. Bu
nedenle hastalarin, sadece agri hissettiklerinde belirti ve semptomlarini azaltmak
amactyla degil, siirekli olarak NSAII almalar1 gerekmektedir (6). NSAIl’lerin
faydalarinin yan1 sira gastrointestinal, kardiyovaskiiler ve renal yan etkileri
bulunmaktadir. Hastalarin NSAli’lerden fayda saglarken ¢ok fazla yan etki ile
karsilasmamasi i¢in Amerika Birlesik Devletleri Ilag ve Gida Dairesi (FDA), tiim
NSAIl’ler ile yapilan tedavilerde hedefe uygun en kisa siireli, en diisiik etkili dozda

ilag kullanilmasini 6nermektedir (7).



Son yillarda yapilan calismalarda, 6zellikle osteoartrit, romatoid artrit ve
ankilozan spondilit tedavisinde siirekli olarak kullanilan NSAIi’lerin etkili en diisiik
dozda kullanilmasini saglamak, dolayist ile yan etkilerini azaltmak i¢in ilaglarin
farmakokinetik 6zelliklerinin iyilestirilmesi hedeflenmistir (8).

Farmasotik partikiil teknolojisi, sudaki ¢oziiniirligii diisik olan etkin
maddelerin ¢ozliniirliiglinii, ¢éziinme hizin1 ve biyoyararlanimini artirmak i¢in yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Yas Ogiitme yontemi ile hazirlanan ve basarili
sonuclar elde edilerek ticari iirline doniisen bir¢cok formiilasyon bulunmaktadir (9).
Yas 6giitme ile karsilastirildiginda daha az islem basamagi icermesi, endiistriye kolay
uygulanabilir olmasi nedeniyle kuru 6glitme islemi tercih edilmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde, diklofenak, indometazin, meloksikam molekiillerinin kuru
oglitme yontemi ile ¢oziiniirliigli, ¢cozlinme hizi dolayisi ile biyoyararlanimi artirilmas,
bu {iriinler daha diisiik yitiliklerde FDA tarafindan ruhsatlandirilmistir (7, 10, 11).
Tasarlanan yeni formiilasyonlarin klinik ¢alisma sonuglari, iyilestirilmis
farmakokinetik profili ile daha diislik yitilikte uygulamanin miimkiin oldugunu
gostermistir. SoluMatrix Fine Particle Technology™ olarak isimlendirilen birlikte
kuru 6gilitme yontemi ile farkli etkin maddelerin biyoyararlaniminin artirilmasi igin
yapilan caligmalar devam etmektedir (12).

Selekoksib, osteoartrit, romatoid artrit ve ankilozan spondilit gibi hastaliklarin
belirti ve semptomlarinin tedavisinde, selektif siklooksijenaz-2 (COX-2) inhibitorii
olarak kullanilan bir NSAII’dir (13). Yapilan ¢alismalar, bu hastaliklarin tedavisinde
selekoksibin tiimor nekroz faktorli inhibitorleri ile kombine kullanimi sonucu
radyolojik iyilesmelerin oldugunu gostermektedir (14). Diger NSAII’ler gibi
selekoksibin de istenmeyen etkileri bulunmaktadir. Ilag piyasasinda selekoksibin yan
etkilerini azaltmay1 saglayacak, daha diislik yitilikte {iretilmesine ve kullanilmasina
imkan verecek bir {riin henliz bulunmamaktadir. Selekoksib, Biyofarmasotik
Siniflandirma Sistemi’ne (BCS) gore Smnif 2 bir ilagtir; absorpsiyon hizinda hiz
kisitlayici basamak ¢oziinme hizidir, dolayisiyla selekoksibin ¢oziiniirliik ve ¢éziinme
hiz1 gibi 6zelliklerinin artirilmasi ile farmakokinetik 6zellikleri iyilestirilebilir.

Selekoksibin klinik etkilerini arastirmak igin yapilan ¢aligmalar, osteoartrit,
romatoid artrit ve ankilozan spondilit gibi hastaliklarin semptomatik tedavisindeki

etkinliginin yani sira farkli hastaliklarda da etkili olabilecegini gostermektedir (15,



16). Selekoksib, arastirilmaya ve klinik etkileri aydinlatilmaya gereksinimi olan bir
ilactir. Aym1 zamanda selekoksibin, amlodipin ile sabit doz kombinasyonunun,
tromadol ile ko-kristal seklinin yeni ruhsatlandirilan iiriinler olmasi, selekoksibin
farkli etkin maddeler ile kombine edilme potansiyelinin yiiksek oldugunu
gostermektedir (17, 18).

Tasarimla kalite, Onceden tanimlanmis hedeflerle ilaglarin tasariminda,
gelistirilmesinde ve iiretilmesinde istatistiksel ve analitik yontemler ile risk yonetimi
kullanarak ilag kalitesini saglayan sistematik bir yaklagimdir (19, 20). Bu yaklagimin
uygulanabilmesi i¢in farkli deney tasarimlar1 kullanilabilmektedir. Geleneksel deney
tasarimlarinda ayni anda tek etken degistirilebildigi i¢in daha fazla sayida deney
yapilmas1 gerekmekte, etkenler arasi etkilesim saptanamamaktadir. Bu nedenle ¢ok
sayida etkenin etkisinin incelenebilmesi i¢in birinci ve ikinci dereceden matematiksel
modeller sunan deney tasarimlar1 kullanilmaktadir (21, 22).

Faktoriyel tasarimlarda etkenlerin etkisi bilinmiyorsa, oncelikle tarama
deneyleri yapilmaktadir. Kesirli faktoriyel veya Plackett-Burman gibi tasarimlar ile
etkenlerin etkisi tanimlanmaktadir. Daha sonra ise faktorlerin etkisinin istatistiksel
olarak tanimlanabilmesi i¢in ikinci dereceden cevap yiizey deney tasarimlari
kullanilmaktadir (21, 22). Bu tasarimlara ek olarak heniiz farmasotik teknoloji
alaninda yaygin bir kullanimi olmayan Bayes optimizasyonu (BO), siirekli 6grenen ve
daha az sayida deneysel calisma ile hedefe ulasilmasini saglayabilecek bir deney
tasarimudir (23).

Yeni bir ilacin piyasaya sunulmasi siirecinde, klinik 6ncesi donemde (preklinik
faz), aday maddelerin fizikokimyasal 6zellikleri in vitro testler ve farmakokinetik
ozellikleri in vivo hayvan deneyleri ile arastirilmakta, belirlenmektedir. Yeni
gelistirilen formiilasyonlarin da benzer sekilde, oncelikle in vitro testler ile
fizikokimyasal karakterizasyonu yapilmakta, ardindan hiicre kiiltiirii ¢alismalar ile
sitotoksisitesi, permeabilitesi arastirilmakta ve en uygun formiilasyon kullanilarak
farmakodinamik ve farmakokinetik 6zelliklerin belirlenebilmesi i¢in hayvan deneyleri
yapilmaktadir.

Bu tezin amaci, selekoksibin ¢oziiniirliigiiniin ve ¢éziinme hizinin arttirilmasi
icin birlikte kuru 6giitme yontemi kullanilarak yeni bir iirlin gelistirilmesidir. Bu

stirecte tasarimla kalite yaklasimi uygulanmasi hedeflenmistir. Bu amacla;



Selekoksibin birlikte oOgiitiilebilecegi en uygun yardimci maddelerin
secimi i¢in On tarama deneyleri yapilmigtir.

Selekoksibin, in vitro testlerdeki miktar tayininin belirlenebilmesi igin
yiiksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirilerek yontem
validasyonu yapilmistir.

Birlikte kuru 6giitme isleminin ve 6glitme bilesiminde yer alan yardimci
maddelerin selekoksib bilesimlerinin kritik kalite 6zellikleri lizerindeki
etkisini belirlemek i¢in ilk olarak Plackett-Burman deney tasarimi ile
tarama deneyleri yapilmistir. Etkili formiilasyon bilesenlerinin etkisini
matematiksel bir model ile degerlendirmek ve formiilasyonu optimize
etmek i¢in merkezi kompozit deney tasarimi kullanilmistir. Ayn1 zamanda
merkezi kompozit deney tasarimina gore daha az deney ile optimum
selekoksib bilesimi elde edebilmek i¢in Bayes optimizasyon deney
tasarimi uygulanmaistir.

Birlikte 6giitiilmiis optimum selekoksib bilesimlerinin fizikokimyasal
ozelliklerini belirlemek i¢in ¢alismalar yapilmis, bu bilesim ile kapsiil
formiilasyonu gelistirilmis ve in vitro ¢oziinme testleri yapilmistir.
Optimum formiilasyonun permeabilitesini belirleyebilmek i¢in in vitro
hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 yiiriitiilmiistiir. Farmakokinetik 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in formiilasyonlar, si¢anlara oral yoldan uygulanmas, belirli
zaman araliklarinda kan ornekleri alinarak analiz edilmis, istatistiksel
hesaplamalar sonucunda formiilasyonlara iligkin farmakokinetik

parametreler belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Farmasotik Partikiil Teknolojisi
2.1.1. Farmasotik Partikiil Teknolojisi Genel Bilgiler

Ilag etkin maddeleri, BCS’ye gore ¢oziiniirliik ve gecirgenlik (permeabilite)
ozellikleri esas alinarak dort grupta siniflandirilir (24, 25). Coziiniirlik, ¢oziinme ve
permeabilite; ila¢ absorpsiyon hizini, derecesini ve dolayisi ile biyoyarlanimi kontrol
eden temel 6zelliklerdir (24, 26). Etkin maddelerin ¢oziinme hiz1 absorpsiyon hizindan
daha yavas oldugu durumlarda, ilaglarin mide-bagirsak kanalindan absorpsiyon hizi;
coziinme hizi ile kontrol edilir (25, 27-29). Biyoyararlanimi diisiik olan etkin
maddelerin ¢6ziiniirliik ve ¢oziinme hizinin arttirilmasi amaciyla uygulanan ¢ok sayida
teknik ve yaklasim bulunmaktadir (30, 31). Bu yaklagimlardan farmasotik partikiil
teknolojisi; ¢ozlinlirliigii diisiik olan etkin maddelerin fizikokimyasal, mikromeritik ve
biyofarmasotik 6zelliklerini degistirerek ¢coziiniirliiglini arttirmak amactyla kullanilan
bir teknolojidir (29). Coziinlirliigi arttirmak i¢in yaygin olarak kullanilan yaklasimlar,
stviyla temas eden ylizey alanini arttirmak i¢in partikiil bliytikligiinii kiiciiltmek veya
kristal seklini degistirmek gibi fiziksel degisiklik uygulama teknikleridir (29-33).

Partikiil biiytikliigi kiigiiltme yontemleri, mekanik olarak uygulanan yontemler
ve milhendislik ile partikiil biiyiikliigiiniin kontrol edildigi yontemler olarak iki alt
grupta incelenmektedir. Mekanik olarak partikiil biiyiikliigliniin kiigiiltiilmesi islemi
(mikronizasyon/nanonizasyon); jet degirmenler, bilyali degirmenlerde (yiiksek
enerjili, gezegen hareketli) yapilmasina ek olarak yiiksek basingli homojenizasyon
teknikleri ile de uygulanmaktadir. Mithendislik ile partikiil biiyiikliigiiniin kontrol
edildigi yontemler ise kriyojenik piiskiirtme yontemi (¢ok diisiik sicakliklarda porozite
derecesi yliksek olan nano yapili amorf ilag partikiillerinin olusturulmasi), kristal
miihendisligi (kontrollii kristalizasyon islemi ile metastabil polimorf, yiiksek enerjili
amorf formlar, ¢ok ince partikiiller elde edilmesi) olarak isimlendirilen yontemlerdir
(29). Biyoyararlanimi arttirmak amactyla kullanilan diger partikiil teknolojileri; kati
kendiliginden emiilsifiye olan ila¢ tasiyict sistemler (SEDDS), siklodekstrin
kompleksleri, polimerik miseller, dondurarak kurutulmus lipozomlar ve kati lipid

nanopartikiillerdir (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Farmasotik partikiil teknolojilerinin sematik gosterimi [(29) numarali
kaynaktan hareketle yeniden diizenlenmistir].

Bahsedilen yontemlerden mekanik olarak partikiil biiytikliiglintin kii¢tiltiilmesi
yontemi, mikron boyutundaki partikiillerin bir mekanik islem sonucu mikron alt1
ve/veya nano-boyuta kiiciiltiilmesinden dolay1 yukaridan-asagiya teknigi (top-down

technique) olarak isimlendirilmektedir (9, 31, 34) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Yukaridan-asagiya ve asagidan-yukariya tekniklerinde elde edilen partikiil
biiylikliigii (nm) sematik gosterimi [(30) numarali kaynaktan hareketle yeniden
diizenlenmistir].

2.1.2. Jet ve Bilyal Degirmenler

Ozellikle kat1 dozaj sekillerinin iiretilmesi agisindan endiistride yaygin olarak
uygulanan farmasotik partikiil teknolojisi, farkli calisma ilkelerine sahip olan jet
degirmenler ve bilyali degirmenler (yliksek enerjili, gezegen hareketli, attritor tipi) ile

mekanik olarak partikiil biiyiikligiiniin kiigiiltilmesi teknigidir (9, 29, 35). Jet



degirmenler sadece kuru yontemle partikiil biiytlikliigiiniin kiigiiltilmesini saglarken,
bilyali degirmenler ile kuru (dry) ve yas ogiitme (wer) yapilabilmektedir. Yiiksek
basingli homojenizatér ile sadece yas Ogiitme yapilmasi mimkiindir ve
nanosiispansiyonlar tiretilebilir (30, 35-38).

Jet degirmenler, yliksek basingli akiskan enerjisi ile calisir, jet degirmen
govdesine ¢ok yiiksek basinglarda hava verilmesi sonucu, hizalanmis jetler 6giitme
haznesi igerisinde bir girdap olusturur ve bu sayede partikiiller birbirine ve degirmen
govdesine carpmaya baslar. Ogiitme haznesi icerisinde olusan yiiksek hizl1 doniis,
partikiillerin birbirine ve ¢eperlere siirekli olarak ¢arpmasini saglar, bu sekilde daha
kiigiik partikiil boyutlar1 elde edilir. Olusan merkezka¢ kuvveti biiyiik partikiilleri
oglitme haznesinin g¢eperine dogru iterken kiiciilen partikiiller girdabin etkisi ile
merkeze dogru hareket eder ve tiim partikiiller homojen bir sekilde mekanik etkiye
maruz kalir (Sekil 2.3.). Jet degirmenler, ek bir ekipmana (bilya) gerek olmadan sadece
kuru oOgiitme yapilmasini saglamakta, etkin maddelerin kontaminasyon riskini
azaltmaktadir, ayn1 zamanda 1s1ya duyarl etkin maddeler i¢in uygun bir tekniktir (9,
29). Literatiirde ibuprofen, salbutamol stilfat, fenoterol hidrobromiir, silostazol etkin
maddelerinin ¢oziiniirliglini ve ¢dziinme hizini iyilestirmek amaciyla jet degirmen
kullantlmistir (9, 39). Jet degirmenler ile 100 pm baslangi¢c boyutundan 3-5 pm
ortalama partikiil biiytikliigline inmek miimkiin olabilmektedir. Ancak partikiillerin en
kiigiik 3-5 um boyuta kadar diisiiriilebilmesi, her etkin maddenin ¢6ziiniirliigiini ve
¢cozlinme hizini arttirmak i¢in hedeflenen bir boyut olmamaktadir ve bazi etkin
maddelerin kuru yontemle 6giitiilmesi sonucu basarili sonuglar alinamamaktadir. Tiim
bu nedenlerden dolay1 ilag endiistrisinde c¢oziiniirliigli arttirmak amaciyla jet

degirmenlerin kullanim siklig1, yiiksek enerjili degirmenlerin gerisinde kalmaistir (9).
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Sekil 2.3. Air jet degirmen ve c¢alisma ilkesinin sematik gdsterimi [(40) numarali
kaynaktan hareketle yeniden diizenlenmistir].
Yiiksek enerjili degirmen olarak kullanilan farkli degirmen tipleri
bulunmaktadir (Sekil 2.4.). Bunlardan ila¢ endiistrisinde yaygin olarak kullanilanlar
gezegen hareketli bilyali degirmen, yliksek enerjili bilyali degirmen ve attritor tipi

bilyali: degirmenlerdir.
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Sekil 2.4. Yiiksek enerjili degirmen tipleri [(41) numarali kaynaktan hareketle
yeniden diizenlenmistir].

Bilyali degirmenler, jet degirmenlerden farkli olarak 6gilitme haznesi igerisinde
yer alan bilyalar ile partikiillerin mekanik etki ile kiigiilmesini saglar. Ila¢ endiistrisine
ek olarak bir¢ok endiistriyel alanda uygulanabilir olmas1 ve uygun maliyetli bir teknik
olmas1 sonucu tiim diinyada olduk¢a genis bir uygulama alanina sahiptir (37). Bilyali
degirmenlerde 6gilitme haznesi ve bilyalar ile ila¢ etkin maddelerinin etkilesimini en
aza indirmek amaciyla celik, seramik, zirkonyum, agat gibi farkli materyallerden

yapilmig hazne ve bilyalar bulunmaktadir (Sekil 2.5.) (29, 30, 32).



Sekil 2.5. Farkli materyallerden yapilmis bilyali degirmen 6giitme haznesi ve
bilyalar: gri: paslanmaz celik, beyaz: seramik, koyu gri: agat (42).

Gezegen hareketli bilyali degirmen, yiiksek enerjili bilyali degirmen ve attritor
tipi bilyal1 degirmenlerin ana ¢aligma ilkeleri esasta benzer olmasina ragmen, ¢alisma
mekanizmalar1 arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Gezegen hareketli bilyali
degirmende 6giitme haznesi bir tabla tizerinde konumlanmistir. Tabla hareket yoniinde
1 birim dondiigiinde, bilyalarin ve numunenin oldugu hazne, ters yonde 2 birim doner.
Hazne icindeki bilyalar, bindirilmis donme hareketine maruz kalir. Hazne iginde
oglitme Dbilyalari, donme hareketlerini Coriolis kuvvetine! maruz kalarak
gergeklestirir. Bilyalar ve hazne hizlar arasindaki yiiksek enerji, siirtiinme ve darbe
kuvvetleri tretir. Bu kuvvetler arasindaki etkilesim, gezegen hareketli bilyal

degirmenin partikiillerin ¢ok ince partikiillere doniismesini saglar (Sekil 2.6.).

Ogiitme haznesi
Gezegen /\ Gezegen hareketli
hareketli disk l \ Ogitiici bilyalar diskin donis yoni

) (©)
00

Sekil 2.6. Gezegen hareketli bilyali degirmen ve ¢alisma ilkesinin sematik gosterimi
[(43) numarali kaynaktan hareketle yeniden diizenlenmistir].

Yiiksek enerjili bilyalt degirmenlerde; numunenin ve bilyalarin yer aldig

silindirik hazne, kisa yanal hareketlerle ileri geri salimmlar yapar. ileri ve geri

! Coriolis kuvveti, donen bir platformun merkezinden kars1 tarafina yiiriimeye ¢alisan biri tarafindan
anlagilabilir. Coriolis kuvveti; yer ¢ekimi, manyetik kuvvetler veya elektrik kuvvetleri gibi gergek bir
kuvvet degildir. Ekseni etrafinda donen yani ivmeli hareket yapan bir gdzlem g¢ergevesinde hissedilen,
“ger¢ek olmayan” bir kuvvettir.
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salimimlar haznenin yanal hareketleri ile birlestiginde hazne sonsuzluk isareti (oo
isareti) ¢izerek hareket etmis olur (Sekil 2.7.). Yapmis oldugu bu hareket ile, hazne ve
bilyalar arasinda olusan yiiksek enerji, drnegin partikiil biiyiikliigiiniin kiiciiltiilmesini
saglar. Yiksek enerjili bilyali degirmenin yapmis oldugu oo isaretinin, diger
degirmenlerde bulunan yan yana veya gezegensel hareketten daha verimli oldugu

belirtilmektedir ve nano-6gilitme isleminde daha fazla tercih edilmektedir (44).

Saii ' i hare! igind
sonsuzluk isareti cizer.

Sekil 2.7. Yiiksek enerjili bilyali degirmen ve ¢alisma ilkesinin sematik gosterimi
J y g g
[(44) numarali kaynaktan hareketle yeniden diizenlenmistir].

2.1.3. Yas ve Kuru Ogiitme (Wet and Dry Milling)

Bilyali degirmenler, yas ve kuru yontem ile 6giitme islemi yapabilmektedir.
Yas o6giitme isleminde Ogiitme ortami; su veya ilag etkin maddesi i¢in uygun
olabilecek bir ¢dziicli/tampon ortami, etkin madde ve stabilizan olarak goérev yapan
yardimc1 maddeden olusur (9, 30, 34, 35). Yas ve kuru 6giitme ile etkin maddelerin
partikiil biiytikliiglinlin birka¢ mikrometreye kadar kiiciiltiilebilmesine ragmen, sudaki
¢oziiniirligli ¢ok diisiik olan etkin maddelerin ¢oziiniirliigiinii, ¢6ziinme hizin1 ve
absorpsiyonunu arttirmak icin partikiil biiyiikliigiindeki bu degisim yeterli
olmamaktadir. Ilaglarmn ¢oziiniirliiiiniin  arttirilmasi, partikiil  biiyiikliigiiniin
mikronalti/nano-boyuta kiigiiltiilmesi ile miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle etkin
maddenin fizikokimyasal O6zellikleri ve stabilitesi gdz Oniinde bulundurularak en
uygun stabilizan maddeler secilir ve bilyali degirmende yas o6glitme (wet media
milling, nano-milling) yapilir (Sekil 2.8.) (9, 32, 35). Yas 6glitme bilesimi i¢in segilen
stabilizan maddeler, agregasyon olusumu, partikiillerin sedimentasyon hizi, 6giitme

veya saklama siirecinde kek olusumu agisindan belirleyici rol oynar. Yas 0giitme
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asamasinda partikiillerin 6giitiilmesi sonucu kristal biiyiimesi (Ostwald ripening) ile
nano-boyuta gecen partikiiller biiyiimeye baglarlar (Sekil 2.9.). Bu olusumu
engellemek icin dgiitme bilesiminin iyi formiile edilmesi gereklidir (45). Ogiitme
bilesimine ek olarak, igslem parametreleri de 6gilitmenin basarisini etkiler. Bu nedenle
her formiilasyon i¢in bilyali degirmenin doniis hizi (68iitme hiz1), 6giitme siiresi,

bilyalarin boyutu, bilyalarin dolum oran1 ayrica degerlendirilmelidir (30, 34, 46, 47).

Etkin madde + sy + stabilizan Nanepartikiil

.
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Sekil 2.8. Yas 6giitme sematik gdsterimi (wet media milling) [(9) numarali
kaynaktan hareketle yeniden diizenlenmistir].
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Sekil 2.9. Yas ogiitme sirasinda gozlenebilecek kristal bliylimesi mekanizmalarin
sematik gosterimi [(45) numarali kaynaktan hareketle yeniden diizenlenmistir].

Molekiillerin kristal sekli, amorf sekline gore daha kararli ve stabildir. Ancak
genel olarak ¢oziiniirliigli diisiik olan etkin maddeler kristal yapidadir. Yas 6giitme
(wet media milling) ile etkin maddelerin ¢oziiniirliigiinii arttirmak i¢in yapilan
caligmalarda 6giitme sonrasi polimorfik yapida degisiklik meydana gelmedigi, etkin
maddenin kristal yapisin1 korudugu raporlanmistir. Dolayisiyla mikron boyutundaki
partikiillerin bilyali degirmende yas yontemle Ogiitiilmesi sonucu nanokristaller
(NanoCrystals®) elde edilmektedir (32, 35, 36, 48, 49). Ancak gezegen hareketli

bilyali degirmende meloksikam etkin maddesinin polivinil alkol ile birlikte yas olarak
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ogilitiilmesi sonucu 6gilitme siiresininin artmasina bagli olarak kristalligi azalmis nano-
boyutta meloksikam partikiilleri elde edilmistir (50, 51). Polimorfik yap1 degisikligi,
etkin maddenin fizikokimyasal Ozelliklerine ve birlikte o6giitiildiigii yardimci
maddenin 6zelliklerine bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir (25).

Yas Ogilitme sonucu, parenteral dozaj sekilleri i¢in nanosiispansiyonlar
iretilebilir. Nanokristal iceren siispansiyonlar; piskiirterek kurutma, dondurarak
kurutma, yas graniilasyon, pelletler {lizerine kaplama gibi alternatif yontemler
kullanilarak kati1 dozaj sekillerine dontistiiriilebilir (9, 32). Yas yontemle ogiitiilerek
nano-boyuta kiigiiltiilen ve ilag piyasasinda yer alan liriinlerden bazilari; Rapamune®,
Emend®, Tricor®, Lipanthyl®, Megace® ES, Invega® Sustenna®, Xeplion® dir (45).
Aynt zamanda naproksen, griseofulvin, fenofibrat, ibuprofen, paklitaksel,
indometazin, kandesartan, nifedipin, dihidroartemisin, meloksikam etkin
maddelerinin ¢ézlinilirliiglinlin arttirilmasi amaciyla yas yontemle 6gilitme ¢aligmalari
yapilmstir (9, 50, 52-54).

Ogiitme islem basamaklarin1 azaltmak ve islemi kolaylastirmak icin diger bir
yontem olan kuru 6giitme sistemi tercih edilebilir. Ozellikle etkin madde iireticileri
tarafindan kullanilan bu yontem iiretilen etkin maddenin hedeflenen partikiil
biiyiikligii dagiliminda olmasini saglar. Kuru 6gilitme yontemi, farmasotik teknoloji
alaninda etkin maddelerin mekanik olarak partikiil biiytikligiinii kiigiilterek ve siviyla
temas ylizey alanini arttirarak sudaki ¢oziintirliigiinii, ¢6ziinme hizini iyilestirmek icin
kullanilmaktadir. Ancak kuru 6giitme isleminde ogitiilmiis partikiillerin yeniden
aglomere olma olasiligi bulunmaktadir (45). Son yillarda yapilan c¢aligmalarda
stabilizator ve yiizey etkin madde islevi goren yardimci maddelerin kullanilmas: ile
kuru 6glitme yonteminin, ¢ozilinlirliglin arttirllmast icin daha etkili bir yonteme

doniistiigii gosterilmistir (55-58).
2.1.4. Birlikte Kuru Ogiitme (Dry Co-Milling)

Birlikte kuru ogiitme yonteminde etkin madde, farkli yardimci maddeler
ve/veya yiizey etkin maddeler ile birlikte 6giitiiliir. Kuru 6giitmede, olusan mekanik
enerji, Van der Waals kuvvetleri veya hidrojen bagi yoluyla etkin madde-yardimei1

etkilesimlerini tesvik eder. Ortaya ¢ikan etkin madde-yardimeci bilesimi, etkin
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maddenin kati dispersiyonu olarak tanimlanir ve bu kat1 dispersiyonlarda partikiillerin
aglomerasyon riski daha diisiiktiir (9).

Coziiniirliigii diisiik etkin maddelerin, ¢dzlinilirliigiini ve ¢dziinme hizin
artirmak i¢in kullanilan mekanik-kimyasal aktivasyon yontemi, kuru ve yas dgiitme
ile uygulanmakta, bu uygulama sonucu kat1 dispersiyonlar iiretilmektedir. Birlikte
oglitme islemi, diger kati dispersiyon hazirlama yontemleri ile karsilastirildiginda
islemin basit olmasi, ¢6ziicli kullanimina gerek olmamasi ile {istlinliik saglamaktadir.
Birlikte oOgilitme ile iiretilen kati dispersiyonlarin, tamamimin amorf sekilde
olmamasina ragmen etkin maddelerin ¢6ziiniirliigiinii arttirmada biiyiik bir potansiyele
sahip oldugu gosterilmistir. Literatiirde yer alan mevcut calismalarin sonuglari,
polimerlerin etkin madde ile karisabilirlik diizeyinin, termal analizler ve spektroskopik
yontemler kullanilarak belirlenebilecegini gostermektedir (59, 60).

Birlikte kuru 6glitme yoOntemi ile ogiitiilerek mikronalti/nano-boyuta
kiigiiltiilen, ¢oziiniirligi, ¢oziinme hiz1 arttirilan Vivlodex (meloksikam), Zorvolex™
(diklofenak), Tivorbex (indometazin) iiriinleri FDA tarafindan onaylanmis ve
hastalarin kullanimina sunulmustur. Bu iirlinler i¢in uygulanan birlikte kuru 6giitme
yontemi SoluMatrix Fine Particle Technology™ olarak isimlendirilmektedir. Bu
yontemin uygulanmasi ile organik/farmasdtik etkin maddelerin ortalama partikiil
biiyiikligii, baslangic degerinden 10 ila 200 kat daha kiiclik, partikiil biiytikliigii
dagilimi 200-800 nm araliginda elde edilmistir (61). Meloksikam, diklofenak ve
indometazin etkin maddelerinin bu yontem ile iiretilmesi sonucu elde edilen tirlinler
ve Uriin 6zellikleri patent korumasina alinmistir (62-64). SoluMatrix teknolojisi, bu {i¢
etkin maddenin farmakokinetik 6zelliklerinin iyilestirilmesini saglayarak, daha diisiik
dozlarda kullaniminin miimkiin olmasin1 saglamistir. Bu teknoloji ile meloksikam i¢in
farmasotik dozaj sekillerinin 15 mg ve 7,5 mg olan yitilikleri, 10 mg ve 5 mg olacak
sekilde, indometazin i¢in 50 mg ve 25 mg olan yitilikleri, 40 mg ve 20 mg olacak
sekilde, diklofenak i¢in 50 mg ve 25 mg olan yitilikleri, 35 mg ve 18 mg olacak sekilde
azaltilmistir.

Literatiirde heniiz ticari iiriine doniismemis olmasina ragmen birlikte kuru
oglitme yontemi ile ¢ozliniirliiglinlin arttirmast hedeflenen bir¢ok etkin maddeye
iligkin calisma bulunmaktadir. Sudaki ¢oziiniirliigii diisiik, antidiyabetik bir etkin

madde olan glisentid i¢in yapilan kuru 6gilitme ¢aligmalarinda, tek bagina 6gilitme ve
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birlikte 6glitme teknikleri kullanilmistir. Birlikte 6giitme yapilmasi sonucunda, daha
kisa ogiitme siiresinde ¢6ziinme hiz1 arttirtlmis partikiiller iiretildigi raporlanmigtir

(65).
2.1.5. Birlikte Kuru Ogiitme Yontemi ile Hazirlanan Kat1 Dispersiyonlar

Kat1 dispersiyonlar, sudaki ¢oziiniirliigii diistik etkin maddeler i¢in en yaygin
tercih edilen yaklagimlardan biridir. Kati dispersiyonlar, etkin maddenin kati
dispersiyondaki  polimorfik  sekline gore, kristal veya amorf olarak
siiflandirilabilmektedir. Literatiirde yer alan ¢alismalarda, amorf kat1 dispersiyonlar,
diizensiz yapilarindan ve daha yiiksek serbest enerjilerinin olmasindan dolayi, kristal
kat1 dispersiyonlara gore daha fazla tercih edilmistir (66, 67).

Kati dispersiyonlar, sicak eriyik ekstriizyon (hot melt extrusion) yontemi,
puskiirterek kurutma (spray drying) yontemi, birlikte kuru 6giitme (dry co-milling) ve
stiper kritik akigskan teknolojisi (supercritical fluid technology) iiretim yontemleri ile
uretilmektedir (66-68). Ancak birlikte kuru oOgiitme diger yontemler ile
karsilastirildiginda; tek basamakli bir islem olmasi, islemde organik c¢oziiciilerin
kullanilmamasi1 ve sicaklik uygulanmamas: gibi istiinliiklere sahiptir. Birlikte kuru
oglitme isleminde, yliksek diizeyde mekanik enerji, partikiillerin kii¢clilmesine ve es
zamanli olarak kristal yapida degisikliklere neden olabilir (67).

Literatiirde, meloksikam, telmisartan, atorvastatin, tadalafil, niflumik asit,
nifedipin ve lamotrigin, furosemid, prazikuantel, brobukol, sumatriptan, norfloksasin,
bikalutamid, ibuprofen ve zaltoprofen etkin maddelerinin birlikte kuru O6gilitme
yontemi ile hazirlanan kati dispersiyonlarina iliskin c¢alismalar bulunmaktadir. Bu
caligmalarda birlikte kuru 6glitme teknigi ile partikiil biiyiikligi etkili bir sekilde
kiigiiltiilmiis ve olusturulan kat1 dispersiyonlar ile ¢ozilintirliikk artirilmistir (34, 52, 56,
57, 66-79). Literatiirde, sicak eriyik ekstriizyon ve birlikte kuru 6gilitme yontemlerinin

kombine kullanildig1 ve ¢6ziinme hizinin artirildigi ¢aligmalar da bulunmaktadir (66).
2.2, Tasarimla Kalite (Quality by Design, QbD)

Tasarimla kalite (QbD), endiistride iirlin ve islem kalitesini iyilestirmek i¢in
kullanilan, ilaglarin kesfi, gelistirilmesi ve {liretimi siireclerinde yaygin olarak

uygulanan sistematik bir yaklasimdir. 2004 yilinda FDA tarafindan yayinlanan “21.
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Yiizy1l Igin Farmasotik Giincel Iyi Imalat Uygulamalari (cGMP)-Risk Tabanl
Yaklasim Raporu”nda QbD’ye iliskin bilgilere yer verilmistir (19, 80).

QbD, 6nceden tanimlanmis hedeflerle ilaglarin tasariminda, gelistirilmesinde
ve iiretilmesinde istatistiksel, analitik ve risk yonetimi metodolojisi kullanarak ilag
kalitesini  saglayan sistematik bir yaklasimdir  (19). Beseri Ilaclarin
Ruhsatlandirilmalari i¢in Teknik Gerekliliklerin Uyumu tizerine Uluslararast Konsey
(The International Council on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use, ICH), QbD’yi asagidaki sekilde
tanimlamaktadir (¢eviri) (20): “QbD o6nceden belirlenmis hedeflerle baslayan ve {iriin
ile islemi ve islem kontroliinii anlamay1 vurgulayan, giivenilir bilime ve kalite risk
yonetimine dayali sistematik bir farmasotik gelistirme yaklagimidir”. Farmasotik
iiriinlerde tasarimla kalitenin saglanmasi siirecinde, ICH QS8 (R2) (Pharmaceutical
Development), ICH Q9 (Quality Risk Management), ve ICH Q10 (Pharmaceutical
Quality System) rehberlik etmektedir (81, 82).

QbD taniminda bulunan 6nceden belirlenmis hedeflere iliskin ayrintil1 bilgiler
ICH rehberinde verilmis ve QbD kapsaminda farmasdtik gelistirme ¢alismalari igin
gerekli olan bilesenler tanimlanmistir (81).

- Kalite hedefli iiriin profilinin (Quality Target Product Profile, QTPP)

belirlenmesi,

- Kiritik kalite 6zelliklerinin (Critical Quality Attributes, CQAs) belirlenmesi,

- Kritik materyal o6zelliklerinin (Critical Material Attributes, CMAsSs)

belirlenmesi,

- Kiritik islem parametrelerinin (Critical Process Parameters, CPPs)

belirlenmesi,

- Uygun bir liretim isleminin se¢ilmesi,

- Bir kontrol stratejisinin tanimlanmast,

- Tasarim araliginin (Design Space) olusturulmasi.

QbD, farmasotik gelistirme calismalarinin tamami i¢in uygulanan bir
yaklasimdir ve bu yaklasimin uygulanabilmesi i¢in deney tasarimina gereksinim
vardir. Deney tasariminin (Design of Experiments, DoE), iiretim islemlerini veya
formiilasyonun saglamligini test edebilecek parametreler kiimesinden ve araliklardan

olusan bir tasarim aralifi (Design Space) igermesi QbD’nin anlasilabilmesi i¢in
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gereklidir. Bu nedenle 6n deneylerde, arastirmacinin bilgi birikimi ve literatiirde yer
alan ¢aligmalar dogrultusunda bir tasarim araligi olusturulur. Ayni zamanda islem
analitik teknoloji (Process Analytical Technology, PAT) kullanilarak gergek zamanli
analizler yapilir (19).

QbD’nin ilag¢ endiistrisine duyurulmasi ve kapsaminin tanimlanmasi sonrast
yeni Uirlin ve yeni iglem gelistirme siireclerinde, 6l¢ek biiyiitme ¢alismalarinda ve
bir¢ok farkli famasoétik alanda kullanilmaya baglanmistir. QbD’nin uygulanabilmesi
ve deney sonuglarinin yorumlanabilmesi i¢in ilag endiistrisinde farkli istatistiksel

deney tasarimlar1 kullanilmaktadir.
2.2.1. Deney Tasarimi (Design of Experiments, DoE)

Deney tasarimu iiriiniin hedeflenen ozelliklere sahip olmasini saglamak icin
uygulanan, cevaplardaki 6nemli degisikliklerin nedenlerini belirleyebilmek i¢in, girdi
faktorlerinde bilingli olarak degisikliklerin yapildig: sistematik bir testler dizisidir.

Geleneksel deney tasarimlarinda her defasinda bir etken degistirilerek (One
Factor at a Time, OFAT), diger tim faktorler sabit tutularak cevap iizerine etki
arastirtlir. Bu deney tasarimlarinda, iirlinlin kalitesini etkileyen tiim etkenleri test
etmek icin ¢ok sayida deney yapilmasi gereklidir. Ayn1 zamanda bu tasarimlar ile
sadece tek etkenin etkisi yorumlanabilir ve etkenler arasi etkilesimlerin etkisinin
degerlendirilmesi miimkiin degildir. Bu nedenle c¢ok sayida etkeni ayni anda
degistirerek cevap iizerindeki etkilerini, etkenler arasindaki etkilesimlerin
incelenmesini ve tim bunlarin minimum deney sayisi ile yapabilmesini saglayan
faktoriyel deney tasarimlari gelistirilmistir (21, 22).

Faktoriyel tasariminda ilk olarak tarama deneyleri yapilarak optimizasyon
deney tasariminda kullanilacak tasarim araligi netlestirilir. Tarama deneylerinde,
cevap lzerine etkisi bilinmeyen etkenlerin “etkili” ve “etkisiz” seklinde
smiflandirilmasi igin kesirli faktoriyel tasarimlar veya Plackett-Burman gibi birinci
dereceden deney tasarimlari kullanilir. Etkenlerin etkilerini, etkenler arasi
etkilesimleri belirlemek ve iirlinli/islemi optimize etmek icin ise Box-Behnken,
Merkezi Kompozit (Central Composite) gibi ikinci dereceden deney tasarimlari

kullanilir. Téim bunlara ek olarak karisim deneyleri olarak isimlendirilen ve etkenlerin
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bir karisimin bilesenleri oldugu, cevabin etkenlerin oranlarinin bir fonksiyonu oldugu

durumlarda kullanilan deney tasarimlari da mevcuttur (22, §3).
2.2.2. Plackett-Burman Deney Tasarimi

Plackett-Burman deney tasarimlari, ¢ozlintrligi III, 2 diizeyli ve tam
faktoriyel deney tasarimlari ile karsilastirildigi zaman ana etkilerin taranmasi igin
gerekli deney sayisinin azaltilmasini saglayan tasarimlardir. Bu tasarimda, faktoriyel
deney tasarimindan farkli olarak deney sayisi, genellikle ikinin bir kuvveti olmayip
dordiin katt (N = 12, 20, 24, 28, 36 ...) olarak tasarlanir. Toplam deney sayisi,
incelenen toplam etken sayisindan bir fazladir (N: etken sayisi, N+1: deney sayisi).
Ancak deney sayisi arttirilmak istenildiginde dordiin kat1 (N = 12, 20, 24, 28, 36 ...)
olan bir deney sayis1 belirlenerek tasarimin ¢oziniirliigii arttirilabilir (Sekil 2.10.).
Deney tasariminda -1 ve +1 kodlanmis diizeyleri kullanilarak ortagonal bir matris

olusturulur (Tablo 2.1.) (83, 84).

Create Screening Design: Display Available Designs

Available Factorial Designs (with Resolution)

Factors
Run 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

a  ru [
8 ra v [
16 Fll V. IV IV IV B T T R TR TR T
32 Ful VI IV IV IV IV IV IV IV VIV
64 Ful vl V. IV IV IV IV IV IV IV
128 Ful vl Vi V. VvV IV IV IV IV
Available Resolution Il Plackett-Burman Designs
Factors  Runs Factors  Runs Factors  Runs
27 12,20,24,28,...,48 2023  24,28,32,36,...,48 36-39  40,44,48
8-11 12,20,24,28,...,48 24-27 28,32,36,40,44,48 40-43 44,48
12-15 20,24,28,36,...,48 28-31 32,36,40,44,48 44-47 48
16-19  20,24,28,32,...,48 32-35  36,40,44,48

? “

Sekil 2.10. Minitab® 19 yazilimda olusturulabilecek bir Plackett-Burman deney
tasarim matris Ornegi.
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Tablo 2.1. Plackett-Burman deney tasarim matrisi N, etken sayisi: 11; N+1, deney
sayist: 12.

Deney Etkenler

Xi X, X3 X4 Xs X6 X7 X3 Xo X0 Xn

1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
2 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1
3 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1
4 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1
5 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1
6 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1
7 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1
8 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1
9 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1
10 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1
11 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1
12 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1

Plackett-Burman deney tasariminda sadece ana etkilerin  etkisi
incelenebilmekte ve etkenler “etkili” ve “etkisiz” seklinde siniflandirilmaktadir.
Etkenler aras1 etkilesimler ihmal edilebilir olmadiginda veya bu etkilesimlerin etkisi
bilinmediginde; bu etkilesimler, ana etkiler ile karistirilabilirler ve bu durum tasarimin
ana etkiler ve etkenler arasi etkilesimleri arasinda ayrim yapilmasina izin vermedigi

anlamina gelir (Bu durum aliasing veya confounding olarak isimlendirilir.) (83, 84).

2.2.3. Merkezi Kompozit Deney Tasarimi (Central Composite Design,
CCD)

Cevap Ylizey Metodolojisi (Response Surface Methodology, RSM) hedef iiriin
profiline ulagabilmek i¢in en iyi deney kosullarini segerek az sayida deney yapilmasini
saglayan istatistiksel ve matematiksel modellerin bir kombinasyonudur. Bu
metodolojinin faktdriyel tasarimdan farki, cevap egriliginin incelebilmesini saglayan
etkenlerin karesi alinmis ikinci dereceden/kuadratik etkilerinin de belirlenebilmesidir.

Bu sayede cevap degiskeni daha iyi anlasilir ve optimize edilebilir (83-87).
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Merkezi kompozit tasarimlar (CCD), minimum sayida deney ile etkenlerin ana
etkileri, ikincil/kuadratik etkileri ve etkenler aras1 etkiler hakkinda ve genel deneysel
hata hakkinda bilgi saglayan, ¢oziiniirliigii V, ikinci dereceden bir modele sahip cevap
ylizey tasarimlaridir. CCD ayni1 zamanda “Box-Wilson tasarim1” olarak da bilinir. Bu
tasarimlar ¢ok iyi simetriye ve donebilirlige sahiptir ve ayrica minimum deney ile
maksimum bilgi elde edilmesini saglar. Bu nedenle, farmasétik iirtinlerin
gelistirilmesinde ve iiretim iglemlerinin optimizasyonunda en yaygin kullanimi olan
cevap ylizey tasarimlarindan biridir. CCD ile 2 ila 50 faktoriin cevap degiskenler
tizerine etkisi bes diizeyde (-a, -1, 0, +1, +a) incelenebilir (83-87).

CCD, egrilik etkisinin tahmin edilmesi saglayan merkez noktalar1 ve
yildiz/eksen noktalar1 ile faktoriyel tasarimdan ayrilir. Sekil 2.11.’de gosterilen

sematik gosterim, faktoriyel noktalari, merkez noktalarini ve yildiz/eksen noktalarini

icermektedir.
(0, +a)
(-1, +1) * +1,+1)
(-, 0) Y IR H (+2,0)
(-1,-1) &  (+1,-1)
(ol -Q)

Sekil 2.11. Faktoriyel noktalari, merkez noktalarini ve yildiz/eksen noktalarini iceren
CCD sematik gdsterimi [(83) numarali kaynaktan hareketle yeniden diizenlenmistir].

CCD, verilen bir cevabin ikinci dereceden bir polinom regresyon modeline
uymasl i¢in regresyon parametrelerinin tahmin edilmesini saglar. Esitlik 2.1. ile
verilen bir {i¢ degiskenli tasarima iliskin polinom denkleminde, y, cevabi; Xi, X> ve
X3, bagimsiz degiskenleri; fy: intersepti; B B2 f5: bagimsiz degisken katsayilarini; S,
P2 o3 bagimsiz degiskenler arasi etkilesimlerin katsayilarint; f;; 2 fB33: bagimsiz
degiskenlerin karesel terimlerinin katsayilarin1 ve € modelle iliskili bir hatay1 ifade

etmektedir.
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Y = fo+ B X Xi+B; X X2+ P35 X Xz +B12 X XiX2+B13 X XiX;
+B23 X XoXs+P11 X XiP 42 X X2 + B33 X Xi*+¢ (2.1)
CCD uygulanirken, bloklama teknigi kullanilabilir. Bu teknik, herhangi bir
potansiyel bloklar arasi degiskenligi kontrol etmek i¢in deneyi ayni bloklara bdlerek
bir deneyin kesinligini biiylitmektedir. Boylece, engelleme faktorleri nedeniyle
deneysel sonuglar iizerindeki herhangi bir etki tanmimlanmakta ve en aza
indirilmektedir, bu da engelleme yaklasimini ¢ok adimli deneyler i¢in yararli hale
getirmektedir. Bir CCD igin, ortogonal bloklarin sayisi, faktoér sayisina, galisma
sayisina ve se¢ilen tasarim fraksiyonuna baglidir. CCD, faktdriyel blok ve eksenel blok
olacak sekilde ayrilabilir. Ug veya daha fazla etkenle, faktoriyel blok ayrica iki veya
daha fazla bloga boliinebilir (83).
CCD’ler, o’nin diizeylerine ve degerlerine gore temel olarak iki farkli tipte
siiflandirilabilir (83):
- eksen/yildiz noktalarinin faktdriyel noktalarla ayni diizlemde oldugu yiiz
merkezli merkezi kompozit tasarim (FCCD),
- eksen/yildiz noktalarinin faktoriyel noktalarla ayni diizlemde bulunmadigi
dondiiriilebilir merkezi kompozit tasarim (RCCD).

FCCD ve RCCD i¢in sematik gosterimler Seki 2.12.’de verilmistir.

+1 ! | . .
o =] N o
-1 & =

Sekil 2.12. a diizeylerine ve degerlerine gére CCD tipleri [(86) numarali kaynaktan
hareketle yeniden diizenlenmistir].



21

DoE i¢in yaygin olarak kullanilan yazilimlar:

Farmasotik ve diger alanlarda yaygin olarak kullanilan DoE yazilimlari;
Design-Expert®, MODDE®, Unscrambler®, JMP®, Statistica®, Minitab®, SAS®,
SPSS®*dir.

2.2.4. Bayes Optimizasyonu

Bayes optimizasyonu (BO), girdilerle ¢iktilar1 arasindaki iligkisi tam olarak
bilinmeyen “kara kutu” fonksiyonlarin global optimizasyonu i¢in sirali bir deney
tasarim stratejisidir. BO, verilen girdilere dayali olarak hangi yeni veri noktalarinin
degerlendirilecegine yinelemeli olarak karar veren ve optimize edilmekte olan amag
fonksiyonunun modelini giincelleyen sirali bir optimizasyon siireci kullanir. BO,
optimum degeri klasik deney tasarimu stratejilerine kiyasla daha az sayida deneyle
bulabilir. Bu nedenle, genellikle degerlendirilmesi pahali islevleri optimize etmek igin
kullanilir (23). ilag formiilasyonu gelistirilirken, hedeflenen ciktilarla iliskisi tam
olarak bilinmeyen parametrelerin optimize edilmesi amaglanmaktadir. Bu
parametrelerle ilgili deneylerin maliyet ve zamani disiiniildiigiinde, optimum
formiilasyona daha az sayida deneyle ulagmak énemlidir. Bu sebeple BO formiilasyon
gelistirme icin yiiksek potansiyeli olan fakat heniiz yaygm kullanilmayan bir
yontemdir.

BO, iki temel bilesene sahip yinelemeli bir algoritmadir. Bu bilesenlerin ilki
optimize edilecek amag fonksiyonunun olasiliksal vekil modeli, ikincisi bir sonraki
deneyde hangi noktanin degerlendirilecegine karar veren edinme fonksiyonudur (88).
Vekil model, bir dizi fonksiyon degerlendirmesine dayali olarak baslatilir. Ornegin,
BO’ya baglamadan 6nce degisik parametre degerleri ile birka¢ deney yapilarak, bu
deneylerin girdi ve sonuclari ile vekil model baslatilabilir. Vekil modelden bir sonraki
deneyin degisik girdilerle hangi sonuglari liretecegine iligkin tahmin dagilimi alinir.
BO’nun ikinci bileseni olan edinme fonksiyonu, bu tahmin dagilimini kullanarak, bir
sonraki deneyde kullanilabilecek degisik girdi alternatiflerinin fayda degerlerini
hesaplar. Fayda degerleri kesfetme ve yararlanma arasindaki ddiinlesimi gozetir. Bu
odiinlesim, daha az bilinen, daha 6nce denenmis degerlerden uzak veri noktalarini
kesfetmek ile daha onceki denenen degerlerden en iyi sonuglara sahip olanlara yakin

degerler deneyerek, bu iyi bilinen veri noktalarindan yararlanmak arasindaki dengeyi
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saglamay1 amagclar. Edinme fonksiyonlari, kesfetme ve yararlanma arasindaki bu
odiinlesimi, deneye iliskin tahminlere ve kullanilan edinme fonksiyonunun
ozelliklerine gore incelemektedir. Edinme fonksiyonunun onerdigi girdi degerlerine
gore yeni deneyler yapilir ve vekil modelin tahminleri bu deneyin sonuglarina gore
giincellenir. Vekil modelin giincellenmesi ve edinme fonksiyonunun yeni degerler
onermesi islemi, deney sonlandirilana kadar yinelemeli olarak devam eder.

BO’larin genel hatlariyla ¢aligma prensibi yukarida anlatildigr gibidir. Bu
boliimiin geri kalaninda vekil model ve edinme fonksiyonu i¢in kullanilan teknikler
kisaca anlatilmistir. BO, vekil fonksiyonlar ve yararlanma fonksiyonlar1 hakkinda
daha ayrintili teknik bilgi i¢in Archetti F, Candelieri A (2019) (89) incelenebilir.

BO’da vekil model olarak genellikle Gauss Siireci’ni (Gauss Process-GP)
modelleri kullanilmaktadir. Bunun sebebi Gauss Siireci’nin belirsizlik tahminine
uygun olusu, degisik durumlar1 temsil edebilecek kadar esnek olmasi ve hesaplama
kolayligidir. Bir GP, fonksiyonlar tizerinde bir dagilimi tanimlayan Gauss dagiliminin
bir genellemesi olarak yorumlanabilir. Bir GP’yi tanimlamak i¢in bir ortalama ve bir
kovaryans fonksiyonu belirlemek gereklidir. Ortalama fonksiyonun BO’da genellikle
sabit oldugu varsayilir ve amag fonksiyonlari iizerindeki sonsal dagilimlari izlenebilir
bir sekilde hesaplamak i¢in kullanilir (88, 90). GP’lerde yeni deney sonuglara gore
modeli giincellemek i¢in gerekli hesaplar matematiksel olarak ¢éziimlenebilir.

Sekil 2.13.’te tek girdi ve tek ¢ikt1 degiskenine sahip bir BO isleminin degisik
yinelemeleri 6rnek olarak gdsterilmektedir. Bu deneyde amag ¢ikti degiskeninde en
kiigiik degeri elde etmektir. Sekil 2.13.A’da, vekil modelin tahmin dagilimi mavi renk
ile, edinme fonksyionu sar1 renk ile belirtilmistir. Daha 6nce yapilan deneyler siyah
noktalar ile gosterilmistir. Sekil 2.13.A’da, daha once yapilan 2 deneyin sonucu
bilinmekte ve iiclincii deneyin hangi degerlerle yapilacagi BO ile belirlenmektedir.
Heniiz deney yapilmayan girdi degerlerine iligskin vekil model tahminleri mavi renk
ile gosterilmistir. Bu seklin altinda, degisik girdi degerler i¢in edinme fonksiyonunun
fayda degerleri gosterilmektedir. Edinme fonksiyonun en c¢ok fayda bekledigi ve
onerdigi deney ‘x’ ile gosterilmistir. Sekil 2.13.B’de edinme fonksiyonun Onerdigi
girdi ile iiclincli deney yapilmis ve vekil modelin tahminleri giincellenmistir. Bir
sonraki Onerilen deney yine ‘x’ ile gosterilmistir. Sekil 2.13.C’de, ili¢ deney

sonucunda, vekil model optimum noktaya yonelik tahminleri konusunda daha emindir.
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Edinme fonksyionu yine ‘x’ ile gosterilen, mevcut daha 6nce yapilan deneylere yakin
bir konumda deney 6nermistir. Bu deneyde kullanilan edinme fonksiyonun kesfetme-
yararlanma Odiinlesiminde yararlanmaya daha fazla egildigi goriilmektedir. Edinme
fonksiyonu hep daha once bilinen en kiigiikk noktalara yakin degerler i¢in deney
onermistir. Farkli edinme fonksiyonlarinin kesfetme-yararlanma davranigi farkli

olabilir.

-
= ~

\;_ e

gdzlem

A

hedef fonksivon

-
________
-
-

1 Posterior ortalama

Posterior belirsizlik

C

Sekil 2.13. Tek girdi ve tek ¢ikt1 degiskenine sahip BO isleminin degisik yineleme
ornekleri: A’da vekil model tahmin dagilimi ve 6nceki gézlemler, B’de edinme
fonksiyonunun 6nerdigi yeni gozlem, C’de giincellenen vekil model ile edinme
foksiyonunun 6nerdigi yeni gézlem gosterilmektedir [(58) numarali kaynaktan

hareketle yeniden diizenlenmistir].
BO’da edinme fonksiyonu olarak kullanilabilecek ¢ok sayida alternatif vardir.
Bu alternatiflerden Beklenen lyilestirme (Expected Improvement, EI) ve Giiven Sinir1
(Confidence Bound, CB), BO i¢in yaygin olarak kullanilir. EI, sirasiyla yararlanma ve
kesfi yoneten iki terime sahiptir (91). Olasiliksal modelin tahmin dagilimini kullanan
edinme islevi, farkli aday noktalarin faydasini, bu iki terimi (kesif ve yararlanmayi)
Odiinleserek belirler (88).

Beklenen iyilestirme (EI) edinme fonksiyonunda, ilk terim (yararlanma) vekil

fonksiyonun beklenen degeri ile birlikte artar ve ikinci terim (kesfetme) wvekil
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fonksiyonun tahmin belirsizligi ile artar. Maksimizasyon problemleri i¢in; EI, Esitlik

2.2.°deki gibi tanimlanir:

e (B HE £ RO +E- TN\ oo
E1<x>={(“("”f fe ”‘2( ) rewe (G >Zif§§3§o

2.2)

Bu esitlikte f(x*) amag¢ fonksiyonunun en iyi degeri, u(x) ve a(x) GP
modelinin x noktasindaki ortalamasi ve standart sapmasini, ®(.): kiimiilatif Gauss
dagilimimni ve ¢(.): Standart Gauss dagilimin olasilik yogunluk fonksiyonunu temsil
eder. ¢ kesif ve yararlanma arasindaki dengeyi ayarlamak icin kullanilabilir. ¢’ nin
daha yiiksek degerleri, ilk terimi artirarak yararlanmay: tesvik eder.

Giliven Sinirt (CB) edinme fonksiyonu, yeni veri noktalarimi segerken en
iyimser durumu dikkate alir (88). Maksimizasyon problemleri i¢in, iist gliven sinir1 bir

kazanim fonksiyonu olarak kullanilabilir ve Esitlik 2.3.’deki gibi tanimlanar:

UCB(x) = u(x) + &a(x) (2.3)

& nin daha yiiksek degerleri, daha yiiksek giliven seviyelerini géz Oniinde
bulundurarak yararlanmay1 tesvik eder.

BO, farmasétik iirtinleri formiile ederken pahali deneylerin sayisin1 azaltmak
icin uygun bir yaklasim sunmasma ragmen BO bu gorev i¢in yaygin olarak
kullanilmamistir. Yakin zamanda Sano ve arkadaslart (92), tarafindan yapilan
caligmada, ila¢ formiilasyon deneylerinde simiile edilmis bir veri seti halinde BO
kullanilmistir. Veri seti, daha 6nce tamamlanmis bir formiilasyon deney setine dayali
olarak, bir Yapay Sinir Ag1 (YSA) modeli tarafindan olusturulmustur. Baska bir
deyisle, Sano ve arkadaslarinin ¢alismast YSA’y1 gergek model olarak kabul etmis ve
BO'nun bu modeli yeniden iiretme yetenegini degerlendirmistir. BO’ya dayali
herhangi bir deney yapmamislardir. Literatiirde, bu c¢alisma diginda ilag

formiilasyonuna iligkin BO ¢alismasina rastlanmamuistir.
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2.3. Selekoksib
2.3.1. Selekoksibin Fizikokimyasal Ozellikleri

Selekoksib, kimyasal ismi 4-[5-(4-Metil fenil)-3-(Triflorometil)-1H-pirazol-1-
il] benzen sulfonamit, kapali molekiil formiilii Ci7H14F3N302S, molekiil agirligi
381,38 g/mol, erime derecesi 160-164°C ve Kimyasal Kuramlar Servisi (CAS)
numarast 169590-42-5 olan bir molekiildiir. Kimyasal yapist Sekil 2.14.’te verilmistir
(93-95).

N
/S
H2N \©\
N
N/
N—cr,
-
HyC

Sekil 2.14. Selekoksibin kimyasal yapisi (95).

Selekoksib beyaza yakin renkte bir tozdur. Sudaki ¢ozliniirligii 5-40°C’de 5
pg/mL’dir ve pratik olarak ¢6zlinmez olarak ifade edilir. Metanol, aseton, etanol, etil
asetat ve etilen kloriirde ¢oziiniir. Selekoksibin pH 9’un altinda ¢oziiniirliigii pH
degerinden bagimsizdir ve pH 12’de en yiiksek diizeydedir. pKa degeri 11,1
(stilfonamid kismi1) olan ¢ok zay1f asidik yapida bir molekiildiir. Bu nedenle fizyolojik
pH degerlerinde biiyiik kismi iyonik olmayan formdadir ve plazmada anyonik formda
olan kismi olduk¢a azdir. Hidrofobik bir molekiildiir ve logP degeri 3,5 olup yagda
yiiksek oranda ¢oziinebilmesi, hiicre membranlarindan pasif diflizyonla ge¢mesini
saglar. Dolayist ile selekoksib, diisiik ¢oziiniirliik, yiiksek permeabiliteye sahip BCS
Siif 2 bir molekiildiir (96-98).

Selekoksib, triflurometil, pirazolin halkas1 ve siilfonamid grubu olmak iizere
ic fonksiyonel molekiiler grup igerir. Pirazolin halkasinda tersiyer ve sekonderamin

gruplar1 bulunur. Siilfonamid grubunun pKa degeri 11,1°dir. Siilfonamid grubu,
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molekiiliin hidrofilik bdlgesini olusturur ve H bag1 yapilabilecek -NH> grubu igerir
(99, 100).

2.3.2. Selekoksib Endikasyonu

Selekoksib, secici/selektif bir COX-2 inhibitoriidiir; osteoartrit, romatoid artrit,
ankilozan spondilit, jiivenil romatoid artrit, akut agr1, kas-iskelet agris1, kronik agr1 ve

post operatif agr1 tedavisinde ve aurali veya aurasiz akut migren tedavisinde endikedir

(97,98, 101).
2.3.3. Selekoksibin Farmakodinamik Ozellikleri

Selekoksib, kimyasal olarak diger arilamin dis1 siilfonamidlere (6rnegin,
tiazidler, furosemid) benzeyen, ancak arilamin siilfonamidlerden (Ornegin,
stilfametoksazol ve diger siilfonamid antibiyotikleri) farklilik gosteren diaril-siibstitiie
edilmis bir pirazoldiir.

Siklooksijenaz, prostaglandinlerin olusumundan sorumludur. COX-I ve COX-
2 olmak {izere iki izoformu tanimlanmistir. COX-2, pro-inflamatuvar uyarilar ile
indiiklendigi gosterilen ve agri, inflamasyon ve atesin prostanoid mediatorlerinin
sentezinin baglica sorumlusu oldugu varsayilan enzim izoformudur. COX-2 ayrica,
oviilasyon, ductus arteriosus’un implantasyonu ve kapanmasi, bobrek fonksiyonu ve
merkezi sinir sistemi fonksiyonlarinin regiilasyonunda da (ates indiiksiyonu, agr1 algisi
ve biligsel fonksiyon) rol oynamaktadir. COX-2 erkeklerde gastrik iilser ¢evresindeki
dokuda tespit edilmistir, ancak iilser iyilesmesi ile ilgisi heniiz netlestirilmemistir
(102).

2.3.4. Selekoksibin Farmakokinetik Ozellikleri
Absorpsiyon

Oral uygulama sonrasi hizlica absorbe olur ve aglik kosullarinda maksimum
plazma konsantrasyonuna 2-3 saatte ulasir. Aclik kosullarinda, maksimum
konsantrasyon (Cmaks) ve egri altinda kalan (AUC), giinde 2 kez 200 mg’a kadar doz
ile orantisal bir sekilde artar; daha yiiksek dozlarda Cmas ve AUC'de orantili
artiglardan daha az artis olur. Besinlerle (yliksek yagli gidalar) birlikte alinmasi,
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selekoksibin absorpsiyonunda 1 saatlik bir gecikmeye neden olur ve tmaxs degeri 4 saat
olarak gdzlenir. Ayni zamanda besin etkisi sonucunda biyoyararlanimi %20 oraninda
artar. Tekrarli dozlama ile kararli durum konsantrasyonuna 5. giinde veya daha once

ulasilir (13, 96-98, 102, 103).
Dagihim

Plazma proteini baglanma orani, konsantrasyondan bagimsizdir ve terapotik
plazma konsantrasyonlarinda yaklasik %97°dir. In vitro ¢aligmalar, selekoksibin
oncelikli olarak albiimine ve daha az olgiide aj-asit glikoproteine baglandigini
gostermektedir Selekoksib kanda segici olarak eritrositlere baglanmaz. Kararl

durumda goriinen dagilim hacmi yaklasik olarak 400 L dir (13, 25, 103).
Metabolizasyon

Biiyiik kismi1 karacigerde metabolize olur, kiigiik bir oranda (<%?3) degismemis
olarak elimine edilir. Temel metabolizasyon yolagi metil hidroksilasyondur ve
hidroksiselekoksib metaboliti olusur. Bu reaksiyon, CYP3A4’lin mindr bir etkisi
olmasina ragmen esas olarak CYP2C9 tarafindan katalize edilir. Hidroksiselekoksib,
sistolik alkol dehidrogenaz ADH1 ve ADH2 tarafindan oksidasyona ugrayarak
karboksiselekoksibe doniisiir. Ayni zamanda bu metabolitin glukuronid konjugasyonu
sonucu bir metabolit daha olusur. Selekoksibin metabolitleri farmakolojik olarak aktif
degildir. Selekoksibin metabolizasyonu esas olarak CYP2C9 tarafindan olmasi
nedeniyle, CYP2C9’da gozlenen polimorfizm selekoksibin farmakokinetiginde ve

etkisinde olusan varyasyonun nedenini olusturur (96-98, 102, 103).
Eliminasyon

Temel eliminasyon yolu feges ve idrar ile eliminasyondur. Tekrarlanan
dozlarda selekoksibin yarilanma omrii 8-12 saattir ve plazma klerensi yaklasik 500

mL/dk’dir (96-98, 102, 103).
2.3.5. Selekoksibin Coziiniirliigiinii Arttirmak icin Kullanilan Teknolojiler

Selekoksibin fizyolojik pH ortamlarinda ¢oziiniirliigiinii ve ¢oziinme hizini

arttirmak i¢in farkli farmasétik teknolojiler kullanilmistir (104-108). Kati fosfolipid
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dispersiyonlar (109), nanosiispansiyonlar (110, 111), nanoemiilsiyonlar (112), lipid-
silika hibridler (113), siklodekstrin inkliizyon kompleksleri (114), nano miseller (115),
lipozomlar (116) nanokristaller (117) bu teknolojilerden bazilaridir.

2.3.6. Selekoksib Piyasa Preparatlar:

Selekoksibin piyasada kapsiil, tablet ve oral ¢ozeltisi bulunmaktadir. Kapsiil
dozaj sekli Celebrex® (Pfizer), amlodipin ile sabit doz kombinasyonu olan tablet sekli
Consensi® (Purple Biotech), tramatomol ile ko-kristal yapisindaki tablet sekli
Seglentis® (Esteve) ve oral ¢ozelti sekli Elyxyb™ (Biodelivery Sciences) ticari
isimleri ile piyasada bulunan referans iirtinlerdir. Ayn1 zamanda kapsiil dozaj seklinde
cok sayida jenerik iirin bulunmaktadir.

Celebrex®, 50 mg, 100 mg, 200 mg ve 400 mg yitilikleri ile osteoartrit,
romatoid artrit, jiivenil romatoid artrit, ankilozan spondilit, akut kas iskelet sistemi
agrilari, kronik agr1 ve post operatif agr1 tedavisinde kullanilmaktadir (98).

Consensi®, osteoartit kaynakli agrinin ve hipertansiyonun kombine bir iriin ile
tedavi edilmesini saglayan selekoksib ve amlodipin besilat iceren tablet seklinde bir
iriindiir. 200 mg selekoksibin sirasiyla 2,5 mg, 5 mg ve 10 mg amlodipin besilat ile
kombine edildigi 200 mg/2,5 mg, 200 mg/5 mg ve 200 mg/10 mg sabit doz yitiliklerine
sahiptir  (18). 2018 yilinda ruhsatlanan selekoksib-amlodipin sabit doz
kombinasyonundan US9662315B2 numarali patentte ayrintili olarak bahsedilmektedir
(118).

Seglentis®, etkin madde olarak kisa etkili bir opioid olan tramadol ve
selekoksibin ko-kristal seklini igeren; yetiskinler i¢in opioid analjezik gerektirecek
kadar siddetli ve alternatif tedavilerin yetersiz oldugu akut agr1 tedavisinde kullanilan
ve dozaj sekli tablet olan bir tirlindiir. Tromadol ve seleloksibin 1:1 molekiiler oranda
ko-kristallerinin hazirlanmas1 sonucu olusturulan iiriinde 56 mg selekoksib ve 44 mg
tromadol bulunmaktadir (17). 2021 yilinda ruhsatlandirilan selekoksib:tromadol ko-
kristallerinin iiretim yontemi ve 6zellikleri EP2488170B1 numarali patentte ayrintili
olarak belirtilmis ve patent korumasina alinmistir (119).

Elyxyb™, aural1 veya aurasiz akut migren tedavisinde endike olan 25 mg/mL
yitilikte oral ¢ozelti seklinde bir tirtindiir. Selekoksibin hizli bir sekilde absorbe olmasi

ve maksimum plazma konsantrasyonuna Celebrex® liriiniine kiyasla ¢ok daha hizli
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ulagmast i¢in gelistirilmistir (101). 2020 yilinda ruhsatlandirilan selekoksib oral
cozelti formiilasyonu ve uygulamasindan US9795620B2 numarali patentte ayrintilt

olarak bahsedilmektedir (120).
2.4. Coziiniirliik ve Intrinsik C6ziinme Hiz1 (IDR)

Coziiniirlik, ¢oziinme ve gecirgenlik (permeabilite); ila¢ absorpsiyon hizini,
derecesini ve dolayist ile biyoyarlanimi kontrol eden temel 6zelliklerdir (24, 26). BCS,
ilaglarin in vitro ¢éziinmesini ve in vivo biyoyararlanimini iligkilendiren ¢oziintirliik
ve permeabilite Ozelliklerine dayali bir siniflandirma sistemidir (24, 25). Giincel
bilgilere gore, yeni ila¢ adaylarinin %70’den fazlasinin sudaki ¢oziiniirliigii disiiktiir;
BCS’ye gore Sinif 2 ve/veya Sinif 4 olarak siniflandirilmaktadir (121).

BCS, ozellikle oral yoldan alinacak ilag formiilasyonlarinin gelistirilmesi
stireclerinde kullanilan temel araglardan biridir. Ancak son on yilda yapilan
caligmalarda, BCS’nin, in vitro ¢dzlinme ve in vivo biyoyararlanimi iligkilendirmesi
acisindan; mide kompartmanlarinda ¢dziinmenin asir1 vurgulanmasi, in vitro ve in vivo
ortamlardaki tampon kapasitesi arasindaki uyumsuzluk, ¢6ziinme ortamlarindaki safra
bilesenlerinin eksikligi gibi sinirlamalarinin oldugu raporlanmistir. Bu eksiklikleri
gidermesi ve formiilasyon gelisim siirecine rehberlik etmesi icin, ilaglarin ¢éziinme
(h1iz) ve ¢Oziiniirliigiiniin (kapsaminin) oOlgiimlerine dayanan stratejiler igin
Gelistirilebilirlik Siniflandirma Sistemi (Developability Classification System, DCS)
Onerilmistir (122, 123). In vitro ve in vivo ortamlardaki tampon kapasitesinin, etkin
maddelerin pKa degeri ve intrinsik ¢O6ziinme hiz1 bilgisi temel alinarak
yorumlanabilecegi belirtilmistir (122). Ayn1 zamanda ¢6ziinme ortamindaki safra
bilesenlerinin etkisini gorebilmek ve bagirsak ¢oziiniirliigiinii tahmin etmek i¢in aglik
durumu yapay bagirsak sivist (Fasted State Intestinal Fluid, FaSSIF) ortaminda
¢oziiniirliik ¢calismalar1 yapilmaktadir (123).

2.4.1. Coziiniirliik

Coziintirliik, “belirli bir sicaklikta bir maddenin bir ¢6ziicii i¢inde ¢oziilebilen
maksimum konsantrasyonu” seklinde tanimlanir (124). Coziiniirliik, ¢6ziicliniin
ozelliklerinden (Orn. sicaklik, pH, yiizey gerilimi, eklenen ylizey aktif maddeler,

yardimei ¢oziiciiler, tuzlar ve polarite) ve maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinden
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(6rn. partikiil biiytikliigi, yiizey alani, pKa, polimorfik yapisi ve polarite) etkilenebilir
(124-126).

Termodinamik (denge) ¢oziiniirliikk, ¢6ziinmiis madde ile ¢dzlinmemis kati
maddenin fazlalig1 arasinda denge durumundaki ¢6ziicii i¢inde bulunan kat1 maddenin
coziiniirliglidir (125-128). Termodinamik ¢oziintirliikk, kati maddenin c¢oziiciiye
aktarildiginda ¢oziinmesini takiben sivi maddenin olusmasi ve sivi maddenin ¢oziicii
ile karistirilmasi seklinde iki asamali olarak agiklanabilir. Bu asamada, homojen bir
faz olusturmak icin sivi madde ve ¢oziicli arasindaki denge, karistirmanin Gibbs
serbest enerjisi (AG) tarafindan kontrol edilir (126, 128). Karisimin Gibss serbest
enerjisinin degisimi ve denge durumu Sekil 2.15.te gosterilmistir. AG sifirdan
biiylikse, reaksiyon yonii kati maddeden ¢Oziinmiis maddeye dogru; AG sifirdan
kiigiikse reaksiyon tersi yondedir, AG sifira esit oldugunda denge durumu

olugmaktadir (126).

AG>0

Reaksiyon kat1
maddeden ¢oziinmiis
maddeye dogrudur.

Gibbs serbest enerjisi

AG<0

Reaksiyon ¢oziinmiis
maddeden kat maddeye

<" dogrudur.

AG=0
Denge durumu

Kati Madde Karisimin Bilegenleri Cozinmiis Madde
Sekil 2.15. Karisimin Gibss serbest enerjisinin degisimi ve denge durumu sematik
gosterimi (126).

2.4.2. intrinsik Céziinme Hiz1

Coziinme, “iki fazin karistirilmasiyla yeni bir homojen fazin (yani ¢ozeltinin)
olusumu” olarak tanimlanir (129). Bagka bir deyisle, kat1 madde ve sulu ¢6ziiciliniin
baslangic faz1 aynidir, ancak karistiklarinda, katt maddenin ylizeyinden ayrilan
molekiiller, ¢ozelti adi1 verilen yeni bir homojen faz bi¢cimine girdiginde kati-s1v1 ara
yiizeyi dagilmaktadir (130, 131). Coziinme, yiizey kinetigi ve kat1 yiizeyden ¢ozeltiye
diflizyonla kontrol edilen molekiiler kiitle transferi ile dogrudan iliskilidir (130, 132).
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Coziinme hizi ile ilgili ilk agiklama 1897 yilinda Noyes ve Whitney tarafindan
yapilmis, “kati bir maddenin kendi ¢6zeltisinde ¢éziinme hizi, o ¢dzeltinin derisimi ile
doymus ¢ozeltinin derisimi arasindaki farkla orantilidir” seklinde ifade edilmistir.
Noyes ve Whitney’in belirtmis oldugu ¢6ziinme hizi1 modeli basit bir difiizyon olarak
ifade edilmistir. Coziinme mekanizmasi, ¢oziiclinlin tiim kisimlarina diflizyonun
oldugu, kat1 yiizey etrafinda olusan ince bir difiizyon tabakasi ile iligkilendirilmis, bu
durum karigtirma ile homojen hale getirilmistir. Coziiniirlikk, diflizyon ve ¢oziinme
hiz1 arasindaki iliskinin tanimlandig1 Nernst—Brunner esitligi Esitlik 2.4.’te verilmistir
(133). Esitlikte; dC/dt ¢oziinme hizini, D difiizyon katsayisini, h difiizyon tabakasinin
kalinligini, A yiizey alanini, Cs doygunluk konsantrasyonunu ve C; t zamanindaki

¢oziinmiis madde konsantrasyonunu ifade etmektedir.

dc D
EZEA (Cs—0) (24,

[lag etkin maddesinin, sabit yiizey alanindan ¢dziinme akis1, intrinsik ¢dziinme
hiz1 (IDR) olarak ifade edilmektedir (134). IDR testinde, yiizey alani, sicaklik, pH,
calkalama veya karistirma hizi ve ¢oziinme ortaminin iyonik giicli sabittir (135).
Dolayistyla, birim zamandaki tek degisiklik, ¢ozlinmiis madde miktaridir. IDR,
¢Ozlintirlilkten farkli olarak konsantrasyon yerine birimi pg/dk/cm? olan bir oran
olarak ifade edilmektedir (136, 137).

IDR testi, Wood aygiti (doner disk) ve sabit disk sistemi kullanilarak
yapilmaktadir (134). Ancak bu aygitlara ek olarak, daha az miktarda etkin madde
gerektiren, test esnasinda analiz yapilmasini saglayan alternatif ve yenilik¢i tasarimlar
gelistirilmeye devam etmektedir. Minyatiirize doner disk sistemi (mRDS) (137-141),
minyatlirize sabit disk sistemi (138), minyatiirize intrinsik ¢6ziinme hizi taramasi
(MINDISS) (142), tek partikiil intrinsik ¢dziinme hizi tasarimi (143) intrinsik ¢oziinme
hizinin belirlenmesi i¢in yeni yaklagimlardir.

IDR, ylizey alaninin biitiinliigiinii korudugu ve ¢dziinme hizinin sifirinct
dereceden oldugu 6rnek zaman noktalar1 dikkate alinarak hesaplanmaktadir. Zamana
kars1 ¢6ziinmiis etkin madde miktari ile ¢oziinme profili olusturulmakta, bu veriler ile
basit regresyon analizi yapilarak ¢oziinme profiline iliskin dogru grafigi ¢izilmektedir.
Bu dogrunun egimi, disk ylizey alan1 ve ¢éziinme ortam hacmi ile Esitlik 2.5.’te

verilen formiil kullanilarak IDR hesaplanmaktadir. Esitlikte; dc/dt ¢éziinme profiline
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iligkin dogrunun egimini (ug/(dk X mL)), Adgisk disk yiizey alanini (cm?), V ¢6ziinme
hacmini (mL) ifade etmektedir (122).

IDR =y %1
dt Agisk

(2.5)



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Maddeler

Madde Ad1 Marka, Kaynak

%37 Hidroklorik Asit (HPLC kalite) Merck, Almanya
Asetonitril (HPLC kalite) Merck, Almanya
Asetonitril (LC-MS kalite) Merck, Almanya
Atorvastatin (ilag kalite) Dr. Reddy's, Hindistan
Caco-2 Hiicre (insan kolon karsinoma American Type Culture
hiicre hatt1) Collection, ABD
Celebrex® 200 mg Kapsiil Pfizer, Porto Riko
Dibazik Sodyum Fosfat Heptahidrat Merck, Almanya
(HPLC kalite)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich, ABD
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium BiochromAG, Almanya
(DMEM)

Diisiik Siibstitiieli Hidroksipropil Seliilloz ~ Shin-Etsu, Japonya
(L-HPC LH-21) (ilag kalite)

FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF Powder Biorelevant, Birlesik Krallik
Fetal sig1r serumu (FBS) BiochromAG, Almanya
Formik Asit Cozeltisi (%98) J.T. Baker, Hollanda
Glasiyel Asetik Asit (HPLC kalite) Merck, Almanya

Hidroksietil Seliiloz (Natrosol™ 250) (ilag  Ashland, Almanya
kalite)

Kroskarmelloz Sodyum (Ac-Di-Sol®) (ilag  Dupont, ABD
kalite)

Laktoz Monohidrat (FlowLac® 90) (ilag Meggle, Ingiltere
kalite)

Magnezyum Aliiminyum Metasilikat Fuji Chemical, Japonya
(Neusilin®) (ilag kalite)

Magnezyum Stearat (Ligamed® MF-2-V)  Peter Greven, Almanya
(Ilag kalite)

Mannitol (Pearlitol® 100 SD) (ilag kalite) ~ Roquette, Fransa
Metanol (HPLC kalite) Merck, Almanya

Monobazik Sdoyum Fosfat Monohidrat Merck, Almanya
(HPLC kalite)
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Penicillin-Streptomycin Cozeltisi

Polioksil 40 Stearat (Myrj™ S40) (lag
kalite)

Polivinil Kaprolaktam-Polivinil Asetat-
Polietilen Glikol Graft Copolimer
(Soluplus®) (ilag kalite)

Polivinilpirolidon (Plasdone™ C-12, K-
29/32, K-90) (ilag kalite)

Selekoksib (ilag kalite)

Sert Jelatin Kapsiil (Coni Snap)
Sodyum Asetat (HPLC kalite)
Sodyum Hidroksit (HPLC kalite)

Sodyum Lauril Siilfat (Kolliphor® SLS)
(Ilag kalite)

Su (LC-MS kalite)
Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT)

Tribazik Sodyum Fosfat Dodekahidrat
(HPLC kalite)

Ultra Saf Su

Vinilpirolidon ve Vinil Asetat Copolimer
(Plasdone™ S-630) (ilag kalite)

Life Technologies, Inc., ABD
Croda, Ingiltere

BASF, Almanya

Ashland, Almanya

Hetero Chemical, Hindistan
Capsugel, Fransa
Merck, Almanya
Merck, Almanya
BASF, Almanya

Merck, Almanya
AppliChem GmBH, Almanya
Merck, Almanya

Mili-Q, Millipore, Tiirkiye
Ashland, Almanya

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Cihaz/Alet Adx

Marka, Kaynak

0,45 um PTFE Filtre

Cam flakon (amber renkli cam-1,5 mL) ve
kapak

Cam Insert (100 uL)

Cam pipet (1-5-10 mL)

Cam Tiip (5-10-20 mL)

Cok Noktali Manyetik Karistirici

Derin Dondurucu (-20C)
Dissoliisyon Cihazi (Sotax AT 7smart)
DSC

Millex LG, Milipore,
Billerica, MA, ABD

Isolab, Almanya

Isolab, Almanya
Isolab, Almanya
Isolab, Almanya

Variomag Telesystem,
Almanya

Beko, Tiirkiye
Sotax CH-4123, Isvigre
Mettler Toledo, Isvigre
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Enjektor (1 mL-5 mL-10 mL)
Ependorf Tiip (15-50 mL)
FTIR spektrometresi (Agilent Cary 630)

Gezegen Hareketli Bilyali Degirmen
(Planetary Ball Mills PM 100)

Hassas Terazi
HPLC (1200 series, UV Dedektor)

HPLC Kolonu (Intersil® ODS-3V C18 250
x 4,6 mm, 5 pm)

HPLC Kolonu (Zorbax® Eclipse XDB-
Phenyl L11: 250 mm x 4,6 mm, 5 pm)

Isiticili Manyetik Karigtirict

LC-MS Kolonu (Intersil® ODS-4 C18, 50
x 2,1 mm, 3 pm)

LC-MS/MS

Manyetik Balik

Mayetik Balik Tutucu

Mikropipet (0,5-10, 10-100, 100-1000 pL)
Nitril Eldiven

Parafilm

pH Metre

Santrifiij

Santrifiij Tiipt

SEM

Stabilite Kabini

Termostath Yatay Calkalayici
Thincerts™ cell culture inserts

Ultra Saf Su Cihaz1

Ultrasonik Banyo

Ultrasonik Homojenizator (Sonopuls)
USP Wood Aparatus

Vorteks

XRD Rigaku Ultima-IV Ray
Diffractometer

Genject, Tiirkiye
Isolab, Almanya
Agilent, ABD

Retsch, Almanya

Mettler Toledo, Isvigre
Agilent, ABD

GL Sciencies, Japonya
Agilent, ABD

IKA, Almanya

GL Sciences, Japonya

Shimadzu, Japonya
Isolab, Almanya

Isolab, Almanya
Eppendorf, Almanya
Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

Hanna Instruments, ABD
Hermle Z383K, Almanya
Isolab, Almanya

Tescan GAIA FIB-SEM, Cek

Cumhuriyeti

Memmert, Almanya
Memmert, Almanya
Grenier Bio-one, Almanya
Millipore, ABD
AdvantageLab, Almanya
Bandelin, Almanya
Biorelevant, Hollanda
IKA, Almanya

Rigaku, Austin, TX, ABD
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Zetasizer Nano ZSP system Malvern Instruments,
Malvern, Birlesik Krallik

3.3. Kullanilan Yazilimlar

Yazihim Adi Marka, Kaynak
Chem Station Software Agilent, ABD
. Stat-Ease Inc., Minneapolis
® s s
Design Expert® 13 MN, ABD
LabSolutions software version 5.72 Shimadzu, Japonya
Minitab 19 Minitab, Birlesik Krallik
Phoenix WinNonlin (Version 8.1, Certara Certara, ABD
L.P.).
STAR® Excellence Yazilimi Mettler Toledo, Isvigre
3.4. Deney Hayvam
Tir Marka, Kaynak

Sprague Dawley Erkek Sigan Kobay Deney Hayvanlar1 A.S., Tiirkiye

3.5. Selekoksibin Fizikokimyasal Karakterizasyon Calismalari

Deneysel calismalarda kullanilan selekoksib etkin maddesinin iglem gérmemis
seklinin fizikokimyasal oOzelliklerini belirleyebilmek amaciyla karakterizasyon

caligmalar1 yapilmstir.
3.5.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Selekoksibin molekiiler olarak tanima analizini yapmak amaciyla Fourier
Dontisiimlii Kizilotesi (Fourier Transform Infrared, FTIR) spektrumlari ¢ekilmistir.
FTIR analizi, Agilent Cary 630 FTIR spektrometresi (Agilent, ABD) ile 650 — 4000
cm’! dalga sayisi araliginda, 4 cm’! ¢oziintrliikte yapilmig, her bir 6rnek 3 defa
taranmustir. Selekoksib etkin maddesi herhangi bir 6rnek hazirlama islemine tabi

tutulmadan, dogrudan analiz edilmistir.
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3.5.2. Selekoksib Etkin Madde Miktar Tayini

Selekoksibin etkin madde miktarinin tayin edilebilmesi i¢in, Avrupa
Farmakopesi (EP), Amerikan Farmakopesi (USP) ve etkin madde iireticisi tarafindan
hazirlanan etkin madde ana dosyasinda (DMF) belirtilen etkin madde miktar tayini
yontemi kullanilmigtir (93, 95). Bu analitik yontem EP ve USP tarafindan sunulan
valide bir yontem oldugu i¢in analitik metodun valide edilmesi gerekliligi
bulunmamaktadir. Bu nedenle yontem parametreleri farmakopelerde belirtilen sekli
ile kullanilarak etkin madde analizi yapilmistir. Coziicli karisimi olarak su: metanol
(25:75 h/h) karisimi kullanilmastir.

Test ¢ozeltisi: 50 mg selekoksib etkin maddesi tartilmis ve 100 mL ¢oziicii
karisiminda ¢6zlindiirilmiistiir.

Standart cozelti: 50 mg selekoksib referansi tartilmis ve 100 mL ¢oziici
karisiminda ¢6zlindiirilmiistiir.

Hareketli faz olarak asetonitril, metanol ve tampon ¢ozelti kullanilmistir.
Tampon ¢ozelti, pH’st fosforik asit ile 3,0’a ayarlanmis olan 2,7 g/L
konsantrasyonundaki potasyum dihidrojen fosfattan olusmaktadir. Hazirlanan
orneklerin analizi i¢in kullanilan analitik yonteme iliskin kromatografik kosullar Tablo

3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Selekoksib etkin madde miktar tayini analizi kromatografik kosullar.

Cihaz : HPLC

Kolon : LI1; 250 mm x 4,6 mm, 5 pm

Dedeksiyon : UV, 215 nm

Akis Hizt ;1,50 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi : 25uL

Kolon Sicaklig1 ;. 60°C

Ornek Sicaklig : Oda sicaklig

Analiz Stiresi : 100 dakika

Hareketli Faz : Asetonitril: Metanol: Tampon Cozelti 10:30:60, pH 3,0

HPLC analizinden elde edilen pik alanlari ile Esitlik 3.1.’de belirtilen formiil

kullanilarak selekoksib miktar tayini hesaplanmistir.
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mgTp
ATEST 100 X P x(100-ygrp)

X m x 100 3.1
Astp T —IESL X (100-ypgr) G.D

Arest: Test ¢ozeltisi kromatogramindan elde edilen selekoksib pik alani

Astp: Standart ¢ozeltinin ardisik alti enjeksiyonundan elde edilen selekoksib ortalama pik alani
mrest: Test ¢ozeltisindeki 6rnek tartimi (mg)

mstp: Selekoksib referans standart tartimi (mg)

P: Selekoksib referans standardinin potens degeri (kuru madde {izerinden)

ystp: Selekoksib referans standardinin su igerigi (%)

yrest: Ornegin su igerigi (%)

3.5.3. X-Isim Difraksiyonu (XRD)

Selekoksibin kristal seklinin saptanabilmesi i¢in X-1sin1 difraksiyonu (X-ray
diffraction, XRD) analizleri yapilmis, analiz ¢aligmalarinda Rigaku Ultima-IV Ray
Diffractometer (Rigaku, Austin, TX, USA) XRD cihaz1 kullanilmistir. Selekoksib
ornekleri herhangi bir 6rnek hazirlama islemine tabi tutulmadan, dogrudan analiz
edilmigstir. 3-60° araliginda, 1°/dk tarama hiz1 kullanilarak ve 0,02° 6rnek genisliginde
leiim yapilmustir. X-151m1 kaynagi olarak Cu Ko (A = 1,54 A) secilmis, gerilim 40 kV
ve akim 30 mA olarak ayarlanmistir. Yapilan 6l¢iim sonucu XG Operation PINT 2200

yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.
3.5.4. Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)

Selekoksibin erime derecesinin tayin edilmesi ve 6gilitme islemleri sonucunda
yapisinda meydana gelebilecek degisikliklerin saptanabilmesi icin diferansiyel
taramali kalorimetri (differential scanning calorimetry, DSC) analizleri yapilmis,
analiz calismalarinda indiyum ile kalibre edilmis DSC 3 (Mettler Toledo, Isvicre)
cihaz1 kullanilmistir. Yaklagik olarak 5-8 mg araligindaki selekoksib etkin maddesi
aliiminyum pana almarak hermetik olarak kapatilmistir. Ornek icermeyen esdeger bir
pan referans olarak kullanilmistir. Ornekler 10 °C/dk sicaklik artig1 ile 25-250°C
araliginda taranmistir. Analizler sirasinda 6rneklerin iizerinden 30 ml/dk akis hizinda
azot gaz1 gegirilerek olast bir oksidasyon olusumu engellenmistir. Analizler iki kez
tekrar edilmistir ve 6l¢iim sonuglar1 Star® Excellence (Mettler Toledo, Isvicre) yazilimi

kullanilarak analiz edilmistir.
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3.5.5. Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi (PSD)

Islem gormemis selekoksib etkin maddesinin baslangictaki partikiil biyiikliigii
dagilimimni belirleyebilmek amaciyla Malvern Mastersizer 3000E Aero M (Malvern,
Birlesik Krallik) cihazi kullanilarak 6l¢iim yapilmistir. Etkin madde iireticisinin
belirledigi test yontemi kullanilmistir (93). Test yontemine iliskin ayrintili bilgiler
Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Selekoksib partikiil biiyiikligii dagilimi analiz yontemi.

Cihaz :  Malvern Mastersizer 3000E Aero M
Analiz Tipi :  Kuru analiz
Analiz Modeli :  Genel amacl
Partikiil Refraktif indeksi 1,5

Partikiil Absorpsiyonu ;0,1

Partikiil Besleme Hiz1 i %50
Numune Miktari : 2 gram

Hava Basinci : 1,3 bar
Olgiim Siiresi . 6 saniye
Arkaplan Olgiim Siiresi . 6 saniye
Karartma : 90,5 - %5

3.6. Selekoksib Miktar Tayini Cahsmalarinda Kullanillan Analitik

Yontem Validasyonu

Etkin maddenin analiz edilmesi agsamasinda farmakopede ve DMF’de yer alan
analitik yontem kullanilmistir. Ogiitme bilesimleri igerisinde etkin maddeye ek olarak
farkli yardimc1 maddelerin yer almasi, formiilasyon gelistirme ¢alismalarinda farkli
yardimc1 maddelerin kullanilmasi nedeniyle bu maddelerle girisim yapmayan bir
analitik yonteme gereksinim duyulmustur. EP ve USP’de belirtilen etkin madde miktar
tayini yonteminin hem etkin madde miktar tayini hem de safsizlik miktar tayini
yontemi olmasi nedeniyle analiz siiresi yaklasik olarak 100 dakika stirmektedir.
Selekoksibin ¢oziiniirlilk, intrinsik ¢oziinme hizi, ¢dziinme ve permeabilite

caligmalarindan elde edilen drneklerdeki selekoksib miktarini tayin etmek i¢in 100
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dakikadan daha kisa ve valide edilmis bir analitik yonteme gereksinim duyulmustur.
Bu amagla, literatiir taramas1 yapilmis ve literatiirde yer alan valide edilmis analitik
yontemler esas alinarak analitik yontem belirlenmistir (108, 144). Analitik yontemin
validasyon ¢alismalarinda ICH Q2/R1 “Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology” rehberinde belirtilen validasyon parametreleri esas alinmistir (145).
Analitik yonteme iligkin ayrintili bilgiler ve valide edilen yontem parametreleri

ilerleyen boliimlerde verilmistir.
3.6.1. Kromatografik Kosullar ve Sistem

Tez galigmalar1 kapsaminda ¢oziiniirliik, intrinsik ¢6zlinme hizi, ¢éziinme ve
permeabilite calismalarindan elde edilen Orneklerdeki selekoksib miktarini tayin
etmek amaciyla literatiirden referans alinarak gelistirilen analitik yonteme iliskin
kromatografik kosullar Tablo 3.3.’te verilmistir (108, 144). Yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) (Agilent, 1200 series LC) kullanilarak yapilan analiz
caligmalarina iliskin veriler ChemStation (Agilent, ABD) yazilimi kullanilarak

islenmistir.

Tablo 3.3. Selekoksib etkin madde miktar tayini yontemi i¢in kromatografik kosullar.

Cihaz : HPLC

Kolon : C18;250 mm x 4,6 mm, 5 pum C18

Dedeksiyon : UV, 254 nm

Akis Hizt : 1.00 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi : 20puL

Kolon Sicakligi : 30°C

Ornek Sicaklig : Oda sicaklig

Analiz Stiresi : 12 dakika

Hareketli Faz : Su:Metanol 25:75 (10 dakika degaze edilmistir.)

3.6.2. Cozeltiler

Seyreltme Cozeltisi: Su:Metanol (25:75) karisimindan olusan haraketli faz,

seyreltme ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.
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Standart Cozelti-1 (240 pg/mL selekoksib): 12 mg selekoksib ¢aligma
standard1 seyreltme ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilerek 50 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti
analiz oncesi 0,45 pum hidrofilik politetrafloroetilen (PTFE) (Millex LG, Milipore,
Billerica, MA, ABD) filtreden siiziilmiistiir.

Standart Cozelti-2 (200 pg/mL selekoksib): 10 mg selekoksib ¢aligma
standard1 seyreltme ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilerek 50 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti
analiz 6ncesi 0,45 pm hidrofilik PTFE filtreden siiziilmustiir.

Standart Cozelti-3 (20 pg/mL selekoksib): Standart ¢ozelti-2’den 1 mL
alinmis, seyreltme ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti analiz 6ncesi 0,45
um hidrofilik PTFE filtreden siiziilmiistiir.

Test Cozeltisi-1 (240 pg/mL selekoksib): 39.18 mg (12 mg selekoksib
icermektedir) 6gitiilmis karisim seyreltme ¢ozeltisinde ¢oziindiirtilerek 50 mL’ye
tamamlanmistir. Cozelti analiz 6ncesi 0,45 pm hidrofilik PTFE filtreden siiziilmiistiir.

Test Cozeltisi-2 (200 pg/mL selekoksib): 32.65 mg (10 mg selekoksib
icermektedir) 6gitiilmiis karisim seyreltme ¢ozeltisinde ¢oziindiirtilerek 50 mL’ye
tamamlanmistir. Cozelti analiz 6ncesi 0,45 pm hidrofilik PTFE filtreden siiziilmiistiir.

Test Cozeltisi-3 (100 ng/mL selekoksib): Test ¢cozeltisi-2’den 5 mL alinmus,
seyreltme ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti analiz 6ncesi 0,45 pm
hidrofilik PTFE filtreden siiziilmiistiir.

Plasebo Cozeltisi: 22.65 mg plasebo (polivinilpirolidon, mannitol ve sodyum
lauril siilfat igerir), seyreltme ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilerek 50 mL’ye tamamlanmustir.
(Cozelti analiz oncesi 0,45 pm hidrofilik PTFE filtreden siiziilmiistiir.

Dogruluk Cozeltisi-1 (240 pg/mL selekoksib): 12 mg selekoksib calisma
standard1 ve 27.18 mg plasebo, seyreltme cozeltisinde ¢oziindiiriilerek 50 mL’ye
tamamlanmistir. Cozelti analiz 6ncesi 0,45 pm hidrofilik PTFE filtreden siiziilmiistiir.

Dogruluk Cozeltisi-2 (200 pg/mL selekoksib): 10 mg selekoksib calisma
standard1 ve 22.65 mg plasebo seyreltme cozeltisinde ¢oziindiiriilerek 50 mL’ye
tamamlanmistir. Cozelti analiz 6ncesi 0,45 pm hidrofilik PTFE filtreden siiziilmiistiir.

Dogruluk Cozeltisi-3 (100 pg/mL selekoksib): Dogruluk ¢ozeltisi-2’den 5
mL alinmistir, seyreltme ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti analiz 6ncesi

0,45 pm hidrofilik PTFE filtreden siiziilm{istir.
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3.6.3. Sistem Uygunlugu

Kromatografik sistemin performansin1 degerlendirmek i¢in 200 pg/mL
konsantrasyonda selekoksib standart ¢ozeltisi hazirlanmis ve ardisik alti enjeksiyon

yapilmustir.
3.6.4. Ozgiilliik

Gelistirilen selekoksib miktar tayini yonteminde, analitik yontemin 6giitme
bilesimlerinde ve/veya formiilasyon bilesiminde yer alan diger maddelerden ayirt
edebilme yetenegini gosterebilmek igin Ozgiilliikk testleri yapilmistir. Bu amagla,
seyreltme c¢ozeltisi, plasebo c¢ozeltisi, standart ¢ozelti (200 pg/mL) ve test
cozeltisinden (200 pg/mL) birer adet 6rnek hazirlanmig ve her birinden birer
enjeksiyon yapilmistir. Bu ¢ozeltilere iliskin kromatogramlar {ist {iste ¢izilerek gorsel

olarak degerlendirilmistir.
3.6.5. Dogrusallik ve Arahk

Gelistirilen selekoksib miktar tayini yonteminde, selekoksib konsantrasyonu
ile pik alan1 arasindaki iliski incelenerek ¢oziiniirliik, intrinsik ¢ézlinme hizi, ¢ziinme
ve permeabilite testlerinde gozlenebilecek konsantrasyonlari tayin etmek amaciyla 2
pg/mL-200 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusallik calismasi yapilmistir. En
kiigtik kareler yontemi kullanilarak basit dogrusal regresyon analizi uygulanmas,
regresyon katsayisi ve interseptin anlamliligi test edilmistir. Dogrusallik calismasinda;
boliim 3.6.2°de aciklandig1 gibi standart ¢o6zelti-2’nin seyreltme ¢ozeltisi ile
seyreltilmesi sonucunda 100 pg/mL, 50 pg/mL ve 20 pg/mL konsantrasyonlarda,
standart ¢ozelti-3’lin seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmesi sonucunda 10 pg/mL, 5
pg/mL ve 2 pg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Dogrusallik tayininde
kullanilan tiim ¢ozeltiler 0,45 um hidrofilik PTFE filtrelerden siiziildiikten sonra analiz

edilmistir.
3.6.6. Dogruluk

Gelistirilen selekoksib miktar tayini yonteminde, analitik yontemin gercek

degerlere ne derece yakin sonuglar verdigini saptayabilmek i¢in, 100 pg/mL, 200
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pg/mL ve 240 pg/mL olmak iizere 3 ayr1 konsantrasyonda dogruluk ¢ozeltileri ii¢
tekrarli hazirlanmistir. Standart ¢ozeltiden alt1 enjeksiyon, dogruluk ¢6zeltilerinin her
birinden birer enjeksiyon yapilmistir. Her bir konsantrasyon ic¢in % geri kazanim

degerleri hesaplanmustir.
3.6.7. Kesinlik

Gelistirilen selekoksib miktar tayini yonteminde, analitik yonteminin giin
icinde ve giinler arasi farkli 6l¢timleri arasindaki yakinlik derecesini gostermek icin
tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik ¢aligmalar1 yapilmistir. Tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
icin 200 pg/mL konsantrasyonda standart ve test ¢ozeltilerinden alti enjeksiyon
yapilmustir. Alt1 enjeksiyona iliskin bagil standart sapma (RSD) (%) hesaplanmistir.
Ara kesinlik calismast i¢in tekrarlanabilirlik testinin yapildig1 giin ve farkli bir giin
boyunca test ¢ozeltisinden alt1 enjeksiyon yapilmistir. Test ¢ozeltisinin iki farkli giinde

yapilan analiz sonuglarinin % RSD degeri hesaplanmaigtir.
3.6.8. Duyarhhk

Gelistirilen selekoksib miktar tayini yonteminde, analitik yOnteminin
duyarlilik parametresinin degerlendirilmesi i¢in teshis sinir1 (Limit of Detection, LOD)
ve tayin siirt (Limit of Quantitation, LOQ) degerleri hesaplanmistir. Teshis sinir1
(LOD) ve tayin smir1 (LOQ), sinyal/giiriiltii (S/G) oraninin sirasiyla 3 ve 10 oldugu

konsantrasyonlar olarak saptanmuistir.
3.6.9. Stabilite

Selekoksib ¢ozeltilerinin ¢ozelti stabilitesinin belirlenebilmesi i¢in 200 pg/mL
konsantrasyonda, ii¢ tekrarli standart ve test c¢ozeltileri hazirlanmis, ornekler

hazirlandiktan hemen sonra, 24. saatte ve 48. saatte analiz edilmistir.
3.6.10. Filtre Se¢cim Calismasi

Coziicli olarak seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan standart ve test
cozeltilerinin analizler dncesi partikiillerinden arindirilmasi amaciyla siizme islemi
yapilmustir. Tez kapsamindaki caligmalarda, selekoksib ile kimyasal olarak gecimli

olan ve selekoksibin adsorbe olmadigi bir filtre materyali belirleyebilmek amaciyla
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filtre ¢calismas1 yapilmistir. Bu kapsamda literatiirde yer alan Andrej ve arkadaslar
tarafindan yapilan ¢alisma referans alinarak PTFE filtre secilmistir (146). 200 pg/mL
konsantrasyonda standart ve test ¢ozeltileri siiziilmeden ve 0,45 um hidrofilik PTFE
filtreden siiziilerek analiz edilmistir. Orneklerin her birinden altisar enjeksiyon
yapilmistir ve siizlilmeyen-siiziilen enjeksiyonlardan elde edilen pik alanlar

arasindaki uyum (%) hesaplanmustir.
3.7. Mikronalti/Nano-boyutta Selekoksib Bilesimlerinin Hazirlanmas

Mikronalti/nano-boyutta selekoksib bilesimleri, birlikte kuru 6gilitme yontemi
ile hazirlanmistir. Kuru o6glitme isleminde gezegen hareketli bilyali degirmen
(Planetary Ball Mills PM 100, Retsch, Haan, Almanya) kullanilmistir. Selekoksib ve
oglitme bilesiminde yer alan maddeler 1 mm gdzenek agikligina sahip elekten
gecirilmis, geometrik seyreltme yontemi ile silindirik bir karistirma kabinda 10 dakika
kanistirilmistir. Ogiitme islemi i¢in hazirlanmis olan toz karisim i¢ yiizeyi agat kaph
250 mL’lik 6glitme haznesine yiiklenmis, 16 mm capinda (yapilan denemeler
sonucunda en uygun bilya boyutu 16 mm olarak belirlenmistir), agat bilyalar 6glitme
haznesine eklenmistir. Ogiitme haznesi gezegen hareketli bilyali degirmene
yerlestirilmis, 6giitme hiz1 ve 6glitme siiresi parametreleri ayarlanarak kuru 6glitme
baslatilmistir. Ogiitme islemi siiresinde sicaklik kontrolii yapilmamstir. Ogiitme
islemi sonucunda elde edilen 6giitiilmiis partikiiller daha sonra kullanilmak amaciyla
amber renkli cam kap icerisinde desikatorde 25°C sicaklikta saklanmistir. Selekoksib
bilesimlerinin iiretildigi gezegen hareketli bilyali degirmene iliskin gorseller Sekil

3.1.’de verilmistir.

Sekil 3.1. Mikronalti/Nano-boyutta selekoksib bilesimlerinin iiretildigi gezegen
hareketli bilyal degirmen.
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3.8. On Tarama Cahsmalar

Mikronalti/nano-boyutta selekoksib bilesimlerinin elde edilebilmesi ve
selekoksibin ¢oziiniirliigiiniin arttirilabilmesi i¢in ilk olarak farkli fizikokimyasal
ozelliklere sahip yardimc1 maddeler ile 6n tarama deneyleri yapilmistir. On tarama
deneylerinde kullanilan yardimci maddeler ve bu yardimer maddelerin agirlik oranlari
Tablo 3.4.’te verilmistir. Ogiitiilecek toplam toz karisimi her bir formiilasyon igin 9,7
gram olacak sekilde sabit tutulmus ve 6giitme bilesiminde yer alacak maddelerin
miktarlar1 Tablo 3.4.’te verilen agirlik oranlarina gore hesaplanmistir. Selekoksib ve
oglitme bilesiminde yer alan maddeler 1 mm gdzenek agikligina sahip elekten
gegcirilmis, geometrik seyreltme yontemi ile silindirik bir karistirma kabinda 10 dakika
karistirilmistir. Ogiitme islemi i¢in hazirlanmis olan toz karigim i¢ yiizeyi agat kaph
250 mL’lik 6gtlitme haznesine yliklenmis, 9 adet 16 mm capinda, agat bilyalar gtitme
haznesine eklenmistir. 9,7 gram toz ve 9 adet 16 mm agat bilyalarin kullanilmas: ile
bilya:toz agirlik oran1 15:1 olarak sabit tutulmustur. Ogiitme haznesi gezegen hareketli
bilyali degirmene yerlestirilmis, 500 devir/dakika 6gilitme hizinda, her 30 dakikada bir
10 dakika duraklama yapilarak toplamda 4 saat 6giitme yapilmstir. Ogiitme islemi
sonucunda elde edilen 6giitiilmis partikiiller daha sonra kullanilmak amaciyla amber

renkli cam kap icerisinde desikatorde 25°C sicaklikta saklanmistir.
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kullanilan ~ yardimc1  maddeler ve

selekoksib:yardimc1 madde agirlik oranlart.

Formiilasyon Birlikte Ogiitme Selekoksib: Yardimer Madde
Kodu Komposizyonu Agirhk Oranlari
Fo1 CXB 1

F02 CXB:SLS 1:0.2

FO03 CXB:PVP K12 1:1

Fo4 CXB:PVP K12:SLS 1:1:0.2

F05 CXB:PVP K30 1:1

F06 CXB:PVP K90 1:1

FO7 CXB:LHPC LH 21 1:2

FO8 CXB:HEC 1:2

F09 CXB:HEC:SLS 1:2:0.2

F10 CXB:HEC:PS40 1:2:0.2

F11 CXB:HEC:SLS:PS40 1:2:0.2:0.2
F12 CXB:LAC 1:2

F13 CXB:LAC:SLS 1:2:0.2

F14 CXB:LAC:SLS:PS40 1:8.6:0.2:0.2
F15 CXB:MAS 1:5

F16 CXB:PVP-VA 2:1

F17 CXB:PVP-VA:SLS 2:1

F18 CXB:SOL 1:1

F19 CXB:MAN 1:1

F20 CXB:PVP:MAN 1:1:1

F21 CXB:PVP:MAN:SLS 1:1.5:0.5:0.2
F22 CXB:PVP:MAN:SLS 1:0.5:1.5:0.2

CXB: selekoksib, SLS: sodyum lauril siilfat, PVP: polivinilpirolidon, L-HPC LH-21: diistik siibstitiieli
hidroksipropil seliiloz, HEC: hidroksietil selilloz, PS40: polioksil 40 stearat, LAC: laktoz monohidrat,
MAS: magnezyum aluminyum silikat, PVP-VA: vinilpirilidon ve vinil asetat kopolimer, SOL:
Soluplus®, MAN: Mannitol.

3.9. Risk Faktorlerinin Belirlenmesi: Balik Kil¢ig1 (Ishikawa) Diyagrami

Tez c¢aligmalar1 kapsaminda kullanilan birlikte kuru Ogiitme yOntemi,

selekoksibin partikiil biiyiikliiglinii kiigiilterek mikronalti/nano-boyutta selekoksib
bilesimleri hazirlamak (9, 46) ve selekoksib kat1 dispersiyonlar1 (55, 59, 77, 147)

hazirlamak amaciyla kullanilmigtir. Birlikte kuru 6giitme islemi ic¢in kullanilan

gezegen hareketli bilyali degermenin ¢alisma ilkesi dikkate alindiginda; 6giitme hizi,
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oglitme siiresi, bilya boyutu, toz miktari, bilya:toz agirlik oranm1 6giitme isleminin
etkinligi icin 6nemli parametrelerdir (30, 34, 46). Ogiitme bilesiminde yer alan
selekoksib ve yardimci maddelerin 6zellikleri ve miktarlar1 formiilasyon agisindan
potansiyel risklerdir. Mikronalti/nano-boyutta selekoksib partikiillerinin kritik kalite
ozelliklerini etkileyebilecek formiilasyon ve {iretim islemi parametrelerini
belirleyebilmek, bu parametrelerin potansiyel risk degerlendirmesini yapabilmek
amactyla Ishikawa diyagrami olusturulmustur. On tarama deneylerinden elde edilen
sonuglar dogrultusunda ¢oziiniirliik, partikiil biiylikligli ve intrinsik ¢oziinme hizi
ozelliklerinin selekoksibin farmakokinetik parametrelerini dogrudan etkileyecegi
diisiiniildigiinden bu Ozellikler kritik kalite 06zellikleri olarak belirlenmistir.
Olusturulan Ishikawa diyagrami ile yapilan potansiyel risk degerlendirmesi sonucunda
belirlenen formiilasyon ve iiretim islemi parametreleri daha sonraki ¢alismalara dahil

edilmistir.
3.10. Plackett-Burman Deney Tasarimi

Mikronalti/nano-boyutta selekoksib bilesimlerinin kritik kalite 6zelliklerini
etkileyebilecegi ongoriilen formiilasyon ve iiretim islemi parametrelerinin etkilerini
degerlendirebilmek icin Plackett-Burman deney tasarimi kullanilarak tarama
calismalar1 yapilmistir. Ogiitme siiresi, 6giitme hiz1 ve bilya:toz agirlik oran1 kuru
ogiitme {iretim yontemi icin bagimsiz degiskenler olarak secilmistir. Ogiitme
bilesiminde yer alan selekoksib agirliginin; sirasiyla polivinilpirolidon (PVP),
mannitol (MAN) ve sodyum lauril stilfatin (SLS) agirligina orani formiilasyon bilesimi
icin bagimsiz degiskenler olarak secilmistir. Bagimsiz degiskenlerin alt ve iist
diizeyleri 6n tarama deneylerine iliskin sonucglar dogrultusunda belirlenmistir. Kuru
oglitme iglemi, 6n tarama deneyleri ile benzer olacak sekilde gezegen hareketli bilyali
degirmen kullanilarak yapilmistir. Calismada 16 mm c¢apinda agat bilyalar kullanilmas,
250 mL 6giitme haznesi i¢in optimum doluluk oranini saglayan 9,7 gram toz agirlig
her formiilasyon icin sabit olacak sekilde ¢alistimistir. Ogiitme islemi siirecince
sicaklik kontrolii yapilmamis, 4 saatlik 6giitme siiresi boyunca her 30 dakika bir 10
dakika duraklama yapilmis; 1 saatlik 6glitme siiresince ise 6giitme kesintisiz olarak
devam ettirilmistir. Mikronalti/nano-boyutta selekoksib bilesimlerinin istenen

ozelliklerini etkileyecegi oOngoriilen 6 bagimsiz degiskenin 4 yamit degiskeni
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izerindeki etkisini belirleyebilmek icin 12 deneyli, 0 merkez noktali bir Plackett-
Burman deney tasarim matrisi kullanilmistir. Segilen degiskenler ve diizeyleri Tablo
3.5.°te verilmigtir. 12 formiilasyon hazirlanmis; her bir formiilasyonun, partikiil
biytkligi (Y1), pH 12°de 30. dakikada ¢oziinmiis selekoksib miktar1 (Y2), pH
1,2+9%0.2 SLS’de 120. dakikada ¢Ozlinmiis selekoksib miktar1 (Y3) ve sudaki
coziiniirlik (Y4) yanit degiskenleri iizerindeki etkisi kapsamli bir sekilde

degerlendirilmistir.

Tablo 3.5. Plackett-Burman deney tasariminda kullanilan degiskenler ve diizeyleri.

Bagimsiz Degiskenler Tasarim Diizeyleri
Alt Diizey Ust Diizey

Kod Gercek Parametreler Kodlanmis Gercek Kodlanmis  Gercek

Deger Deger Deger Deger
X;  Ogiitme hiz1 (devir/dk) -1 250 +1 500
X,  Ogiitme siiresi (saat) -1 1 +1 4
X3 Bilya:toz agirlik oram -1 15 +1 5
X4  PVP:CXB agirlik orani -1 0,5 +1 1,5
Xs  SLS:CXB agirlik orani -1 0 +1 0,2
X6  MAN:CXB agirlik orani -1 0,5 +1 1,5

Deney matrisinin olusturulmasi, randomizasyonu ve istatistiksel analizler i¢in
Minitab® 19 (Minitab Inc.; State College, PA, ABD) yazilimi kullanilmigtir (Tablo
3.6.). Modelin anlamliligin1 ve faktor katsayilarini test etmek i¢in ¢oklu dogrusal

regresyon analizleri ve varyans (ANOVA) analizi yapilmistir.
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Tablo 3.6. Plackett-Burman deney tasarim matrisi (etken sayisi: 6, deney sayis1:12).

Calisma Formiilasyon Bagimsiz Degiskenler
Sirasi Kodu X, X, X3 X, Xs X
(devir/dk) (saat)

1 PBO1 250 1 5 0,5 0 0,5
2 PB02 500 4 1,5 0 0,5
3 PB03 500 1 15 1,5 0 1,5
4 PB04 250 4 5 0,5 0 1,5
5 PBO05 250 1 15 1,5 0,2 0,5
6 PB06 500 4 15 0,5 0,2 1,5
7 PB07 250 4 15 1,5 0 1,5
8 PBO8 250 1 5 1,5 0,2 1,5
9 PB09 500 1 15 0,5 0 0,5
10 PB10 250 4 15 0,5 0,2 0,5
11 PB11 500 4 1,5 0,2 0,5
12 PB12 500 1 0,5 0,2 1,5

3.11. Mikronalti/Nano Boyutta Selekoksib Bilesimlerinin Optimizasyonu:

Merkezi Kompozit (Central Composite) Deney Tasarimi

Mikronalti/nano-boyutta selekoksib bilesimlerinin kritik kalite 6zelliklerini
etkileyen bagimsiz degiskenlerin taranmasi amaciyla uygulanan Plackett-Burman
deney tasarimu ile istatistiksel olarak anlamli degiskenler secilmistir. Selekoksibin pH
12 ve pH 1,2+%0,2 SLS ¢oziinme ortaminda maksimum ¢oziinmiis selekoksib
miktarin elde edilmesini saglayacak en anlamli 3 bagimsiz degisken se¢ilmis, bu
degiskenlerin optimum degerini belirleyebilmek amaciyla optimizasyon g¢alismalari
yapilmistir. Mikronalti/nano-boyutta selekoksib bilesimlerinin optimizasyonu i¢in 3
etkenli, 5 diizeyli bir merkezi kompozit cevap yiizey deney tasarimi kullanilmigtir.
Yanit degiskenleri etkileyen en onemli bagimsiz degiskenler (etkenler); PVP:CXB
agirlik orani (Xi), SLS:CXB agirlik orani (X2) ve MAN:CXB agirlik orani (X3) olarak
secilmistir. Diisiik ve yiiksek degisken diizeyleri, Plackett-Burman deney tasarimindan
dogrudan alinmis, orta diizeyler, diisiik ve yiiksek diizeylerin orta noktasi olarak
belirlenmistir. Merkezi kompozit deney tasariminda ortagonal olarak bloke edilen iki

blok tasarimi kullanilmig, bu sayede model degiskenlerinin ve blok etkilerinin
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bagimsiz olarak tahmin edilebilmesi, regresyon katsayilarindaki degisimin en aza
indirilmesi ve modelin kesinliginin arttirilmas1 hedeflenmistir. Ortagonal bir merkezi
kompozit deney tasariminda, her eksen noktasinin (yildiz noktasi olarak da
adlandirilir) merkezden uzakligini ifade eden alfa (o) degeri 1,633 oldugu i¢in deney
tasariminda degiskenlerin en diisiik ve en yiiksek diizeyleri 1,633 olan alfa (o) degeri

ile hesaplanmstir (Tablo 3.7.).

Tablo 3.7. Merkezi Kompozit deney tasariminda kullanilan degiskenler ve diizeyleri.

Bagimsiz Degiskenler Tasarim Diizeyleri
Kod Gercek Parametreler Kodlanmis Deger Gerg¢ek Deger
X PVP:CXB agirlik orani -1,633 0,1835
-1 0,5
0 1
+1 1,5
+1,633 1,8165
X2 SLS:CXB agirlik orant -1,633 -0,0633
-1 0
0 0,1
+1 0,2
+1,633 0,2633
X3 MAN:CXB agirlik orani -1,633 0,1835
-1 0,5
0 1
+1 1,5
+1,633 1,8165

Plackett-Burman deney tasarimi kapsaminda degerlendirilen ancak etkileri
istatiksel olarak anlamli bulunmayan, Y> ve Y3 yanit degiskenleri i¢in es zamanl
olarak anlamli olmayan 3 degiskenin merkezi kompozit deney tasariminda kullanilan

sabit diizeyleri Tablo 3.8.’de gosterilmistir.

Tablo 3.8. Merkezi kompozit deney tasariminda sabit diizeyde kullanilan degiskenler.

Degiskenler Diizey
Ogiitme hiz1 (devir/dk) 250
Ogiitme siiresi (saat) 1

Bilya:toz agirlik orani 15:1
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Deney matrisinin olusturulmasi, randomizasyonu, veri igleme, istatistiksel
analizler ve cevap yiizey grafiklerinin olusturulmas i¢in Design Expert® 13 (Stat-Ease
Inc., Minneapolis, MN, ABD) yazilim1 kullanilmistir. 8 kiip noktasi, kiipte 4 merkez
noktasi, 6 eksen noktasi ve eksenelde 2 merkez noktasi igeren Design Expert® 13
yazilimui ile olusturulan merkezi kompozit tasarim matrisinde 20 deneysel ¢alisma yer
almistir (Tablo 3.9.). Deney tasariminin 6nerdigi 20 formiilasyon, boliim 3.10.’da
belirtilen liretim basamaklar1 uygulanarak ve Tablo 3.8.’de verilen islem parametreleri
kullanilarak hazirlanmistir. Her bir formiilasyonun, pH 12°de 30. dakikada ¢oziinmiis
selekoksib miktar1 (Y1) ve pH 1,2+%0,2 SLS’de 120. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib
miktart (Y2) yamt degiskenleri iizerindeki etkisi kapsamli bir sekilde

degerlendirilmistir.

Tablo 3.9. Merkezi kompozit deney tasarim matrisi (etken sayisi: 3, deney sayis1:20).

Calisma Siras1 Formiilasyon Kodu Bloklar Bagimsiz Degiskenler
Xi X2 X3
1 CCO1 2 1 0,1 1
2 CCo02 2 1 -0,0633 1
3 CCo03 2 1 0,1 0,1835
4 CC04 2 1 0,1 1
5 CCO05 2 0,1835 0,1 1
6 CCO06 2 1 0,1 1,8165
7 CCO07 2 1 0,2633 1
8 CCO08 2 1,8165 0,1 1
9 CC09 1 1 0,1 1
10 CC10 1 1 0,1 1
11 CCl11 1 1,5 0,2 0,5
12 CCl12 1 0,5 0,2 0,5
13 CC13 1 1,5 0 0,5
14 CCl4 1 1 0,1 1
15 CC15 1 0,5 0 1,5
16 CCl6 1 1,5 0,2 1,5
17 CC17 1 1,5 0 1,5
18 CC18 1 0,5 0 0,5
19 CC19 1 1 0,1 1
20 CC20 1 0,5 0,2 1,5
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Merkezi kompozit deney tasarimina iligkin modelin dogrulamasini yapmak ve
optimum birlikte 6giitlilmiis selekoksib bilesimini belirlemek i¢in cevap ylizey modeli
tarafindan sunulan ii¢ farkli deney yapilmistir. Yanitlarin tahmin edilen ve gergek
degerleri arasindaki iliskilerini degerlendirmek i¢in formiilasyonlar hazirlanmais,
hazirlanan formiilasyonlarin intrinsik ¢oziinme hizi testleri yapilarak selekoksib

bilesimleri, ¢6ziinme hiz1 yoniinden karakterize edilmistir.

3.12. Mikronalti/Nano-boyutta Selekoksib Bilesimlerinin Optimizasyonu:

Bayes Optimizasyonu

Mikronalti/nano-boyuttaki selekoksib bilesimlerinin, birlikte kuru 6giitme
yontemi ile hazirlanmasi icin tasarimla kalite yaklagimi uygulanmigtir. Tarama
caligmalar1 icin Plackett-Burman deney tasarimi, optimizasyon calismalari igin
merkezi kompozit deney tasarimi kullanilmistir. Hedef iiriin 6zelliklerinin saglanmasi
icin bagimsiz degiskenlere iliskin optimum diizeylerin, merkezi kompozit deney
tasarimi (CCD) ve Bayes optimizasyon (BO) deney tasarimi ile belirlenmesi
hedeflenmistir. CCD ve BO tarafindan Onerilen deney tasarim matrisleri
karsilastirtlmistir. BO yontemi, farmasotik gelistirme g¢aligmalarinda heniiz yeni
uygulanmaya baslanmasina ragmen; optimizasyon performansi ve daha az maliyetli
deney tasarimi icin Onemli {istlinliikler sunmaktadir. Daha Onceki farmasotik
gelistirme c¢alismalarinda BO sadece bir sayisal model tarafindan iiretilen sanal
deneylerle karsilagtirlmigtir (92). Tez calismamizda ise BO’nun 6nerdigi deneyler
yapilmistir, bu nedenle gercek deneylerin farmasotik gelistirme calismalarinda
kullanilmas1 agisindan ¢alismamiz yenilik icermektedir.

BO igin R istatistiksel yazilimindaki MLRMBO paketi kullanilmistir (148).
BO i¢in vekil model olarak kovaryans fonksiyonu Matern 3/2 olan bir GP
kullanilmistir. Bu vekil model, merkezi kompozit deney tasariminda yapilan 8 deney
kullanilarak baslatilmistir (Tablo 3.10.). Merkezi kompozit deney tasarimin yanit
degiskenlerinden Y>’nin, selekoksibin fizyolojik ortamdaki ¢6ziinme hizi agisindan
Y:’den kritik olmasi nedeniyle Yz’ye iliskin deney sonuglari kullanilmistir. Deney

sonuglarinin belirsizlik/giiriiltii igerebilecegi varsayilmistir.
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Tablo 3.10. Gauss Siireci (Gauss Process-GP) vekil modelini baglatma deneyleri.

Bagimsiz Degiskenler Yamit Degisken
X1 (PVP:CXB X;(SLS:CXB X3 (MAN:CXB Y:(pH 1,2°de
agirhk oram1)  agirhk orani) agirhk orani) 120.dakikada ¢oziinmiis
selekoksib miktar,

mg/500 mL)
1 0,1 1 20,00
1 0,1 1 27,50
1,5 0,2 0,5 42,70
0,5 0,2 0,5 5,00
1,5 0 0,5 1,70
1 0,1 1 30,00
0,5 0 1,5 1,20
1,5 0,2 1,5 42,30

BO’da kullanilan formiilasyon degiskenlerinden PVP:CXB ve MAN: CXB
icin 0,5-2,0 araliginda, SLS:CXB i¢in ise 0-0,2 araliginda taramalar yapilmistir.
Optimize edilecek olan ¢ikti degeri, pH 1,2’de 120. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib
miktart olarak belirlenmistir. BO deney tasariminda amag, ¢oziinmiis selekoksib
miktarinin maksimum degerde olmasini saglamak olmustur.

Cevap ylizey tasariminda, bagimsiz degiskenlerin ve bu degiskenlere iliskin
diizeylerin belirlenmesinin ardindan deney matrisi olusturulur, tasarimin Onerdigi
sayida deney yapilir. BO’da ise cevap yiizey tasariminin aksine, hangi deneylerin
yapilacagi deneylerin basinda belirlenmez; deney siirecinde dnceki deney sonuglarina
gore yinelemeli olarak belirlenir. BO deney siirecinin her yinelemesinde vekil
modelden Beklenen lyilestirme (EI) ve Giiven Simir1 (CB) edinme fonksiyonlari
kullanilarak 2 deney i¢in girdi onerisi alinmig, bu deneyler yapilarak deney sonuglari
ile vekil model giincellenmistir.

Her yinelemede iki deney Onerisi alinmasinin sebebi, deneylerin ikiser ikiser
yapilmasinin olusturdugu maliyetin, birer birer yapilmasina gore daha diisiik
olmasidir. BO’nun yinelemeli siireci, merkezi kompozit deney tasarimu ile ayn1 sayida
deney olmasini saglamak i¢in baslatma deneyleri de dahil olmak {izere toplam 20
deneye ulasildiginda durdurulmustur. BO tarafindan 6nerilen kiimiilatif deney tasarim

matrisi Tablo 3.11.’de verilmistir. BO deney tasariminin 6nerdigi 12 formiilasyon,
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boliim 3.10.’da belirtilen iiretim basamaklar1 uygulanarak ve Tablo 3.8.’de verilen
islem parametreleri kullanilarak hazirlanmistir. Her bir formiilasyonun, pH 1,2°de 120.
dakikada ¢oziinmiis selekoksib miktar1 (Y2) yanit degiskeni iizerindeki etkisi kapsamli
bir sekilde degerlendirilmis, elde edilen sonuglar merkezi kompozit deney tasarimi ile

karsilastirilmistir.

Tablo 3.11. BO tarafindan 6nerilen kiimiilatif deney tasarim matrisi.

Calisma Siras1  Formiilasyon Kodu Bagimsiz Degiskenler

X4 X2 X3
1 BOO01 1,23 0,14 0,79
2 BO02 1,92 0,02 0,64
3 BOO03 0,81 0,19 1,13
4 BO04 1,63 0,15 1,04
5 BOO05 1,44 0,16 0,9
6 BOO06 1,55 0,05 1,28
7 BO07 1,99 0,175 0,81
8 BOO08 1,56 0,156 0,85
9 BO09 1,85 0,16 1,95
10 BO10 1,7 0,16 0,9
11 BOI11 1,9 0,16 1,2
12 BO12 2,0 0,14 0,5

3.13. Mikronalti/Nano-boyutta Selekoksib Bilesimlerinin Karakterizasyonu
3.13.1. Coziiniirliik

Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi, bu bilesime iligskin fiziksel
karisimi, islem gormemis selekoksib ve referans iiriin Celebrex® Kapsiil igin
¢oziiniirliik deneyleri yapilmistir. Coziintirliigiin belirlenebilmesi icin sise ¢alkalama
(shake flask) yontemi kullanilmistir (149). Her bir Ornekten doygun ¢dozelti
hazirlayabilmek amaciyla asirt miktarda (10 mg selekoksibe esdeger miktarda)
selekoksib igeren Ornek tartimi yapilmig ve tartilan maddeler, igerisinde 10 mL

¢cozlinme ortami olan ependorf tiiplere eklenmistir. Tiipler 2 dakika vortekslendikten
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sonra 37°C’deki su banyosuna yerlestirilmis, 24 saat boyunca yatay calkalayicida
calkalanmistir. 24 saatin sonunda tiiplerdeki Ornekler 0,45 um hidrofilik PTFE
filtreden siiziilmiis, ilk 2 mL atilmis ve kalan filtrat cam flakonlara aktarilmistir. Filtrat
icerisinde bulunan selekoksib miktar1 valide edilen analitik yontem kullanilarak tayin
edilmistir. Coziiniirliik ¢aligmasinda ¢6ziinme ortami olarak saf su ve %0,2 SLS igeren
pH 1,2; pH 4,5; pH 6,8 ortamlar1 kullanilmistir. Her 6rnek 3 tekrarli hazirlanmastir.

%0,2 oraninda SLS iceren pH 1,2; pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlar1 asagida

belirtildigi sekilde hazirlanmistir.

- pH 1,2: 8,3 mL %36-38’lik hidroklorik asit (konsantre) ve 2 gram SLS, 900
mL saf suya eklenmis ve karistirilmistir. Cozelti hacmi 1000 mL’ye
tamamlandiktan sonra pH degeri kontrol edilmistir.

- pH4,50,05 M asetat tamponu: 99 g sodyum asetat, 1,66 mL asetik asit ve
2 gram SLS, 900 mL saf suya eklenmis ve karistirilmistir. Cozelti hacmi
1000 mL’ye tamamlandiktan sonra pH degeri kontrol edilmistir. Gerekli
olmas1 durumunda sodyum hidroksit veya hidroklorik asit ¢dzeltisi ile pH
4,5 olacak sekilde ayarlama yapilmustir.

- pH 6,8 fosfat tamponu: 13,12 g dibazik sodyum fosfat heptahidrat, 7,04 g
monobazik sodyum fosfat monohidrat ve 2 gram SLS, 900 mL saf suya
eklenmis ve karistirilmistir. Cozelti hacmi 1000 mL’ye tamamlandiktan
sonra pH degeri kontrol edilmistir. Gerekli olmasi durumunda sodyum
hidroksit veya hidroklorik asit ¢ozeltisi ile pH 6,8 olacak sekilde ayarlama
yapilmaigstir.

3.13.2. intrinsik Céziinme Hiz1

Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi, bu bilesime iliskin fiziksel
karisim, islem gormemis selekoksib ve referans iiriin Celebrex® Kapsiil tiriinlerinin
coziinme akis1 (dissolution flux), sabit ylizey alanindan ¢6ziinme hizi tayini ile
incelenmistir. Intrinsik ¢dziinme hiz1 testinde yiizey alani, sicaklik, pH, karistirma hizi
ve ¢dziinme ortamiin iyonik giicii sabit tutulmustur. intrinsik ¢dziinme hiz1 testleri
Sotax AT 7smart Dissolution Testing System (Sotax CH-4123, Isvigre) cihaz1 ve bu
cihaza uyumlu Amerikan Farmakopesi kriterlerini saglayan icin USP Wood aygiti

kullanilarak yapilmistir. Birim zamandaki tek degisiklik ¢oziinmiis selekoksib miktari
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olacak sekilde deneyler tasarlanmistir. Wood aygiti bir tutucu mil (holder), bir
sikistirma kalibt (compression die), bir yiizey ug¢ plakas1 (surface end plate), bir
sizdirmazlik contast (sealing gasket) ve bir zimba (punch) igerir (Sekil 3.2.).
Selekoksib bilesimlerinin %0,2 SLS iceren pH 1,2; pH 4,5; pH 6,8 ¢oziinme
ortamlarinda; FaSSIF ve pH 12 ortaminda intrinsik ¢6ziinme hiz1 testleri yapilmigtir.
Selekoksibin tim bu ortamlardaki ¢oziiniirliigii birbirinden farkli oldugundan
kullanilan etkin madde miktar1 farklilik gostermistir. Selekoksib, en yiiksek
¢oziiniirliige pH 12 ortaminda sahip oldugundan dolay1, bu ¢oziinme ortami i¢in 100
mg selekoksib ve/veya selekoksibe esdeger miktarda bilesim kullanilmistir. %0,2 SLS
iceren pH 1,2; pH 4,5; pH 6,8 ve FASSIF ¢6ziinme ortamlari i¢cin 50 mg selekoksib
ve/veya selekoksibe esdeger miktarda 6glitme bilesimi kullanilmistir. Tartilan toz
ornekleri yiizey ug¢ plakasina sabitlenmis sikigtirma kalibi igerisine yliklenmistir ve
iizerine zimba yerlestirilmistir. Sikigtirma kalib1 igerisindeki toz, 600 psi basingta 30
saniye bekleme siiresi uygulanarak hidrolitik pres ile sikistirilmigtir. Kullanilan
zimbanin ¢apt 0,8 mm ve yiizey alani 0,5 cm?’dir. Sikistirma kalibi yiizey ug
plakasindan sokiilmiis ve neopren malzemeden yapilmis sizdirmazlik contasi takili
olan tutucu mile sabitlenmistir. Tutucu mil, ¢ézliinme cihazina monte edilmis,
¢coziinme beheri igerisine yavas bir sekilde indirilmistir. Tutucu milin uzunlugu,
¢coziinme ylizeyi ile ¢oziinme beheri tabani arasindaki mesafe 3 cm olacak sekilde
ayarlanmustir (Sekil 3.2.). Intrinsik ¢6ziinme hiz1 testi deney kosullarma iliskin bilgiler
Tablo 3.12.”de ayrintil1 bir sekilde verilmistir. Belirtilen deney kosullar1 dogrultusunda
her bir 6rnekleme zamaninda cam pipet ile ¢oziinme ortamimndan 5 mL Ornek
cekilmistir. Toplam ¢oziinme hacmini sabit tutabilmek i¢in alinan her 6rnek i¢in 5 mL
taze ortam eklemesi yapilmistir. Alinan 6rnekler 0,45 pum hidrofilik PTFE filtreden
siiziilmiis, ilk 2 mL atilmis ve kalan filtrat cam flakonlara aktarilmistir. Filtrat
icerisinde bulunan selekoksib miktar1 valide edilen analitik yontem kullanilarak tespit

edilmistir. Her 6rnek 3 defa test edilmistir.
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Sekil 3.2. USP Wood aygit1 bilesenleri, 6rnek hazirligi ve tutucu milin ¢éziinme
ortamindaki pozisyonu.

Tablo 3.12. Intrinsik ¢dziinme hiz1 deney kosullar1.

Parametreler

Degerler

Coziinme Ortami

Coziinme Ortam
Hacmi (mL)

Coziinme Ortam
Sicakligi (°C)

Karistirma hizi
(devir/dk)

Selekoksib Miktar1
Baski kuvveti (psi)
Baska siiresi (s)

Ornekleme
Zamanlar1 (dk)

Ornek Miktar1 (mL)

pH 1,2+%0,2
SLS

500
37+0,5°C
200

50
600
30

3,6,9,12, 15,
30, 60 ve 120

5

pH 4,5+%0,2
SLS

500
37+0,5°C
200

50
600
30

3,6,9,12, 15,
30, 60 ve 120

pH 6,8+%0,2
SLS

500
37+0,5°C
200

50
600
30

3,6,9,12, 15,
30, 60 ve 120

FASSIF

500

37+0,5°C

200

50
600
30

15, 30, 60,
90 ve 120

pH 12

500

37+0,5°C

100

100
600
30

1,2,3,4,
5,15, 30,
45, 60

5

%0,2 oraninda SLS igeren pH 1,2; pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlar1 boliim 3.13.1.’de

analtildigi gibi, FASSIF ve pH 12 ortamlar1 agagida belirtildigi sekilde hazirlanmigtir.
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- FASSIF c¢oziinme ortami, 2,24 g FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF bilesimi 500
mL tampon (pH 6,5; sodyum hidroksit, monobazik sodyum fosfat ve
sodyum kloriir i¢eren) ¢dzeltisine eklenmis ve karistirilmistir. Cozelti hacmi
1000 mL’ye tamamlandiktan sonra pH degeri kontrol edilmistir

- pH 12 0,04 M tribazik sodyum fosfat tamponu: 15,2 g trisodyum fosfat
dodekahidrat 900 mL saf suya eklenmis ve karistirilmistir. Cozelti hacmi
1000 mL’ye tamamlandiktan sonra pH degeri kontrol edilmistir. Gerekli
olmasi durumunda sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 12 olacak sekilde

ayarlama yapilmistir.
3.13.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)

Islem gérmemis selekoksib, polivinilpirolidon, mannitol, sodyum lauril siilfat,
optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi, bu bilesime iligkin fiziksel karigim
ornekleri etkin madde ve yardimci maddeler arasindaki olas1 fizikokimyasal
gecimsizliklerin belirlenmesi ve birlikte kuru 6glitme Oncesi-sonrasi selekoksibin
fiziksel halinin degerlendirilmesi amaciyla diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC 3,
Mettler Toledo, Isvigre) kullanilarak taramalar yapilmistir. Yaklasik olarak 5-8 mg
araligindaki 6rnek aliiminyum pana alnarak hermetik olarak kapatilmigtir. Ornek
icermeyen esdeger bir pan referans olarak kullamlmistir. Ornekler 10°C/dk sicaklik
artis1 (optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi ve fiziksel karigim ile 5°C/dk
ve 15°C/dk hizlarinda da tarama yapilmistir.) ile 25-250°C araliginda taranmustir.
Analizler sirasinda 30 ml/dk akis hizinda 6rneklerin iizerinden azot gazi gegirilerek
olas1 bir oksidasyon olusumu engellenmistir. Analizler iki kez tekrar edilmistir ve
dl¢iim sonuglari Star® Excellence (Mettler Toledo, Isvicre) yazilimi kullanilarak analiz

edilmistir.
3.13.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Selekoksib ve oOgiitme bilesiminde yer alan maddelerin molekiiler olarak
tanima analizini yapmak amaciyla islem gérmemis selekoksib, polivinilpirolidon,
mannitol, sodyum lauril siilfat, optimum birlikte dgiitiilmiis selekoksib bilesimi, bu
bilesime ilgkin fiziksel karisim 6rneklerinin FTIR spektrumlari incelenmistir. FTIR

analizi, Agilent Cary 630 FTIR spektrometresi (Agilent, ABD) ile 650 — 4000 cm™!
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dalga sayisi araliginda, 4 cm! ¢oziiniirliikte yapilmis, her bir 6rnek igin 3 tarama
gergeklestirilmistir. Ornekler herhangi bir 6rnek hazirlama islemine tabi tutulmadan,

dogrudan analiz edilmistir.
3.13.5. X-Isim Difraksiyonu (XRD)

Mikronalti/nano-boyutta selekoksib bilelimlerinin elde edilebilmesi i¢in
uygulanan birikte kuru 6glitme yonteminin, kristal seklindeki selekoksibin polimorfik
yapisi iizerine etkisini inceleyebilmek icin islem goérmemis selekoksib, optimum
birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi, bu bilesime iliskin fiziksel karisim 6rneklerinin
X-1sm1  difraksiyonu (X-ray diffraction, XRD) analizleri yapilmistir. Analiz
caligmalarinda Rigaku Ultima-IV Ray Diffractometer (Rigaku, Austin, TX, ABD)
XRD cihaz1 kullanilmistir. Ornekler herhangi bir 6rnek hazirlama islemine tabi
tutulmadan dogrudan analiz edilmistir. 3-35° araliginda, 1°/dk tarama hiz1 kullanilarak
ve 0,02° 6rnek genisliginde 6l¢lim yapilmistir. X-151n1 kaynagi olarak Cu Ko (A = 1,54
A) secilmis, gerilim 40 kV ve akim 30 mA olarak ayarlanmistir. Yapilan &lgiim
sonucu, XG Operation PINT 2200 yazilimi1 kullanilarak analiz edilmistir.

3.13.6. Partikiil Biiyiikliigii

Optimum birlikte o6gitiilmiis selekoksib bilesimi icerisindeki selekoksib
partikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigii (Z-ortalama) ve polidispersite indeksi
(PDI), oda sicakliginda bir Zetasizer Nano ZSP sistemi (Malvern Instruments,
Malvern, Birlesik Krallik) kullanilarak dinamik 1sik sacilimi (DLS) teknigi ile
Ol¢lilmiistiir. 10 mg selekoksibe esdeger gerekli toz miktari tartilmis, %0,1 polisorbat
80 iceren 10 mL saf suya ilave edilmistir. Hazirlanan 6rnek ultrasonik prob (Bandelin,
Almanya) ile 3 dakika homojenize edilmis, ortalama partikiil biiylikliigli 6l¢timii igin
katlanmis kapiler zeta hiicresi (DTS1070) kullanilmistir. Her 6rnek 3 defa
Ol¢iilmiistiir. Bu islemler islem gérmemis selekoksib etkin maddesi, optimum birlikte
oglitiilmiis selekoksib bilesimine iliskin fiziksel karisim ve Celebrex® Kapsiil igin de

yapilmustir.
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3.13.7. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Optimum birlikte ogiitiilmiis selekoksib bilesimi ve fiziksel karigim
iceresindeki selekoksib partikiillerinin ortalama partikiil blytklugi, biiyiiklik
dagilimi ve morfolojisinin incelenmesi amaciyla taramali elektron mikroskopisi
caligmalar1 Tescan GAIA FIB-SEM (Brno-Kohoutovice, Cek Cumbhuriyeti) cihazi ile
gerceklestirilmistir. Ornekler yapiskan karbon bant kullanilarak bir aliiminyum tabla
izerine monte edilmistir ve yiiksek vakumlu bir buharlastiricida bir argon atmosferi

altinda altinla kaplanmistir.
3.13.8. Stabilite Calismalar

Optimum  birlikte  o6giitiilmiis  selekoksib  bilesiminin  fizikokimyasal
stabilitesini arastirmak ve tayin etmek amaciyla hizlandirilmis kosul (40°C £+ 2°C/%75
+ %S5 Bagil Nem (BN)) ve uzun dénem kosulunda (25°C £ 2°C/%60 = %5 BN) 3 ay
siireli stabilite caligmalar1 yapilmistir. Stabilite caligmalarinda optimum birlikte
ogltiilmiis selekoksib bilesimi ve bu bilesime iligkin fiziksel karigim 6rnekleri, her bir
ornekleme zamani i¢in ayr1 ayri olacak sekilde cam siselerde saklanmigtir. Stabilite

caligmalarina iliskin deney tasarimi ve deney kosullar1 Tablo 3.13.’te verilmistir.

Tablo 3.13. Hizlandirilmis kosul ve uzun dénem kosuluna iligkin stabilite deney plana.

Deney Kosulari

Hizlandirilmis Kosul
(40°C £ 2°C/%75 = %S BN)

Uzun Donem Kosulu
(25°C £ 2°C/%60 = %5 BN)

Analiz Zamanlar1 (ay)

0,1,2,3

0,3

Onek Ad1

- Optimum birlikte
ogiitlilmiis selekoksib
bilesimi

- Fiziksel karigim

- Optimum birlikte
ogiitiilmiis selekoksib
bilesimi

- Fiziksel karigim

Fizikokimyasal
Analizler

- Miktar Tayini

- Intrinsik Céziinme Hiz1

- Ortalama partikiil
biyiikligii

- PDI

- XRD

- Miktar Tayini

- Intrinsik Céziinme Hiz1

- Ortalama partikiil
biyiikligii

- PDI

- XRD
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3.14. Mikronalti/Nano Boyutta Selekoksib Bilesimleri ile Formiilasyon

Cahismalan

Mikronalti/nano-boyutta selekoksib partikiilleri igeren bilesim ile formiilasyon
gelistirme caligmalar1 yapilmistir. Selokoksib, nispeten diisiik toz yogunluklarina ve
istenmeyen toz akis Ozelliklerine sahip yapiskan bir maddedir (72). Bu ozellikler,
yiiksek miktarda etkin maddenin, kiiciik boyutlu bir kapsiile doldurulmasin1 zorlastirir.
Bu nedenle piyasada yer alan Celebrex® Kapsiil referans tiriinii yas graniilasyon tiretim
yontemi ile iiretilmistir (72). Ancak birlikte kuru 6giitme islemi sonunda elde edilen
bilesimin toz akis 6zelliklerinin (goriiniir toz yogunlugu: 0.41 g/mL sikistirilmis toz
yogunlugu: 0.50 g/mL, akis siiresi: 15 saniye/100 gram, Hausner orani: 1.21) dogrudan
karisim ve kapsiile dolum islemleri agisindan uygun olmasi sayesinde yas graniilasyon
yontemine gereksinim duyulmamistir. Islem gérmemis selekoksib etkin maddesi ile

referans {iriin Celebrex®

Kapsiil iriiniine esdeger bir formiilasyon gelistirmek
amaciyla tersine miihendislik (reverse engineering) uygulanmistir. Referans iiriin ile
benzer sekilde yas graniilasyon yontemi kullanilarak iiretim yapilmis, yapilan
caligmalar sonucunda formiilasyon bilesiminde yer alan yardimc1 maddelerin kullanim
miktarlar1 belirlenmistir. Belirlenen madde miktarlar1 sabit tutularak birlikte kuru
oglitme islemi sonunda elde edilen selekoksib bilesimi etkin madde kaynagi olarak

kullanilmistir. Belirlenen optimum formiilasyona iliskin kalitatif ve kantitatif formiil

kullanilarak dogrudan karisim yontemi ile tiretim yapilmustir.
3.15. Selekoksib Formiilasyonlar1 Coziinme Calismalari

Selekoksib formiilasyonlarinin ¢6ziinme testleri i¢in kullanilan ¢6ziinme
ortamlar1 boliim 3.13.1. ve 3.13.2.°de aciklandig1 sekilde hazirlanmistir. Hazirlik
asamasinda %0,2 SLS oranina ek olarak %0,5 SLS igeren ¢oziinme ortamlar1 da
hazirlanmstir.

Optimum  selekoksib formiilasyonu ve referens iiriin Celebrex®

Kapsiil
iirliintine iliskin ¢6ziinme testleri, selekoksib kapsiil i¢in FDA tarafindan belirtilen
deney kosullar1 kullanilarak yapilmistir. Coziinme ¢alismalarinda Sotax AT 7smart
Dissolution Testing System (Sotax CH-4123, Isvigre) cihazi ve USP Apparatus 11
(pedal) aygit1 kullanilmistir. C6ziinme hacmi 1000 mL, karigtirma hiz1 50 devir/dk,

coziinme ortam sicakligi 37+0,5°C olacak sekilde ayarlanmistir. pH 1,2 +9%0,2 ve



62

%0.5 SLS, pH 4,5 +%0,2 ve %0.5 SLS, pH 6,8 +%0,2 ve %0.5 SLS, pH 12 +%0,5
SLS ¢oziinme ortamlarinda yapilan ¢oziinme testlerinde 10., 20., 30., 45. ve 60.
dakikalarda cam pipet ile ¢oziinme ortamindan 5 mL Ornek cekilmistir. Toplam
¢oziinme hacmini sabit tutabilmek i¢in alinan her 6rnek i¢in 5 mL taze ortam eklemesi
yapilmistir. Alinan 6rnekler 0,45 pm hidrofilik PTFE filtreden siiziilmis, ilk 2 mL
atilmis ve kalan filtrat cam flakonlara doldurulmustur. Filtrat icerisinde bulunan
selekoksib miktari, valide edilen analitik yontem kullanilarak tayin edilmistir. Her
ornek 6 defa test edilmistir.

Coziinme ¢aligmalarinda sink kosulun saglandigi ve saglanmadigi ortamlar
olusturulmustur. 1000 mL ¢6zlinme ortaminda sink kosulun saglanmasi agisindan
bolim 3.13.1.°de belirtilen ¢oziiniirliikk caligmasina iliskin bulgular belirleyici
olmustur. Elde edilen ¢oziiniirliik verilerine gére 1000 mL’lik pH 1,2 + %0,2 SLS, pH
4,5 + %0,2 SLS, pH 6,8 + %0,2 SLS ¢oziinme ortamlarinda sink kosulun
saglanabilmesi i¢in optimum formiilasyondaki selekoksib miktarmin 37 mg/kapsiil,
referans {riindeki selekoksib miktarinin ise 19 mg/kapsiil olmasi gerektigi
belirlenmistir. Bu yitilikleri saglayacak miktarda gerekli bitmis iirlin kapstillere
doldurulmustur. Ayni zamanda piyasada var olan 200 mg yitiligin ¢dzliinme
profillerini inceleyebilmek i¢in sink kosulun saglanmadig, test ve referans iiriin i¢in
selekoksib miktarinin 200 mg/kapsiil oldugu iiriinler hazirlanarak ¢ézlinme testleri
yapilmistir. Kapsiillerin ¢oziinme ortamlarinda ylizmesini engellemek amaciyla tel
sarmallar (sinkerlar) kullanilmistir. Yapilan ¢6ziinme c¢alismalarinda optimum
formiilasyonun ve referans iirliniin ¢6ziinme profillerinin benzerligini sayisal olarak

ifade edebilmek i¢in benzerlik faktorii (f2) degerleri hesaplanmaistir.
3.16. Selekoksib Formiilasyonlarna iliskin Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar

Hiicre kiiltiirii calismalari, islem goérmemis selekoksib, optimum formiilasyon,
Celebrex® Kapsiil ve optimum formiilasyona iliskin fiziksel karisimin sitotoksisitesini
ve gecirgenligini aragtirmak i¢in yapilmistir. Bu amagla pasaj sayilar1 22-26 arasinda
olan insan kolon kanseri hiicre hatt1 (Caco-2 hiicreleri) kullanilmistir. Sitotoksisite ve
gecirgenlik testlerinde kullanilacak Caco-2 hiicrelerinin ¢dziinmesi, ¢ogaltilmasi ve

pasajlanmasi igin gerekli islemler yapilmistir.



63

-180°C’de muhafaza edilen Caco-2 hiicreleri azot tankindan alinarak kuru buza
konulmugtur. Dondurulmus Caco-2 hiicrelerini igeren tiipler 37°C’lik su banyosunda
coziindiiriilerek laminar akis kabininde, kiiltiir ortami {izerine hizlica bosaltilmistir.
2000 devir/dk’da 3 dk santrifiij edildikten sonra iistte kalan kisim atilmistir. Coken
hiicreler taze kiiltlir ortaminda (%10 fetal bovine serum (FBS) ve 2 mM L-glutamin,
penisilin (50 U/mL) ve streptomisin (50 pg/mL) iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM)) tekrar siispande edilip 25 ¢cm?’lik hiicre kiiltiirii kabimna (flask)
aktartlmistir. Caco-2 hiicreleri, 37°C’de nemlendirilmis %5 CO; hiicre kiiltiir
etliviinde tutulmustur. Flasklar 37°C, %5 CO; ve %95 BN ortaminda inkiibe edilerek
pasajlama asamasina kadar her iki giinde bir kiiltlir ortam1 yenilenmistir. Hiicreler,
yogunluklar1 %80-90 oranina ulastiginda pasajlanmistir.

Hiicreleri kaldirmak i¢in 1x tripsin- Etilendiamin Tetraasetik asit (EDTA)
cozeltisi kullanilmistir. Hiicre kiiltiir kaplarindaki (flask) kiiltiir ortami atildiktan sonra
hiicreler pH 7,4 Phosphate buffered saline (PBS) ile bir kez yikanmigtir. Daha sonra
flasklar, tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 5 dk siireyle inkiibatdrde tutulmustur.
Tripsinin etkisini inhibe etmek icin tripsin-EDTA igerisindeki hiicre siispansiyonu
bekleme siiresi sonunda besleme ortami igeren tiipe eklenmistir. Hiicre siispansiyonu
1:2 oraninda pasajlanarak yeni kiiltiir kaplarma alinmis, inkiibatorde ¢ogalmaya

birakilmistir.
3.16.1. Sitotoksisite Calismalari

Islem gérmemis selekoksib, optimum formiilasyon, Celebrex® Kapsiil ve
optimum formiilasyona iligkin fiziksel karigimin sitotoksisitesini belirlemek i¢in Caco-
2 hiicre hattinda (pasaj numarasi: 22-26) tiazolil mavi tetrazolyum bromiir (MTT)
analizleri yapilmigtir. Hiicreler, bilylime ortaminda siispanse edilmis ve 96 oyuklu
plakalara 5 x 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. 24 saat sonra, kuyucuklara
farkli konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 uM) islem gérmemis
selekoksib, optimum formiilasyon, Celebrex® Kapsiil ve optimum formiilasyona
iliskin fiziksel karisimindan olusan siispansiyon formunda 6rnekler eklenmis, 4 saat
ve 24 saat boyunca 37°C’de nemlendirilmis %5 CO: hava atmosferinde inkiibe
edilmistir (n=6). inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklara 25 pL MTT (5 mg/mL)

cozeltisi eklenmis ve 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra besiyeri
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uzaklastirilmig ve formazan kristallerinin ¢oziinmesi i¢in kuyucuklara 200 pL. DMSO
eklenmistir. Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in kuyucuklarin optik yogunluklar1 bir
mikroplaka okuyucu (VERSAmax Molecular Devices Corporation, Sunnyvale CA,
ABD) ile 570 nm’de olgiilmiistiir (%). % hiicre canlilig1 Esitlik 3.2. kullanilarak

hesaplanmustir.

Absorbanstest Kuyucugu

Hiicre canlihig1 (%) = x100 (3.2)

Absorbansgontrol Kuyucugu

3.16.2. Permeabilite Calismalar:

Islem gormemis selekoksib, optimum formiilasyon, Celebrex® Kapsiil ve
optimum formiilasyona iligkin fiziksel karigimin gegirgenligini tayin etmek i¢in Caco-
2 hiicreleri kullanilmistir. Pasaj sayis1 22-26 arasinda olan Caco-2 hiicre
stispansiyonlar1 12 kuyucuklu (1,13 ¢m?) insertlere (0,4 um) tripan mavisi ile sayim
yapildiktan sonra 1x10° hiicre/cm? olacak sekilde ekilmistir. Apikale 0,5 mL ve
bazolaterale 1,5 mL biiyiime ortami eklenmistir. Plakalar 37°C’de %5 CO: igeren
nemli havada inkiibe edilmistir. Ortam 21 giin boyunca giin asir1 degistirilmistir.
Kulugka siiresinin sonunda, Caco-2 hiicre tek tabakasinin biitiinliigii, Millicell-ERS
voltametresi (Millipore Sigma, Burlington, MA) kullanilarak Transepitelyal Elektrik
Direnci (TEER) olgiilerek degerlendirilmistir. TEER degeri 400-600 Qcm? araligina
ulastiginda gegirgenlik ¢alismalarina baglanmistir.

Kiiltiir ortami, apikal ve bazolateral taraflarda 500 uL ve 1500 uL tasima
tamponu (TB) (10 mM HEPES (pH 7,4) iceren HBSS) ile degistirilmistir ve hiicre tek
tabakalar1 daha sonra 30 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. TB ¢ikarildiktan
sonra, islem gormemis selekoksib, optimum formiilasyon, Celebrex® Kapsiil ve
optimum formiilasyona iliskin fiziksel karisim ile  hazirlanan  S5uM
konsantrasyonundaki siispansiyon formunda 6rnekler 500 pL olarak apikal taraftaki
her bir kuyucuga eklenmistir ve bazolateral taraf TB ile doldurulmustur (n=3). Plakalar
yatay bir ¢alkalayiciya yerlestirilmis, 60 devir/dk’da, 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan 2 saat sonra bazolateral taraftan (1,5 mL) izole edilmis drneklerdeki
selekoksib miktari, valide edilen analitik yontem kullanilarak tespit edilmistir. Her

ornek 3 defa test edilmistir.
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Goriinen gecirgenlik katsayilar1 (Papp, cm/sn) Esitlik 3.3. kullanilarak

hesaplanmastir.

Transport hiz1 (i—?)

Pipp = 3.
app Hicre kiiltiri yizey alan1 (A)xBaslangi¢ konsantrasyonu (Cq) (3 3 )

3.17. Selekoksib Formiilasyonlarina iliskin Farmakokinetik Calismalar

Optimum formiilasyon ve Celebrex® Kapsiil referans iirliniin oral uygulama
sonras1 farmakokinetik bulgularinin incelenmesi amaciyla hayvan deneyleri
yapilmistir. Optimum formiilasyon ve referans iiriin 10 mg/kg ve 40 mg/kg olmak
tizere iki farkli dozda oral yoldan uygulanmistir. Hayvan ¢aligma protokolii, Kobay
Deney Hayvanlar1t AS (No. 439) etik kurulu tarafindan onaylanmistir. Erkek Sprague
Dawley (SD) si¢anlar1 (viicut agirligi 280+20 g) Kobay Deney Hayvanlart AS$’den
satin alinmustir. Her bir kafeste 3 adet si¢an olacak sekilde, laminer akis altinda, 1 hafta
boyunca 22+2°C ve %50-60 BN’de bekletilmistir. Siganlar, ila¢ uygulamasindan 6nce
bir gece (14-18 saat) a¢ birakilmis, sicanlarin sadece su igmelerine izin verilmistir.
Siganlar dort gruba ayrilmistir; birinci gruba 10 mg/kg Celebrex® Kapsiil (n=8), ikinci
gruba 10 mg/kg optimum formiilasyon (n=8), ligiincii gruba 40 mg/kg Celebrex®
Kapsiil (n=6) ve dordiincii gruba 40 mg/kg optimum formiilasyon (n=6) uygulanmustir.
Farmakokinetik ¢aligma tasarima iliskin bilgiler Tablo 3.14.’te verilmistir.

Oral uygulama i¢in Celebrex® Kapsiil ve optimum formiilasyonun 3 mg/2 mL
selekoksib konsantrasyonunda sudaki siispansiyonlar1 hazirlanmigtir. Tartilan
Celebrex® Kapsiil ve optimum formiilasyon bilesimleri saf suya eklenmis 5 dk
vortekslenerek homojen bir siispansiyon elde edilmistir. Sicanlara uygulanacak 10
mg/kg ve 40 mg/kg dozlart icin kag mL siispansiyonun oral yoldan verilmesi
gerektigini hesaplamak amaciyla siganlar tartilmistir. 300 gram agirligindaki siganlara
10 mg/kg dozunda selekoksib uygulayabilmek amaciyla 3 mg/2 mL
konsantrasyonundaki selekoksib silispansiyonundan 2 mL; 40 mg/kg dozunda
selekoksib uygulayabilmek i¢in 8 mL 6rnek enjektore doldurulmustur ve oral gavaj ile
dogrudan sicanin midesine ulagmasi saglanmistir (Sekil 3.3.). ila¢ uygulamasindan
once ve ila¢ uygulama sonrasi 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 12 ve 24. saatlerde kuyruk veninden

heparinize tiipe yaklasik 0,5 mL kan 6rnegi alinmistir (Sekil 3.3.). Kan numuneleri,
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laboratuvar kosulunda 10 dk boyunca 10.000 devir/dk hizda santrifiijlenmistir. Plazma

numuneleri analiz edilene kadar (yaklasik 250 pL) -70 °C’de saklanmistir.

Tablo 3.14. Optimum formiilasyon ve referans iriiniin oral farmakokinetik
caligsmasina iligkin deney tasarimi.

Dozaj Sekli

Uygulama Yolu
Doz

Deney Hayvani Tiirii
Deney Hayvani Sayisi

Calisma Tipi
Calisma Tasarimi
Calisma Gruplari

Kan Ornek Alimi
Kan Ornegi Alim Zamanlar

Kan Ornek Miktari
Analit
Farmakokinetik Parametreler

Kapsiil (oral gavaj ile verebilmek i¢in suda
siispande edilerek uygulanmistir.)

Oral (Oral gavaj ile)

10 mg/kg (2 mL siispansiyon)

40 mg/kg (8 mL siispansiyon)

Sprague Dawley (SD) rats (280420 g)
Grup-1: 8 sican

Grup-2: 8 sican

Grup-3: 6 sican

Grup-4: 6 sican

Aglik (ilag uygulama oncesi 14-18 saat)
Tek doz, paralel tasarim

Grup-1: 10 mg/kg Celebrex® Kapsiil
Grup-2: 10 mg/kg Optimum formiilasyon
Grup-3: 40 mg/kg Celebrex® Kapsiil
Grup-4: 40 mg/kg Optimum formiilasyon
Kuyruk veni

[lag uygulama 6ncesi (0) ve ilag uygulama sonrasi
0,5;1;2;3;4;6; 12 ve 24. saat

0,5 mL

Plazmadaki selekoksib

Cmaks

tmaks

AUC

tin

Sekil 3.3. Sicanlara oraj gavaj ile ilag uygulamasi (A) ve kuyruk veninden kan alim

(B ve C) gorselleri.
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Plazma oOrneklerindeki selekoksib miktar tayini, literatiirde yer alan sivi
kromatografisi-tandem  kiitle = spektrometresi (LC-MS/MS) yontemi ile
gergeklestirilmistir (150, 151). Bu amagcla -70 °C’den ¢ikarilan plazma 6rneklerinin
oda sicakligina ulagmasi beklendikten sonra 100 pL’lik bir kisim1 analiz i¢in ependorf
tiipe aktarilmis ve her bir 100 pL plazma 6rneginin iizerine 10 pL i¢ standart ¢ozeltisi
(20 ppm atorvastatin) ve 100 pL %0,1 formik asit iceren asetonitril eklenmistir.
Karisim 2 dakika vortekslenmis ve 13.0000 rpm’de hizda 15 dakika santrifiijlerek
proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglanmigtir. Santrifiij sonunda tistte kalan s1vi kisimdan 150
uL alinarak icerisinde cam insert olan cam flakonlara aktarilmis, LC-MS/MS
(Shimadzu 8030, Japonya) sisteminde analiz edilmistir.

Selekoksib ve i¢ standart olan atorvastatin ile sekiz farkli konsantrasyonda
kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler LC-MS/MS (Shimadzu 8030,
Japonya) sisteminde analiz edilmis, veriler LabSolutions (version 5.72, Shimadzu)

yazilimi1 kullanilarak iglenmistir.
Kalibrasyon Cozeltileri

Selekoksib stok cozelti (100 ppm): 5 mg selekoksib c¢aligma standardi
hareketli faz ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilerek 50 mL’ye tamamlanmustir.

Selekoksib kalibrasyon ¢ozeltileri: Selekoksib stok ¢ozeltisinin hareketli faz
ile seyreltilmesi sonucu 10; 5; 1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 ve 0,005 ppm
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmistir.

Atorvastatin stok cozelti (200 ppm): 10 mg atorvastatin ¢aligma standardi
hareketli faz ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilerek 50 mL’ye tamamlanmustir.

Atorvastatin ¢ozelti (20 ppm): Atorvastatin stok ¢dzeltisinin hareketli faz ile
seyreltilmesi sonucu 20 ppm konsantrasyonunda ¢ozelti hazirlanmistir.

Kalibrasyon cézeltileri: 100 pL plazma (bos) iizerine selekoksib kalibrasyon
cozeltilerinin her birinden 100 pL, 20 ppm atorvastatin ¢ozeltisinden 10 pL
eklenmistir. Karisim 2 dakika vortekslenmis ve 13.0000 rpm’de hizda 15 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda istte kalan sivi kisimdan 150 pL almarak
icerisinde cam insert olan cam flakonlara aktarilmistir.

LC-MS/MS yontemine iligkin kromatografik ve MS/MS kosullar1 sirasiyla
Tablo 3.15. ve Tablo 3.16.’da verilmistir. Analizler, gradient elisyon %0,1 formik asit
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(A) ve %0,1 formik asit iceren asetonitril (B) kullanilarak gergeklestirilmistir (Tablo

3.15.).

Tablo 3.15. Selekoksib miktar tayini yontemine iliskin kromatografik kosullar.

Kolon

Akis Hizi
Enjeksiyon Hacmi
Kolon Sicakligi
Ornek Sicaklig
Analiz Siiresi
Hareketli Faz

Gradient eliisyon

C18; 350 mm x 2,1 mm, 3 pm

0.35 mL/dk

10 uL

40°C

Oda sicaklig1

7 dk

A: %0,1 formik asit, B: %0,1 formik asit igeren asetonitril

Baslangic: %70 hareketli faz A
1. dakika: %70 hareketli faz A
2. dakika % 30 hareketli faz A
4. dakika % 30 hareketli faz A
4,1. Dakika %70 hareketli faz A
7. dakika %70 hareketli faz A

Tablo 3.16. Selekoksib miktar tayini yontemine iiliskin MS/MS dedeksiyon kosullari.

Iyonizasyon modu Negatif
Iyonizasyon voltaj 4,5 kV
Nebulizator gaz akis hizi : 3mL/dk
Kurutma gazi akis hizt 15 L/dk
Desolvasyon hatt1 sicakligi : 250°C
Is1 blogu sicakligi 400°C

Coklu reaksiyon izleme (MRM) : Selekoksib: 380,0 [M - H] — 316,0 m/z

Bekleme siiresi

I¢ standart: 557,20 [M - H]' — 397.1 m/z
200 ms

Carpisma enerjileri (CE) . Selekoksib: 24 eV

I¢ standart: 31 eV




4. BULGULAR

4.1. Selekoksibin Fizikokimyasal Karakterizasyon Calismalar:

4.1.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)
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FTIR’dan elde edilen spektrumlar etkin madde iireticisinin etkin madde ana

dosyasinda belirttigi fonksiyonel kimyasal baglara iliskin gerilme titresimleri

kapsaminda degerlendirilmistir. FTIR spekturumunda gozlenen ve selekoksibe

spesifik olan pikler Tablo 4.1.’de ve Sekil 4.1.’de verilmistir (93).

Tablo 4.1. Selekoksib FTIR spektrumu {iretici firma ve deneysel analiz sonuglari.

Fonksiyonel Grup Bag Ad1 Uretici Firma Deneysel

Sonuglari (cm™) Sonuglari (cm™)
NH titresim gerilimleri 3341 ve 3234 3332 ve 3226
Aromatik halkadaki C-H titresim 3099 3093

gerilimleri

C=N titresim gerilimleri

C=C titresim gerilimleri

NH biikiilme (bending) gerilimleri
CH3 icindeki CH; biikiilme gerilimleri
C-N titresim gerilimleri

CF; titresim gerilimleri

SO titresim gerilimleri

Aromatik halkadaki C-H diizlem
icindeki biikiilme titresim gerilimleri

Aromatik halkadaki C-H diizlem
disindaki biikiilme titresim gerilimleri

1498 ve 1474
1446

1374

1347

1275

1230

1164

1103, 1093 ve 981

846, 792 ve 762

1497 ve 1472
1444

1374

1344

1273

1228

1154

1090 ve 980

844, 790 ve 760
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Transmittance

60

1

93.7, 76.072

1228.2; 37

. 28.192

1342.7, 22.71
~

1153.6; 20.1 .2; 24008

1090.2; 23.622
127.5; 11.055

1 1
3500

1 1
3000

T | L 1 1 T T 1 1 1 1 1 1 1
2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm-1)

Sekil 4.1. Selekoksib FTIR spektrumu.
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4.1.2. Selekoksib Etkin Madde Miktar Tayini

Islem gérmemis selekoksib etkin maddesinin miktar tayini ¢alismalari 3.5.2.
boliimiinde verilen numune hazirlama yontemi ve Tablo 3.1.’de verilen kromatografik
kosullar kullanilarak yapilmigtir. Farmakopelerde belirtilen valide bir yontem olmasi
nedeniyle yontemin validasyonu yapilmamistir. HPLC yontemi ile yapilan selekoksib
miktar tayinine iliskin 6rnek kromatogram Sekil 4.2.’de, miktar tayini ¢aligmasina
iliskin sonuglar Tablo 4.2.’de verilmistir. Elde edilen % miktar tayini degeri etkin
madde iireticisi tarafindan tespit edilen sonug ile karsilastirilmistir. Sonuglar sirasiyla

%100,1 ve %100,2 olarak bulunmustur ve birbiri ile benzerdir.

——r—r—r—r——r—r—r—r——r—r—r—r —r—r—r—r——r—r—r—r ——r—r—r—r—r—r—r—r——r—r—r—r
10 20 30 40 50 60 70 80 min

Sekil 4.2. Selekoksibin 500 pg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltisine iliskin 6rnek
kromatogram.

Tablo 4.2. Selekoksib etkin madde miktar tayini (%) sonuglari.

Uretici Firma Sonucu  Deneysel Sonuc
Selekoksib Miktar Tayini (%) 100,1 100,2

4.1.3. X-Isim Difraksiyonu (XRD)

Selekoksibin kristal seklinin iireticinin etkin madde ana dosyasinda belirttigi
gibi Form-III oldugunu tespit edilebilmek amaciyla X-151mm1 difraksiyonu (X-ray
diffraction, ~XRD) analizleri yapilmistir. Kristal selekoksibin  X-151m1
difraktometresinde verdigi karakteristik keskin pikler 16,0; 19,6; 21,5; 22,3; 23,4; 25,3
ve 29,4°+0,2° 20 degerlerinde gézlenmektedir (104-106, 110). Ancak kristal Form-III
icin karakteristik keskin pikler 5,3; 10,7; 11,0; 13,0; 14,8; 16,1; 17,9; 18,4; 18,7; 19,6;
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21,5; 22,1; 22.4; 23,4; 25,3 ve 29,5°+0,2° 26 degerlerinde gozlenmektedir (93, 152,

153). Sekil 4.3.’te verilen X-is1mn1 difraktograminda kristal Form-III’a iliskin

karakteristik pikler deneysel olarak da gbzlenmistir.
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Sekil 4.3. Islem gérmemis selekoksib Form-III etkin maddesine iliskin X-151n1

difraktograma.

4.1.4. Diferansiyel Taramalh Kalorimetri (DSC)

Sekil 4.4.’te verilen termogramda 161,10 °C’de baslayan ve 162,24 °C’de pik

degere ulasip 166,04 °C’de sonlanan selekoksib erimesine iliskin endotermik bir pik

gozlenmistir.
[\ﬁv- —_—
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| Integral -697.59 mJ
|| onset 161.10°C
| | Peak  16224°C
| | Endset 16807°C
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TLER TOLEDO STAR* SW 16.30

Sekil 4.4. Islem gérmemis selekoksib etkin maddesine iliskin DSC termogrami.
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4.1.5. Partikiil Biiyiikliigii Dagilim (PSD)

Islem gérmemis selekoksib etkin maddesinin partikiil biiyiikliigii dagilimina
iliskin partikiil biiyiikligii dagilim grafigi Sekil 4.5.’te verilmistir. Partikiillerin hacim
biiytlikliikk dagilim degerleri; d10: 0,81 pm, d50: 3,45 um ve d90: 8,73 um olarak

saptanmuistir.

8—

Volume Density (%)
i
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0.1 1.0 100 1000 1,000.0

Size Classes (um)

Sekil 4.5. islem gdrmemis selekoksib etkin maddesine iliskin PSD grafigi.

4.2. Selekoksib Miktar Tayini Calismalarinda Kullanilan Analitik

Yontemin Validasyonu

Selekoksib miktar tayini i¢in literatiirden hareketle gelistirilen HPLC ydntemi
ilgili ICH kilavuzunda tavsiye edildigi sekliyle valide edilmistir (51).

4.2.1. Sistem Uygunlugu

3.6.1. bolimiinde verilen 6rnek hazirlama yontemi ve Tablo 3.3.’te verilen
kromatografik kosullar kullanilarak 200 pg/mL konsantrasyondaki standart selekoksib
cozeltisi ile sistem uygunluk testi yapilmistir (n=6). Kuyruklanma faktorii (pik
simetrisi) (T <2), enjeksiyon tekrarlanabilirligi (RSD < %1), kapasite faktorii (k> 2),
teorik plaka sayist (N > 2000) degerleri Tablo 4.3.te verilmistir. Selekoksibin
alikonma siiresi (tr) 8 dakika ve toplam analiz siiresi 12 dakikadir (Sekil 4.6.).
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Tablo 4.3. Selekoksib sistem uygunlugu verileri.

Enjeksiyon Pik Alam Pik simetrisi k’ Teorik Plaka Sayisi
1 12070,4 0,843 16,73 8689

2 12053,8 0,843

3 12065,5 0,842

4 12059,6 0,845

5 12055,5 0,844

6 12060,8 0,842

Ortalama 12060,9

RSD (%) 0,05

Sekil 4.6. Selekoksibin 200 pg/mL konsantrasyondaki standart ¢ozeltisine iliskin
ornek kromatogram.

4.2.2. Ozgiilliik

Gelistirilen selekoksib miktar tayini yonteminde analitik yontemin, selekoksib
ile 6gilitme bilesimlerinde ve/veya formiilasyon bilesiminde yer alan diger maddeler
arasinda girisim olmadigini gostermek, yontemin ayirt edebilme yetenegini tayin
edebilmek i¢in Ozgiilliik testleri yapilmistir. Seyreltme ¢ozeltisi, plasebo ¢ozeltisi,
standart ¢ozelti (200 pg/mL) ve test ¢cozeltisine (200 pg/mL) iliskin kromatogram {ist
iiste cizilerek gorsel olarak karsilastirilmistir (Sekil 4.7.). Kromatogramlarda

selekoksib piki ile girisim yapan herhangi bir pik gézlenmemistir.
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o0 o
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Sekil 4.7. Ozgiilliik calismasina iliskin 6rnek kromatogramlar: a) test ¢ozeltisi, b)
standart ¢ozelti, c) seyreltme ¢ozeltisi, d) plasebo ¢ozeltisi.

4.2.3. Dogrusallik ve Arahk

Gelistirilen selekoksib miktar tayini yonteminde analitik ydntemin
dogrusalligin1 degerlendirmek amaciyla en kiiclik kareler yontemi kullanilarak basit
dogrusal regresyon analizi uygulanmistir. CoOziiniirliikk, intrinsik ¢6ziinme hizi,
cozlinme ve permeabilite testlerinde gozlenebilecek konsantrasyon degerlerini tespit
edebilmek amaciyla 2 pg/mL-200 pg/mL  konsantrasyon araliginda yapilan
dogrusallik ¢aligmast sonucunda, bu konsantrasyon aralifindaki selekoksib icin
analitik yontem dogrusal bulunmustur. Regresyon analizi yapilarak birinci dereceden
polinomiyal denklem olusturulmus, denklemin tanimlayicilik katsayisi olan R? degeri
0,999°dan biiyiik olarak bulunmustur. Dogru denklemi Esitlik 4.1.’de verilmistir.
Dogrusallik ve aralik calismasina iliskin analiz sonuglar1 Tablo 4.4.te, dogrusal

regresyon analizi sonucu elde edilen regresyon dogrusu Sekil 4.8.’de verilmistir.

Y = 60,43x — 0,3455 (4.1
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Tablo 4.4. 7 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozelti alanlar.

Konsantrasyon (ng/mL) Pik Alam
2 132,7
5 293,5
10 603,6
20 1203,8
50 2984,7
100 6098,1
200 12067,6
14000 -
12000 -
10000 -
= 8000 - y = 60,43x - 0,3455
< 5 _
< Rz2=1
6000 -
4000 A
2000 -
0 = T T T 1
0 50 100 150 200

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.8. Selekoksib miktar tayini yontemine iliskin regresyon dogrusu. y; pik
alanini, x; selekoksib konsantrasyonunu gostermektedir.

4.2.4. Dogruluk

Gelistirilen selekoksib miktar tayini yonteminde analitik yontemin dogrulugu
% geri kazanim degerleri ile degerlendirilmistir. Ug farkl1 konsantrasyondaki dogruluk
cozeltilerine iliskin % geri kazanim sonuglar1 Tablo 4.5.’te verilmistir. Elde edilen %
geri kazanim sonuglart %98-102 araliginda bulunmus ve yontemin dogru oldugu

gosterilmistir.



Tablo 4.5. Dogruluk parametresi % geri kazanim sonuglari.
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Teorik Tartilan Selekoksib Pik Hesaplanan Geri Ortalama

Konsantrasyon Selekoksib Konsantrasyonu Alani Selekoksib Kazamim Geri

(ng/mL) Miktari (ng/mL) Miktari (%) Kazanim
(mg) (mg) (%)

100 5,10 102,00 6100,7 5,06 99,18 99,46
5,06 101,20 6107,7 5,06 100,08
5,11 102,20 6108,3 5,06 99,11

200 10,10 202,00 11976,2 9,93 98,31 98,72
10,01 200,20 11972,9 9,93 99,17
10,08 201,60 11996,8 9,95 98,68

240 12,51 250,20 14897,1 12,35 98,73 98,78
12,48 249,60 14888,1 12,34 98,91
12,50 250,00 14881,7 12,34 98,71

4.2.5. Kesinlik

Gelistirilen selekoksib miktar tayini yonteminde analitik yontemin kesinlik

parametresi, giin i¢cinde (tekrarlanabilirlik) ve giinler arasi (ara kesinlik) calismalar ile

degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik ¢caligsmalarindan elde edilen bagil

standart sapma (%RSD) sonuclar1 incelenmis, %RSD degerleri %2’nin altinda
bulunmustur (Tablo 4.6., Tablo 4.7., Tablo 4.8.). Elde edilen bulgularla yontemin

kesin oldugu gosterilmistir.

Tablo 4.6. Birinci giin elde edilen selekoksib miktar tayini kesinlik sonuglari

(tekrarlanabilirlik).
Test Tartim Konsantrasyon Pik Miktar Ortalama  RSD
Cozeltisi Miktar: (ng/mL) Alam Tayini Miktar (%)
(mg) (%) Tayini (%)
1 10,44 208,80 12544,6 99,63 99,80 0,70
2 10,35 207,00 12586,5 100,83
3 10,47 209,40 12553 99,41
4 10,40 208,00 12539,9 99,97
5 10,41 208,20 12555,2 100,00
6 10,52 210,40 12526,3 98,72
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Tablo 4.7. ikinci giin elde edilen selekoksib miktar tayini kesinlik sonuglar1 (ara

kesinlik).
Test Tartim Konsantrasyon Pik Miktar Ortalama  RSD
Cozeltisi Miktan (ng/mL) Alam Tayini Miktar (%)
(mg) (%) Tayini (%)
1 10,41 208,20 12540,6 99,88 99,60 0,96
2 10,36 207,20 12586,2 100,73
3 10,45 209,00 12550 99,57
4 10,50 210,00 12540,9 99,03
5 10,36 207,20 12545,2 100,40
6 10,57 211,40 12506,3 98,10
Tablo 4.8. Iki giin boyunca elde edilen kesinlik sonuglari.
Birinci Giine Ikinci Giine Giinler Arasi Giinler
Iliskin Hiskin Ortalama Aras1 RSD
Ortalama Ortalama Sonugclar (%) (%)
Sonugclar (%) Sonugclar (%)
Miktar Tayini (%) 99,80 99,60 99,70 0,10

4.2.6. Duyarhhk

Gelistirilen selekoksib miktar tayini yonteminde analitik yontemin teshis sinir1

(Limit of Detection, LOD) ve tayin smir1 (Limit of Quantitation, LOQ) degerleri

sinyal/giiriiltii (S/G) oranlar1 ile degerlendirilmistir. Selekoksib i¢in teshis sinir1 0,4
ng/mL ((S/G = 3:1) ve tayin smir1 1,4 pg/mL ((S/G = 10:1) olarak bulunmustur.

4.2.7. Stabilite

Hazirlanan selekoksib ¢ozeltilerinin ¢ozelti stabilitesini degerlendirmek igin

200 pg/mL konsantrasyonunda ornekler hazirlandiktan sonra bekletilmeden, 24. ve

48. saatlerde yapilan analiz sonuglar1 incelenmistir. 24 ve 48. saatteki pik alan

degerleri baslangictaki pik alan degerleri ile karsilastirilmistir. Alanlar arasindaki %

uyum sonuglart %98-102 araliginda bulunmus ve selekoksib ¢ozeltilerinin 48 saat

boyunca stabil oldugu gosterilmistir (Tablo 4.9.)
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Tablo 4.9. Selekoksib ¢ozeltilerinin stabilitesine iligkin analiz sonuglari.

Zaman (saat) Standart Cozelti Test Cozeltisi
Pik Alam Uyum (%) Pik Alam Uyum (%)
0 12070,4 - 11876,2 -
24 12068,1 99,98 11877,9 100,01
48 12069,3 99,99 11875,7 99,99

4.2.8. Filtre Calismasi

Selekoksib miktar tayini analizlerinde hazirlanan 6rneklerin 0,45 pm hidrofilik
PTFE filtre materyali ile gecimli oldugu ve filtre materyaline adsorbe olmadigini tespit
edebilmek icin yapilan filtre ¢alismasina iliskin sonuglar Tablo 4.10.’da verilmistir.
Standart ve test g¢oOzeltilerinin siizilmeden yapilan analiz sonuglar1 ve 0,45 pm
hidrofilik PTFE filtreden siizlildiikten sonra yapilan analiz sonuclarina iliskin pik
alanlar1 karsilagtirilmistir. Alanlar arasindaki % uyum sonuglar1 %98-102 araliginda

bulunmus ve 0,45 um hidrofilik PTFE filtrenin uygun oldugu gosterilmistir.

Tablo 4.10. Selekoksib ¢ozeltilerinin filtre ¢caligsmasina iliskin analiz sonuglari.

Enjeksiyon Standart Cozelti Test Cozeltisi
Siiziilmeyen 0,45 pm Hidrofilik  Siiziilmeyen 0,45 pm Hidrofilik

PTFE Filtreden PTFE Filtreden
Siiziilen Siiziilen

1 12096,0 12070,4 12575,0 12544,6

2 12079,1 12053,8 12585,0 12586,5

3 12087,0 12065,5 12533,2 12553,0

4 12019,9 12059,6 12561,4 12539,9

5 12067,6 12055,5 12546,0 12555,2

6 12072,0 12060,8 12597,2 12526,3

Ortalama 12070,3 12060,9 12566,3 12550,9

RSD (%) 0,22 0,05 0,19 0,16

Uyum (%) 99,92 99,88
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4.3. Mikronalti/Nano-boyutta Selekoksib Bilesimlerinin Hazirlanmasi:

On Tarama Deneyleri

Mikronalti/nano-boyutta selekoksib bilesimlerinin elde edilebilmesi ve
selekoksibin ¢oziiniirliiglintin arttirilabilmesi i¢in tek basina ve birlikte kuru 6giitme
yontemi uygulanmis, farkli kimyasal 6zelliklere sahip yardimc1 maddeler ile 6n tarama
deneyleri yapilmistir. Tek basina ve birlikte kuru 6giitme deneyleri sonucunda iiretilen
selekoksib bilesimlerinin ortalama partikiil biyiikligi Ol¢tilmiistir. Ek olarak
selekoksibin en yiiksek ¢Oziiniirlige sahip oldugu ¢oziinme ortami olan pH 12
ortaminda intrinsik ¢ézlinme hiz1 tespit edilmis, pH 12 ortaminda yapilan intrinsik
coziinme hiz1 testinde 60. dakikanin sonunda ¢oziinmiis selekoksib miktarlar
karsilastirilarak, yardimct maddelerin ¢oziiniirliik iizerine etkisi degerlendirilmistir.
Intrinsik ¢dziinme hizi testleri, Tablo 3.12."de belirtilen deney kosullari kullanilarak
yapilmistir. Bu deney kosullarindan farkli olarak ¢éziinme ortam hacmi 1000 mL ve
selekoksib miktar1 150 mg olacak sekilde calisilmustir. intrinsik ¢dziinme hiz1 ve
ortalama partikiil bilylkligi testlerine iliskin sonuglar Tablo 4.11.°de
formiilasyonlarin karsilastirmali ¢ubuk grafikleri Sekil 4.9.’da verilmistir.

Selekoksib tek basma kuru yontem ile ogiitiildiglinde ortalama partikiil
biiylikliigii 5 pm’den 600 nm’ye diisliriilmiistiir. Ancak pH 12 ¢ziinme ortaminda, 60.
dakikanin sonunda ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 2 mg/1000 mL olarak bulunmustur.
Birlikte kuru 6gtlitme yontemi ile hazirlanan formiilasyonlarin tamaminda selekoksib
ortalama partikiil biiylikliigii islem gérmemis selekoksibe gore oldukea diisiiktiir. F09,
F10 ve F11 kodlu formiilasyonlarda birlikte kuru 6glitme sonucunda Ogiitme
bilesiminde renk degisimi meydana geldigi i¢in bu formiilasyonlar degerlendirmeye
alinmamistir, renk degisimine 6giitme isleminde kimyasal bir etkilesimin neden
oldugu diislinlilmektedir. Formiilasyonlara iligkin pH 12 ortaminda ¢o6ziinmiis
selekoksib miktarlar1 degerlendirildigi zaman; oglitme bilesiminde PVP ve
tiirevlerinin (PVP-VA gibi) bulunmasi ile ¢oziinmiis miktarin arttigr gézlenmistir.
FO1, FO03, F20 ve F21 formiilasyonlarmin XRD analizleri yapilarak bu
formiilasyonlardaki selekoksibin polimorfik yapisi incelenmistir (Sekil 4.10.) FO03
formiilasyonunun XRD difraktograminda selekoksibin kristal sekline spesifik olan
pikler kaybolmustur. FO1, F20 ve F21 formiilasyonlarinda ise kristal sekline iliskin

piklerin korundugu goézlenmistir. FO3 formiilasyonu i¢cin XRD analizine ek olarak



FTIR analizi yapilmigtir (Sekil 4.11.). FTIR spektrumunda, 3332 ve 3226 cm™!’deki
NH bagina iliskin piklerin kayboldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.9. On tarama deneylerinde hazirlanan formiilasyonlara iliskin ¢dziinmiis
selekoksib miktar1 (pH 12’de 60. dakikada) (mg) ve ortalama partikiil bliytikliigii
(nm) cubuk grafikleri.
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Tablo 4.11. On tarama deneylerinde hazirlanan formiilasyonlara iligkin ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 (pH 12°de 60. dakikada) ve ortalama
partikiil biiyiikliigii sonuglari.

Formiilasyon Kodu  Ogiitme Bilesimi Selekoksib: Yardimel pH 12°de 60. dakikada Coziinmiis Ortalama Partikiil
Madde Agirhik Oram Selekoksib Miktari Biiyiikliigii (nm)

Fo1 CXB 1 2 606
F02 CXB:SLS 1:0,2 9 494
FO03 CXB:PVP K12 1:1 100 486
Fo4 CXB:PVP K12:SLS 1:1:0,2 100 420
F05 CXB:PVP K30 1:1 90 502
F06 CXB:PVP K90 1:1 86 512
FO7 CXB:LHPC LH 21 1:2 1 1020
FO8 CXB:HEC 1:2 14 894
F09 CXB:HEC:SLS 1:2:0,2 - -
F10 CXB:HEC:PS40 1:2:0,2 - -
F11 CXB:HEC:SLS:PS40 1:2:0,2:0,2 - -
F12 CXB:LAC 1:2 5 596
F13 CXB:LAC:SLS 1:2:0,2 11 357
F14 CXB:LAC:SLS:PS40 1:8,6:0,2:0,2 20 425
F15 CXB:MAS 1:5 1 485
F16 CXB:PVP-VA 2:1 107 640
F17 CXB:PVP-VA:SLS 2:1 110 595
F18 CXB:SOL 1:1 13 487
F19 CXB:MAN 1:1 4 1120
F20 CXB:PVP:MAN 1:1 110 950
F21 CXB:PVP:MAN:SLS 1:1,5:0,5:0,2 120 350
F22 CXB:PVP:MAN:SLS 1:0,5:1,5:0,2 105 720
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Sekil 4.10. Selekoksib, FO1, FO3, F20 ve F21’e iliskin XRD difraktogramlari.
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Sekil 4.11. Selekoksib ve F03’e iliskin FTIR spektrumlart.

On tarama deneylerinde pH 12 ¢dziinme ortaminda en yiiksek ¢oziinmiis
selekoksib miktarina sahip formiilasyonlarin (F03, F14, F20, F21, F22) ve
selekoksibin pH 1,2+%0,2 SLS ¢o6ziinme ortaminda yapilan intrinsik ¢éziinme hizi

testinde 120. dakika ¢6ziinmiis selekoksib miktarlari tayin edilmistir (Tablo 4.12.).
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Tablo 4.12. On tarama deneylerinde hazirlanan formiilasyonlara ve selekoksibe
iliskin ¢oziinmiis selekoksib miktar1 (pH 1,2+%0,2 SLS’de 120.

dakikada).
Formiilasyon Kodu pH 1,2+%0,2 SLS, 120. Dakikada Coziinmiis
Selekoksib Miktar: (mg/500 mL)

Selekoksib 0.5

FO3 2

F14 12.5

F20 15

F21 50

F22 30

Ogiitme bilesimine mannitol ve sodyum lauril siilfatin da eklenmesi sonucunda
en yiiksek ¢Oziinmiis selekoksib miktarlart ve tamamen amorf forma doniismemis
selekoksib partikiilleri elde edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda selekoksib,
PVP, mannitol ve SLS iceren 6gilitme bilesimlerinin ileri deney tasarimi ile ayrintili

olarak arastirilmasina karar verilmistir.
4.4. Risk Faktorlerinin Belirlenmesi: Ishikawa Diyagrami

PVP, mannitol ve SLS yardimci maddeleri, 6n tarama deneylerinde elde edilen
bulgulara gore en uygun birlikte 6giitme eksipiyanlar1 olarak secilmistir. Kritik
formiilasyon ve iiretim islem parametrelerinin, birlikte Ogiitiilmiis selekoksib
bilesiminin kritik kalite 6zellikleri olarak belirlenen partikiil biiytikliigii, pH 12°de
¢coziinmiis selekoksib miktari, pH 1,2+%0,2 SLS’de ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 ve
sudaki ¢oziiniirliik izerine potansiyel risklerini belirleyebilmek amaciyla balik kil¢igt
(Ishikawa) diyagrami olusturulmustur. On bilgiler ve &n tarama deneyleri temelinde
alt1 potansiyel risk etkeni belirlenmistir ve kirmizi renk ile gdsterilen bu etkenler ileri

deneysel tasarimlarda degerlendirmeye alinmistir (Sekil 4.12).
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Selekoksib Yardimci Madde

Polivinilpirolidon

Polimorfizm

Partikil Buyuklugi Mannitol
S Oran Molekul Agirhigi
¢azOndridk Partikiil BiiviKlia Oran Sodyum Lauril Siilfat Orani

artikil Buyuklugu Birlikte Ogiitiilmiis

Selekoksib

Hazne Doluluk Orani

Bilya:Toz Orani

Oglitme Siiresi

Duraklama

Kuru Ogiitme

Sekil 4.12. Birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesiminin kritik kalite 6zelliklerini
etkileyebilecek formiilasyon ve iiretim islem parametrelerini gosteren balik kil¢ig1
(Ishikawa) diyagrama.

4.5. Plackett-Burman Deney Tasarimi

Mikronalti/nano-boyutta selekoksib bilesimlerinin arzu edilen 6zelliklerini
etkileyecegi ongoriilen 6 bagimsiz degiskenin 4 yanit degiskeni iizerindeki etkisini
belirleyebilmek i¢in 12 deneyli, 0 merkez noktali bir Plackett-Burman deney tasarimi
kullanilmistir. Hazirlanan 12 formiilasyonun her biri ic¢in yanit degiskenler olarak;
ortalama partikiil biytkligi (Y1), pH 12°de 30. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib
miktart (Y2), pH 1,2+%0,2 SLS’de 120. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 (Y3)
ve sudaki ¢oziiniirlik (Ys) kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir. Test edilen

formiilasyonlar ve yanit degiskenlere iliskin veriler Tablo 4.13.’te verilmisir.
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Tablo 4.13. Plackett-Burman deney tasarimui ile elde edilen yanit degisken degerleri*.

Formiilasyon Yi: Ortalama Y:: pH 12°de 30. Ys: pH 1,2+%0,2 Y4: Sudaki

Kodu Partikiil dakikada ¢oziinmiis SLS’de 120.dakikada c¢éziiniirliik
Biiyiikliigii selekoksib miktar: coziinmiis selekoksib (ng/mL)
(nm) (mg/500 mL) miktar1 (mg/500 mL)

PBO1 580 4,1 0,8 2,4

PB02 650 28,1 1,3 2,6

PBO03 721 67,5 5 3,1

PB04 1100 29,2 0,7 1,7

PBO05 350 73 43,1 8,6

PB06 720 64,2 12 3,7

PBO07 606 80,12 18,9 4,3

PBO0S8 823 36,42 42 6,9

PB09 645 18,11 1,2 2,5

PB10 587 17,3 59 3,1

PB11 677 23,21 5 3

PB12 1012 16,27 8 3,5

*Minitab® 19 yaziliminda dogrudan ortalama degerlerin kullamlmasi ve bu degerler ile istatistiksel
hesaplama yapilmasi nedeniyle tabloda sadece ortalama degerler sunulmustur.

Plackett-Burman deney tasarimi sonucunda elde edilen yanit degiskenlere
iliskin veriler kullanilarak varyans analizi yapilmis ve sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirilmistir (Tablo 4.14.).
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Tablo 4.14. Plackett-Burman deney tasarimi ile elde edilen bagimli degisken degerlerinin istatistiksel analizi.

Y1: Ortalama Partikiil Y:: pH 12°de 30. Ys: pH 1,2+%0,2 SLS’de Y4: Sudaki
Biiyiikliigii (nm) Dakika Coziinmiis 120. Dakika Coziinmiis Coziiniirliik
Selekoksib Miktari Selekoksib Miktari (ng/mL)
(mg/500 mL) (mg/500 mL)
Katsay p Degeri  Katsayl p Degeri Katsay p Degeri Katsay1  p Degeri
Sabit 705,9 0,039 38,13 0,042 11,99 0,046 3,783 0,041
Xi: Ogiitme hiz1 (devir/dk) 31,6 0,350 -1,90 0,660 -6,58 0,043 -0,717 0,070
Xo: Ogiitme siiresi (saat) 17,4 0,594 2,23 0,607 -4,69 0,112 -0,717 0,070
X3: Bilya:toz agirlik orani -101,1 0,022 15,24 0,013 2,36 0,377 0,433 0,223
X4: PVP:CXB agirlik oram1  -68,1 0,077 13,26 0,022 7,23 0,031 0,967 0,027
Xs: SLS:CXB agirlik oram1 -11,1 0,732 0,27 0,949 7,34 0,030 1,017 0,022

Xe: MAN:CXB agirlik oran1 1244 0,010 10,82 0,045 2,44 0,362 0,083 0,800
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Varyans analizi sonucunda pareto grafikleri ¢izilmistir. Pareto grafigi, en
biiylik etkiden en kiiciik etkiye kadar standartlagtirilmis etkilerin mutlak degerini
gosterir. Ayrica, grafik hangi bagimsiz degiskenlerin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu belirtmek icin bir referans ¢izgisi ¢izer. Grafikte kirmizi kesikli ¢izgi olarak
gosterilen bu referans ¢izgisi, anlamlilik diizeyi olan p degerine baghdir. Grafikte
referans ¢izgisini gegen cubuk grafiklere iliskin bagimsiz degiskenler istatistiksel
olarak anlamlidir (154).

Pareto grafigi, etkilerin mutlak degerini gosterdiginden, hangi etkilerin yaniti
arttirdigin1  veya azalttifint belirlemek miimkiin degildir. Bu nedenle etkilerin
biiytikliigiinii ve yoniinii incelemek i¢in varyans analizi (ANOVA) sonucu elde edilen
katsay1 degerleri dikkate alinir (Tablo 4.14.). Ek olarak bagimsiz degiskenlerin yanit
degisken tlizerine etkilerini agiklayan dogrusal modele iligkin regresyon denklemi
etkilerin yont hakkinda bilgi verir. Esitlikte pozitif degere sahip bagimsiz degiskenler,
yanit degiskeninde artisa neden olurken; negatif degere sahip bagimsiz degiskenler
yanit degiskende azalmaya neden olmaktadir.

Ortalama partikiil biyiikligi (Y1) yamt degiskeni igin varyans analizi
sonucunda olusturulan pareto grafigi incelendiginde kritik bagimsiz degiskenlerin
sirastyla. MAN:CXB agirlik oram1 (Xg) ve bilya:toz agirlik orami (X3) oldugu
gorlilmiistiir (Sekil 4.13.). ANOVA sonucuna gore; Xe, X3 bagimsiz degiskenlerin ve
istatistiksel modelin p degeri sirasiyla 0,010; 0,022 ve 0,039 olup istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir (Tablo 4.14.).

Bagimsiz Degisken
2,571

F

nmoAnm>

0 1 2 3 4
Standardize Etki

Sekil 4.13. Ortalama partikiil biiyiikliigii (Y1) yanit degiskeni i¢in anlamli bagimsiz
degiskenleri gosteren Pareto grafigi.
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Ortalama partikiil biiyiikligii (Y1) yanit degiskeni i¢in olusturulan ana etkiler
grafigi bagimsiz degiskenlerin etkisinin yonii hakkinda bilgi vermektedir (Sekil 4.14.).
Ogiitme hizi, 6giitme siiresi ve MAN:CXB agirhik oranindaki artisin partikiil
biiyiikliigiiniin artmasina neden oldugu; bilya:toz agirlik orani, PVP:CXB agirlik orani

ve SLS:CXB agirhk oranindaki artigin  partikiil — biyiikliigiinii = azalttig

gozlemlenmistir.
850 Ogiitme Hizi (rpm) Oglitme Siiresi (sa) Bilya-toz agirlik orani PVP:CXB agirlik orant SLS:CXB agirlik orani MAN:CXB agirlik orani
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Sekil 4.14. Ortalama partikiil biiyiikliigii (Y1) yanit degigkeni i¢in ana etki grafikleri.

Bagimsiz degiskenlerin Y yanit degiskeni iizerine etkilerini agiklayan

dogrusal modele iliskin ¢coklu regresyon denklemi asagida gibidir (Esitlik 4.1.):

Y;=683+0,253X; + 11,6X> - 20,22X5 - 136,2X, - 111X5 +248.8Xs  (4.1)

Regresyon denklemine iliskin R? degeri, deney modeli tarafindan agiklanan
yanittaki varyasyonun ylizdesini ifade etmektedir. Modelin verilere ne kadar
uydugunu belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Y yanit degiskeni i¢in kurulan modele
iliskin R? degeri %87,11 olarak bulunmus, bu deger test edilen modelin veriler ile
uyumlu oldugunu gostermektedir.

pH 12°de 30. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 (mg) (Y2) yanit degiskeni
icin varyans analizi sonucunda olusturulan pareto grafigi incelendiginde kritik
bagimsiz degiskenlerin sirasiyla bilya:toz agirlik orani (X3), PVP:CXB agirlik orani
(X4) ve MAN:CXB agirlik orani (Xs) oldugu goriilmistiir (Sekil 4.15.). ANOVA
sonucuna gore; X3, X4, X6 bagimsiz degiskenlerinin ve istatistiksel modelin p degeri
strastyla 0,013; 0,022; 0,045 ve 0,042 olup istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir
(Tablo 4.14.).
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Bagimsiz Degiskenler 2571

Ogutme Hizi (rpm)
Ogutme Suresi (sa)
Bilya-toz agirlik orani
PVP:CXB agirhk orani
SLS:CXB agirlik orani
MAN:CXB agirlik orani

mTmMoN®>

o 1 2 3 4
Standardize Etki

Sekil 4.15. pH 12’de 30. dakikada ¢oziinmiis selekoksib miktar1 (mg) (Y2) yanit
degiskeni i¢in anlamli bagimsiz degiskenleri gosteren Pareto grafigi.

pH 12°de 30. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 (mg) (Y2) yanit degiskeni
icin olusturulan ana etkiler grafigi, bagimsiz degiskenlerin etkisinin yoni hakkinda
bilgi vermektedir (Sekil 4.16.). Ogiitme siiresi, bilya:toz agirlik oram, PVP:CXB
agirhik ve MAN:CXB agirlik oranindaki artis 30. dakikada pH 12’de ¢oziinmiis
selekoksib miktarinin artmasini saglarken; 6glitme hizinin artmasi ¢oziinen miktarin
azalmasina neden olmaktadir. SLS:CXB agirlik oranindaki degisikligin ¢dziinen
miktar lizerinde anlamli bir etkisi bulunmamaktadir. Bagimsiz degiskenlerin ¢oziinen
madde miktarinin artisgindaki etki biiytikliigli siralamasi; bilya-toz agirlik orani >
PVP:CXB agirlik oran1 > MAN:CXB agirlik oran1 > 6giitme siiresi > SLS:CXB orani
seklindedir.

Ogilitme Hizi (rpm) Oglitme Siiresi (sa) Bilya-toz agirlik orani PVP:CXB agirlik orani SLS:CXB agirlik orani MAN:CXB agirlik orani
[ ]
50 e
[ ]
40 [ ] L ]
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250 500 1 4 5 15 0,5 1.5 0,0 0,2 0,5 1.5

Sekil 4.16. pH 12°de 30. dakikada ¢oziinmiis selekoksib miktar1 (mg) yanit degiskeni
icin ana etki grafikleri.

Bagimsiz degiskenlerin Y> yanit degiskeni iizerine etkilerini agiklayan

dogrusal modele iliskin ¢coklu regresyon denklemi asagida gibidir (Esitlik 4.2.):
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Y>=-38,8—-0,0152X; + 1,49X> + 3,049.X; + 26,53X, — 2,7X5 + 21,65Xs (4.2)

Y:> yanit degiskeni i¢in kurulan modele ilskin R? degeri %86,64 olarak
bulunmustur, bu deger test edilen modelin veriler ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

pH 1,2+%0,2 SLS’de 120. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 (mg) (Y3)
yanit degiskeni i¢in varyans analizi sonucunda olusturulan pareto grafigi
incelendiginde kritik bagimsiz degiskenlerin sirasiyla; SLS:CXB agirlik orani (Xs),
PVP:CXB agirlik oranit (X4) ve 6gilitme hiz1 (X1) oldugu gorilmustiir (Sekil 4.17.).
ANOVA sonucuna gore; Xs, Xa, X1 bagimsiz degiskenlerinin ve istatistiksel modelin
p degeri sirastyla 0,030; 0,031; 0,043 ve 0,046 olup istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir (Tablo 4.14.).

Bagimsiz Degiskenler

2,571

Ogutme Hizi (rpm)
Ogutme Suresi (sa)
Bilya-toz agirhk orani
PVP:CXB agirlik orani
SLS:CXB agirlik orani
MAN:CXB agirlik orani

E

mmoNm>

0,0 05 1.0 15 2,0 25 3.0

Standardize Etki

Sekil 4.17. pH 1,2+%0,2 SLS’de 120. dakikada ¢ézlinmiis selekoksib miktar1 (mg)
(Y3) yanit degiskeni i¢in anlamli bagimsiz degiskenleri gdsteren Pareto grafigi.

pH 1,2+%0,2 SLS’de 120. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 (mg) (Y3)
yanit degiskeni i¢in olusturulan ana etkiler grafigi bagimsiz degiskenlerin etkisinin
yonili hakkinda bilgi vermektedir (Sekil 4.18.). Bilya:toz agirlik orani, PVP:CXB
agirlik orani, SLS:CXB agirlik oran1 ve MAN:CXB agirlik oranindaki artis pH 1,2°de
120. dakikada ¢oziinmiis selekoksib miktarinin artmasini saglarken; 6giitme hizinin ve

oglitme siiresinin artmasi ¢ozlinen miktarin azalmasina neden olmaktadir.
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Sekil 4.18. pH 1,2+%0,2 SLS’de 120. dakikada ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 (mg)
yanit degiskeni i¢in ana etki grafikleri.

Bagimsiz degiskenlerin Y3 yanit degiskeni iizerine etkilerini agiklayan

dogrusal modele iliskin ¢coklu regresyon denklemi asagida gibidir (Esitlik 4.3.):

Y;=28,1-0,0526X; —3,13X>+ 0,472X;3 + 14,45X, — 73,4X5 + 4,88Xs  (4.3)

Y3 yanit degiskeni i¢in kurulan modele iliskin R? degeri %86,05 olarak
bulunmustur, bu da test edilen modelin veriler ile uyumlu oldugunu gdstermektedir.

Sudaki ¢ozlniirlik (pg/mL) (Y4) yanit degiskeni icin varyans analizi
sonucunda olusturulan pareto grafigi incelendiginde en kritik bagimsiz degiskenlerin
sirastyla; SLS:CXB agirlik orani (Xs) ve PVP:CXB agirlik orani (X4) oldugu
gorlilmiistiir (Sekil 4.19.). ANOVA sonucuna gore; Xs, X4 bagimsiz degiskenlerinin
ve istatistiksel modelin p degeri sirastyla 0,022; 0,027 ve 0,041 olup istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir (Tablo 4.14.) Ayrica, 6glitme hiz1 ve dgiitme siiresinin p
degeri 0,05’ten blyiiktiir, ancak bu parametrelere iliskin p degerinin 0,07 olmasi

nedeniyle 6nemli degiskenler olarak kabul edilmistir.
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Bagimsiz Degiskenler

Ogutme Hizi (rpm)
Ogutme Suresi (sa)
Bilya-toz agirlik orani
PVP:CXB agirlik orani
SLS:CXB agirlik orani
MAN:CXB agirlik orani
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Sekil 4.19. Sudaki ¢oziiniirliik (ug/mL) (Y4) yanit degiskeni i¢in anlamli bagimsiz
degiskenleri gosteren Pareto grafigi.

Sudaki ¢oziiniirliik (ug/mL) (Y4) yanit degiskeni i¢in olusturulan ana etkiler
grafigi bagimsiz degiskenlerin etkisinin yonii hakkinda bilgi vermektedir (Sekil 4.20.).
Bilya-toz agirlik orani, PVP:CXB agirlik orani, SLS:CXB agirlik oran1 ve MAN:CXB
agirhik oranindaki artis selekoksibin sudaki goriiniir ¢oziiniirligiiniin artmasini
saglarken; 6giitme hizinin ve O6gilitme siliresinin artmasi ¢oziiniirliigiin azalmasina

neden olmaktadir.

5.0 Ogutme Hizi (rpm) Ogutme Siiresi (sa) Bilya-toz agirlik orani | PVP:CXB agirlik orani . SLS:CXB agirlik orani . MAN:CXB agirlik orani
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Sekil 4.20. Sudaki goriiniir ¢oziiniirliik (ug/mL) (Y4) yanit degiskeni i¢in ana etki
grafikleri.

Bagimsiz degiskenlerin Y4 yanit degiskeni iizerine etkilerini agiklayan
dogrusal modele iligkin ¢oklu regresyon denklemi agagida gibidir (Esitlik 4.4.):
Y4=3,14-0,00573X; — 0,478X> + 0,0867X; + 1,933X, + 10,17X5 + 0,167Xs  (4.4)

Y4+ yamit degiskeni igin kurulan modele iliskin R? degeri %86,77 olarak

bulunmustur, bu deger test edilen modelin veriler ile uyumlu oldugunu gostermektedir.
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4.6. Mikronalti/Nano Boyutta Selekoksib Bilesimlerinin Optimizasyonu:

Merkezi Kompozit (Central Composite) Deney Tasarimi

Plackett-Burman  deney  tasarimina  iligkin  ANOVA  analizinin
degerlendirilmesi sonucunda kritik formiilasyon ve iiretim islem parametreleri
belirlenmistir. Diigiik 6giitme hiz1 ve kisa 6giitme siiresinin, ¢oziinmiis selekoksib
miktarini arttirmak i¢in optimum islem kosullarini sagladigi saptanmistir. Bu nedenle
optimizasyon deney tasariminda 6gilitme hizi ve 6giitme siiresi sirastyla 250 devir/dk
ve 1 saat olarak sabit tutulmustur. Ayrica bilya:toz oraninin yiiksek degerlerde
olmasinin daha diisiik ortalama partikiil biiyiikliigii ve daha yliksek oranda ¢6ziinmiis
selekoksib miktari sagladig1 deneysel ¢aligmalarla gosterildigi i¢in bilya:toz orani 15:1
olarak sabit tutulmustur. Sonug¢ olarak, PVP:CXB, SLS:CXB ve MAN:CXB agirlik
oranlarinin selekoksibin kritik kalite Ozelliklerini etkileyen kritik formiilasyon
parametreleri olduguna karar verilmistir. Bu ii¢ bagimsiz degiskenin yanit degiskenler
iizerine etkisinin anlasilabilmesi i¢in 3 etkenli, 5 diizeyli, 2 bloklu, alfa degeri 1,633
olan 8 kiip noktasi, kiipte 4 merkez noktasi, 6 eksen noktasi ve eksenelde 2 merkez
noktasi iceren bir merkezi kompozit deney tasarimi uygulanmistir. Deney tasarimi
kapsaminda 20 farkli formiilasyon hazirlanmaistir.

Plackett-Burman deney tasariminda partikiil biiyiikligi (Y:), pH 12°de 30.
dakikada c¢oziinmiis selekoksib miktar1 (Y2), pH 1,2+%0,2 SLS’de 120. dakikada
coziinmils selekoksib miktar1 (Y3) ve sudaki ¢oziiniirliik (Ys) yanit degiskenleri
degerlendirilmistir. Ancak Plackett-Burman analiz sonuglarinin kapsamli bir sekilde
degerlendirilmesi sonucu merkezi kompozit deney tasarimindaki yanit degiskenlerin
pH 12°de 30. dakikada ¢oziinmiis selekoksib miktar1 (Y1), pH 1,2+%0,2 SLS’de 120.
dakikada ¢oziinmiis selekoksib miktar1 (Y2) olmasina karar verilmistir. Intrinsik

¢oziinme hiz1 analiz sonuglar1 Tablo 4.15.’te verilmistir.
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Tablo 4.15. Merkezi kompozit deney tasarimi ile elde edilen yanit degisken
degerleri*.

Formiilasyon Kodu Yi: pH 12°de 30. dakikada  Y:: pH 1,2+%0,2 SLS’de 120.

¢Oziinmiis selekoksib dakikada coziinmiis selekoksib
miktari (mg/500 mL) miktari (mg/500 mL)

CCo1 31,6 23,1
CCo02 26,3 1,8
CCo03 11,8 22
CC04 30 19,8
CCO05 6,8 10,6
CCo06 45,1 16,7
CCo07 65,4 46
CCo08 69,5 43,3
CCO09 26 20
CC10 28 27,5
CCl11 90 42,7
CC12 9,8 5
CC13 29 1,7
CCl4 30 30
CC15 24 1,2
CCl16 87 42,3
CCl17 56,8 1,5
CC18 8,7 1
CCI19 37,8 32,8
CC20 13,9 3,7

"Design Expert® 13 yazilminda dogrudan ortalama degerlerin kullanilmasi ve bu degerler ile
istatistiksel hesaplama yapilmasi nedeniyle tabloda sadece ortalama degerler sunulmustur.

Merkezi kompozit deney tasarimina iligkin deney sonuglarinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi amaciyla model secimi yapilmistir ve ikinci
dereceden/kuadratik modelin, bagimsiz degiskenler ve yanit degiskenleri arasindaki
iliskiyi en iyi sekilde agikladigi bulunmustur. Her yanit i¢in uygunluk ozeti ve
ANOVA analiz sonucu Tablo 4.16.’da verilmistir. Yanit degiskenlere iliskin p
degerleri degerlendirilmis ve p degeri 0,05’ten kiiclik olan bagimsiz degiskenler

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.



Tablo 4.16. Ikinci dereceden/kuadratik modeldeki Y ve Y» yanit degiskenleri igin varyans analizinin (ANOVA) 6zeti.
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Model

X1: PVP:CXB agirlik orani
X2: SLS:CXB agirlik orani
X3: MAN:CXB agirlik orani
Xi1X2

X1X3

X2X3

X2

X5?

X3?

Kalint1

Uyum Eksikligi

Saf Hata

Toplam

Y1: pH 12°de 30. dakikada Coziinmiis Selekoksib
Miktar: (mg/500 mL)

Y:: pH 1,2%%0,2 SLS’de 120. dakikada
Coziinmiis Selekoksib Miktari (mg/500 mL)

Kareler Serbestlik F-degeri  p degeri Kareler Serbestlik F-degeri p degeri
Toplam Derecesi Toplam Derecesi

11565,2 9 32,96 <0,0001 4361,28 9 11,76 0,0006
7151,9 1 183,42 <0,0001 1281,16 1 31,096 0,0003
1599,8 1 41,03 0,0001 1931,49 1 46,88 <0,0001
728.,8 1 18,69 0,0019 8,04 1 0,19 0,6691
1255,0 1 32,19 0,0003 708,76 1 17,20 0,0025
3,6 1 0,09 0,7667 0,03 1 0,00 0,9786
220,5 1 5,66 0,0414 0,36 1 0,01 0,9274
135,4 1 3,47 0,0953 50,14 1 1,22 0,2986
489,7 1 12,56 0,0063 126,28 1 3,07 0,1139
2,5 1 0,06 0,8056 304,09 1 7,38 0,02376
350,9 9 370,79 9

269,6 5 2,65 0,1829 274,79 5 2,29 0,2212
81,3 4 96,01 4

11920,4 19 4875,31 19

R?=0,97 R?=0,92
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Y yanit degigkeni ilizerinde en 6nemli bagimsiz degisken PVP:CXB agirlik
orani (Xi) olmustur. Bu tasarimda Xi X» X3, XiXz, XoXs3 ve Xo? katsayilar1 en
onemli/anlamli model katsayilar1 olmustur. Ciinkii bu degiskenlerin, etkilesimlerinin
ve modelin istatistiksel varyans analizinden (ANOVA) elde edilen p degerleri 0,05’ten
kiigiik bulunmus olup istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (Tablo 4.16.). Ayrica
modelin uyum eksikligi (lack of fit) p degeri 0,1829 oldugu i¢in anlamh
bulunmamigtir. Modelin uyumu R? ile degerlendirilmistir. Y yanit degiskeni i¢in R?
degeri 0,97 bulunmus, bu deger ile modelin uyumunun anlamli oldugu gosterilmistir.
Modele iliskin normal olasihik grafikleri Sekil 4.21.A’da verilmistir. Istatistiksel
olarak anlamli olmayan uyum eksikligi degeri ve 1’e yakin R? degeri model uyumunun
gozlemlenen ve tahmin edilen degerler arasindaki belirleme katsayis1 kullanilarak
degerlendirildigini gostermektedir.

Y:> yanit degiskeni ilizerinde en 6nemli bagimsiz degisken SLS:CXB agirlik
orani (X2) olmustur. Bu tasarimda X, X», X1 Xz ve X3? katsayilar1 en 6nemli/anlaml
model katsayilar1 olmustur. Bu degiskenlerin, etkilesimlerinin ve modelin istatistiksel
varyans analizinden (ANOVA) elde edilen p degerleri 0,05’ten kii¢iik bulunmus olup
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (Tablo 4.16). MAN:CXB agirlik orant
istatistiksel olarak anlamli degildir; ancak bu degiskene iliskin kuadratik etkinin Y»
degiskeni iizerindeki etkisi anlamli bulunmustur. Ayrica modelin uyum eksikligi, p
degeri 0,2212 oldugu igin anlamli bulunmamustir. Modelin uyumu R? ile
degerlendirilmistir. Y> yanit degiskeni igin R? degeri 0,92 bulunmus, bu deger ile
modelin uyumunun anlamli oldugu gosterilmistir. Modele iliskin normal olasilik
grafikleri Sekil 4.21.B’de verilmistir. Istatistiksel olarak anlamli olmayan uyum
eksikligi degeri ve 1°e yakin R? degeri model uyumunun gézlemlenen ve tahmin edilen
degerler  arasindaki  belirleme  katsayis1  kullanilarak  degerlendirildigini

gostermektedir.



98

Design-Expert® Software A Design-Expert® Software B
99| |Y1PH 12de cozanmas selekoksid miktan Y2 pH 1.2de cozinmus selekoksib miktart
m 99 —
] » | | color points by value of
1 1 |Y2pH 1.27de cozunmus selekoksib miktart o
3 4 1 IS
3 n 95 <
903 =
3 3 ) o
& L @ @ a
a2 ™y (] 5 0]
=} g =]
N | E = a
E |
—~ 504 Ep -
g £ [
£ . £ 5 [
D- 30 = =
203
| 20 o a
|
103 a
B 103

-3.00 -2.00 -1.00 0.00 1.00 200 3.00 T I
200 1.00 0.00 1.00 200

Standardize Artik Standardize Artik

Sekil 4.21. Modele iliskin normal olasilik grafikleri: A; Y1 yanit degiskeni, B; Y>
yanit degiskeni.

Verilerin ¢oklu dogrusal regresyon analizinden sonra, incelenen bagimsiz
degiskenlerin nicel etkisini ve yanitlar {izerindeki etkilesimlerini aciklayan
polinomiyal model denklemleri olusturulmustur. Y yanit degiskeni i¢in olusturulan
denklem Esitlik 4.5. ile, Y» yanit degiskeni i¢in olusturulan denklem Esitlik 4.6. ile

gosterilmistir.

Y I =—73—-70XX;—157.8XXo+26.1 X X3+ 250.5 X X1 Xo+ 2.7 X X1.X3
—105.0 X XoX3+ 12.8 X X1+ 608.9 X X — 1.7 X X5° 4.5)

Yo=—148+ 161X X;+ 1.8 XXo+37.0 X X5+ 188.2 X X1.Xo+ X 0.25 X1X;3

-4.3XXoX3—7.79 X Xi? - 309.2 X X2* - 19.19 X X3° (4.6)

Uc boyutlu cevap yiizey ve kontur grafikleri, yanit degiskenler iizerinde
anlamli etkiye sahip bagimsiz degiskenlerin etkisini daha ayrintili degerlendirebilmek
icin olusturulmus ve veriler grafikler ile gorsellestirilmistir. Farkli formiilasyon
degiskenleri arasindaki etkilesimlerin Y yanit degiskeni iizerine etkisini gosteren
kontur grafikleri Sekil 4.22.°de, ii¢ boyutlu cevap yiizeyi grafikleri Sekil 4.23.’te; Y»
yanit degiskeni tizerine etkisini gosteren kontur grafikleri Sekil 4.24.’te ve ii¢ boyutlu

cevap ylizeyi grafikleri Sekil 4.25.’te verilmistir.
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Sekil 4.22. X, X> ve X3 bagimsiz degiskenleri arasindaki etkilesimlerin Y1 yanit
degiskeni iizerine etkisini gdsteren kontur grafikleri.
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Sekil 4.23. X, X>ve X3 bagimsiz degiskenleri arasindaki etkilesimlerin Y1 yanit
degiskeni iizerine etkisini gosteren ii¢ boyutlu cevap yiizey grafikleri.
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Sekil 4.24. X, X> ve X3 bagimsiz degiskenleri arasindaki etkilesimlerin Y> yanit

degiskeni iizerine etkisini gdsteren kontur grafikleri.
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Model Validasyonu ve Optimum Formiilasyon Secimi

On tarama ve optimizasyon deney tasarimlarmin temel amaci; selekoksibin
¢cozlinlirliiglinii ve ¢Oziinme hizimi arttirmak ve aym1 zamanda ortalama partikiil
biiytikliigiinu kiiciiltmek i¢in optimum ve en iyi formiilasyon ve islem parametrelerini
belirlemektir. Birlikte 6glitme ¢alismalar1 i¢in en uygun yardimeir maddeler 6n tarama
deneyleri ile belirlenmistir ve ardindan kritik formiilasyon ve islem degiskenlerinin
belirlenmesi i¢in faktoriyel deney tasarimi kullanilmistir. Faktoriyel tasarim ile
belirlenen en etkili formiilasyon degiskenleri ve bunlarin etkilesimi merkezi kompozit
deney tasarimu ile ii¢ diizeyde incelenmistir. Bagimsiz degigkenlerin cevap degiskenler
izerine etkisini agiklayan matematiksel modeller kurulduktan sonra pH 12 ve pH
1,2+9%0,2 SLS ¢o6ziinme ortamlarinda hedeflenen ¢oziinmiis selekoksib miktari
strastyla >70 mg/500 mL ve >40 mg/500 mL olmustur. Tasarim alani olusturulmasi
ile arzu edilirlik (desirability) fonksiyonuna sahip optimum formiilasyon
belirlenmistir. Tasarim alant {izerinden kazanilan bilgi ve deneyim sayesinde
PVP:CXB orani en yiiksek 1,5 seviyesinde, SLS:CXB orani1 0,15 ile 0,20 arasinda ve
MAN:CXB oran1 en diisiik, orta ve en yliksek 3 diizeyde tasarlanmistir. Yapilan
deneylere iliskin hata ve arzu edilirlik degerleri ile bu konfigiirasyonlarin deneysel ve
tahmin sonuglar1 Tablo 4.17.’de verilmistir. Optimum formiilasyonun pH 12 ve pH
1,2+9%0,2 SLS ¢oziinme ortamlarina ek olarak FASSIF ¢6ziinme ortaminda da
intrinsik ¢0ziinme hizi testi yapilmistir. Yapilan deneysel ¢aligmalar sonucunda
optimum formiilasyondaki PVP:CXB, SLS:CXB ve MAN:CXB agirlik oranlari
strastyla 1,5; 0,2; 0,5 olmustur.
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Tablo 4.17. Arzu edilirlik fonksiyonuna dayali optimum birlikte Ogiitiilmiis
selekoksib formiilasyonuna iliskin deneysel ve dngdriilen sonuglari.

Formiilasyon X; X, X3 Deneysel ve Y Y.

Denemesi Ongoriilen Sonuclar

1 1,6 0,15 1,0 Tahmin edilen 77,3 46,6
Deneysel 83,2 49,1
Hata (%) 7,63 53
Arzu edilirlik 0,85

2 1,5 0,2 1,5 Tahmin edilen 88,6 472
Deneysel 87,0 423
Hata (%) 1,8 10,3
Arzu edilirlik 0,91

3* 1,5 0,2 0,5 Tahmin edilen 83,1 49,1
Deneysel 90,0 47,2
Hata (%) 8,3 3.8
Arzu edilirlik 0,90

*3 numarali deneme, optimum formiilasyonu temsil etmektedir.

4.7. Mikronalti/Nano-boyutta Selekoksib Bilesimlerinin Optimizasyonu:

Bayes Optimizasyonu

Bayes optimizasyonunda, Gauss siireci vekil modelini baglatmak {izere
merkezi kompozit deney tasariminda yer alan 8 deney ve bu deneylere iliskin Y2 (pH
1,2+9%0,2 SLS’de 120. dakikada ¢oziinmiis selekoksib miktar1) yanit degiskeni verileri
kullanilmistir (Tablo 3.10.). Bu veriler ile BO deney tasariminin ilk 2 deneyi
belirlenmistir. BOO1 ve BO02 kodlu formiilasyonlarin intrinsik ¢6ziinme hiz1 testleri
yapilmis, Y2 yanit degisken degeri tespit edilmistir. Bu iki formiilasyona iliskin deney
sonuglari ile vekil modelden Beklenen lyilestirme (EI) ve Giiven Sinir1 (CB) edinme
fonksiyonlar1 kullanilarak yeni 2 deney i¢in girdi 6nerisi alinmigtir. Ardindan modelin
onerdigi BO03 ve BO04 deneyleri yapilmistir. Benzer sekilde her yinelemede iki
deney yapilmis ve toplam 6 yinelemede deney tasarimi tamamlanmigstir. Tablo
4.18.°de BO tarafindan oOnerilen kiimiilatif deney tasarim matrisi ve Y2 yanit
degiskenine iligkin sonuglar verilmistir.

BO sonuglarma bakildiginda BO07’den itibaren, X; ve X degiskenlerinde

edinme fonksiyonunun ¢ok biiyiik degisiklik yapmadig1 ve daha ¢ok “yararlanma”
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stratejisi giittiigli, X3 degiskeninde “kesfetme” stratejisi izledigi gozlenebilir. BO,
optimum formiilasyona ulagsmak i¢in “yararlanma” ve “kesfetme” stratejileri ile
BOO07’den itibaren X; i¢in 1,56 - 2 araligini, X»i¢in 0,14 - 0,175 araligini, X3 i¢in 0,5
— 1,95 araligim1 taramigtir. BOO7’den itibaren BO’nun, merkezi kompozit deney
tasarimi ile de belirlenen optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib formiilasyonuna ¢cok

yakin formiilasyon bilesimleri 6nerdigi goriilmiistiir.

Tablo 4.18. BO tarafindan 6nerilen deney tasarimina iligkin analiz sonuglari.

Formiilasyon Kodu Bagimisiz Degiskenler Yanit Degisken*
X1 X X3 Y2
BOO1 1,23 0,14 0,79 45,0
BOO02 1,92 0,02 0,64 1,7
BOO03 0,81 0,19 1,13 16,4
BO04 1,63 0,15 1,04 49,1
BOO05 1,44 0,16 0,9 47,8
BOO06 1,55 0,05 1,28 9,6
BOO07 1,99 0,175 0,81 46,2
BOO08 1,56 0,156 0,85 46,1
BO09 1,85 0,16 1,95 36,0
BO10 1,7 0,16 0,9 48,5
BO11 1,9 0,16 1,2 48,0
BO12 2 0,14 0,5 48,4

R yaziliminda dogrudan ortalama degerlerin kullanilmas: nedeniyle tabloda sadece ortalama degerler
sunulmustur.

4.8. Mikronalti/Nano Boyutta Selekoksib Bilesimlerinin Karakterizasyonu
4.8.1. Coziiniirlilk

Merkezi kompozit deney tasarimi ile optimize edilen optimum birlikte
ogitiilmis selekoksib bilesimi, bu bilesime iligskin fiziksel karisim, iglem gérmemis
selekoksib etkin maddesi ve referans tiriin Celebrex® Kapsiil i¢in ¢oziiniirliik deneyleri
yapilmistir. %0,2 oraninda SLS iceren pH 1,2; pH 4,5; pH 6,8 ortamlar1 ve saf su
ortaminda yapilan ¢Oziinilirliik deneylerine iliskin karsilastirmali veriler Tablo

4.19.’da, cubuk grafikleri ise Sekil 4.26.’da verilmistir.
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Tablo 4.19. Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi, fiziksel karigim, iglem
gdormemis selekoksib etkin maddesi ve Celebrex® Kapsiil ¢oziiniirliik

sonuclar1 (pg/mL).
Formiilasyon pH 1,2+%0,2 pH 4,5+%0,2 pH 6,8+%0,2 Safsu
SLS SLS SLS

Optimum birlikte 6giitilmiis  149,3+1,4 153,9+1,1 169,2+2.3 8,6+1,1
selekoksib bilesimi

Fiziksel Karigim 71,2+1,56 75,5+£2.,4 88,7+3,61 2,3+0,8
Selekoksib (Islem géormemis)  64,8+1,6 64,7+1,8 76,8+2,4 1,8+0,5
Celebrex® Kapsiil 73,2+1,2 73,9+0,6 86,5+2,6 2,8+0,4

n =3, sonuglar ortalama+standart sapmalar1 olarak sunulmustur.

Optimum birlikte 06giitlilmiis selekoksibin ¢oziintirliigli, islem gérmemis
selekoksib ile kiyaslandiginda pH 1,2+%0,2 SLS, pH 4,5+%0,2 SLS ve pH 6,8+%0,2
SLS ¢ozlinme ortamlarinda 2 kat; saf su ¢éziinme ortaminda ise 4,8 kat artirilmistir
(p<0.05, Mann-Whitney analizi). Ayni1 zamanda, optimum birlikte Ogiitlilmiis
selekoksibin tiim ¢oziinme ortamlarindaki ¢oziiniirligii referans triin Celebrex®
Kapsiil’den daha ytiksektir (p<0.05, Mann-Whitney analizi). Diger yandan, &giitme
bilesimindeki yardimci maddelerin igeriginin etkisi nedeniyle fiziksel karigimin
¢oziiniirligli kabul edilebilir degerlerdedir. Fiziksel karisimdaki selekoksibin sudaki
¢oziiniirligl 2,3+0,62 pg/mL iken islem gérmemis selekoksibin sudaki ¢oziiniirligi

1,8+0,33 pg/mL’dir (p>0.05, Mann-Whitney analizi).

175 -
= Optimum Birlikte O giitiilmiis Selekoksib

150 4 m Celebrex® Kapsiil
Selekoksib (Islem gormemis)

125 4 m Fiziksel Karigim
100 A

75 4 I

I -
50 4
25 A
0 = -__—L

pH 1.2 +9%0.2 SLS pH 4.5 +%0.2 SLS pH 6.8 +%0.2 SLS Su

Coziiniirlik (ug/mL)

Sekil 4.26. Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi, fiziksel karisim, islem
gdrmemis selekoksib etkin maddesi ve Celebrex® Kapsiil ¢6ziiniirliik sonuglarina
iligkin karsilagtirmali cubuk grafikleri (n = 3, hata ¢ubuklar1 standart sapmalari
gostermektedir).
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4.8.2. intrinsik Céziinme Hiz1

Selekoksibin ¢oziinme akisi, sabit yiizey alanindan ¢dziinme hizi ile tayin
edilmistir. Intrinsik ¢6ziinme hiz1 testinde, 0,5 cm?’lik sabit ¢dziinme yiizey alanindan
birim zamanda ¢0zlinmiis selekoksib miktar1 belirlenmistir. 500 mL, pH 1,2+%0,2
SLS, pH 4,5+%0,2 SLS, pH 6,8+%0,2 SLS, pH 12 ve FASSIF ¢6zlinme ortamlarinda
birim zamanda 0,5 cm?’lik yiizey alanindan ¢oziinmiis selekoksib miktarlar1 Tablo
4.20.,4.21.,4.22.,4.23. ve 4.24.te verilmistir. Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib
bilesimi, fiziksel karisim, islem gormemis selekoksib etkin maddesi ve Celebrex®
Kapsiil i¢in sabit yiizey alanindan zamana kars1 ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 verileri
kullanilarak basit dogrusal regresyon analizi uygulanmis ve regresyon denklemleri
olusturulmustur (Sekil 4.27.). Regresyon grafikleri ve denklemleri, dogrusal bir grafik
elde edebilmek amaciyla pH 1,2+%0,2 SLS, pH 4,5+%0,2 SLS ve pH 6,8+%0,2 SLS
icin ilk 15 dakika sonuglari; pH 12 i¢in ise daha hizli ¢dziinme profilinden dolay1 ilk
5 dakika sonuglar1 kullanilarak olusturulmustur. Olusturulan regresyon dogrularinin
egimi ve 0.5 cm?’lik yiizey alami ile Esitlik 2.5.te verilen formiile gore hesaplanan
IDR degerleri Tablo 4.25.’te verilmistir. pH 1,2+%0,2 SLS, pH 4,5+%0,2 SLS ve pH
6,8+%0,2 SLS c¢oziinme ortamlarindaki karsilastirmali intrinsik ¢6ziinme hizi
grafikleri Sekil 4.28.’de, FASSIF ¢o6ziinme ortamindaki karsilastirmali intrinsik

coziinme hiz1 grafigi Sekil 4.29.’da verilmistir.



Tablo 4.20. 500 mL pH 1,2+%0,2 SLS ¢6zlinme ortaminda ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 (mg).
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Numune Adi Ornekleme Zamam (dakika)
0 3 6 9 12 15 30 60 920 120
Optimum Birlikte Ogiitiilmiis Selekoksib 0,0 8,5+0,3 18,7+1,2 27,5£3,6 37,742,8 44,1443 45,6+3,9 472435 49,0£2,6 49,5+1,9
Celebrex® Kapsiil 0,0 1,9+0,4  4,8+0,5 8,2+0,8 11,3+1,2  14,3+£1,7 21,1x1,4  30,4+1,1 34,9+1,9 36,023
Selekoksib (Islem Gérmemis) 0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 0,8
Fiziksel Karigim 0,0 0,9+0,3 1,7+0,4 2,3+0,4 2,9+0,6 3,8+0,9 4,6x1,2 6,3+1,7 8,8+2,5 10,9+2,8
n =3, sonuglar ortalamatstandart sapmalar1 olarak sunulmustur.
Tablo 4.21. 500 mL pH 4,5+%0,2 SLS ¢6zlinme ortaminda ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 (mg).
Numune Adi Ornekleme Zamam (dakika)
0 3 6 9 12 15 30 60 920 120
Optimum Birlikte Ogiitiilmiis Selekoksib 0,0 9,8+1,0 20,1+2,0 28,9+£3,0 39,2442 46,3+24 473+1,7 479+22 483+£1,9 49,5+2,1
Celebrex® Kapsiil 0,0 6,9+0,4 12,6+£0,9 17,7€1,2 23,8+1,2 272423 28,6+£3,1 30,919 334+3,5 36,1+2,9
Selekoksib (Islem Gérmemis) 0,0 0,2+0,1  0,3£0,1 0,4+0,2 0,4+0,2 0,5+0,2 0,9+0,4 1,4+0,6 1,6+0,8 2,3+0,7
Fiziksel Karigim 0,0 1,1+0,5 1,9+0,9 2,5+0,4 3,3+1,2 3,9+1,4 4,6+2,1 6,1+1,9 9,0£2,8 11,1£3,1
n =3, sonuglar ortalama+tstandart sapmalar1 olarak sunulmustur.
Tablo 4.22. 500 mL pH 6,8+%0,2 SLS ¢6zlinme ortaminda ¢oziinmiis selekoksib miktar1 (mg).
Numune Adi Ornekleme Zamam (dakika)
0 3 6 9 12 15 30 60 920 120
Optimum Birlikte Ogiitiilmiis Selekoksib 0,0 9,3+0,5 20,7+2,1 30,0£3,3 40,4+1,9 47,7435 49,54£3,1 51,1429 52,7424  542+1,9
Celebrex® Kapsiil 0,0 9,5+1,3 17,742,1 24,4+35 30,0+4,1 34,1£22 372+1,8 38,8+2,7 40,9+£3,6 41,542
Selekoksib (Islem Gérmemis) 0,0 0,1+0,1  0,240,1 0,3+0,2 0,4+0,3 0,5+0,3 1,1+0,4 1,6+0,6 2,1+0,6 2,5+0,9
Fiziksel Karigim 0,0 1,5+0,4 2,3+1,1 2,8+1,5 3,6+1,2 4,4+0,9 5,2+1,8 6,7+2,1 9,242.8 11,443,1

n =3, sonuglar ortalamatstandart sapmalar1 olarak sunulmustur.



Tablo 4.23. 500 mL pH 12 ¢6zlinme ortaminda ¢6ziinmiis selekoksib miktari (mg).
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Numune Adi Ornekleme Zamam (dakika)

0 1 2 3 4 5 10 20 30 60
Optimum Birlikte Ogiitiilmiis Selekoksib 0,0 3,6+1,1 104+2,6 192431 26,0£2,6 32,0£3,7 52,4+3,6 742+29 81,9£3,1 89,1+2,9
Celebrex® Kapsiil 0,0 4,5+1,6 7,5+34 10,6£1,9 13,6+£2,2  15,5£2,8 21,9+3,2 32,64+2,6 41,5£3,8 48,843,3
Selekoksib (Islem Gérmemis) 0,0 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,9+0,2 1,8+0,3 2,1£0,6 4,1£0,7
Fiziksel Karisim 0,0 0,6+0,3 1,1+0,6 1,9+1,1 2,6+1,4 3,3+1,7 4,8+2.2 6,4+1.4 8,9+1,9 12,0+2,1

n =3, sonuglar ortalamatstandart sapmalar1 olarak sunulmustur.

Tablo 4.24. 500 mL FASSIF ¢oziinme ortaminda ¢oziinmiis selekoksib miktar1 (mg).

Numune Adi Ornekleme Zamam (dakika)

0 15 30 60 90 120
Optimum Birlikte Ogiitiilmiis Selekoksib 0,0 27,0+1,4 30,0+1,7 31,3+2,0 32,3+2.8 33,8+3,3
Celebrex® Kapsiil 0,0 10,9+0,9 14,714 16,7+1,5 19,3+2.1 20,8+2.4

n =3, sonuglar ortalama+tstandart sapmalar1 olarak sunulmustur.

Tablo 4.25. pH 1,2+%0,2 SLS, pH 4,5+%0,2 SLS, pH 6,8+%0,2 SLS ve pH 12’de selekoksibin intrinsik ¢oziinme hiz1 (mg/dk/cm?).

Formiilasyon Coziinme Ortami

pH 1,2+%0,2 SLS pH 4,5+%0,2 SLS pH 6,8+%0,2 SLS pH 12
Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib 6,0307 6,1302 6,4287 14,455
Celebrex® Kapsiil 2,0904 3,4533 4,0971 5,6141
Selekoksib (Islem gormemis) 0,0296 0,0497 0,0667 0,25
Fiziksel Karisim 0,47 0,4667 0,4733 1,38

n =3, sonuglar ortalama+tstandart sapmalar1 olarak sunulmustur.
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pH 1.2+%0.2 SLS

pH 1.2+%0.2 SLS

PH 1.24%0.2 SLS

pH 1.2+%0.2 SLS

~ 60 - 60 - 5 - 60
5 —&— Optimum Birlikte Ogitilmils Selekoksib g —e— Celebrx® Kapsill g —— Selekoksib (s lem Gormemis) El —&— Fiziksd Kansim
r‘é --------- Dogrusal (Optimum Birlikte Oitalms Selekoksib ) -‘é ......... Dogrusal (Celebrex® Kapsil) -§ 44 Dognusal (Selekoksib (lslem Gormemis) -g .. Dofusal (Fiziksel Kangum)
s 40 s 40 s s 40
-gg Aga y=1,0452x - 1,2788 §?n -ga
] & R*=0,9993 =0,0148x + 0,0201 5
$E2 3E2 3E 2 Y R 20988 2E2 y=0235x+0,195
- y=3,0153x +0,1544 - // o 1 2 2 = 0,9956
Bl =0,9948 = -l -1
e e
E 04 . . . : S 5 0+ : : : : ) E 0+ * ; * : Y E 0+ ’ ; : : ,
58 0 3 6 9 12 15 8 0 3 6 9 12 15 5 0 3 6 9 12 15 8 0 3 6 9 12 15
Zaman (dk) Zaman (dk) Zaman (dk) Zaman (dk)
60 pH 4.5+%0.2 SLS 60 pH 4.5+%0.2 SLS 5 pH 4.5+%0.2 SLS 60 pH 4.5+%0.2 SLS
g —e— Optimum Birlikte Oftilmis Sclekoksib g —e— Celebrex® Kapsiil g —e— Sclekoksib (Iylem Gérmemis) g —e— Fiziksd Kangm
% --------- Dogrusal (Optimum Birlikte Oitilmils Selekoksib ) g --------- Dogmsal (Celebrex® Kapsiil) -g 4 -+ Dogmsal (Selekoksib (lslem Gormemis)) % ++ Dogrusal (Fizksd Kangim)
2 40 o 40 y=1,7267x +2,07 £ E L
z G R?=0,9939 w3 G
- -~ - -~
£9 "Q‘?D ‘g?“Z y =0,0248x +0,1415 9
L’é 25 25 vl i 25 y=0,2333x + 0,44
g=20 y=3,0651x+1,2582 5 =20 2 R 09838 8=20 R =0,9976
=1 R?=0,9966 1 g 1 ,é’
5 0+ - - - : . E 0+ - - - ) E 0+ - - - . g 0+ - - - .
S 0 3 6 9 12 15 S 0 6 9 12 15 S 0 6 9 12 15 S 0 6 9 12 15
Zaman (dk) Zaman (dk) Zaman (dk) Zaman (dk)
60 pH 6.8+%0.2 SLS 60 pH 6.8+%0.2 SLS 5 pH 6.8+%0.2 SLS 60 pH 6.8+%0.2 SLS
E —e— Optimum Birlikte Oitiilmiis Sclekoksib g —&— Celebrex® Kapsiil g —e— Sclekoksib (slem Gormemis) g —e— Fiziksdl Kangm
F— S EER Dogmusal (Optimum Birlikte Oiitiilmiis Selkoksib ) -~ IR I Dogmnsal (Celebrex® Kapsiil) y =2,0485x + 4,6929 -g 4 { e Dogmusal (Selekoksib (slem Girmemis)) -g ......... Dogrusal (Fizksd Kangim)
£ g R*=0,9844 g £
s 40 2 4 2 3 5 Y
<% £ 28, y=0,0333x +0,0058 £
3E2 3E2 s & R*=0,9934 $E20
e y=3,2144x +0,6747 EAd Ed 3 9= y=02367x +0,79
z 2= 0,9953 =z Z 1 ,g R =0,9947
E 04 . ; . . . § 04 . . . . . § 04 '——‘”""’_—_—P——d g o+ —
5 0 3 6 9 12 15 8 0 3 6 9 12 15 5 0 6 9 12 15 8 0 3 6 9 12 15
Zaman (dk) Zaman (dk) Zaman (dk) Zaman (dk)
H 12 H 12 H 12 H 1
60 P 60 P 5 P _ 60 pH 12
g —e— Optimum Birlikte Ofitiimiis Selckoks b § —e— Celebrex® Kapsil g —e— Sclekoksib (lslem Gormenis) 5 —e— Fizksd Kansm
r‘é + Dogrusal (Optimun Birlikte Oiitilm i Selekoksib ) -g ......... Dogrusal (Celebrex® Kapsil) é 44 Dogrusal (Selekoksib (I leam Gormemis)) % --------- Dogrusal (Fiziksel Kangim)
o 40 o 40 o o 40
f‘ ® g ® y=2,807x +1,8907 S o~ S ~
L E 2 g R?=0,9938 32 y=0,1013x-0,1013 G
3 £20 2 =20 g & R*=0,9989 3 =20 y=0,69x-0,17
- R 2=
z y 7%2135(,9936.4501 =z /’4 z 1 &z R?*=0,996
9 —o
8 0 1 2 3 4 5 8 0 1 2 3 4 5 5 0 3 8 0 1 2 3 4 5
Zaman (dk) Zaman (dk) Zaman (dk) Zaman (dk)

pH 6,8+%0,2 SLS ve D: pH 12).

Sekil 4.27. Intrinsik ¢dziinme hiz1 deneylerine iliskin regresyon grafikleri ve denklemleri (A: pH 1,2+%0,2 SLS, B: pH 4,5+%0,2 SLS, C:
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Sekil 4.28. Karsilagtirmali intrinsik ¢éziinme hiz1 grafikleri (A: pH 1,2+%0,2 SLS, B: pH 4,5+%0,2 SLS, C: pH 6,8+%0,2 SLS, D: pH 12
(mg/500 mL) (n = 3, hata cubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir).
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Sekil 4.29. FASSIF ¢6ziinme ortaminda karsilastirmali intrinsik ¢oziinme hiz1 grafigi
(mg/500 mL) (n = 3, hata ¢cubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir).

4.8.3. Diferansiyel Taramalh Kalorimetri (DSC)
Ogiitme bilesiminde yer alan her bir maddeye iliskin termogramlar Sekil

4.30.’da verilmistir. Farkli sicaklik artiglarinda optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib

ve fiziksel karisima iligkin termogramlar Sekil 4.31.’de verilmistir.
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«Mannitol (MAN)

~ /Integral -1872.27 mJ
‘ , Onset 165.18°C
Peak 168.03°C
. Endset 173.19°C
~ S'elekoksm (CXB) Heating Rate 10.00 °Cmin”-1
Integral -697.59 mJ
Onset 161.10°C
50 Peak 162.24 °C
mw Endset 166.07 °C
Heating Rate  10.00 °Cmin”-1
N Sodyum Lauril Siilfat (SLS)
Integral -100.16 mJ
Onset 110.36 °C
Peak 114.40°C Integral -404.02 mJ
| Endset 117.48°C Onset 195.77 °C
Heating Rate 10.00 °Cmin”-1 Peak 199.30 °C
Endset 204.18 °C
Heating Rate 10.00 °Cmin”-1
30 40 50 60 70 80 920 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 °C
0 1 2 3 4 5] 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 min
IMETTLER TOLEDO

STAR® SW 16.30

Sekil 4.30. Ogiitme bilesiminde yer alan maddelerin DSC termogramlari.
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Optimum Birlikte Ogiitiilmiis Selekoksib

ma

Fiziksel Karisim

Integral 4813 mJ
Onset 149.85 °C
Peak 156.16 °C
Endset 159.77 °C

Heating Rate  5.00 °Cmin”-1

7

Fiziksel Karisim

10
mw

Heating Rate

Onset

Integral

10.00 °Cmin*-1

-144.03 mJ
164.31°C

Integral -104.16 mJ
Onset 163.90 °C
Integral -15.19 mJ o
Onset 156.58 °C Peak 165.84 °C
Peak 158.62 °C Endset 166.87 °C
Endset 160.24 °C Heating Rate  5.00 °Cmin”-1
H Heating Rate  5.00 °Cmin”-1
¢ 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 °C
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 min
METTLER TOLEDO STAR SW 16.30
Optimum Birlikte Ogiitiilmiis Selekoksib Integral -63.81mJ
Onset 148.70°C
Peak 156.58 °C
Endset 161.52°C

Fiziksel Karisim

Heating Rate

15.00 °Cmin*-1

Integral -2.05mJ o

Onset 158.77°C Peak 166.52°C

Peak 160.14°C Endset 169.28 °C

Endset 161.46 °C Heating Rate  10.00 °CminA-1

Heating Rate  10.00 °CminA-1

90 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 °©
6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 min
STAR® SW 16.30
Integral -102.56 mJ
Optimum Birlikte Ogiitiilmiis Selekoksib Onset 144.93 °C

Peak 156.45 °C
Endset 161.98 °C

N

10
mwW
Integral -129.30 mJ
Onset 165.33°C
Integral -3.82mJ Peak 167.58°C
Onset 160.34 °C Endset 171.55°C
Peak 161.90 °C Heating Rate  15.00 °Cmin*-1
- Endset 163.52 °C
Heating Rate  15.00 °Cmin*-1
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 °C
0.0 0.5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110115120 125 130135 140 min
METTLER TOLEDO STAR SW 16.30

Sekil 4.31. Farkli sicaklik artiglarinda optimum birlikte 6giitliilmiis selekoksib ve
fiziksel karisima iliskin termogramlar.
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4.8.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Ogiitme bilesimindeki selekoksib, mannitol, polivinilpirolidon ve sodyum
lauril stilfat maddelerine iligkin FTIR spektrumlart Sekil 4.32.°de, optimum birlikte
ogitiilmiis selekoksib bilesimi ve bu bilesime iliskin fiziksel karisimin karsilagtirmal

FTIR spektrumlar1 Sekil 4.33.’te verilmistir.
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Sekil 4.32. FTIR spektrumlari: a) selekoksib b) mannitol, c¢) polivinilpirolidon, d) sodyum lauril siilfat, €) optimum birlikte 6giitiilmiis
selekoksib bilesimi ve f) optimum bilesime iligkin fiziksel karigim.
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Optimum birilikte égiitiilmiis selekoksib

| Fiziksel karisim

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm-1)

Sekil 4.33. Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib ve fiziksel karigima iliskin karsilagtirmali FTIR spektrumlart.



118

4.8.5. X-Isim Difraksiyonu (XRD)

Analizi yapilan tiim Orneklere iliskin X-151m1 difraktogramlart Sekil 4.34.’te
verilmistir.

Tiim deneylerde polimorfik yapist kristal Form-III olan selekoksib etkin
maddesi kullanilmistir. Kristal selekoksibin X-1gm1 difraktometresinde verdigi
karakteristik keskin pikler 16,0; 19,6; 21,5; 22,3; 23.,4; 25,3 ve 29,4°°+0,2° 26
degerlerinde iken; kristal Form-III i¢in karakteristik keskin pikler 5,3; 10,7; 11,0; 13,0;
14,8; 16,1; 17,9; 18,4; 18,7; 19,6; 21,5; 22,1; 22,4; 23,4; 25,3 ve 29,5°+0,2° 26
degerlerinde gozlenmektedir. Sekil 4.34. (a) ile gosterilen difraktogram islem
gormemis kristal Fom-III yapisindaki selekoksibe iliskindir. Sekil 4.34. (b) ile
gosterilen difraktogram ise selekoksib etkin maddesinin tek basina 4 saat boyunca 500
devir/dk 6giitme hizinda kuru 6giitme islemine maruz birakilmis 6rnegine iliskindir.
Sekilden de goriildiigii tizere selekoksibin hem kristal hem de kristal Form-III yapisina
karakteristik olan pikler korunmaktadir ve sadece Oglitme sonucu partikiil
biiytikliigiiniin kiiciilmesine nedeniyle pik siddetinde azalma meydana gelmistir. Sekil
4.34. (c) ile gosterilen difraktogram, birlikte ogiitiilmiis selekoksib:PVP (1:1)
bilesimine iliskindir. Selekoksibin PVP ile birlikte 6giitiilmesi sonucunda kristal form
tamamen amorf sekle donlismiistiir. Bununla birlikte Sekil 4.34. (d) ve Sekil 4.34. (e)
ile gosterilen difraktogramlarda 6giitme bilesimine mannitoliin eklenmesi sonucu
kristal sekilden tamamen amorf sekle doniisiim engellenebilmistir. Ek olarak her iki
formiilasyonun da partikiil biiytlikliiginlin 1000 nm’den kii¢iik olmasi nedeniyle

piklerin siddeti azalmistir.
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Sekil 4.34. X-1511 difraktogramlari: a) selekoksib b) tek basina 6giitiilmiis
selekoksib (FO1), c) birlikte 6giitlilmiis selekoksib ve polivinilpirolidon (F03), d)
optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi (polivinilpirolidon>mannitol), ¢)
birlikte 6giitiilmiis selekoksib, polivinilpirolidon, mannitol ve sodyum lauril stilfat

(PB06) (polivinilpirolidon<mannitol) ve f) fiziksel karigim.

4.8.6. Partikiil Biiyiikliigii

On tarama deneyleri kapsaminda hazirlanan formiilasyonlarm partikiil
biiytikliigii 350-1120 nm araliginda bulunmustur. Plackett-Burman deney tasarimi
kapsaminda hazirlanan formiilasyonlarin partikiil biiytkligi ise 350-1100 nm
araliginda bulunmustur. Merkezi kompozit ve Bayes optimizasyonu deney
tasarimlarinda hazirlanan formiilasyonlar igin partikiil biiylikligii yanit degisken
olarak degerlendirilmediginden bu formiilasyonlar i¢in partikiil biiyiikligi 6l¢iimii
yapilmamistir. Ancak optimum formiilasyon, bu formiilasyona iligkin fiziksel karisim
ve referans iirlin i¢in yapilan partikiil biiyiikligii olciim grafikleri Sekil 4.35.°te
verilmistir. Islem gérmemis selekoksib etkin maddesinin partikiil biiyiikliigii dagilim
grafigi Sekil 4.6.’da verilmistir, ancak optimum birlikte &giitiilmiis selekoksib ile

karsilastirilabilmesi i¢in dinamik 151k sa¢ilimi (DLS) yontemi ile de 6l¢iim yapilmistir.
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Results Results
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n... Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 184.0 Peak 1: 2442 100.0 137.7 Z-Average (d.nm): 1438 Peak 1: 1868 100.0 960.0
Pdi: 0.238 Peak 2: 0.000 0.0 0.000 Pdi: 0.209 Peak 2: 0.000 00 0.000
Intercept: 0.926 Peak 3:  0.000 0.0 0.000 Intercept: 0701 Peak 3:  0.000 0.0 0.000
Result quality :  Good Optimum Birlikte Ogiitiilmiis Selekoksib Result quality :  Good Fiziksel Karisim
Size Distribution by Intensity Size Distribution by Intensity
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. . o ity
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n... 2-Average (d.nm): 3010 Peak 1: 2135 100.0 3728
. : . 1168 96.7 212.9
Z-Average (d.nm): 3273 Peak 1: Pdl: 0743 Peak2:  0.000 0.0 0.000
Pdl: 0.618 Peak2: 5560 33 0-000 Intercept: 0.695 Peak 3:  0.000 00 0.000
Intercept: 0.718 Peak 3:  0.000 0.0 0.000 i _
b (e o iq Result quality :  Refer to quality report Celebrex® Kapsiil
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Sekil 4.35. Selekoksib, optimum birlikte 6giitliilmiis selekoksib, fiziksel karisim ve Celebrex® Kapsiil’e iliskin partikiil biiytikliigii 6l¢iim
grafikleri.
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4.8.7. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Islem gormemis selekoksib, polivinilpirolidon, sodyum lauril siilfat ve
mannitol ile birlikte o6gitiilmiis selekoksibin SEM mikrograflar1 Sekil 4.36.’da
gbsterilmistir. Islem gormemis selekoksib kristal yapidadir ve ortalama partikiil
biiytikliigii 1,4 -7,0 pm araliginda dl¢iilmiistiir (Sekil 4.36. (a) ve (b)). Birlikte 6giitme
bilesimine PVP ve SLS’nin eklenmesi, ortalama partikiil biiytlikliiglinde 6nemli bir
azalma saglamistir ve iki yardimecr madde, stabilizan gdrevi gorerek partikiillerin
agregasyonunu Onlemistir. Sonug olarak, partikiillerin kristal yapisinin azalmasina
ragmen partikiiller daha homojen morfolojiye sahip olmustur (Sekil 4.36. (c)). Ogiitme
bilesimine PVP ve SLS’ye ek olarak mannitoliin eklenmesi sonucunda partikiillerin
kristal seklinde meydana gelen degisim azalmistir (Sekil 4.36. (e), (f)). Ancak giitme
bilesimindeki mannitol oraninin PVP’den yiiksek olmasi durumunda kristal formda
meydana gelen degisiklik daha ¢ok azalmistir (Sekil 4.36. (d)). Ogiitme bilesime
iliskin fiziksel karisgimda ise selekoksib partikiilleri daha biiyiik boyutta ve kristal
sekildedir (Sekil 4.36. (g)).

4

SEMHV: 50kV  Date(m/dly): 09/18/19 | GAIA3 TESCAN

View field: 20.8 pm Det: SE 5 pm ‘\
SEM MAG: 10.0 kx Date(m/d/y): 09/18/19 HUNITEK L'/}

~. DTN
SEM HV: 50 kV Date(m/dly): 09/18/19 |

View field: 41.5 ym Det: SE 10 pm
SEM MAG: 5.00 kx Date(m/dly): 09/18/19

Sekil 4.36. SEM goriintiileri: (a) ve (b) islem gérmemis selekoksib.



SEMHV: 5.0kV | Date(m/dly): 09/15119 SEMHV: 5.0kV | Date(m/dly): 09/18/19
View field: 20.8 pm Det: SE 7 VW View field: 20.8 pm Det: SE
SEM MAG: 10.0 kx  Date(m/dly): 09/18/19 SEM MAG: 10.00 kx  Date(m/dly): 09/18/19

e
P

Hivac = GAIA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV Date(m/dly): 09/18/19

View field: 20.8 pm : 4. 17 View field: 20.8 ym Det: SE 5 pm
HUNITEK ||

SEM MAG: 10.0 kx SEM MAG: 10.0 kx Date(m/d/y): 09/18/19

Hivac Det: SE | GAIA3 TESCAN

View field: 20.8 ym BI: 4.00 5 pm )
SEM MAG: 10.0 kx WD: 4.90 mm HuNITEK ([
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GAIA3 TESCAN

™M
HuNITEK

GAIA3 TESCAN

Y
NUNITEK

Sekil 4.36. (devam) SEM goriintiileri: (¢) birlikte 6giitiilmiis selekoksib ve
polivinilpirolidon (F03), (d) birlikte 6giitiilmiis selekoksib, polivinilpirolidon,
mannitol ve sodyum lauril siilfat (PB06) (polivinilpirolidon<mannitol), (e) ve (f)
optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi (polivinilpirolidon>mannitol), (g)

fiziksel karigim.
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4.8.8. Stabilite Calismalar

PVP, MAN ve SLS yardimci maddeleri ile birlikte kuru 6glitme yontemi
kullanilarak hazirlanan optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimlerinin
fizikokimyasal stabilitesini aragtirmak ve tespit etmek amaciyla hizlandirilmis kosul
(40°C = 2°C/%75 BN £ %5 BN) ve uzun déonem kosulunda (25°C £ 2°C/%60 BN =+
%35 BN) 3 aylik stabilite calismalar1 yapilmistir. Stabilite calismasina iligskin analiz
sonuclar1 Tablo 4.26.’da, X-1s1n1 difraktogramlar1 Sekil 4.37.’de verilmistir. Optimum
bilesimin partikiil biiyiikliigii baglangi¢ degerine gore artmistir ancak tiim sonuglar 300
nm’nin altinda tespit edilmistir. Polidispersite indeksi (PDI) degeri 3. ayin sonunda da
0,5’in altinda bulunmustur. Fiziksel karigimin ortalama partikiil biiyiikligii ve PDI
degerinin, her iki stabilite kosulundaki 3 aylik periyodun sonunda stabil oldugu
bulunmustur. Optimum bilesimin intrinsik ¢ézlinme hizinda azalma tespit edilmis, bu

durum fiziksel karigimda da s6z konusu olmustur.

Tablo 4.26. Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib ve fiziksel karigima iligkin 3
aylik stabilite analiz sonuglari.

Optimum birlikte 6giitiillmiis Zaman Miktar  Coziinmiis Ortlama PDI

selekoksib (ay) Tayini selekoksib Partikiil
(%) (mg) Bityiiklugii
(nm)
40°C + 2°C/%75 BN + %5 BN 0 100,5 92,2 184 0,24
1 101 85,8
2 98,7 83,2
3 98,2 77,2 219 0,30
25°C +2°C/%60 BN + %5 BN 3 99,8 84,0 217 0,33
Fiziksel Karisim Zaman Miktar  Coziinmiis Ortalama  PDI
(ay) Tayini selekoksib Partikiil
(%) (mg) Bityiiklugii
(nm)
40°C + 2°C/%75 BN + %5 BN 0 103 22,6 1438 0,21
1 101 22,0
2 99,5 17,2
3 99,8 13,8 1406 0,30
25°C +2°C/%60 BN + %5 BN 3 102 24,8 1493 0,25
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Stabilite kosullarinda polimorfik yap1 degisikligi X-1s1m1 difraksiyonu ile
degerlendirilmistir. Sekil 4.37.’de verilen X-1s11 difraktograminda stabilite siiresince
selekoksibin karakteristik piklerinde 6nemli bir fark olmadigini gosterilmistir.
Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib ve fiziksel karisimin, her iki stabilite

kosulunda da {i¢ ayin sonunda stabil oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.37. Optimum birlikte 6giitlimiis selekoksibin X-Isin1 difraktogramlari: (a)
baslangi¢ (b), 40°C, %75 BN’de 3. ay, (c) 25°C, %60 BN’de 3. ay ve fiziksel
karigimin X-Isin1 difraktogramlari: (d) baslangig. (e) 40°C, %75 BN’de 3. ay, (f)
25°C, %60 BN’de 3. ay.

4.9. Mikronalti/Nano Boyutta Selekoksib Bilesimleri ile Formiilasyon

Cahismalan

Formiilasyon ¢aligmalarina baglamadan 6nce piyasada yer alan Celebrex®
Kapsiil referans tirtiniiniin kalite profili belirlenmistir. Hedef iiriiniin; kalitatif bilesimi
belirlenerek, goriiniis, miktar tayini, ortalama agirlik, % nem igerigi, ¢oziinme
degerleri gibi karakterizasyon testleri yapilmis ve olusturulan hedef {iriin profiline
benzer bir formiilasyon gelistirilmistir. Referans iiriiniin kalitatif ve kantitatif bilesimi
Tablo 4.27.°de, fizikokimyasal karakterizasyon g¢alisma sonuglar1 Tablo 4.28.’de

verilmistir.
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Tablo 4.27. Celebrex® Kapsiil kalitatif ve kantitatif bilegim.

Maddeler Miktar (mg/kapsiil)
Selekoksib 200 mg

Laktoz Monohidrat 49,8 mg
Polivinilpirolidon K30 Bilinmemektedir.
Sodyum Lauril Siilfat Bilinmemektedir.
Kroskarmelloz Sodyum Bilinmemektedir.
Magnezyum Stearat Bilinmemektedir.

Tablo 4.28. Celebrex® Kapsiil karakterizasyon ¢aligma sonuglari.

Test Sonug
Gorlniis Beyaz-kirik beyaz renkte graniiller
iceren sert jelatin kapsiil
Miktar Tayini
Selekoksib %100,5
Kapsiil I¢i Toz Miktar 280 mg
% Su Icerigi %2,4

Coztinme Hiz1 (30. dk-pH 12+9%0,5 SLS) %383

Referans iiriin karakterizasyonunun tamamlanmasinin ardindan referans iiriin
ile aynt dozaj seklinde formiilasyon gelistirilmesi hedeflenmistir. Referans {iriin
bilesiminde yer alan laktoz monohidrat seyreltici-doldurucu fonksiyona sahiptir,
polivinilpirolidon baglayici olarak kullanilmaktadir. Kroskarmelloz sodyum dagitici
fonksiyonundadir ve sodyum lauril siilfat islatici ajan oalarak kullanilmaktadir.
Magnezyum stearat ise, selekoksib graniillerinin kapsiillere kolay bir sekilde
doldurulabilmesi i¢in lubrikan (kaydiric) etki gostermesi i¢in kullanilmaktadir.

Merkezi kompozit deney tasarimi ile belirlenen optimum birlikte 6giitiilmiis
selekoksib bilesimi, selekoksib formiilasyonunda etkin madde kaynagi olarak
kullanilmigtir. Optimum birlikte 6gitiilmiis selekoksib PVP:CXB, SLS:CXB ve
MAN:CXB agirlik oranlar1 sirastyla 1,5; 0,2; 0,5 seklindedir.

Celebrex® Kapsiil referans liriinii bir kapsiilde 200 mg selekoksib igerdigi igin
gelistirilen formiilasyonda, 200 mg selekoksibe esdeger miktarda 6gilitme bilesimi
kullanilmistir. Ek olarak kapsiile doldurulan 6giitiilmiis tozun kapsiilden hizli bir

sekilde dagilmasin1 saglamak amaciyla dagitict olarak kroskarmelloz sodyum
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kullanilmistir. Son olarak da doluma hazir tozun kapsiillere kolay bir sekilde
doldurulabilmesi, paslanmaz ¢elik malzemeden yapilmis kapsiil dolum makinesinde
toz ve celik yiizey arasindaki siirtiinmeyi azaltmak, kayganlastirmak i¢in lubrikan
olarak magnezyum stearat kullanilmistir. Kroskarmelloz sodyum ve magnezyum
stearatin kullanim oranina, literatiirde yer alan bilgiler ve yapilan 6n denemeler
sonucunda karar verilmistir. Gelistirilen formiilasyona iliskin kalitatif ve kantitatif

bilesim Tablo 4.29.’da verilmistir.

Tablo 4.29. Selekoksib 200 mg kapsiil kalitatif ve kantitatif bilesim.

Maddeler Miktar (mg/kapsiil)

Selekoksib bilesimi 640 mg (200 mg selekoksibe esdeger)
(selekoksib, polivinilpirolidon, mannitol,
sodyum lauril siilfat)

Kroskarmelloz Sodyum 8,1 mg
Magnezyum Stearat 2,7 mg
Toplam 650,8 mg

4.10. Selekoksib Formiilasyonlari1 Coziinme Calismalar:

Coziinme ¢aligmalarinda sink kosulun saglandigi ve saglanmadigi ortamlar
olusturulmustur. Birlikte 6glitme yoOntemi ile hazirlanan optimum selekoksib
bilesimlerinin ve Celebrex® Kapsiil referans {iriiniiniin pH 1,2 +%0,2 SLS, pH 4,5
+%0,2 SLS, pH 6,8 +%0,2 SLS ortamlarindaki ¢oziiniirliik verilerine gére 1000
mL’lik ¢oziinme ortaminda sink kosulun saglanabilmesi i¢in test {iriindeki selekoksib
miktarinin 37 mg/kapsiil olmasi, referans iiriindeki selekoksib miktarinin ise 19
mg/kapsiil olmasi gerektigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda piyasada bulunan 200 mg
yitiligin ¢oziinme profillerini inceleyebilmek i¢in sink kosulun saglanmadigi ve 1000
mL ¢oziinme ortamindaki selekoksib miktarinin 200 mg oldugu {iriinler hazirlanarak
coziinme testleri yapilmistir. Selekoksibin sudaki ¢oziiniirliiglinlin diisiik olmasindan
dolay1 FDA tarafindan 6nerilen ve kalite kontrol testi olarak kullanilan ¢dziinme testi,
%1 oraninda SLS igeren pH 12 ¢éziinme ortaminda yapilmaktadir. Ancak SLS’nin
¢cozlinme ortamina eklenmesi in vivo ortami tam olarak taklit etmesini engellerken
formiilasyonlar arasi ¢oziinme hizi farkinin saptanamamasina neden olabilir. Bu

nedenle farkli SLS oranlart ile ¢oziinme ¢alismalart yapilmistir. Optimum
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formiilasyon ve Celebrex® Kapsiil i¢in pH 1,2 +%0,2 SLS, pH 4,5 +%0,2 SLS, pH 6,8
+9%0,2 SLS ¢oziinme ortamlarinda sink kosulun saglanarak yapilan in vitro ¢oziinme
deneylerine iligkin sonuglar Tablo 4.30.’da verilmistir. Sekil 4.38. (A), (B) ve (C)
grafiklerinde sunulan karsilagtirmali ¢6zlinme hiz1 profillerinde optimum formiilasyon
icin 37 mg selekoksib/1000 mL ¢o6ziinme ortami, referans {irlin i¢in 19 mg
selekoksib/1000 mL ¢o6ziinme ortami konsantrasyonlar ile sink kosul saglanmistir.
Optimum formiilasyonun % ¢oziinen degeri pH 1,2 +%0,2 SLS, pH 4,5 +%0,2 SLS,
pH 6,8 +%0,2 SLS ¢6ziinme ortamlarinda 10.dakikada sirasiyla %84 £ 5,1; %92 +5,5;
%95 + 3,5 iken; Celebrex® Kapsiil i¢in % ¢Oziinen degerler sirasiyla; %47 £ 9; %48 +
7,2; %56 £ 4,3’tiir (p<0.05, Mann-Whitney analizi). Her iki {iriiniin {i¢ ortamda 60.
dakikada %90’dan fazlasi ¢oziinmiistiir ve ilk zaman noktalarinda test {irliniin
cozlinme hizi referansa oranla ¢ok daha yiiksektir.

Ikinci calismada 200 mg selekoksib igeren kapsiillerin %0,2 ve %0,5 SLS
iceren pH 1,2; pH 4,5 ve pH 6,8 ¢dziinme ortamlarinda ¢oziinme degerleri
karsilagtirnlmistir. pH 1,2 pH 4,5, pH 6,8 ve pH 12 ¢oziinme ortamlarinda farkli SLS
oranlan ile yapilan in vitro ¢dziinme deneylerine iligkin sonuglar Tablo 4.31.’de
verilmistir. Sekil 4.38. (D), (E), (F) ve (G) grafiklerinde sunulan karsilastirmali
¢Oziinme hiz1 profillerinde; test lriiniin, referans iirtin Celebrex® Kapsiil’den daha
yiiksek ¢oziinme hizina sahip oldugu goriilmiistiir. Optimum formiilasyon ve referans
iriintin ¢oziinme profillerinin benzerligini gostermek i¢in hesaplanan benzerlik

faktorii (f2) degerleri Tablo 4.32.’de verilmistir.

Tablo 4.30. Optimum formiilasyon (37 mg selekoksib/1000 mL) ve Celebrex®
Kapsiil (19 mg selekoksib/1000 mL) sink kosulun saglandig1 ¢6ziinme
testi sonuglar1 (% ¢oziinen).

Coziinme Formiilasyon Ornekleme Zamam (dk)

Ortam 10 20 30 45 60
pH 12+%0,2 Optimum Formiilasyon ~ 845,1 92437 95+32 95+3,1 95+1,8
SLS Celebrex® Kapsiil 47890 68471 74:6, 8445 89434
pH 4,5+%0,2 Optimum Formiilasyon ~ 92458 97+42,6 98+35 10021 100+1,2
SLS Celebrex® Kapsill 4372 69459 T4+4S5 85:41 90430
pH 6,8+%0,2 Optimum Formiilasyon ~ 9543,5 100£2,3 100+1,4 100£1,8 100+1,5
SLS Celebrex® Kapsiil S6+43 73+39 8121 92432 9319

n = 6, sonuglar ortalama+standart sapmalar1 olarak sunulmustur.
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Tablo 4.31. Optimum formiilasyon (200 mg selekoksib/1000 mL) ve Celebrex®
Kapsiil (200 mg selekoksib/1000 mL) sink kosulun saglanmadig:
¢Oziinme testi sonuglart (% ¢dzilinen).

Coziinme Formiilasyon Ornekleme Zamam (dk)

Ortam 10 20 30 45 60
pH 1,2+%0,2 Optimum Formiilasyon = 2444,3 54433 64+2,9 75£1,4 78+0,8
SLS Celebrex® Kapsiil 15435 26124 3534 3721  38+19
pH 4,5+%0,2 Optimum Formiilasyon = 22459 44444  63+4,8 68+£3,3 74429
SLS Celebrex® Kapsiil 14447  28+48 38439 40+41 41437
pH 6,8+%0,2 Optimum Formiilasyon  234+3,8  48+3,2  734+2,5 79+£1,9 8342,1
SLS Celebrex® Kapsiil 18461 30+3,5 4144 4328 4529
pH 1,2+%0,5 Optimum Formiilasyon = 53+8,2  72+6,4  79+4,2  92+1,7 93+1,5
SLS Celebrex® Kapsiil 31470 44+72 51258  60+3,1  63+24
pH 4,5+%0,5 Optimum Formillasyon 5343  73+2,9 80435 93,6 9413
SLS Celebrex® Kapsiil 31452 4446 51423 61431 64429
pH 6,8+%0,5 Optimum Formillasyon 6342 8514 93+3,1 95t12 97+l
SLS Celebrex® Kapsiil 37454 52439 60:2,6 7119 74%17
pH 124%0,5 Optimum Formillasyon ~ 76:2,6  88+2,1 94+1,6 9814 100+0,6
SLS Celebrex® Kapsiil 70832 79427 83+12 8705  89+0.8

n = 6, sonuglar ortalama+standart sapmalar1 olarak sunulmustur.

Tablo 4.32. Optimum formiilasyon ve referans iirline iliskin benzerlik faktorii (2)

degerleri tablosu.

Coziinme Ortam

Benzerlik Faktorii

pH 1,2+%0,2 SLS (sink kosul)

pH 4,5+%0,2 SLS (sink kosul)

pH 6,8+%0,2 SLS (sink kosul)

pH 1,2+%0,2 SLS (sink olmayan kosul)
pH 4,5+%0,2 SLS (sink olmayan kosul)
pH 6,8+%0,2 SLS (sink olmayan kosul)
pH 1,2+%0,5 SLS (sink olmayan kosul)
pH 4,5+%0,5 SLS (sink olmayan kosul)
pH 6,8+%0,5 SLS (sink olmayan kosul)
pH 12+%0,5 SLS (sink olmayan kosul)

27.8
23.9
26.5
253
31.2
27.1
27.8
27.6
25.5
524
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Sekil 4.38. Optimum formiilasyon ve Celebrex® Kapsiil ¢6ziinme profilleri: sink kosul: A: pH 1,2+%0,2; B: pH 4,5+%0,2; C: pH
6,8+%0,2; sink olmayan kosul: D: pH 1,2+%0,2 (n = 3, hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir).
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Sekil 4.38. (devam) Optimum formiilasyon ve Celebrex® Kapsiil ¢oziinme profilleri: sink olmayan kosul: E: pH 4,5+%0,2 ve %0,5; F: pH

6,8+%0,2 ve %0,5; G: pH 12+%0,5 (n = 3, hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir).
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4.11. Selekoksib Formiilasyonlarina Iliskin Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, optimum formiilasyonun permeabilitesini tayin
etmek amaciyla yapilmistir. Ancak permeabilite calismalarinda hiicre canliligt
acisindan uygun olabilecek etkin madde konsantrasyonunu belirleyebilmek igin

oncelikle sitotoksisite testi yapilmuistir.
4.11.1. Sitotoksisite Calismalari

Islem gdrmemis selekoksib, fiziksel karisim, Celebrex® Kapsiil ve optimum
formiilasyonun sitotoksisitesi, Caco-2 hiicreleri kullanilarak, orneklerin farkl
selekoksib konsantrasyonlarinda 4 saat inkiibe edilmesi sonucunda belirlenmistir. 1-
1000 uM konsantrasyonda orneklerin % hiicre canliligi oran1 Tablo 4.33.de ve
karsilagtirmali canlilik grafigi Sekil 4.39.’da verilmistir. Selekoksib ve fiziksel
karigim, 50 uM konsantrasyona kadar belirgin sitotoksik etki gdstermemis ve % hiicre
canlilifi %90’dan yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte, 50 uM selekoksib
konsantrasyonunun {izerinde, hiicre canliligi azalmaya baslamis ve 1000 uM’de
yaklasik %40’a diismiistiir. Optimum formiilasyonun hiicre canliligi, selekoksib
konsantrasyonunun 1 uM’dan 50 uM’a yiikseltilmesiyle %100°den %50’ye
diismiistiir. Ancak, konsantrasyon 5 uM oldugunda hiicre canlilig1 oran1 %90°dan daha
yiiksek bulunmustur. Celebrex® Kapsiil hiicre canliligi, selekoksib konsantrasyonunun
1 uM’dan 50 uM’a yiikseltilmesiyle %100°den %80’ine diismiistiir. Optimum
formiilasyondaki selekoksibin yiiksek ¢oziiniirliigii nedeniyle, tim numuneler i¢in
uygun hiicre canlilig1 degerini saglayacak konsantrasyon secilmistir. Sonug olarak, 5
uM konsantrasyonunda hiicre canliliginin %90’dan yiiksek olmasi nedeniyle final

konsantrasyon olarak 5 pM belirlenmistir.
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Tablo 4.33. Selekoksib, optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib, fiziksel karisim ve Celebrex® Kapsiil’e iliskin sitotoksisite sonuglari.

Formiilasyon 1000 uM 500 pM 200 pM 100 pM 50 pM 10 pM S5 uM 1M
Islem Gérmemis Selekoksib 55,342,2  63,3£1,6 66=+0,9 93,5t1,1 94,6+0,8 97,1+1,3 98,8+1,4 101,4+2,8
Optimum Formiilasyon 37,4¢1,1  44,6+0,9 45+0,6 47,7+0,8  53,2+1,1 61,1+24 91,9+2,1  100,3+£2,4
Fiziksel Karigim 40,7£3,5 58+2,7 72+1,5 85+0,9 92+0,6 95+1,6 98+2,1 99+04
Celebrex® Kapsiil 443423  49,1£2,1  56,9+1,6 60+1,3 79,5£0,4  93,1+0,9 99+1,8 101,8+2,3

n =3, sonuglar ortalama+standart sapmalar1 olarak sunulmustur.
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Sekil 4.39. Sitotoksisite ¢aligmast % hiicre canlilig1 karsilagtirmali grafikleri; A: 1 uM-1000 uM araligindaki konsantrasyonlarin % hiicre
canliligi, B: 1 pM-50 uM araligindaki konsantrasyonlarin % hiicre canlilig1 (n = 3, hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir).
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4.11.2. Permeabilite Calismalari

Orneklerin  sitotoksisitesinin belirlenmesi ve uygun hiicre canliliginin
saglanmast i¢in optimum konsantrasyonun secilmesinden sonra gecirgenlik
calismalar1 yapilmustir. Bu ¢alismada, TEER 6l¢limlerinin sonuglari (>400 ohmxcm?)
hiicre tek katmanlarinin saglam oldugunu ve higbir hiicresel hasar olugsmadigim
gostermistir. Formiilasyonlarin suda disperse edilmesi ile hazirlanan siispansiyon
ornekleri hiicrelerin apikal tarafina uygulanmis ve 2 saat sonra bazolateral taraftan (1,5
mL) izole edilmis 6rneklerdeki selekoksib miktarlar1 Esitlik 3.3.’te formiil kullanilarak
gorlinen gecirgenlik katsayilart (Papp) hesaplanmistir.  Selekoksibin  gdriinen
gecirgenlik katsayisi 0,52+0,15 x10° cm/s iken, optimum formiilasyon, Celebrex®
Kapsiil ve fiziksel karigimin goriinen gecirgenlik katsayilari sirasiyla 12,40+3,12 x10°
6 cm/s, 9,36+1,61 x10° cm/s ve 3,32+0,69 x10°® cm/s olarak bulunmustur (Tablo
4.34.).

Tablo 4.34. Apikalden bazolaterale gecis yoniinde ortalama selekoksib P,y degerleri.

Formiilasyon Papp (cm/s x 1076)
Absorptif (Apikalden Bazolaterale)

Islem Gérmemis Selekoksib 0,52+0,15

Optimum Formiilasyon 12,40+3,12

Fiziksel Karisim 3,32+0,69

Celebrex® Kapsiil 9,36+1,61

n =3, sonuglar ortalama+standart sapmalar1 olarak sunulmustur.

4.12. Selekoksib Formiilasyonlarina Iliskin Farmakokinetik Cahsmalar

Farmakokinetik ¢aligmalar boliim 3.17.”de agiklandig1 gibi gergeklestirilmistir.
Oral uygulama oncesi (0), uygulama sonras1 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 12 ve 24. saatlerde
kuyruk veninden alinan kan ornekleri selekoksib miktar tayini yapilmak {iizere
kullanilmistir. Plazmadan selekoksib miktar tayini i¢in oldukc¢a segici ve duyarl bir
analiz teknigi olan LC-MS/MS yontemi kullanilmigtir. Bélim 3.17.’de ayrintili bir
sekilde agiklanan LC-MS/MS yontemi ile yapilan selekoksib miktar tayinine iliskin

ornek kromatogramlar Sekil 4.40.’da verilmistir.
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Sekil 4.40. LC-MS/MS yontemi ile yapilan selekoksib miktar tayinine iliskin 6rnek

kromatogram: a) standart ¢6zelti, b) plazma.

Selekoksibin plazma konsantrasyonlarini saptamak i¢in hazirlanan kalibrasyon

egrisi Sekil 4.41°de verilmistir ve dogrusallik ¢alismast sonucunda LLOQ 0,1 pg/mL

olarak saptanmustir.
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Sekil 4.41. Plazmadan selekoksib miktar tayini yontemine iligskin regresyon dogrusu.

y pik alanini, x selekoksib konsantrasyonunu gostermektedir.
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Her bir deney grubunda yer alan siganlarin plazma 6rneklerinden LC-MS/MS

yontemi ile tayin edilen bireysel plazma selekoksib konsantrasyonu verileri 10 mg/kg

uygulama i¢in Tablo 4.35., ve Tablo 4.36.’te; 40 mg/kg uygulama icin Tablo 4.37. ve

Tablo 4.38.’de verilmistir. 10 mg/kg uygulama i¢in zamana kars1 plazma selekoksib

konsantrasyonu grafikleri Sekil 4.42.’de; 40 mg/kg uygulama i¢in zamana karsi

plazma selekoksib konsantrasyonu grafikleri Sekil 4.43.’te verilmistir.

Tablo 4.35. 10 mg/kg dozda uygulanan Celebrex® Kapsiil liriinii i¢in plazma

selekoksib konsantrasyonlari (n=5).

Zaman R1* R2 R3 R4 RS Ortalama  Standart
(saat) (ng/mL) Sapma
0,5 0,53 1,14 1,26 1,06 0,81 0,96 0,29

1 0,60 2,11 3,31 3,30 1,39 2,14 1,19

2 2,26 3,38 3,77 2,32 3,66 3,08 0,73

3 2,31 3,37 3,57 3,03 2,40 2,94 0,57

4 2,93 2,65 3,84 - 2,30 2,93 0,66

6 - 3,17 2,42 2,62 2,25 2,62 0,40
12 2,03 2,18 2,12 2,06 2,02 2,08 0,07
24 0,96 0,54 0,25 0,54 0,16 0,49 0,31

*R; sican1 1; sican numarasini ifade etmektedir.
& 2

Tablo 4.36. 10 mg/kg dozda uygulanan optimum formiilasyon i¢in plazma selekoksib

konsantrasyonlari (n=5).

Zaman R1 R2 R3 R4 RS Ortalama  Standart
(saat) (ng/mL) Sapma
0,5 2,75 3,22 3,05 0,98 2,69 2,54 0,90

1 1,97 6,54 5,07 - 5,72 4,83 2,00

2 4,93 6,26 6,35 3,99 3,83 5,07 1,20

3 3,56 3,55 4,95 3,57 2,93 3,71 0,74

4 3,25 3,14 3,34 2,91 3,01 3,13 0,17

6 2,62 2,12 2,54 2,57 2,06 2,38 0,27
12 0,79 2,50 1,45 1,48 1,36 1,52 0,62
24 0,61 0,24 0,48 0,40 0,55 0,46 0,14




Tablo 4.37. 40 mg/kg dozda uygulanan Celebrex®

selekoksib konsantrasyonlari (n=5).
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Kapsiil triinii i¢in plazma

Zaman R1 R2 R3 R4 RS Ortalama  Standart
(saat) (ng/mL) Sapma
0,5 4,06 1,20 2,98 2,79 3,16 2,84 1,04

1 4,00 1,60 3,03 3,35 4,03 3,20 0,99

2 3,46 2,07 3,06 2,88 - 2,87 0,58

3 4,16 4,77 3,40 3,83 5,64 4,36 0,87

4 3,79 - 4,51 4,44 - 4,25 0,40

6 3,45 3,79 5,29 4,74 4,90 4,43 0,78
12 4,97 - 3,45 4,29 3,50 4,05 0,72
24 1,43 1,25 2,04 1,31 1,49 1,50 0,32

Tablo 4.38. 40 mg/kg dozda uygulanan optimum formiilasyon i¢in plazma selekoksib

konsantrasyonlari (n=5).

Zaman R1 R2 R3 R4 RS Ortalama  Standart
(saat) (ng/mL) Sapma
0,5 2,70 3,69 4,53 2,01 2,83 3,15 0,97

1 4,03 8,20 4,04 3,31 7,10 5,34 2,17

2 5,32 7,32 7,68 8,70 7,05 7,21 1,23

3 6,68 7,65 8,61 8,20 7,05 7,64 0,80

4 7,42 7,93 8,84 6,74 7,36 7,66 0,78

6 7,54 8,06 9,34 - 6,49 7,86 1,19
12 2,36 6,06 6,90 3,73 5,40 4,89 1,83
24 0,80 1,55 1,87 1,07 2,89 1,64 0,81
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Sekil 4.42. Oral yoldan 10 mg/kg uygulama sonrasi her bir si¢an i¢in zamana kars1
plazma selekoksib konsantrasyonu grafikleri.
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Sekil 4.43. Oral yoldan 40 mg/kg uygulama sonrasi her bir si¢an i¢in zamana karsi
plazma selekoksib konsantrasyonu grafikleri.
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Her gruptaki sicanlarin bireysel plazma selekoksib konsantrasyonlar1 verileri
kullanilarak Phoenix WinNonlin (Version 8.1, Certara L.P., ABD) yazilimi ile Craks,
tmaks, AUCo24, AUCo., tio ve ortalama kalis siiresi (MRT) farmakokinetik
parametreleri hesaplanmistir. Farmakokinetik parametrelere iliskin sonuglar Tablo

4.39.’da verilmistir.

Tablo 4.39. Oral uygulama sonrasi optimum formiilasyon ve Celebrex® Kapsiil’e
iliskin farmakokinetik parametreler.

Farmakokinetik 10 mg/kg 40 mg/kg
Parametreler Optimum Celebrex® Optimum Celebrex®
Formiilasyon Kapsiil Formiilasyon Kapsiil
Cumaks (ug/mL) 5,51+1,06 3,42+0,35 8,23+0,82 5,08+0,38
tmaks (h) 1,60+0,55 2,60+1,34 3,80+2,28 6,00+3,67

AUCo 24 (h-pg/mL) 41,76+5,26  41,95+4,23  110,93+25,20 76,41+9,13
AUCo. (h-pg/mL) 46,81+4,16  45,30+6,82 142,45+41,83  99,27+6,04
ti2 (h) 5,49+0,30 6,38+0,59 6,46+0,78 7,32+0,28
MRT (h) 7,9340,39 9,21+0,98 9,33+0,89 10,44+0,42

n =5, sonuglar ortalama+standart sapmalar1 olarak sunulmustur.

Optimum formiilasyon ve Celebrex® Kapsiil’iin aglik kosullarinda, 10 mg/kg
ve 40 mg/kg dozlarinda oral uygulama sonrasi sicanlarin zamana karst ortalama
plazma selekoksib konsantrasyonu grafigi ¢izilmis, optimum formiilasyonun her iki
uygulama dozunda da maksimum plazma konsantrasyonunun referans iirtinden yiiksek
oldugu; 40 mg/kg dozunda ise egri altinda kalan alan degerinin referans {iiriinden
yiiksek oldugu goriilmustiir (Sekil 4.44.). %90 giiven araliginda, 10 mg/kg uygulama
dozu i¢in optimum formiilasyonun bagil biyoyararlanimi %100.4; 40 mg/kg uygulama
dozu i¢in optimum formiilasyonun bagil biyoyararlanimi %145.2 olarak bulunmustur.
Ayn1 zamanda optimum formiilasyonun iki farkli uygulama dozunun farmakokinetik
parametrelerinin karsilastirabilmesi i¢in zamana kars1 plazma konsantrasyon grafikleri
cizilmis ve Sekil 4.45.’te verilmistir. Benzer sekilde referans fiiriinlin iki farkli

uygulama dozuna iliskin plazma konsantrasyon grafikleri Sekil 4.45.’te verilmistir.
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Sekil 4.44. Optimum formiilasyon ve Celebrex® Kapsiil kargilastirmali plazma
konsantrasyonu-zaman grafikleri: A: 10 mg/kg, B: 40 mg/kg (hata ¢ubuklar1 standart

sapmalar1 gostermektedir).
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Sekil 4.45. 10 mg/kg ve 40 mg/kg dozlara iligkin karsilagtirmali plazma
konsantrasyonu-zaman grafikleri (hata gubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir).
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5. TARTISMA

5.1. Selekoksibin Fizikokimyasal Karakterizasyon Calismalar:

Selekoksib, suda ¢oziniirliigii dusiik, farkli polimorfik yapilarda bulunan
hidrofobik bir maddedir. Amorf formuna ek olarak Form I, II, III ve IV olmak tizere 4
farkli kristal formu mevcuttur. Ancak bu formlardan Form III, normal ortam
kosullarinda termodinamik olarak kararli kristal formdur. Bu nedenle ilag
piyasasindaki selekoksib preparatlarinda kristal Form III kullanilmaktadir (94, 152,
153, 155).

Tez caligmalarimiz kapsaminda termodinamik olarak en stabil kristal form olan
Form III tedarik edilmis ve tiim deneysel caligmalar bu etkin madde ile yapilmistir.
Kristal Form III selekoksib kullanilarak, birlikte kuru 6giitme islemi sonucunda;
¢Oziiniirligl, ¢oziinme hizi artirllmig selekoksib bilesimleri {iretilmesi hedeflenmistir.
Arastirmamizda oncelikle tedarik edilen etkin maddenin, {iretici tarafindan belirtilmis
spesifikasyonlar1 sagladigini dogrulamak amaciyla etkin madde analizleri yapilmistir.
Formiilasyon ¢alismalarina baglamadan 6nce etkin maddenin islem gérmemis halinin
fizikokimyasal 6zelliklerini saptamak amaciyla FTIR, miktar tayini, XRD, DSC ve
PSD analizleri yapilmustir.

Selekoksibin tez kapsaminda yapilan FTIR analizlerine iliskin sonuglarin,
etkin madde ireticisi tarafindan verilen analiz sonucglar1 ve literatiirde yer alan
selekoksib FTIR spektrumlari ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.1., Sekil
4.1.). Selekoksib i¢in en 6nemli karakteristik piklerden birisi hidrojen bagi yapma
potansiyeli olan, 3332 ve 3226 cm™’de gozlenen -NH titresim gerilimleridir (93, 105,
106, 110, 153).

Selekoksib etkin maddesinin EP, USP ve ectkin madde iireticisi tarafindan
belirtilen valide edilmis analitik yontem kullanilarak miktar tayini analizi yapilmistir.
Elde edilen sonuglar etkin madde iireticisinin analiz sonucu ile karsilastirildiginda
%100,1 (iiretici) ve %100,2 (analiz sonucu) olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 4.2.).
Deneysel sonuglarin iiretici ile benzer olmasi, etkin maddenin miktar tayini agisindan

uygun oldugunu gostermistir.
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Selekoksibin kristal formunun iireticinin belirttigi gibi Form III oldugunu tespit
edilebilmek amaciyla X-1s1m1 difraktometresi kullanilarak kristal sekil analizi
yapilmustir. Kristal selekoksib formunun karakteristik piklerine ek olarak kristal Form
III i¢in 5,3; 10,7; 11,0; 13,0; 14,8; 16,1; 17,9; 18,4; 18,7; 19,6; 21,5; 22,1; 22.,4; 23,4,
25,3 ve 29,5°40,2° 20 degerlerinde keskin pikler gézlenmistir (Bkz. Sekil 4.3.).
Analizlerde goézlenen Form IIl’e iliskin karakteristik piklerin etkin madde ana
dosyasindaki bulgular ve literatiirde belirtilen veriler ile uyumlu oldugu tespit
edilmistir (93, 104-106, 110, 117, 152, 153, 155).

Selekoksibin fizikokimyasal 6zelliklerinden biri olan erime noktasinin tayin
edilmesi ve Oglitme islemleri sonucunda erime noktasinda meydana gelebilecek
degisikliklerin tespit edilebilmesi i¢in DSC analizleri yapilmistir. DSC termograminda
(Bkz. Sekil 4.4.) 162,24 °C’de pik degere ulasan selekoksib erimesine iliskin
endotermik bir pik gdzlenmistir. Bu termogramin, etkin madde ana dosyasinda ve
literatiirde belirtilen veriler ile uyumlu oldugu belirlenmistir (93, 110, 153).

Mikronizasyon, selekoksib etkin maddesinin iiretim basamaklarindan biridir
(93). Uretilen etkin madde air jet degirmenler ile mikronize edildikten sonra analiz
edilmekte ve ticari olarak piyasaya sunulmaktadir. Bu kapsamda, farkli etkin madde
iireticileri mikron boyutta olmak {izere farkli PSD verileri sunabilmektedir. Tez
kapsaminda selekoksibin ortalama partikiil biiyiikliigiiniin mikronalti/nano-boyuta
kiigiiltiilmesi hedeflendigi i¢in mikronize bir etkin madde tedarik edilmistir. Tedarik¢i
firma tarafindan selekoksib partikiil biiytikligii d90: 7,8 um olarak raporlanmis,
yapilan PSD analizi sonucunda d10: 0,81 pm, d50: 3,45 pm ve d90: 8,73 pum olarak
belirlenmistir. Deneysel analiz bulgulari, iiretici firma bulgulart ile uyumlu
bulunmustur (Bkz. Sekil 4.5.) (93). Calismamizda 6gilitme deneyleri sonucunda elde
edilen partikiil biiylikliigli sonuglari, islem gormemis etkin maddenin partikiil

biiyiikligii ile karsilagtirilarak 6gtlitme performansi degerlendirilmistir.

5.2. Selekoksib Miktar Tayini Calismalarinda Kullanilan Analitik

Yontemin Validasyonu

Coziintirliik, intrinsik ¢oziinme hizi, ¢dziinme ve permeabilite ¢aligmalarindan
elde edilen 6rneklerdeki selekoksib miktarini tayin etmek i¢in dncelikle literatiirde yer

alan analitik yontemler incelenmistir. Literatiirde selekoksib miktar tayini igin
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spektrofotometrik, spektroflorometrik, yiliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ve
elektrokimyasal yontemler olmak {izere farkli analitik teknikler yer almaktadir (144,
151, 156, 157). Tez kapsamindaki in vitro c¢alismalarda selekoksib
konsantrasyonlarinin hizli, yiiksek duyarlilik ve dogruluk ile, 6zgiil bir sekilde tayin
edilmesini saglayacak HPLC yonteminin kullanilmasina karar verilmistir. Literatiirde
yer alan valide analitik yontemlerden hareketle bir analitik yontem belirlenmis (108,
144), miktar tayini analizleri Boliim 3.6., Tablo 3.3.’te verilen kromatografik kosullar
kullanilarak yapilmistir. Belirlenen kromatografik kosullar ile gerceklestirilecek
caligmalarin sonucglarinin gecerli oldugunu kanitlamak amaciyla ICH Q2/R1
“Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology” rehberinde belirtilen
validasyon parametreleri test edilerek validasyon ¢alismalar1 yapilmistir (145).

Kromatografik sistemin performansini degerlendirmek i¢in yapilan sistem
uygunluk caligmasi ile; kuyruklanma faktorii (T < 2), enjeksiyon tekrarlanabilirligi
(RSD < %1), kapasite faktorii (k* > 2), teorik plaka sayist (N > 2000) degerleri, ilgili
rehberlerle uyumlu bulunmustur (Bkz. Tablo 4.3.) (158). Hazirlanan HPLC sisteminin
uygun oldugu gosterildikten sonra diger validasyon parametreleri calisilmistir.

Selekoksib 6gilitme bilesiminde ve formiilasyonlarinda yer alan maddelerin
selekoksib ile girisim yapmadigi yapilan 6zgiilliik caligmasi ile gosterilmistir (Bkz.
Sekil 4.7.).

Tez kapsamindaki in vitro testlerde gézlenebilecek konsantrasyon degerlerini
tespit edebilmek amaciyla genis bir aralikta (0,2 pg/mL-200 pg/mL) dogrusallik
caligmasi1 yapilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in elde edilen pik alanlar1 kullanilarak
yapilan regresyon analizi sonucunda R? degeri 0,9999 olarak bulunmus (Bkz. Sekil
4.8.) ve 1’e ¢ok yakin bir deger elde edilmesi analitik yontemin dogrusal oldugunu
gostermistir (158).

Dogruluk ¢aligmasi sonucunda elde edilen % geri kazanim sonuglar1 %98-102
araliginda bulunmus (Bkz. Tablo 4.5.) ve bu yontem kullanilarak yapilacak analizlerde
gergek degere yakin sonuglar elde edilebilecegi gosterilmistir.

Kesinlik calismasi kapsaminda yapilan tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik
caligmalarina iliskin %RSD degerleri %2 ’nin altinda bulunmus (Bkz. Tablo 4.6.,
Tablo 4.7., Tablo 4.8.) ve analiz sonuglarinin tekrarlanabilir oldugu gosterilmistir

(159, 160).
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Analitik yontemin teshis ve tayin sinirlar sirasiyla 0,4 pg/mL ve 1,4 pg/mL
olarak bulunmustur. Elde edilen bu degerlerin in vitro testlerde saptanan
konsantrasyon degerlerinden diisiik olmasi nedeniyle belirlenen yontemin selekoksib
miktar tayini i¢in uygun olduguna karar verilmistir.

Hazirlanan selekoksib orneklerinin HPLC sistemindeki analizi siiresince
dayanikli olmasi, tiim 6rneklerin analiz sonuglarinin dogru degerlendirilebilmesi i¢in
oldukca onemlidir. Yapilan stabilite caligsmalar ile selekoksib 6rneklerinin en az 48
saat boyunca dayanikli oldugu gosterilmistir (Bkz. Tablo 4.9.).

Selekoksib  orneklerinin  HPLC sisteminde analiz edilmeden Once
stiziilebilecegi filtre materyallerinin belirlenmesi icin Oncelikle literatiir taramast
yapilmustir. Literatlirdeki ¢alismalarda adsorpsiyonun en az oldugu filtre materyalinin
PTFE oldugu belirtilmistir (146). Bu ¢alisma bulgusu dikkate alinarak hidrofilik PTFE
filtre ile filtre calismasi yapilmistir. Yapilan deneysel calismalara iliskin bulgular
literatiir bulgular ile uyumlu bulunmus; selekoksib 6rneklerinin hidrofilik PTFE
filtreden siizelmesinin uygun oldugu gosterilmistir (Bkz. Tablo 4.10.).

Yapilan validasyon caligmalari sonununda selekoksib miktar tayini igin
belirlenen analitik yontemin 6zgiillik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve duyarlilik

kriterlerini karsiladig1 validasyon ¢aligmalari ile gosterilmistir.

5.3. Mikronalti/Nano-boyutta Selekoksib Bilesimlerinin Hazirlanmasi:

On Tarama Deneyleri

Suda ¢oziiniirliigi diisiik olan selekoksibin, ¢oziiniirliglinii ve ¢dziinme hizini
arttirmak i¢in 2.3.5. boliimiinde anlatildig1 gibi bir¢ok farkli teknik ile ¢alismalar
yapilmistir. Tez kapsaminda ticarilesme potansiyeli yiiksek, endiistriye hizli bir
sekilde transfer edilebilecek bir formiilasyon ve iiretim islemi gelistirilmek istendigi
icin bu yontemler icerisinden kuru oglitme yoOnteminin kullanilmasina karar
verilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda tek bagina etkin maddenin 6giitiilmesinin
yant sira, hidrofilik yardimci maddeler kullanilarak birlikte kuru 6glitme yapilmasi
sonucu ¢ozlnlirliigiin ve ¢dzlinme hizinin ¢ok daha fazla artirildig: bildirilmistir (34,
55-58, 60, 61, 65, 69-72). Literatiirde yer alan ¢alismalar, selekoksibin fizikokimyasal
ozellikleri ve Celebrex® Kapsiil referans iiriin bilegimi dikkate alinarak birlikte 6giitme

isleminde kullanilabilecek yardimci maddeler belirlenmistir. Birincil yardimct
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maddeler (primary milling matrix) olarak polivinilpirolidon, diisiik siibstitiieli
hidroksipropil seliiloz, hidroksietil seliiloz, laktoz monohidrat, magnezyum
aluminyum silikat, vinilpirilidon ve vinil asetat kopolimer, Soluplus® ve mannitol
yardimc1 maddeleri secilmistir (Bkz. Tablo 3.4.). Ogiitme bilesimindeki birincil
yardimc1 maddelerin oranlari, 1:1 veya literatiirdeki ¢caligmalarda farkli etkin maddeler
i¢in tercih edilen oranlar referans alinarak belirlenmistir (34, 39, 56, 62-65, 69, 71, 76,
105, 161, 162) Ogiitme bilesiminde birincil yardime1 maddeye ek olarak noniyonik,
anyonik veya katyonik ylizey etkin maddeler kullanilabilmektedir (62-64, 161, 162).
Yiizey etkin maddeler, sterik bariyer saglayarak ve ylizey gerilimini azaltarak ince
partikiiliin aglomerasyon egilimini 6nlemek i¢in ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir
(163). Bu nedenle 6n tarama deneylerindeki 6giitme bilesimlerinde yiizey etkin madde
olarak sodyum lauril siilfat ve polioksil 40 stearat kullanilmigtir.

Ogiitme calismalar1 i¢in gezegen hareketli bilyali degirmen kullanilmistir ve
on tarama deneylerinde literatiirde verilen kritik 6giitme islem parametreleri dikkate
alimarak Ogiitme kosullar1 belirlenmistir. Genel bilgiler dogrultusunda; bilya:toz
agirlik oraninin, 6glitme hizinin ve 6glitme siiresinin yiiksek olmasi mekanik etkinin
artmasini, buna bagl olarak da daha kiigiik partikiillerin elde edilmesini saglamaktadir
(30, 34, 46, 47). Bu dogrultuda bilya:toz agirlik oran1 15:1, 6giitme hiz1 500 devir/dk
ve Oglitme siiresi 4 saat olarak uygulanmstir.

Birlikte 6giitme islemi ile mikronalti/nano-boyutta selekoksib bilesimlerinin
elde edilmesi hedeflendigi i¢in formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigii testleri
yapilmustir. Kullanilan yardimer maddelerin ¢oziintirliige etkisini gorebilmek ve
formiilasyonlar arasindaki ¢oziiniirliik farkini biiytlik 6l¢iide degerlendirebilmek igin
selekoksibin en yiiksek ¢oziiniirliige sahip oldugu pH 12 ¢dziinme ortaminda intrinsik
cozlinme hiz1 testleri yapilmistir.

Selekoksibin tek bagina ogiitiilmesi ile 606 nm boyutunda partikiiller elde
edilmistir. Ancak selekoksibin hidrofobik olmasi, 1slanabilirliginin diisiik olmas1 ve
kuru 6giitme sonrasi aglomerasyon gdzlenmesi nedeniyle ¢oziiniirliigiin artmadigi
diisiiniilmektedir (45, 163). Birlikte 6glitme islemi sonucu tiim formiilasyonlar i¢in
mikronalt1 partikiiller elde edilmistir (Bkz. Tablo 4.11.). Ancak yiizey etkin madde
kullanilan formiilasyonlarda 6gtlitme performansi artirildig, partikiiller arasi ylizey

gerilimi distiriildiigii icin daha diisiik partikiil biiyiikliigii sonuglar1 elde edildigi
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diistiniilmektedir (163). Celebrex® Kapsiil referans iiriiniinde SLS yer aldigi ve
giivenilirligi test edilmis oldugu i¢in yiizey etkin madde olarak SL.S’nin kullanilmasina
karar verilmistir. PVP ile yapilan 6gilitmelerde selekoksibin ¢oziiniirligii yiiksek
degerlere ulasmis; ancak amorf yapida selekoksib elde edilmistir (Bkz. Sekil 4.10.,
Sekil 4.11.). PVP’nin, selekoksib ve bir¢ok farkli etkin maddenin potansiyel
fonksiyonel gruplar ile hidrojen bag1 yaptig1 ve bu sekilde amorf kat1 dispersiyonlar
olusturarak ¢ozlintirligl arttirdigt bilinmektedir (104, 106, 107).

Birlikte 6giitme sonucu selekoksibin stabil amorf, kristal veya amorf-kristal
karisim sekillerinin iiretilmesi hedeflendigi i¢in polimorfik degisimin nasil inhibe
edilecegine iligkin aragtirmalar yapilmistir. Bhatt ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
calismada mannitoliin, amorf selekoksib ile kat1 dispersiyonunun hazirlanmasi sonucu
selekoksibin kristallesmesini indiikledigi belirtilmistir (164). Bu dogrultuda 6gilitme
bilesimine PVP’ye ek olarak mannitol eklendiginde amorf sekle doniisiimiin azaldig:
saptanmis (Bkz. Sekil 4.10.), bu nedenle 6giitme bilesime mannitol eklenmesine karar
verilmistir. Daha sonra yapilan optimizasyon ¢aligmalari ile degisikligin derecesinin
PVP ve mannitol arasindaki orana bagli oldugu belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.34.).

pH 12’de intrinsik ¢oziinme hiz1 yiiksek olan formiilasyonlardan F03, F14,
F20, F21 ve F22 i¢in pH 1,2+%0,2 SLS ¢6ziinme ortaminda intrinsik ¢dziinme hizi
testi yapimustir. Ogiitme bilesiminde PVP iceren formiilasyonun, pH 12’deki
cozlinmiis selekoksib miktar1 yiiksek olmasina ragmen, fizyolojik bir ¢dziinme
ortamini taklit eden pH 1,2+%0,2 SLS ortamindaki ¢6ziinmiis selekoksib miktar1 daha
diisiiktiir (Bkz. Tablo 4.12.). Ogiitme bilesimine mannitol eklenmesi sonucu pH
1,2+%0,2 SLS’deki ¢oziinmiis miktarin arttigi goriilmiistiir. Mannitoliin polimorfik
yap1 degisikligine etkisinin yani sira fizyolojik ortamlardaki ¢oziintlirligl arttirma
etkisi literatiirde yer alan ve mekanizmasi bilinen bir etki degildir. Ancak mannitoliin
hidrofilik bir tasiyict olmasi, selekoksib partikiillerinin yilizeyine tutunmasi ve bu
sayede ¢oziiniirligl artirdig: diisiiniilmektedir.

Tablo 4.11.°de verildigi tlizere farkli molekiil agirliklarinda PVP tipleri ile
ogiitme ¢aligmalari yapilmistir. /n vitro calismalarda PVP’nin molekiil agirliginm ve
dolayis1 ile viskozitesinin belirgin bir etkisi gozlenmemistir. Literatiirde bu konu ile

ilgili yer alan bilgiler, in vitro ¢dzlinme testleri agisindan molekiil agirhiginin farklilik
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olusturmadigi yoniindedir (163). Bu nedenle calismamizda daha diisiik molekiil
agirhigina ve viskoziteye sahip olan PVP K12 ile ilerlenmesine karar verilmistir.

On tarama deneylerinde elde edilen bulgulara dayanarak selekoksib, PVP,
mannitol ve SLS igeren 0giitme bilesimlerinin deney tasarimi ile ayrintili olarak

arastirtlmasina ve optimize edilmesine karar verilmistir.

5.4. Birlikte Ogiitiilmiis Selekoksib Bilesimlerinin Kritik Kalite

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Selekoksib BCS Sinif 2 grubunda yer alan ve absorpsiyonunda hiz kisitlayici
basamagin ¢oziiniirliik ve ¢oziinme hizinin oldugu bir molekiildiir. Literatiirde,
selekoksibin biyoyararlanimini artirmak amaciyla ilk olarak ¢oziiniirliik ve ¢oziinme
hiz1 6zelliklerinin iyilestirilmesi hedeflenmis ve bunu saglayabilmek i¢in bir¢ok farkli
formiilasyon ve iretim teknigi kullanilmistir (104-108). Tez kapsaminda
¢cozlinlirliiglin arttirilmasi i¢in endiistriye en uygun yontemlerden birisi olmasi ve
ekonomik olmasi nedeniyle birlikte kuru 6glitme yonteminin kullanilmasina karar
verilmistir. Bu yontem ile literatiirde de belirtildigi gibi partikiil biiytikliigliniin
kiigiiltiilmesi ve kati dispersiyonlarin hazirlanmasi amaglanmistir (62-64, 161, 162).
Dolayzist ile optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimi igin sudaki ¢oziintirliik ve
partikiil biiyiikliigii kritik kalite 6zelligi olarak belirlenmistir. Selekoksibin en yiiksek
¢oziiniirliige sahip oldugu pH 12 ve fizyolojik bir ¢dziinme ortamin taklit eden pH
1,2+9%0,2 SLS ¢oziinme ortamindaki intrinsik ¢6ziinme hizi, formiilasyonlarin
¢cozlinme hiz1 agisindan belirleyici olmasi nedeniyle selekoksib bilesimleri i¢in kritik

kalite 6zelligi olarak degerlendirilmistir.

5.5. Birlikte (")giitiilmiis Selekoksib Bilesimleri icin Kritik Formiilasyon ve
Uretim Islem Parametrelerinin (Bagimsiz Degiskenlerin) Secilmesi,

Risk Degerlendirmesinin Yapilmasi ve Optimizasyon Calismalari

Tez kapsamindaki ¢alismalarda selekoksibin ¢oziliniirliigiinii ve ¢oziinme hizini
artirmak i¢in birlikte kuru 6giitme islemi secilmis ve dgiitme islemi, gezegen hareketli
bilyali degirmende yapilmustir. Literatiir bilgisi temel alinarak 6n tarama deneyleri
yapilmig, Oglitme bilesiminde yer alacak yardimci maddeler belirlenmistir. Bu

maddelerden PVP ve mannitol birincil 6glitme bilesenleri olarak, SLS ylizey etkin



149

madde olarak kullanilmistir. Secilen formiilasyon ve iiretim islem parametrelerinin
birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimleri iizerindeki potansiyel riskleri balik kilgig1
(Ishikawa) diyagrami ile degerlendirilmis, etkili olacagi diislinlilen 16 parametre
belirlenmis ve bu parametrelerden 6’sinin etkisi deney tasarimlari ile kapsamli olarak
incelenmistir.

Bagimsiz degisken olarak isimlendirilen kritik formiilasyon ve iiretim islem
parametrelerinin  hedeflenen iiriin 6zelliklerini nasil etkiledigini belirlemek ve
optimum formiilasyonu tasarlamak amaciyla 3 farkli deney tasarimi uygulanmistir. ilk
olarak risk degerlendirmesinin yapilabilmesi, ¢ok sayida degiskenin iki diizeyde test
edilerek anlamlilik derecesinin belirlenmesi i¢in Plackett-Burman deney tasarimi
uygulanmistir. Ancak istatistiksel olarak anlamli degiskenlerin cevap degiskeni
tizerindeki etkisini matematiksel modellerle aciklamak ve formiilasyonu, iiretim
islemini optimize etmek i¢in Box-Behnken, merkezi kompozit (Central Composite)
gibi ikinci dereceden ve ¢oziliniirliigli daha ytliksek modellerin uygulanmasi gereklidir
(22, 83). Alisilagelmis deney tasarimlarinda degiskenlerin etkisini inceleyebilmek i¢in
cok sayida deney gerekmesi ve bu tasarimlarin, degiskenlerin birbiri ile olan
etkilesimlerini belirleyememesi nedeniyle, istatistiksel deney tasarimlar1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. Plackett-Burman, faktoriyel tasarim, Box-Behnken, merkezi
kompozit deney tasarimi gibi istatistiksel tasarimlarin sundugu deney sayisini
azaltarak, hedeflenen {iriin profiline hizli bir sekilde ulasilmasini saglamak igin,
calismamizda farmasétik teknoloji alaninda heniiz yaygin bir kullanimi olmayan
Bayes optimizasyonu (BO) da kullanilmistir. BO’da her bir deneyin sonucu bir sonraki
deney tasarimi i¢in veri olarak kullanilmakta ve bir sonraki deney bu bilgiler
dogrultusunda tasarlanmaktadir. Bu durum BO tasarimini siirekli 6grenmeye itmekte
ve bilgi diizeyinin artmasi sonucu daha az deney ile hedefe ulasilmasini saglamaktadir
(23).

Tez c¢aligmamiz kapsaminda uygulanan ilk deney tasarimi, 6 bagimsiz
degiskenin 4 yanit degisken lizerindeki etkisini belirleyebilmek i¢in 12 deneyli, 0
merkez noktali Plackett-Burman deney tasarimidir. Plackett-Burman deney tasarimi,
6 bagimsiz degiskenin anlamlilik derecesine gore siniflandirilmasini saglamak icin
kullanilmistir (83, 84). Bu asamada bagimsiz degiskenlerin alt ve {ist diizeylerinin

dogru olarak belirlenmesi olduk¢a dnemlidir. Alt ve iist diizeyler arasindaki araligin
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cok dar olmasi sonucu anlamli bir etken anlamsiz olarak degerlendirilebilir veya
araligin ¢ok genis olmasi anlamsiz bir etkenin anlamli olarak degerlendirilmesine yol
acabilir. Plackett-Burman deney tasarimindaki bagimsiz degiskenlerden; 6gilitme hizi
diizeylerine bilyali degirmenin calisabilecegi en yiiksek hiz ve etkili olarak
calisabilecegi en diisiik hiz degerlendirilerek karar verilmistir. Laboratuvarimizdaki
gezegen hareketli bilyali degirmenin etkili bir sekilde ¢alisabilecegi en yiiksek doniis
hiz1 500 devir/dk; bilyalar ve 6giitiilecek tozun mekanik etkilesimini saglamasi i¢in en
diisiik etkili déniis hiz1 250 devir/dk’dir. Ogiitme siiresi diizeyleri ise, 6n tarama
deneyleri dogrultusunda edinilen bilgiler temel alinarak 4 saat ve 1 saat olarak
belirlenmistir. Deney tasarimu ile birlikte kuru 6giitme i¢in, etkili ve en kisa 6gilitme
stiresinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bilya:toz orani diizeyi, 6gilitme performansi
acisindan kritik oldugu diisiiniilen bir diger etkendir. Burada {iretim seri miktarinin
miimkiin oldukc¢a yliksek olmasini saglamak i¢in dgiitiilecek toz miktarinin yiiksek
olmas1 istenmistir. Ancak mekanik etkinin bilyalar ve bilyalarin hareketi ile
saglanmasi nedeniyle bilya oraninin yiiksek olmasi, 6giitme etkinligininin artirilmasi
acisindan kritik olabilmektedir. Bu dogrultuda bilya:toz orani alt diizeyi 5 ve iist
diizeyi 15 olarak belirlenmistir. PVP, SLS ve mannitol oranlar1 i¢in 6n tarama
deneylerinde kullanilan alt ve iist diizey degerleri Plackett-Burman deney tasariminda
da kullanilmistir (Bkz. Tablo 3.5., Tablo 3.6.). Deney tasariminin olusturulmasi ve
deney sonuglarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi igin Minitab® 19 (Minitab
Inc., ABD) yazilimi kullanilmgtir.

Optimizasyon c¢alismalari i¢in kullanilan merkezi kompozit deney tasariminin,
alt ve st diizeyler disinda, ortagonal olarak bloke edilen iki blok tasariminda 1,633
alfa degeri ile daha genis bir tarama aralif1 saglamasi ikinci dereceden diger
tasarimlara gore ustiinliik saglayan bir 6zelliktir (83-87). Plackett-Burman deney
tasarimi ile istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenen bagimsiz degiskenlerin
optimum degerini belirleyebilmek amaciyla 3 etkenli, 3 diizeyli, 8 kiip noktasi, kiipte
4 merkez noktasi, 6 eksen noktasi ve eksenelde 2 merkez noktasi igeren bir merkezi
kompozit deney tasarimi ile optimizasyon yapilmistir. Bagimsiz degiskenlerin
diizeyleri, Plackett-Burman deney tasarimindaki alt ve {ist diizeyleri dogrudan alinarak
ve orta diizeyler, diisiik ve yiiksek diizeylerin orta noktasi olacak sekilde belirlenmistir.

Deney matrisinin olusturulmasi, randomizasyonu, veri isleme, istatistiksel analizler ve
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cevap ylizey grafiklerinin olusturulmasi i¢in Design Expert® 13 (Stat-Ease Inc.,
Minneapolis, MN, ABD) yazilim1 kullanilmistir (Bkz. Tablo 3.7., Tablo 3.9).

Birlikte 6giitiilmiis selekoksib bilesimlerinin optimize edilmesi i¢in kullanilan
bir diger tasarim BO’dur. BO deney tasariminda Gauss siireci (GP) vekil modeli
olusturmak i¢in merkezi kompozit deney tasariminda yapilan 8 deney ve bu deneylere
iliskin Y2 (pH 1,2+%0.2 SLS’de 120.dakikada ¢oziinmiis selekoksib miktari) yanit
degisken sonuglar1 kullanilmistir (Bkz. Tablo 3.10.). Selekoksibin fizyolojik
ortamdaki ¢6ziinme hizi agisindan Y» yanit degiskenin, Y1 (pH 12°de 30. dakikada
¢coziinmiis selekoksib miktari)’den kritik olmasi nedeniyle Y2, BO deney tasarimi i¢in
yanit degisken olarak se¢ilmistir. Bu veriler ile BO deney tasariminin ilk 2 deneyi
belirlenmistir. Ilk iki deneye iliskin deney sonuglar1 ile vekil modelden Beklenen
Iyilestirme (EI) ve Giiven Smir1 (CB) edinme fonksiyonlar1 kullanilarak yeni 2 deney
icin girdi Onerisi alimmistir. Benzer sekilde her yinelemede iki deney yapilmis ve
toplam 6 yinelemede deney tasarimi tamamlanmistir (Bkz. Tablo 4.18.). Deneylere
iliskin ¢iktilar1 degerlendirerek yeni deneylerin tasarlanmasi i¢in R istatistiksel

yazilimindaki MLRMBO paketi kullanilmigtir (148).

5.6. Kritik Formiilasyon ve Uretim Islem Parametrelerinin (Bagimsiz
Degiskenlerin) Yanit Degiskenler Uzerine Etkilerinin

Degerlendirmesi

Placket-Burman deney tasariminda bagimsiz degiskenlerin, partikiil
biytkligi (Y1), pH 12°de 30. dakikada ¢oziinmiis selekoksib miktar1 (Y2), pH
1,2+9%0,2 SLS’de 120. dakikada ¢Ozlinmiis selekoksib miktar1 (Y3) ve sudaki
coziiniirlik (Ys) yamt degiskenleri {izerine etkileri varyans analiz sonuclari ile
degerlendirilmistir.

Literatiirde yer alan bilgiler dogrultusunda 6giitme hizinin ve 6gtitme siiresinin
artirlmas1 sonucu daha kiicliik partikiiller elde edilmesi beklenirken, o6glitme
bilesiminde yer alan yardimci maddeler, bu maddelerin kullanim oranlar1 ve
selekoksib ile kimyasal etkilesimleri nedeniyle partikiil biiyiikliigiiniin arttig
diistiniilmektedir (Tablo 4.13.) Tiim formiilasyonlarda ortalama partikiil biiytikligi
mikronalt1 boyuta diisiiriildiigii i¢in bu boyutun altinda birlikte kuru 6giitme isleminin

mekanik etkisinin, kimyasal etkilesim etkisi tarafindan baskilandig1 diisiiniilmektedir.
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En diisiik ortalama partikiil biiyiikliigiiniin elde edilmesinde, Ogiitme hizinin ve
stiresinin mekanik etkisinin diginda bilya:toz orani ile saglanan mekanik etkinin
belirleyici oldugu goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.14.). SLS’nin artirilmasi sonucu
aglomerasyonun onlenmesine bagli olarak daha kiigiik partikiiller elde edilmistir.
Benzer sekilde PVP’nin de artirilmast sonucu yiizey geriliminin azaltilmasi ile daha
kiigtik partikiiller elde edilmistir. Ancak mannitoliin, 6giitme isleminde diger yardimci
maddelere kiyasla ortalama partikiil biiyiikliigiinii kiigiiltmek i¢in daha fazla mekanik
etkiye gereksinim duymasi ve kristal yapisindan dolay1 kirilma esik degerinin yiiksek
olmasi nedenleriyle ortalama partikiil biiyiikliigiinUn degisiminde negatif etkiye sahip
oldugu bulgusuna ulasilmistir (Bkz. Sekil 4.14.).

pH 12°de en yliksek ¢oziinmiis selekoksib miktari, yiiksek degerlerde PVP,
mannitol, 6giitme siiresi ve bilya:toz orani kullanildiginda elde edilmistir (Bkz. Tablo
4.13.). Ogiitme hizinin artmasi daha énemsiz ancak negatif yonde etkilerken SLS’nin
artmasi ¢oziinmiis selekoksib miktarini etkilememistir (Bkz. Sekil 4.16.). Bu durumun,
selekoksibin pKa degerinden dolay1 yiiksek pH degerlerinde ¢oziinmesi i¢in yiizey
etkin maddeye daha az gereksinim duymasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.

pH 1,2+%0.2 SLS’de ¢oziinmiis en yliksek selekoksib miktar1 ve sudaki en
yliksek ¢oziiniirliik degeri, yiiksek degerlerde PVP, mannitol, SLS ve bilya:toz oran
kullanildiginda elde edilmistir (Bkz. Tablo 4.13.). Yiiksek 6giitme hizinin ve uzun
oglitme siiresinin tekrar aglomerasyona neden olma olasilifindan ve/veya kimyasal
etkilesimin etkinliginin azalmasindan dolay1 negatif etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda mannitoliin, PVP’nin selekoksib ile hidrojen bagi
yapmasini engellemesinin yani sira uzun 6giitme siirelerinde PVP’nin selekoksibin
cozlinlirliiglini.  ve  1slanabilirligini  artirma  {izerindeki  etkisini  azalttig1
diisiinilmektedir.

Plackett-Burman deney tasariminda yer alan 12 farkli formiilasyonun pH 12 ve
pH 1,2+%0,2 SLS ¢6ziinme ortamlarinda yapilan intrinsik ¢6ziinme hiz1 testinde ve
sudaki ¢Oziiniirlik testinde en yliksek ¢Ozlinmiis selekoksib miktarina sahip
formiilasyonlarin en diisiik partikiil biytkligliindeki formiilasyonlar olmadigi
belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.13.). Coziinmiis selekoksib miktarmin arttilmasi igin
partikiil biiytikliiglintin kiigtiltiilmesine ek olarak formiilasyonda yer alan yardimci

maddeler ve bu maddelerin kullanim oranlar1 ile olusturulan selekoksib kati
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dispersiyonlari ile saglandigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle mikronalti/nano-boyuttaki
selekoksib bilesimlerinin optimizasyonu i¢in olusturulan merkezi kompozit deney
tasariminda partikiil bliylikligi yanit degisken olarak degerlendirilmemistir. Sudaki
¢ozliniirliik ve pH 1,2+%0,2 SLS ¢dziinme ortaminda yapilan intrinsik ¢dziinme hizi
testleri birbirini destekleyen ve formiilasyonun ¢oziiniirlik degerini benzer sekilde
ifade eden yanit degiskenlerdir. Bu nedenle in vivo ortamu taklit eden pH 1,2+%0,2
SLS ortaminda yapilan intrinsik ¢oziinme hiz1 testi daha anlamli bir yanit degisken
olarak  degerlendirilmistir. ~ Sudaki  ¢oziiniirlik, selekoksib  bilesimlerinin
optimizasyonu i¢in olusturulan merkezi kompozit deney tasariminda yanit degisken
olarak kullanilmamustir.

Merkezi kompozit deney tasarimindan elde edilen verilerin analizi agsamasinda,
PVP:CXB, SLS:CXB ve MAN:CXB bagimsiz degiskenlerinin ve bu degiskenlerin
birbiri ile etkilesiminin yanit degiskenler iizere etkisinin en iyi sekilde agiklanacagi
ikinci dereceden model secilmistir. Yanit degiskenler lizerinde anlaml etkiye sahip
bagimsiz degiskenlerin etkisini daha ayrintili degerlendirebilmek icin ii¢ boyutlu
cevap yiizey grafikleri ve kontur grafikleri olusturulmustur (Bkz. Sekil 4.22., Sekil
4.23., Sekil 4.24., Sekil 4.25.).

Uc boyutlu cevap vyiizey grafikleri ve kontur grafikleri, {ic bagimsiz
degiskenden birinin sabit degerde kullanildiginda, diger iki degiskenin yanit degisken
tizerindeki etkilerinin daha iyi degerlendirilmesini saglamaktadir. Sekil 4.22. ve
4.23.’te verildigi gibi, X3 degeri 1 olarak sabit tutuldugunda, Y; yanit degiskeninin
artan X; degerleri ile arttig1, ancak X;’in 0,6’dan diisiik oldugu durumlarda X>’deki
degisikligin Y:’i etkilemedigi ve 1’den yiiksek oldugu durumlarda X>’deki artisinin
Y1’1 arttirdig1 saptanmigstir. En yiiksek Y1 degerini saglayabilmek i¢in X;’in en yliksek
degerde, X>’nin 0,15-0,2 araliginda olmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Bu sonug,
oglitme bilesiminde yer alan PVP’nin ¢oziiniirliigii ve ¢oziinme hizini artirmak igin
SLS’den daha baskin bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. X> degeri 0,15 olarak
sabit tutuldugunda, X ve X3 degerlerinin artmasi Y yanit degiskeninin artmasini
saglamaktadir. Ancak 1’den diisik X3 degerinde daha yiliksek Xi kullanilmasi
gereklidir. Son kombinasyon olarak X; degeri 1,5 olarak sabit tutuldugunda, X> ve

X3’lin artmast Y1 yanit degiskeninin daha yiiksek degerlerde olmasini saglamaktadir.
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Sekil 4.24. ve 4.25.°te verilen grafiklerde, Y: icin bagimsiz degiskenlerin
etkilesimleri incelendiginde, X3 degeri 1 olarak sabit tutuldugunda, X>’nin 0,1’in
tizerinde olmasi1 durumunda X;’deki artis Y2’yi arttirabilmektedir. Bu durum, Y:’in
aksine selekoksibin zayif asidik olmasindan dolay: asidik pH degerinde ¢oziinme
hizinin artmasi i¢in daha yiiksek oranlarda yiizey etkin maddeye gereksinimi oldugunu
gostermektedir. Ancak tek basina X2 in yliksek olmasi yeterli degildir ve 1°den yiiksek
X1 degerlerinden sonra Y iizerinde pozitif etki gostermeye baslamaktadir. Bu sonug
yiksek Y2 icin, PVP ve SLS’nin 06zgiil oranlarda kullanilmasi gerektigini
gostermektedir. Xo degeri 0,15 olarak sabit tutuldugunda, X degerinin artmas1 Y1
yanit degiskeninin artmasini saglamaktadir. Ancak X; degeri 1,1 olana kadar X3’iin
artmasi ¢oziinmiis miktar1 6nemli 6l¢iide degistirmemis, 1,1 seviyesinden sonra ise
X3’lin artmasi sonucu pozitif yonde degistirmistir. Bu durumun mannitoliin
selekoksibin PVP ile hidrojen bagi yapmasimi engellemesi icin gereken oranin,
PVP’nin ¢oziiniirligiin artmasini saglayacak orani baskilamamasi gerektigi ile iliskili
oldugu disiiniilmektedir. Son kombinasyon olarak X; degeri 1,5 olarak sabit
tutuldugunda, X>’nin artmas1 Y> yanit degiskeninin daha yiiksek degerlerde olmasin
saglamaktadir. Ancak X; iki asamali bir etkiye sahiptir. ilk asamada, 0,1’in altindaki
X> degerlerinde, X3’lin artmasi Y2’yi etkilememis ve en diisiik degerlerde sonuglar
alinmasma neden olmustur. Ikinci asamada ise 0,1’in iizerindeki X, degerlerinde,
X3’ln artmast Y2’yi pozitif olarak etkilemistir. Bu sonuglarin selekoksibin pKa
degerinin bir fonksiyonu oldugu, asidik ortamlarda ¢6ziinmedigi, asidik ortamlarda
cozlinebilmesi i¢in de yiizey etkin maddeye gereksinim duymasi ile iliskili oldugu
diisiinilmektedir.

Sonug olarak; birincil 6giitme bileseni olan PVP ve mannitoliin hidrofilik
maddeler olmasi ve bu maddelerin kristal veya kristal-amorf karisimi selekoksibin
yiizeyini kaplamasi, partikiillerin yiizey gerilimini azaltmasi ve 1slanabilirligini
artirmas1 mekanizmalarina bagli olarak daha yiiksek ¢oziiniirlik ve ¢oziinme hizi
degerleri elde edilmistir. Kuru 6glitme isleminde SLS’nin eklenmesi ile dgiitme
performansinin arttiritlmast sonucu partikiil biiylikligi kigiiltiilerek ve selekoksib
partikiillerinin 1slanabilirligi arttirilarak ¢oziiniirligli arttirllmis mikronalti/nano-

boyutta selekoksib bilesimleri elde edilmistir.
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BO ile deney tasariminda X, X ve X3 i¢in ilk olarak genis bir aralik taranmus,
maksimum Y degerine nasil ulagsacagi GS modeli kullanilarak belirlenmeye
calisilmistir. Tez kapsaminda yapilan calismalarda, ilk 6 deneyde alt ve iist diizeyler
arasinda tarama yaptiktan sonra her degiskenin yanit degiskeni nasil etkiledigi ile ilgili
modelin bilgi diizeyi artmigtir. Tasarimin, tahmin edilen ve gercek degerler arasindaki
baglanti noktalarinin artmasi sonucunda, yedinci deneyden itibaren model, benzer
deney tasarimlar1 6nermeye baslamistir ve BO07-BO12 araligindaki deneylerde X; ve
X; i¢in “yararlanma”, X3 icin “kesfetme” stratejisi ile birbirine benzer deneyler
onerilmistir (Bkz. Tablo 4.18.). BO deney tasarimi, hedef degere yaklasti1 kararini
verdiginde tarama sikligini1 daraltmaktadir, bu sayede 0zgiil bagimsiz degisken
degerleri ile calisilarak hedefe ulasilmasini saglamaktadir. Merkezi kompozit deney
tasariminin sundugu 20 formiilasyona iliskin Y ve Y2 verileri kullanilarak yapilan
analizler, bu analizlerin li¢ boyutlu cevap ylizey grafikleri ve kontur grafikleri ile
gorsellestirilmesi sonucu bagimsiz degiskenlerin etkileri hakkinda bilgi sahibi
olunmustur. Ancak BO ile ilk 6 formiilasyondan sonra tasarlanan formiilasyonlar,
merkezi kompozit tasarimin Onerdigi optimum formiilasyonlara ¢ok benzer
tasarimlara sahiptir. BO’nun siirekli 6grenen bir tasarim agina sahip olmasi, merkezi
kompozit deney tasarimindan edinilen 8 deneye iligskin bulgular ve ardindan yapilan 6
deneysel ¢alisma sonucunda optimum formiilasyon tasarimi hakkinda bilgi
edinilmesini saglamistir. Merkezi kompozit deney tasariminda, yapilan 20 deneye
iliskin verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinden sonra optimum formiilasyon
belirlenebilirken; BO, 15. deneyden (merkezi kompozit deney tasariminda alinan 8
deney ve BO ile yapilan ilk 7 deneyin kiimiilatif degerlendirmesi) itibaren optimum
formiilasyon tasarimina yakin formiilasyonlar 6nermeye baslamistir. Sonug olarak bu
bulgular, BO’nun yaygin kullanilan ikinci dereceden deney tasarimlarindan daha az
deney ile hedefe ulasilabilecegini gostermektedir.

In vitro ve in vivo ¢alismalarda kullanilacak formiilasyonun belirlenmesi i¢in
merkezi kompozit ve BO tasarimindan elde edilen sonuglar kapsamli bir sekilde
degerlendirilmistir. Merkezi kompozit deney tasarimina iligkin matematiksel modelde
Y1 ve Y2 yanit degiskenleri i¢in hedef degerler sirasiyla >70 mg/500 mL ve >40
mg/500 mL olmustur. Tablo 4.17.’de verilen ve merkezi kompozit modeli tarafindan

sunulan ti¢ farkli formiilasyon i¢in deneysel ¢aligmalar yapilmistir. Yapilan deneysel
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caligmalar sonucunda optimum bilesimdeki PVP:CXB, SLS:CXB ve MAN:CXB
agirlik oranlart sirasiyla 1,5; 0,2; 0,5 olmustur. Bu bilesim “birlikte 6giitiilmiis
optimum selekoksib bilesimi” olarak isimlendirilmis ve bu bilesimlerin fizikokimyasal

ozellikleri karakterize edilmistir.

5.7. Mikronalti/Nano-boyutta Selekoksib Bilesimlerinin Fizikokimyasal

Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Merkezi kompozit deney tasarimi ile optimize edilen birlikte Ogiitiilmiis
selekoksib bilesimlerinin fizikokimyasal karakterizasyonu kapsaminda ¢oziiniirliik,
intrinsik ¢ozlinme hizi, DSC, FTIR, XRD, PSD, SEM ve stabilite analizleri
yapilmustir. Karakterizasyon ¢aligmalarinda, dogru bir degerlendirme yapabilmek i¢in
islem gormemis selekoksib, optimum bilesime iligskin iliskin fiziksel karisim ve

®

referans {riin Celebrex® Kapsiil i¢in de ayni c¢alismalar es zamanli olarak

ylirlitilmistiir.
Coziiniirliik

Coziiniirliik testi, genellikle suda ve fizyolojik pH degerlerindeki ¢oziiciilerde
yapilmaktadir (126, 149). Ancak selekoksibin sudaki ¢oziiniirliigiiniin ¢ok diisiik
olmasi nedeniyle ve formiilasyonlar i¢in yapilacak ¢oziinme testlerinde sink kosulun
saglanabilmesi icin ¢Oziiniirliik bilgisine gereksinim duyulmasi nedeniyle %0,2
oraninda SLS iceren pH 1,2; pH 4,5 ve pH 6,8 ortamlar1 ile ¢aligilmistir.

Islem gérmemis selekoksib, fiziksel karisim ve Celebrex® Kapsiil’iin tiim
ortamlardaki ¢oziiniirliik degerleri birbirine yakin bulunmustur (Bkz. Tablo 4.19.).
Sonuglarin birbirine yakin olmasi, formiilasyonlarda yer alan yardimc1 maddelerin
fiziksel karigim halinde veya yas graniilasyonda kullanilmasi halinde selekoksibin
¢cozlinlirliiglinii 6nemli oranda degistirecek etkiye sahip olmadigini gdstermektedir.
Optimum birlikte 6giitiilmis selekoksibin su disindaki ortamlarda ¢oziiniirliigiiniin,
etkin madde, fiziksel karisim ve referans {iriinden en az 2 kat, suda ise 4,8 kat yiiksek
oldugu goriilmektedir (Bkz. Tablo 4.19., Sekil 4.26.). Bu durum; selekoksibin partikiil
biiylikliigiiniin maksimum 350 nm olmasi ve 6gilitme bilesimindeki yardimci maddeler
ile kimyasal etkilesimi sonucu 1slanabilirligi artirilmis bir kati dispersiyonun iiretilmis

olmasi ile agiklanabilir.
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Intrinsik Coziinme Hiz1

Intrinsik ¢dziinme hiz1, ¢oziiniirliikten farkli olarak etkin maddenin ¢dziinme
ozelligi ile ilgili bilgi vermektedir. Coziinme hizi; sabit sicaklik, ¢dziinme ortami ve
ylizeyden birim zamanda ¢dziiciiye gegcen madde miktar1 olarak tanimlanmaktadir.
(Coziinmenin “film teorisi” veya “difiizyon katman modeli” teorilerine gore ¢ozliinme
oraninin kati transferine dayandigi bildirilmistir. 1855 yilinda Fick tarafindan
olusturulan ¢oziinme esitlikleri devam eden yillarda bu esitlige ylizey alaninin,
diflizyon katsayisinin, kati partikiil yiizey alan1 gibi degiskenlerin de eklenmesi ile
gelistirilmistir (133, 165-168).

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda sabit deney kosullarinda (sicaklik,
¢Ozlinme ortami, karigtirma hiz1 gibi) sabit 0,5 cm?’lik yiizey alanindan birim zamanda
coziinme ortamina gecen (¢oziinmiis) selekoksib miktarint belirleyebilmek igin
intrinsik ¢ozlinme hiz1 (intrinsic dissolution rate-IDR) testleri yapilmigtir. Optimum
selekoksib bilesimine iligkin IDR degeri, bu bilesim ile gelistirilecek kapsiil
formiilasyonunun ¢6ziinme hizi i¢in temel bilginin alt yapisini olusturmustur. IDR
testinde sabit bir ylizeyden ¢dziinmenin olmasi sonuglarin dogru degerlendirilmesi
acisindan onemlidir. Yiizey alaninin biitiinliigi bozuldugunda ¢dzlinme ortam ile
temas eden kati1 yiizey alaninin degismesinden dolay1 ¢6ziinme sifirinci derece
olmaktan ¢ikmaktadir (134). Bu nedenle IDR sonuglari, ¢éziinmenin dogrusal bir
sekilde arttig1 son zaman noktasina kadar (pH 1,2+%0,2 SLS; pH 4,5+%0,2 SLS ve
pH 6,8+%0,2 SLS igin ilk 15 dakika, pH 12 igin ilk 5 dakika) birim yiizeyden (cm?)
¢cozlinmiis selekoksib miktarlarinin zamana kars1 grafige gegirilmesi ile gosterilmistir
(Bkz. Sekil 4.27.) Optimum birlikte 6giitiilmiis selekoksibin IDR’si, daha yiiksek
cozlinilirliige ve 1slanabilirlige sahip oldugu i¢in tim ortamlarda islem gdérmemis
selekoksib, fiziksel karisim ve Celebrex® Kapsiil’den daha yiiksektir (Bkz. Tablo
4.25.). Fiziksel karisim ve islem gérmemis selekoksibin IDR sonuglar1 arasindaki fark,
oglitme bilesiminde yer alan maddelerin etkisinden dolay1 kabul edilebilir diizeydedir.
Celebrex® Kapsiil iin intrinsik ¢oziinme hizinin, selekoksib etkin maddesinden 6nemli
Olgiide daha yiiksek olmasinin nedeni formiilasyondaki yiiksek miktardaki sodyum
lauril siilfat, graniillerin 1slanabilirligini artiran yas graniilasyon yontemi ve ortam ile
hizl1 etkilesim sonucu graniillerin hizli par¢alanmasini saglayan siiper dagiticiya bagh

olabilir. Calismamizda pH 1,2+%0,2 SLS; pH 4,5+%0,2 SLS ve pH 6,8+%0,2 SLS ve
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pH 12 ortamlarina ek olarak FASSIF ortaminda yapilan IDR testinde sadece optimum

bilesim ve Celebrex®

Kapsiil karsilastirilmistir. Optimum  bilesim tiim zaman
noktalarinda referans iiriinden 1,7 kat daha fazla ¢6ziinmiistiir (Bkz. Tablo 4.24., Sekil

4.29.).
DSC

DSC, etkin maddelerin fizikokimyasal durumu hakkinda bilgi saglayan bir
analizdir. Kuru ogiitme islemi ile kristal yapidaki etkin maddelerin amorf sekle
doniisme olasiliginin bulundugu literatiirde yer alan bir bilgidir (59, 60). Ayni
zamanda PVP ile yapilan birlikte 6gilitme (co-milling) islemi, Bolim 2.1.4.°te
anlatildigr gibi amorf kat1 dispersiyonlar iiretmek ic¢in uygulanan bir yOntemdir.
Birlikte 6gilitme sonucunda selekoksibin amorf sekle doniismesi, yardimer maddeler
ile molekiiler dispersiyon olusturmasi durumunda erime endotermi godstermemesi
beklenir (25). On tarama deneylerinde, PVP ile yapilan dgiitmelerde amorf sekillerin
olustugu tespit edilmistir. Ancak Ogiitme bilesimine mannitol eklenmesi sonucu,
selekoksib ve PVP’nin hidrojen bagi yaparak amorf kati dispersiyon olusturma
olasiliginin azaltildig1 hipotezi kurulmustur. Her bir yardimci maddenin, optimum
bilesime iligkin fiziksel karisimin ve optimum bilesimin DSC calismalar1 yapilmistir.
Fiziksel karisim ve optimum bilesimin 5°C/dk, 10°C/dk ve 15°C/dk olmak iizere {i¢
farkli sicaklik artis hizlarinda yapilan DSC analizlerinde onset, peak ve endset
degerleri karsilastinlmigtir. Farkli sicaklik artis hizlarinda erime endotermelerde
erimenin bagladig1 sicakligin (onsef) birbirine yakin sicaklikta olmasi, incelenen
endotermin erime endotermi oldugunu gdstermektedir. Fiziksel karisima iliskin
termogramlarda selekoksibin ve mannitoliin erime endotermleri, bu iki maddenin saf
halleri ile birebir uyumlu olmamasina ragmen (karisim oldugu icin bu beklenen bir
durumdur), ayr bir sekilde goriinmektedir. Optimum bilesime iliskin termogramda ise
5°C/dk, 10°C/dk ve 15°C/dk hizlarinda gézlenen erime endoterminin onset, peak ve
endset degerleri birbirine yakin gelmistir (Bkz. Sekil 4.31.). Bu erime endotermine
iliskin degerlerin selekoksibin erime sicakligina yakin olmasi nedeniyle selekoksibe
iliskin oldugu diisiiniilmektedir. Optimum bilesime iligkin termogramlarda mannitol
ve selekoksibin ayr1 ayr1 gozlenmemesinin nedeninin, selekoksib, PVP ve mannitol

arasindaki molekiiler etkisim ve selekoksibin bu karisim igerisinde kismen ¢oziinmiis
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olmasindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Elde edilen termogramlar; literatiirde
verilen farkli yardimci maddeler ile yapilan kuru 6gtitmeler ile benzer bulunmustur,
ayrica tamamen amorf forma donlismedigini de gostermektedir (55, 169). Bu durumu

XRD ve FTIR analizleri de desteklemektedir.
FTIR

On tarama deneylerinde PVP ile yapilan 6giitmelerde selekoksibin FTIR
spektrumundaki 3341 ve 3234 cm'’deki N-H bagma iliskin piklerin kayboldugu
gorlilmiistiir (Bkz. Sekil 4.11.) Bu durum literatiirde belirtildigi iizere selekoksibin
hidrofilik 6zellikteki amin grubu ile PVP’nin hidrojen bag1 yapmasi sonucu amorf kati
dispersiyonlar olusturmasindan kaynaklanmaktadir (104, 106, 107). Ancak 6giitme
bilesimine mannitol eklenmesi durumunda elde edilen optimum bilesimde 3341 ve
3234 cm’de gozlenen piklerin siddeti azalmig, mannitoliin spesifik pikleri ile
birlesmis ancak kaybolmamistir (Bkz. Sekil 4.32., Sekil 4.33.). Bu duruma
selekoksibin nano-boyutta olmasmin ve PVP-MAN ile olusturdugu kimyasal
etkilesimin neden oldugu diistiniilmektedir. Bu bulgular, selekoksibin tamamen amorf
sekle donlismedigini gostermektedir. Ek olarak optimum bilesimine iliskin fiziksel
karisimin FTIR spektrumunda 3341 ve 3234 cm™’deki pikler, belirgin bir sekilde

gbzlenmistir.
XRD

XRD c¢alismalarinda, selekoksibin tek basina ogiitiilmesi sonucu hem kristal
hem de kristal Form-III yapisina karakteristik olan piklerin korundugu, sadece dgiitme
sonucu partikiil biiyilikliigiiniin kiiclilmesine bagl olarak pik siddetinde azalma
meydana geldigi goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.34.). Bu durum kuru 6gilitme isleminde
olusan mekanik etkinin ve dgiitme siiresinde olusan sicakligin selekoksibin polimorfik
yapisini etkilemedigini gostermektedir. Ancak DSC ve FTIR analizlerinde de
goriildiigii tizere sadece PVP ile yapilan 6giitme sonucunda selekoksib kristal sekilden
tamamen amorf sekle doniismiistiir. Ogiitme bilesimine mannitol eklenmesi sonucu
kristal sekilden tamamen amorf sekle doniisiim engellenebilmistir. Ek olarak her iki
formiilasyonun da partikiil biiytlikliiglinlin 1000 nm’den kii¢iik olmasi nedeniyle

piklerin siddeti azalmistir. Bhatt ve arkadaglarinin ¢alismalarina gore, mannitol
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heterojen ¢ekirdeklenme yoluyla nanokristal olusumuna yardimci olmakta, kristal
biiytimesine fiziksel bariyer saglamaktadir (164). PVP ile birlikte 6glitme sonucunda
tamamen amorf sekle doniligiimiin, mannitoliin bu 06zelligi ile azaltilabilecegi
diistinlilmiis ve 6giitme bilesiminde spesifik agirlik oraninda mannitol kullanilmasina
karar verilmistir. Ogiitme bilesimine mannitoliin eklenmesi sonucunda hem
polimorfik yap1 degisikliinin azaltildigt hem de c¢oziiniirliigiin arttirlldigr tespit

edilmistir.
PSD

Merkezi kompozit deney tasarimi ile optimize edilen selekoksib bilesiminin
partikiil biiytikliigii hedeflendigi lizere mikronalti/nano-boyutta elde edilmistir (Bkz.
Sekil 4.35.) Optimum birlikte o6giitiilmiis selekoksib bilesimindeki selekoksibin
ortalama partikiil bilyiikliigii 184 nm olarak bulunmustur. Islem gérmemis selekoksib
etkin maddesinin ortalama partikiil biiyiikligii ise 3272 nm degerindedir. Coziiniirliik
ve c¢oziinme hizi deneylerinde elde edilen sonuglar selekoksibin partikiil
biiylikliigiiniin kiictltiildiigiinii desteklemektedir (Bkz. Sekil 4.26., Sekil 4.27., Sekil
4.28.)

SEM

SEM mikrograflari, 6glitme bilesimine yiizey etkin madde eklendiginde ylizey
geriliminin azalmasi sonucu agregasyonun onlendigini gdstermektedir. Ayni1 zamanda
PVP-SLS ile yapilan 6gilitmede partikiillerin kristalliginin azaldigi, 6gtlitme bilesimine
mannitol eklenmesi ile kristal sekilde partikiiller elde edilebildigi gézlenmistir (Bkz.
Sekil 4.36.). Optimum bilesime iliskin SEM analizi ile tespit edilen ortalama partikiil
biiytikliigii sonuglart dinamik 1s1k sa¢ilimi (DLS) yontemi ile tespit edilen sonuglar ile
benzer bulunmustur. DLS tarafindan yapilan ortalama partikiil biiytikliigli analizine ek
olarak, SEM goriintiileri, birlikte kuru 6giitme isleminin, oral biyoyararlanimi artirmak
icin ortalama partikiil biiyiikliigiiniiniin homojen bir sekilde kiiciilmesini

saglayabilecek bir yontem olduguna iliskin bulgular sunmustur.
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Stabilite Calismalar

Hizlandirilmis ve uzun donem kosullarinda yapilan 3 aylik stabilite
caligmalarinda polimorfik yapida herhangi bir degisiklik olmamistir (Bkz. Sekil 4.37.).
Selekoksib miktar tayininde ve ortalama partikiil biiytlikliiglinde de anlamli bir
degisiklik meydana gelmemis ve baslangic sonuglar1 ile benzer sonuglar elde
edilmistir. Optimum formiilasyon ve fiziksel karigima iligkin IDR analizinde ise, 120.
dakika sonunda ¢Oziinmiis selekoksib miktarinda meydana gelen diistikliik
hizlandirilmis kosulda, uzun dénem kosuluna gore daha fazla olmustur (Bkz. Tablo
4.26.). Bu durumun yiiksek nem kosulundan kaynaklandig: diisliniilmektedir. Ancak
tiim sonuglarin daha dogru degerlendirilebilmesi i¢in uzun stireli stabilite sonuglarina

gereksinim vardir.
5.8. Formiilasyon ve Coziinme Calismalarinin Degerlendirilmesi

Cozilinlirliigii ve ¢oziinme hizi arttirllmig selekoksib bilesimi, etkin madde
kaynagi olarak kullanilmig, Celebrex® Kapsiil referans liriinii ile benzer yardimci
maddeler segilerek kapsiil formiilasyonu gelistirilmistir. Gelistirilen formiilasyon,
referans iiriinden farkli olarak dogrudan toz karisim yontemi ile iiretilmistir. Dogrudan
karigim, daha az iiretim basamagi gerektirmesine bagli olarak ekonomik bir yontem
olarak degerlendirilmistir.

Hayvanlarda yapilacak in vivo farmakokinetik ¢aligmalardan 6nce selekoksib
formiilasyonunun Celebrex® Kapsiil ile karsilagtirmali ¢dziinme ¢alismalari
yapilmistir. Coziinme ¢aligmalarinda sink kosulun saglanmasi gereklidir, bu nedenle
belirlenen ortam hacmi ile, ¢6ziinme ortamindaki maksimum etkin madde
konsantrasyonunun etkin maddenin ¢oziiniirliigliniin yaklasik %20’sini gegmemesi
saglanir (131). Ayn1 zamanda ¢dziinme ortam pH degeri ve yiizey etkin madde
gerekliligi etkin maddenin sirasiyla pKa degeri ve ¢ozlintirligii dikkate alinarak
belirlenir. Selekoksibin pKa degerinin 11,1 olmasi nedeniyle 1,2-6,8 araligindaki
fizyolojik pH degerlerinde ¢oziliniirliigii diisiiktiir ve ¢oziinme testlerinde ylizey etkin
madde kullanilmasi gereklidir. Dolayisi ile Celebrex® Kapsiil igin FDA tarafindan %1
oraninda SLS igeren, ¢dziinme ortam1 herhangi bir fizyolojik kosulu taklit etmeyen pH
12 olarak belirlenmistir. Ancak in vitro ¢dzlinme testlerinde ytliksek oranda yiizey etkin

madde kullaniminin formiilasyonlar arasi farki maskeledigi ve in vivo ortam ile
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iliskilendirmeyi tam olarak saglamadig i¢in farkli SLS oranlarinda da ¢dziinme
profilleri incelenmistir (121). Tim bu nedenlerden dolayr selekoksib
formiilasyonlarinin ¢dziinme testleri, sink kosulun saglanmasi i¢in 37 mg/kapsiil
(optimum formiilasyon) ve 19 mg/kapsiil (referans iiriin) yitilikleri ile yapilmistir.
Optimum formiilasyondaki selekoksibin ¢oziintirliigiiniin ve IDR’sinin referans
iiriinden yiiksek olmasinin bir sonucu olarak; ¢oziinme testlerindeki yitiliklerin farkli
olmasina ragmen, optimum formiilasyon tiim ortamlarda 10. dakikada %85’ten fazla
¢Ozunmuigtur.

Calismalarimizin temel amaci, selekoksibin ¢oziintirliigiiniin, ¢6ziinme hizinin
dolayis1 ile biyoyararlanimin arttirilmasi, buna bagl olarak da piyasada bulunan ve
200 mg olan yitiligin azaltilmasi icin yeni bir iiriin gelistirilmesidir. Bu nedenle
referans tirlinle ayni yitilikte test irlin kullanilarak da ¢oziinme testleri yapilmistir. Bu
islem icin sink kosulun saglanmadigi ancak farkli SLS oranlarinin kullanildig:
coziinme testleri yapilmistir. Sink kosulda yapilan testlerden farkli olarak iki tirliniin
¢ozliniirliik ve ¢ozlinme hiz1 farklar1 200 mg yitilik ile yapilan ¢oziinme testlerinde ¢ok
daha belirgin bir sekilde goriilmiistiir. SLS miktarinin %0,2’den %0,5’e ¢ikarilmast
kiimiilatif ¢6ziinmiis selekoksib miktarin1 her iki iirlin i¢in de artirmistir ancak
coziinme hizlar1 arasindaki fark benzer bir degisim profili sergilemistir (Bkz. Sekil
4.38D, E, F). pH 1,2+%0,2 SLS; pH 4,5+%0,2 SLS ve pH 6,8+%0,2 SLS ortamlarinin
aksine selekoksibin pKa degeri 11.1 olan zayif asidik bir madde olmasindan dolay:1 pH
12 ortamindaki ¢oziinme hizi ve ¢ozlinmiis madde miktar1 ¢cok belirgin bir sekilde
yiiksek bulunmustur (Bkz. Sekil 4.38.G). Selekoksibin ¢oziiniirliigiintin bu ortamda
yiiksek olmasi nedeniyle, optimum formiilasyon ve Celebrex® Kapsiil arasindaki
¢ozlinlirliik-¢ozlinme hizi farkinin ¢cok azaldig: goriilmiistiir. Bu sonug optimize edilen
birlikte o6giitiilmiis selekoksib bilesiminin fizyolojik ortam pH’larinda ¢ok daha
yiiksek bir ¢oziinme degerine sahip oldugunu gostermektedir (Bkz. Sekil 4.38.).

Benzer sonuglarin in vivo ¢alismalarda da alinmasi beklenmistir.

5.9. Selekoksib Formiilasyonlarina iliskin Hiicre Kiiltiirii Calismalarinin

Degerlendirilmesi

Selekoksibin permeabilitesinin yiiksek olmasindan dolayi, biyoyararlanimin

arttirlmasinda hiz kisitlayic1 basamagi olusturan ¢oziiniirliik ve ¢oziinme hizi
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ozelliklerinin 1iyilestirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla daha Once yapilan
caligmalarda, formiilasyonlarda kullanilan yardimci maddelerin ve uygulanan tiretim
teknolojilerinin meydana getirdigi yeni selekoksib sekillerinde ¢oziintirligiin
artmasinin permeabilite degerinde de artis meydana getirdigi bildirilmistir (109, 170-
173). Caligmalarimiz kapsaminda Caco-2 hiicreleri kullanilarak yapilan sitotoksisite
deneylerinde optimum formiilasyonun, islem gérmemis selekoksib, fiziksel karigim ve
Celebrex® Kapsiil’e gore daha sitotoksik oldugu goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.33., Sekil
4.39.). Bu durumun siispansiyon orneklerindeki ¢oziinmiis selekoksib miktarinin
optimum formiilasyonda daha yiiksek olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
Sitotoksisite ¢alismalart sonucunda, optimum formiilasyon, fiziksel karisim, islem
gormemis selekoksib ve Celebrex® Kapsiil i¢in hiicre canliligmin %90’dan yiiksek
oldugu ortak selekoksib konsantrasyonun 5 pM oldugu tespit edilmistir (Bkz. Tablo
4.33.). Bu konsantrasyon degeri elde edilecek sekilde hazirlanan siispansiyon
orneklerinin permeabilite calismalar1 yapilmis ve literatiirde yer alan ¢aligma sonuglari
ile iliskisi degerlendirilmistir. Sitotoksisite ve permeabilite ¢aligmalarinda
selekoksibin silispansiyon sekli hazirlanmistir. Cozelti yerine silispansiyon ile
calisilmasinin nedeni, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda en yaygin olarak kullanilan
yardimci ¢oziicli olan DMSO’nun selekoksib formiilasyonlart icin yiiksek oranlarda
kullanimina gereksinim olmasi ve bu oranin hiicre canliligin1 olumsuz etkilemesinden
dolayidir. Selekoksib etkin maddesinin permeabilite degeri, literatiirde raporlanan
permeabiliteden ¢ok daha diisiik degerde bulunmustur (171, 174), bu durum uygulanan
konsantrasyon, uygulanan dozaj sekli (slispansiyon), Caco-2 hiicreleri kaynakli
olabilir. En yliksek permeabilite degerinin optimum formiilasyon ile elde edilmesi,
siispansiyon seklindeki drnekler icerisinde en yliksek ¢oziinmiis selekoksib miktarina
optimum formiilasyonun sahip olmasi ile iliskilidir (Bkz. Tablo 4.34.) (109, 170-173).
Ilag molekiillerinin ¢dziiniirliigii iyonize form ile, hiicre membranlarindan gegisi
iyonize olmayan form ile agiklanmaktadir. Bu durumda selekoksib yiiksek
permeabiliteye sahip oldugu i¢in hazirlanan siispansiyon Orneklerindeki ¢oziinmiis
selekoksib miktari, apikal ylizeyden bazolaterale gegiste hiicre membranindan gececek
madde miktar1 i¢in belirleyici etkiye sahiptir. Celebrex® Kapsiil’iin, fiziksel karigim
ve etkin maddeden daha yiiksek permeabilite degerine sahip olmasinin, intrinsik

cozlinme hizi ve ¢oziinme testlerinde oldugu gibi, yiiksek miktardaki SLS ile yas
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graniilasyon yapilmasi sonucu, graniillerin 1slanabilirliginin artmasina bagh

olabilecegi diisliniilmektedir.

5.10. Selekoksib Formiilasyonlarina iliskin Farmakokinetik Calismalarin

Degerlendirilmesi

Tez ¢aligmalart kapsaminda gelistirilen selekoksib formiilasyonunun in vitro
¢coziinme ve in vitro permeabilite caligmalarinin tamamlanmasinin ardindan in vivo
farmakokinetik ¢aligmalar planlanmistir. Literatiirde, selekoksib formiilasyonlarinin 2
mg/kg ve 100 mg/kg araliginda olmak iizere farkli dozlarda siganlara uygulanmasi
seklinde tasarlanan farmakokinetik ¢aligmalar yer almaktadir (107, 110, 117, 175-
177). Aglik kosullarinda Celebrex® Kapsiil ile karsilastirmali olarak yapilan
farmakokinetik caligmalar referans alinarak 10 mg/kg ve 40 kg/kg uygulama dozlar
belirlenmistir (110, 151). Test {iriin ve referans {iriiniin suda disperse edilmesi sonucu
olusturulan siispansiyonlar oral gavaj yontemi ile dogrudan siganlarin midesine
transfer edilmistir.

Phoenix WinNonlin (Version 8.1, Certara L.P.). istatistiksel yazilimi
kullanilarak selekoksibin farmakokinetik parametreleri hesaplanmistir (Bkz. Tablo
4.39.). Elde edilen sonuglar, selekoksibin literatiirde yer alan farmakokinetik verileri
ile karsilastirilarak degerlendirilmistir (175-187).

Selekoksibin 10 mg/kg dozda uygulanmasi sonucu, optimum formiilasyonun
maksimum konsantrasyona ulasma siiresi olan tmaxs parametresi 1,6040,55 saat olarak
bulunmustur. Bu durum in vitro ¢éziinme hizinin yiliksek olmasina bagl olarak
absorpsiyon hizinin da yiiksek oldugunu géstermektedir. Celebrex® Kapsiil’iin tmaks
degeri ise daha 6nce yapilan caligmalarin sonuglari ile benzer ve 2,60+1,34 saat olarak
bulunmugtur (180). Uygulama dozunun artmasi sonucu optimum formiilasyonun ve
referans Uriiniin tmas degerleri arasindaki fark artmis ve sirasiyla 3,80+2,28 saat,
6,00+£3,67 saat olarak hesaplanmistir. Yonghyun Lee ve ark. tarafindan yapilan
caligmada, selekoksibin farkli dozlarda uygulanmasi sonucu dozun artmasi ile daha
uzun tmaks degerleri elde edildigi bildirilmistir (175).

Biyoyararlanim i¢in birincil 6neme sahip farmakokinetik parametreler AUCo¢
ve Cmaks degerleridir. Test iirlintin, 10 mg/kg ve 40 mg/kg dozlarinin aglik kosullarinda

uygulanmasini takiben elde edilen Cmaks degeri her iki doz i¢in de referans tiriinden 1,6
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kat daha yiiksek bulunmustur (Bkz. Tablo 4.39., Sekil 4.44.). Ayn1 dozda uygulama
yapilmasina karsin test {lriiniin maksimum plazma konsantrasyonunun referans
iiriinden yiiksek olmasi, selekoksibin fizyolojik pH kosullarindaki ¢oziiniirliigiiniin ve
¢cozlinme hizinin arttirilmasina baglh oldugu seklinde degerlendirilmistir.

Optimum formiilasyonun Cmas degeri 10 mg/kg ve 40 mg/kg dozlar icin
referans iiriinden yliksek olmasina ragmen, bu dozda AUCy 24 i¢in benzer bir durum
s0z konusu olmamigstir. Optimum formiilasyon ve referans {irlintin 10 mg/kg uygulama
dozu ile birbirine ¢ok yakin AUCo24 degerleri elde edilmistir. 40 mg/kg dozda ise,
optimum formiilasyonun AUCy 24 degeri, Cmaks parametresinde oldugu gibi referans
iiriinden 1,6 kat daha yiiksek bulunmustur (Bkz. Tablo 4.39., Sekil 4.44.).

Selekoksibin 200 mg dozdan sonra dogrusal olmayan farmakokinetik
gostermesi, osteroartrit, romatoid artrit ve ankilozan spondilit tedavilerinde daha
yaygin klinik kullanimi sinirlamas1 yoniinden sakinca olusturmaktadir. Selekoksibin
biyararlanimimin artirllmast igin gelistirilen yeni formiilasyonlarin dogrusal
farmakokinetik gostermesi de olduk¢a Onemlidir. Yakin ge¢miste yapilan,
selekoksibin amino asit konjugatlari ile 6n ilag formunun gelistirilmesi, bu 6n ilacin
bagirsakta selekoksibe donilismesi sonucu farmakokinetik profilin dozdan bagimsiz
olarak dogrusal oldugunun gosterilmesi imit vaad eden yaklasimlardir (175). Bu
caligmada selekoksib etkin maddesinin 10 mg/kg, 20 mg/kg ve 40 mg/kg dozlarda
sicanlara oral yoldan uygulanmasini takiben elde edilen AUCy 24 degerleri dozun
artmasi ile orantisal olarak artmamus, birbirine yakin degerlerde bulunmustur. Ancak
selekoksibin amino asitler ile konjuge edilmesi sonucu olusturulan selekoksib 6n
ilacinin 10 mg/kg, 20 mg/kg ve 40 mg/kg dozlarda uygulanmasini takiben her doz i¢in
AUC-24 degeri yaklasik olarak 1,5 kat artmistir (175). Calismalarimiz kapsaminda
yapilan farmakokinetik deneylerde optimum formiilasyonun dozunun 10 mg/kg’dan
40 mg/kg’a yiikseltilmesi sonucu AUCy 24 degeri yaklasik 2,7 kat artmistir. Referans
iirlin i¢cin bu degisim yalnizca 1,8 kattir (Bkz. Tablo 4.39., Sekil 4.45.). Optimum
formiilasyonda doz artisina bagli olarak AUCy 24 parametresinde gozlenen bu artisin,
referans iirlinden daha yliksek ve doz artisi ile uyumlu olmasi, birlikte 6glitme sonucu
farmakokinetik ozellikleri iyilestirilmis bir bilesim elde edildigini gostermektedir.

Ancak dogrusal farmakokinetik elde edildiginin kanitlanmasi i¢in 10 mg/kg ve 40
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mg/kg dozlara ek olarak farkli dozlarda da farmakokinetik caligmalarin yapilmasi
gereklidir.

Selekoksibin maksimum plazma konsantrasyonuna ulagtiktan sonraki
eliminasyon fazinda, eliminasyon hiz sabitinin formiilasyondan bagimsiz, selekoksibe
spesifik bir deger olmasindan dolay1 formiilasyonlarin yarilanma Omriiniin farkli
olmas1 beklenmemektedir. Bu temel bilgi ile farmakokinetik analiz sonuglari
degerlendirildiginde; optimum formiilasyonun ve referans liriiniin her iki uygulama
dozunda yarilanma Omrii 5,5-7,3 saat aralifinda olmak {izere birbirine yakin ve

literatiir ile uyumlu bulunmustur (175-187).



167

6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasindan elde edilen sonuglar asagida siralanmstir:

o Selekoksibin ¢oziiniirliik ve ¢oziinme oOzelliklerinin iyilestirilmesi igin,
endiistriye uygulanabilir bir yontem olan birlikte kuru 6giitme teknolojisi
secilmigtir. Birlikte kuru 6giitme isleminde selekoksib i¢in en uygun
yardimct  maddeler, 06n tarama deneyleri ile belirlenmistir.
Polivinilpirolidon, mannitol ve sodyum lauril siilfat ile yapilan 6glitmelerde
en disiik partikiil biiyiikliigii ve en yiiksek intrinsik ¢oziinme hizi elde
edilmis, mannitoliin 6giitme bilesimine eklenmesi ile fizyolojik pH’larda
cozlinme hizinin daha fazla arttig1, selekoksibin polimorfik yapisinda daha
az degisim oldugu goriilmiistiir.

e Segilen 6giitme bilesiminin (selekoksib + polivinilpirolidon + mannitol +
sodyum lauril siilfat) ve liretim islem parametrelerinin birlikte giitiilmiis
selekoksib iizerindeki potansiyel riskleri, balik kil¢ig1 (Ishikawa) diyagrami
ile degerlendirilmistir. Etkili olacag: diisiliniilen 6 etkenin etkisi, Plackett-
Burman deney tasariminin iki diizeyde onerdigi 12 formiilasyon ile test
edilmis, faktorler “etkili”-“etkisiz” olarak smiflandirilmistir. Bu asamada
formiilasyonlar, ortalama partikiil biiylkligii, ¢oziniirlik ve intrinsik
cozlinme hiz1 test sonuglarina gore degerlendirilmistir.

e Formiilasyon parametrelerini optimize etmek icin merkezi kompozit
(Central Composite) deney tasarimi kullamlmistir. Ug boyutlu cevap yiizey
grafikleri ve kontur grafikleri ile etkenlerin etkisi degerlendirilmis, en
yiksek ¢oziinme hizin1t saglayan optimum formiilasyon bilesimi
belirlenmistir.

e Bayes optimizasyon deney tasariminin merkezi kompozit deney tasarimina
iliskin 8 deneyden &grendigi bilgiler ile sundugu ve her yinelemede
olusturdugu farki deney tasarimlari ile toplamda 12 deney yapilmis, en
yiiksek intrinsik ¢oziinme hizin1 saglayan formiilasyon bilesenleri
belirlenmistir. Merkezi kompozit deney tasarimina alternatif olarak daha az

sayida deney ile hedefe ulasilabilecegi goriilmustiir.
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e Optimize edilmis birlikte o6giitiilmiis selekoksib bilesimi etkin madde
kaynag1 olarak kullanilarak kapsiill formiilasyonu gelistirilmistir.
Gelistirilen formiilasyon ve referans {irlinlin farkli ¢ézlinme ortamlarinda
karsilagtirmali ¢6ziinme profilleri olusturulmus, test iirliniin ¢dziinme
hizinin referans {iriinden oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir.

o Gelistirilen formiilasyon, selekoksib etkin maddesi ve referans iirliniin
karsilagtirmali permeabilite ¢aligmalart yapilmis, optimum formiilasyonun
permeabilitesinin selekoksib etkin maddesinden ve referans tirtinden yiiksek
oldugu belirlenmistir.

e [n vitro karakterizasyon ¢aligmalarinda en iyi sonucu veren formiilasyonun
sicanlarda, aclik kosulunda oral farmakokinetik calismasi yapilmistir. 10
mg/kg ve 40 mg/kg dozlarinda ilag uygulamasini takiben optimum
formiilasyonun maksimum plazma konsantrasyonu; 40 mg/kg dozunda ilag
uygulamasini takiben optimum formiilasyonun egri altinda kalan degeri
referans iirtinden oldukea yiiksek bulunmustur.

Tez calismamizda birlikte kuru 6glitme yontemi kullanilarak tasarimla kalite
yaklagimi ile gelistirilen selekoksib bilesimlerinin in vitro ve in vivo karakterizasyon
caligmalar1 yapilmistir. In vitro ¢alismalar ile selekoksibin ¢ozliniirliigiiniin ve
¢oziinme hizimin arttign gosterilmistir. ileriye yonelik ¢aligmalarda kristal, amorf
ve/veya kristal-amorf karigimindaki her bir seklin yiizde dagiliminin belirlenmesi i¢in
daha ayrmtili tanimlama testleri yapilabilir. Ogiitme bilesimindeki polivinilpirolidon
ve mannitol oranlarmin polimorfik degisime etkisinin kantitatif olarak tayin edilmesi
icin ¢alismalar yapilabilir. Stabilite calismalarinda en az 6 aylik siirecte formiilasyonun
fizikokimyasal stabilitesi takip edilebilir. /n vivo ¢aligmalarda oral gavaj ile 10 mg/kg
ve 40 mg/kg dozlarda selekoksib uygulamasi yapilmistir. Test {iriin i¢in iki dozun
Cmaks ve AUC degerleri doz ile orantisal bir sekilde artmistir. Ancak selekoksibin
dogrusal farmakokinetik gosterdigini gosterebilmek icin 5 mg/kg, 20 mg/kg, 80 mg/kg
gibi farkli dozlarda uygulama yapilarak farmakokinetik parametreler incelenebilir. /n
vivo ¢aligmalarda optimum formiilasyon ve referans iiriin ayn1 yitilikte uygulanmistir.
In vitro ve in vivo c¢alisma bulgularina gore test iirlinlin ¢dziinme hizi ve
biyoyararlanimi referans iiriinden 1,6 kat daha yiiksektir. Bu nedenle test {iriiniin

uygulama dozu, referans iriiniin uygulama dozuna gore azaltilarak yeni bir in vivo
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caligma yapilabilir. Bu ¢caligmalardan elde edilecek bulgular ile daha diistik yitilikteki
selekoksib  formiilasyonlarinin  farmakokinetik  profili, piyasa {rini ile

karsilastirilabilir.
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DISEASE AND TREATMENT
«J ARTHRITIS ' _SIGN & SYMTOMPS
Arthritis is the swelling and tenderness ——The most common signs and symptoms of

arthritis involve the joints. Depending on the

type of arthritis, signs and symptoms may
include:

of one or more joints. The main
symptoms of arthritis are joi
pain and stiffness, which
typically worsen with age.

) NSAID
*_J NSAID used chronically
in the treatment of signs 4|
and symptoms of very ' CELECOXIB
important diseases such as Celecoxib is a selective COX-2  inhibitor
SAID used chronically in the treatment of signs and
symptoms of OA, RA and AS.
PROBLEMS REQUIRED TO BE SOLVED FOR
WHY CELECOXIB? CELECOXIB?
v Mostly used NSAID : 5 v Hydrophobic substance
¥ BCS Class I (low solubility and high permeability) v Very low solubility and wettability in water 11!
¥ Undesirable especially gastrointestinal v Takes orally, requires to increase its bicavailability.
side effects
INVENTION

In the invention, a pharmaceutical composition has been developed which, when taken orally as a
solid dosage form such as a tablet or capsule, dissolves quickly due to its high splubility in
the gastrointestinal tract and then allows more celecoxib to be absorbed in the duodenum.

PRODUCT
MANUFACTURING METHOD |  PARTicLE sie ' preparreen I

Celecoxib particles that phyziological I increased.
are approximately 10 to D
20 times smaller than

their original size. = v
s A in
] - II I I
- PHAZS A RS PASOINRS OO AS

weight ratio of at SSOLUTION
least 1:0.5:0.5) o rate (all pH

— at least 85% of celecoxIb Is dissolved In 30
Materials Process (dry millin i : ey
ers e or detail information
+

Rotating direction of mill
A —

Celecoxib (5-10 um)
Povidone
Mannitol
Sodium Lauryl Sulfate Maserials
(celecoxib:povidone:
mannitol has a Grnang metum

and Turkish version, e
please scan QR code.
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