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OZET

PARENTERAL VERILISE UYGUN LITYUM ICEREN /N SITU JELLESEN
SISTEM HAZIRLANMASI ve IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

Sinan OZER
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, May1s 2018
Danisman: Prof. Dr. Emine Yasemin YAZAN

Insanlik tarihinin baslangicindan bu yana bireylerin genetik ve/veya cevresel
nedenlerden dolay1 diisiince ve davranis bozukluklar1 yasadiklar1 psikolojik hastaliklar
bilinen bir gergektir. Bipolar bozukluk olarak simiflandirilan, bireyin depresif ve manik
ataklar ile seyreden klinik tablo igerisinde bulundugu duygudurum bozuklugu da bu

hastaliklar arasinda yer almaktadir.

Lityum, gectigimiz yilizyilin ortalarindan beri bipolar bozukluk tedavisinde
kullanilan ilk sira ve en etkili etkin maddedir. Ancak dar terapdtik araligi ve yan etki
profili lityum’un dikkatli ve kontrollii kullanilmasini zorunlu kilmaktadir. Piyasada
bulunan lityum preparatlarinin kullaniminda hasta uyuncuna yiiksek oranda gereksinim
duyulmaktadir. Ancak bipolar bozukluga sahip olan bireylerin psikolojik durumlart géz
oniinde bulunduruldugunda hasta uyuncunu beklemenin hasta tedavisi agisindan dogru
bir yaklasim olmadigi goriilmektedir. Bu tez calismasinda hasta uyuncuna duyulan
gereksinimi minimuma indirecek ve lityum’un kan derisiminin terapotik aralikta
tutulmasii saglayacak sekilde salim yapma 0zelligine sahip in situ jellesen sistem

hazirlanmas1 amaglanmstir.

Hazirlanan in situ jellesen sistemlerin oda sicakligi ve viicut sicakligindaki
fizikokimyasal 6zelligi degerlendirilmis ve kararlilik ¢aligmasi ICH standartlarina uygun
olarak yapilmistir. Piyasa preparatina oranla sistemin lityum’u ¢ok daha uzun siirede

saldig1 ve hedeflenen 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Bipolar bozukluk, Lityum, /n situ jellesen sistem, Kontrollii salim



ABSTRACT

PREPARATION and IN VITRO EVALUATION of IN SITU GELLING SYSTEM
CONTAINING LITHIUM for PARENTERAL ADMINISTRATION

Sinan OZER
Department of Pharmaceutical Technology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May 2018
Supervisor: Prof. Dr. Emine Yasemin YAZAN

Psychological diseases which comprise conception and behavior disorders due to
genetic and/or environmental reasons are well known since the beginning of humankind.
Among the psychological diseases, affective disorder classified as bipolar disorder appear

with clinical symptoms of depressive and manic attacks.

Lithium is the principal and most effective drug in the treatment of bipolar
disorder since the middle of the previous century. However, narrow therapeutic range and
side effect profile of lithium necessitate its careful and controlled use. Patient compliance
is highly needed for commercially available lithium product administration. Taking the
psychological status of patients with bipolar disorder into account, patient compliance
seems to be an inappropriate approach for treatment. In situ gelling system which can
minimize the need of patient compliance and owns the property of keeping lithium release
in the therapeutic range was aimed to be prepared in this thesis.

For the in situ gelling systems prepared, physicochemical characteristics both at
room and body temperatures were evaluated and stability studies were achieved
according to ICH standards. The system prepared was determined to demonstrate
prolonged release and to show the desired characteristics when compared to the

commercially available preparation.

Keywords: Bipolar disorder, Lithium, In situ gelling system, Controlled release
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ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,

analiz ve bilgilerin sunumu olmak lizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara

uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu c¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higcbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
igili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

Sinfan OZER
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1. GIRIS VE AMAC

Bireyin psikolojik durumunda veya daha geleneksel s6ylemle ruhsal durumunda
ortaya cikarak diisiince ve davranig bozukluguna neden olan farkli degisimlerin varligi
insanlik tarihinden bu yana bilinen bir gercektir. Giintimiizde ruhsal durum degisimleri
smiflandirilmis ve patolojik durumlar olarak literatiire ge¢mistir. Manik depresif hastalik
olarak da bilinen bipolar bozukluk bahsedilen hastaliklardan birisidir. Bipolar bozuklugu
olan kisi maniden siddetli depresyona kadar uzanan degisim gegirir. Bu durum sanriya

neden olacak diizeye ulasabilmektedir.

Lityum, bipolar bozukluk tedavisinde kullanilan ilaglarin basinda gelmektedir.
Lityum ile tedavi edilen bipolar bozukluga sahip hastalarin %70-80’inde belirtilerin
iyilestigi goriilmistiir. Ancak lityum’un sahip oldugu dar terapdtik indis, lityum ile
tedavide toksik etkilerin goriilme riskini de oldukga arttirmaktadir. Lityum tedavisi géren
hastalarin duygudurum bozuklugu goz oniine alindiginda hasta uyuncu gerektiren
tedavinin toksisite agisindan oldukga riskli oldugu bilinmektedir. Buna ek olarak
hastaligin tedavisinde lityum kan diizeyinin tedavi siiresince terapotik aralikta tutulmasi

da tedavinin basarisi i¢in oldukga kritik bir parametredir.

Bu projenin amaci etkin madde kan derisimini terapstik pencerede tutarak toksik
diizeye ulagmasin1 veya etkisiz diizeye diismesini engelleyecek ve hasta uyuncuna
duyulan gereksinimi en diisiik diizeye ¢ekecek kontrollii salim saglayan yeni bir ilag
tasiyici sistem gelistirmektir. Giiniimiize dek birgok etkin madde i¢in bahsedilen amaglara
uygun sekilde kontrollii salim saglayan ilag tasiyici sistemler hazirlanmis ve bazi

sistemler basariyla hastalara uygulanmaya baslanmistir.

Hedeflendigi bolgede visk6z duruma gegen in situ jellesen sistem kontrollii salim
sistemleri bashig1 altindaki basarili ilag tasiyicilardan birisidir. Bu sistemde sicaklik, pH,
151k, elektromanyetik radyasyon ve biyomolekiil gibi uyaranlara yanit veren ve basit geri
dontisiimlii faz degisimine ugrayan (¢ozelti-jel) hidrojel kullanilmaktadir. Bu tip hidrojel
akigkan s1v1 halinde arzu edilen doku, organ veya viicut boslugu icerisine gonderilebilir

ve hedeflenen bolgede jelleserek planlanan ilag salimini gergeklestirebilir.

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda in situ jellesen sisteme lityum yiiklenmesi ve

ardindan hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyonu, kararlilik ve in vitro salim

1



ozelliginin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Formiilasyonu yapilan sistem ile lityum
tedavisi goren hastalarda ortaya ¢ikabilecek sorunlara ¢6ziim bulunmasinda ilk basamak

calismanin gergeklestirilmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Bipolar Bozukluk (Manik-Depresif Hastalik)

Bipolar bozukluk veya eski tanimiyla manik depresif hastalik, yaygin, tekrarlayan
ve siddetli bir psikiyatrik hastaliktir. Norobiyolojik temeli olan hastalikla ilgili bir¢ok
calisma yapilmasina karsin patofizyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Duygudurum
bozukluklar1 arasinda siniflandirilan bu hastalikta hasta manik ve depresif durum arasinda
degisiklik gosteren dalgalanma yasar. Ayni zamanda biling ve davranislar da etkilenerek
siklikla psikotik belirtiler (6rnegin, sanr1, karisik diisiince) ortaya ¢ikar (Keck Jr, McElroy
ve Arnold, 2001; Vahip, 2004; Altintag, Oral ve Vahip, 2005; Kara, Akarsu ve Verim,
2013).

Amerikan Psikiyatri Dernegi tarafindan yayimlanan DSM-IV’de ayni bireyde
mani ve depresyonun birlikte bulunmasi bipolar I bozukluk, hipomani ve depresyonun

birlikteligi de bipolar II bozukluk olarak tanimlanmaktadir (Vahip, 2004).

Gergeklestirilen genetik caligmalarda tek yumurta ikizlerinde hastaligin iki
bireyde de goriilme yiizdesinin %85'e kadar ylikseldigi belirlenmistir. Bu durum bipolar
bozuklugun 6nemli 6lglide kalitimsal oldugunu kanitlamaktadir (Altintas, Oral ve Vahip,
2005).

Bipolar bozukluk hastaligi 6liimciil olabilir. Hastalarin en az %25'inin intihar
girisiminde bulundugu ve karisik duyguduruma sahip (manik ve depresif donem)
hastalarin intihar1 diistinmek acisindan daha yiiksek risk olusturdugu saptanmistir (Keck

Jr, McElroy ve Arnold, 2001).

2.1.1. Tam ve tedavi

Hirschfeld, Lewis ve Vornik (2003) tarafindan yayimlanan anket ¢alismasinin
sonucunda bipolar bozukluk hastalarinin belirtilerin baslangicindan bir yil sonra
profesyonel yardim istedigi ve bu hastalardan ~%70’ine yanlhs tan1 konuldugu
bildirilmistir. Yanlis tan1 konulan hastalarin dogru tan1 konulmadan 6nce ortalama dort
hekimle goriistligli ve dogru tani siiresinin on seneye kadar uzayabildigi anlasilmistir.
Manik ve hipomanik dénemde hastanin kendisini 1yi hissetmesi manik semptomlarin
hekimden istemsizce gizlenmesine neden olmaktadir. Bu durum tani1 gecikmesinin nedeni

olarak gosterilmistir.



Bipolar bozukluk tedavisinde kullanilan duygudurumu dengeleyici ilag, klasik
antidepresan ilaglarin aksine antidepresan etkinligin yanisira dongiiler arasindaki siirenin
kisalmasina ve hastanin manik déneme girmesine yol agmamaktadir. Akut bipolar
bozukluk tedavisi i¢in ¢aligmalar duygudurum dengeleyici etkin madde olarak en fazla
lityum iizerine odaklanmistir (Altintas, Oral ve Vahip, 2005). Ancak son donemlerde
lityum’un maniyi 6nlemede etkili olmasina karsin depresyonu 6nleme konusunda yetersiz
kaldigim gosteren yaymlar bulunmaktadir (Eroglu ve Ozpoyraz, 2010). Lityum ile
yapilan iki calismada hastalarin gecirdigi iki manik atak arasinda gegen siire
degerlendirilmistir (Eroglu ve Ozpoyraz, 2010). Lityum’un plasebo ile karsilastirildig1 ilk
caligsmada hastalar bir y1l boyunca izlenmis ve lityum’un iki mani atag1 arasindaki siireyi
%55 oraninda uzattig1 goriilmiistiir. Yapilan ikinci caligmada ise izlem siiresi 18 ay olarak
belirlenmigtir. Bu calismanin sonucunda ise iki mani atagi arasindaki siire lityum
kullananlarda %41, plasebo grubunda %17 uzamistir. Gergeklestirilen her iki aragtirmada
da lityum’un depresyona giris siiresinde anlamli degisim yaratmadig1 ve buna ek olarak
ilk ¢alismada depresyonun esikalti belirtilerini kotiilestirdigi bildirilmistir (Eroglu ve
Ozpoyraz, 2010).

Lityum ile plasebo ilacin karsilastirildigi bir baska ¢alismada lityum tedavisi
sirasinda kan derigimi 0,80 mmol/L diizeyinin altinda olan hastalarda tedaviye trisiklik
ya da SSRI antidepresan eklenmesi anlamli yarar saglamamistir (Keck, Nelson ve
McElroy, 2003). Ancak serum derisimi 0,80 mmol/L’nin iistiinde olan hastalarda SSRI
olan paroksetin eklenmesinin plaseboya oranla daha {istiin antidepresan etkinlik

gosterdigi belirlenmistir.

2.2. Lityum

Lityum bipolar bozuklugun (manik depresif hastalik) tedavisinde kullanilan ilk
siradaki ve en etkili etkin maddedir. Birden fazla sinyal yolagi kullanmasi ve farkli
hiicresel proseslere etki etmesine ragmen psikiyatride en spesifik klinik etkilere sahip
olan etkin maddedir. Lityum, hiicresel diizeyde sodyum (Na*), potasyum (K™), kalsiyum
(Ca*?) ve Magnezyum (Mg*?) iyonlariyla yarisir. Santral sinir sistemindeki antimanik ve
antidepresan  etkisinin  aydinlatilan mekanizmalardan hangisi ile saglandig
bilinmemesine ragmen, bulgular lityum’un ¢esitli mekanizmalar ile (triptofan uptake’i,

serotonin sentez ve salimmin arttirilmasi vb.) Serotonin transmisyonunu arttirdigi ve



glutamat gibi norotransmiterlerin salim ve reuptake’i ile etkilestigini gostermektedir
(Alda, 2015).

Lityum klinik tedavide karbonat, kloriir ve sitrat tuzu seklinde kullanilir. Diinyada
lityum tuzu igeren tablet ve kapsiil, kontrollii salim saglayan tablet ve oral ve
enjeksiyonluk ¢ozelti bulunmaktadir. Ulkemizde ise lityum tedavisi i¢in piyasada
yalnizca lityum karbonat igeren kapsiil bulunmaktadir. Klinikte en sik kullanilan lityum
tuzlariin sudaki ¢oziiniirliigii degiskendir. Lityum karbonat suda eser miktarda ¢oziiniir
ve ¢oziiniirliigi sicaklikla ters orantilidir. Oda sicakligindaki (25 °C) ¢oztiniirliigii %1,27
(a/a) iken 40 °C’de %1,16°dir (a/a) (http-2, http-3). Lityum kloriir’iin sudaki ¢6ziiniirligii
sicaklikla dogru orantilidir ve oda sicakliginda %84,5 (a/a) ¢oOziiniirliige sahiptir.
Serbestce ¢Oziinlir olmasina karsin sahip oldugu yiiksek higroskopik 6zellik nedeniyle
tablet formiilasyonunda kullanimi uygun degildir (Schou vd., 1954; http-4). Lityum

sitrat’in oda sicakliginda sudaki ¢ozliniirliigii %74,5 (a/a) olarak belirlenmistir (http-5).

Manik psikozlarin lityum tuzlar ile tedavisi, 1949 yilinda Cade tarafindan, Gine
domuzlarina uygulanan lityum tuzlarimin sedatif benzeri etkinliginin farkedilmesi ile
baslamistir. Ardindan Ashburner (1950), Noack ve Trautner (1951) yaptiklari
aragtirmalarda lityum tuzlarinin mani vakalarinda yararli etkilerini ortaya koymustur
(Schou vd., 1954). Lityum karbonat’in kimyasal yapist Sekil 2.1°de gosterilmistir (http-
2).

Lit -0 o Lit

Sekil 2.1. Lityum karbonat in kimyasal formiilii

Lityum, hastalarin %70-80'inde manik ve depresif belirtilerin iyilestirilmesinde

ve bu hastalardaki intihara yonelimin engellenmesinde basarilidir. Ayrica alkolizm,



sizoaffektif bozukluk ve kiime bas agrisi1 tedavisinde de kullanilmaktadir. Bu nedenle,
lityum modern psikiyatrik tedavinin vazgecilmez farmasotik bilesenidir. Ancak 0,6
mEQg/L ile 1,5 mEq/L araliginda dar terapétik indise sahip olmasindan dolay1 lityum ile
tedavi olan hastalarin serum derisimi, endokrin ve renal fonksiyonlari sik sik kontrol
edilmelidir (Timmer ve Sands, 1999; McKnight vd., 2012).

Tondo, Hennen ve Baldessarini (2001) major duygudurum bozuklugu i¢in uzun
donem lityum tedavisi goren hastalarda intihar riskinin lityum tedavisi gérmeyenlere gore

%85 oraninda azaldigin belirlemistir.

Miiller-Oerlinghausen vd. (1992) Aarhus, Berlin, Hamilton ve Viyana'daki klinik
arastirma merkezlerinde, 6 aydan uzun siire lityum tedavisi géren 827 manik depresif ve
sizoafektif hasta igin mortalite verilerini toplayarak bu hastalarin mortalitesini genel
popiilasyonun mortalitesiyle karsilastirmistir. Manik depresif hastalarin mortalitesi genel
poplilasyondan 2-3 kat daha fazla olmasina karsin uzun siireli lityum tedavisi géren manik
depresif ve sizoaffektif hastalarin mortalitesinin genel popiilasyondan anlamli bir fark

gostermedigi gézlenmistir.

McKnight vd. (2012) tarafindan yayimlanan derlemede elektronik veri tabani,
uzman dergi, referans listesi, ders kitab1 ve konferans 6zetleri taranmig ve lityumun renal
fonksiyona, tiroid/paratiroid fonksiyona, kilo degisikligine, cilt hastaligina, sag
dokiintiisiine ve teratojenisiteye olan etkileri raporlanmistir. Yapilan arastirmada lityum
preparatlarinin bobrek yetmezligi riskini arttirabilecegi ancak mutlak riskin diisiik oldugu
bildirilmistir (3369 hastanin 18’inde; %0,5). Klinik hipotiroidi prevalansinin lityum alan
hastalarda plasebo verilere gére daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica lityum tedavisi
goren hastalarin kan plazmasinda Tiroid Uyaric1 Hormon (TSH), kalsiyum ve paratiroid
hormonunun da arttig1 belirlenmistir. Viicut agirlhiginin plasebo alanlara gére daha fazla
arttig1 gozlense de olanzepin ile tedavi edilen hastalara gore viicut agirliklarinda anlamli
degisim saptanmamistir. Bunun yanisira, konjenital malformasyon, alopesi veya cilt

bozuklugu riskinde belirgin artis kaydedilmemistir.

Sonug olarak lityum, hipotiroidizm, hiperparatiroidizm ve kilo alma riskleri ile
iligkilidir. Lityum tedavisi gbéren ¢ogu hastada bobrek fonksiyonunda klinik olarak

anlamli azalma olduguna dair ¢ok az kanit bulunmaktadir ve son evre bobrek yetmezligi



riski diistiktiir. Konjenital malformasyon riski belirsiz oldugundan hamilelik sirasinda
lityum tedavisinin durdurulmasindan once risk dengesinin dikkatlice degerlendirilmesi
gerekir. Hiperparatiroidizm prevalansimin yiiksek olmasi nedeniyle kalsiyum derisimi

tedavi dncesi ve tedavi sirasinda kontrol edilmelidir (McKnight vd., 2012).

Malhi, Gessler ve Outhred (2017) tarafindan yayimlanan degerlendirmede, klinik
uygulama yonergesine gore renal ve endokrin fonksiyonlarinin diizenli olarak izlenmesi
gerekliliginin yanisira hastanin bakim ve gozlem siirecinde ideal lityum plazma
derisiminin 0,6-0,8 mmol/L olmasi gerektigi belirtilmistir. Dolayisiyla, lityum’un 1,5
mEQ/L kan diizeyinde toksisite olusturma riski bulundugundan kan lityum diizeyi

dikkatle izlenmeli ve lityum dozu gerektigi sekilde ayarlanmalidir.

Akut, akut-kronik ve kronik olmak iizere ii¢ tip lityum zehirlenmesi vardir. Akut
zehirlenme lityum tedavisi gérmeyen bireylerde ortaya ¢ikar; tipik olarak, lityum ile
tedavi edilen bir hastanin ilacinin baska birisi tarafindan yanlislikla yutulmasi1 sonucu
goriilebilir. Ayrica intihar girisimi nedeniyle alinan lityum sonucu da ortaya ¢ikabilir.
Akut zehirlenme genellikle daha distik risk tasir ve hastalar lityum zehirlenmesinin diger
sekillerinde goriildiigiinden daha hafif belirtilere sahiptir ¢ilinkii eliminasyon yarilanma

omrii diizenli lityum kullanmayan bireylerde daha kisadir (Timmer ve Sands, 1999).

Akut-kronik zehirlenme lityumla tedavi edilen hastalarin asir1 doz kullanmasi
sonucunda ortaya ¢ikar. Asirt doz kullanimi 6zellikle depresyon tanis1 konulan bipolar
bozuklugu olan hastalarda kazayla veya kasitli olabilir. Bu zehirlenme bi¢imi lityum
eliminasyon yar1 dmriiniin uzamasina bagl olarak genellikle akut zehirlenmeden daha
siddetlidir. 3-4 mEq/L'nin iizerindeki serum derisimi ¢ogunlukla ciddi semptomlarla

iliskilidir ve genellikle hemodiyaliz gerektirir (Timmer ve Sands, 1999).

Kronik toksisite kronik lityum tedavisi alan hastalarda goriiliir. Kronik zehirlenme
lityum dozu artmasi veya renal fonksiyon azalmasi sonucunda serum lityum diizeyinde
artis olmasi sonucu ortaya cikabilir. Kronik lityum zehirlenmesinin siddeti dogrudan
serum lityum derisimi ile iligkili olup, hafif (1,5-2,0 mEg/L), orta (2,0-2,5 mEqg/L) veya
siddetli (> 2,5 mEq/L) olarak siniflandirilir (Timmer ve Sands, 1999). Bazen kan derisimi

Onerilen terap6tik aralikta olsa bile toksik semptomlar goriilebilir.



Hafif lityum zehirlenmesi belirtileri arasinda letarji, uykulu olma, el titremesi, kas
glicstizliigii, mide bulantisi, kusma ve diyare sayilabilir (Timmer ve Sands, 1999). Orta
dereceli zehirlenme sonucunda ise konfiizyon, dizartri, nistagmus, ataksi, miyoklonik
segirme ve EKG degisiklikleri goriilmektedir. Yasamsal tehlike olusturabilecek
zehirlenmede ise, ciddi derecede bozulmus biling, artmis tendon refleksi, nobet, senkop,

bobrek yetmezligi, koma ve hatta 6liim ortaya ¢ikabilmektedir.

2.3. Tla¢c Uygulama Yollar
flag uygulama yollari, ilacin hedeflendirildigi bolgenin durumuna ve ilagtan

beklenen amaca gore lokal ve sistemik olmak tizere iki ana baslik altinda siniflandirilir.

2.3.1. Epidermal uygulama
Dermatolojik hastalik, acik yara ve yanik tedavisinde kullanilan uygulama

yontemidir. Merhem, krem, ¢dzelti ve losyon gibi tastyict sisteme yiiklenmis etkin madde
dogrudan lezyon bolgesine uygulanarak lokal etki saglanir (Erdal, 1991; Oktay ve
Kayaalp, 2012).

2.3.2. Konjonktiva iizerine uygulama (oftalmik yol ile uygulama)
Konjonktival iltihaplarda, miyozis ya da midriyazis olusturmada ¢ozelti,

slispansiyon veya pomad seklinde hazirlanan oftalmik preparatlarin (kolir) alt
konjonktiva kesesi igerisinde uygulandig1 yoldur (Oktay ve Kayaalp, 2012; Karabacak,
2015).

2.3.3. Intranazal uygulama
Baz1 nazal mukoza ve paranazal sinlis hastaliklarinda antibakteriyel,

vazokonstriktor, dekonjestan, antienflamatuvar veya lokal anestezik etkili sprey ya da
damla seklindeki ilag ¢ozeltisi bu yontem ile nazal mukozaya uygulanmaktadir (Oktay ve
Kayaalp, 2012; Karabacak, 2015).

2.3.4. Dis kulak yoluna uygulama
D1s kulak yolu ve kulak zarinda olusan bazi hastaliklarin tedavisi i¢in genellikle

stispansiyon veya ¢ozelti seklinde hazirlanan otik preparatlarin lezyon bdlgesine ulagmasi
i¢in kulaga dogru pozisyon verildikten sonra damlatilarak uygulandigi uygulama yoludur
(Erdal, 1991; Oktay ve Kayaalp, 2012).



2.3.5. Bukkal (agiz-ici) uygulama
Agiz igerisinde olusan yiizeysel enfeksiyon ve diger lezyonlarda etkin madde

bukal tablet, pastil, agiz ¢6zeltisi ve atusman seklinde lokal olarak uygulanabilir. Tonsilit,
dis ve retrofarangeal enfeksiyon gibi durumlarda ise etkisiz bir uygulama yoludur (Oktay
ve Kayaalp, 2012).

2.3.6. Intratekal uygulama
Steril olarak hazirlanmis antibiyotik veya lokal anestezik ¢ozeltinin meninks

(beyin zar1) veya spinal sinir kokiinde lokal etki gdstermesi amaciyla subaraknoit araliga
enjeksiyonuna dayali uygulama yoludur. Intratekal enjeksiyonun uygulandigi omuriligi
cevreleyen dura mater, araknoit ve pia mater ile araknoit ve pia arasindaki bolgeye
‘subaraknoit bolge’ adi verilir. Intratekal uygulama ile genellikle ‘lomber ponksiyon’
gerceklestirilir (Zirh Giirsoy, 2004; Oktay ve Kayaalp, 2012).

2.3.7. Intravajinal uygulama
Oviil, vajinal tablet, koptiik, krem veya jel, vajina veya serviksin enfeksiyon

durumunda ve yol actig1 kasinti, agr1 ve rahatsizhigi tedavi etmek i¢in vajina igerisine
aplikator yardimiyla dogrudan uygulanir. Bunun disinda kontraseptif bazi spermisit
ilaglar da bu uygulama yolu ile koitus Oncesi vajina i¢ine uygulanmaktadir (Oktay ve

Kayaalp, 2012; Karabacak, 2015).

2.3.8. Intraplevral ve intraperitonal uygulama
Antibakteriyel veya antineoplastik ilaglar, plevra ve peritonun enfeksiyon veya

kanser durumunda lokal etki elde etmek amaciyla enjeksiyon yoOntemiyle
uygulanabilmektedir.

2.3.9. Intrakardiyak enjeksiyon
Acil durumda veya kalp ameliyatlar1 sirasinda kardiyak resiisitasyon amaciyla

kullanilan adrenalin gibi bazi stimiilan ilaglarin kalbi dogrudan etkilemesi amaglanarak
miyokart igerisine ya da sistemik dolagima hizla girmesi i¢in kalp bosluklarindan birine

enjekte edilmesidir. Uygulamada kalin ve 6zel bir enjeksiyon ignesi kullanilir.

2.3.10. Intrauterin enjeksiyon
Gebelerde tibbi aborsiyon veya sezaryen sonrasi uterusun biiziilmesini

hizlandirmak ve biiziilmenin yarattig1 mekanik etkiyle kanamay1 azaltmak i¢in kullanilan

uygulama yoludur (Oktay ve Kayaalp, 2012).
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2.3.11. Intraartikiiler enjeksiyon
Eklem enfeksiyonu ve hasarli eklem tedavisi i¢in eklem igerisine antibakteriyel

veya kortikosteroid ilaglarin enjekte edilmesi igin kullanilan yoldur (Zirh Giirsoy, 2004;
Oktay ve Kayaalp, 2012).

2.3.12. Rektum icine ve kolon i¢ine uygulama
Hemoroid, anal fisiir gibi bazi rektum ve aniis hastaliklarinda etkin maddeler

supozituvar, enema, lavman veya merhem gibi tasiyicilar ile rektuma uygulanabilir.
Kolonda goriilen bazi hastaliklar i¢in biiylik hacimdeki c¢ozelti lavman seklinde
uygulanabilmektedir. Ayrica konstipasyon tedavisi veya goriintiileme oncesi hazirlik i¢in

bazi piirgatif ilaclar da bu yolla uygulanabilir.

2.3.13. Lezyon icine uygulama
Bu uygulama yolu seyrek olarak kullanilmakla beraber bazi tiiméral veya

enfeksiyon durumlarmi tedavi ig¢in uygun ilaglarin lezyon igerisine dogrudan

uygulanmasini saglar (Oktay ve Kayaalp, 2012).

2.3.14. Oral ila¢ uygulama
[lacin sistemik etki olusturmasini saglamak icin gastrointestinal sistem (GIS)

igerisine verildigi ve bu sekilde sindirim kanalindaki mukozal membranlardan emiliminin
saglandig1 yoldur. Oral yolla verilen ilaglarin emilim hizi midenin dolulugu, dozaj sekli
ve etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri gibi bazi parametrelere gore degiskenlik
gosterir. Tipta %80 gibi yiiksek oranda uygulama sikligina sahip olmasina karsin oral
uygulamanin parenteral verilise gore farmakokinetik bazi sorun ve sakincalar1 vardir.
Oral uygulanan ilaglarin biiyiik ¢ogunlugu mide-barsak kanalindan tiimiiyle emilemez.
Hatta bazi ilaglarin emilimi sahip oldugu fizikokimyasal 6zellik, mide asiditesi ve

sindirim enzimleri gibi ¢esitli nedenlerden dolay1 6nemli 6l¢iide diiser.

Emilen ilag sistemik dolasima girmeden dnce enzimatik etkinligin yiiksek oldugu
karaciger i¢inden gecer. Bu siiregte bireyden bireye farklilik gosteren ilag inaktivasyonu
(ilk-gecis-etkisi, presistemik eliminasyon) gerceklesir (Erdal, 1991; Oktay ve Kayaalp,
2012).

2.3.15. Cilt i¢ine (intradermal) enjeksiyon
Diger parenteral yollar ile karsilastirildiginda ilag emilim hiz1 ve uygulanabilen

stvi hacmi oldukga diisiiktiir. Bu nedenle genellikle tan1 amactyla kullanilir. Deri igerisine
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hacmi 0,1 mL’yi asmayan, ¢esitli alerji veya bakteriyoloji tesleri i¢in veya lokal anestezi
olusturmak amaciyla hazirlanan ¢ozelti bu yolla uygulanabilmektedir (Inang vd., 1996;

Zirh Giirsoy, 2004; Oktay ve Kayaalp, 2012).

2.3.16. Deri altina enjeksiyon (s.c.- subcutan)
Deri epidermis, dermis ve hipodermis adi verilen ii¢ tabakadan olusur ve

viicudumuzun en agir organidir. Sistemik etki yaratmasi istenilen ilaglar derinin dermis
tabakasinin altina enjeksiyon ile uygulanir. Etkin madde Sekil 2.2’de derinin sematik
seklinde gorildiigi tizere dermis’in alt kismindaki gevsek yag dokusu igerisine yayilir ve
emilerek sekilde goriilen kilcal damarlar araciligiyla sistemik dolasima katilir (Venus,
Waterman ve McNab, 2011; Oktay ve Kayaalp, 2012).

TABAKA YAPI FONKSIYON
Yiizey

Kil Goriiniim ve gekicilik:
termal 6zellikler
Stratum Corneum Diizensiz tuz ve su

kaybina ve parcacik
E girisine karsi engel
P korumasi
i Graniiler Tabaka  Adezyon, sitokin. keratin,
D D vitamini iiretimi
1]% Yag Bezi Su yalitimi, nemlendirme
M Drenaj ve partikiil
i Lenf Daman atiklarimin giderilmesi
S Bazal Membran  EPidermisin dermisi
destekleyen temel
. bélgeye yapismasi
T:;:kam ore Ureme ve onarim
- Ultraviyole radyasyona
ISVIet:ano'slllt A% kars1 koruma
ubpapiller
D
g Arterler } Besinleri tasima ve
M Venler atiklar1 uzaklastirma
i Derin Vaskiiler A
S
Kil Kokii
* Ekrin: Sicakligin
Ter Bezi diizenlenmesi
CLERSZL Apokrin: Feromonlarin
tiretimi
Dermik ve Esneklik ile giic,
L Subkiitan Yag sok emme, izolasyon

Sekil 2.2. Derinin yapist ve fonksiyonlar: (Venus, Waterman ve McNab, 2011)

Subkiitan doku kas dokusuna oranla damar agisindan zengin degildir. Bu durumun
sonucu olarak ila¢ emilimi intramiiskiiler enjeksiyona gore daha yavastir ve ilacin etki
stiresi bu uygulama ile uzatilabilir. Eger hastanin dolasim sisteminde herhangi bir sorun
yoksa ve etkin madde deri altinda bozunmuyorsa biyoyararlanim %2100 olur (Karabacak,
2015).
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S.c. uygulama yapilacak bolgeler Sekil 2.3’te gosterilmistir. Preparatlarin ciltte
gerilim yaratmamasi i¢in hacminin 2 mL’yi agmamasi1 gereklidir. Enjekte edilecek sivinin
hacmi yiiksekse gobek alti bolgesinin karin derisi altina 5-10 mL diizeyine kadar

enjeksiyon yapilabilir (Zirh Giirsoy, 2004; Oktay ve Kayaalp, 2012).

Sekil 2.3. Subkiitan enjeksiyon bolgeleri (Erdal, 1991)

Belirlenen enjeksiyon bolgesine gore ilag emilim hizi degiskenlik gosterir.
Emilim abdominal bolgeye enjeksiyonda en hizli, kolda orta hizli, geri kalan bolgelerde
ise goreceli olarak daha yavastir. Kasektik yetiskin ve prematiire bebeklerde bu durum

tekrar degerlendirilmelidir (Karabacak, 2015).

Bazi1 durumda deri altina implant yerlestirilerek etkin maddenin yavas ve kontrolli
salimi saglanir. Bu siire¢ bazen aylarca uzatilabilir; boylece kronik tedavi goren

hastalarda hasta uyuncu arttirilabilir (Oktay ve Kayaalp, 2012).

2.3.17. Kas icine enjeksiyon (i.m.- intramuscular)
Bu enjeksiyon yolu ile ilacin kas igerisine verilmesi saglanir. Herhangi bir hata

sonucu yag dokusu veya deri altina ilag verilmemesi i¢in yeterli kalinlikta kas dokusunun
bulunmasi gerekmektedir. Enjeksiyon igin ¢ogunlukla Sekil 2.4’te goriilen gluteal kas
veya gerektiginde deltoit kas kullanilir. Bebek ve kiiglik ¢ocuklarda vastus lateralis veya
rektus femoris, gluteal kasa gore daha fazla gelisim gosterdiginden enjeksiyon i¢in bu
kaslarin tercih edilmesi daha dogrudur (Atalay, 1980; Erdal, 1991; Oktay ve Kayaalp,
2012).
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—p- Aksiller Cizgisi
Siyatik Sinir
Femur
Radial Sinir

Sekil 2.4. Kas i¢i enjeksiyonda genellikle kullanilan kas bolgeleri (Erdal, 1991)

Kas igerisine enjekte edilecek sivi hacmi enjeksiyonun uygulanacagi kasa gore
degisiklik gosterir. Kas i¢ine genellikle 2 mL enjeksiyon yapilir ancak bu miktar 5 mL’ye
kadar arttirilabilir. Gerekli goriildiigli durumda 10 mL’lik s1v1 ikiye bdliinerek sag ve sol

taraftaki kaslar icerisine enjekte edilebilir.

Kas igerisine enjekte edilen ilag interstisyel sivi igerisinde dagilir. Uygulanan
ilactaki etkin maddenin molekiil agirligi 3000°den diisiik ise pasif difiizyon ile
kapilerlerden kana karisir; 3000°den yiiksek ise bir kismi lenf damarlart araciligiyla
emilir; molekiil agirligr 20.000°den yiiksek etkin madde ise tamamen lenf damarlari
araciligiyla emilime ugrar. Dokulardaki kan akim hizi1 lenf akim hizinin yaklasik 1000
kat1 oldugundan lenf damarlar1 ile emilen ilaglarin emilim siiresi ¢ok uzundur (Atalay,
1980; Zirh Giirsoy, 2004; Oktay ve Kayaalp, 2012).

Kas i¢ine uygulanan maddenin emilim hizim1 smirlayan faktor etkin maddenin
fizikokimyasal 0Ozelligi degil bolgedeki kan akimidir. Dinlenme durumundayken
kaslardan gecen kan akiminin hizi deri alti bolgeyle birbirine yakindir, ancak egzersiz
halinde olan kasta kan akim1 daha fazla ve dolayisiyla ilag emilim hizi1 daha yiiksek olur.
Hizli emilim istenilen diisiik hacimli ilaglarin enjeksiyonu i¢in deltoit kasi tercih edilir.
Genis hacimli ve emilim hizinin goreceli olarak diisiik olmasi istenilen ilaglar iginse

gluteal kas tercih edilmelidir (Atalay, 1980; Oktay ve Kayaalp, 2012).

2.3.18. Damar icine enjeksiyon (i.v. — intravenoz)
Dogrudan damar igerisine yapilan enjeksiyon tipidir. Genellikle dirsegin 6n

yiizindeki antekiibital fossa’da bulunan median basilic vena gibi igerisinden fazla kan
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gegen yiizeyel biiyiik toplardamar kullanilir (Zirh Giirsoy, 2004; Oktay ve Kayaalp,
2012).

Damar i¢ine enjeksiyon yapilacak sivi hacmi 1 mL’den 1000 mL’ye kadar
farklilik gosterebilir. Hacmi 10 mL’nin altinda olan ilaglar bu yolla verilirken, enjeksiyon
bir veya birka¢ dakika i¢erisinde tamamlanir. Daha yiiksek hacimde verilecek ilaglar i¢in
farkli slireye sahip yontem bulunmaktadir. Hastaya ilag uygulanirken reaksiyon
gozetilmelidir. Bazi ilaglarin hizli enjeksiyonu dolagim ve solunumu deprese ederek

miidahale gerektiren duruma yol agabilir.

Lv. enjeksiyon sonucunda biyoyararlanim %100°diir, ancak etkin madde etki

yoresine ulagsmadan karaciger ve akcigerden gegerken yikima ugrayabilir (Oktay ve

Kayaalp, 2012).

2.3.19. Transdermal uygulama

Etkin maddenin deriden emilerek sistemik dolagima girmesini saglayacak ozel
farmasotik dozaj sekli (Sekil 2.5) igerisinde deri lizerine uygulanmasina transdermal ilag
uygulamasi adi verilir. [lacin yiiklendigi dozaj sekli koruyucu membran, ila¢ haznesi, hiz
kontrollii membran ve yapigkan tabakadan olusur. Bu sistemlerin toplam kalinligi

ortalama 0,5 mm’dir.

ilag Haznesi
} Destek Tablas1

e ——— e |
I .h..o.o e eg0 0 00\
000 %0000 %0 %% 000" %000\

<«— Hiz Kontrollii
l | [ * Membran

Yaj)nstmcl Tabaka

Sekil 2.5. Transdermal Sistem (Erds, 2011)

Transdermal olarak uygulanacak dozun genellikle bir veya birkag mg ile sinirli
olmasi, bazi etkin maddelerin lokal iritasyona neden olmasi, etkinin ge¢ baglamasi (burst-
effect saglanamamasi) ve uygulama boélgesine gore emilim hizinin degismesi bu
sistemlerin yalnizca smirli sayida ilaca uygulanabilmesine olanak saglamistir (Zirh

Giirsoy, 2004; Eros, 2011; Oktay ve Kayaalp, 2012).
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2.3.20. inhalasyonla ila¢ uygulama

Lipit/su partisyon katsayis1 yliksek ve molekiilii ufak olan ilacin solunum sistemi
ile akcigerdeki alveoller araciligiyla kana verilmesi islemine inhalasyonla ila¢ uygulama
ad1 verilir. Bu yoldan ila¢ uygulamasi dl¢iilii doz inhaler veya nebiilizor araciligiyla ince
toz veya aerosol seklinde yapilabilir. Alveollerden etkin madde emilimini etkileyen
parametreler arasinda ilacin fizikokimyasal 6zelligi ve solunum sisteminin

morfolojik/fizyolojik 6zellikleri vardir.

Akcigerde bulunan yaklasik 300-400 milyon alveol sayesinde emilim gergeklesen
yiizeyin ¢ap1 200 m?’yi bulmaktadir. Ayn1 zamanda akciger kapiler yoniinden oldukca
zengindir ve kan damarlarindan bir dakikada gecen kan hacmi viicudun geri kalan tim
kisimlarindan gegen kanla esit miktardadir. Bu durumda alveollere ulasabilecek 6zellige
sahip ila¢ i¢in en uygun uygulama yontemi inhalasyondur (Goniil, 2004; Oktay ve
Kayaalp, 2012).

2.4. Parenteral Preparat

Para ve enteron kelimelerinin birlesmesinden olusan parenteral kelimesi barsak
haricindeki organlar anlaminda kullanilmaktadir. Parenteral preparatlar insan yada
hayvan viicuduna enjeksiyon, inflizyon yada implantasyon yolu ile verilerek kullanilmak
lizere tasarlanan steril preparatlardir. ilacin parenteral yolla verilmesinde birden fazla
amac vardir; etkin maddenin sindirim sisteminde bozunmasi, hastanin oral yolla ilag
alamadig1 durumlar, bazi psikiyatrik hastaliklar, hizli rezorpsiyon ve etki istenilen
durumlar bu amaglardan bazilaridir. Cogu parenteral preparat uygulamasi yardimer saglik
profesyoneli ve enjektor veya uygulama seti gerektirir. Bunun yanisira dokuda hasara
neden olan ve hastaya aci ve korku veren uygulama yontemidir (Geggil, 1991; Oktay ve
Kayaalp, 2012).

Parenteral olarak uygulanan ilaglar genellikle %100, yani tam biyoyararlanima
sahiptir. Bazen ilag etkin maddesi uygulandig1 dokuda veya akcigerden ilk gegiste kismen

yikima ugrayarak biyoyararlanimi diisiirebilir.

Parenteral uygulama igin hazirlanan enjeksiyonluk preparatin steril olmasi

gereklidir. Ayrica kan pH’sina (7,4) yakin 6zellikte ve izotonik olmasi istenirse de kanin
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tamponlayict 6zelligi pH ve izotoni degerine belirli 6lgiide tolerans saglar (Oktay ve
Kayaalp, 2012).

Enjeksiyonluk siispansiyon intramiiskiiler veya subkiitan yolla uygulanabilir. Bu
tiir stispansiyonlarin ¢alkalama ile kolayca tekdiize dispersiyon olusturma 6zelligi olmasi
istenir. Bu nedenle gerekliyse flokiilasyon ajanlar1 eklenmelidir. Genellikle katt madde
orant %0,5-5 derisimdedir ancak bazi 6zel durumlarda (antibiyotik siispansiyonu gibi) bu
oran %30 diizeyine kadar yiikselebilir. Preparatin pargacik boyutu ve dagilimi, reolojik
ozelligi ve zeta potansiyeli dikkat edilmesi gereken parametrelerdir. Pargacik boyutu 60

um’yi gegmemelidir (Zirh Giirsoy, 2004).

2.5. Degistirilmis Salimh Dozaj Sekilleri

Degistirilmis saliml1 dozaj sekillerinde, ayn1 yol ile uygulanmasina ragmen etkin
madde salim hiz1 ve/veya yeri ¢cabuk salimhi dozaj sekillerinden farklidir. Bu degisim,
0zel formiilasyon tasarimi ve/veya liretim yontemleri ile elde edilir. Degistirilmis saliml
dozaj sekilleri arasinda agizdan, kas iginden, deri altindan tatbik edilen degistirilmis salim
ve transdermal dozaj sekilleri bulunur. Degistirilmis salim sistemleri etkin maddenin ayni
yoldan uygulanan normal dozaj seklinden farkli bir salima sahip oldugu sistemlerdir
(EMA/CPMP/EWP/280/96 Corrl, 2014).

2.5.1. Uzatilmis salimh dozaj sekilleri

Uzatilmis salimli dozaj sekilleri, ayni yoldan uygulanmasina ragmen normal salim
yapan dozaj sekillerine kiyasla etkin maddenin uzatilmis salim gosterdigi degistirilmis
salimli dozaj sekilleridir (EMA/CPMP/EWP/280/96 Corrl, 2014).

2.5.2. Geciktirilmis salimh dozaj sekilleri
Geciktirilmis salimli dozaj sekillerinden etkin maddenin salimi, dozaj seklinin

uygulanmasindan sonra belirli bir siire i¢in ertelenir. Sonraki salim, ¢abuk salimli dozaj

sekline benzerdir (EMA/CPMP/EWP/280/96 Corrl, 2014).
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2.5.3. Multifazik salim dozaj sekilleri
25.3.1. Bifazik salim

[lag salimmin birinci fazi, uygulamadan kisa bir siire sonra ilacin kan
konsantrasyonunun terapdtik seviyeye ¢ikarmasini saglayan bir hizli salimli doz
fraksiyonu ile belirlenir. ikinci uzatilmis salim fazi ise uzun bir siire boyunca etkili

terapOtik seviyenin muhafaza edilmesi i¢in gerekli olan doz fraksiyonunu saglar

(EMA/CPMP/EWP/280/96 Corrl, 2014).

2.5.3.2. Pespese salim

Dozaj seklinin belirli zaman araliklarinda agilmasi sonucu ila¢ salimimin

saglamas1 amaglanmigtir (EMA/CPMP/EWP/280/96 Corrl, 2014).

2.5.4. Cok dozlu

Cok dozlu dozaj sekilleri bir jelatin kapsiil igerisinde ya da bir tablette sikistirilmis
halde, kontrollii salim saglayan yardimci maddeler iceren pelletler veya boncuklar gibi
birden fazla doz i¢erir (EMA/CPMP/EWP/280/96 Corrl, 2014).

25.5. Tek dozlu

Tek birim dozaj formlar1 sadece bir dozdan olusur. Bu dozaj sekline 6rnek olarak

ozmotik tabletler verilebilir (EMA/CPMP/EWP/280/96 Corrl, 2014).

2.5.6. Intramiiskiiler/subkiitan depo formiilasyonlar

Bir enjeksiyonluk depo formiilasyon genellikle etkin maddeyi belirli bir siire
boyunca stirekli olarak serbest birakan subkiitan veya intramiiskiiler bir iriindiir.
Implantlar, deri alt1 depo formiilasyonlarindandir (EMA/CPMP/EWP/280/96 Corrl,
2014).

2.5.7. Transdermal ilag¢ tasiyic1 sistemler (TDDS)

Transdermal ilag tastyici sistemler, sistemik etki yaratmak i¢in hasar bulunmayan
deriye uygulanacak bir veya daha fazla etkin madde veya maddeler igeren degisken
biiyiikliikte esnek bir farmasotik preparattir (EMA/CPMP/EWP/280/96 Corrl, 2014).
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Etkin maddenin difiizyon ile salindigi matriks sistemler ve etkin maddenin bir sivi
icerisinde daginik oldugu, kontrollii salimmn bir membran aracilifiyla saglandigi
rezervuar sistemler olmak {izere difiizyon sekline bagl olarak iki ana tipte TDDS vardir
(EMA/CPMP/EWP/280/96 Corrl, 2014). Bolim 2.3.19’da rezervuar sistemler daha

genis kapsamda ele alinmustir.

2.6. Kontrollii Salim Sistemi
Geleneksel dozaj sekillerinin aksine etkin madde salimini daha uzun siirede ve

kontrollii olarak yapan dozaj sekillerine kontrollii salim dozaj sekilleri adi verilmektedir.
Salim {izerinde farkli mekanizmayla degisiklik saglasa da bu sistemlerin ortak 6zelligi
etkin madde salimini hemen degil belirli bir siire¢ icerisinde gergeklestirmesidir.
Kontrollii salim sisteminden beklenen yiiklii etkin maddenin bir kismimi hemen salarak
terapotik etkiyi olusturacak kan diizeyine en kisa siirede ulasip ardindan etkin madde kan
diizeyinin istenilen siire boyunca sabit tutulmasini saglamaktir (Agabeyoglu, 2002; Dash
vd., 2010).

Geleneksel dozaj sekilleri kullanildiginda plazma ila¢ diizeyinin etkin dozda
kalmasini saglayabilmek i¢in dozlamanin sik araliklarla tekrarlanmasi gereklidir. Tedavi
sirasinda hasta uyuncu ve bireye 6zgii farklilik gibi ¢esitli nedenlerle plazma ilag diizeyi
Sekil 2.6°da grafik halinde gosterilen terapotik araliktan ¢ikarak toksik veya etkisiz alana
girebilir. Ancak kontrollii salim sistemde belirli dozda etkin madde alindiktan sonra
plazma ilag diizeyi Sekil 2.6’da gosterildigi gibi istenilen siire boyunca terapotik aralikta
kalir ve boylece tedavinin basarisi artarken hastanin sik araliklarla ilag kullanmasi

gerekmez (Zirh Giirsoy, 2002).

Plazma konsantrasyonu Cmax
,/ » MTK
— » MEK
Cmin
AUC +——
Zaman

Sekil 2.6. Kontrollii salim sisteminden salinan etkin maddenin kan derisim - zaman grafigi (Oner, 2002)
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Tiim kontrollii salim sistemlerin amaci ilag tedavisinin etkinligini arttirmaktir.
Etkinlikteki iyilesme, yan etki olasiliginda diisme, tedavi sirasinda gerekli uygulama
sayisinda azalma veya enjeksiyon gibi uzman gerektiren ilag uygulamalarini ortadan
kaldirarak kendisini gosterir. ilag salimi iizerinde zamana veya dagilima bagh iki tiir

kontrol saglanabilir.

Iyilestirilmis tedavi etkinliginin yan1 sira kontrollii salim sistemi sayesinde tedavi
daha diisiik dozda gergeklestirilebilecegi igin etkin maddenin potansiyel yan ve toksik
etkisi azalmis veya tamamen ortadan kalkmis olur. Ayrica yarilanma 6mrii kisa olan etkin
madde viicut igerisinde kapali sistem igerisinde bulunacagindan ortam kosullarindan
etkilenmez. Bu iistiinliikkler hastanin yasam kalitesinin artmasini ve hasta bakiminin

kolaylagmasini saglar.

Kontrollii salim sistemleri ile ila¢ saliminin uzatilmasina ek olarak etkin maddenin
istenilen bolge, doku, organ veya hiicreye hedeflendirilmesi konusunda da basarili

calismalar yapilmistir (Ulrich vd., 1999; Zirh Giirsoy, 2002).

2.7. In Situ Jellesen Sistem

In situ jellesen sistem kontrollii salim sistem baslig1 altinda gelistirilen yeni
sistemlerden birisidir. Bu sistemde sicaklik, pH, 151k, elektromanyetik radyasyon ve
biyomolekiil gibi uyaranlara yanit veren ve basit geri doniisiimlii faz degisimine ugrayan

(¢Ozelti-jel) hidrojeller kullanilmaktadir (Liu, 2015).

Son birkag yilda, ila¢ tasima, hiicre enkapsiilasyonu ve doku onarimi gibi cesitli
biyomedikal uygulamalar i¢in literatiirde artan sayida in situ jellesen sistem bildirilmistir
(Ruel-Gari¢py ve Leroux, 2004). Bu sistemler arzu edilen doku, organ veya viicut

boslugu icine jellesmeden 6nce verilebilen enjektabl sivilardir.

In-situ jel olusumu sistemin fiziksel ya da kimyasal degisikliginin sonucu olarak
ortaya ¢ikar. Yukarida da bahsedildigi gibi in situ jel olusumuna yol acan birgok olasi
mekanizma olmasina karsin genellikle iyonik capraz baglanma ya da pH ve sicaklik

degisimine bagli olarak jellesen polimerler kullanilir (Ruel-Gariépy ve Leroux, 2004).
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2.7.1. Sicakhga duyarh in situ jellesen sistem

Sicakliga duyarli hidrojel ilag tastyici sistem aragtirmalarinda en c¢ok cevreye
duyarli polimerler kullanilir. Cozeltiden jele geciste, sicakligin artmasiyla tetiklenen
biyomateryal kullanimi in situ olusum yaklagiminda olduk¢a cazip bir yontemdir. Bu
sistem i¢in ideal kritik sicaklik, ortamin sicakligi yani fizyolojik sicakliktir; boylece
herhangi bir kimyasal reaksiyon veya viicut disinda herhangi bir dis 1s1 kaynagi
gerekmeden faz geg¢isi basit bir mekanizmayla olusturabilir. Bu 6zellik sayesinde in vivo
kosulda basitlik ve giivenlik elde edilir (Nirmal, Bakliwal ve Pawar, 2010; Jeong, Kim ve
Bae, 2012).

Sicakliga duyarli in situ jellesen sistemde en sik kullanilan polimerler,
Poloxamer®, ksiloglukan ve poli(N-izopoprilakrilamit) tiirevleridir. Blok kopolimerler
olarak hilinen PEO-polipropilen oksit tiirevleri ticari olarak Pluronic®, Poloxamer® ve
Tetronics® seklinde adlandirilmustir.  Pluronic® F-127 ya da onun kopolimeri olan
Poloxamer® 407 ile hazirlanan sulu ¢ozelti diisiik sicaklikta (4-8 °C) akiskan sivi iken
sicaklik arttik¢a hazirlandigir orana bagli olarak oda sicaklifinda ya da daha yiiksek
sicaklikta geri dontisiimlii jel sekline gecer (Almeida vd., 2014).

2.7.2. pH’ya duyarh in situ jellesen sistem

In situ jelin baska bir olusum mekanizmasi jel olusumunun pH degisimiyle
indiiklenmesidir. Bu tip sistemde, pH'ya duyarli polimer ¢evresel pH degisimine yanit
olarak protonlart kabul eden veya serbest birakan asidik veya bazik grup igerir. Cok
sayida iyonize olabilen gruba sahip polimer ‘polielektrolit’ olarak bilinir. Polimer zayif
asidik (anyonik) grup igerirse dis ortamin pH degeri arttikga hidrojelin sigsmesi artar,
ancak zayif bazik (katyonik) grup icerirse azalir. Anyonik pH degerine duyarl
polimerlerin ¢ogu poliakrilik asit’e (PAA- Carbopol®, karbomer) veya tiirevlerine
dayalidir. Benzer sekilde, pH 4'te akiskan olan polivinilasetat dietilaminoasetat ¢ozeltisi
notr pH kosulunda hidrojel olusturur (Nirmal, Bakliwal ve Pawar, 2010; Gupta ve
Manocha, 2013).

2.7.3. lyonik ¢apraz baglanma ile olusan in situ jellesen sistem

Polimerler ¢esitli iyonlarin varliginda faz gegisine ugrayabilir. Viicut sivisi
igerisinde bulunan sodyum (Na*), kalsiyum (Ca*?), magnezyum (Mg*?) ve potasyum (K*)

gibi iyonlar faz gegisine uygun ortam yaratir. Polisakkaritlerin bir kism1 iyona duyarl
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sinifina girer ve iyonlarin degerliligine gore jel olusturur. Ornegin, k-karajenan diisiik
miktarda K* varliginda sert ve kirilgan jel olustururken, i-karajenan Ca*? varliginda esnek
jel olusturur. Gelrite® ticari ismiyle bilinen gellan sakiz1 Na*, K*, Mg*? ve Ca*? gibi bir
ve iki degerli katyon varligi ile jellesen anyonik polisakkarittir. Diisiik metoksi pektinlerin
jelasyonu iki degerlikli katyon, 6zellikle Ca*?dan kaynaklanmaktadir (Nirmal, Bakliwal
ve Pawar, 2010; Almeida vd., 2014).

21



3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

Madde Adi

Dimetil stilfoksit

Diyaliz Membran

Fosfat Tampon Tuzu Tableti
Fotal sigir serumu

Lityum Kalibrasyon Standardi
Lityum Karbonat

Metil Paraben

MTT Boyast
Penisilin/Streptomisin
Pluronic® F127

Poloxamer® 407

RPMI 1640

Sodyum Bikarbonat
Sodyum Hidroksit

3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adx

Atomik Absorpsiyon Spektrometesi
Buzdolabi1

Biiytlik Kapasiteli Santrifiij
CO2’li Etiiv

Derin Dondurucu

Distile Su Cihaz1

Etiiv

Hassas Terazi

Infrared Spektrofotometresi
Inkiibatdr Calkalayict
Laminar Akis Kabini
Manyetik Karistirict
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Firma Adx

- Applichem, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: SCP Science, Kanada

. Sigma-Aldrich, Almanya
: American Distilling, USA
: Applichem, Almanya

: GIBCO, Ingiltere

. Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

Firma Adi

- Analytik Jena, Almanya
: Argelik, Tirkiye

: Eppendorf, Almanya

: Thermo Fisher, Amerika
: Liebher Medline, Almanya
: Millipore, Fransa

: Niive, Tiirkiye

: Mettler Toledo, ABD

: Schimadzu, Japonya

: Eppendorf, Almanya

: Heal Force, Cin

: IKA, Almanya



Mikropipet

Mikroskop

Parcacik Boyutu Analiz Cihazi
pH Metre

Plaka Okuyucu

Reometre

Su Banyosu

Termometre

Ultrasonik Banyo

Vorteks
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: Eppendorf, Almanya

: Leica, Almanya

: Zeta Sizer Nano Series, Ingiltere

: Mettler Toledo, ABD

: BioTek, ABD

: Brookfield, Amerika

: GFL, Almanya

: Ebro, Germany

: Wisd Laboratory Instruments, Kore

: Jeiotech, Kore



4. YONTEM

4.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismasi

4.1.1. Analitik yontem gelistirme

Analitik amagh tim ¢aligmalarda lityum karbonat (Li2COs3) etkin maddesinin
miktar tayini Analytik Jena ContrAA 700 marka ve modeline sahip Alevli Atomik
Absorpsiyon Spektrometresi ile yapilmistir (USP 24). Analytik Jena ContrAA 700
tizerinde yer alan Grafit Firinli Atomik Absorpsiyon ve Alevli Atomik Absorpsiyon
yontemlerinden biri olan Alevli Atomik Absorpsiyon yonteminin bu c¢alismada
secilmesinin nedeni Grafit Firinli Atomik Absorpsiyon yontemine gore goreceli olarak
daha yiiksek derisimleri (ppm) 6lgebilmesi ve seyreltmeye duyulan gereksinimi azaltarak

standart hatanin da diismesini saglamasidir.

Lamba olarak 300W giiciinde Xenon short-arc lamba kullanilmis ve hot spot
modda calisilmistir. Yakit olarak asetilen gazi kullanilmis ve 6l¢lim yapilan dalga boyu
spektrometre cihazina ait yazilimin Onerisine uygun olarak 3 farkli dalga boyunun

denenmesi sonucu en yiiksek absorbans degerini veren 670 nm olarak se¢ilmistir.

Cihazin kalibrasyonunda SCP Science, Kanada lityum standardi kullanilmis ve
miktar tayini hazirlanan kalibrasyon egrisi ile ger¢eklestirilmistir. Cihaz ¢aligma kosullari

Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Alevli atomik absorpsiyon spektrometresi ¢alisma kosullar:

Cihaz Analytik Jena ContrAA 700
Lamba Xenon short-arc 300W
Yakit Asetilen

Dalga Boyu 670 nm

Dedektor CCD array dedektorii

4.1.2. Validasyon

Analitik yontem validasyonunda hedeflenen amag, yapilan analizler igin
kullanilan yontemin dogruluk ve giivenilirliginin veriler araciligiyla ydntem
gecerliliginin kanitlanmasidir. Validasyon ¢alismasinda dogrusallik, dogruluk ve kesinlik
gibi analitik parametreler Uluslararasi Harmonizasyon Konseyi (ICH) belirlenen

istatistiklere gore gerceklestirilmis ve degerlendirilmistir (ICH Topic Q2B).
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Bu ¢alismada ¢6ziicti olarak saf su (pH 7,0) ve PBS tablet ile tamponlanmis (pH
7,4) su kullanilmistir. Deneylerde salim 6zelliginin belirlenmesi ve etkin madde miktar
tayini i¢in her iki ¢oziiciiyli ayr1 ayr1 kullanarak iki farkli analitik yontem validasyonu
yapilmistir. Validasyon ¢alismasinda dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve ¢alisma araligi

degerleri incelenmistir.

4.1.2.1. Dogrusallik
Analitik yontemin dogrusalligi, belirli derisimde hazirlanan stok c¢ozeltiden
calisma araligi iginde farkli derisime seyreltilen 6rnekler ile dogru oranti olusturan analiz

sonuclarini elde edebilme yetenegidir.

Dogrusallik, &rnek derisiminin fonksiyonu olarak sinyal grafiginin gorsel
incelemesi ile degerlendirilmelidir. Dogrusal iligki varsa, test sonuglar1 uygun istatistiksel
yontemlerle, ornegin en kiiglik kareler yontemiyle regresyon c¢izgisi hesaplanarak
degerlendirilmelidir. Baz1 durumda, 6rneklerin derisimi arasinda dogrusallik elde etmek
icin regresyon ¢izgisinin hesaplanmasindan dnce test verilerine matematiksel doniisim

uygulanir.

Bu ¢alismada, regresyon egrisinin hesaplanmasi amaciyla farkli derisimlerde 3
seri hazirlanmig ve bu 6rnekler Atomik Absorpsiyon Spektrometresi ile analiz edilerek

absorbans degerleri bulunmustur.

Lityum karbonat’in saf su (pH 7,0) ve PBS tablet ile tamponlanmis (pH 7,4) su
icinde li¢ seri halinde hazirlanmis ¢ozeltisinde lityum karbonat miktarina karsilik gelen
absorbans degerleri ile serilerin bilinen derisimleri kullanilarak regresyon esitligi

olusturulmustur.

4.1.2.2. Dogruluk
Analitik yontemin dogrulugu, gercek deger veya kabul edilmis referans deger ile

analiz sonucunda bulunan deger arasindaki yakiliktir.

Analitik yontemin dogrulugunu kanitlayabilmek igin, derisimi bilinen ve
birbirinden farkli olan bagimsiz en az 3 Ornegin absorbans olgiimleri en az 3 kez
tekrarlanmustir. Her bir bilinen derisim i¢in ortalama yiizde geri kazanim, her seri igin

bagil standart sapma hesaplanmis ve %95 giiven araligi belirlenmistir.
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4.1.2.3. Kesinlik
Analitik yontemin kesinligi, ayn1 6rnekten seyreltilen farkli derisimlerdeki seriler

arasinda her bir derisimin birbirine yakinligini ifade eder.

Birbirinden bagimsiz olarak 3 farkli derisimde etkin madde ¢6zeltisi hazirlanmis
ve her bir ¢ozelti 3 kez tekrarlanarak elde edilen absorbans degerleri regresyon esitligi
yardimi ile derisim, standart sapma, varyasyon katsayist ve giliven araligi degerleri

belirlenmistir.

Tekrarlanabilirlik, kisa zaman arali§i icinde aymi ¢alisma kosullarindaki

kesinliktir. Tekrarlanabilirlik testi 3 farkli derisimin 3’er kez 6l¢tilmesi ile saptanmustir.

4.1.2.4. Calsma araligt
Analitik yontemin ¢alisma araligi, analitik prosediiriin uygun kesinlik, dogruluk
ve dogrusalliga sahip oldugunun kanitlandigi, 6rnegin tist ve alt derisimleri dahil olmak

uzere bu miktarlar arasindaki araliktir.

Saf su ve fosfat tamponu i¢inde 0,1-100 pg/mL derisim araliginda hazirlanan 10
ornegin AAAS araciligiyla absorbans degerleri elde edilmis ve bu degerler ile olusturulan
calisma aralig: esitliginde en yiiksek dogrusallig1 gdsteren alan determinasyon katsayisi

ile karsilastirilarak saptanmistir.

4.1.2.5. Duyarlihk

Duyarlilik, analitik yontemin analiz edilen ornegin en diisiik derisimini
saptayabilme ve tayin edebilme yetenegidir. Saptama sinir1 (LoD) degeri 6rnek igindeki
analit derisiminin tam deger olarak en diisiik diizeydeki miktaridir; her zaman kantitatif
olmayabilir. Miktar tayini sinir1 (LoQ) degeri ise 6rnek igindeki analitin uygun dogruluk

ve kesinlikle kantitatif olarak saptanabilen en diisiik miktaridir.

Analitik yontemin saptama sinir1 (LoD) ve miktar tayini smir1 (LoQ) asagida

gosterilen esitlikler ile belirlenmistir.

LoD =2 LoQ =222
S S

(4.1)

Burada; o standart sapma, S egimdir.
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4.2. In Situ Jel Formiilasyon Calismasi
Bu ¢alismada hazirlanan in situ jel formiilasyonlarda, sicakliga duyarli in situ
jellesen polimer olarak Poloxamer® 407 ve Pluronic® F127, koruyucu madde olarak metil

paraben ve ¢oziicii olarak bidistile su kullanilmistir.

4.2.1. Formiilasyon gelistirme ¢alismasi

4.2.1.1. Etkin maddesiz formiilasyon hazirlanmast

Formiilasyon gelistirme ¢alismasina, yapilan kaynak taramasindan elde edilen
bilgi ile belirlenen alt ve iist sinirlar igerisinde farkli oranlara sahip polimer ¢ozeltisi
olusturularak baslanmistir. Yalnizca etkin madde eklenmemistir. Koruyucu madde se¢imi
parenteral preparatlar i¢in kullanima uygun ve ekonomik olan maddeler arasindan metil
paraben olarak belirlenmis ve literatiirdeki oranlara uygun olarak %0,1 (a/a) derisimde

kullanilmistir (Gupta vd., 2007; Gupta, Velpandian ve Jain, 2010).

In situ jel formiilasyonu hazirlanmasinda sicakta hazirlama ydntemi (hot method)
ve sogukta hazirlama yontemi (cold method) olmak iizere iki yontem vardir. Sicakliga
duyarli jellesen sistemlerde polimerlerin suda ¢6ziinebilmesi i¢in uzun siireli karistirma
gerekmektedir. Karigtirma sirasinda tamamen c¢o6ziinme saglanmadan once homojen
dagilmayan polimer yogunlugunun fazla oldugu bdlgelerde sicakliga bagli olarak
jellesme olusmasi karistirma isleminin engellenmesine neden olabilir. Cozeltinin belirli
bir siire sonra jelleserek viskoz durum alip karisma prosesini engellememesi agisindan
sicakliga duyarli jellesen sistemlerin hazirlanmasinda sogukta hazirlama y6nteminin

kullanilmas: daha uygundur (Rawat, Warade ve Lahoti, 2010; Giiven, 2016).

Belirlenen oranlarda iki farkli polimer (Poloxamer® 407, Pluronic® F127)
tartilarak taban ¢ap1 ~4,9 mm olan 100 mL hacme sahip behere konulmustur. Beherlerin
manyetik karistirict lizerinde buz kaliplar1 yardimiyla sogutulmasinin ardindan sicakligi
~4 °C’ye getirilen hesapli miktarda su behere eklenmistir. Karistirma islemi 2 mm
capindaki manyetik balik ile 500 rpm hizda 24 saat boyunca siirdiiriilmiistiir. Sicaklig
sabit tutmak amaciyla buz kaliplar1 4 saatlik aralarla yenilenmistir. Koruyucu madde
karistirma isleminin son bir saatinde eklenmistir. Hazirlanan formiilasyon oranlar1 ve

kodlar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Etkin maddesiz formiilasyon oranlar: (% ala)

Formiilasyon Poloxamer® 407  Pluronic®F127 Metil Paraben Distile su
P11 11 - 0,1 ym 100
P12 12 - 0,1 ym 100
P13 13 - 0,1 ym 100
P14 14 - 0,1 ym 100
P14.25 14,25 - 0,1 ym 100
P14.50 14,50 - 0,1 ym 100
P14.75 14,75 - 0,1 ym 100
P15 15 - 0,1 ym 100
P15 15,5 - 0,1 ym 100
F11 - 11 0,1 ym 100
F12 - 12 0,1 ym 100
F13 - 13 0,1 ym 100
F14 - 14 0,1 ym 100
F15 - 15 0,1 ym 100
F16.5 - 16,5 0,1 ym 100
F17 - 17 0,1 ym 100
F18 - 18 0,1 ym 100
PF16 8 8 0,1 ym 100
PF16.25 8,125 8,125 0,1 ym 100
PF16.5 8,25 8,25 0,1 ym 100
PF17 8,5 8,5 0,1 ym 100
PF18 9 9 0,1 ym 100

4.2.1.1.1. Etkin maddesiz formiilasyonun jellesme sicaklig

Parenteral olarak uygulanacak sicakliga duyarli in situ jellesen sistemde ideal
sicaklik viicut sicakligi olan 37 °C’dir. Hazirlanacak formiilasyon se¢iminde dikkat
edilmesi gereken ilk parametre jellesme sicakligidir. Bu nedenle hazirlanan tim
formiilasyonlar oda sicakligindan 40 °C’ye kadar Test Tiipii Egme Yontemi (Test Tube
Tilting Method) ile test edilmistir. Formiilasyonlarin sicaklik Ol¢iimii yapilirken
termometre probu ¢ozeltinin tam ortasinda, sicakligin ortam sicakligina en ge¢ ulastigi
bolgede tutulmustur. Segilen formiilasyonlar oda sicakligindan 40 °C’ye kadar yeniden
Test Tiipii Egme Yontemi’nin 3 kez tekrar edilmesi ile test edilmistir (Tsuji vd., 1991).
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4.2.1.1.2. Etkin maddesiz formiilasyonun pH ol¢iimii
Hazirlanan formiilasyonlarin pH 6l¢iimii 4 °C, 25 °C ve 37 °C’de pH metre ile

yapilmistir.

4.2.1.2. EtKin maddeli formiilasyonun hazirlanmast
Etkin maddesiz formiilasyonlar arasindan uygun jellesme sicakligina ve pH
degerine Ve en diisiik polimer derisimine sahip formiilasyon etkin madde eklenmek iizere

secilmistir.

Secilen formiilasyonlara, piyasa preparatindaki miktara uygun olarak 300 mg
lityum karbonat i¢cerecek kadar madde eklenmistir. Etkin madde eklenmeden 6nce 50 pm
capli elekten gegirilerek pargacik boyutu 60 pm’nin altinda tutulmustur. Eklenmesi

gereken toplam madde miktar1 4.2 sayili esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

A_CXB
" D-C

(4.2)

Burada; A eklenmesi gereken toplam etkin madde miktari (g), B Etkin maddesiz
formiilasyon miktar1 (g), C enjeksiyon yapilacak miktarda bulunmasi gereken etkin

madde miktari (g), D enjeksiyon yapilacak siispansiyon miktar1’dir (g).

Olusan enjeksiyonluk siispansiyon karistirmayla kolayca dagildigi ig¢in
flokiilasyon ajanina gereksinim duyulmamistir. Etkin maddesiz formiilasyon gelistirme
calismasindaki formiilasyon hazirlama yontemi ayni sekilde tekrarlanmig ve hesaplanan

etkin madde son bir saatte koruyucu maddeyle birlikte formiilasyona eklenmistir.

4.2.1.2.1. Etkin maddeli formiilasyonun jellesme sicaklig

Test Tiipii Egme Yontemi tekrarlanarak etkin maddeli formiilasyon jellesme
sicaklig1 agisindan yeniden test edilmistir. Optimum jellesme sicakligina ulagmak ve
etkin maddenin jellesme sicakligina olan etkisini ortadan kaldirmak i¢in etkin maddesiz
formiilasyonda elde edilen polimer oranlar1 kisa aralikta degistirilerek Test Tiipii Egme
Yontemi ile yeniden in vitro jelasyon g¢alismasi yapilmistir. Bulunan optimum oranla
tekrar hazirlanan etkin maddeli formiilasyonlarin jellesme sicakligi Test Tiipii Egme

Yontemi ile 3 kez tekrarlanarak belirlenmistir.
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4.2.1.2.2. Etkin maddeli formiilasyonun pH él¢iimii
Hazirlanan etkin maddeli formiilasyonlarin pH 6l¢iimii 4 °C, 25 °C ve 37 °C’de

pH metre ile yapilmistir.

4.2.2. Formiilasyon secimi

Yapilan formiilasyon gelistirme ¢aligsmasinin ardindan jellesme sicakligi ve pH
degerleri degerlendirilerek parenteral kullanima en uygun olabilecek iki formiilasyon
secilmistir. Se¢im sirasinda ~37 °C’de jel halini almus, en diisiik polimer derisimine sahip
ve pH agisindan viicut sivisimin pH’s1 olan 7,4’e en yakin pH degerine sahip olan

formiilasyon gdz oniine alinmistir.

4.2.3. In situ jel formiilasyonunun fizikokimyasal acidan degerlendirilmesi
Formiilasyon gelistirme ¢alismasi sonucunda segilen in situ jel formiilasyonlari
tizerinde jellesme sicakligi, sisme, pH, reolojik davranis, infrared profil ve in vitro salim

belirleme calismas1 yapilmustir.

4.2.3.1. Jellesme kapasitesi

Jellesme kapasitesi, 37 °C'de tutulan 2 mL pH 7,4 fosfat tamponu igeren vial igine
formiilasyondan bir damla damlatilarak jel olusumu gorsel olarak jelasyon zamani ve
jelin ¢oziinme siiresi dikkate alinarak belirlenmistir. Jel kapasitesi Tablo 4.3 te gosterilen

belirtegleri kullanarak degerlendirilmistir (Srividya, Cardoza ve Amin, 2001).

Tablo 4.3. Jellesme kapasitesi belirtegleri

Gorsel Degerlendirme Belirtec

Jellesme yok -

Jellesme birkag dakika igerisinde olustu ve hizla ¢dziindii +

Jellesme hemen olustu ve birkag saat kaldi ++

Jellesme hemen olustu ve uzun siire kaldi +++
4.2.3.2. Sisme

Sisme calismast i¢in 1 mL formiilasyon diyaliz membrana konulup diyaliz
membran kapatici ile kapatilmistir. Yapay gozyasi ortamina konulmadan once ve
belirlenen zaman araliginda 37 °C sicaklikta fosfat tamponu i¢inde bekletildikten sonra

jel agirhig: tartilmigtir. Sigsme orani esitlik 4.3 kullanilarak hesaplanmistir (Gliven, 2016).
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jel agirlig, — jel agirlig, 100
X

izde si _
yiizde sisme orani,; jel agir it

(4.3)

Burada: to sifirnci zaman, t 6rnek alinan zamanidir.

4.2.3.3. Infrared (FTIR) profili
Formiilasyonlarm infrared 151tk spektrumu Fourier Déniisiimlii Infrared
(Kiz1lotesi) Spektroskopisi (FTIR) kullanilarak 500-4000 cm™ dalga boyu araliginda

Olciilmiistiir.

4.2.3.4. pH olgiimii
Hazirlanan in situ jellesen formiilasyonlarin pH 6lgtimii 4 °C, 25 °C ve 37 °C’de

pH metre ile yapilmistir.

4.2.3.5. Reolojik davranig
Formiilasyonlarin reolojik davranisi 25 °C ve 37 °C olmak iizere iki farkl
sicaklikta incelenmistir. Kayma hizina karsi kayma gerilimi ve viskozite degisimi iKi

sicaklikta reometre kullanilarak kaydedilmistir.

4.2.3.6. Parcactk boyutu analizi

Formiilasyonlara eklenen lityum karbonatin pargacik boyutu analizi SEM
kullanilarak yapilmigtir. Gorilintiiler 5 kV-yiiksek biiylitme goézlem kosulu, sarjlanma
azaltict gozlem modu ve SE goriintii sinyalinde alinmigtir. Etkin maddenin 8 farkli
noktasindan toplam 80 6rnek alinarak bu 6rneklerin ortalama biiyiikliikleri ve standart

hatalar1 hesaplanmustir.

4.2.3.7. Salim

Piyasa preparatinin salimi ig¢in farmakopede oOnerilen yontem kullanilmigtir.
Dissoliisyon cihazinda 300 mg lityum karbonat igeren kapsiil Apparatus 1’e
yerlestirilmistir. Salim ortami olarak 900 mL saf su kullanilmis ve sepetler 100 rpm hizda
karistirilmistir. Her O6rnek aliminda 10 mL o6rnek alinmig ve eksilen miktar ayni

sicakliktaki dissoliisyon ortami ile tamamlanmistir. Elde edilen 6rnek AAAS cihazinda

analiz edilmistir (USP 24).
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In vitro salim ¢alismasinda diyaliz membranli dissoliisyon sistemi kullanilmustir.
Her iki formiilasyondan 300 mg etkin madde igeren miktar tartilarak 12000-14000 dalton
por ¢apli diyaliz membrana konulmus ve membran 37 °C sicaklikta 900 mL dissoliisyon
ortami igine birakilmistir. Dissoliisyon ortami olarak pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisi
kullanilmistir. Her Ornek aliminda 10 mL Ornek almmis ve eksilen miktar aym
sicakliktaki dissoliisyon ortami ile tamamlanmustir. Elde edilen 6rnek AAAS cihazinda

analiz edilmistir (Zhang vd., 2002; Nie vd., 2011; Giiven, 2016).

Saf etkin maddenin in vitro salim ¢alismasi formiilasyonlarin salim ¢alismalariyla

ayn1 yontemle gerceklestirilmistir.

4.2.4. In situ jel formiilasyonunun kararlihg
Hazirlanan etkin  maddeli formiilasyonlarin  kararlilik  calismast  igin
formiilasyonlar 4°, 25° ve 40 °C sicaklikta 90 giin bekletilerek ve belirli araliklarla (30.,

60. ve 90. giin) fiziksel 6zelliginin belirlenmesi igin test edilmistir.

4.2.4.1. Fiziksel goriiniig

4°, 25° ve 40 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin fiziksel goriiniisii 30., 60.
ve 90. giinlerde gorsel olarak incelenmis ve yorumlanmustir.
4.2.4.2. Jellesme sicaklig

4°, 25° ve 40 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar i¢in jellesme sicaklig
calismasi 30., 60. ve 90. giinlerde tekrarlanmstir.
4.2.4.3. Jellesme kapasitesi

4°, 25° ve 40 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar icin jellesme kapasitesi
caligsmasi 90. giinde tekrarlanmustir.

4.24.4. Sisme

4°,25° ve 40 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar i¢in sisme ¢aligmasi 90. giinde

tekrarlanmugtir.
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4.2.45. pH élgiimii
4°,25° ve 40 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin 30., 60., ve 90. giinlerdeki
pH 6l¢iimii 4 °C, 25 °C ve 37 °C’de pH metre ile yapilmistir.

4.2.4.6. Reolojik davranig
4°,25° ve 40 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin reolojik davranisi 30., 60.,
ve 90. giinlerde, oda sicakliginda (25 °C) ve jellesmesi istenilen sicaklikta (37 °C)

Olctilmiistiir.

4.2.4.7. Infrared (FTIR) profili
4°, 25° ve 40 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarn 90. giindeki spektrumu
FTIR kullanilarak 500-4000 cm™ araliginda belirlenmistir.

4.2.4.8. Etkin madde miktar tayini
4°,25° ve 40 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin etkin madde miktar tayini
90. giinde daha 6nceden valide edilmis atomik absorpsiyon spektrometresi yontemi ile

yapilmistir.

4.3. Sitotoksisite

Hiicre destekli sitotoksisite deneyleri, etkin maddenin hiicre ¢ogalmasi iizerine
etkisinin olup olmadigin1 belirlemek veya belirli siire i¢inde dogrudan sitotoksik etki
gostermek iizere hiicre 6liimiine yol agan etkin madde derisimini taramak igin siklikla
kullanilmaktadir. Hiicre canliligini saptamak amaciyla kullanilan bu yontemler, enzim
aktivitesi, hiicre zar1 gecirgenligi, hiicre tutunmasi (yapismasi/adheransi), ATP iiretimi,
ko-enzim {iiretimi ve niikleotit alimi gibi ¢esitli hiicre islevlerini temel alir. Tetrazolyum
indirgeme, resazurin indirgeme ve proteaz aktivite testi hiicre canliligini belirlemek i¢in

kullanilan baglica yontemlerdendir (Riss vd., 2016).

Enzim aktivitesine dayali testler arasinda bulunan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi canli hiicredeki mitokondriyel dehidrogenaz
aktivitesini belirlemek icin en c¢ok bilinen yontemdir. Hiicre yasayabilirligi ve
sitotoksisite testlerinde yaygin olarak kullaniminin yanisira kolay, giivenli, yiiksek
tekrarlanabilirlik 6zellige sahip olmas1 bu testin en biiyiik iistiinliigiidiir. Yontemde MTT
boyast NADH tarafindan mor formazana indirgendiginde suda ¢oziinmeyen formazan

hiicrede mor renkli igne sekilli kalici kristaller olusturur. Bu nedenle absorbans
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Olgtimiinden once kristalleri ¢oziindiirmek i¢in DMSO (dimetilsiilfoksit) gibi organik

coziiciiye gereksinim duyulur. Hiicrenin MTT’yi indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin

Olgiitii olarak degerlendirilir ve MTT testi sonucunda elde edilen boya maddesinin

yogunlugu canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir (Uchida vd., 2009; Van Meerloo,
Kaspers ve Cloos, 2011; Riss vd., 2016).

Bu ¢alismada 3T3 fare embriyo fibroblast hiicresi iizerine uygulanan MTT testinin

asamalar1 asagidaki gibidir.

VI.

VII.

VIII.

. Hiicreler 37 °C sicaklikta ve %5 CO2 ve %95 hava iceren atmosfer ortaminda, 75

cm?lik hiicre kiiltiirii kaplarinda kiiltiire edildikten sonra tripsin ile kaldirilmis ve
%10 FBS iceren RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) besiyerinde

stispansiyon haline getirilmistir.

. Thoma lami ile hiicre sayimi yapilmistir. Hiicreler, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir

plakalarmin her kuyucuguna her bir kuyuda 2x10*/mL hiicre siispansiyonu olacak
sekilde esit olarak aktarilmistir.

24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicre siispansiyonunun {izerine farkli derisimde
lityum igeren ve igermeyen formiilasyonlar kuyucuklardaki hiicre tizerine eklenmis
ve 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.

Kontrol grubu olarak 96 plakada se¢ilmis kuyucuklara formiilasyon konulmadan
yalnizca besiyeri eklenmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucukta formiilasyon iceren besiyeri uzaklastiriimus,
her bir kuyucuga 20 uL (5 mg/mL) MTT boyasi eklenmis ve yeniden 4 saatlik
inkiibasyona birakilmistir.

Bu siirenin sonunda MTT boyasi kuyucuktan uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga 200
uL DMSO eklenerek 570 nm dalga boyunda ¢oklu plaka okuyucuda (Cytation 5,
BioTek Instruments, ABD) renk degisimi belirlenmistir.

Formiilasyon eklenen kuyular igin belirlenen absorbans degerleri kontrol hiicresi
degerleri ile karsilastirilmis ve ylizde deger hesaplanarak grafige aktarilmistir.
Deney her bir derisim i¢in 8 kuyuda 3’er kez tekrar edilerek yapilmustir.

Yapilan deneyde lityum igeren in situ jellesen formiilasyonlar hiicrelere 2,5, 5, 10,

12,5, 15, 20, 25, 35 ve 50 mM derisimde uygulanmistir. Sitotoksisite testi i¢in her bir

formiilasyon ve saf etkin madde i¢in 3 ayr1 plaka ve ¢alisilan her bir derisim igin 8 kuyu

kullanilmistir. Her bir formiilasyonun absorbans degeri kuyularda 6lgiilen absorbanslarin
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ortalamasi alinarak saptanmistir. Elde edilen sonuglardan hesaplanan yiizde hiicre
canlilig1 ayni kosulda herhangi bir formiilasyon uygulanmamis yalnizca hiicre kiiltiir
ortami (RPMI) ile inkiibe edilmis kontrol hiicrelerindeki canlilik %100 kabul edilerek
belirlenmistir. Ayrica formiilasyonlara ait ICso (hiicrede %50 azalmaya yol agan madde
derisimi) degerleri de saptanmistir (Uchida vd., 2009; Van Meerloo, Kaspers ve Cloos,
2011; Riss vd., 2016).
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5. BULGULAR

5.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismasi

5.1.1. Analitik yontem gelistirme

5.1.1.1. Dogrusallik
51.1.1.1. Safsu (pH 7,0)

Lityum karbonat’in saf su (pH 7,0) i¢inde farkli derisimde hazirlanan {i¢ seri
cozeltisini kullanarak elde edilen regresyon esitliginin dogrusal oldugu gosterilmistir.
Tablo 5.1°de derisime kars1 absorbans degerleri, ortalama ve bu ortalamalarin standart
hatas1 verilmis, Sekil 5.1°’de de esitlikten elde edilen egrisi gosterilmistir. Tablo 5.2°de
ise her bir serinin ve serilerin ortalamasinin regresyon esitligine ait egim ve kesisim
degerleri ile determinasyon katsayis1 belirtilmistir. Bir yontemin dogrusalliginin

kanitlanabilmesi i¢in determinasyon katsayisinin 0,999’dan yiiksek olmasi gereklidir

(ICH Q2/R1).

Tablo 5.1. Serilerin derisim ve absorbans degeri

Derisim (ng/mL) - - Absor_bans
Seril Seri 2 Seri 3 ORT SH
1 0,01325 0,01329 0,01324 0,01326 0,00002
2,5 0,03832 0,03713 0,03731 0,03759 0,00037
5 0,08408 0,08139 0,08105 0,08217 0,00096
10 0,17881 0,17998 0,17796 0,17892 0,00059
25 0,45523 0,45805 0,45989 0,45772 0,00136
50 0,91991 0,91788 0,92210 0,91996 0,00122
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Saf Su (pH 7,0) icin regresyon egrisi

1,0
09 y =0,01856 x - 0.00768
' r:=0,99997
0,8
0,7
0,6
& 05
o]
o]
3 04
<
0,3
0,2
0,1
0,0
0 10 20 30 40 50 60
Derigim (ug/mL)
Sekil 5.1. Serilerin regresyon egrisi (N=3)
Tablo 5.2. Serilerin regresyon esitligine ait egim, kesisim ve determinasyon katsayust
Seri 1 Seri 2 Seri 3 Ortalama
Determinasyon Katsayisi (r?) 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
Egim 0,01853 0,01853 0,01863 0,01856
y-kesisim -0,00721 -0,00747 -0,00836 -0,00768

5.1.1.1.2. Fosfat tamponu (pH 7,4)

Lityum karbonat’in fosfat tamponu (pH 7,4) iginde farkli derisimde hazirlanan ii¢
seri ¢Ozeltisini kullanarak elde edilen regresyon esitliginin dogrusal oldugu gosterilmistir.
Tablo 5.3’te derisime kars1 absorbans degerleri, ortalamasi ve bu ortalamalarin standart
hatasi ve Sekil 5.2°de esitlikten elde edilen regresyon egrisi gosterilmistir. Tablo 5.4’te

ise her bir serinin ve serilerin ortalamasinin regresyon esitligine ait egim ve kesigim

degerleri ile determinasyon katsayisi belirtilmistir.
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Tablo 5.3. Serilerin derisim ve absorbans degeri

Absorbans
Derisim (ng/mL) - - -
Seril Seri 2 Seri 3 ORT SH
5 0,08521 0,08503 0,08561 0,08528 0,00017
10 0,14968 0,15017 0,15010 0,14998 0,00015
20 0,29806 0,29972 0,29193 0,29657 0,00237
30 0,43896 0,43221 0,43081 0,43399 0,00252
40 0,57219 0,57852 0,57358 0,57476 0,00192
50 0,70660 0,70991 0,70943 0,70865 0,00103
60 0,85372 0,85317 0,85338 0,85342 0,00016
70 0,98835 0,98225 0,99595 0,98885 0,00396
80 1,12900 1,12720 1,13020 1,12880 0,00087
90 1,25690 1,26600 1,28120 1,26803 0,00709
Fosfat tamponu (pH 7,4) icin regresyon egrisi
1,4
12 y =0,01393x + 0,01522
' r:=0,99997
1,0
»n 08
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8
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Derisim (pg/mL)
Sekil 5.2. Serilerin regresyon egrisi (n=3)
Tablo 5.4. Serilerin regresyon esitligine ait egim, kesisim ve determinasyon katsayisi
Seril Seri 2 Seri 3 Ortalama
Determinasyon Katsayisi (r?) 0,9998 0,9999 0,9999 0,9999
Egim 0,01385 0,01388 0,01393 0,01098
y-kesisim 0,01770 0,01699 0,01522 0,00768
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51.1.2. Dogruluk
5.1.1.2.1. Safsu (pH 7,0)

Her derisim icin hesaplanan ortalama yiizde geri kazanim, bagil standart sapma

ve %95 giiven araligi Tablo 5.5°te gosterilmistir. Bir ydntemin dogrulugunun

kanitlanmasi i¢in yiizde geri kazanimi + %2 olmalidir (ICH Q2/R1).

Tablo 5.5. Dogruluk ¢alismas: sonucu

Bilinen Derisim (ng/mL) 50 10 5
50,29152 10,18226 5,06996
Elde Edilen Derisim (ng/mL) 50,27806 10,26684 5,10174
49,87925 10,01473 5,05613
100,58305 101,82264 101,39920
Yiizde Geri Kazanim 100,55611 102,66838 102,03482
99,75850 100,14733 101,12267
Ortalama Geri Kazanim 100,29922 101,54611 101,51890
%95 Giiven Arahig 0,13524 0,07408 0,01350
Standart Hata 0,58187 0,31873 0,05809

5.1.1.2.2. Fosfat tamponu (pH 7,4)

Her bilinen derisim i¢in hesaplanan ortalama yiizde geri kazanim, standart hata ve

%095 giiven aralig1 Tablo 5.6°da gosterilmistir.

Tablo 5.6. Dogruluk ¢alismasi sonucu

Bilinen Derisim (ng/mL) 60 30 5
59,03165 30,50634 5,04442
Elde Edilen Derisim (ng/mL) 60,30341 30,57097 498747
60,08295 30,29378 5,01928
98,38608 101,68779 100,88847
Yiizde Geri Kazanim 100,50569 101,90322 99,74941
100,13826 100,97926 100,38551
Ortalama Geri Kazanim 99,67667 101,52343 100,34113
%95 Giiven Arahgi 1,68825 0,36026 0,07090
Standart Hata 0,39237 0,08373 0,01648
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5.1.1.3. Kesinlik
5.1.1.3.1. Safsu (pH 7,0)

Boliim 4.1.2.3.’de anlatildig1 sekilde her bilinen derisim igin hesaplanan standart

sapma, varyasyon katsayisi ve giiven aralig1 degerleri Tablo 5.7°de gdsterilmistir.

Tablo 5.7. Kesinlik ¢alismas: sonucu

1. giin
Bilinen Derisim (ug/mL) 50 10 5
50,45546 10,06914 5,07984
Elde Edilen Derisim (ng/mL) 50,54704 10,18334 5,11701
50,26692 10,11277 5,15741
Ortalama 50,42314 10,12175 5,11808
Standart Sapma 0,14283 0,05763 0,03880
Varyasyon Katsayisi 0,28326 0,56934 0,75803
%95 Giiven Arahgi 0,35480 0,14315 0,09638
2. giin
Bilinen Derisim (ug/mL) 50 10 5
Elde Edilen Derisim (ng/mL) 50,19959 10,11870 5,00388
50,55835 10,13378 5,09761
51,97206 10,04436 5,07445
Ortalama 50,57667 10,09895 5,05865
Standart Sapma 0,38656 0,04787 0,04882
Varyasyon Katsayisi 0,76431 0,47402 0,96513
%095 Giiven Arahg 0,96028 0,11892 0,12128
3. giin
Bilinen Derisim (ug/mL) 50 10 5
Elde Edilen Derisim (ng/mL) 50,52819 10,08261 5,01519
50,74258 10,16826 5,00173
50,67525 9,97218 4,99796
Ortalama 50,64867 10,07435 5,00496
Standart Sapma 0,10964 0,09830 0,00906
Varyasyon Katsayisi 0,21647 0,97576 0,18106
%095 Giiven Arahg 0,27236 0,24419 0,02251

Bir yontemin kesinliginin kanitlanmasi i¢in varyasyon katsayisinin 2’den diisiik
olmasi gereklidir (ICH Q2/R1).
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5.1.1.3.2. Fosfat tamponu
Bolim 4.1.2.3.’de anlatildigi sekilde her bilinen derisim igin Standart sapma,

varyasyon katsayisi ve giiven aralig1 hesaplanmis ve Tablo 5.8.’de verilmistir.

Tablo 5.8. Kesinlik ¢alismasi sonucu

1. giin
Bilinen Derisim (ng/mL) 60 30 5
59,87111 30,50490 5,05811
Elde Edilen Derisim (ug/mL) 59,98242 29,98427 5,06314
59,64132 30,56809 5,09761
Ortalama 59,83162 30,35242 5,07295
Standart Sapma 0,17395 0,32039 0,02150
Varyasyon Katsayisi 0,29073 1,05556 0,42380
%95 Giiven Arahgi 0,43211 0,79589 0,05341
2. giin
Bilinen Derisim (ng/mL) 60 30 5
59,55443 30,43309 5,00820
Elde Edilen Derisim (ng/mL) 59,99032 30,38641 5,08206
60,49515 30,28947 5,05152
Ortalama 60,01330 30,36966 5,04726
Standart Sapma 0,47078 0,07326 0,03711
Varyasyon Katsayisi 0,78446 0,24123 0,73534
%95 Giiven Arahgi 1,16948 0,18199 0,09220
3. giin
Bilinen Derisim (ug/mL) 60 30 5
59,95872 30,32753 4,97337
Elde Edilen Derisim (ug/mL) 60,21509 30,09917 499851
60,13322 29,93688 5,06529
Ortalama 60,10234 30,12119 5,01239
Standart Sapma 0,13094 0,19625 0,04751
Varyasyon Katsayisi 0,21786 0,65155 0,94776
%95 Giiven Arahgi 0,32528 0,48752 0,11801

5.11.4. Calisma araligt
5.1.1.4.1. Safsu
Boliim 4.1.2.4.°de anlatildig: sekilde elde edilen absorbans degerleri Tablo 5.9°da

ve dogrusalligin kanitlandig1 ¢alisma araligina ait derisim egrisi, determinasyon katsayisi

ve dogrusallig1 kanitlanan aralik Sekil 5.3°de gdsterilmistir.
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Tablo 5.9. Calisma aralig: sonucu (saf su)

. Absorbans
Derigim (ig/mL) Seril Seri 2 Seri 3 ORT
0,10 0,00078 0,00035 0,00016 0,00043
0,25 0,00229 0,00237 0,00241 0,00236
0,50 0,00575 0,00591 0,00562 0,00576
1,00 0,01325 0,01329 0,01324 0,01326
2,50 0,03832 0,03713 0,03731 0,03759
5,00 0,08408 0,08139 0,08105 0,08217
10,00 0,17881 0,17998 0,17796 0,17892
25,00 0,45523 0,45805 0,45989 0,45772
50,00 0,91991 0,91788 0,92210 0,91996
100,00 1,67070 1,66970 1,67740 1,67260

Calisma Arahgi Egrisi (Saf Su)
18

y =0,01704x + 0,006

16 = 0,99768

14
1,2

Dogrusal Aralik
1,0

08 Calisma Araligi
0,6

Absorbans

04
0,2

0,0
0 20 40 60 80 100 120

Derisim (pg/mL)
Sekil 5.3. Calisma araligina ait derigim egrisi (Nn=3)

5.1.1.4.2. Fosfat tamponu (pH 7,4)
Bolim 4.1.2.4.’de anlatildig1 sekilde elde edilen absorbans degerleri Tablo
5.10°da ve ¢aligma araliina ait derisim grafigi, determinasyon katsayisi ve dogrusalligi

kanitlanan aralik Sekil 5.4.’te sunulmustur.
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Tablo 5.10. Calisma araligi sonucu (fosfat tamponu)

Derisim Absorbans
(ng/mL) Seri 1 Seri 2 Seri 3 ORT
1 0,01380 0,01386 0,01409 0,01392
2,5 0,03450 0,03466 0,03522 0,03479
5 0,08521 0,08503 0,08561 0,08528
10 0,14968 0,15017 0,15010 0,14998
20 0,29806 0,29972 0,29193 0,29657
30 0,43896 0,43221 0,43081 0,43399
40 0,57219 0,57852 0,57358 0,57476
50 0,70660 0,70991 0,70943 0,70865
60 0,85372 0,85317 0,85338 0,85342
70 0,98835 0,98225 0,99595 0,98885
80 1,1290 1,1272 1,1302 1,12880
90 1,2569 1,2660 1,2812 1,26803
100 1,3801 1,3866 1,4091 1,39193

Calisma Arahg Egrisi (Fosfat Tamponu)

=
[=2}

y = 0,01395x + 0,01062
r:=0,99979

= =
N b

=
o

Dogrusal Aralik
Calisma Arahigt

Absorbans
o o o o
N SN » (00]

o
(=)

0 20 40 60 80 100 120
Derisim (ug/mL)

Sekil 5.4. Calisma araligina ait derisim egrisi (N=3)

5.1.1.5. Duyarhlik

Boliim 4.1.2.5.7de verilen Esitlik 4.1°e gore hesaplanan LoD ve LoQ degerleri saf
su i¢in Tablo 5.11°de, fosfat tamponu igin Tablo 5.12°de gosterilmistir.
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Tablo 5.11. Duyariiik ¢aligmasi bulgusu (saf su) (n=3)

Simir Derisim + SH
LoD (Saptama Siniri) 0,27506 + 0,00381
LoQ (Tayin Simri) 0,83351 + 0,01155

Tablo 5.12. Duyarlilik ¢alismasi bulgusu (fosfat tamponu) (h=3)

Sinmir Derisim + SH
LoD (Saptama Sinir1) 0,61215 £ 0,06130
LoQ (Tayin Siniri) 1,85499 + 0,18576

LoD ve LoQ degerlerinin yontemin regresyon egrisindeki en diisiikk derisimden

daha diisiik olmas1 yontemin duyarli oldugunu kanitlamaktadir.

5.2. In Situ Jel Formiilasyon Calismasi

5.2.1. Formiilasyon gelistirme ¢alismasi

Etkin maddesiz ve etkin maddeli [etkin madde oran1 %6 (a/a) olacak sekilde]
formiilasyonlar ayr1 ayr1 hazirlandiktan sonra jellesme sicakligi ve polimer oram1 goz
oniinde bulundurularak istenilen sicaklikta jellesen en diisiikk polimer derisimine sahip

formiilasyonlar ¢alismada kullanilmak {izere secilmistir.

5.2.1.1. Etkin maddesiz formiilasyon secimi

Etkin maddesiz formiilasyonlarin jel/tamamen akiskan/viskoz oldugu sicaklik

Tablo 5.13’te gosterilmistir.
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Tablo 5.13. Etkin maddesiz formiilasyonlarin jellesme sicakligi

Formiilasyon Sicaklik ( °C)

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
P11 e T R S S
P12 S .o oo oo oo
P13 S .o oo oo oo
P14 e T T S S T S S
P14.25 e A S T S
P14.50 S T 7 SO S N N |
P14.75 e T S S S AR N N |
P15 - - - - - % % 1 1 1 1 1 1 1 1
F11 - - - - - - - - - - - - - - - -
F12 e T T S S T S S
F13 e A S T S
F14 e A S T S
F15 e T R S S
F16.5 e T S 7 S S Z S N |
F17 7 N B |
F18 “w % % 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
PF16 e T T T T Z B S Z S M|
PF16.25 e s T S SO S NN N N |
PF16.5 - % % % 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
PF17 w % 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
PF18 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

-: Tamamen Akigkan Y51 Viskoz 1: Jel

Etkin maddesiz formiilasyonlarin jellesme sicakligi degerlendirildiginde P14.75,
F17 ve PF16.5 kodlu formiilasyonlarin ~37 °C’de jellesen en diisiik polimer derisimine

sahip oldugu goriilmiistiir.

5.2.1.1.1. Etkin maddesiz formiilasyonlarin pH degeri

Etkin maddesiz formiilasyonlarda yapilan degerlendirmede jellesme sicakligi ve
polimer orant uygun bulunan formiilasyonlarin pH degeri dl¢iilmiis ve Tablo 5.14’te

gosterilmistir.
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Tablo 5.14. Etkin maddesiz formiilasyonlarin pH degeri

Formiilasyon
P14.75 F17 PF16.25
7,45 6,11 6,82
4°C 7,45 6,10 6,83
7,45 6,10 6,85
Ortalama 7,45 6,10 6,83
Standart Hata 0,000 0,003 0,009
7,32 6,01 6,72
25°C 7,32 6,01 6,72
7,31 5,99 6,74
Ortalama 7,32 6,00 6,73
Standart Hata 0,003 0,007 0,007
7,25 5,93 6,70
37°C 7,25 5,92 6,68
7,24 5,92 6,67
Ortalama 7,25 5,92 6,68
Standart Hata 0,003 0,003 0,003

5.2.1.2. Etkin maddeli formiilasyon segimi

Etkin maddesiz formiilasyonlarda yapilan jellesme sicakligi ve pH degerleri géz
oniinde bulundurularak ~37 °C’de jellesen ve viicut pH’sina en yakin pH degerine sahip
olan ve en diisiik polimer derisime sahip P14.75 ve PF16.25 formiilasyonlar1 se¢ilmistir.
Secilen formiilasyonlara yakin polimer derisimlerinde yeni in situ jellesen ¢ozeltiler
i¢lerine etkin madde eklenmek iizere hazirlanmistir. Etkin madde i¢eren formiilasyonlarin

bilesenleri Tablo 5.15’te sunulmustur. Esitlik 4.2 kullanilarak hesaplanan etkin madde

Boliim 4.2.1.4.”de anlatildig: gibi formiilasyonlara eklenmistir.

Tablo 5.15. Etkin maddeli formiilasyon ¢ozeltisinin polimer ve koruyucu madde derisimi (% a/a)

Formiilasyon Poloxamer® 407  Pluronic® F127 Metil Paraben Distile su
EP14.75 14,75 - 0,1 ym 100
EP15 15 - 0,1 ym 100
EP17 17 - 0,1 ym 100
EPF16.25 8,125 8,125 0,1 ym 100
EPF16.5 8,25 8,25 0,1 ym 100
EPF17 8,5 8,5 0,1 ym 100
EPF18 9 9 0,1 ym 100
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S.c. veya i.m. olarak uygulanabilecek olan 5 mL hacmini gegmeyen en yiiksek
formiilasyon agirlig1 olarak belirlenen 5 g enjeksiyon ¢ozeltisi i¢in 30 g hazirlanan etkin
maddeli formiilasyon tlizerine Esitlik 3 ile hesaplanan 1,91489 g etkin madde eklenmistir.
Boylece her 5 g etkin maddeli formiilasyonun piyasa preparatinin igerdigi etkin madde

miktarina esit olarak 0,3 g lityum karbonat igermesi saglanmustir.

5.2.1.2.1. Etkin maddeli formiilasyonlarin jellesme sicaklig

Jellesme sicakligi, etkin maddenin fizikokimyasal o&zelligine ve farkli
formiilasyon oranlarinin jellesme sicakligina etkisinin incelenmesi ve ayrica etkin

maddeli formiilasyonlarin jellesme sicaklikliginin optimize edilmesi i¢in belirlenmistir.

Etkin maddeli formiilasyonlarin jel/tamamen akiskan/viskéz oldugu sicaklik

Tablo 5.16°da gosterilmistir.

Tablo 5.16. Etkin maddeli formiilasyonlarin jellesme sicaklig

Formiilasyon Sicaklik ( °C)

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
EP14.75 - - - - - - - - - - - - - )
EP15 R 7SN Z 7 S |
EP15.5 e . T 7 S 7 S S AR N M|
EP17 » 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
EPF16.25 T T T 7 S S |
EPF16.5 e T S S S NN N N |
EPF17 - - - B s 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1
EPF18 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

- Tamamen Akigkan V5: Viskoz 1: Jel

5.2.2. Formiilasyon secimi

Hazirlanan etkin maddeli formiilasyonlar arasindan ~37 °C’de jel seklinde olan
ve en diisiik polimer derisimine sahip EP15.5 ve EPF16.5 formiilasyonu daha ileri
calismalar i¢in segilmistir. Segilen etkin maddeli formiilasyonlarin igerigi Tablo 5.17°de

verilmigtir.
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Tablo 5.17. Formiilasyonlarda etkin madde, polimer ve koruyucu madde derisimi (% al/a)

Formiil n Etkin Madde  Poloxamer® Pluronic® Metil Distile su (%6)
ormulasyo (%) 407 (%) F127 (%)  Paraben (%) 0

EP15.5 6 14,57 - 0,1 ym 100

EPF16.5 6 7,755 7,755 0.1 ym 100

5.2.3. Formiilasyon iizerinde yapilan ¢calisma
5.2.3.1. Fiziksel goriiniig

EP15.5 ve PF16.5 formiilasyonlarin her ikisinin goriiniimiinde de altta kolayca
dagilabilir beyaz lityum karbonat tozlarinin birikimi ve istte saydam tabaka
bulunmaktadir; karigtirma ile koloidal siispansiyon hale getirildiginde opak goriiniim

kazanmaktadir.

5.2.3.2. Jellesme kapasitesi

Hazirlanan formiilasyonlarin jellesme kapasitesi Tablo 5.18’de gosterilmistir.

Tablo 5.18. In situ jel formiilasyonlarinin jellesme kapasitesi

Formiilasyon Jellesme Kapasitesi

EP15.5 +++

EPF16.5 +++
5.2.3.3. Sisme

Hazirlanan formiilasyonlarin zamanla degisen sisme oran1 Tablo 5.19.’da gosterilmistir.

Tablo 5.19. In situ jel formiilasyonlarinin sisme orani (n=3)

Sisme Oram (% = SH)

Zaman
(saat) EP15.5 EPF16.5

0,5 45,4729 + 0,3435 65,0255 + 0,4972
1 86,3748 + 0,4368 94,6413 + 0,4442
2 98,2412 + 0,7269 107,5720 + 0,7239
3 106,4714 + 0,5032 123,7686 + 0,6616
4 113,1675 + 0,7042 140,8981 + 0,9855
8 122,0086 + 0,2691 168,4580 + 0,3932
12 135,4168 + 0,2424 192,4240 + 0,4785
24 149,4164 + 0,3103 219,2340 + 0,3597
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5.2.3.4. pH olgiimii

Hazirlanan formiilasyonlarin sicaklik ile degisen pH degeri Tablo 5.20°de

gosterilmistir.

Tablo 5.20. Formiilasyonlarin sicakliga bagh pH degeri (n=3)

pH degeri = SH
Formiilasyon 4°C 25°C 37°C
EP155 10,627 + 0,003 10,107 + 0,009 9,717 £ 0,003
EPF16.5 9,767 + 0,007 9,213 + 0,009 8,775 + 0,004

5.2.3.5. Reolojik davranis

Formiilasyonlarin 25 °C ve 37 °C olmak tizere iki farkli sicakliktaki kayma hizina

kars1 kayma gerilimi ve viskozite degisimleri Sekil 5.5°te verilmistir.
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Sekil 5.5. Formiilasyonlara ait reogram (A: 25 °C EP15.5, B: 25 °C EPF16.5, C: 37 °C EP15.5, D: 37
°C EPF16.5, —: Kayma gerilimi, —: Viskozite)
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5.2.3.6. Infrared (FTIR) profili

Hazirlanan formiilasyonlarin ve etkin maddenin FTIR profili Sekil 5.6’da

sunulmustur.

Li,CO,

P15.5

PF16.5

EP15.5

% Gegirgenlik

by

EPF16.5

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Dalga Boyu (cm™)

Sekil 5.6. Lityum karbonat ve formiilasyonlarim FTIR spektrumu

5.2.3.7. Parcactk boyutu analizi

Formiilasyonlara eklenen lityum karbonat’in hesaplanan ortalama pargacik
boyutu ve standart hatasi Tablo 5.21°de ve SEM goriintiisii ile 6rnek 6l¢timler Sekil

5.7°de gosterilmistir.

Tablo 5.21. Etkin maddenin par¢acik boyutu (n=80)

Etkin Madde Parcacik Boyutu (um)  Standart Hata
Lityum Karbonat 22,925 2,463




AUBIBAM 2018/04/26  17:15 HLMD4.6 x800 100 ym AUBIBAM 2018/04/26  17:15 HLMD4.6 x800 100 ym

AUBIBAM 2018/04/26 17:18 HL MD4.6 x600 100 ym  AUBIBAM 100 pm

Sekil 5.7. Lityum karbonat orneginin 3 farkli bélgesinden alinan SEM gériintiileri (4,5 ve 6 numaral
gorseller 1,2 ve 3 numarall gorsellerdeki bazi etkin madde kristallerinin 6lciimlerinin gosterildigi

gorsellerdir.)

5.2.3.8. Salim

Piyasa preparat1 (Lithuril®), saf etkin madde ve hazirlanan formiilasyonlarin in

vitro salim profili Tablo 5.22°de ve salim profillerinin matematiksel modellere
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uyumlulugu Tablo 5.23’te sunulmustur; verileri kullanilarak hazirlanan in vitro salim

profili ise Sekil 5.8’de gosterilmistir.

Tablo 5.22. Zamana kars1 kiimiilatif ¢oziinen etkin madde miktar:

Zaman Etkin Madde Lithuril® EP15.5 EPF16.5
(saat) % SH % SH % SH % SH
5. dk 18,87 0,96 2,64 2,64 4,58 0,54 3,58 0,44
10.dk 32,64 0,78 70,91 14,46 8,58 0,90 6,79 0,73

15. dk 45,80 0,76 98,02 1,03 14,77 0,97 11,87 0,79
30. dk 65,76 0,95 100,03 1,00 21,90 1,18 17,56 0,90
60. dk 88,39 1,43 99,89 0,23 32,21 0,60 21,75 0,42
90. dk 95,24 0,94 99,99 0,26 43,05 0,54 37,21 0,59
120. dk 97,27 0,89 99,77 0,24 52,22 0,73 44,49 1,60

3.sa 97,70 0,90 99,91 0,21 61,66 1,47 52,44 1,21

4.sa 97,39 0,97 100,21 0,47 67,40 1,26 61,11 1,17

6. sa - - - - 76,98 1,01 69,70 1,18
8.sa - - - - 82,38 0,83 76,93 0,80
12. sa 97,88 0,89 100,53 0,81 86,76 0,61 83,65 0,74
24.sa - - - - 89,72 0,54 88,85 1,24
36. sa - - - - 90,56 0,61 91,83 1,28
48. sa - - - - 90,10 1,06 92,55 1,12

120

100 = = =

80

% Kimiilatif Miktar
D
S

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Zaman (saat)
==EP155 e=——EPF 15.5 Lithurii ——ETKIN MADDE

Sekil 5.8. In vitro salim profili
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Tablo 5.23. In vitro salim profilinin matematiksel modellere uyumu

Model
Formiilasyon Degerlendirme
Sifirinci Derece Birinci Derece Higuchi
r? -0,67786 0,48876 0,47502
EP15.5 k 2,82371 0,10370 18,82162
AlIC 153,20067 135,37407 135,77195
r? -0,27480 0,71580 0,66710
EPF16.5 k 2,80900 0,10700 18,27300
AlC 149,51970 127,00500 129,38070
Hixon-Crowell  Baker Londsdale = Korsmeyer-Peppas
r? 0,02453 0,72788 0,83307
EP15.5 k 0,26551 0,00949 40,07328
AlIC 140,80928 125,91526 120,58539
r? 0,53340 0,75850 0,84130
EPF16.5 k 0,02500 0,00709 26,23213
AlC 134,44230 124,56363 120,26843

5.2.4. In situ jel formiilasyonunun kararhlig

5.24.1. Fiziksel goriiniig

Kararlilik ¢alismasi i¢in 4 °C ve 25 °C sicaklikta 30, 60 ve 90 giin saklanan
formiilasyonlarin B6liim 5.2.3.1.’de bahsedilen fiziksel goriiniisle ayni fiziksel goriiniise
sahip oldugu belirlenmistir. 40 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar ise opak beyaz

koloidal siispansiyon goériiniimii almistir.

5.24.2.
5.2.4.2.1. 30. giin

Jellesme sicaklig

Kararlilik calismasinin 30. giiniinde formiilasyonlarin jellesme sicakligi asagida

gosterilmistir.

4 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar

4 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin jellesme sicakligi Tablo 5.24’te

gosterilmistir.
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Tablo 5.24. Kararlilik ¢alismasi yapilan formiilasyonlarin jellesme sicakligi (4 °C)
Sicaklik (°C)

Formiilasyon

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
EP15.5 - - - - - - - - - s 1111
EPF16.5 e - S S Z S N R R |

-: Tamamen Akiskan Ys: Viskoz 1: Jel

25 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar
25 °C sicaklikta kararliligi incelenen formiilasyonlarin jellesme sicakligir Tablo
5.25’te verilmistir.

Tablo 5.25. Kararlilik ¢alismasi yapulan formiilasyonlarn jellesme sicakiigi (25 °C)
Sicaklik (°C)

Formiilasyon

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
EP15.5 e - N S S A R R |
EPF16.5 e e N S S A A R |

-: Tamamen Akigkan Y5: Viskoz 1: Jel

40 °C sicaklhikta saklanan formiilasyonlar
40 °C sicaklikta kararliligi incelenen formiilasyonlarin jellesme sicakligi Tablo
5.26’da sunulmustur.

Tablo 5.26. Kararlilik ¢alismast yapilan formiilasyonlarn jellesme sicakiigi (40 °C)
Sicakhik (°C)

Formiilasyon

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
EP15.5 - - - - - - - - s 11T ]
EPF16.5 e e~ N~ T N N R |

-: Tamamen Akiskan Y51 Viskoz 1: Jel

5.2.4.2.2. 60. giin

Kararlilik ¢aligmasinin 60. giintinde formiilasyonlarin jellesme sicakligi asagida

gosterilmistir.

4 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar
4 °C sicaklikta kararliligi incelenen formiilasyonlarin jellesme sicakligi Tablo

5.27°de verilmistir.
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Tablo 5.27. Kararlilik ¢alismasi yapilan formiilasyonlarin jellesme sicakligi (4 °C)

Formiilasyon Sicaklik (°C)
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
EP155 T 7 S S 7 SN AR R |
EPF16.5 e T S S S NN N N |
-: Tamamen Akiskan Ys: Viskoz 1: Jel

25 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar

25 °C sicaklikta kararliligi incelenen formiilasyonlarin jellesme sicakligir Tablo

5.28’de sunulmustur.

Tablo 5.28. Kararlilik ¢alismasi yapilan formiilasyonlarn jellesme sicakiigi (25 °C)

Formiilasyon Sicaklik (°C)
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
EP15.5 e T S S S NN N N
EPF16.5 e T S S Z S AR R N |
-: Tamamen Akigkan Y5: Viskoz 1: Jel

40 °C sicaklhikta saklanan formiilasyonlar

40 °C sicaklikta kararliligi incelenen formiilasyonlarin jellesme sicakligi Tablo

5.29’da gosterilmistir.

Tablo 5.29. Kararlilik ¢alismasi yapilan formiilasyonlarmn jellesme sicakiigi (40 °C)

Formiilasyon Sicakhik (°C)
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
EP15.5 - - - - - - - - s 11T 1 1]
EPF16.5 - - - - - - - - - o1 1 1 1 1
-: Tamamen Akiskan Y51 Viskoz 1: Jel

5.2.4.2.3. 90. giin
Kararlilik ¢aligmasinin 60. giintinde formiilasyonlarin jellesme sicakligi asagida

sunulmustur.

4 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar

4 °C sicaklikta kararliligi incelenen formiilasyonlarin jellesme sicakligi Tablo

5.30°da verilmistir.
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Tablo 5.30. Kararlilik ¢alismasi yapilan formiilasyonlarin jellesme sicakligi (4 °C)

Formiilasyon Sicaklik (°C)
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
EP155 - ... - - - - - B »n B 1 1 1 1
EPF16.5 - - - - - - - - - B oY% o1 1 1 1
-: Tamamen Akiskan V5. Viskoz 1: Jel

25 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar
25 °C sicaklikta kararliligi incelenen formiilasyonlarin jellesme sicakligir Tablo
5.31’de gosterilmistir.

Tablo 5.31. Kararlilik ¢alismasi yapilan formiilasyonlarin jellesme sicakligi (25 °C)
Sicaklik (°C)

Formiilasyon
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
EP15.5 e T S S S NN N N
EPF16.5 e T S S Z S AR R N |
-: Tamamen Akigkan Y5: Viskoz 1: Jel

40 °C sicaklhikta saklanan formiilasyonlar
40 °C sicaklikta kararliligi incelenen formiilasyonlarin jellesme kapasitsi Tablo

5.32’de verilmistir.

Tablo 5.32. Kararlilik ¢alismasi yapilan formiilasyonlarn jellesme sicakiigi (40 °C)
Sicakhik (°C)

Formiilasyon

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
EP15.5 - - - - - - - -1 1 111
EPF16.5 - - - - - - - - - B B 1 1 1 1 1

-: Tamamen Akiskan Y51 Viskoz 1: Jel

5.2.4.3. Jellesme kapasitesi
5.2.4.3.1. 90. giin

4 °C sicaklikta kararliliga birakilan formiilasyonlar
4 °C sicaklikta kararlilig1 incelenen formiilasyonlarin jellesme kapasitesi Tablo

5.33’te gosterilmistir.
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Tablo 5.33. Formiilasyonlarin jellesme kapasitesi

Formiilasyon Jellesme Kapasitesi
EP155 +++
EPF16.5 +++

25 °C sicaklikta kararliiga birakilan formiilasyonlar

25 °C sicaklikta kararliligi incelenen formiilasyonlarin jellesme kapasitesi Tablo

5.34’te gosterilmistir.

Tablo 5.34. Formiilasyonlarn jellesme kapasitesi

Formiilasyon Jellesme Kapasitesi
EP15.5 +++
EPF16.5 +++

40 °C sicaklikta kararliliga birakilan formiilasyonlar

40 °C sicaklikta kararlilig1 incelenen formiilasyonlarin jellesme kapasitesi Tablo

5.35’te gosterilmistir.

Tablo 5.35. Formiilasyonlarn jellesme kapasitesi

Formiilasyon Jellesme Kapasitesi

EP15.5 +++

EPF16.5 +++
5.24.4. Sisme

5.2.4.4.1. 90. giin

4 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar

4 °C sicaklikta kararliligi incelenen formiilasyonlarin sisme orani1 Tablo 5.36’da

gosterilmistir.
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Tablo 5.36. In situ jel formiilasyonlarinin sisme oranit (n=3)

Zaman Sisme Oram (% + SH)
(saat) EP15.5 EPF16.5

0,5 46,0895 + 0,3636 65,4360 + 0,2731
1 88,0789 £ 0,2482 95,2927 £+ 0,6941
2 99,3376 + 0,3391 108,2624 + 0,4058
3 108,3862 + 0,3504 124,2685 +1,1323
4 116,3770 + 0,7413 142,0161 + 1,2787
8 124,0405 + 0,7861 169,4253 + 0,4424
12 138,2147 + 1,0856 193,4425 + 1,0484
24 152,0244 + 0,4605 220,5393 +1,0726

25 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar

25 °C sicaklikta kararlilig1 incelenen formiilasyonlarin sisme orani Tablo 5.37°de

sunulmustur.

Tablo 5.37. In situ jel formiilasyonlarinin sisme orani (n=3)

Sisme Oram (% + SH)

Zaman
(saat) EP15.5 EPF16.5

0,5 48,3426 + 0,6985 66,4945 + 0,6224
1 86,6886 + 0,2670 92,2631 + 0,7202
2 100,4601 + 0,8993 108,4408 =+ 0,3280
3 112,1014 + 0,7696 131,6858 + 0,9005
4 119,6374 + 0,7775 150,1086 + 1,3980
8 120,2118 + 0,7792 159,1822 + 0,4711
12 138,0810 + 1,3866 191,3116 + 1,0897
24 152,7156 + 0,4714 2224081 + 1,3540

40 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlar

40 °C sicaklikta kararlilig1 incelenen formiilasyonlarin sigme oran1 Tablo 5.38’de

verilmigtir.
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Tablo 5.38. In Situ jel formiilasyonlarinin sisme orani (n=3)

Zaman Sisme Oram (% + SH)
(saat) EP15.5 EPF16.5
0,5 46,7297 + 0,5510 66,4988 + 0,6650
1 87,0695 + 0,6576 91,1580 +0,8317
2 100,7299 + 1,0058 110,0570 + 1,2338
3 117,8913 + 0,8964 1439121 +1,5788
4 126,6007 + 0,6048 163,9343 + 1,1678
8 136,8235+1,1868 174,2148 +1,1834
12 139,1999 + 1,0326 192,7726 + 0,7596
24 156,9521 + 0,7532 230,9684 + 0,4128

5.2.45. pH élgiimii
5.2.4.5.1. 30. giin

4 °C, 25 °C ve 40 °C sicaklikta kararlilig1 incelenen formiilasyonlarin 30. giindeki
pH degeri Tablo 5.39°da gosterilmistir.

Tablo 5.39. Formiilasyonlarin sicakliga bagh pH degeri (n=3)

pH degeri + SH
Kararhhk 4°C 25 oC 40 °C
Kosulu

Formiilasyon 4 °C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C
10,493 10,020 9,470 10,437 9,987 9,447 10,400 9,970 9,450

EP15.5 + + + + + + + + +
0,007 0,000 0,006 0,009 0,003 0,007 0,006 0,000 0,000
9,597 9,057 8,707 9,587 9,037 8,680 9,553 9,017 8,630

EPF16.5 + + + + + + + + +
0,003 0,009 0,003 0,003 0,003 0,006 0,009 0,003 0,012

5.2.4.5.2. 60. giin

4 °C, 25 °C ve 40 °C sicakliklarda kararlilig1 incelenen formiilasyonlarin 60.

giindeki pH degeri Tablo 5.40°ta sunulmustur.
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Tablo 5.40. Formiilasyonlarin sicakliga bagh pH degeri (N=3)

pH degeri = SH

Kararhhk
Kosulu
Formiilasyon 4°C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C
10,517 10,087 9,540 10,487 9,930 9,517 10,417 9,987 9,450
EP15.5 + + + + + + + + +
0,003 0,009 0,000 0,009 0,000 0,003 0,003 0,009 0,000
9,533 9,013 8,690 9,517 8,997 8,640 9,477 8,983 8,603
EPF16.5 + + + + + + + + +
0,009 0,003 0,000 0,003 0,003 0,010 0,003 0,009 0,003

4°C 25°C 40 °C

5.2.4.5.3. 90. giin

4 °C, 25 °C ve 40 °C sicakliklarda kararlilig1 incelenen formiilasyonlarin 90.

giindeki pH degeri Tablo 5.41°de verilmistir.

Tablo 5.41. Formiilasyonlarin sicakliga bagh pH degeri (n=3)

pH degeri = SH

Kararhhk
Kosulu
Formiilasyon 4 °C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C
10,497 10,020 9,470 10,513 10,037 9,473 10,437 10,050 9,407
EP155 + + + + + + + + +
0,007 0,000 0,006 0,003 0,003 0,009 0,003 0,000 0,003
9,420 9,133 8,703 9,520 9,037 8,740 9,543 8,007 8,693
EPF16.5 + + + + + + + + +
0,006 0,012 0,003 0,006 0,009 0,006 0,003 0,009 0,003

4°C 25°C 40 °C

5.2.4.6. Reolojik davranig

5.2.4.6.1. 4 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin reolojik davranisi

EP15.5 ve EPF16.5 formiilasyonlarinin reolojik davranisi 4 °C sicaklikta yapilan
kararlilik ¢alismasi kapsaminda incelenmistir. EP15.5 kodlu formiilasyonun 30., 60. ve
90. giinlerde 25 °C’deki reogrami Sekil 5.9’da, 37 °C’deki reogrami ise Sekil 5.10’da
gosterilmistir. EPF16.5 kodlu formiilasyonun 30., 60. ve 90. giinlerde 25 °C’deki
reogrami Sekil 5.11°de, 37 °C’deki reogrami ise Sekil 5.12°de sunulmustur.
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Sekil 5.9. 4 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EP15.5 formiilasyonunun 25 °C’deKi reogrami
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Sekil 5.10. 4 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EP15.5 formiilasyonunun 37 °C deki reogrami
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Sekil 5.11. 4 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EPF16.5 formiilasyonunun 25 °C’deki reogrami
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Sekil 5.12. 4 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EPF16.5 formiilasyonunun 37 °C’deki reogrami

5.2.4.6.2. 25 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin reolojik davranisi

EP15.5 ve EPF16.5 formiilasyonlarinin reolojik davranis1 25 °C sicaklikta yapilan
kararlilik ¢alismasi kapsaminda incelenmistir. EP15.5 formiilasyonunun 30., 60. ve 90.
giinlerde 25 °C’deki reogrami Sekil 5.13’te ve 37 °C’deki reogrami Sekil 5.14’te
sunulmustur. EPF16.5 kodlu formiilasyonun 30., 60. ve 90. giinlerde 25 °C’deki reogrami1
Sekil 5.15°te, 37 °C’deki reogramu ise Sekil 5.16’da verilmistir.
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Sekil 5.13. 25 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EP15.5 formiilasyonunun 25 °C’deki reogrami
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Sekil 5.14. 25 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EP15.5 formiilasyonunun 37 °C deki reogrami
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Sekil 5.15. 25 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EPF16.5 formiilasyonunun 25 °C’deki reogrami
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Sekil 5.16. 25 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EPF16.5 formiilasyonunun 37 °C deki reogrami

5.2.4.6.3. 40 °C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin reolojik davranist

EP15.5 ve EPF16.5 formiilasyonlarinin reolojik davranisi 40 °C sicaklikta yapilan
kararlilik ¢alismasi kapsaminda incelenmistir. EP15.5 kodlu formiilasyonun 30., 60. ve
90. giinlerde 25 °C’deki reogrami Sekil 5.17°de ve 37 °C’deki reogram1 Sekil 5.18°de
gosterilmistir. EPF16.5 kodlu formiilasyonun 30., 60. ve 90. giinlerde 25 °C’deki
reogrami Sekil 5.19°da, 37 °C’deki reogrami ise Sekil 5.20°de gosterilmistir.
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Sekil 5.17. 40 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EP15.5 formiilasyonunun 25 °C’deki reogrami
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Sekil 5.18. 40 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EP15.5 formiilasyonunun 37 °C’deki reogrami
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Sekil 5.19. 40 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EPF16.5 formiilasyonunun 25 °C deki reogrami
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Sekil 5.20. 40 °C’de 30, 60 ve 90 giin saklanan EPF16.5 formiilasyonunun 37 °C deki reogrami

5.2.47. Infrared (FTIR) profili

4 °C, 25 °C ve 40 °C sicaklikta saklanan EP15.5 kodlu formiilasyonun 90. giindeki
FTIR profili Sekil 5.21°de, EP15.5 kodlu formiilasyonun 90. giindeki FTIR profili Sekil
5.22°de gosterilmistir.
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Sekil 5.21. EP15.5 formiilasyonunun 90. giindeki FTIR spektrumu
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Sekil 5.22. EPF16.5 formiilasyonunun 90. giindeki FTIR spektrumu

5.2.4.8. Etkin madde miktar tayini

25 °C, 4 °C ve 40 °C sicaklikta saklanan EP15.5 ve EPF16.5 formiilasyonlarinin
30., 60. ve 90. giinlerde valide edilmis Atomik Absorpsiyon Spektrometresi yontemi
kullanilarak yapilan miktar tayini ve yilizde geri kazanim degerleri sirasiyla Tablo 5.42°de

ve Tablo 5.43’te sunulmustur.
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Tablo 5.42. EP15.5 formiilasyonunda etkin madde miktar: (yiizde geri kazanim)

Zaman Saklama Kosulu
4°C 25°C 40 °C
30. giin 100,5136 99,5978 100,9014
60. giin 100,5728 100,7883 100,6806
90. giin 100,0288 100,0180 99,9211
Ortalama 100,3718 100,1348 100,5011
STD Sapma 0,2985 0,6038 0,5143
Bagil STD Sapma 0,2974 0,6030 0,5117
Tablo 5.43. EPF16.5 formiilasyonunda etkin madde miktar: (yiizde geri kazanim)
Zaman Saklama Kosulu
4°C 25°C 40 °C
30. giin 99,9210 100,4059 100,4274
60. giin 100,3304 100,5729 100,5729
90. giin 100,6268 100,0558 100,6214
Ortalama 100,2928 100,3448 100,5406
STD Sapma 0,3543 0,2639 0,1009
Bagil STD Sapma 0,3533 0,2630 0,1004

5.2.4.9. Birlestirilmis kararlilik sonuclari

Yapilan kararlilik c¢aligmasi sonucu elde edilen

gosterilmistir.
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Tablo 5.44. Kararlilik ¢calismasinin sonuglari

Formiilasyonlar
EP15.5 EPF16.5

Cahsma 4°C 25°C 40 °C 4°C 25°C 40 °C
Fiziksel Degisim yok Degisim yok Degisim yok Degisim yok Degisim yok Degisim yok
Gériiniis gisim y gisim y gisimy gisim y gisim y gisim y
Jellesme o o o o o o

< ~37°C ~37°C ~36 °C ~37°C ~37°C ~37°C
Sicakhi@
Jellesme +++ +++ +++ +++ +++ +++
Kap.
Sisme 152,0244+  152,7156 +  156,9521+  220,5393+  222,4081+  230,9684 +
(24. saat) 0,4605 0,4714 0,7532 1,0726 1,3540 0,4128
pH Degisim yok Degisim yok Degisim yok Degisim yok Degisim yok Degisim yok
Reolojik Newton - Newton - Newton - Newton - Newton - Newton -
Davranis Psodoplastik  Psddoplastik  Psodoplastik  Psodoplastik  Psddoplastik  Psddoplastik
FTIR Degisim yok Degisim yok Degisim yok Degisim yok Degisim yok Degisim yok
Miktar Geri kazanim  Geri kazanim  Geri kazanim  Geri kazanim  Geri kazanim  Geri kazanim
Tayini % +2 % £2 % £2 % +2 % +2 % +2

5.2.5. Sitotoksisite

Boliim 4.3’de anlatildigi sekilde gergeklestirilen test sonucunda elde edilen saf

etkin maddeye ve formiilasyonlara ait 24. ve 48. saatteki hiicre canlilig1 yiizdesi sirasiyla

Sekil 5.23 ve 5.24’te sunulmustur. 1Cso degerleri de Tablo 5.44°te gosterilmistir.
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Sekil 5.23. 24 saat sonunda formiilasyonlarin gosterdigi yiizde hiicre canliligi
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Sekil 5.24. 48 saat sonunda formiilasyonlarin gosterdigi yiizde hiicre canliligi

Sekil 5.23 ve Sekil 5.24’te goriildiigii tizere 24. ve 48. saat sonunda tim
formiilasyonlar yaklagik 10 mM’n (0,75 mg/mL) altindaki derisimde %80’in istiinde
hiicre canlilig1 gostermistir. Lityum ise tek basina en diisiik dozlarda (2,5 ve 5,0 mM)
%100’1in tizerinde hiicre canlilig1 gosterirken, 24. saatte 12,5 mM ve 48. saatte 10 mM

derisimin tizerinde hiicre canliliginda diisme gostermistir.

Tablo 5.44. Etkin madde ve formiilasyonlara ait 1Csq degerleri

I1Cs0 (MM)
Formiilasyon
24 saat 48 saat

Lityum Karbonat 28,5 235
P15.5 35 26
EP15.5 35 25
PF16.5 28 24
EPF16.5 27,5 23,5
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6. TARTISMA

Tezin bu boliimiinde hazirlanan miktar tayini i¢in gelistirilen analitik yontem,
formiilasyonlarin fizikokimyasal ozelliklerine ve in vitro calismalara ait bulgular

tartisilacaktir.

6.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismasi

Tez kapsaminda yapilan tiim miktar tayini ¢alismasit AAAS yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Oncelikli nedeni Amerikan Farmakopesi’nde lityum analizi igin
AAAS’nin 6nerilmesidir (USP 24). Metal iyonlarinin miktar tayininde AAAS’nin yiiksek
duyarliliga sahip olmasi, hizli sonu¢ vermesi, kolay uygulanabilmesi ve uzun yillardir
kullanilan bir yontem olmasi listiinliik tasimaktadir. Her metalin spesifik dalga boyuna
sahip olmasi c¢evreden gelen girisimlerin en az diizeyde olmasini saglamaktadir.
AAAS’nin laboratuvar ¢alismalarinda ¢evresel girisimlerin yontemin dogrulugu {izerine

nadiren etki ettigi goriilmiistiir (Robinson, 1960).

Etkin maddenin sinyal verdigi dalga boyu, kullanilan atomik aborpsiyon
spektrometresinin veri tabaninda onerilen ii¢ farkli dalga boyundan lityum karbonat’in en

yiiksek absorbans degerini verdigi 671 nm dalga boyu olarak se¢ilmistir.

Lityum karbonat miktar tayini yapilacak olan saf su (pH 7,0) ve fosfat tamponu
(pH 7,4) ortamlar1 i¢in ayr1 ayri analitik yontem validasyonu ¢alismasi yapilmis, boylece
kullanilan yontemin her iki matriste de etkin madde miktar tayini i¢in gegerli oldugu

kanitlanmustir.

Validasyon caligmasi kapsaminda saf su ve fosfat tamponu matrisi i¢in ¢izilen
regresyon egrilerinin determinasyon katsayist (r?) her ikisi i¢cin de 0,9999 olarak
hesaplanmistir. Bu sonu¢ yontemin dogrusalligini kanitlamaktadir. Yine saf su ve fosfat
tamponu matrisleri icin li¢ farkli derisimde yapilan dogruluk calismalarinda, geri
eldeedilebilirligin her iki matris icin de + %2 sinirlari igerisinde oldugu goriilmiistiir.
Buna ek olarak ii¢ farkli giinde ii¢ farkli derisim ile yapilan kesinlik ¢aligmasinda
varyasyon katsayisinin %2’nin altinda olmasi yontemin kesinligini kanitlamistir (ICH

Q2/R1, 2005).
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Yontemin duyarlhiligini kanitlamak icin elde edilen dogrusallik egrisinden yola
cikilarak LoD ve LoQ degerleri hesaplanmis ve analiz ¢aligmasinin yapildig1 dogrusallik

sinirlarinin bu degerlerin iistiinde oldugu gosterilmistir.

6.2. In Situ Jel Formiilasyon Cahsmasi

Blok kopolimer olarak bilinen Poloxamer® ve Pluronic® farkl oranlarda polietilen
oksit ve polipropilen oksit igeren ve 1100-14000 arasinda molekiil agirligina sahip
polimerlerdir (Ruel-Gariepy ve Leroux, 2004; Almeida vd., 2014). Tavsan iizerinde
yapilan bir ¢alismada intramiiskiiler Poloksamer® 238 ve 407 uygulanmasinin ardindan
olusan toksisitenin fistik yagi gibi geleneksel intramiskiiler tasiyicinin yarattigi toksisite
ile karsilastirilabilir oldugu gosterilmistir (Johnston ve Miller, 1985). Enjeksiyona uygun
ozellige sahip ve nontoksik olmasi Poloxamer® 407 ve Pluronic® F127 polimerlerinin bu

calismada kullanilmasi igin iistiinliik yaratmistir.

Oishi (2004) tarafindan yapilan ¢alismada erkek siganlara 8 hafta boyunca 10-
1000 mg/kg/giin doz araligindaki 10 farkli derisimde metil paraben diyeti uygulanmustir.
Bu c¢alismanin sonucunda {ireme organ1 agirhgi, spermatozoit sayisi, plazma
luteinlestirici hormon (LH), folikiil uyarici hormon (FSH) veya testosteron derisimi
lizerinde herhangi bir etki gozlenmemistir. Ilaglarm icerebilecegi maksimum metil
paraben miktar1 %0,2 olarak belirlenmistir (EMA, 2015). Gupta vd. (2007) tarafindan
yapilan calismada, Pluronic® F-127 ve kitosan ile hazirlanan okiiler in situ jellesen
sistemdeki bakteriyel tiremeyi engellemek igin koruyucu olarak %0,1 metil paraben
kullanilmistir. Belirtilen bu ozellikler géz 6niline alinarak bu c¢aligmada da koruyucu

madde olarak %0,1 oranda metil paraben se¢imine karar verilmistir.

Sicakliga duyarli in situ jellesen polimer olan blok kopolimerde jellesme olay1
agregasyon sayist ve sicaklikla indiiklenen misel simetrisinde degisim ile gergeklesir.
Misel simetrisindeki degisim yani jellesmenin gerceklestigi sicaklik ¢ozeltideki polimer
derigimine baglidir. Diisiik polimer derisimi sicaklik 37 °C’ye ulastiginda jellesmenin
olusmasini1 engellerken, yiiksek polimer derisimi ¢cok daha diisiik sicaklikta jellesmeye
neden olur. Bu durum hem maliyet hem de toksik etkiyi arttirir (He, Kim ve Lee, 2008;
Giiven, 2016). Ayrica parenteral kullanilacak preparat i¢in enjektoriin tikanmasina da yol
acabilir. Bu nedenle tez kapsaminda formiilasyon gelistirme ¢alismas: yapilirken ~37

°C’de jellesen en diisiik polimer derisimi hesaplanmistir. Cevresel kosuldaki degisimin
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kas i¢i uygulama bolgesinde etki yaratmayacagi bilinse de deri alt1 bolgede yaratacagi 1s1
farklilig1 g6z oniinde bulundurularak jellesme sicakligi 37 °C’nin hemen altinda, 36-37
°C arasinda tutulmustur. Formiilasyon gelistirme ¢alismasi kapsaminda hazirlanan etkin
maddesiz formiilasyonlara etkin madde eklenmesinin ardindan formiilasyon se¢iminden
once jellesme sicakligini tekrar ~37 °C’ye ayarlayabilmek i¢in ufak araliklarda polimer

derisimi degistirilmis ve jellesme sicakligi tekrar kontrol edilmistir.

Jellesme sicakliginin tayininde test tiipli egme yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde normalde akiskan olan sivinin sicakligi kademeli olarak arttirilir ve jel gecisini
gosterdigi sicaklik akiskan 6zelligini kaybettigi nokta olarak segilir (Daniel, Dammet ve
Guenet, 1994; Chou ve Hong, 2004). Formiilasyonlarin 37 °C’de jel halinde oldugu ve
jel gegisinin 36-37 °C goriilmiistiir. Bu durum formiilasyonlarin viicut sicakliginda

jellesen en diisiik polimer derisimine sahip oldugunun kanitidir.

In situ jellesen sistemlerin sterilizasyonunda steril membrandan siizme yontemi
sik¢a kullanilan bir yontemdir (Mohan, Kandukuri ve Allenki, 2009; Giiven, 2016).
Ancak siispansiyonun siiziilerek sterilizasyonu olanaksiz oldugundan formiilasyonlar
hazirlanirken etkin madde ve koruyucu madde karistirma isleminin son 1 saatinde
eklenmistir. Boylece hazir olan polimer ¢ozeltisi steril hale getirildikten sonra yine

aseptik ortamda etkin madde ve koruyucu maddenin eklenebilecegi gosterilmistir.

Enjeksiyonluk dozaj seklinin sahip oldugu pH degeri preparatin fizikokimyasal
ozelligi, hasta konforu ve doku sagligi agisindan dnemlidir. ideal olarak viicut stvilarinin
pH derecesi olan 7,4’e yakin pH’ya sahip formiilasyon hazirlanmas1 daha uygundur (Zirh
Giirsoy, 2004). Bu calismada kullanilan etkin maddenin karbonat tuzu seklinde olmasi
stispansiyon ortaminda ¢oziinen eser miktarda etkin maddenin ortami bazik hale
getirmesine neden olmaktadir. Lityum karbonat’in suda ¢oziiniirliigii sicaklik ile ters
orantilidir; Sicaklik arttikga siispansiyondaki karbonat miktar1 azaldigindan pH degeri
7,4’e yaklasmaktadir. Hazirlanan EP15.5 ve EPF16.5 formiilasyonun farkli sicakliktaki
pH degeri Boliim 5.2.2.4’te gosterilmistir. Ward vd. (2012) tarafindan insan goniilliiler
tizerinde yapilan calismada, insan albiimini iceren pH 7,4 ve pH 10 degerine sahip
cozeltiler subkiitan olarak enjekte edilmistir. Dokuda olusan enflamasyon pH’dan
bagimsiz olarak tiim enjeksiyonluk preparatta aynmi oranda gorilmiistiir. Uygulama

hizinin yiliksek olmasi durumunda hasta rahatsizligi agisindan pH degerleri arasinda
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anlaml fark olmamistir. Yavas uygulamada ise pH 10’a sahip preparatin pH 7,4’e gore
daha yiiksek rahatsizliga neden oldugu goriilmiistiir. Ancak bu rahatsizhigin 1 ile 6
arasinda degerlendirilmesi istendiginde pH 7,4’te 0,4+0,2, pH 10,0°da ise 1,1+0,2 oldugu
belirlendiginden rahatsizlik derecesinin hafif olduguna karar verilmistir. Buna ek olarak
Simamora vd., (1995) tarafindan tavsanlarda yapilan ¢alismada pH degisiminin flebit
insidansia etkisi incelenmis ve 3,0-11,0 arasindaki formiilasyon pH'sinin i.v.
uygulamada flebit insidansina katkida bulunmadigi gosterilmistir. Bu tez igerisinde
hazirlanan formiilasyonlarin pH degerleri, viicut sivilarinin pH degerlerinden daha
yiiksektir. Ancak bu fark hasta rahatsizlig1 ve doku saglig1 agisindan dezavantaj yaratacak
kadar biiyiik degildir. Bu durum formiilasyonlarin hazirlanmasinda tampon ¢6zeltilerin
kullanilmasina ihtiya¢ olmadigini gostermistir. Boylece bu cozeltilerin sebep olacagi

toksik etkilerin Oniine geg¢ilmistir.

Jellesme kapasitesi, in situ jellesen sistem olarak kullanilmaya uygun
formiilasyonu tanimlamak amaciyla jellesme 6zelligi agisindan yapilan degerlendirmedir
(Srividya, Cardoza ve Amin, 2001; Abraham vd., 2009). Tez kapsaminda hazirlanan
formiilasyonlarda jellesmenin 37 °C sicaklikta hemen olusup uzun siire kalmasi
amagclanan kontrollii salim agisindan istenilen bir 6zelliktir. Jel 6zelligini hizla kaybeden
formiilasyonlarin igerdigi etkin maddenin salimin1 uzatmasi olanaksizdir. Ayni sekilde
cok yogun jel olusturan formiilasyonlardan etkin madde gerekli zamanda salinmayabilir.
Hazirladigimiz formiilasyonlarin 37 °C’de hizla jel olusturmasi ve jel 6zelligini uzun siire

stirdlirmesi kontrollii salim yapabilme yetenegine sahip oldugunun bir gdstergesidir.

Barnes, Hutton ve Walter (1989), Newton modeli akis gosteren sivinin kayma
hizina kars1 kayma gerilimi dogrusal artig gosterirken Newton-olmayan modelde kayma
hizina karsi kayma geriliminin parabolik artis gosterdigini belirtmistir. Ayn1 zamanda
Newton akis gosteren sivinin viskozite degerleri kayma hizindan bagimsiz olarak her
noktada aynidir. Oysa Newton-olmayan akis basligi altinda tanimlanan plastik ve
psodoplastik akis gosteren sivida viskozite kayma hiziyla azalirken, dilatan akista
viskozite kayma hiziyla artar (Hekimoglu, 2004). Hazirlanan formiilasyonlarin 25 °C’de
¢izilen kayma hizina kars1 kayma gerilimi ve viskozite grafikleri incelendiginde, sabit
kalan viskozite ve dogrusal olarak artis gdsteren kayma gerilimi siispansiyonlarin oda
sicakliginda Newton akis gosterdigini kanitlamistir. 37 °C’de ¢izilen grafiklerde ise

kayma gerilimi belirli bir degerden baglayarak parabolik olarak hizli artis gostermis ve
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sonrasinda bu artis azalarak ilerlemistir; ayrica formiilasyonlarin viskozite degeri kayma
hizina bagh olarak azalmigtir. Kayma hizinin sifira en yakin oldugu noktada kayma
geriliminin yliksek olmasi psodoplastik akis gosterdigini kanitlamaktadir. Bu durum
formiilasyonlarin oda sicakliginda akiskan bir siispansiyon halindeyken viicut icerisinde
kat1 jel halini aldigin1 gosteren diger bir parametredir. Bunun yanisira enjeksiyon
yapilmadan 6nce kayma hizina karsi viskozitenin sabit olmasi, uygulayan profesyonelin
uygulama hizina gore formiilasyonun farkli akis géstermemesi ve siringanin tikanmamast

agisindan énemlidir.

Formiilasyonlarmm FTIR grafigi incelendiginde 2500-3700 cm™ dalga boyu
araliginda suya ait biiyiik bir pik gériilmektedir. 2300-2400 cm™ araliginda ise koruyucu
madde olarak kullanilan metil paraben’in piki yer almistir. Saf lityum karbonat ile
formiilasyonlar karsilastirildiginda saf lityum karbonat’a ait baglarin gosterdigi pik
degerleri formiilasyona yiliklenmesinin ardindan maskelenmistir. Bu durum yiizey etkin
madde 6zelligine sahip olan sicakliga duyarli in situ jel olusturan Poloxamer® 407 ve
Pluronic® F127 polimerlerinin misel yapi olusturarak lityum kristallerinin etrafini

sardigini diislindiirmektedir.

Pargacik boyutu analizi yontemlerinden birisi de mikroskobik incelemedir. Pol
vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada pargacik boyutu analizi yontemleri
karsilastirilmistir. TEM 1ile yapilan analiz sonucunda o6zellikle TEM’in pargacik
karakterizasyonu agisindan yararli oldugu belirtilmistir. Ayrica, diger yontemlerin aksine
mikroskobik yontemler 6rnek hazirlama seklinden etkilenmez. Bunun yaninda sakinca
olarak TEM’in ii¢ boyutlu analiz yapamamasi, parcaciklarin yalnizca genisligine gore
boyutunu 6l¢ebilmesi ve dolayisiyla yiiksekligi genisliginden daha fazla olan pargaciklar
ihmal ederek Ol¢iim yapabildigi bildirilmistir. Bu c¢alismada mikroskop olarak SEM
kullanilmistir. SEM 3 boyutlu analiz yapabilecegi igin yiiksekligi genisliginden fazla
oldugu anlasilan pargaciklar 6l¢tim disinda birakilarak bagil boyut hatasi en diisiik diizeye
indirilebilmistir. Yapilan pargacik analizinde parcaciklarin ortalama boyutunun
parenteral uygulanan siispansiyonlar icin gecerli olan 60 pm sinirinin altinda oldugu

gosterilmistir.
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6.3. Salim

Tez kapsaminda hazirlanan EP15.5 ve EPF16.5 formiilasyonunun ve karsilagtirma
amaciyla iilkemizde bulunan tek lityum karbonat preparat: Lithuril® ile lityum karbonat
siispansiyonunun salim ¢alismasi yapilmustir. Lithuril®’in oral kullanilmasi nediyle salim
ortami1 ve yontemi diger ¢alismalardan farkli olarak mide ortamini temsil edecek sekilde
farmakopeye uygun olarak hazirlanmistir (USP 24).

Lithuril® ve hazirlanan formiilasyonlarin salim 6zelligini karsilastirmak icin salim
ortami subkiitan ve intramiiskiiler uygulamay1 temsil edecek sekilde boliim 4.2.3.7°de
anlatilan yontem ile hazirlanmistir. Elde edilen veriler zamana karsi ylizde kiimiilatif
miktar olarak degerlendirilmis ve matematiksel uyum gosterilmistir. Matematiksel
modellere uyumun belirlenmesi i¢in DDSolver programi kullanilmistir (Zhang vd.,
2010).

Matematiksel modele uyumun karsilastirilmasinda {i¢ farkli kriter kullanilmistir:
Akaike bilgi kriteri (AIC), hiz sabiti (k) ve regresyon analizinin determinasyon katsayisi
(r?). Formiilasyonlara ait salim profillerinin en yiiksek uyum gosterdigi matematiksel
model belirlenirken en yiiksek k degeri, en diisiik AIC degeri ve 1’e en yakin olan r?
degeri kullamlmustir (Oztiirk, 2017). Yapilan degerlendirmenin ardindan hazirlanan her
iki formiilasyonun da Korsmeyer-Peppas modeline uygun sekilde salim yaptig
saptanmistir.  Salim profilinin Korsmeyer-Peppas matematiksel modeline uygun olmasi
tasiyict  sistemden etkin  madde salimimin kontrollii olarak gerceklestigini

diistindiirmektedir.

Determinasyon katsayis1 dogrusal model i¢in uyum 06l¢iisii olarak ortaya atilmis
katsayidir (Draper and Smith, 2014). Regresyon analizinde determinasyon katsayisinin
hesaplanmasi i¢in iki farkli yontem kullanilmaktadir. Bu yontemlerden birisi korelasyon
katsayisinin (r) karesini almaktir. Bir diger yontem ise ¢oklu regresyon analizinde sik¢a
kullanilan Esitlik 6.1°dir. DDsolver programinda dogrusal regresyon ve ¢oklu dogrusal
regresyon yontemlerinin ikisi de kullanilmaktadir (Zhang vd., 2010). Coklu dogrusal
regresyon analizinde asagidaki formiilden yola ¢ikilarak r? degerinin eksi deger

alabilecegi goriilmektedir.
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Tablo 5.23 incelendiginde, formiilasyonlarin saliminin sifirinci derece kinetiginde
degerlendirilmesi amaciyla yapilan regresyon analizinde determinasyon katsayisi eksi
deger almistir. Determinasyon katsayisinin eksi deger almasi sifir olarak kabul edilebilir

(Ozdamar, 1997; Oztiirk, 2017).

6.4. Kararhhk

Kararlilik ¢alismasi Uluslararasi Harmonizasyon Konseyi’nde belirlenen sicaklik
ve nem kriterlerine uygun olarak gergeklestirilmistir. Bu kapsamda her 30 giinde bir
fiziksel goriiniis incelenmis, jellesme sicakligi, pH ve reolojik davranis l¢iimii yapilmis
ve etkin madde geri kazanimi hesaplanmistir. Kararlilik ¢alismasinin 90. giiniinde bu

analizlere ek olarak sisme calismasi ve FTIR analizi yapilmustir.

Kararlilik ¢alismasi sonunda formiilasyonlarin fiziksel goriiniisiinde herhangi bir

degisim olmamustir.

Jellesme sicakligt analizinde EPF16.5 formiilasyonunun tiim kararlilik
kosullarinda 90 giin boyunca jellesme sicakliginda herhangi bir degisime ugramadigi
saptanmustir. Ancak 40 °C sicaklikta saklanan EP15.5 formiilasyonunun 2. ve 3. ayda 1°
daha diisiik sicaklikta jellesmeye basladigi belirlenmistir. Bu durum formiilasyonun viicut
sicakliginda olmasi gerekenden daha kati bir jel olusturabilecegini ve salim 6zelliginin

degisebilecegini diisiindiirmiistiir.

Formiilasyonlar Bolim 5.2.4.3’te goriildiigii gibi 90. glinde yapilan jellesme
kapasitesi analizinde 0. zamana oranla herhangi bir degisiklik gostermemistir. Bu durum
formiilasyonlarin jellesme kapasitesi agisindan tiim kararlilik kosullarinda kararh

kaldiginm1 kanitlamaktadir.

Her iki formiilasyonun pH degeri kararlilik siiresi boyunca yapilan dl¢iimler

arasinda degiskenlik gostermis ancak fark anlamli bulunmamistir (p>0,05).
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Formiilasyonlarin  reolojik davramiginin  izlenmesi sonucunda her ki
formiilasyonun da kararlilik siiresi boyunca 25 °C sicaklikta yapilan dl¢iimde 0. zamanda
goriildiigii gibi kayma hizina kars1 dogrusal olarak artan kayma gerilimi ve sabit viskozite
gosterdigi belirlenmistir. 37 °C sicaklikta yapilan 6l¢iimde ise iki formiilasyonun da
kayma hizina karsi parabolik olarak once hizla sonrasinda yavaslayan artis gdsteren
kayma gerilimi ve azalan viskozite degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Sifira en yakin
kayma hizinda kayma geriliminin yiiksek olmasi akisin psddoplastik akisa uygun
oldugunu gostermektedir. Formiilasyonlar 25 °C ve 40 °C sicaklikta 0. zamanda da

benzer akig 6zelligi gostermistir.

Kararliligin 90. giiniinde etkin maddenin formiilasyonlardan geri kazanimi
hesaplanmis ve formiilasyonlardan etkin madde geri kazaniminin her ii¢ kararlilik
kosulunda da + %2 smir i¢inde kaldigr bulunmustur. Bu sonu¢ etkin maddenin

formiilasyon i¢inde kararlilik ¢alismasi boyunca bozunmadan kaldigini kanitlamaktadir.

6.5. Sitotoksisite

Cesitli etken maddenin (kimyasal ilag, tibbi materyal) hiicre biiylimesini,
tiremesini ve morfolojik etkisini in vitro olarak gézlemlemek i¢in kullanilan sitotoksisite
testleri biyolojik degerlendirme ve tarama testi yapan en énemli yontemlerden birisidir
(Kunzmann vd., 2011; Soenen vd., 2012). ‘3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil) -2,5-difenil-2H-
tetrazolyum bromiir’ veya metil tiyazolil tetrazolyum (MTT) deneyi olarak da bilinen
mitokondriyal dehidrogenaz performans 6l¢iimii ile hiicre cogalmasi kolorimetrik olarak
hizli sekilde degerlendirilebilir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Testin prensibi suda ¢6ziinen
sar1 renkli boyada bulunan tetrazolyum halkasinin canli hiicre mitokondrisi tarafindan
parcalanarak mor renkli formazan kristaline donlismesine dayanmaktadir. Bu kristaller
dimetil siilfoksit veya diger organik ¢oziiciiler i¢inde ¢oziiniir ancak suda ¢dziinmez.
Olusan kristallerin miktari, hiicre sayis1 ve canliigi ile dogrudan iliskilidir ve
kolorimetrik degerin (absorbans-optik yogunluk) Ol¢limii hayatta kalan hiicre ve
metabolik aktivite sayisini yansitmaktadir. MTT testi gliniimiizde hiicre biiyime hizini ve

toksisiteyi test etmek i¢in kullanilan en yaygin yontemdir (Li, Zhou ve Xu, 2015).

Tez kapsaminda lityum karbonat igeren/igermeyen ve tasiyict madde olarak
Poloxomer® 407 ve Pluronic® F127 nin kullanildig1 formiilasyonlarin hiicre iizerindeki

etkisi MTT testi ile degerlendirilmistir. 2,5 mM ile 50 mM aras1 derisimin
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degerlendirildigi ¢alismada lityum igermeyen formiilasyonlarda ICso degeri EP15.5 igin
35 mM iken EPF16.5’te bu deger 28 mM’a diismiistiir. Bunun nedeninin EPF16.5
formiilasyonunda bulunan Pluronic® F127’nin Poloxomer® 407’e gére daha sitotoksik
etki gostermesi oldugu diistiniilmistiir. Bu durum Bolim’iimiizde yapilan bir baska

calismada da saptanmistir (Gliven, 2016).

Ju vd.’nin (2013) %19 oraninda Poloxomer® 407 ile hazirladig: paklitaksel yiiklii
sicakliga duyarli misel-hidrojelinde de 24 ve 48 saat sonunda hiicre canliligi en yiiksek
dozda (1500 pug/mL) dahi %50°nin altina diismezken 72 saat sonunda hiicre canliliginin
%40’1n altina diistiigii gézlenmistir. Oysa bu ¢alismada 6zellikle diisiik derisimde ilk 24
saatte Poloxamer® 407’nin hiicre canliliginin artigina yol agtig1 saptanmistir. Bu sonug
literatiirde yapilan diger ¢alismalarla uyum gostermistir. Ornegin, Zeng vd.’nin (2015)
yaptig1 ¢alismada %17-21 derisimdeki Poloxamer® 407°nin hiicre canlihginda artisa

neden oldugu rapor edilmistir.

Pluronic® F127 kullanilarak hazirlanan 2,5 pg/mL’den 5000 pg/mL’ye kadar
derisimde plironik miseli ile yapilan ¢aligmada NIH-3T3 fare fibroblast hiicreleri
tizerinde 24 ve 48 saatlik MTT testi yapilmis ve higbir dozda sitotoksisite
belirlenmemistir (Arranja vd., 2014). Tez kapsaminda saf Pluronic® F127 ve Poloxomer®
407 kullanarak hazirlanan PF16.5 plasebo formiilasyonda hiicre canliligi 24-48 saatte
benzer dozda (yaklasik 15 mM) diismeye baslarken ICso degeri 24 saatte 28 mM ve 48
saatte 24 mM olarak saptanmustir. Bu tezde goriilen sitotoksisitenin formiilasyonlarda
kullanilan  Pluronic® F127’nin  derisiminin yiiksek olmasindan kaynaklandig

distiniilmektedir.

Bipolar bozuklugun tedavisi i¢in yaygin olarak regete edilen lityum, toksisite
olasilig1 ve gastrointestinal, renal, norolojik ve endokrinal yan etki gostermesi nedeniyle
endise igermektedir. Tedavi i¢in genellikle 0,5-0,8 mM serum lityum diizeyi 6nerilmekle
birlikte daha yiiksek yan etki insidansi olasiligina karsin etkinligin yiiksek olmasi
nedeniyle en yaygin kullanilan doz 0,8-1,2 mM arasinda serum diizeyi ile sonuglanan
dozlardir. Lityum’un toksisitesi ile ilgili literatiirde birbiri ile geliskili birgok ¢alisma
bulunmaktadir. Ornegin Allagui ve ark.’nin (2007) sitotoksisite degerlendirmesi igin
lityum varliginda 3 giin boyunca kiiltiirlenen A549 hiicre dizilerini kullandiklari

calismada ICso degerini SmM olarak saptamiglardir. Ayrica calismada deney sonucunda
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2mM (toksisite esigi) ile 12 mM (letalite esigi) arasinda degisen konsantrasyonlar igin
doza bagimli hiicre biiylimesi inhibisyonu oldugunu belirtmislerdir. Buna karsin birkag
caligmada lityum’un hiicre ¢cogalmasi lizerine olumlu etkisi oldugu gosterilmistir. MTT
yontemi kullanilan ¢aligmalarin birinde ATX3"i (Q84) eksprese eden hiicrelerin canliligi
2,5,5ve 7,5 mM derisimdeki lityum karbonat ile test edilmistir (Lopes-Ramos vd., 2016).
48 saatlik inkiibasyon sonucunda 5 mM baslangi¢ lityum karbonat derisimine ait hiicre
canliliginda rolatif artig gozlenmistir. Doza bagimli etki gozlenen ¢alismada 5 ve 7,5 mM
lityum karbonat uygulanan hiicre canliliginda %17 ve %21'lik artis saptanmistir. Buna
karsilik, test edilen en diisiik lityum karbonat derisiminin (2,5 mM) hiicre canliligi lizerine
herhangi bir etkisi olmadigi rapor edilmistir. Bu sonuglar Annexin V/PI ¢ift boyama

isleminden sonra sitometri analizi ile dogrulanmustir.

Gavrilova vd.’nin (2016) yaptig1 bir baska ¢alismada MTT testi kullanilarak farkli
lityum preparatlarinin hepatokarsinoma-29 hiicresi tizerinde yapilan ¢alismada 0,00001
ile 20 mM arasindaki derisimde uygulanan dogal ve nanoboyuttaki lityum karbonat’in
hiicre canliliginda doza bagli azalmaya neden oldugu saptanmaistir. 24 saatlik inkiibasyon
sonunda dogal seklin sitotoksisitesi 10mM’da goriiliirken nanoboyutlu seklin sitotoksik
etkisi 20 mM derisimde gézlenmistir. Bu farklilik nanopartikiil seklin dogal sekle gore
daha yiiksek reaktif kapasiteye sahip olmasiyla aciklanmistir. Nanoboyutlu yapt dogal

lityum karbonat’in degirmende 6giitiilmesiyle elde edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda da 5 mM derisimdeki saf lityum’un 2,5 mM’a gére hiicre
canliligini 24 saatte %10 ve 48 saatte %6 arttirdigi, derisim artis1 ile canli hiicre
popiilasyonunda azalma oldugu belirlenmistir. Calismadaki 1Cso degerinin 24 saat i¢in
28,5 mM ve 48 saat i¢in 23,5 mM oldugu bulunmustur. Lityum’un diisiik derisimde
sitotoksik olmadigi literatiirde yapilan birgok ¢alismada oldugu gibi bu c¢alismada da
gosterilmistir. Bu ¢alismada saptanan 1Cso degerleri bazi kaynaklar ile uyumlu iken
bazilarina gore daha yiiksek ¢ikmustir. Testte kullanilan hiicre ¢esidi ve inkiibasyon
stiresindeki farkliligin bu sonugta etkili oldugu diisiinilmiistiir. Bunun yanisira yalnizca
Poloxomer® 407 kullanilarak hazirlanan EPF15.5 formiilasyonlarida saf lityum’un
gosterdigi sitotoksisiteyi polimerin diigiirdiigii ve hiicre canliligi {izerinde olumlu etki
yarattig1 belirlenmistir. Bununla birlikte Poloxomer® 407 ve Pluronic® F127 nin birlikte
kullanilarak hazirlanan PF16.5 formiilasyonunun sitotoksisitesi saf lityum’un

sitotoksisitesi lizerinde belirgin etki géstermemistir. Plasebo formiilasyonlar (PF15.5 ve
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PF16.5) ile lityum yiiklii formiilasyonlarin (EPF15.5 ve EPF16.5) sitotoksisitesi arasinda

belirgin farklilik gézlenmemistir.
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7. SONUC VE ONERILER

Lityum karbonat i¢eren in situ jellesen sistem gelistirilen bu ¢alisma kapsaminda,
hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyon, in vitro salim ve kararlilik galismasi
gergeklestirilmistir. Formiilasyonlar piyasada bulunan Lithuril® ile ayn1 miktarda etkin

madde igerecek sekilde hazirlanmistir.

Etkin maddenin yiiklendigi in situ jellesen sistem ile hedeflendigi gibi lityumun
salim1 uzatilmis ve Korsmeyer-Peppas matematiksel salim modeline uygun sekilde

kontrollii salim1 saglanmastir.

Formiilasyonlar viicut sicakliginda jellesebilen minimum polimer derisimi

saptanarak hazirlanmistir.

Sicakliga duyarli in situ jellesen sisteme yiiklenen etkin maddenin pargacik boyutu

enjeksiyonluk preparatlar i¢in belirlenen sinirlar igerisinde tutulmustur.

Reolojik ozellikleri degerlendirilen formiilasyonlarin oda sicakliginda Newton
akis gosterdigi, viicut sicakliginda ise psodoplastik akis Ozelliklerine sahip oldugu ve

kararlilik siiresi boyunca bu akis 6zelliklerinin degigsmedigi saptanmustir.

Kararlilik ¢alismalar1 boyunca formiilasyonlarin tamaminda pH degisimleri
standart enjeksiyonluk preparatlarin ortaya g¢ikardigi patolojik endikasyonlar disinda
patolojik bir durum olusturmayacak seviyede kalmistir. Buna ek olarak diizenli araliklarla
yapilan etkin madde miktar tayinlerinde, etkin maddenin formiilasyon igerisinde
kararliligimi korudugu gosterilmistir. Formiilasyonlarin fiziksel goriiniislerinde bir
degisiklik olmamis ve yapilan FTIR, jellesme kapasitesi, sisme c¢alismalarinda
formiilasyonlarin 0. giine gore degisim gostermedigi gozlenmistir. EPF16.5 kodlu
formiilasyonun jellesme sicakligi sonuglar1 kararliligin herhangi bir zamaninda veya
kosulunda degisiklik gostermemistir. Ancak EP15.5 kodlu formiilasyonun jellesme
sicakligr 4 °C ve 25 °C sicaklik kosulunda kararli olsa da 40 °C sicaklik kosulunda

jellesme sicakligt azalmistir.

Sitotoksisite ¢aligmalarinin sonucunda formiilasyonlarin sitotoksik olmadigi ve

sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Caligmanin  sonraki asamasinda formiilasyonlarin  farmakokinetik  ve
farmakodinamik ozelliklerinin tam anlamiyla aydinlatilabilmesi i¢in hayvan deneyleri

yapilabilir.
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