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ONSOZz
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Tez calismam boyunca gosterdikleri ilgi ve yardimlarindan dolayr Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali’ndaki tiim saygideger hocalarima ve arastirma gorevlilerine
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1. GIRIS

1.1. Oral Filmler

Oral bosluga uygulanan filmler, etkin madde salim platformlar1 olarak verimli
bir sekilde kullanilabilecek karmagik polimerik matrislerdir. Bu polimerik matrisler
cesitli bilesenlerden olusabilse de genellikle hidrofilik polimerler yapinin baslica
materyalidir. Baslangigta oral filmler nefes tazeleme formiilasyonlari olarak ortaya
¢iksa da hizli bir sekilde, tasimasi ve uygulamasi kolay bir etkin madde salim sistemi
olarak farkli pazar ihtiyaglarina cevap vermek {iizere gelistirilmistir (Bala ve ark.,
2013).

Oral filmler genel olarak mukoadeziv ve mukoadeziv olmayan filmler seklinde
iki sinifta degerlendirilebilmektedir. Mukoadeziv olmayan filmler agizda hizlica
dagilan orodispersible filmlerdir. Mukoadeziv filmler ise Sekil 1.1°de goriilen oral
bosluktaki uygulama yerine gore bukkal, sublingual ve palatal olmak Gzere (ge

ayrilmaktadir (Borges ve ark., 2015).

---Dig eti

---- Yumusak damak mukozasi

----------- Bukkal mukoza
Agizda dagilan filmlerin
uygulama alanlar

----- Dilalt

----Dig eti

Sekil 1.1: Oral filmlerin oral bosluktaki farkli uygulama yerleri



1.1.1. Agizda Dagilan (Orodispersible) Filmler

Avrupa Ila¢ Ajanst (EMA), agizda dagilan (orodispersible) filmleri, agiz
boslugu iginde hizlica ¢oziinen ince filmler olarak, Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi
(FDA) ise kolayca ¢oziinebilen filmler olarak tanimlamistir (Borges ve ark., 2015).
Adeziv olmayan (non-adeziv) hizli ¢oziinen filmler genel olarak diisiik molekiil
agirhi@ina sahip (yaklasik 1 000 ila 9 000 Da) hidrofilik polimerlerden olusmaktadir.
Agizda dagilan filmlerin ¢ogunlugu mukoadeziv olarak tasarlanmamasina ragmen
kullanilan polimerlerin molekiil agirligi, kimyasal yapisi gibi dogal 6zelliklerinden
dolay1 bir dereceye kadar mukoadezivlik gosterebilmektedir. Bununla birlikte, bu
formalasyon tipi icin en yaygin kullanilan polimerlerin molekiil agirliklar1 genellikle
200 000 Da altindadir. Bu filmler, agiz boslugunda hizla dagilma, yutulma ve
gastrointestinal (GI) kanaldan sistemik dolasima absorbe edilme amaciyla

tasarlanmaktadir.

1.1.2. Bukkal Filmler

Avrupa farmakopesine (EP7) gore bukkal filmler, bukkal mukozaya yapisan ve
¢ozlinebilen tek veya cok katmanli tabakalar olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.2).
Mukoadeziv bukkal filmler, icerdikleri etkin maddeyi dogrudan biyolojik alt
tabakaya salan rezervuar dozaj formlaridir. Bu filmler ince olmalarinin yanisira
topikal olarak agiz bosluguna etkin maddeleri yavas ve 6nceden belirlenmis bir hizda
salivermektedir (Preis ve ark., 2014). Mukoadeziv filmler dogrudan biyolojik bir

substratla etkilesirler.



Sekil 1.2: Bukkal film uygulamasi

Bukkal filmlerin tasariminda mukoadezivligin derecesi, icerik tekdiizeligi,
permeasyon orani, etkin maddelerin kontrolli salimi gibi kritik 6zelliklerin
karakterizasyonu Onemli arastirma alanlarmi temsil etmektedir (Morales ve
McConville, 2011). Formiilasyonlar1 ise temel olarak polimer ve plastizer olmak
tizere iki bilesenden olugmaktadir. Kullanilan polimerlerin tagimasi gereken bazi
ozellikler vardir: Guiglii hidrojen baglayic1 gruplar, giiclii anyonik veya katyonik
yiikler, yiiksek molekiiler agirlik, zincir esnekligi, mukus tabakasina yayilmaya
elverigli yiizey enerjisi Ozellikleri bu oOzelliklerden bazilaridir. Ayrica polimer
nontoksik olmali, mukoza zarini tahris etmemeli, dozaj formunun esnekligini ve
konforunu saglamalidir. Nemli dokuya hizlica yapigsmali ve alan 6zgiilliigii olmalidir
ve etkin madde salimina engel teskil etmemelidir. Mukoadeziv olarak kullanilan
polimerlerler ¢ogunlukla sisebilen ve bukkal mukozadaki mdisin molekulleri ile

zincir etkilesimine girebilen hidrofilik polimerlerdir.

1.1.3. Palatal Filmler

Damak bolgesine yerlestirilerek kullanilan, oromukozal yoldan etkin madde

gecisini hedefleyen ilag tasiyict sistemdir.



1.1.4. Sublingual Filmler

Hizli ¢6zlinen sublingual filmler, dilaltina yerlestirilen, par¢alanma icin suya
ve cignenmeye ihtiyag duymayan, etkin maddenin dilaltindan sistemik dolasima
gecmesi icin etkin maddeyi serbest birakmak iizere hizla pargalanan tasiyici
sistemlerdir (Bhupinder ve Sarita, 2012) (Sekil 1.3). Agiz boslugunda kullanilan
filmlerin gelisimi, son on yilda carpici bir sekilde artmustir; ¢iinkii peptitler, asilar ve
nanopartikiller de dahil olmak Uzere gesitli terapotik siiflar igin filmler alternatif bir

dozaj formu olusturmaktadir.

Sublingual hizli ¢6ziilen filmlerin, sublingual yoldan alinmasi ile hizli bir etki
baslangici saglanmaktadir. Dilaltt mukozasi, ince membran yapisi nedeni ile nispeten
gecirgen oldugundan ve yiiksek oranda perfiizyona izin verdiginden, hizli etkin
madde absorpsiyonunu, dolayisiyla hizli terapétik etki baslangicini mimkin
kilmaktadir. Etkin madde dogrudan sistemik dolasima gectiginden, Gl sistemde
degradasyondan ve ilk gecis etkisinden de korunmus olmaktadir (Singh ve ark.,
2018).

A

Sekil 1.3: Sublingual film uygulamasi



1.1.4.1. Sublingual Filmlerin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Oral filmler 6zel hasta gruplar1 ve klinik a¢idan klasik dozaj formlarina gore
bazi {stlinliikler gostermektedir. Ayrica ticari agidan da etkin maddelerin yasam
siklusunu uzatma olanagi sunmaktadirlar (Borges ve ark., 2015). Oral filmlerin

avantajlar1 sunlardir (Bhupinder ve Sarita, 2012: Hoffman ve ark., 2011):

e Kiigiik ve ince tasarim,

e Genis yiizey alan1 nedeniyle hizli dagilma,

e Hizli absorpsiyon,

e Tasima kolayligi,

e Etkin maddenin ilk gecis eliminasyonuna ugramamast,

e Etkin maddenin Gl sistem etkilerine maruz kalmamasi,

e Zihinsel rahatsizli1 olan hastalara, yasl hastalara, ¢ocuk hastalara uygulama
kolayhigi,

e Doz hassasiyeti,

e Qelistirilmis hasta uyuncu,

e lyi stabilite,

e Herhangi bir doz agimi veya yan etki durumunda kolay uzaklastirilabilirlik.

Bu avantajlar yanisira oral filmlerin bazi dezavantajlar1 s6z konusudur

(Bhupinder ve Sarita, 2012; Hoffman ve ark., 2011):

e Diisiik agirlik, ince form ve kiiciik olmas1 nedeniyle etkin madde yiikleme
kapasitesinin diisiik olmast,

e Mukozal bariyer,

e Sirekli tukdruk salgilanmasi nedeni ile etkin madde kaybi,

e Stabilite ve saklama — tasima acgisindan 6zel ambalajlama gereksinimi.



1.1.4.2. Sublingual Film Formiilasyonlarinin Kompozisyonu

1.1.4.2.1. Etkin Madde

Antiulser  (omeprazol), antiastmatik  (salbutamol silfat), antitisif,
antihistaminik,  nonsteroidal  antienflamatuvar  (parasetamol, = meloksikam,
valdekoksib) etkin maddeler dahil olmak (zere birgok etkin madde sinifi agizda
¢ozlinen filmler seklinde formiile edilebilir. Film formiilasyonunda olmasi1 gereken
etkin madde agirlik yiizdesi farkli literatiirlerde farkli oranlarda belirtilmektedir: %1-
25 (Arya ve ark., 2010); %1-30 (Hoffman ve ark., 2011); %5-30 (Dixit ve Puthli,
2009).

1.1.4.2.2. Polimerler

Polimerler, oral filmlerin ana yapisin1 olusturmaktadir. Polimerler, istenen film
Ozelliklerini elde etmek icin tek baslarina veya kombinasyon halinde kullanilabilirler.
Elde edilecek film, uygulama ve tasima sirasinda hasar gérmeyecek kadar saglam
olmalidir. Filmlerin saglamligi polimerin tipine ve formiilasyondaki miktarina
baglidir. Ayrica film formiilasyonundan etkin maddenin salim bi¢imini de kullanilan
polimerin tipi ve miktar1 belirlemektedir. Hizl1 ¢6ziinen oral film dozaj formu, agiz
icine yerlestirildiginde saniyeler i¢inde par¢alanma ve icerdigi etkin maddeyi aninda
agiz bosluguna verme Ozelligine sahip olmalidir. Bukkal filmlerde kontrollii salim
hedefleniyorsa ise etkin madde belirli zaman araliklarinda, belirli hizda ve miktarda

salinmalidir. Kullanilan polimerin ¢esidi bu farklilig1 belirlemektedir.

Kullanilan polimerlerin tasimasi gereken Ozellikler bazi1 ozellikler vardir

(Morales ve McConville, 2011):



e Toksik olmamalidir.

e Mukoza zarmi tahris etmemelidir.

e Dozaj formunun esnekligini ve kolay uygulanabilirligini saglamalidir,

e Etkin madde salimina engel teskil etmemelidir.

e Impiirite icermemelidir.

e Belirgin bir tad1 olmamalidir.

e Islanma ve yayilma 6zelligi ile dagilma siiresi uygun olmalidir.

¢ Uygun mekanik 6zelliklere sahip olmalidir.

Oral

kullanilabilecek

boslukta kullanilmak iizere

polimerler

siniflandirilabilmektedir.

Cizelge 1.1: Oral boslukta kullanilmak {izere hazirlanan film formiilasyonlarinda kullanilan

polimerlerin siniflandirilmasi

Kriter

Elde edildigi kaynak

Kategori
Yar1 Sentetik-
Dogal

Cizelge 1.1°de gosterildigi

Ornek

Agar, Kitozan, Jelatin, Pullulan
Hyaluronik Asit
Zamlar (Guar, Ksantan, Sodyum aljinat...)

tasarlanan film formiilasyonlarinda

sekilde

Sentetik Seluloz Turevleri (HPMC, MC, CMC...)
Poliakrilik asit bazli polimerler
(Karbomer, Poliakrilat, Poli(2-hidroksietilmetakrilat)
Diger PVP, PVA...
Katyonik Aminodekstran, Kitozan,
Anyonik CMC, Pektin, Iniilin
Noniyonik PVA, PVP, HEC
Potansiyel biyoadeziv
kuvvetler Kovalan bag Siyanoakrilat
Hidrojen bagi Akrilatlar, PC, PVA
Elektrostatik
etkilesimler Kitozan

Suda ¢ozlnurlik

Suda ¢6zlinen
Suda
¢ozinmeyen

HEC, HPC, HPMC

Kitozan, EC



Bu calismada HPMC (Pharmacoat C600®), PVA ve pullulan polimerleri ile
PVA-PEG graft kopolimeri (Kollicoat® Protect) kullanilmustur.

e Hidroksipropil metil selilloz -HPMC (Pharmacoat C600®):

Hidroksipropil metilseliloz (HPMC), seltlozun anhidroglikoz terminaline
bagl diisiik miktarlarda propilen glikol eter gruplar: ile modifiye edilen, oral yolla
verilis i¢in tasarlanan  formulasyonlarda kullanilan en 6nemli hidrofilik film
olusturucu polimerlerden birisidir (Sekil 1.4). HPMC, kokusuz, tatsiz, lifli/granil,
serbest akisli bir tozdur. Gastrointestinal ortamda ve oral mukozada tuklrik
ortaminda ¢ozUnurluk dzellikleri, esnekligi, stabilitesi, yardimc1 maddelerle ge¢imli
olmasi gibi sebeplerden otiirii siklikla tercih edilmektedir (Ghosal ve ark., 2011).
Yiksek sisebilirlik 6zelligi sayesinde etkin maddenin salim kinegi {izerinde de
onemli etkilere sahiptir. Su veya biyolojik sivi ile temas ettikten sonra yayilarak
hacim genlesmesi ile polimer zincirinin gevsemesi sonucunda etkin maddenin ¢ikisi

saglanmaktadir (Siepmann ve Peppas, 2012).
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Sekil 1.4: HPMC'nin kimyasal yapisi



e Polivinil alkol (PVA):

Polivinil alkol (PVA), vinil asetatin polimerlestirilmesiyle elde edilen
poli(vinil asetat)’in hidrolize edilmesiyle Uretilmektedir (Sekil 1.5). Hidrolizasyon
derecesi, poli(vinil asetat)'in PVA iiretmek icin hidrolize edilme derecesini temsil
etmektedir. PVA, biyouyumlu, toksik olmayan iyi bir film olusturucu polimerdir.
Suda ¢oziiniir oldugundan dolayr, PVA filmler, organik c¢oziculere ihtiyac
duyulmaksizin sulu polimer c¢o6zeltilerinden, ¢ozlcl buharlastirma yontemi ile
kolayca hazirlanabilmektedir. Elde edilen filmler berrak, homojen ve yirtilmaya karst
dayaniklidir (Chan ve ark., 1999).

[“\;ﬂ
L]

H  OH

Sekil 1.5: PVA'nin kimyasal yapisi

e Polivinil alkol-polietilen glikol graft kopolimer (Kollicoat® Protect):

Kollicoat® Protect, suda c¢ozinir Kollicoat® IR ve polivinil alkoliin bir
kombinasyonudur (Sekil 1.6). Kollicoat® IR ise bir polivinil alkol (PVA) — polietilen
glikol (PEG) graft kopolimeridir. Igerigindeki plastizer sayesinde esnek olmakla
beraber formiile edilmesi ve islenmesi kolaydir. Oda sicakliginda formiilasyonlar
olusturulabilmektedir (Xu ve ark.,, 2014). Polimerin viskozitesi diistiktiir,
hidrofiliktir. Kollicoat® Protect, aninda salim yapan formilasyonlar igin kaplama
polimeri olarak ve oral yolla kullanilan film formiilasyonlarinda film olusturucu

polimer olarak siklikla kullanilmaktadir.
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Sekil 1.6: Polivinil alkol-polietilen glikol graft kopolimerin kimyasal yapist

e Pullulan

Pullulan, Aureobasidium pullulans gibi kara mayalarin fermentasyon
ortamindan elde edilen, dogal, biyolojik olarak pargalanabilir, biyolojik olarak
uyumlu, suda ¢ozunebilir 6zellikte film olusturucu bir polisakkarittir (Sekil 1.7).
Film olusturma derecesi ¢ok iyidir. Pullulan filmler hidrofilik, tatsiz, renksiz ve 1siya
dayaniklidir; toksik, immdnojenik, mutajenik ve kanserojen degildir; Bu ozellikleri
ve avantajlari nedeni ile pullulan, hem eczacilik hem de gida sektoriinde film
olusturucu olarak siklikla kullanilmaktadir (Prajapati ve ark., 2017). Calismamizda

kullamilan pullulanin % 10 a/a ¢6zeltisinin vizkozitesi 100-180 mm?2.s™dir.

CH,OH CH,OH
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Sekil 1.7: Pullulanin kimyasal yapis1

1.1.4.2.3. Plastizerler

Filmlerin formiilasyonunda yer alan plastizerler bitmis iiriine giig, esneklik ve
parlaklik kazandirip, mekanik Ozelliklerini iyilestirirler (Panda ve ark., 2012).
Plastizerin konsantrasyonu iyi bir film elde etmek igin etkin madde, polimerler ve
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diger yardimci maddeler ile optimize edilmelidir. Genel olarak formulasyonda kuru
polimer agirliginin %0-20’si arasinda kullanilmaktadir (Bala ve ark., 2013). Bununla
birlikte %18 Uzerindeki yiiksek plastizer konsantrasyonlari, stabilite problemlerine
veya yapiskan film olusumuna neden olabilmektedir (Hoffman ve ark., 2011).
Yaygin olarak tercih edilen plastizerlere ftalat esterleri, fosfat esterleri, stearatlar,
polietilen glikol, gliserin, triasetin, dimetil ftalat 6rnek verilebilir.

1.1.4.2.4. Tat Maskeleyici Ajanlar

Birgok etkin madde hos olmayan bir tada sahip oldugundan, hasta uyuncu igin
tat maskeleyici yardime1r maddelerin kullanimi ¢ogu zaman gereklidir. Filmdeki etkin
maddenin (¢oziinmiis veya dagilmis) fiziksel durumuna ve tikiriikteki
¢Oziiniirliigline bagh olarak, farkli tat maskeleme teknikleri kullanilabilmektedir. Bu
teknik formulasyona sakkarin, aspartam gibi bir tatlandirici eklemek olabildigi gibi
etkin maddenin kaplanmasi, enkapsiilasyonu, iyon degistirici recinelerin kullanimi
veya siklodekstrin ile komplekslestirme gibi daha ileri yontemler de olabilmektedir
(Hoffman ve ark., 2011).

1.1.4.2.5. Aroma Verici Ajanlar

Lezzet algisi, tat ve aromayi birlikte icermekte ve etnik koken, yas, cinsiyet ve
begeniye bagli olarak bireyden bireye degisebilmektedir. Nane, portakal ve limon
aromasi daha c¢ok geriyatrik popllasyon tarafindan begenilirken; karigik meyve,
ahududu vb. gibi aromalar daha ¢ok gen¢ jenerasyonlar tarafindan tercih
edilmektedir. Kullanilan aromanin seg¢imi, formiilasyonda kullanilacak etkin

maddenin kullanim amacina da bagli olabilmektedir (Dixit ve Puthli, 2009).

Aroma verici ajanlar, sentetik ucucu yaglardan, oleoresinlerden, bitkilerin

yaprak, meyve ve ¢icek gibi gesitli kisimlarindan elde edilen ekstrelerden
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secilebilmektedir. Tatlandiricilar tek baglarina veya kombinasyon halinde
kullanilabilirler. Nane yagi, tar¢in yagi, kiiclik hindistan cevizi yagi aromatik yaglara
ornekken; vanilya, kakao, kahve, cikolata ve narenciye meyveli aromalara 6rnek
teskil etmektedir. ElIma, ahududu, kiraz, ananas meyve esansi tipine birka¢ 6rnektir.
Tad1 maskelemek igin gereken aroma miktar1 her ne kadar aroma tipine ve gucune
bagli olarak degisse de oral film formiilasyonlarinda genel olarak %10 a/a oraninda
kullanilmaktadir (Dixit ve Puthli, 2009).

1.1.4.2.6. Tatlandiricilar

Tatlandiricilar, oral film formiilasyonlarinda 6nemli bir role sahiptir. Hasta
uyuncu agisindan Ozellikle pediyatrik popilasyonda formilasyonun tad: daha
onemlidir. Film formiilasyonlarinda dogal ve yapay tatlandiricilar iirliniin tadinm
iyilestirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Formulasyonlarda tatlandiricilarin genel
kullanim aralign %3-6 a/a’dir (Bala ve ark., 2013). Klasik tatlandirici kaynaklar
dekstroz, fruktoz, glikoz, sivi glikoz ve maltozdur. Diyabetik hastalarda dogal seker
kullanim1 siirli oldugundan farmasétik preparatlarda daha ¢ok yapay tatlandiricilar
kullanilmaktadir. Birinci kusak yapay tatlandiricilar arasinda siklamat ve aspartam
bulunurken, ikinci kusak tatlandiricilara asesilfam-K, sukraloz, alitam ve neotam
ornek verilebilir (Mahboob ve ark., 2016).

1.1.4.2.7. TukuUrik Uyarici Ajanlar

Tukiirik wuyarict ajanlarin  kullanilmasinin amaci, tiikiiriik {iretim hizini
arttirarak hizli ¢oziinen oral film formiilasyonlarinin daha hizli pargalanmasina
yardimc1 olmaktir (Hoffman ve ark., 2011). Sitrik asit, malik asit, laktik asit,
askorbik asit ve tartarik asit, tiikriik uyaricilardan en ¢ok tercih edilenlerdir. Bu
ajanlar tek baslarina ya da film agirhiginin %2 ila 6's1 oraninda kombinasyon halinde
kullanilmaktadir. Tatlandiricilar da tiikiiriik uyarici olarak kullanilabilmektedir (Dixit

ve Puthli, 2009).
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1.1.4.2.8. Renklendiriciler

Dozaj formunun hasta tarafindan kabul edilebilirligini arttirmak i¢in filmin
aromasiyla renginin uyumlu olmasi tercih edilmelidir (Panda ve ark., 2012).
Titanyum dioksit veya Ulkelerin resmi kurumlarinca giivenligi tespit edilerek
listelenmis gida ve ilag boyalart %1 oranin1 gegmeyecek sekilde formulasyonlarda
kullanilabilmektedir (Dixit ve Puthli, 2009).

1.1.4.2.9. Stabilizatér ve kivam verici ajanlar

Viskoziteyi ve formilasyonun kivamini arttirmak igin formulasyona
stabilizator ve kivam artiric1 ajanlar eklenebilmektedir. Bu amagla ksantan zamka,
karagen gibi dogal =zamklar agirhkca %5'e kadar bir oaranda oranda
kullanilabilmektedir (Dixit ve Puthli, 2009).

1.1.4.2.10. Yuzey Aktif Maddeler

Yiizey aktif maddeler c¢oziindiiriicli, 1slatict veya dagitict ajan olarak
kullanilabilmektedir. Oral filmlerdeki kullanim amaglart genellikle filmin
1sanabilirligini arttirmaktir (Arya ve ark., 2010). Oral film formilasyonlarinda
polioksietilen alkil eter (Brij), polioksietilen sorbitan yag asidi esterleri (Tween) gibi

noniyonik ylzey aktif maddeler tercih edilmektedir (Panda ve ark., 2012).

1.1.4.3. Sublingual Filmlerden Etkin Madde Absorpsiyonu

Sublingual terimi kelime anlami olarak “dilalti”n1 ifade etmektedir. Ilacin
dilalt1 uygulamasi, ilacin dilin altina yerlestirilmesi anlamina gelmektedir. Etkin
madde, dilin ventral yiizeyi ve agiz tabanindan dogrudan kan akimina ge¢mektedir.

COzUnmiis haldeki etkin madde hizli bir sekilde oral mukozanin altinda yer alan
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retikiile ven igine absorbe edilmekte ve fasiyal venler, i¢ juguler ven ve brakiosefalik
ven i¢inden taginarak daha sonra sistemik dolasima gegmektedir (Goswami ve ark.,
2008).

[lacin oral mukozadan absorpsiyonunda ana mekanizma, lipoidal membrandan
pasif diflizyondur. Ilacin dilalt1 yoldan absorpsiyonu oral yoldan 3 ila 10 kat daha
fazladir. Sublingual yol i¢in tasarlanan formiilasyonlarin oral boslukta dagilmasi igin

az miktarda tikuruk hacmi yeterli olmaktadir (Narang ve Sharma, 2011).

Etkin maddelerin oral mukozadan emilimi 1847 yilinda nitrogliserinin kasifi
Sobrero tarafindan fark edilmistir. Sobrero, dilin ucuna yerlestirilen nitrogliserinin
birka¢c saat siren siddetli bas agrisina neden oldugunu gozlemlemistir. Murrell,
sublingual nitrogliserin damlasiin anjina pektorisli hastalardaki klinik etkisini 1879
yilinda kanitlamistir. Walton ve Lacey’in 1935 yilindaki ¢aligmalari, oral boslugun
verimli bir alternatif etkin madde transport sistemi oldugunu gdstermistir. Tiim bu
caligmalarin sagladigi bilgi birikimi ile 1960’ta sublingual nitrogliserin tabletler

Amerika Birlesik Devletleri’nde piyasaya siiriilmistiir (Goswami ve ark., 2008).

Permeabilite acisindan, agiz boslugunun dilalti bolgesi, bukkal bdlgeden,
bukkal bolge ise palatal alandan daha gegirgendir. Gegirgenlikteki farkliliklar
genellikle dokularin bagil kalinligina, kanlanmaya ve bu dokularin keratinizasyon
derecesine baghdir. Cesitli mukoza bolgelerinin gecirgenligindeki farkliliklara ek
olarak, etkin maddenin taginmasi, etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinden de

etkilenmektedir (Narang ve Sharma, 2011).

1.1.4.3.1. Sublingual Mukoza

Sublingual mukozanin anatomik vapisi
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Sublingual mukoza epitel ve bag doku olmak {izere iki katmandan meydana
gelmektedir. Dilalt1 epiteli, tabakali, keratinize olmayan bir skuamdz (pullu) epitel
tiraddr. Mitotik olarak aktif bazal hiicre tabakasi bir¢ok degisken ara katmandan
ylizeysel tabakaya dogru devam etmektedir. Hiicreler bazal tabakadan epitel
yuzeyine gelirken, boyut olarak artarken yassilagsmaktadir. Sublingual epitel bukkal
epitele gore daha incedir. Sublingual epitel 8-12 hiicre tabakasindan olusurken
bukkal epitel 40-50 hiicre tabakasi kalinligindadir. Epitelin bittigi yer bazal lamina
olarak adlandirilmaktadir. Bazal lamina, epitel dokuyu bag dokuya baglayan 1-2 um
kalinliginda bir tabakadir. Bag doku bolgesi, 150-500 pm kalinliginda olup, lamina
propria ve submukoza bolgesinden olugmaktadir (Goswami ve ark., 2008). Lamina
propria ise kolajen fibriller, kan damarlar1 ve sinir liflerini igermektedir. Lamina
proprianin alt katmanlar1 submukozaya baghdir. Submukoza, birka¢ yardimei
tilkiiriik bezi iceren nispeten yogun bag dokusudur. Sekil 1.8’de goriildiigi gibi epitel
dokuda kilcal kan damarlari bulunmamasina ragmen bag dokudaki kilcallarin ve
kiiclik kan damarlarinin varligr etkin madde molekiillerinin sublingual mukozadaki

bu bolgeye ulasmasini saglamaktadir (Naimish ve ark., 2013).

— Oral epitelyum

Basal membran

Lamina propia

__Alt mukoza tabakasi

v& g‘m Kas ve kemikler

Sekil 1.8: Sublingual mukozanin anatomik yapisi
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Sublingual mukozaya kan temini

Dilalt1 bolgesi, submukozadaki mukoza yilizeyine paralel uzanan zengin bir kan
damar1 kaynagi olan ¢ok vaskiiler bir bélgedir. Sekil 1.9’da goruldugi gibi dilalti
arter, tiikiirlik bezlerine kan vermektedir ve ¢evredeki kaslara, ayrica agiz, dil ve dis
etlerinin diger mukus zarlarina dallanmaktadir (Goswami ve ark., 2008). Iki simetrik
arter dali, dilin altindaki ¢ene kemiginin arkasina dogru hareket etmekte ve bir baska
dal da fasiyal arterin alt dali ile birlesmektedir. Dil alt1 arteri, dile ve agiz bolgesi
tabanina birincil kan beslemesini olusturan lingual artere dayanmaktadir. Lingual
arter dis karotid arterden dallanmaktadir. Bu bolgedeki kan damarlari, dilalt1 bolgeye,
kapiler damarlarin sadece sa¢ kokleriyle baglantili olarak bulundugu ciltten daha
fazla proflizyon saglamak icin bitisik damarlarla birleserek daha kiigiikk kan

damarlarina dallanmaktadir (Goswami ve ark., 2008).

a) sublingual artery

b) sublingual gland

¢) parotid gland

d) internal carotid artery

¢) submandibular gland

f) lingual artery

g) external carotid artery
h) common carotid artery

Sekil 1.9: Sublingual bdlgedeki kan damarlar
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Tukdrak

Dilalt1 bolgesi, disleri ve mukozal bélgeyi kaplayan tiikiiriik adi1 verilen bir sivi
filmi ile nemli tutulmaktadir. Tikirik %99 su, %1 organik ve inorganik maddeden
olusan kompleks bir sividir. %1°lik kismu elektrolitler (Na*, K*, Ca?*, Mg®*, CI,
HPOs> ve HCOs), mukopolisakkaritler, glikoproteinler, imminglobulinler (IgA,
IgG, IgM) ve enzimler (amilaz, mdasin, histatin, lizozim, lingual lipaz)

olusturmaktadir (Lam ve ark., 2013)

Tukuruk, tOkarik bezlerinde Uretilip tiikiiriik kanallarma bosaltilmaktadir.
Insan agiz boslugunda submandibular, parotid ve sublingual olmak (izere Ui ana gift
tilkiirik bezi bulunmaktadir. Ayrica ¢ok sayida kiigiik tiikiiriik bezi bulunmaktadir.
Tiikiirigiin pH degeri 6,7-7,4 arasinda degismektedir.

Oral epitel hiicreleri mukus ad1 verilen hiicreler arasi siviyla kaplidir. Mukus,
protein ve karbonhidratlardan olusan kompleks bir yapidir. Mukusun ana bileseni
miisindir. Tikiirik misininin kayganlastirma, yiyecekleri yumusatma, besinlerin
sindirimine yardimei olma gibi gérevleri vardir. TUkuriikte yiksek molekiil agirlikli
masin (MA >1000 kDa) ve diisiik molekiil agirlikli musin glikoprotein-2 (MA = 125
kDa) olmak Uzere iki ¢esidi vardir (Goswami ve ark., 2008).

1.1.4.3.2. Sublingual Mukozanin Permeabilitesi

Keratinize olmayan dilaltt mukozasi, stratum korneum gibi Kkeratinize
bariyerler ile karsilastirildiginda, belirgin bir gegirgenlik engeli olusturmamaktadir.
Ancak epitelin yiizeyel tabakalari, dilalt1 mukoza boyunca molekiillerin tasinmasinda
onemli bir engel teskil etmektedir. Bu bariyer, potansiyel olarak zararli eksojen

bilesiklerin ve etkin maddelerin bu zar boyunca penetrasyonunu sinirlamaktadir.
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Dilalti mukozadaki gegirgenlik bariyeri, "membran kaplama grantlleri (MCGs)”
denilen hiicreler aras1 bir yapimin sonucudur (Senel ve Hincal, 1995). Etkin maddenin
permeasyonu icin epitelin bariyer niteligi, epitelin yiizeysel hiicre tabakalarinda
bulunan MCG'lerin igeriginin ekstriizyonuna baglanmaktadir; dilalti bolgede
MCG’lerde mevcut baslica lipitler, kolesterol, Kkolesterol esterleri ve
glikosifingolipitlerdir (Goswami ve ark., 2008).

1.1.4.3.3. Etkin Maddenin Sublingual Mukozadan Permeasyon Mekanizmalari

Dilalt1 yolla uygulanan dozaj formlarindaki etkin maddelerin ¢ogunun basit
diftizyonla emildigine dair kanitlar mevcuttur (Narang ve Sharma, 2011). Basit
diftizyonun yani sira kolaylastirilmig difiizyon, aktif transport, pinositoz ve fagositoz
da gozlemlenebilmektedir. Ancak oral mukozanin katmanli yapisi nedeniyle
fagositoz ve pinositoz 6nemli bir rol oynamamaktadir (Goswami ve ark., 2008).
GunUmuze kadar, glukoz, glutatyon gibi kiiglik molekiillerin, ag1z mukozasi boyunca
tastyict aracili tasmmimi konusunda elde edilen bilgiler simirlidir. Insan dilalt: hiicre
hattinda p-glikoprotein disa atim (efflux) tasiyicisinin varligi tizerine tahminlerde
bulunmustur. Bununla birlikte, dilaltt mukozasinda bu gibi tastyic1 aracili transportun
varligim1 kanitlamak i¢in kesin bir ¢alisma veya veri sunulmamistir. Arastirmalarin
cogu dilalt1 bariyeri boyunca ana transport mekanizmasi olarak pasif difiizyonu isaret
etmektedir (Patel ve ark., 2011).

Sublingual mukozadan ilag etkin maddelerinin transportu lipoidal yolak ve sulu
yolak olmak Uzere baslica iki transport yolagindan gerceklesmektedir. Hiicreler arasi
boslukta bulunan MCG’lerden salinan lipit ve glikolipit igerigi, epitel hiicrelerinin
kohezyonunu saglamaktadir. Interseliller bosluk %50 oraninda fosfolipit ve
glikozilseramid gibi polar lipitlerle doludur. Lipoidal veya nonpolar yol hem
interseliiler hem de transseliiler tasimayi i¢ermektedir. Su molekulleri, hucreler

arasindaki lipitler arasindaki polar baslar tarafindan tutuldugundan, sulu veya polar
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yol da permeasyona ugrayan etkin madde i¢in kullanilabilir bir yoldur. Bu nedenle
bu yol ayni zamanda paraseliiler yol olarak da adlandirilmaktadir. Permeasyona
ugrayan bir molekil bu sulu kanallar vasitasiyla bariyeri gecebilmektedir. Bu
durumlarda transport davranisi, maddenin kanal icindeki difiizivitesine baghdir.
Etkin  maddenin  fizikokimyasal  Ozellikleri, etkin maddenin  sublingual
permeasyonunun hangi yol gercekleseceginin belirleyicisidir. Etkin maddenin,
sublingual mukoza ya da herhangi bir biyolojik bariyer icindeki transport
mekanizmasin1  anlamak i¢in hangi rotadan gidecegini 1iyi analiz etmek
gerekmektedir. Clnkl etkin maddenin permeasyon yolunu anlamak, ila¢ tastyici
sistemlerin tasarlanmasinda ve permeasyon arttirict ajanlarin se¢iminde bir temel
olusturmaktadir. Bir etkin maddenin noniyonize formunun, pH partisyon hipotezine
gore, baskin olarak lipit biyolojik membranlardan gegirgenligi iyonik tiirlerden daha
buydktir (Wang ve Chang, 2014).

1.1.4.3.4. Sublingual Absorpsiyona Etki Eden Faktorler

Etkin maddenin lipofilitesi: Bir etkin maddenin dilalt1 yoldan pasif permeasyon

ile tamamen absorpsiyonu icin, Gl absorpsiyon icin gerekli olandan biraz daha
yuksek lipit ¢oziiniirliigiine sahip olmasi gerekmektedir (Narang ve Sharma, 2011).

Tukdrik ortaminda ¢ozlndrlik: Yuksek lipit ¢oziiniirliigiine ek olarak, etkin

maddenin sulu bukkal sivilarda da ¢ziiniir olmast gerekir, yani absorpsiyon igin

bifazik ¢cozinurlik gerekmektedir (Narang ve Sharma, 2011).

Tiikiirtgin pH" ve pKa'si: Tiikiiriglin ortalama pH's1 6,7-7,4 araliginda oldugu

icin, bu pH’da noniyonize formda kalan etkin maddelerin absorpsiyonunu
kolaylastirir. Buna gore oral mukoza yoluyla absorpsiyon icin pKa degerinin asitler
icin 2'den bulyuk ve bazlar icin 10'dan az olmasi gerekmektedir (Narang ve Sharma,
2011).
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Oral mukozaya baglanma: Oral mukozaya baglanan ilaglarin sistemik dolagima

gecme orani diisiiktiir (Narang ve Sharma, 2011).

Oral epitel kalinligi: Dilalt1 epiteli kalinligir bukkal kalinliga gore daha diistik

(100-200 um) oldugundan etkin maddenin absorpsiyonu, daha ince epitel ve daha
kiiglik tiikiiriik hacminde bulunmasi nedeniyle daha hizlidir (Narang ve Sharma,
2011; Patel ve ark., 2011).

Yag/su partisyon katsayisi: Dilalt1 absorpsiyon icin etkin maddelerin yag/su

partisyon katsayisinin 40-2 000 aralig1 ideal kabul edilmektedir (Narang ve Sharma,
2011).

1.1.4.4, Sublingual filmlerin hazirlanma yontemleri

1.1.4.4.1. Coziicii Buharlastirma / Coziicii Dokiim Kalib1 Yontemi (Solvent
Casting)

Bu yontemin islem basamaklari sirasiyla su sekildedir: Once etkin madde, film
yapici polimer ve ¢esitli yardimcr maddeler kullanilarak dokiim ¢6zeltisi hazirlanir.
Hazirlanan ¢6zelti havadan yani kabarciklardan arindirilir. Daha sonra uygun
miktardaki ¢ozelti uygun biiylikliikte bir kaliba (genellikle petri kabi) aktarilir.
Dokiim ¢ozeltisi oda sicakliginda veya bir etiiv iginde kurutulur. istenen etkin madde
miktarini igerecek sekilde nihai dozaj bicimi kesilir. Elde edilen film uygun bir
sekilde paketlenir (Morales ve McConville, 2011). Bu islem manuel olarak veya

Sekil 1.10°da goriildiigii gibi bir cihaz yardimiyla yapilabilir.

20



Film gozeltisi

Film Kurutma Bicak

Makara

& Salim ortami

Sekil 1.10: Coziicii buharlagrirma teknigi ile ¢aligsan film olusturucu cihaz

Cozucunun secimi genellikle etkin maddeye bagli olarak degismektedir.
Tercihen ICH Simif-3 kategorisinden olan solventler tercih edilmelidir (Dixit ve
Puthli, 2009). Etkin maddenin reolojik Ozellikleri, 1stya duyarliligi, polimorfik
formu, ¢ozucu ile uyumu dikkatlice incelenmelidir (Amin ve ark., 2015). Ayni
sekilde yardimc1 maddelerin se¢iminde de etkin madde ve ¢oziiciiniin 6zellikleri goz
oniinde bulundurulmalidir. G0z 6nlinde bulundurulmasi gereken baslica faktorler
viskozite, ¢ozelti kiitlesi ve igerik tekdiizeligidir. Coziicii dokiim kalib1 yontemi diger

yontemlere gore daha kolay ve diisiik maliyetlidir.

Birgok arastirmaci ¢6ziicli buharlagtirma yontemini film tretim yontemi olarak
secmistir. Bala ve ark., (2013) aprepitantin sublingual filmini, polimer olarak dogal
bir polisakkarit olan pullulan ve polietilen glikol 400 (PEG400) kullanarak ¢oziicl
dokiim kalib1 yontemi ile hazirlamiglardir. Bagka bir calismada Mashru ve ark.,
(2005) salbutamol siilfat etkin maddesinin astim hastaliginda kullanilmak iizere
sublingual filmini hazirlamislardir. Bu g¢alismada polimer olarak polivinil alkol,
plastizer olarak gliserol ve dolgu maddesi olarak mannitol kullanilarak, mekanik
Ozellikleri ve etkin madde salimi géz oniinde bulundurularak, ¢oziici dokiim kalib1

yontemi ile farkli formiilasyonlar iiretilmistir.
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1.1.4.4.2. Sicakta Eriterek Ekstriizyon (Hot-Melt Extrusion)

Sicak eriyik ekstriizyon yonteminde ilk 6nce etkin madde veya maddeler
tastyici ile kat1 halde karistirilir. Daha sonra 1siticis1 olan ekstruder karisimi eritir.
Eriyen karigim cihazin kalibi yardimi ile sekillendirilir (Sekil 1.11). Bu yontem
basittir, su kullanilmasina gerek yoktur ve iyi bir igerik tekdiizeligi saglamaktadir.
Ancak 1sidan etkilenen etkin maddeler i¢in uygun degildir (Arya ve ark., 2010).
Sicakta eritme ile ekstriizyon, kontrollii salim yapan matris tabletlerin, granillerin ve
agizda dagilan filmlerin tretimi igin kullanilmistir. Bununla birlikte mukoadeziv
bukkal filmlerin Gretimi icin kullanilmas1 sadece birkag Urln igin olmustur (Morales
ve McConville, 2011).

% '
Sarma rulosu
Etken madde ve Kurutma
polimer ylkleme
»
la " ;

Sarma rulosu

Sekil 1.11: Sicakta eritmeli ekstriider cihazi

1.1.4.4.3. Silindir Yontemi (Rolling Method)

Bu yontemde, etkin maddenin film olusturucu polimer ile hazirlanan ¢ozeltisi
veya suspansiyonu donen silindirler Uzerine dokulir. Cozelti veya slispansiyon
belirli reolojik karakterlere sahip olmalidir. COzucu esas olarak sudur veya bir su-
alkol karisimidir. Film silindirler Gzerinde kurutulduktan sonra istenilen boyutlarda
kesilir (Panda ve ark., 2012) (Sekil 1.12).
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Sekil 1.12: Silindir yontemi

1.1.4.4.4. Puskurtme Yontemi

Film olusturucu polimer ve diger yardimci maddeleri i¢eren bir ¢ozicu sistemi
uygun tastyict bir malzeme Uzerine puskurtiilerek veya kaplanarak kurutulur ve bir
film elde etmek i¢in siyrilir. Film igin kullanilan tasiyici malzemeler cam, Kraft

kagidi veya polietilen film gibi malzemeler olabilmektedir (Panda ve ark., 2012).
1.1.4.5. Sublingual Filmlerin Karakterizasyonu

Film formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve bitmis Uriin olarak karakterizasyonu
icin agagida verilen kalite kontrol testleri uygulanmaktadir.

1.1.4.5.1. Kalinhk ve Agirhik Tekdiizeligi

Filmlerin kalinligmi dlgmek igin mikrometre kullanilmaktadir. Uretilen total
filmin farkli bolgelerinden aliman film Orneklerinin o6lgiilmesi, filmin kalinlik

tekdiizeliginin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.
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Filmin agirlik tekdiizeligini belirlemek icin ise her bir partiden 3 cm? ¢apinda
tic filmin agirh@ tek tek elektronik terazide tartilarak ortalama agirlik

hesaplanacaktir (Li ve ark., 2017).

1.1.4.5.2. icerik Tekdiizeligi

Farmakopelerde belirtildigi sekilde filmin igerdigi etkin maddenin miktar tayini
yapilir. Igerik tekdiizeligi sinir1 %85-115'ir (Bala ve ark., 2013).

1.1.4.5.3. Formulasyon Parametreleri

Oral bosluga uygulanacak bir film olusturulurken kullanilan polimerlerin
molekiil agirligi, hidrofilik 6zellikleri, bag 6zellikleri, zincir esneklikleri, mukus
tabakasina yayilmaya elverisli yiizey enerjisi (mukoadeziv Ozellikleri), elektriksel
yiikleri, suda ¢Oziiniirliikleri gibi parametreler gozoniine alinarak farkli polimerler ve
farkli polimer oranlari ile filmlerin hazirlanip etkin madde salimi ve permeasyon
yetenekleri degerlendirilmelidir. Kullanilan polimerlerin nontoksik olmasi, etkin
maddenin dozaj formundan salimima engel olmamasi, mukozay:1 tahrig etmemesi,
dozaj formunun esnekligini ve konforunu saglamasi istenen Ozelliklerdendir

(Morales ve McConville, 2011).

Film formulasyonlarinda yer alan plastizerler, bitmis film {irlinline giic,
esneklik ve parlaklik kazandirdiklarindan, iyi bir film elde etmek icin plastizerlerin
konsantrasyonunun, etkin madde, polimerler ve diger yardimci maddeler varliginda

optimize edilmesi gerekmektedir (Panda ve ark., 2012).
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1.1.4.5.4. Katlanma Dayanim (Folding Endurance)

Katlanma dayanikliligi, bir filmin mekanik 6zelliklerini tahmin etmek ig¢in
kullanilan bir prosedurdir. Film ayni noktaya denk gelecek sekilde tekrar tekrar
katlanir. Filmin ayn1 yerden kirilmadan katlanma sayisi, katlanma dayanimi degerini

vermektedir.

Yuksek katlanma dayanimi degeri, bir filmin mekanik giiciinii gostermektedir.
Film formiilasyonunda kullanilan plastizer orani filmin mekanik 6zelliklerini,
dolayisiyla katlanma dayanimi degerini etkilemektedir (Irfan ve ark., 2016).

1.1.4.5.5. Filmlerin Mekanik Ozellikleri

Gerilme direnci (Tensile strength)

Bir filme ¢ekme kuvveti uygulandiginda kirilldig1 veya kalict deformasyonun
meydana geldigi anda uygulanan kuvvettir (Esitlik 1.1). Filmde kusur olusmadan
once maruz kalabilecegi maksimum gerilim stresi olarak da tanimlanabilmektedir

Dixit ve Puthli, 2009).

. . . Kirtlma Amindaki Kuvvet o
Gerilme direnci = —— 7T “HUC (Esitlik 1.1)

Film kalinlig1 x Film Genisligi

Gerilme Yilzdesi

Bir filme kuvvet uygulandiktan sonra, filmin esnemesi gerinim olarak

adlandirilmaktadir.  Gerinim  yiizdesi film Orneginin boyundaki uzamanin
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baslangigtaki uzunluguna boliinmesiyle elde edilmektedir (Bala ve ark., 2013; Dixit
ve Puthli, 2009). Yiizde uzama, film formiilasyonunda kullanilan plastizer miktari ile
orantilidir. Genellikle film formiilasyonunda plastizer konsantrasyonunun artmasi,
filmin uzamasinda artisa neden olmaktadir. Gerinim ylzdesi asagidaki formiil ile

belirlenmektedir (Esitlik 1.2):

Filmin boyundaki uzama X 100

% Gerinim = (Esitlik 1.2)

Filmin baslangi¢c uzunlugu

Yirtilma direnci

Bir filmin yirtilmasi i¢in gereken maksimum kuvvet, yirtilma direnci degeri
olarak olculmektedir. Bir filmin yirtilma direnci genellikle gerilme-gerinim
egrilerinden elde edilmektedir, ancak bu degerin elde edilebilmesi i¢im ¢ok diisiik bir

yukleme hizi uygulanmaktadir (Morales ve McConville, 2011).

Elastik modil (Young Modulus)

Young moduld, filmin sertliginin bir olgitudir (Irfan ve ark., 2016). Aym
zamanda filmin elastik bolgede nasil deforme oldugunu gosteren bir
degerlendirmedir. Deformasyonun baslangigtaki elastik fazinda tanimlanmaktadir.
Uygulanan gerilme ve karsilik gelen gerinim oranindan elde edilmektedir (Morales
ve McConville, 2011) (Esitlik 1.3).

Egimx100
Kalinlik X Capraz Kafa Hizi

Young modiili = (Esitlik 1.3)
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1.1.4.5.6. Dagilma Zamani

Dagilma zamani, filmin kirilmaya ya da par¢alanmaya basladigi zaman olarak
tanimlanabilmektedir. Bu siire filmlerin formiilasyonuna, kullanilan polimerin ve
yardimci maddelerin fizikokimyasal 6zelliklerine gore degismektedir. Oral filmlerin
dagilma zamanini 6lgmek i¢in farmakopelerde 6zel bir kilavuz bulunmamakla
birlikte petri kab1 metodu, “slide frame” metodu gibi yontemler veya USP’de yer
alan dagilma aparati kullanilarak o6lgiilebilmektedir. Agizda dagilan tabletlerin
FDA’ya gore 30sn’den kisa siirede, Avrupa Farmakopesi 9.1°¢ gore 3 dk’dan kisa
sirede dagilmasi gerektigi, bu surenin oral filmler igin de gecerli olabilecegi
bildirilmistir (Cilurzo ve ark., 2018; Dixit ve Puthli, 2009).

1.1.4.5.7. In vitro ¢éziinme ve salim cahsmalar

Farmakopelerdeki standart sepet veya palet yontemi kullanilmaktadir.
Coziinme ortaminin se¢imi Sink kosula ve etkin maddenin dozuna bagli olarak
degisebilmektedir. Cozlinme ortamu tiikiiriik ortam1 veya su olabilmektedir. Ortam
sicakligr genellikle 37 = 0,5 °C olarak belirlenmektedir (Bala ve ark., 2013; Lai ve
ark., 2018).

1.1.4.5.8. In vitro permeasyon ¢alismalari

Oral mukozanin gecirgenligi, ciltten 4-1000 kat fazla olmasina ragmen film
formiilasyonlarinin permeasyon c¢alismalar1 yapilmalidir (Bala ve ark., 2013). Bu
amacla Franz difiizyon hiicreleri siklikla kullanilsa da farkli deneysel g¢alismalar
yapilabilmektedir. Permeasyon oranmi belirlemek i¢in hayvanlarin taze g¢ikarilmis
bukkal/sublingual mukozalar1 kullanilabildigi gibi yapay membranlardan da
faydalanilabilmektedir. Her ne kadar yapay membranlar, yiiksek yapisal homojenlik
ve yiiksek tekrarlanabilirlik saglasa da hayvanlardan elde edilen bukkal mukozadaki

gibi tabakali bir nonkeratinize epitel bulunmadigindan fizyolojik kosullari taklit

27



etmede yetersiz kalmaktadir. Kullanilabilirlik, kalinlik ve gegirgenlik o6zellikleri
acisindan, domuz mukozasinin en uygun hayvan modeli oldugu goriilmekte ve
literatiirde genis bir sekilde gosterilmektedir (Bala ve ark., 2013; Morales ve
McConville, 2011). Bu calismalarda sicaklik, reseptor ve doner ortamin bilesimi, pH,
hiicre boyutlar1 ve hidrodinamik kosullar gibi parametreler kontrol altinda

tutulmalidir. Permeabilite degeri Esitlik 1.4 kullanilarak hesaplanmaktadir.

aQ

dt .
= _4at Esitlik 1.4
“cy (Es )

P: Permeabilite katsayisi, (cm sa™)
dQ/dt: Penetrasyon egrisinin diiz kisminin egimi (pg sa)
A: Yiizey alan1 , (cm?)

Cs: Donér fazdaki etkin maddenin doygunluk konsantrasyonu (mg cm)

1.1.4.5.9. Organoleptik kontroller

Final iriliniin tadi, genis bir popiilasyon kitlesi i¢in kabul edilebilir, lezzet
Ozelliklerine sahip olmalidir. Tat kontrolii amaci ile 6zel kontrollu insan tat panelleri
kullanilmaktadir (Dixit ve Puthli, 2009).

1.2. S-Adenozil-L-Metiyonin (SAMe)

S-Adenozil-L-Metiyonin  (SAMe), vyapisal olarak esansiyel aminoasit
metiyonin ve adenozin trifosfattan, adenoziltransferaz enzimi tarafindan katalize
edilen bir reaksiyon ile meydana gelmektedir (Sekil 1.13). Genel olarak SAMe,
AdoMet, SAM olarak adlandirilmaktadir. SAMe, 1952 yilinda Giulio Leonardo

Cantoni tarafindan kesfedilmistir. Endojen bir madde olarak her canli hiicrede
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bulunmakta ve metiltransferaz enzimleri ile katalize edilen, birgok farkli reaksiyonda
metil gruplarinin donérii (transmetilasyon) olarak gorev yapmaktadir. Ayrica SAMe,
poliaminlerin sentezini yonlendiren transaminopropilasyon yolaginda ve glutatyon
sentezini yonlendiren transsiilflirasyon yolaginda oncii molekiil olarak da rol

oynamaktadir (Huber ve ark., 2016).

J\h L
°0 N2
H.N &0 </ [ JN
HaC™ o N NG
HO OH

Sekil 1.13: SAMe’nin molekiiler yapist

1.2.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

SAMe’nin kapali formiilii C1sH22NeOsS’tir. IUPAC okunusu: (2S)-2-amino-4-
[[(2S,3S,4R,5R)-5-(6-aminopdirin-9-il)-3,4-dihidroksoksolan-2-ilJmetil-
metilstilfonio]bltanoat seklindedir. SAMe'nin kendisi iki stereoizomer (S, S)-SAMe
ve (R, S)-SAMe seklinde bulunur. Siilfonyum merkezindeki kiralite biyolojik
aktivite icin 6nemli bir belirleyicidir. (S, S) enansiyomeri, biyolojik olarak aktif form
iken (R, S) formu inaktiftir. izole edildikten veya hazirlandiktan sonra, (S, S)-
AdoMet kendiliginden aktif olmayan (R, S)-AdoMet'e donlismektedir (Zhang ve
Klinman, 2015) (Sekil 1.14). SAMe’nin bazi1 6nemli fizikokimyasal 6zellikleri Tablo
1.2°de gOsterilmektedir.

29



NH, NH;

CHgs

N XN
HOOC é </N | 2 HoOC s
7/\/ » N —_— )/\/ l o

H NHp H NHp
OH OH OH OH

(S.S)-AdoMet (R.S)-AdoMet

Sekil 1.14: SAMe’nin rasemizasyonu

Cizelge 1.2: SAMe’nin fizikokimyasal 6zellikleri

Kapali formiil CisH22Ns0sS
Sudaki ¢ozinarlik 1,19 mg/ml
Kaynama noktasi 78 °C
Partisyon katsayist -2ve -53
Fizyolojik net yuk +1

pKa 1,71

pKs 9,41
Yarilanma 6émrii 100 dk
Refraktivite 93,23 m3.mol*

1.2.2. Same’nin Metabolizmasi ve Fonksiyonlari

SAMe dogal formunda stabil olmadigindan ve ¢ok hizli degrade oldugundan,
molekiiler yapis1 1952 yilinda kesfedilmis olmasma ragmen 1973 yilina kadar
herhangi bir klinik ¢alismasi bulunmamaktadir. SAMe'nin klinik uygulamasina
dogru atilan en kritik adim, driiniin raf émri boyunca Ustiin kalitede yeterli stabilite
saglayan tuzlarin gelistirilmesidir. Bu Ustlin kalitenin spesifik yOnleri, bilesigin daha
1yi stabilitesini, daha az bozunmayi, oral uygulamadan sonra yeterli absorpsiyonu ve

hedeflenen organlara yeterli penetrasyonudur. Farmasotik formiilasyonlarinda
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kullanilan stabil tuz formlari, tosilat disiilfat, toluen stilfonat ve 1,4-bltan disilfonat
tuzlaridir. SAMe’nin klinik endikasyonlar1 arasinda depresyon, osteoartrit, agri,

demans ve kronik karaciger hastaliklar1 bulunmaktadir.

SAME niikleik asitlerin ve poliaminlerin metabolizmasi, membranlarin yapisi
ve islevi ve glutatyonun oncusi olarak temel 6neme sahiptir. SAMe'nin 6nemi, metil
dondrii olmasindan ve aminopropil gruplar ile karacigerdeki glutatyonun oncili
olmasindan kaynaklanmaktadir. Cesitli patolojik durumlar esnasinda bu siirecler
genellikle ciddi sekilde degistirilebilmekte, ancak basitce metiyonin uygulanarak
duzeltilememektedir. Ornegin, metiyonini SAMe'ye aktive eden enzimin
bozulmasma baglh karaciger hastalifinda, metiyonin takviyesi yararsizdir ve
kullanilmadigindan dolay1 biriktigi igin toksik hale gelebilmektedir. Bu nedenle,
enzim aktivasyonundaki eksiklik go6zardi edilerek ilk basta SAMe eksikligi
giderilerek tedavi gergeklestirilmelidir (Lieber ve Packer, 2002).

SAMe, bagl karbonlarin her birini niikleofilik ataga dogru harekete geciren
yuksek enerjili bir stulfonyum iyonu icerir. Bu iyon, SAMe'ye, U¢ ana reaksiyon
tipine katilma yetenegi vermektedir: transmetilasyon, transllfirasyon ve
transaminopropilasyon. Transmetilasyon reaksiyonlarinda, SAMe oncelikle niikleik
asitler, proteinler, fosfolipitler ve biyolojik aminler dahil olmak iizere gesitli alicilara
evrensel metil dondrii olarak gorev yapmaktadir. Her ne kadar spesifik bir enzim bu
reaksiyonlarin her birini katalize etse de tiim metilasyon reaksiyonlarinin ortak iriinii
S-adenosilhomosisteindir  (SAH) (Sekil 1.15). SAMe'ye bagli metilasyon
reaksiyonlariin ¢ogu, SAH'daki artislar ve SAMe konsantrasyonlarinda azalma ile
kuvvetli bir sekilde inhibe edilir. Bu nedenle, SAH"!n S-adenosilhomosisteinhidrolaz
enzimi ile homosistein ve adenosine hidrolize edilmesi gerekmektedir. Bu hidrolizin,
SAH sentezini destekleyen, tersinir bir reaksiyon olsa da in vivo olarak reaksiyon,
sadece iirlinler, adenosin ve homosistein, hizli bir sekilde c¢ikarildiginda hidroliz

yonunde ilerlemektedir (Mato ve ark., 1997).
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Homosisteini metabolize eden 2 yol vardir: remetilasyon ve transstlfirasyon
(Sekil 1.15). Remetilasyon yolunda, homosistein, N-5 metiltetrahidrofolattan veya
betainden metiyonini yeniden olusturmak icin bir metil grubu elde etmektedir. Betain
ile reaksiyon, esas olarak karacigerde meydana gelir ve insanlarda homosisteinin
genel metabolizmasi i¢in kiiglik 6nem tagimaktadir. N-5 metiltetrahidrofolat ile
reaksiyon ise tum dokularda meydana gelir ve B-12 vitaminine baglidir. Karacigerle
simirli olan betain ile reaksiyon, B-12 vitamininden bagimsiz bir reaksiyondur.
Transsiilfiirasyon yolaginda homosistein serinle birleserek sistatiyonini olusturur. Bu
reaksiyon, kofaktér olarak B-6 vitamininin varhiginda, sistatiyonin p-sentetaz
tarafindan katalize edilen geri doniigiimsiiz bir reaksiyondur. Sistatiyonin, sistein ve
a-ketobiitirat olusturmak tizere y-sistatiyonaz ile hidrolize edilir. Sistein, memeli
organizmalarinda primer endojen hiicresel antioksidan savunma molekiilii olan
tripeptit glutatyonunu olusturmak igin 2 ardisik reaksiyonla glutamat ve glisin ile
reaksiyona girer. Poliaminlerin sentezi i¢cin SAM propilamin grubunun transferi bu
molekiiliin bir baska Onemli islevidir. Bu yolda, SAMe, SAMe dekarboksilaz
tarafindan dekarboksilatlanir ve aminopropil grubu, Once putresinine, sonra da
spermidine, poliaminler olusturmak {izere transfer edilir. Normal kosullar altinda, bu
yol mevcut SAMe' nin  %S5'ini  olusturmaz, ancak bu yiizde Kkaraciger
rejenerasyonunda oldugu gibi, artan poliamin sentezi kosullar1 altinda belirgin

sekilde artar (Lieber ve Packer, 2002).

SAMe enzim aktivitelerinin bir dizenleyicisi olup remetilasyon ve
transsulfiirasyon yollarini koordine etmektedir. SAMe, metilen
tetrahidrofolaterediiktazin allosterik bir inhibitérii ve bir sistatiyonin p-sentaz
aktivatorii olarak gorev yapmaktadir. Bu sekilde SAMe, remetilasyon reaksiyonlari
icin gerekli olan 6nemli bir substrat olan N-5-metiltetrahidrofolatin sentezini
baskilayip, transsulfiirasyonun baslangi¢ reaksiyonunu destekler. Bu nedenle, hiicre
ici SAMe Kkonsantrasyonu, homosisteinin vicuttaki akibetinin  énemli  bir
belirleyicisidir (Lieber ve Packer, 2002).
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Sekil 1.15: SAMe’nin biyosentezi ve metabolik yollar1 (THF, tetrahidrofolat; GSH, glutatyon; SAH,
S-adenozilhomosistein)

Bir¢ok calisma, major depresif bozukluga (MDB) sahip bir¢ok hastanin tek
karbon metabolizmasinda diizensizlik oldugunu gostermektedir. SAMe, homosistein
ve 5-metilen tetrahidrofolat (SMTHF) ile sentezlendiginden ve folatin metabolik bir
iriinii oldugundan dolay1 uzun zamandir tek karbon dongiisiiniin son iriinlerinden
biri olarak kabul edilmektedir (Levkovitz ve ark., 2012). Depresyon, demans,
alkolizm, epilepsi ve organik psikoz gibi ¢esitli psikiyatrik hastaliklar, diisiik
diizeyde folat seviyeleri ile korelasyon gostermektedir. Daha ciddi afektif hastalik ve
kotii tedavi cevab, diisiik folat seviyeleri ile iligkilidir. Folat takviyesi depresyonun
lyilesmesini hizlandirmakta ve giiglendirmektedir. Vitamin B12 ve folatin (vitamin
B9) herhangi birinin eksikligi ise viicutta SAMe diizeylerini de azaltmaktadir (Kagan
ve ark., 1990).

Asetilkolin, serotonin, norepinefrin ve dopamin dahil olmak (zere MDB'de
biligsel islev bozuklugunun patofizyolojisi ve tedavisinde yer alan cesitli

norotransmiterlerin  sentezi ve bakimi i¢in SAMe'nin gerekli oldugu ileri
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siiriilmektedir. Ornegin, SAMe merkezi sinir sistemi kolin diizeylerinin
korunmasinda 6nemli bir faktdrdiir. Onemli bir nérotransmitter olan asetilkolinin bir
oncisu olan kolin, beyinden net akisa ugramaktadir. Bu akis N-metil nikotinamid
tarafindan engellenebilir. SAMe bagimli metilasyon ile N-metil nikotinamid
olusturuldugundan SAMe, N-metil nikotinamidin olusum hizin1 etkileyerek
MSS'deki asetilkolin konsantrasyonunu dolayli olarak duzenleyebilmektedir
(Levkovitz ve ark., 2012). Paralel olarak, SAMe ile yapilan tedavinin, beyin
muskarinik reseptér konsantrasyonlarinda in vitro bir artisa neden oldugu

gosterilmektedir (Levkovitz ve ark., 2012).

Bir baska c¢alismada ise, SAMe 0Oncust olan metiyoninin tek blylk oral
dozlarmin (10-20 g) uygulanmasi, "kronik sizofren" tanisi alan hastalarin%40-
%50'sinde akut psikoza neden oldugu goriilmiistiir (Fava ve Davidson, 1996). Bu
metiyonin calismalari, cesitli haliisinojenlerin kimyasal yapilarinin metillenmis
norotransmitterlerinkilere benzedigi ve sizofreninin agir1 aktif bir metilasyon
sistemine bagli olabilecegi hipotezininden ilham almistir (Kagan ve ark., 1990).
Metiyoninin ana hiicresel metil donor olarak islev gormesi igin, Once S-

adenosilmetiyonine aktive edilmesi gerekmektedir (Lieber ve Packer, 2002).

SAMe'nin MDB'de bilinci etkileyebilecegi alternatif bir ¢alisma Alzheimer
demans hastalarinin tedavisidir. Fare denekler kullanilarak yapilan bu g¢alismada,
SAMe'nin hastalarda oksidatif hasar1 ve biligsel bozuklugu onleyebildiginin
gozlemlenmesi, tedavide terapdtik potansiyele sahip olabilecegini gostermistir
(Tchantchou ve ark., 2006).

Yaymlanmig farkli klinik caligmalarda, parenteral (intravendz veya
intramiiskiler) SAMe'nin plasebodan Ustiin oldugu ve trisiklik antidepresanlar kadar
etkili oldugu gosterilmistir (Mischoulon ve Fava, 2002). Oral SAMe'nin de denekler

tizerinde, trisiklik antidepresanlarinkine benzer ve plasebodan iistiin oldugu, 800
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ile1600 mg/giin arasindaki dozlarda etkili oldugu gozlenmistir (Spillmann ve Fava,
1996). Bununla birlikte, baz1 ¢aligmalar, erken oral SAMe preparatlarinin ¢dziinmesi
ve stabilitesi ile ilgili problemler nedeniyle belirsiz sonuclar elde edilmistir

(Spillmann ve Fava, 1996).

Diger antidepresanlar etkisini 4-8 hafta gibi bir strede gosterirken SAMe
kullanildiginda bu siire 2 haftaya kadar dismektedir (McMillan ve ark., 2005).
Yapilan klinik c¢alismalarda SAMe ve olasi metabolitlerinin toksik olmadig
kanitlanmistir. Ayrica ¢ocuklarda ve hamilelerde yapilan az sayida calismada
giivenilir oldugu bulunmustur (Mischoulon ve Fava, 2002; Papakostas, 2009).
SAMe, oral alimdan sonra ince bagirsakta duedonumdan absorbe olmaktadir; fakat
diisiik permeabiliteye sahiptir. Mutlak biyoyararlanimi %1 civarindadir. Bunun
nedeni olarak diisiik permeabilitesi yanisira karacigerde yiiksek ilk gegcis etkisine

ugramasi gosterilmektedir (McMillan ve ark., 2005).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Geregler

2.1.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetonitril (HPLC grade)
Dipotasyum hidrojen fosfat
Gantrez

Gliserin

Heptanosulfonik asit sodyum tuzu
Hidroklorik asit (%37 a/h)
Hidroklorik asit

Iniilin

Kollicoat® Protect

Metanol

Pharmacoat C606®
Potasyum hidroksit
Potasyum fosfat monobazik
Propilen glikol

Pullulan USP-NP

PAA

PVA

S- adenozil L-metiyonin 1,4 butandisulfonat
Sitrik asit

Sodyum fosfat dibazik
Sodyum fosfat monobazik
Sodyum hidroksit

Sodyum klorur

Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Riedel-de Haén
Sigma Aldrich
Riedel de Haen
Merck

Sigma Aldrich
BASF

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck
Daejung
Sigma Aldrich
Hayashibara
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Carbosynth NA
Sigma Aldrich
Fluka

Sigma Aldrich
Merck

Merck
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2.1.2. Deneylerde Kullanilan Araclar

Cam petri

Dagilma test cihazi

Diferansiyel tarama kalorimetresi
Dissoliisyon cihazi

Diyaliz membran

Hassas terazi

HPLC kolonu Kinetex® 2.6 um Biphenyl 100 A LC

Manyetik karistiric

Membran filtre (Seltloz asetat 0,45 pm)
Mikrometre

Mikropipet

Nem olcer

pH metre

Polistiren petri

Rodak petri

SEM

Spektrofotometre kiiveti

Tekstir analiz cihazi

UV spektrofotometre

Vakumlu etiv

Viskozimetre

Vorteks

Yiiksek basingli s1ivi kromotografisi (HPLC)

Interlab, Tlrkiye

Manesty, Slovenya
Shimadzu DSC- 6 0, Japonya
Agilent 708-DS, ABD

Sigma Aldrich, Almanya
Sartorius BL 2 10S, Almanya
Phenomenex, ABD
Heidolph, Almanya
Sartorius, Almanya

NSK, Japonya

Rainin, Almanya

Ohaus, MB 45, Isvicre
Mettler Toledo S - 2 0K, Isvigre
Interlab, Tlrkiye

Interlab, Tlrkiye
Zeis-Evo-40, USA

Hellma, Almanya

TA.XT, Stable, Ingiltere
Agilent Cary 60, ABD
Jeioko TechOV 12, Kore
Brookfield DV 1I, ingiltere
Heidolph reax-top, Almanya
Agilent 1260 Infinity, ABD
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2.1.3. Deneylerde Kullamilan Ortamlar ve Icerikleri

Yapilan deneylerde kullanilan ortamlar ve igerikleri su sekildedir:

A. Suni Tiikiiriik Ortam (pH 6,8)

Sodyum klorur 8¢
Potasyum fosfat monobazik 0,19 g
Sodyum fosfat dibazik 2,38 ¢
Deiyonizesu y.m 1L

Hazirlanisi: Sodyum kloriir, potasyum fosfat monobazik, sodyum fosfat
dibazik deiyonize suda ¢Ozulir. Cozeltinin pH’s1 6.8’¢ tamamlandiktan

sonra balonjojede 1 L’ye tamamlanir (Marques ve ark., 2011)

B. Mobil faz ¢ozeltisi (pH 6)
Heptanosulfonik asit sodyum tuzu 2 g

Sodyum fosfat monobazik 60
Metanol 200 ml
Ultrasaf su 1L

Hazirlanis1: Heptanosulfonik asit sodyum tuzu ve sodium fosfat monobazik
ultrasaf suda ¢ozulur. Uzerine metanol ilave edilir. Cozeltinin pH’s1 6’ya
ayarlanir ve ultrasaf su ile balonjojede 1 L hacme tamamlanir. Yiiksek
basinglt sivi kromatografisinde (HPLC) kullanimindan Once 0,2 um’lik
selliloz asetat membrandan suziilerek 15 dk ultrasonik banyoda degaze

edilir.
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2.2. YOntemler

2.2.1. SAMe’nin Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesi

SAMe’nin miktar tayini icin UV spektrofotometri ve HPLC yontemleri

gelistirilmistir.

2.2.1.1. SAMe’nin Su ve Tiikiiriik Ortaminda UV Spektrofotometrik Miktar
Tayini Yonteminin Gelistirilmesi

Tiikiirtik ortaminin bilesimi ve hazirlanist Boliim 2.1.3’te verilmistir.

2.2.1.1.1. SAMe’nin Su ve Tukirik Ortamlarindaki Standart Dogrularmin
Hazirlanmasi

SAMe’nin su ve tiikiiriik ortaminda, 50 pg/ml konsantrasyonda stok cozeltileri

hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin 200 — 400 nm arasinda spektrumu alinarak maksimum

absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) belirlenmistir.

a. SAMe’nin Su Ortamindaki Standart Dogrularinin Hazirlanmasi

SAMe’nin su iginde 50 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢dzeltisi hazirlanmistir.
Stok ¢Ozeltiden yapilan seyreltmelerle farkli konsantrasyonlarda (2,5, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 50 pg/ml) bir seri ¢ozelti hazirlanarak ¢ozeltilerin maksimum
absorbans verdigi dalga boyunda (Amax) analizleri yapilmis ve konsantrasyonlar x
eksenine, buna karsilik okunan absorbans degerleri y eksenine konularak kalibrasyon
dogrular ¢izilmis, standart dogru denklemleri hesaplanmustir. Islemler ii¢ farkli stok

¢Ozelti lizerinde ¢alisarak hazirlanmustir.
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b. SAMe’nin Tikiiriikk Ortamindaki Standart Dogrularinin Hazirlanmasi

SAMe’nin Bolim 2.1.3’te anlatildig1 gibi hazirlanan tiikiiriik ortami iginde 50
ng/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok c¢ozeltiden yapilan
seyreltmelerle farkli konsantrasyonlarda (2,5, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 pg/ml)
bir seri ¢ozelti hazirlanarak ¢ozeltilerin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda
(Amax) analizleri yapilmis ve bilinen konsantrasyonlar x eksenine, buna karsilik
okunan absorbans degerleri y eksenine konularak kalibrasyon dogrular ¢izilmis ve
standart dogru denklemleri hesaplanmustir. Islemler ii¢ farkli stok ¢odzelti iizerinde

calisarak hazirlanmistir.

2.2.1.2. SAMe’nin Su Ortamindaki HPLC Analizi ile miktar tayini yonteminin
gelistirilmesi

SAMe’nin su ortamindaki ¢ozeltileri hazirlanmis ve BOlUm 2.1.3’te bilesimi
verilen mobil faz kullanilarak, UV dedektori ile 200 — 400 nm arasinda spektrumu

alinmig, maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) belirlenmistir.

2.2.1.2.1. SAMe’nin  HPLC ile Su Ortamindaki Standart Dogrularinin
Hazirlanmasi

SAMe’nin su igerisinde 50 pg/ml konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlanmis
ve bu stok ¢ozeltiden yapilan seyreltmelerle farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 2, 4, 6,
8, 10 pg/ml) bir seri ¢ozelti olusturulmustur. Cozeltilerin maksimum absorbans
verdigi dalga boyunda (Amax) analizleri yapilarak bilinen konsantrasyonlar x
eksenine, buna karsilik okunan alan degeri y eksenine koyularak standart dogrular

cizilmis ve standart dogru denklemleri hesaplanmistir Bunlarin yaninda alikonma
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zamanlar1 da kaydedilmistir. Islemler {i¢ farkli stok ¢ozelti iizerinde ¢alisarak

uygulanmigtir.

2.2.2. SAMe’nin Su ve Tiikiiriikk Ortamlarindaki Miktar Tayini Ydntemlerinin
Analitik VValidasyonu

SAMe’nin UV spektrofotometresi kullanilarak su ve tiikiiriikk ortamlarinda;
HPLC kullanilarak su ortaminda yapilan miktar tayin yontemleri icin analitik
validasyonlar yapilmistir. Incelenen validasyon parametreleri dogrusallik ve araligi,
dogruluk ve geri elde, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik), teshis sinir1 (LOD)
ve tayin smir1 (LOQ) belirlenmistir. Bu parametrelerin degerlendirilmesinde resmi
kilavuzlar, kitaplar ve bilimsel ¢alismalar referans alinmistir (European Medicines

Agency, 2019; International Center of Harmonization, 2019; Ozkan ve v.d., 2011).

2.2.2.1. Dogrusallik ve Arahgi

Dogrusallik, 6rnek i¢inde bulunan etkin madde miktarinin olgiilen absorbans
degeri ile orantili bir iliskiye sahip olup olmadigi hakkinda bilgi vermektedir. Aralik
ise mevcut olan dogrusal iliskinin devam ettigi veya bozulmaya bagladigi

konsantrasyon degerlerini gostermektedir (ICH Q2 (R1)).

SAMe’nin miktar tayininde kullanilacak olan standart dogrularini tespit etmek
amactyla SAMe’nin ortam sivilarinda 50 pg/ml konsantrasyonda stok cozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan stok cozeltilerden hareketle, c¢ozeltiler kendi ortamiyla
seyreltilerek seri ¢ozeltileri olusturulmustur. UV spektrofotometrisinde stok
cozeltiden hareketle 2,5-50 pg/ml konsantrasyon araliginda hazirlanan ¢ozeltilerin su
ve tiikiiriik ortami iginde; HPLC analizinde ise 0,5- 10 pg/ml konsantrasyon
araliginda hazirlanan ¢ozeltilerin su ortaminda analizi yapilmistir. UV

spektrofotometrisinde bilinen konsantrasyonlar x ekseninde, elde edilen alan
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absorbanslar y ekseninde grafige gegirilerek standart dogrulari ¢izilmistir. HPLC
analizinde ise bilinen konsantrasyonlar x ekseninde, kaydedilen alanlar y ekseninde
grafige gegirilerek standart dogrular ¢izilmistir. Sonug Standart dogrusunun giiven

smir1 (%95) icerisinde olup olmadigi belirlenmistir.

2.2.2.2. Dogruluk

Gergek deger veya referans deger ile analiz sonucunda olusturulan dogru
denkleminden elde edilen degerin yakinhigmin 6lgiisiidiir (ICH Q2(R1), Ozkan ve
ark., 2011).

UV Spektrofotometrisinde SAMe’nin miktar tayininde kullanilacak olan
kalibrasyonlardan elde edilen dogruluk ve yiizde geri eldeyi tespit etmek amaciyla
SAMe’nin su ve tiikiirlik icerisinde yiiksek, orta, diisiik olmak suretiyle ii¢ farkl

konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmastir.

Spektrofotometredeki miktar tayinlerinde dogruluk ve geri elde ¢alismalarinda
su ortamimnda 40, 20 ve 10 pg/ml; tikiirik ortaminda 40, 30 ve 10 pg/ml
konsantrasyonunda ardarda 5 kez Ol¢lim yapilmistir. Okunan absorbans degerleri
standart dogru denkleminde yerine konulmus ve konsantrasyon degerleri
hesaplanarak buradan % geri elde ve % bagil standart sapma degerleri (BSS)

hesaplanmustir.

HPLC’de SAMe’nin su ortam igerisinde yiiksek, orta, diisilk olmak suretiyle
tic farkli konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlar 1, 4 ve 10
pg/ml olarak belirlenerek, bu konsantrasyonlarda art arda 5 kez olgtim yapilmustir.

Okunan alan degerleri standart dogru denkleminde yerine konulmus ve
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konsantrasyon degerleri hesaplanarak buradan % geri elde ve % BSS degerleri

hesaplanmustir.

2.2.2.3. Kesinlik

Gelistirilen yontem kullanilarak ayni numuneden yapilan ¢oklu 6rneklemenin
dogrulugunun birbirine yakinliginin 6l¢iisiidiir.  Sonuglar %BSS olarak ifade
edilmektedir. Analizi yapilacak ¢ozeltinin en az 5 Ol¢limii yapilir. Kesinlik Ti¢

asamada degerlendirilmektedir:

e Tekrarlanabilirlik (repeatability),
e Ara kesinlik (intermediate precision)

e Tekrar edilebilirlik (reproducibility).

SAMe’nin miktar tayini yonteminin kesinligini belirlemek i¢in yontemlerin

tekrarlanabilirligi ve ara kesinlikleri incelenmistir.

Tekrarlanabilirlik

Kisa zaman araliginda ayni islem kosullar1 altindaki kesinligin 6l¢iisii olarak
ifade edilmektedir. Ornek hazirlamada meydana gelebilecek hatalar1 gdsteren bir

parametredir.

UV Spektrofotometrisinde yapilan tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 i¢in su
ortaminda 25 pg/ml, tikiirik ortaminda 35 pg/ml konsantrasyonlarinda SAMe

¢Ozeltisi analiz edilmistir. Numuneler 10 defa okunmustur. Okunan absorbans
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degerleri  standart dogru  denkleminde  yerlerine  konularak  bulunan

konsantrasyonlarin % BSS degerleri hesaplanmuistir.

HPLC’de yapilan tekrarlanabilirlik ¢alismalari i¢in su ortaminda 8 pg/ml
konsantrasyonda SAMe ¢ozeltisi analiz edilmistir. Numuneler 10 defa okunmustur.
Okunan absorbans degerleri standart dogru denkleminde yerlerine konularak bulunan

konsantrasyonlarin % BSS degerleri hesaplanmuistir.

Ara kesinlik

Laboratuvar igi deneysel farkliliklari belirten bir parametredir. Farkli giinler
veya farkli analistler tarafindan elde edilen sonuglar degerlendirilerek ¢alismanin

kesinligi belirlenmektedir; % BSS degeri kullanilarak ifade edilmektedir.

UV Spektrofotometrisinde yapilan ara kesinlik ¢alismalari i¢in su ortaminda 25
ug/ml, tikiirik ortaminda 35 pg/ml konsantrasyonlarinda SAMe c¢ozeltisi analiz
edilmistir. Numuneler spektrofotometrede 5 defa okunmus, okunan degerler standart
dogru denkleminde yerlerine konularak bulunan konsantrasyonlarin % BSS degerleri

bulunmustur.

HPLC’de yapilan ara kesinlik caligmalari i¢in su ortaminda 8 pg/ml
konsantrasyonunda SAMe ¢6zeltisi analiz edilmistir. Numuneler HPLC cihazinda 10
defa okunmus, okunan degerler standart dogru denkleminde yerlerine konularak

bulunan konsantrasyonlarin % BSS degerleri hesaplanmustir.
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2.2.2.4. Teshis ve Tayin Sinirlan

Teshis Sinir1 (Limit of Detection = LOD)

Analizi yapilacak ornegi tayin edilebilen fakat nicel miktar1 saptanamayan en

diisiik konsantrasyon derigimidir.

Asagidaki esitlik yardimi ile hesaplanmaistir:

LOD :g x 3,3 (Esitlik 2.1)

o: Dogrusallik ve araligindaki en diisiik konsantrasyona karsilik olgtimlerin
standart sapmasi

S: Standart dogrunun egimi

Tayin sinir1 (Limit of Quantification = LOQ)

Maddenin uygun kesinlik ve dogrulukta tayin edilebilen, dogrusallik
siirlarinda nicel olarak saptanabilen en diisiik konsantrasyon derisimidir (Esitlik

2.2).

LOQ =7 x 10 (Esitlik 2.2)

o: Dogrusallik ve araligindaki en diisiik konsantrasyona karsilik 6l¢timlerin
standart sapmasi

S: Standart dogrunun egimi
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2.2.3. Sublingual film Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Film formiilasyonlariin gelistirilmesi i¢in pek cok polimerle birlikte islem
kosullar1 degerlendirilmistir. Bu formiilasyonlar ve islem kosullar1 Cizelge 2.1°de
verilmigtir. Bu deneme formlasyonlarin1 takiben secilen formiilasyonlarla ileriki

calismalara devam edilmistir.
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Formiilasyon c¢alismalarinda hazirlanan formiilasyonlar ve islem parametreleri
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Formiilasyon ¢aligmalarinda hazirlanan formiilasyonlar ve iglem parametreleri (Devam)

Cizelge 2.1
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Formiilasyon ¢aligmalarinda hazirlanan formiilasyonlar ve islem parametreleri (Devam)

Cizelge 2.1

JEA

ueySideA-Jen

ueysideA-sea

ueysideA-sea

ueysideA-sea

JBA

nwin$n|o yIap-Jea

nsided aAad-yoh

ueySideA yiyey- Jea

YOA

nwn$njo wii4

ungt

ungt

ungt

ungt

ungt

ungdt

ungt

ungt

ungt

ungg

1S24ns ewyniny

2 5C

R14

2 5C

2 8¢

14

2, 8¢

-1

2 5C

2, 5¢

2 8¢

YPleals

POy

POy

POy

POy

POy

POy

POy

POy

POy

POy

1S3.nS ewSiey

08

08

08

08

08

08

08

08

08

08

(wdJ) 121y ewanydiiey

120 JYRY

|Ws

20 J3YY

(we

120 JYRY

|Ws

%20 JYR)

e

%820 JYR)

(WS

%20 JYR)

]

320 JYR)

[we

1820 JYRY

(WS

)20 JYR)

[we

M3
njwinye

[we

1wepo ewjniny

Ja|uax$idap ye awys)

ns jes exjn

[0 N3N

Jouel3

NN

o3uue

08 usam|

Swor

Swor

Hse YIS

3w 0z

3w 0z

3w 0ot

8w 0g

uasi9

Sw o

Sw oz

00¥93d

3w 0g

3w o1

8w 0g

(o8 uapdoid

8w 0t

3w o1

8w o0t

3w 0ot

3w st

3w 00z

3w 00z

8w 00z

3w ooz

ugpnng

131014 gie0D][0)

3w 00z

‘w'A za13uen

‘W'p zaJ3uen

6009 JE02EWIRYg

49



Cizelge 2.1: Formiilasyon ¢aligmalarinda hazirlanan formiilasyonlar ve igslem parametreleri (Devam)
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2.2.3.1. Etkin Madde icermeyen Sublingual Filmlerin Hazirlanmasi

Oncelikle, etkin madde eklenmeden &nce film olusturucu polimer ve
plastizerler kullanilarak bos filmler hazirlanmistir. Filmlerin hazirlanmasinda ¢oziicii
buharlastirma (solvent casting) yontemi kullanilmistir. Formilasyonlarin gelistirme
calismalar1 sonucunda elemeler yapilmis, secgilen formulasyonlar Cizelge 2.2°de
verilmistir. Hazirlanan bos filmlerin karakterizasyon testleri yapilarak hangi

formiilasyonlarin etkin madde yiiklemesine uygun olacagina karar verilmistir.
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Cizelge 2.2: Etkin madde icermeyen sublingual film formiilasyonlarindan secilen formilasyonlar ve

bilesenleri
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2.2.3.1.1. Pharmacoat C600® Filmlerin Hazirlanmasi

Film olusturucu polimer olarak Pharmacoat C600® farkli miktarlarda
kullanilarak 4 farkli formiilasyon olusturulmustur (F1-F5). 5 ml su eklenmis olan
behere plastizer olarak polietilen glikol 400 (PEG400) veya propilen glikol
eklenerek, plastizerin ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra tartilan miktarlarda (50
mg, 100 mg, 150 mg ve 200 mg) Pharmacoat C600® eklenerek farkl
konsantrasyonlarda seriler olusturulmustur. Beherler manyetik karistiricidda 90
rpm’de 40 dakika karistirilmistir. 40 dakika ultrasonik banyoda tutulup hava
kabarciklar1 giderildikten sonra ayri ayri 5 cm c¢apli polistiren petri kaplarina
dokllmiis ve geker ocak altinda oda sicakliginda (25°C’de) kurumaya birakilmigtir
(n=3). Formulasyon icerikleri Cizelge 2.2’de, isleme ait degiskenler Cizelge 2.3’te

gosterilmistir.

Cizelge 2.3: HPMC film formiilasyonlarinin iiretilmesinde isleme ait degiskenler

Ceker ocak

90
40

25

2.2.3.1.2. Pharmacoat C600® - PVA filmlerin hazirlanmasi

Tartilan miktarda PVA 5 ml su i¢inde 90°C’ye 1sitilarak manyetik karistiricida
80 rpm’de 10 dk karistirilmustir. Tartilan miktardaki Pharmacoat C600®, sicak PVA
cozeltisi i¢inde dagitilarak soguyana kadar karistirilmaya devam edilmistir (Niese ve

Quodbach, 2019). Soguk ¢ozeltiye gliserin ilave edilmistir. Olusan karigim ultrasonik
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banyoda 30 dakika daha karistirildiktan sonra 5 cm ¢apli, polistiren petri kaplarina
dokilmiistiir. Filmler, ¢eker ocak altinda oda sicakliginda 1 gln kurumaya
birakilmistir (F6) (n= 3). Formilasyon icerigi Cizelge 2.2°de, isleme ait degiskenler
Cizelge 2.4’te gosterilmistir.

Cizelge 2.4: HPMC:PVA film formiilasyonlarinin iiretilmesinde isleme ait degiskenler

Ceker ocak

80
40

25

2.2.3.1.3. Kollicoat® Protect filmlerin hazirlanmasi

Film olusturucu polimer olarak Kollicoat® Protect farkli miktarlarda
kullanilarak 2 farkli formiilasyon olusturulmustur (F7-F8). Her iki formilasyonda da
once gliserol 5 ml suya, Kollicoat® Protect 5 ml metil alkole eklenmistir. Beherler
manyetik karistiricida 80 rpm’de 15 dk karistirildiktan sonra gliserol-su ¢ozeltileri
polimer ¢ozeltilerinin {izerine yavas yavas eklenmistir. 45 dk daha karistirildiktan
sonra 30 dakika ultrasonik banyoda tutulmustur. Her iki formiilasyon petri kaplarina
dokilmiistiir. Ceker ocak altinda oda sicakliginda 1 giin kurumaya birakilmistir
(n=3). Formiilasyon igerikleri Cizelge 2.2’de, isleme ait degiskenler Cizelge 2.5’te,

gosterilmistir.
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Cizelge 2.5: Polivinil alkol-polietilen glikol graft kopolimer film formiilasyonlarinin iiretilmesinde
isleme ait degiskenler

2.2.3.1.4. Pullulan filmlerin hazirlanmasi

Once tartilan miktarda pullulan 5 ml suda ¢dziinmiistiir. Daha sonra farkl
formilasyonlar icin plastizer olarak propilen glikol, gliserin, sitrik asit veya PEG400
farkli oranlarda karigima eklenmistir. Beherler, manyetik karigtiricida 80 rpm’de
karistirllmistir. 40 dk kanistirildiktan sonra ultrasonik banyoya alinarak burada da 30
dk bekletilerek kabarciklarin giderilmesi saglanmistir. Cozeltiler petri kabina
dokiilerek g¢eker ocak altinda 1 giin kurumaya birakilmistir (n=3). Formilasyon
igerikleri Cizelge 2.2°de, isleme ait degiskenler Cizelge 2.6’da gosterilmistir.

Cizelge 2.6: Pullulan film formiilasyonlarinin tiretilmesinde isleme ait degiskenler

Ceker ocak
80

40
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2.2.3.2. Etkin Madde Icermeyen Sublingual Filmlerin Kalite Kontrol Testleri

Petri kaplar1 i¢indeki filmler kuruduktan sonra hemen test yapilacak olanlar
kenar kisimlart atilip 3x1 cm? boyutlarinda kesildikten sonra incelenmis; daha sonra
test yapilacak olanlar ise kesildikten sonra aliiminyum folyoya sarilarak
ambalajlanip, kapakli petri kaplarina konulup kullanima kadar 25°C oda sicakliginda

cam bir desikator i¢inde saklanmastir.

2.2.3.2.1. Filmlerin Kahnlk ve Agirlik Tekdiizeliginin Incelenmesi

Filmlerin kalinligin1 6lgmek i¢in mikrometre kullanilmistir. Ortalama
kalinliklar &lgiilerek kaydedilmistir. Filmlerin agirlik tekdiizeligini belirlemek igin
ise her bir partiden 3x1 cm? capinda kesilen ii¢ filmin agirhg: tek tek elektronik

terazide tartilarak ortalama agirlik hesaplanmistir (Li ve ark., 2017).

2.2.3.2.2. Filmlerin Katlanma Dayamimlarinin Incelenmesi

Filmler kirtlincaya kadar tekrar tekrar ayni yerden katlanmis ve katlanma sayisi
belirlenmistir (Avachat ve ark., 2013).

2.2.3.2.3. Filmlerin Dagilma Zamanlarinin incelenmesi

Filmlerin dagilma testi icin Amerikan Farmakopesi’nde yer alan “tabletler icin
dagilma testi” monografinda yer alan direktifler g6zonlnde bulundurularak tablet
dagilma cihazi modifiye edilerek kullanilmistir (Sekil 2.1). Dagilma ortami olarak
800 ml pH 6,8 tiikiiriik ortam1 kullanilmistir. Bu beher cihazin su banyosu igine
yerlestirilerek sicakligt 37°C’ye getirilmistir. Cihazin tablet yerlestirilen 6’h

hiicreleri igerisine ucunda kiska¢ bulunan bir tel yardimi ile 3 cm? boyutlarmda
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filmler sarkitilarak, sabit hizada olacak sekilde konumlandirilmistir. Cihaz dakikada
30 kez inip c¢ikacak sekilde calistirildigi anda kronometre baslatilarak filmin
dagilmaya bagsladigi siire tespit edilmistir. Bu islem tiim film tipleri i¢in 3 paralel

olarak tekrarlanmustir.

Sekil 2.1: Manesty tablet dagilma cihazi

2.2.3.2.4. Filmlerin Mekanik Ozelliklerinin incelenmesi

Hazirlanmis olan filmlerden kesilen 3x1 cm? boyutlarinda Kesitler tekstiir
analiz cihazi ve cihazin “Tensile Grip” aparati kullanilarak gerilme modunda (tensile
mode) mekanik olarak incelenmistir (Sekil 2.2). Mekanik 6zellikler olarak gerilme
direnci, uzama yizdesi ve elastik modul (Young modilu) degerleri Bolim 1.1.4.5°te
anlatildig: sekilde belirlenmistir (Avachat ve ark., 2013; Lai ve ark., 2018).
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Sekil 2.2: Ta.XT Plus Texture Analyser Cihazi

2.2.3.2.5. Formiilasyonlarin ¢ozeltilerinin viskozitesinin dl¢iilmesi

Yapilan kontrol testlerinin sonucunda etkin madde yiiklenmesine karar verilen
formulasyon cozeltilerinin akis tipi ve viskozite degerleri Brookfield rotasyon
viskozimetresi ile incelenmistir. Deneyler oda sicakliginda yapilmis, 30 mL hacimli

beher ve S61 kodlu spindle kullanilmastir.

2.2.3.2.6. In vitro mukoadhezyon testi

Yapilan kontrol testlerinin sonucunda etkin madde yiiklenmesine karar verilen
formiilasyonlarin  filmleri  iizerinde = mukoadezyon c¢alismasi  yapilmistir.
Mukoadhezyon, tekstiir analiz cihazinin mukoadezyon aparati yardimi ile, 0,5 g
musinin 5 ml suda dagitilmasi ile hazirlanan %10 a/h musin ¢ozeltisi kullanilarak
filmin mukozal ylizeyden tamamen ayrilmast igin gereken siire gozlenip
kaydedilerek yapilmistir. Bu aparatin alt tarafinda misin ¢ozeltisi igine batirilmis
filtre kagidi, temas alani olarak kullanilmistir. Filmler ¢ift tarafli bant kullanilarak 12
mm c¢apli bir silindirik probun (P/0.5R) alt tarafina ayn1 capta kesilerek
sabitlenmistir. Prob, aparatin alt tarafindaki miisin filmle temas edinceye kadar

indirilmis ve takiben 1 N'luk bir temas kuvveti ile 60 sn siire ile temasta birakilmistir

58



(Kilicarslan ve ark., 2018). Mukoadhezyon testi, 0,5 mm/s hizda gerceklestirilmistir.
Tetik noktasindan (trigger point) uzaklasirken maksimum mesafe ve musin ile proba
tutturulan filmin temas siiresi belirlenmistir. Filmi miisin yiizeyinden ayirmak i¢in
gereken kuvvet, maksimum kuvvet (F; N) ve adezyon isi (Wad¢; Nmm) egri altinda
kalan alandan hesaplanmistir (n=3) (Ivarsson ve Wahlgren, 2012; Kilicarslan ve ark.,
2018).

2.2.3.3. SAMe YUkIU Sublingual Filmlerin Hazirlanmasi

Bos filmler lizerinde yapilan karakterizasyon calismalar1 sonrasinda segilen 4
formilasyona (F6, F7, F9 ve F10) SAMe ilave edilmistir. Filmleri olustururken
polimer ¢Ozeltisi 2,5 cm yarigapinda petrilere dokiildiigii i¢in, polimer ¢ozeltisine
alan hesab1 yapilarak 50 mg/3 cm? olacak miktarda SAMe eklenmistir. Her bir
formiilasyon 3 kez ayr1 ayr1 hazirlanip 3 farkl petriye dokiilmiistiir. Hazirlanan etkin

madde yiikli film formiilasyonlar1 Cizelge 2.7’ de verilmistir.

Cizelge 2.7 : SAMe yiiklii film formiilasyonlarinin bilesenleri

3125mg 3125mg 3125mg 312,5mg
150 mg
100 mg
731 mg
150 mg 150 mg

50 mg 117 mg

30 mg 60 mg
5ml

5ml 5ml 5ml 5ml
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Filmleri olustururken polimer ¢ozeltisi 2,5 cm yarigapl petrilere dokiildigi
icin polimer ¢Ozeltisine alan hesabi yapilarak belirlenen miktarda SAMe eklenmistir.
3 cm?’lik bir filmde 50 mg olacak sekilde hesaplamalar yapilarak 5 ml’lik ¢ozeltiye
312,5 mg SAMe eklenmistir. Her bir formiilasyon 3 kez ayr1 ayr1 hazirlanip 3 farkh

petriye dokiilmiistiir.

a. F6S Numarali Formiilasyonun Hazirlanmasi

Tartilan miktarda PVA 3 ml su i¢inde 90°C’de manyetik karistiricida 80
rpm’de karistirilmistir. Pharmacoat C600%®, sicak PVA ¢ozeltisi icine ilave edilmis ve
soguyana kadar 45 dk boyunca karistirilarak ¢oziinmesi saglanmistir. SAMe bu
karigima eklenip 45 dk daha karistirilmistir. Olusan ¢ozeltiler ultrasonik banyoda
hava kabarciklar1 giderilene kadar bekletildikten sonra petri kaplarina dokiilmiistiir.

Filmler, ¢eker ocak altinda 1 giin boyunca kurumaya birakilmistir (n=3).

b. F7S Numarali Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Gliserol 4 ml suya, Kollicoat® Protect 4 ml metil alkole eklenmistir. Manyetik
karistiricida 80 rpm’de 15 dk kanistirildiktan sonra gliserol-su ¢ozeltisi organik
polimer ¢ozeltisi {izerine yavas yavas eklenmistir. Cozelti 45 dk daha karistirildiktan
ve homojen bir goruntt elde edildikten sonra 2 ml suda ¢6zilen SAMe Kkarisima ilave
edilip ¢cozunene kadar karistirilmistir. Daha sonra beher ultrasonik banyoya alinarak
hava kabarciklar1 giderilene kadar bekletilmistir. Daha sonra ¢ozeltiler petrilere

dokiilerek filmler, ¢ceker ocak altinda 1 glin kurumaya birakilmistir (n=3).
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. F9S Numarali Formiilasyonun Hazirlanmasi

Pullulan 3 ml suda ¢6zilup plastizer olarak 30 mg propilen glikol eklenerek
manyetik karistiricidda 80 rpm’de 30 dk karistirildiktan sonra 2 ml suda ¢ozillen
SAMe eklenmis ve ilaveten 30 dk daha karistirnlmistir. Bu ¢ozelti, ultrasonik
banyoya alinarak burada da 30 dk bekletilerek hava kabarciklarinin giderilmesi

saglanmistir. Cozelti petri kabina dokiilerek ¢eker ocak altinda 1 giin bekletilmistir
(n=3).

d. F10S Numarali Formiilasyonun Hazirlanmasi

Pullulan 3 ml suda ¢ozilup plastizer olarak 60 mg propilen glikol eklenerek
manyetik karistiricida 80 rpm’de 30 dk karistirildiktan sonra 2 ml suda ¢oziilen
SAMe eklenmis ve ilaveten 30 dk daha kanistirilmistir. Bu c¢ozelti, ultrasonik
banyoya alinarak burada da 30 dk bekletilerek hava kabarciklarinin giderilmesi

saglanmistir. Cozelti, petri kabina dokiilerek ¢eker ocak altinda 1 giin bekletilmistir
(n=3).

2.2.3.4. SAMe Yiiklii Filmler I¢cin Yapilan Kontroller

Etkin madde yiiklenen formiilasyonlardan film olusturulabilen formiilasyonlar
secilerek, filmler yeniden iiretilmistir. Olusturulan filmler {izerinde boliim 2.2.3.2°de

anlatilan karakterizasyon testleri yapilmigtir.

Etkin madde yiikli filmler {izerinde yapilan karakterizasyon c¢aligmalar
sonucunda optimum film formiilasyonlar1 olarak Kollicoat® Protect iceren F7S kodlu

formilasyon ve pullulan iceren F10S kodlu formdilasyon sec¢ilmis, etkin madde
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icermeyen filmlere yapilan kontrol testlerinin yanisira asagida anlatilan kontrol

testleri yapilmustir:

2.2.3.4.1. Final Formiilasyonlarin Cézeltilerinin pH’larimin Olciilmesi

Kollicoat igeren F7S ve pullulan iceren F10S kodlu formiilasyonlarin
cozeltileri Bolim 2.2.3.3’te anlatildig1 gibi hazirlanmis, hazirlanan ¢ozeltilerin pH’s1

pHmetre ile olctilerek ¢ozeltilerin pH’lar1 belirlenmistir.

2.2.3.4.2. Final Formulasyonlardan =~ Hazirlanan Filmlerinin Icerik
Tekdiizeliginin Incelenmesi

SAMe yuklu filmlerdeki etkin madde igerik tekdiizeligi su sekilde
belirlenmistir: Etkin madde yiiklenen formiilasyonlardan 1x1 cm olacak sekilde
filmler kesilerek 10 ml ultra saf suda ¢ozlinmesi saglanmistir. Bu ¢ozeltiden 250 pl
alinarak 100 ml’ye ultra saf su ile tamamlanmistir. Elde edilen ¢6zelti viallare

aktarilarak BOlum 2.2.1.2°de verilen yonteme gore HPLC ile analiz edilmistir.

2.2.3.4.3. Final Formiilasyonlardan Hazirlanan Filmlerinin Nem Iceriklerinin
Incelenmesi

Etkin madde yiiklenen filmlerin 500 mg’t nem Olger (Sekil 2.3) igerisine
yerlestirilerek sabit hizda 105°C ye kadar 1sitilmis ve su kaybinin sabit oldugu andaki

% nem icerikleri tespit edilmistir.
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Sekil 2.3: Ohaus-MB 45 nem 6l¢lim cihazi

2.2.3.4.4. Final Formdilasyonlardan Hazirlanan Filmlerinin Etkin Madde
Saliminin incelenmesi

In vitro salim testi icin palet yontemi kullanilmistir. Test ¢oziinme testi
cihazinin mini kiti kullanilarak 200 ml, pH 6,8 tiikiirik ortaminda, 37%0,5°C'de
gerceklestirilmigtir. Filmler (1 cm x 1 cm), bir damla tiikiiriik ortamiyla islatilarak
palete yapistirllmistir. Daha sonra paletin donii hizi 100 rpm olarak ayarlanarak
deneye baglanmustir. 2, 5, 10, 15, 30 ve 60 dk surelerde 1’er ml numune 0,45 pm
membran filtre takili enjektorlerle ¢ekilmistir: Sonra ayni hacimde ¢oziinme ortami
hlcrelere ilave edilmistir Numunelerdeki ¢oziinmiis SAMe miktarinin tayini igin UV
spektrometresi ile 260 nm dalga boyunda absorbanslar belirlenmis; Bolim 2.1.3’te
belirtildigi sekilde olusturulan dogru denkleminden salinan etkin madde miktar tayin

edilmistir (Koland ve ark., 2010, Song ve ark., 2018) (n=3).

Zaman bagli olarak belirlenen etkin madde salim miktarlarindan hareketle
olusturulan etkin madde salim profilleri, farkli kinetik modellerle degerlendirilerek
salim mekanizmasinin tanimlanmasina ¢alisgilmigtir (Yuksel ve ark., 2000). Bu

amacla Excel programinin DDSolver eklentisi kullanilmistir.
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2.2.3.4.5. Invitro Permeasyon Calismalar

Dikey diflizyon hiicreleri ile permeabilite tayini

In vitro permeasyon calismalar1 ¢oziinme testi cihazinin dikey difiizyon
hiicreleri (enhancer cell) kullanilarak palet yontemi ile yiiriitilmistiir. Etkin madde
yiiklenen 1 cm? boyutunda filmler Sekil 2.4°te belirtilen dikey difiizyon hiicrelerine
yerlestirilmis, tizerine 2 ml tikiiriik ortami1 eklendikten sonra tizeri birkag¢ saat
boyunca tiikiiriik ortaminda bekletilen diyaliz membran (Sigma Aldrich- avg. flat
width 23 mm, MWCO 12400) ile kapatilmistir. Hiicreler, igcinde 200 ml tukiruk
ortami bulunan ¢6ziinme hizt cihazinin mini kitleri i¢ine konarak 37+0,5°C

sicakliginda 100 rpm palet doni hizinda ¢alistirilmustir.

Onceden belirlenmis zaman araliklarinda (5, 10, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300
dk ve 24 saat) 1’er ml numune 0,45 um membran filtre takili enjektorlerle
cekilmistir: Numuneler ¢ekildikten sonra ayni hacimde ¢oziinme ortami hiicreye
ilave edilmistir. Bu numunelerdeki ¢oziinmiis SAMe miktarinin tayini icin UV
spektrometresi ile 260 nm dalga boyunda absorbanslar belirlenmis, olusturulan dogru
denkleminden salinan etkin madde miktari tayin edilmistir (n=3). Esitlik 1.4 yardimi

ile permeabilite katsayis1 hesaplanmustir.
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Sekil 2.4: Coziinme cihazi ve dikey difiizyon hiicreleri

Yapay membran (PAMPA) modeli kullanilarak permeabilite tayini

Saf SAMe ve SAMe iceren film formiilasyonlarinin paralel yapay membran
sistemi (PAMPA) ile permeabilite testleri yapilmistir. Test numuneleri su sekilde
hazirlanmistir: Her bir filmden 0,125 cm?’lik kesitler alinarak 2 ml tiikiriik
ortaminda vorteks yardimi ile ¢ozlinmesi saglanmistir. Lipit membranli 96
kuyucuklu plaka permeabilite ¢alismasinda reseptor faz, diger 96 kuyucuklu plaka
ise donér faz olarak kullanilmistir; -20°C’de saklanan PAMPA sistemi
buzdolabindan ¢ikarilarak yarim saat oda sicakliginda tutulduktan sonra test
numunesinden (Saf SAMe, film formilasyonlari)) 300 pl 6rnek alinarak dondr
plakanin her bir kuyucuguna eklenmistir. Reseptor plaklara ise 200 pl simiile tiikiiriik
ortam1 konulmustur. Numune igeren donor plaka, membranin alt kismi ortam ile
temas edecek bigimde reseptor plakanin iizerine yerlestirilmistir. Daha sonra donor-
reseptor sisteminin iizeri parafilm ile kapatilarak buharlagsmanin 6niine gecilmistir.
Calkalayicili inkiibatorde 37°C’de, 25 rpm sabit hizda karistirilan sistemden 1, 3, 5
ve 24. saatlerde 100’er ul numune alinarak, lipit membrandan gegen SAMe miktari
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Bu 6l¢iim yapilmadan 6nce 100 pg/mL
stok SAMe c¢ozeltisinden hareketle ile farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 30, 40, 60,
80, 100 pg/mL) 3 seri SAMe ¢ozeltileri hazirlanmistir. Mikroplaka kullanilarak UV
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spektrofotometrisinde absorbanslari okunmus, standart dogrulari olusturulmustur.

PAMPA sisteminin sematik gosterimi Sekil 2.5’te yer almaktadir.

Sekil 2.5: PAMPA Sistemi

e

2.2.3.4.6. Final Formulasyonlardan Hazirlanan Filmlerinin Etkin Madde ve
Yardimc1 Madde Etkilesimlerinin Incelenmesi

Etkin maddenin, film olusturucu polimerlerin, film formiilasyonunu olusturan

bilesenlerin fiziksel karisimlarinin ve filmlerin diferansiyel taramali kalorimetre

(DSC) cihaz1 ile termal davraniglari incelenmistir. Bu amagla her bir formilasyon

icin Cizelge 2.8°de belirtilen materyallerden 2-4 mg araliginda numune, kapakli

aluminyum pan igine tartilarak 10°C/dk sicaklik artis hizinda, 20-300°C araliginda

analiz edilerek termogramlar: elde edilmistir.

Cizelge 2.8 : DSC analizi i¢in hazirlanan numuneler

Formalasyon 1. GRUP 2. GRUP

kodu

a SAMe SAMe

b Kollicoat® Protect Pullulan

c SAMe, Kollicoat® Protect , SAMe, pullulan, propilen glikol
gliserin fiziksel karigimi fiziksel karigimi

d F7S film F10S film
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2.2.3.4.7. Final Formilasyonlardan Hazirlanan Filmlerinin  Filmlerinin
Goruntilenmesi

Saf SAMe, SAMe icermeyen bos filmler ve SAMe iceren filmlerden alinan
ornekler altinla kaplanarak taramali elektron mikroskobu (SEM) ile 10 kV hizlanma

geriliminde, 10,5 mm mesafede goriintiilenmistir.

2.2.3.4.8. Final formulasyonlardan hazirlanan filmlerin  stabilitelerinin
incelenmesi

Secilen formiilasyonlardan 3 ¢cm? alaninda kesilen filmler tek tek aluminyum
folyoya sarilarak petrilere konulmus, kapaklar1 kapatildiktan sonra alliminyum
folyoyla sarilmistir. Uretilen film formiilasyonlarinin, International Conference on
Harmonisation’un (ICH) yayinladigi Q1F kilavuzu dikkate alinarak, oda sicakliginda
25 + 2°C, %60+5 bagil nemde ve 5+3°C buzdolab1 kosullarinda baslangigtaki etkin
madde igerigi, 20.gun ve 40. gln sonundaki etkin madde icerikleri ve nem icerikleri

test edilerek stabiliteleri incelenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. SAMe’nin Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesi

3.1.1. SAMe’nin UV Spektrumlari

SAMe’nin su ortaminda 50 pg/ml konsantrasyonda stok ¢ozeltisinden
hazirlanan diisiik konsantrasyondaki (15 pg/ml) ¢ozeltisinin 200 — 400 nm arasinda
alinan spektrumunda maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) 260 nm

olarak belirlenmistir (Sekil 3.1).

260.0,03

0.4+

0.3

Abs

0.2+

0.1+

I I I
250 300 350
Wavelength (nm)

Sekil 3.1: SAMe'in su ortamindaki UV spektrumu

Ayni sekilde SAMe’nin tiikiirik ortaminda 50 pg/ml konsantrasyonda stok
cozeltisinden hazirlanan orta konsantrasyondaki (35 pg/ml) ¢ozeltisinin 200 — 400
nm arasinda alinan spektrumunda maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunun

degismedigi, 260 nm oldugu goriilmistiir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: SAMe'nin tiikiiriik ortamindaki UV spektrumu

3.1.1.1. SAMe’nin Su ve Tiikiiriik Ortamindaki Standart Dogrularina iliskin
Bulgular

BOlim 2.2.1.1.1.°de anlatilan sekilde hazirlanan 50 pg/ml konsantrasyondaki
stok c¢ozeltilerinden hareketle hazirlanan seri ¢ozeltilerinin (2,5, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 50 pg/ml) (Amax) 260 nm’de gosterdikleri absorbans degerleri kullanilarak su
ve tiikiiriik ortamlari i¢in ayr1 ayri standart dogrular olusturulmustur (Sekil 3.3 ve
Sekil 3.4).

69



Absorbans

Su Ortami y = 0,0206x - 0,0093
R?=0,9999

Konsantrasyon (ug/ml

Sekil 3.3: SAMe’nin UV spektrofotometrisi kullanilarak su ortaminda elde edilen standart dogrusu

Tiukirik Ortami y =0,0144x + 0,0069

R?=0,9994
0,8 1
0,6 1
"
c
©
2 04 1
[}
w
-3
<
0,2 1
0 T T T T T '
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Konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 3.4: SAMe’nin UV spektrofotometrisi kullanilarak tiikiiriik ortaminda elde edilen standart

dogrusu
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3.1.2. SAMe’nin Su Ortamindaki HPLC Spektrumu

SAMe’nin sudaki ¢6zeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda HPLC’de
aliman spektrumunda maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) 260 nm
olarak bulunmustur. SAMe’nin su ortaminda miktar tayini ¢alismalari i¢in belirlenen

kosullar Cizelge 3.1’de ve elde edilem kromatogram ise Sekil 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.1: SAMe’nin su ortamindaki HPLC analiz yontemine ait analiz sartlart

Sicakhik 30°C

Cihaz Agilent 1260 Infinite

Kolon Kinetex® 2,6 um Biphenyl 100 A LC

Dalga Boyu 260 nm

Mobil faz Heptanosulfonik asit sodyum tuzu 1lg
Sodyum fosfat monobazik 30
Metanol 100 ml
Ultra saf su ym 500 ml
(pH 6)

Akis hizi 1 ml/dak

Enjeksiyon hacmi 20 pl

Allkonma zamam 5,91 dk

DAD1 B, Sig=260,4 Ref=off (CAZ\CAGDA_LC 2018-12-05 17-04-47\CAZ0000105.D)

Sekil 3.5: SAMe'nin su ortamindaki HPLC spektrumu
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3.1.2.1. SAMe’nin HPLC ile Su Ortamindaki Standart Dogrularina liskin
Bulgular

SAMe’nin HPLC analizi final filmlerdeki etkin madde miktarin1 saptamak
amaci ile yapilmistir. BOlim 2.2.1.2.1°de anlatilan sekilde olusturulan standart

dogrusu Sekil 3.6’da goriilmektedir.

Su Ortami y = 14,819x - 0,6963
R? = 0,9945

160

120
[}
c
@

£ 80
1%}
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40
0

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.6: SAMe'nin su ortamindaki standart dogrusu

3.2. SAMe’nin Miktar Tayini YOntemlerinin Analitik VValidasyonu

SAMe’nin Boliim 2.2.2°de anlatildig1r sekilde yapilan analitik validasyon

calismalarindan elde edilen bulgular asagida verilen sekildedir.
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3.2.1. SAMe’nin  Miktar Tayini  YoOntemlerinin UV  Spektrofotometrik
Kalibrasyonunun Validasyonu

Dogrusallik ve Araligi

SAMe’nin UV spektrofotometrik miktar tayini i¢in su ve tiikiirik ortamlarinda
hazirlanan standart dogrularina ait dogrusallik ve araligi Boliim 2.2.2°de anlatildig1

tespit edilmis, bu dogrular ile ilgili parametreler Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2: SAMe’nin UV Spektrofotometri ile miktar tayini i¢in su ve tiikiiriik ortamlarinda
hazirlanan standart dogrularina ait dogrusallik ve araligi degerleri ile ilgili parametreler

_ 2,5-50 pg/mL 2,5-50 pg/mL
_ 0,0206 0,0144

Alt Sinir: 0,021 Alt Siir: 0,014
- Ust Sinir: 0,021 Ust Simir: 0,015
_ <0,001 <0,001

Alt Sinir: -0,012 Alt Sinir:0,003
- Ust Sinur: -0,007 Ust S1nir:0,011
_ 0,9999 0,9994
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Dogruluk

SAMe’nin su ve tiikiirik ortamlarinda miktar tayinleri igin gelistirilen

spektrofotometrik yontemin dogruluk ve geri elde calismalari BOlim 2.2.2°de

anlatildig1 gibi yapilmis olup yapilan ¢alismalarin bulgular1 Cizelge 3.3 ve Cizelge

3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.3: UV spektrofotometrisinde yapilan SAMe’nin su ortamindaki miktar tayininin analitik
validasyonundan elde edilen dogruluk ve geri elde sonuglart

10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml
Craiik % Geri Crrai % Geri Cratik % Geri
Absorbans Elde Absorbans (ug/ml | Elde Absorbans Elde
(Hg/ml) ) (Hg/ml)
0,1973 10,03 100,29 |[0,3968 19,71 |98,57 0,8179 40,16 100,39
0,1970 10,02 100,15 |0,3974 19,74 198,71 0,8181 40,17 100,42
0,1969 10,01 100,10 [0,3973 19,74 (98,69 0,8184 40,18 100,45
0,1969 10,01 100,10 [0,3973 19,74 (98,69 0,8185 40,18 100,46
0,1970 10,01 100,15 |[0,3971 19,73 (98,64 0,819 40,21 100,52
Ortalama 100,16 [ Ortalama 98,66 Ortalama 100,45
SS 0,0798 |SS 0,0579 SS 0,0511
% BSS 0,0796 | % BSS 0,0587 % BSS 0,0508

74




Cizelge 3.4: UV spektrofotometrisinde yapilan SAMe’nin tiikiiriik ortamindaki miktar tayininin

analitik validasyonundan elde edilen dogruluk ve geri elde sonuglar1

10 pg/ml 30 pg/ml 40 pg/ml

Absorba | Crratik | 96 Geri Absorba | Ceraiik | 96 Geri Absorba | Crratik [ 06 Geri
ns (ug/ml) Elde ns (ug/ml) Elde ns (ug/mil) Elde
0,1499 9,93 ]99,31 0,4402 30,09 |100,30 0,5845 40,11 |100,28
0,1502 9,95 |99,51 0,4397 |30,06 |100,16 0,5844 40,10 |100,26
0,1507 [9,98 [99,86 0,4404 30,10 |100,35 0,5845 40,11 |100,28
0,501 9,94 99,44 0,4406 |30,12 |100,39 0,5848 40,13 |100,33
0,1505 9,97 ]99,72 0,4408 |30,13 |100,44 0,5846 40,12 |100,30
Ortalama 99,57 Ortalama 100,33 Ortalama 100,29
SS 0,2218 59 0,0977 SS 0,0263
% BSS 0,2227 % BSS 0,0973 % BSS 0,0263

Kesinlik

SAMe’nin su ve tiikiiriik ortamlarinda miktar tayinleri igin gelistirilen

spektrofotometrik yontemin kesinligi BOlUm 2.2.2°de anlatildigi gibi yapilmistir.

Tekrarlanabilirlik

SAMe’nin UV spektrofotometrisinde yapilan miktar tayini yonteminin

tekrarlanabilirlik ¢alismalart Boliim 2.2.2°de anlatildigi gibi yapilmig olup, elde

edilen sonuclar Cizelge 3.5’te belirtilmistir.
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Cizelge 3.5: SAMe’nin UV spektrofotometrisinde yapilan miktar tayini yonteminin tekrarlanabilirlik

caligmalarindan elde edilen sonuclar

Su Ortami (25pg/mL) Tiikiirtik Ortanu (35ug/mL)

Geri Geri
Analiz Chratik Kazanim Analiz Chratik Kazani
No Absorbans | (ug/ml) (%) No Absorbans | (ug/ml) m (%)
1 0,5087 25,15 100,58 1 0,5042 34,54 98,67
2 0,5087 25,15 100,58 2 0,5043 34,54 98,69
3 0,5087 25,15 100,58 3 0,5045 34,56 98,73
4 0,5085 25,14 100,54 4 0,5045 34,56 98,73
5 0,5085 25,14 100,54 5 0,5043 34,54 98,69
6 0,5085 25,14 100,54 6 0,5043 34,54 98,69
7 0,5086 25,14 100,56 7 0,5044 34,55 98,71
8 0,5085 25,14 100,54 8 0,5046 34,56 98,75
9 0,5085 25,14 100,54 9 0,5045 34,56 98,73
10 0,5085 25,14 100,54 10 0,5054 34,62 98,91
Ortalam Ortalam
a 100,56 a 98,76
SS 0,0184 SS 0,0872
BSS (%) | 0,0183 BSS (%) | 0,0883
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Ara kesinlik

SAMe’nin UV spektrofotometrisinde yapilan miktar tayini yonteminin ara
kesinlik calismalari Bolim 2.2.2°de anlatildigi gibi yapilmis olup, elde edilen
sonuclar Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°de belirtilmistir.

Cizelge 3.6: SAMe’nin su ortaminda UV spektrofotometrisinde yapilan miktar tayini yonteminin ara
kesinlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar

Analist 1 Analist 1 Analist 2

Chratik Chratik Chratik
Analiz No

(g/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)

1.gln 2. giln
1 25,06 25,33 25,17
2 25,06 25,33 25,16
3 25,06 25,33 25,16
4 25,05 25,33 25,16
5 25,05 25,34 25,15
Ortalama 25,06 25,33 25,16
SS 0,0055 0,0045 0,0070
BSS (%) 0,0219 0,0177 0,0281
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Cizelge 3.7: SAMe’nin tiikiiriik ortaminda UV spektrofotometrisinde yapilan miktar tayini

yonteminin ara kesinlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar

Analist 1 Analist 1 Analist 2
Crratik Crratik Chratik
(Mg/ml) (Mg/mi) (Hg/ml)
Analiz No 1.gln 2. gln
1 34,54 34,87 35
2 34,54 34,88 35
3 34,56 34,88 35
4 34,56 34,87 34,99
5 34,55 34,87 34,99
Ortalama 34,55 34,87 34,99
SS 0,01 0,0055 0,0055
BSS (%) 0,0289 0,0157 0,0157

Teshis ve Tayin Sinmirlari

UV spektrofotometrisi’de yapilan standart dogrularindan elde edilen teshis ve

tayin smirlart Bolim 2.2.2°de belirtildigi gibi hesaplanmistir. Sonuclar Cizelge

3.8°de verilmistir.

Cizelge 3.8: SAMe'nin UV spektrofotometrisinde yapilan standart dogrularindan elde edilen LOD ve

LOQ degerleri

Su Ortami (pg/ml)

Tiikiirtik Ortam1 (pg/ml)

LOD 1,8566

2,4135

LOQ 6,1268

7,9647
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3.3. Sublingual Film Formiilasyonlar1 Uzerine Yapilan Cahsmalar

3.3.1. SAMe’nin HPLC Kalibrasyonunun Validasyonu

Dogrusallik ve Araligi

SAMe’nin HPLC ile miktar tayini i¢in su ortaminda hazirlanan standart
dogrularina ait dogrusallik ve araligi calismalar1 Boliim 2.2.2° de anlatildig1 gibi
yapilmis olup, dogrusallik ve araligi ile ilgili parametreler Cizelge 3.9’da yer

almaktadir.

Cizelge 3.9: SAMe’nin HPLC ile miktar tayini i¢in su ortaminda hazirlanan standart dogrularina ait
dogrusallik ve aralig ile ilgili parametreler

0,5-10 pg/mL
14,819

Alt Siuir: 14,271
Ust Simr: 15,367

< 0,001
-0,955

Alt Sinur: -4,031
Ust Sinir: 2,122

0,9945

=)
=

Dogru

SAMe’nin su ortaminda miktar tayini i¢in gelistirilen HPLC yonteminin
dogruluk ve geri elde calismalar1 Boliim 2.2.2°de anlatildig1 gibi yapilmis olup,

yapilan ¢alismalarin bulgular Cizelge 3.10°da verilmistir.
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Cizelge 3.10: HPLC’de yapilan SAMe’nin su ortamindaki miktar tayininin analitik validasyonundan
elde edilen dogruluk ve geri elde sonuglari

0,5 pg/mi 4 pg/mi 8 pg/ml
Alan Crik % Geri Alan Craie % Geri Alan Craik % Geri
Elde Elde Elde
(Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)
6,6 0,49 98,47 52,8 3,61 90,25 113 7,67 95,90
6,5 0,49 97,12 52,8 3,61 90,25 113,1 7,68 95,99
6,4 0,48 95,77 52 3,56 88,90 112,6 7,65 95,57
6,6 0,49 98,47 53,4 3,65 91,26 1117 7,59 94,81
6,6 0,49 98,47 54,8 3,75 93,62 1116 7,58 94,72
Ortalama 97,66 Ortalama 90,86 Ortalama 95,40
SS 1,2071 SS 1,7597 59 0,6000
% BSS 1,2360 % BSS 1,9368 % BSS 0,6283
Kesinlik

SAMe’nin su ve tiikiiriik ortamlarinda miktar tayinleri i¢in gelistirilen HPLC

yonteminin kesinligi Boliim 2.2.2°de anlatildig gibi yapilmistir.
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Tekrarlanabilirlik

SAMe’nin HPLC’de yapilan miktar tayini yonteminin tekrarlanabilirlik
calismalar1 Bolim 2.2.2°de anlatildigi gibi yapilmis, elde edilen sonuclar Cizelge
3.11’de belirtilmistir.

Cizelge 3.11: SAMe’nin HPLC’de yapilan miktar tayini yonteminin tekrarlanabilirlik ¢aligmalarindan
elde edilen sonuglar

Su Ortamu (8 pg/ml)

Geri Kazanim
Analiz No Alan Chratik (1g/ml) (%)
1 113 7,67 95,90
2 1131 7,68 95,99
3 112,6 7,66 95,57
4 111,7 7,59 94,81
5 111,6 7,58 94,72
6 111 7,54 94,22
7 1114 7,56 94,56
8 112 7,61 95,06
9 112,6 7,65 95,57
10 110,6 7,51 93,88
Ortalama 95,03
SS 0,7160
BSS (%) 0,7534

81



Ara kesinlik

SAMe’nin HPLC’de yapilan miktar tayini yonteminin ara kesinlik ¢aligmalari
B6lim 2.2.2°de anlatildig1 gibi yapilmis, elde edilen sonuclar Tablo Cizelge 3.12°de
belirtilmistir.

Cizelge 3.12: HPLC’de yapilan SAMe’nin su ortamindaki miktar tayininin analitik validasyonundan
elde edilen ara kesinlik sonuglar1

Analist 1 Analist 1 Analist 2
Analiz No Sgr/atnl;(l)@ Sgr/atnl;(l)@ Chratik (8 pug/ml)
1.gln 2.gun
1 7,67 7,78 7,76
2 7,68 7,77 7,76
3 7,65 7,81 7,74
4 7,61 7,82 7,73
5 7,6453 7,8486 7,77
Ortalama 7,6494 7,8049 7,75
SS 0,0293 0,0309 0,0159
BSS (%) 0,3825 0,3960 0,2056
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Teshis ve Tayin Sinmirlari

HPLC’de yapilan standart dogrularindan elde edilen teshis ve tayin sinirlari

Boliim 2.2.2°de belirtildigi gibi hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 3.13’te verilmistir.

Cizelge 3.13: HPLC’de yapilan standart dogrularindan elde edilen LOD ve LOQ degerleri

Su Ortamm

(Hg/ml)
LOD 0,0157
LOQ 0,0517

3.3.2. Etkin madde icermeyen sublingual filmlerin hazirlanmasi

Cizelge 2.1°de goriilen formiilasyonlar ig¢inde film olusturabilen polimerler,
uygun plastizerler, islem kosullar belirlenmistir. Ayrica aymi ¢izelgede film
olusumuna iligkin bilgiler de yer almaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda Cizelge 2.2°de
verilen formulasyonlar hazirlanmis ve karakterizasyonlar1 yapilmistir. Cizelge 2.1°de
goriildiigii gibi FD7, FDS8, FD9, FD10, FD12, FD14, FD15, FD18, FD19, FD20,
FD23, FD26, FD31, FD32 ve FD33’te uygun film olusumu gozlenmistir. Bu
formiilasyonlardan olusan filmlerin fiziksel Ozellikleri degerlendirilerek Cizelge
2.2’de gorilen formilasyonlar yeniden hazirlanmistir.  Olusturulan  film

formiilasyonlariin kontrol testleri gergeklestirilmistir.
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3.3.2.1. Filmlerin Kalinhk ve Agirhk Tekdiizeliginin incelenmesi

B6lim 2.2.3.2.1°de anlatildig1 gibi kalinliklar1 ve agirliklar olgiilen filmlerin
agirhk ve kalinlik degerleri ile bu degerlere ait standart hatalar Sekil 3.7°de

verilmigtir.
Filmlerin Kalinlik ve Agirhik Degerleri
350
300
250 B
200 % %
'\
150 \;{t\ % %
100 - N X D
0 E‘g- %- ﬁ. %- :%. %I ;‘% % &- &-
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10

# Kalinlik (um)  ®Agirhk (mg)

Sekil 3.7: Filmlerin kalinlik ve agirlik degerleri

3.3.2.2. Filmlerin Katlanma Dayamimlarinin incelenmesi

Bolim 2.2.3.2.2°de anlatildigi gibi katlanma dayanimlart incelenen filmlerin

hepsinin katlanma dayanimi 300°den fazla bulunmustur.

3.3.2.3. Filmlerin Dagilma Zamanlariin Incelenmesi

Bolum 2.2.3.2.3’te anlatildigi gibi dagilma zamanlar1 olgiilen filmlere ait
bulgular Cizelge 3.14’te; dagilma zamanlarim1 ve bu degerlerin standart hatalarini

gosteren grafik Sekil 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.14: Film formiilasyonlarimin ortalama dagilma zamanlari

F1

F2

F3

F4

ES

F6

F7

F8

F9

F10

F10
F9
F8
F7
F6
F5
F4
F3
F2
F1

Sekil 3.8: Film formiilasyonlarinin dagilma zamanlari (£SH)

10+0,67

11,56+1,23

20,12+1,78

7,78+0,23

10,78+0,56

21,45+3,45

57,56+1,89

68,67+0,67

18+0,34

15,45+0,23

Dagilma siiresi (sn)

10

20

30

40

50

60

70

80
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3.3.2.4. Filmlerin Mekanik Ozelliklerinin incelenmesi

Filmlerin mekanik 6zellikleri (gerilme dayanimi, elastik modil, uzama
yiizdesi) TA.XT tekstiir analiz cihaz1 kullanilarak Bolim 2.2.3.2.4.’te anlatildig1
sekilde incelenmistir. F6 kodlu filme ait mekanik 6zellikleri gosteren grafik Sekil

3.9°da, filmlerin mekanik 6zelliklerine ait parametreler Cizelge 3.15’te verilmistir.

Stress (kgimm’) TensiIQTStrength

HMCPVA 0024

% Jf ———————t— 1 [

Stan 41

Sekil 3.9: F6 filminin gerilme dayaniminin zamana karsi1 grafigi
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Cizelge 3.15: Film formiilasyonlarinin gerilme direnci, Young modiilii ve uzama yiizdesi degerleri
(xSH)

Situnl Gerilme Direnci (mPa) Young Modulu (mPa) Uzama Y tizdesi (%)
F1 9,37+ 3,51 0,47+0,33 2,24+11
F2 19,19+0,66 0,64+0,24 2,87+0,9
F3 26,81+1,77 1,29+0,37 1,93+0,64
F4 16,83+6,93 0,7+0,36 2,23+0,84
F5 19,02+2,32 0,89+0,07 1,93+0,17
F6 7,76£1,08 0,19+0,08 4,11+1,29
F7 6,69+0,45 0,04+0,01 16,2+0,94
F8 8,76+1,43 0,05+0,01 16,67+0
F9 33,16+2,89 1,66+0,46 2,03+0,7
F10 25,68+4,53 1,55+0,25 1,67+0,17

Elde edilen verilerden hareket ile etkin madde ilave edilmesi planlanan 4

formilasyonun viskozite ve mukoadezyon ¢alismalar1 yapilmustir.

3.3.2.5. Formiilasyonlarin Cozeltilerinin Viskozitesinin Olguilmesi

Bolim 2.2.3.2.5.’te anlatildig1 gibi, etkin madde ilave edilmesi planlanan
formiilasyonlarin ¢ozeltilerinin viskozite degerleri Ol¢iilmiistiir. Bulunan degerler

Cizelge 3.16°da verilmistir.
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Cizelge 3.16: Etkin madde yiiklenmesi planlanan formiilasyonlarin ¢6zeltilerinin viskozite degerleri

Formilasyon Viskozite (cP)

F6 36
F7 32
F9 24
F10 16

3.3.2.6. In vitro mukoadezyon testi

Bolim 2.2.3.2.6’da anlatildig1 gibi, etkin madde yuklenmesi planlanan film
formiilasyonlarin mukoadezyon testleri yapilmistir. Filmlerin kopma kuvvetleri ve
adezyon isleri Cizelge 3.17°de bu degerlerin standart hatalarini gosteren grafik Sekil
3.11’de, F10 filminin musinli yizeyden koparilma/ayirma kuvvetini ve adezyon isini

gosteren grafik Sekil 3.10°de verilmistir.

Force (N} 2
30

Feak PDS\[iUE?UrCE [Crcle: 1)

II][II 12I]I
Time (sec)

Sekil 3.10: F10 filmini ylizeyden ayirma gerilimi ve adezyon isini gosteren grafik

88



Cizelge 3.17: Etkin madde yiiklenmesi planlanan film formiilasyonlarin kopma kuvvetleri ve adezyon
isleri (xSH)

F6 60 1,69+0,75 0,58+0,07

F7 60 1,22+0,07 0,25+0,11

F9 60 2,23+0,44 1,43+0,1

F10 60 2,71+0,21 2,11+1,43
3

2,5

2
1,5
1
0,5 .
. e
F6 F7 F9 F10

W Ayirma kuvveti (N)  ® Adezyon isi (N mm)

Sekil 3.11: Etkin madde yiiklenmesi planlanan film formiilasyonlarini yizeyden ayirma kuvvetleri ve
adezyon igleri (xSH)

3.3.3. SAMe Yiiklenen Filmler Uzerinde Yapilan Kontroller

3.3.3.1. SAMe Yiklenen Filmlerin Kahnhk ve Agirhk Tekdiizeliginin
Incelenmesi

Bolim 2.2.3.2.1°de anlatildigi gibi kalinliklar1 ve agirliklar1 Slgiilen SAMe
yuklenen filmlerin agirlik ve kalinlik degerleri ile bu degerlere ait standart hatalar
Sekil 3.12°de verilmistir.
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Filmlerin Kalinhk ve Agirhk Degerleri
250

200
150
100
- Hn
0
F7S

m Kalinlik (um)  ®Agirlk (mg)

F10S

Sekil 3.12: F7S ve F10S'in kalinlik ve agirlik degerleri (+SH)

3.3.3.2. Etkin Madde Yuklenen Filmlerin Katlanma Dayanimlarinin
Incelenmesi

Bolim 2.2.3.2.2°’de anlatildigi gibi katlanma dayanimlari incelenen SAMe

yuklu filmlerin katlanma dayanimlar1 300’den fazla bulunmustur.

3.3.3.3. Etkin Madde Yiklenen Filmlerin Dagilma Zamanlarinin incelenmesi

Bolim 2.2.3.2.3’te anlatildigi gibi etkin madde yiiklenen filmlerin dagilma

zamanlari 6l¢iilmiis, elde edilen veriler Sekil 3.13’te belirtilmistir.
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Dagilma zamani (sn)

1 1 1 1 1 J

0 10 20 30 40 50 60

Sekil 3.13: F7S ve F10S'in dagilma zamanlar1 (+SH)

3.3.3.4. Etkin Madde Yuklenen Filmlerin Mekanik Ozelliklerinin incelenmesi

Filmlerin mekanik ozellikleri (gerilme dayanimi, elastik modiil, uzama
yuzdesi) TA.XT tekstir analiz cihazi kullanilarak Bolim 2.2.3.2.4’te anlatildigi
sekilde incelenmistir. Filmlerin mekanik Ozelliklerine ait parametreler Cizelge 3.18
ile verilmistir. F7S kodlu formile ait mekanik 6zellikleri gosteren grafik ise Sekil

3.14’te verilmistir.

Stress (N/mm?) Elongat@n at Break
75— Tensilg Strength
2 T

7.0+ s
6.5
6.0
5.5
5.0+
4.5
4,0+
3.5
3.0+

10.11kolsame01

175
n (%)

T
-25 _0-5_[] ul

Sekil 3.14: F7S filmininn gerilme gerinim grafigi
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Cizelge 3.18: F7S ve F10S’in gerilme direnci, Young modiilii ve uzama yiizdesi degerleri (+SH)

F7S 7,68+0,11 0,05+0,01 16,670

F10S 2,31+0,62 0,09+0,08 3,64+2,71
3.3.3.5. Etkin Madde Yiiklenen Formiilasyonlarin Cozeltilerinin Viskozitesinin
Olgiilmesi

SAMe yiiklenen formiilasyonlarin ¢ozeltilerinin viskozite degerleri BolUm
2.2.3.2.5’te anlatildigi gibi Olglilmiistir. Bulunan degerler Cizelge 3.19°da

verilmistir.

Cizelge 3.19: F7S ve F10S'in ¢6zeltilerinin viskozite degerleri

F7S 29.4

F10S 10.2

3.3.3.6. In Vitro Mukoadezyon Testi

SAMe yiiklenen filmlerin mukoadezyon testi B6lum 2.2.3.2.6.’da anlatildig1
gibi yapilmigtir. Filmlerin kopma kuvvetleri ve adezyon isleri Cizelge 3.20’de, bu
degerlerin standart hatalari1  gosteren grafik Sekil 3.16°da, F10S’ye ait
mukoadezyon grafigi Sekil 3.15’te verilmistir.

92



Force (N) 1
iy Peak Positive

i

25

arce [Cucle: 1)

na

Sekil 3.15: F10S filmini ylizeyden ayirma kuvvetini ve adezyon isini gosteren grafik

Cizelge 3.20: F7S ve F10S’in kopma kuvvetleri ve adezyon isleri (£SH)

F7S 60 0,25+0,04 0,10+0,07
F10S 60 0,28+0,01 0,13+0,09
03 r

02 -
0,1
0
F7S

W Ayirma kuvveti (N)  ® Adezyon isi (N mm)

Sekil 3.16: F7S ve F10S filmlerini yiizeyden ayirma kuvvetleri ve adezyon isleri (£SH)

I

F10S

120
Time {sec)
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3.3.3.7. SAMe yiiklenen formiilasyon ¢ozeltilerinin pH’lariin él¢iilmesi

Kollicoat® Protect iceren F7S ve pullulan iceren F10S formiilasyonlarinin
Bolim 2.2.3.3’te anlatildigi sekilde belirlenen pH degerleri sirasiyla 1,7 ve
2,16°dir.

3.3.3.8. SAMe Yiiklenen Filmlerin icerik Tekdiizeliginin incelenmesi

F7S ve F10S filmlerinin igerik tekdiizeligi g¢alismasi Bolim 2.2.4.4°te
anlatildig1 gibi belirlenmistir. Kollicoat® Protect igeren F7S filminin % etkin madde
igerigi 40,39+6,03; pullulan iceren F10S filminin % etkin madde igerigi 62,24+4,92

olarak bulunmustur.

3.3.3.9. SAMe Yiiklenen Filmlerin Nem I¢eriklerinin incelenmesi

Etkin madde yiiklenen filmlerin nem icerikleri BOlum 2.2.3.4.3’te anlatildig1
gibi dl¢iilmiistiir. Kollicoat® Protect iceren F7S filminin nem igerigi 6,38+0,03;

pullulan igeren F10S filminin nem igerigi 2,95+0,24 olarak 6l¢iilmiistiir.

3.3.3.10. SAMe Yiklenen Filmlerin Filmlerden Etkin Madde Salim Profilinin
incelenmesi

F7S ve F10S filmlerinin in vitro ¢bdziinme c¢alismasi BoOlum 2.2.3.4.4.°te
anlatildigr gibi gergeklestirilmis, etkin madde salim profilleri Sekil 3.17°de

verilmistir.
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Sekil 3.17: F7S ve F10S’nin etkin madde salim profillerinin karsilagtirmali gosterimi (xSH)

Weibull matematiksel modelinin SAMe’nin F7S ve F10S filmlerinden salim
verilerine uygulanmasi ile SAMe’nin salim profilleri kinetik agidan incelenmistir.

Elde edilen istatistiksel veriler Cizelge 3.21°de verilmistir.

Cizelge 3.21: F7S ve F10S filminden SAMe’nin salim verilerine Weibull matematiksel modelinin
uygulanmasi ve kinetigin parametreleri

Esitlik R? RZadjusted ~ AIC MSC d B
F7S log[In(1/1-Q)]=plogr—plogra  0,9969  0,9939 30,5624 3,3384 2,66 0,3250
F10S log[In(1/1-Q)]=plogtplogrd  0,9702  0,9553 455431 19386 3,11 0,9436
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3.3.2.11. in vitro Permeasyon Calismalar1

Dikey diflizyon hicreleri ile permeasyon tayini

Etkin madde yuklu filmlerden etkin maddenin permeasyon tayini Bolum
2.2.3.4.5’te anlatildig1 gibi dikey difilizyon hiicreleri (enhancer cells) kullanilarak
palet yontemi ile yapilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 3.18 ve Cizelge 3.23’te

verilmistir.

70

60

\

50

40

%SAME

30

20

10

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Zaman (dk)

——F/S —@—F10S

Sekil 3.18: F7S ve F10S’in etkin madde permeasyon profili
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PAMPA ile permeasyon tayini

Etkin madde yukli filmlerden etkin maddenin yapay membranlardan

permeasyon tayini Bolim 2.2.3.4.5’te anlatildig1 gibi yapilmis, elde edilen bulgular
Sekil 3.19°da ve Cizelge 3.22’de verilmistir.

5
4
3
=
< 2
)
X
1 ¢
0 S Y
0 2 4

——F7S

Sekil 3.19: F7S, F10S ve SAMe ¢dzeltisinin permeasyon profili

Cizelge 3.22: Saf SAMe, F7S ve F10S’in permeabilite katsayilari

6 8

Zaman (saat)

F10S SAMe

Ydntem
PAMPA Dikey diflizyon
modeli hucresi
Ornekler Permeabilite katsayisi (cm/sa)
Saf SAMe 55,5x10 -
F7S 93x106 424,82x10°®
F10S 544x106 452,27x10®

12

14
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3.3.3.11

. Film Formiilasyonlarinda Etkin Madde ve Yardimc1 Madde

Etkilesimlerinin Incelenmesi

SAMe’nin, pullulan ve Kollicoat® Protect’in, film formiilasyonunu olusturan

bilesenlerin fiziksel karisimlariin ve SAMe yiklenen filmlerin DSC analizleri

Bolim 2.2.3.4.6°da anlatildig: sekilde yapilmis, elde edilen termogramlari Sekil 3.20

ve 3.21°de verilmistir.

Same 2 D5C-60.tad DsC

kolicoat DSC-60 tad DsC

DSC Koll-SAME phy mix DSC-60 tad DSC
mmeg Kaoll-SAME filrm DSC-60 tad DsC

4.00

3.00

2.00

1.00

0.00,

/\/’/N?——_

Sekil 3.20: SAMe, Kollicoat, Kollicoat-SAMe fiziksel karisimi ve F7S filminin DSC termogrami

149,45C
108.21C
51.90C
3 76.45C
149.4
?/ 156.07C
‘ . . 178.58C ‘
50.00 100.00 150.00 200.00
Temp [C]
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Same 2 D5C-60 tad DsC
Pullulan D3C-60 tad DsC

DsC Pullulan-SAME phy mix DSC-60 tad DSC

mWimg pullulan SAME film DSC-60 tad [Bi=te
1.00

149,45C
0.00
=1 anc 109.21C
-1.00
450
-3.00f
-4.00
50.00 100.00 150.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.21: SAMe, pullulan, pullulan-SAMe fiziksel karisimi ve F10S filminin DSC termogrami

3.3.3.12. Film Formiilasyonlarimin Goériintiilenmesi

SAMe, SAMe igermeyen bos filmler (F7 ve F10) SAMe yiklenen filmlerden
(F7S ve F10S) alinan ornekler Bolim 2.2.3.4.7°de anlatilan yontem ile

goriintlilenmis, elde edilen SEM goriintiileri Sekil 3.22°de verilmistir.
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Sekil 3.22: Final formilasyonlarda polimerler, filmler ve etkin maddenin SEM gérintileri (A: F7, B:
F7S, C: F10, D: F10S, E ve F: F10S’in yandan kesiti, G ve H: SAMe)
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3.3.3.13. Stabilite Calismalar

Bolim 2.2.3.4.8’de anlatildigi sekilde SAMe yiikli filmlerin stabilitesi
incelenmis, elde edilen bulgular Cizelge 3.23’te verilmistir.
Cizelge 3.23: F7S ve F10S'in stabilite sonuglar1 (£SH)
Etkin madde icerigi
Baslangi¢ 20.gun 40.gln
25+ 2°C, %60+ 5 25+ 2°C, %60+5 | 5+3°C 25+ 2°C, %60+ 5 | 53 °C
F7S | % 40,39+6,03 % 33,7+3,3 % 39+3,24 % 32,35%5,99 % 36,31+2,51
F10S | % 62,24+4,92 % 60,36+3,18 % 54,2346,11 | % 57,34+3,22 -
Nem icerigi
Baslangi¢ 20.gun 40.gln
25 +2°C, %60+ 5 25+ 2°C, %60+ 5 5+3 °C 25+2°C, %60+5 | 53 °C
F7S | %6,38+0,03 % 6.47 % 8.96 % 7.42 % 9.84
F10S | % 2,95+0,24 % 4.22 % 4.75 % 5.33 -
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4. TARTISMA

Calismamizda S-adenozin-L-metiyon’in (SAMe) oral yolla kullaniminda
gosterdigi diisiik permeabilitesi ve ilk gecis etkisine ugramasi nedeni ile diisiik olan
biyoyararlaniminin arttirtlmast hedeflenmistir. Bu amacla farkli film olusturucu
polimerler ve yardimci maddeler kullanilarak, etkin maddenin aninda emilip sistemik
dolasima katilabilmesi i¢in sublingual film formiilasyonlar1 hazirlanmistir.
SAMe’nin oral yolla kullanimindaki biyoyararlanimi %], intramiiskiiler yolla
kullanimindaki biyoyararlanimi ise %80-90 olarak belirlenmistir (Garcia-Trevijano
ve ark., 2000; Mc Millan ve ark., 2005).

SAMe’nin yapisinda bulunan silfonyum iyonu etkin maddenin stabilite
problemlerine yol agmaktadir. Bu nedenle etkin maddenin farmasotik alanda
kullanilabilmesi i¢in tuz formlar1 olusturulmustur. SAMe’nin stabil tuz formlari
tosilat disulfat, toluen sulfonat ve 1,4-biitan disiilfonat tuzlaridir (Morana ve ark.,
2000). SAMe ile yapilan klinik ¢aligmalarda, stabilitesi agisindan en ¢ok tercih edilen
tuzunun 1,4-biitan disiilfonat olmasi nedeni ile tez calismasinda bu formu

kullanilmastir.

4.1. SAMe’nin Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesine Iliskin Bulgularin

Degerlendirilmesi

4.1.1. SAMe’nin Su ve Tiikiiriik Ortamindaki UV Spektrofotometrisi Analizi

SAMe’nin su ve tiikiirik ortaminda 200-400 nm araliginda alinan
spektrumlarinda, maksimum absorbans gosterdigi dalga boylart Amaxsu = 260 nm,
Amax-tikirik= 260 nm olarak bulunmustur. Bulunan degerler literatiir verileriyle

uyumludur (Cannon ve ark., 2002) (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2). Tespit edilen , Amax
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degerlerinde farkli konsantrasyonlardaki g¢ozeltilerle yapilan 6lgiimler sonucunda
standart dogrular ¢izilmistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). Standart dogru denklemlerinin
determinasyon katsayis1 (r?) su ortami icin 0,9999 ve tiikiiriik ortami igin 0,9994
olarak bulunmustur. Bu yiiksek degerler, Olcllen absorbans degerlerinden
konsantrasyon  degerlerinin  yiiksek  bir  dogrulukta  hesaplanabilecegini

gOstermektedir.

4.1.2. SAMe’nin Su Ortamindaki HPLC Analizi

SAMe’nin su ve ortaminda maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu Amax-su
= 260 nm olarak belirlenmistir ; alikonma zamani 5,91 dk’dir (Sekil 3.5). Bulunan
degerler literattr verileriyle uyumludur (Cannon ve ark., 2002). Cizelge 3.1°de
belirtilen kosullarda farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltilerle yapilan Olgiimler
sonucunda SAMe’nin su ortamindaki standart dogrusu ¢izilmistir (Sekil 3.6).
Standart dogru denkleminin determinasyon katsayis1 (r%) 0,9945 olarak bulunmustur.
SAMe’nin icerik tekdiizeligi c¢alismalarinda bu standart dogru denklemi

kullanilmistir.

4.2. SAMe’nin Miktar Tayini Yontemlerinin Analitik Validasyonlarma Ait

Bulgularm Degerlendirilmesi

SAMe’nin UV spektrofotometrisi kullanilarak su ve tiikiiriik ortamlarinda;
HPLC kullanilarak su ortaminda yapilan miktar tayin yontemleri i¢in analitik
validasyonlar yapilmistir. Incelenen validasyon parametreleri dogrusallik ve araligi,
dogruluk ve geri elde, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik), teshis sinir1 (LOD)

ve tayin sinir1 (LOQ) olarak belirlenmistir.

SAMe’nin UV spektrofotometrisi kullanilarak su ve tlikiiriik ortamlarinda;

HPLC kullanilarak su ortaminda yapilan miktar tayin yontemlerinin dogruluk ve geri
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elde calismalar1 Bolim 2.2.2°de anlatildig1 gibi yapilmistir. ICH kilavuzunda (1996)
dogrusallik ve araligi caligmalarinin minimum 5 noktada 6lglim yapilmast gerektigi
belirtilmistir. Bu degerler en az 3 tekrarli okumalarla hesaplanip standart sapma ve
bagil standart sapmasi hesaplanmalidir. UV spektrofotometrisi ile elde edilen
standart dogrularin dogrusallik ve araligi ile ilgili istatistikler Cizelge 3.2°de; HPLC
analizi ile elde edilen standart dogrularin dogrusallik ve araligi ile ilgili istatistikler
Cizelge 3.9’da verilmistir. Elde edilen standart dogru denklemlerinin egim ve
kesigimleri % 95’lik giiven araligi igerisindedir. FDA’ya (2014) goére okunan
absorbans ve alanlardan hesaplanan konsantrasyon degerlerinin giivenilir oldugunu
gdsteren determinasyon katsayisi degeri 12> 0,995 olmalidir. Elde edilen tiim standart

dogru denklemleri dogrusaldir ( r* > 0,995).

SAMe’nin UV spektrofotometrisi kullanilarak su ve tiikiiriik ortamlarinda;
HPLC kullanilarak su ortaminda yapilan miktar tayin yontemlerinin dogruluk ve geri
elde ¢alismalar1 (BOlim 2.2.2) iliskin bulgular Cizelge 3.3, Cizelge 3.4 ve Cizelge
3.10°da verilmistir. ICH kilavuzunda, bu testler i¢in en az 3 farkli derisimden 3
tekrarli okuma yapilmasi Onerilmektedir. Konsantrasyonlar yiiksek, orta ve diislik
olmak tzere secilmektedir. SAMe’nin UV spektrofotometrisinde ve HPLC’de
yapilan miktar tayini yontemlerinin dogruluk ve geri elde c¢alismalar1 sonuglar
literatiirlerce belirlenen parametrelere goére degerlendirilmistir. EMA  (1995),
dogruluk testine ait veriler sonucunda bulunan % BSS degerlerinin %2’den kiigiik
olmasi (BSS < % 2 ) gerektigini bildirmektedir. Yapilan tiim dogruluk ve geri elde
caligmalarindan elde edilen verilerin bagil standart sapmalart % 2’den kiigiik

oldugundan dogruluk tespit edilmistir.

SAMe’nin UV spektrofotometrisi kullanilarak su ve tiikiiriik ortamlarinda;
HPLC kullanilarak su ortaminda yapilan miktar tayin yontemler kesinligi Bolim
2.2.2’de anlatildig1 gibi yapilmis olup tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik ¢aligmalarinin

bulgular1 Cizelge 3.5, Cizelge 3.6, Cizelge 3.6, Cizelge 3.11 ve Cizelge 3.12°de
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verilmistir. Tekrarlanabilirlik tayini i¢in yapilan tekrarli okumalar sonucunda elde
edilen % BSS degerleri UV spektrofotometrisinde yapilan tekrarlanabilirlik
caligmalarinda %]1°den kii¢iik; HPLC’de yapilan tekrarlanabilirlik ¢alismasinda
%2’den diisiik bulundugundan miktar tayini yontemlerinin tekrarlanabilirligi tespit
edilmistir. Ara kesinlik sonuglar literatiirlerde verilen kabul kriterlerine uymaktadir.
Elde edilen tiim verilerin bagil standart sapmalari %2’den kii¢iik oldugundan,

SAMe’nin miktar tayinlerinin ara kesinligi tespit edilmistir.

HPLC ve UV spektrofotometri yontemleri icin belirlenen teshis ve tayin
siirlart Bolim 2.2.2°de belirtildigi gibi hesaplanmis, sonuglar Cizelge 3.8’de ve
Cizelge 3.13’te verilmistir. HPLC y0Ontemi igin hesaplanan teshis ve tayin siirlari,
UV spektrofotometriye gére daha diisiik degerlerdir. HPLC, UV’den daha hassas

oldugundan dolay1 bu durum beklenmektedir

4.3. Sublingual Film Calismalaria Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Film seklindeki bir dozaj formunun oncelikle homojen gérunimld, puruzsiz
yiizeye sahip olmasi, esnek olmasi ve seffaf olmasidir. Filmlerin olusturulmasinda
kullanilacak pek ¢ok polimer segenegi bulunmaktadir. Kabul edilebilir 6zelliklere
sahip filmlerin olusturulabilmesi i¢in formiilasyon c¢alismalarinda ilk asamada,
Pharmacoat C600® Gantrez™, PAA, PVA, inilin, Kollicoat® Protect, ve pullulan
polimerleri; plastizer olarak propilen glikol, PEG400, gliserol, sitrik asit ve
Tween80; tatlandirict ve dagitict ajan olarak mannitol; dolgu maddesi olarak MCC
kullanilmistir. Kullanilan polimerler ve yardimci maddeler literatiirlerden yola
cikilarak se¢ilmis (Bhupinder ve Sarita; Koland ve ark., 2010; Lai ve ark., 2018; Li
ve ark., 2017; Liew ve ark., 2013; Mashru ve ark., 2005; Preis ve ark., 2014; Singh
ve ark., 2018; Song ve ark., 2018; Vuddanda ve ark., 2014), polimer plastizer
gecimsizligi olmamasina dikkat edilmistir. Literaturlerde filmlerin Gretim yontemleri

incelendiginde ¢oziicii buharlastirma yonteminin en sik kullanilan film tiretim
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yontemi oldugu, sicakta eriterek ekstriizyon yontemine gore daha iyi kalinhik
tekdiizeligi, daha ince, daha esnek, homojen ve kusursuz bir film sagladigi (Milind
ve ark., 2013); bunun yani sira ¢oziicii buharlastirma isleminin sicakliktan etkilenen
etkin maddeler icin daha uygun oldugu, bir cihaz yardimiyla veya manuel olarak
yapilabildigi goriilmiistir. SAMe’nin termolabil yapida olmasi sicakta eriterek
ekstriizyon yontemini seceneklerden ¢ikarmistir. Bu nedenle ve diger avantajlarindan

Otlri film iiretiminde ¢oziicli buharlastirma yontemi kullanilmastir.

Kurutma yontemi olarak laboratuvar ortami, vakumlu etiiv ve ceker ocak
belirlenmistir. Islem parametreleri kullanilan polimerlerin 6zelliklerine gore Cizelge
2.1°de goruldigii gibi belirlenmistir. Filmlerin retiminde formiilasyon gelistirme
siirecinde ¢esitli kurutma yoOntemleri denenmistir. Etkin madde SAMe sicakta
bozunmaya ugradigi, yani termolabil olmasi nedeniyle etiivde sicakta kurutma
yapilamamistir. ilk iiretilen formiilasyonlarda Pharmacoat C600® ve PAA polimerleri
kullanilmis (FD1, FD2, FD3 ve FD4) oda sicakliginda, iistii cam huni ile kapatilarak
kurutma caligmalar1 yiiriitiilmistiir. Ancak 4 giin gegmesine ragmen formulasyon
¢ozelti halinde kalmis, film olusturulamamigtir. Bunun tizerine farkli polimer ve
yardimc1 maddeler kullanilarak vakumlu etiivde oda sicakliginda kurutma ¢alismalari
yapilmaya baslanmistir. Vakumlu etiivde 5 glin kurutma islemi yapildiktan sonra
bazi formiilasyonlarda film olusumu gozlenmistir (FD7, FD8, FD9 ve FD10). Ancak
5 gun film elde etmek i¢in ¢ok uzun bir siire oldugundan basarili olan formiilasyonlar
ceker ocak altinda kurutulmaya baslanmistir. Formiilasyonlar ¢eker ocak altinda
birakildiktan 1 giin sonra film olusumu gerceklesmistir. Daha sonra yeni polimerle
calisilmaya baslanmis, bundan sonraki kurutma yonteminin hizli kurutma saglamasi
ve etkin maddenin stabilitesini bozmamas1 nedeniyle ¢eker ocak altinda kurutma

olmasina karar verilmistir.

SAMe’nin stabilitesi gozoninde bulundurularak genel olarak oda sicakliginda

su ortaminda ¢oziinebilen polimerler tercih edilmistir (Cizelge 2.1). Polimerin
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¢cozlinmesi i¢in ¢ozeltinin 1sitilmasi gerekiyorsa SAMe sicakta hazirlanan polimer

¢ozeltisinin sogutulmasindan sonra eklenmistir.

Fimlerin tiretiminde her polimer i¢in farkli polimer miktarlar1 kullanilarak
formiilasyon denemeleri yapilmistir. Diisiik miktarda polimer kullanilarak iiretilen
filmlerin ¢ok ince oldugu, yiiksek miktarda polimer kullanilarak iiretilen filmlerin ise
kalin oldugu, katlanma dayanimlarmimn diisiik oldugu gézlenmistir. Ormegin 6n
formiilasyon ¢alismalarinda Pharmacoat C600® kullanilarak iiretilen filmlerde, 50
mg polimer kullanilan filmin (FD7) ¢ok ince ve kirilgan oldugu, 255 mg polimer
iceren iceren filmin (FD10) ¢ok kalin ve sert oldugu ayni zamanda katlanma
dayaniminin ¢ok diisiik oldugu, 100 ve 200 mg polimer igeren filmlerin (FD8, FDO9,
FD11 ve FD12 ) ise daha iyi fiziksel ve mekanik 0Ozelliklere sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Polimer oranlari ayn1 zamanda filmlerin dagilma zamanlarini ve
mekanik 6zelliklerini de etkilemistir. Daha kalin olan filmlerin dagilma zamanlarinin

daha ytiksek oldugu gozlenmistir.

Plastizerlerin polimer matrisleri ile kombinasyon halinde optimum miktardaki
kullanimi, homojen doku, diizgiin goériiniim ve esneklik agisindan kabul edilebilir
fiziko-mekanik ozelliklere sahip filmler elde etmek amaciyla tercih edilmektedir.
Filmlerde plastizerlerin yetersiz veya asir1 kullanimi, uygunsuz film olusumuna,
kismi veya tam faz ayrigsmasina yol agabilmektedir. Bunun sonucunda diisiik veya
kabul edilemez kalitede filmlerin olusumuna neden olabilmektedir (Vuddanda ve
ark., 2017).

Pharmacoat C600® iceren formiilasyonlar incelendiginde plastizer olarak hem
PEG400 hem de propilen glikoliin uygun filmlerin olugmasini sagladigi goriilmiistiir.
Olusan filmlerin fiziksel yapilar1 gbz Oniine alinarak Cizelge 2.2°de gorildigii gibi
F1, F2, F3, F4 ve F5 formiilasyonlarinin filmleri hazirlanarak ¢alismalara devam

edilmistir. Kollicoat® Protect iceren formulasyon denemelerinde suyun yani sira
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metanol yardimci ¢oziicii olarak kullanilarak polimerin daha iyi ¢6zinmesi
saglanmistir. Formiilasyon ¢aligsmalarinda plastizer olarak gliserin kullanilmis, olusan
filmler goriintli ve esneklik agisindan iyi bulundugundan Cizelge 2.2’de goriindiigii

gibi ayn1 formilasyonlarla (F7 ve F8) ¢alismalara devam edilmistir.

Pharmacoat C600® ve PVA’y1r kombine olarak igeren formiilasyonlar
hazirlanmis (FD14, FD20 ve FD34), daha homojen bir gorintu elde edilen F6

formiilasyonu ile ¢aligmalara devam edilmistir.

Cizelge 2.1°de gorildigii gibi pullulan igeren formiilasyonlarda (FD23-FD33)
plastizer olarak gliserin, propilen glikol ve PEG400 kullanilmistir. FD24 ve FD25
formilasyonlar1 incelendiginde kuru polimer agirhignin %25’i oranda gliserin
kullanilan FD24 formiilasyonundan film olusumu meydana gelirken, kuru polimer
agirhigimin %50’si oraninda gliserin iceren FD25 formilasyonundaki film petriye
yapismistir. FD27, FD28, FD29 ve FD30 ¢ok yapiskan olduklarindan; FD33 ¢ok
yagl ve sert oldugundan elenmnistir. Pullulan i¢eren formiilasyonlar incelendiginde
plastizer olarak sitrik asit-PEG400 karigimi ve gliserin kullanilan filmler yapigkan ve
islenmesi zor bulunmustur. Sadece PEG400 kullanilan film ise yagli ve sert
yapidadir. Bu nedenle pullulan formiilasyonlarinda plastizer olarak propilen glikol
kullanilmas1 uygun goriilmiistiir. Genel olarak disiik oranda plastizer kullaniminin
esnek olmayan, sert yapida filmlere neden oldugu, yiiksek oranda plastizer
kullaniminin filmlerde yapisma meydana getirdigi fark edilmistir Cizelge 2.2°de
goriildiigii gibi F9 ve F10 formiilasyonlarmin filmleri hazirlanarak calismalara

devam edilmistir.
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Formilasyon gelistirme ¢alismalarinda yukarida anlatilan nedenlerden dolay1 Cizelge
2.2’de gorulen formilasyonlar secilmistir. PAA’nin kullanildigi formiilasyon FD4,
Gantrez™’in  kullanildigt FD2 ve FD3, indlinin kullanildigt FD16 ve FDI17

formiilasyonlarindan film olusturulamadig: i¢in elenmistir.

4.3.1. Filmlerde Kalinlik ve Agirhik Tekdiizeliginin Degerlendirilmesi

Uretilen filmlerin kalinliklari, kullanilan polimerin miktarina bagl olarak 33-
267 pm arasinda degismektedir. Farkli formiilasyonlarla hazirlanip 3 cm?
boyutlarinda kesilen filmlerin agirliklart da 10-77 mg arasinda degismektedir (Sekil
3.7). Kalinlik ve agirlik 6lgiimlerinde her formiilasyonun kesilen farkli pargalarinda
meydana gelen sapmalarin nedeninin film iiretim yontemi oldugu diisiiniilmistiir.
Coziicii buharlastirma yonteminde c¢oziicii buharlasirken, damlacik kenarindaki
buharlasma akisi, kenarlara, merkezden uzaga dogru bir kilcal akis seklinde
indiiklenmektedir. Bu durum ¢6ziinmiis bilesenlerin kenarlarda daha fazla
birikmesine neden olmaktadir. Bunun sonucunda filmin ortasinda ve kenarlarinda
kalinlikta farkliliklar1 meydana gelmektedir. Coziiciiniin buharlagsma bigimi

nedeniyle meydana gelen bu etki, literatiirlerde “coffee ring effect” olarak (Sekil 4.1)

adlandirilmaktadir (Foo ve ark.,2018; Mampallila ve Eral, 2018).

U

(\7 Goziici buharlagmas Kilcal akig

Sekil 4.1: Filmlerdeki ¢oziicliniin buharlagsmasindaki "coffee ring effect"in gosterimi
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Bu etkinin yanisira hazirlanan filmler el ile manuel olarak petrilere dokulip
kurutma ortamina yerlestirilmesi sirasinda zemin egiminden veya tasima sirasinda
meydana gelen titresim hareketleri yiiziinden Orneklerin agirlik ve kalinliklarinda
sapmalar meydana gelebilmektedir. Kalinlik ve agirlik tekdiizeligi ¢alismalarinin
sonuglar1 degerlendirildiginde kalinlik ve agirliklar1 en az sapma gosteren filmlerin,
ayn1 zamanda en ince filmler olan Pharmacoat C600® ve pullulan iceren filmler

oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 3.7).

4.3.1.1. Filmlerin Dagilma Zamanlarimn Degerlendirilmesi

Sublingual uygulama i¢in tasarlanan filmlerin hizlica dagilmasi gerekmektedir.
Bu nedenle formiilasyonlarin degerlendirilmesinde dagilma zamanlar1 baslica
kriterlerden birisidir. Filmlerin dagilma siireleri kullanilan polimer ve plastizer
cesidine gore degismistir (Cizelge 3.14; Sekil 3.8). Plastizerlerin filmlerin dagilma
zamanlarina etkisini agiklayan birkag¢ teori mevcuttur. Polimerler, zincirleri boyunca
molekiilleri arasindaki gevsek baglarla desteklenen zayif bag kuvvetlerinin (Van der
Waals kuvvetleri, hidrojen bagi) iic boyutlu bir ag sistemi ile olugmaktadir.
Plastizerler, polimere zincirleri boyunca baglanarak, polimer-polimer baglantilarinin
sayisin1 azaltmakta ve polimer zincirlerini bir arada tutan gicleri engellemektedir. Bu
yolla polimer zincirlerini ayirarak polimer molekiilleri arasindaki boslugu
arttirmaktadir. Ayrica polimere bagli olmayan plastizer molekdlleri, polimer
molekdllerinin daha serbest hareket etmesini saglamakta ve lubrikant gorevi yaparak
polimer molekilleri arasindaki siirtiinmeyi azaltmaktadir. Plastizerler hidrojen bag
olusumlari gibi intermolekiler ve intramolekiiler etkilesimlere olanak saglamaktadir.
Polimerlerin cams1 gecis sicakliklari iizerinde de azaltma yOniinde etkileri nedeniyle
polimerik agda bir gevsemeye neden olmaktadir. Bu nedenlerle plastizerler daha
esnek, daha yumusak ve daha kolay dagilabilir filmler olugsmasini saglamaktadir

(Mishra ve Pathak, 2017; Vuddanda ve ark., 2017).
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Yiksek miktarda Kollicoat® Protect igeren F8 filmi disinda tim filmlerin
dagilma siireleri 1 dk’nin altinda bulunmustur. F8’in dagilma siiresi ise ortalama
68,67 sn’dir. Filmlerin dagilma siireleri 2 dk’dan az oldugu i¢in uygundur (Dixit ve
Puthli, 2009; Singh ve ark., 2018). Pharmacoat C600® iceren formiilasyonlar (F1,
F2, F3, F4, F5) kendi aralarinda degerlendirildiginde, ayni plastizer miktarina
(PEG400), ancak farkli polimer miktarlarina sahip olan F1, F2 ve F3
formiilasyonlarindan elde edilen filmlerin dagilma zamanlar1 karsilastirildiginda,
artan polimer miktarinin filmlerin dagilma siiresini uzattigi gozlemlenmistir. Bu
durum literaturlerle uyumludur (Bhupinder ve Sarita, 2012; Singh ve ark., 2018).
Ayni polimer miktarlarin1 iceren ancak farkli plastizerlerle hazirlanan F2 ve F4
formiilasyonlar ile F3 ve F5 formiilasyonlari karsilastirildiginda plastizerlere bagl
olarak hazirlanan filmlerin dagilma siirelerinin degistigi gozlenmistir. Buna gore
plastizer olarak propilen glikol kullanildiginda (F4 ve F5) filmlerin dagilma siireleri,
PEG400’in plastizer olarak kullanildig1 formiillerden (F2 ve F3) hazirlanan filmlere
gore daha kisa olmustur. Bunun nedeninin PEG400’in daha ylksek molekdl
agirligina sahip olmasi ve daha fazla oksijen atomu tagimasi oldugu diigiiniilmiistiir
(Sothornvit ve Krochta, 2001). Kollicoat® Protect iceren F7 ve F8 filmleri
karsilastirildiginda, Pharmacoat C600®  filmlerde oldugu gibi artan polimer
miktarinin dagilma siiresini uzatti§i gorilmiistiir. Pullulan iceren F9 ve F10
formiilasyonlarinda pullulan miktar1 sabit tutulup plastizer miktarlar1 degistirilmistir.
Literatir ile uyumlu olarak plastizer miktar1 yiiksek olan F10 filminin daha kisa
stirede dagildig: belirlenmistir (Liew ve ark., 2013). Farkli plastizerler ile veya ayni
plastizerin farkli miktarlar ile hazirlanan filmlerin dagilma zamanindaki farkliliklar,
plastizerlerin ~ filmlerin  mekanik  6zellikleri ~ Uzerine olan etkilerinden
kaynaklanmaktadir (MVuddanda ve ark, 2017). Pharmacoat C600®: PVA karisimi
iceren F6 formiilasyonu, icerdigi polimer miktariyla orantili olarak sadece

Pharmacoat C600® iceren formiillerden daha uzun siirede dagilmistir.
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4.3.1.2. Filmlerin Katlanma Dayanimlarimin Degerlendirilmesi

Tim filmlerin katlanma dayanimi 300’den yiiksektir. Bu durum filmlerin
esnekligi ve dayanikliliginin uygun oldugunu gostermektedir (Irfan ve ark., 2006;
Singh ve ark., 2018).

4.3.1.3. Filmlerin Mekanik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Gerilme direnci, uzama yuzdesi ve elastik modul verileri filmin mukavemet
ve elastikiyetinin belirlenmesinde 6nemli parametrelerdir. Kati dozaj formlar1 olarak
filmlerin mekanik o6zellikleri, bir filmin g¢esitli stres kaynaklarina dayanma
kabiliyetini agikladigindan ¢ok onemlidir. Baslangicta, filmlerin imalat, kullanim ve
yonetimin getirdigi strese dayanmasi gerekmektedir. EK olarak, sublingual yolla
iletim igin filmlerin, etkin maddenin verilmesi devam ettigi siirece mukoza ile temas
halinde kalabilmesi gerekmektedir. Bu durum, c¢esitli agiz aktivitelerinden
kaynaklanan mekanik stresi icermektedir. Bu nedenle filmlerin orta dizeyde bir
mekanik direnclerinin olmasi gerekmektedir (Morales ve ark., 2013). Zayif ve
yumusak bir polimer, diisiik bir gerilme direnci ve uzama yizdesi ile karakterize
edilir. Sert ve kirilgan bir polimer orta gerilme direnci ve diisik uzama yuzdesi
gosterir. Yumusak ve saglam bir polimer orta gerilme direnci ve yiksek uzama
yuzdesi ile karakterize edilirken sert ve saglam bir polimer ise yiksek gerilme
direnci ve uzama yulzdesi gostermektedir (Koland ve ark., 2010). Tekstir analiz
cihaz1 ile yapilan ve F6 kodlu formule ait mekanik ozellikleri gdsteren grafik bir
ornek olmak Uzere Sekil 3.9°da verilmistir. Bu grafikten hareketle hesaplanan
mekanik ozellikler Cizelge3.14’te  verilmistir. Pharmacoat C600® iceren
formilasyonlarda (F1-F3) artan polimer miktari, gerilme direncinin 9,37 mPa’dan
26,81 mPa’a artmasmna neden olmustur. Bu durum literatiir verileriyle uyum
gostermektedir (Bhupinder ve Sarita, 2012; Liew ve ark., 2013). Ayn1 sekilde Young
moduli 0,47 mPa’dan 1,29 mPa’a artmistir. Bu degerin artis1 ise filmlerin

elastikiyeti, dolayis1 ile uzamalarinin/gerinimlerinin azalmasim1 gdstermektedir. Bu
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sonug uzama yiizdelerinde azalan degerlerle de uyusmaktadir. Bunun nedeni ise artan
polimer miktarina karsilik plastizer miktarinin sabit kalmasidir. PEG400 ve propilen
glikolin plastizer olarak kullanildigi F2 ve F3 formiilasyonlarindan hazirlanan
filmlerle F4 ve F5 formiilasyonlarindan hazirlanan filmlerin mekanik ozellikleri
karsilastirildiginda propilen glikolin kullanildig: filmlerin (F4 ve F5) gerilme
direnglerinin PEG400’iin kullanildig: filmlerden (F2 ve F3) daha diisik oldugu
gozlenmistir; ancak diger mekanik Ozellikler ig¢in belirgin  bir degisim

gbzlenmemistir.

F6 formiilasyonunda kullamlan polimer miktarinin, sadece Pharmacoat C600®
iceren formiilasyonlardaki polimer miktarindan fazla olmasina ragmen PVA ile
birlikte kullaniminin gerilme direnci degerini disiirdiigii, Young modulini azalttig:
ve uzama Yyizdesini arttirarak daha esnek bir film olusturdugu gézlemlenmistir.
Kollicoat® Protect iceren F7 ve F8 filmlerinin gerilme direncleri (sirasiyla 6,69 ve
8,76 mPa) polimer miktarinin artmasiyla artis gostermistir. F7 ve F8’in gerilme
direngleri yiiksek polimer miktarina ragmen Pharmacoat C600® ve pullulan ile
hazirlanan filmlerinkinden daha diisiik, uzama yuzdeleri daha yuksek (sirasiyla %
16,20 ve % 16,67) ve elastik modiilleri daha diisiik (sirasiyla 0,04 ve 0,05)
bulunmustur. Bu veriler filmin esnek ve yumusak oldugunu gostermektedir. Pullulan
iceren F9 ve F10 formiilasyonlarinda, daha yiiksek plastizer miktarina sahip olan F10
ile hazirlanan filmlerin gerilme direncinin ve elastik modiiliiniin daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Plastizer miktarinin artmasiyla gerilme direncinin diismesi literatiir

verileriyle uyumludur (Bhupinder ve Sarita, 2012; Liew ve ark., 2013).

Etkin madde yiiklenmesi icin farkli mekanik 6zelliklere sahip dort formiilasyon
secilmigtir. Boylece etkin maddenin filmlerin mekanik 6zellikleri {izerinde degisiklik
yapma olasiginin da degerlendirilmesi amaglanmaigtir:

* F6 formiilasyonu (Pharmacoat C600®: PVA; plastizer: gliserin) Orta

derecede mekanik 6zelliklere sahiptir.

113



* F7 formiilasyonu (Kollicoat® Protect; plastizer: gliserin): Orta derecede
gerilme direnci, diisiik Young modiilii ve yiliksek uzama yiizdesine sahiptir.

*F9 formiilasyonu (diisiik miktar pullulan; plastizer: propilen glikol): En
yiiksek gerilme direnci, en yiiksek Young modiilii ve diisiik uzama yilizdesine
sahiptir.

*F10 formulasyonu (yuksek miktar pullulan; plastizer: propilen glikol):

Yuksek gerilme direnci, ylksek Young modili ve diisiik uzama yiizdesine sahiptir.

Etkin madde yiiklenmeden Once secilen formiilasyonlarinin c¢dozeltilerinin

viskoziteleri 6l¢iilmiis ve iiretilen filmlerin mukadezyon ¢alismalari yapilmistir.

4.3.1.4. Film Cozeltilerinin Viskozite Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Gozeltilerin viskoziteleri 16-36 cP arasinda degismektedir. F9 ve F10
formiilasyonlarinin ~ dékiim  oOncesi  ¢ozeltiler1 diisiik  viskozite  gosterdigi
belirlenmistir. F6 ve F7 film formiilasyonlarinin dokiim oncesi c¢ozeltilerinin
viskoziteleri yaklasik olarak 1,5-2 kat yiiksek olmustur. Homojen bir film edebilmek
icin literatlirler calismalarinda c¢ok yiliksek olmayan viskozite araliklarinin
kullanilmast ve kayma incelen polimerlerden yararlanilmasi Onerilmektedir.
Viskozite homojen bir {iriin iiretebilecek sekilde kolay karisma ve yayilmaya uygun

degerde olmalidir (Hariharan ve Bogue, 2009).

4.3.1.5. Filmlerin Mukoadezyon Testinin Degerlendirilmesi

Etkin madde yiiklenen final formiilasyonlarin sublingual uygulamasinin
yapilabilmesi i¢in az da olsa adeziv 6zelliginin bulunmasi gerekmektedir. Ancak
sublingual filmin hizlica pargalanip etkin maddenin hemen sistemik dolagima
geemesi istendiginden bukkal filmler kadar yiiksek bir adevizlik derecesi
gostermelerine gerek duyulmamaktadir. Formiilasyonda kullanilan her polimerin

mukoadezivlik derecesi farklidir. Sekil 3.10°da mukoadezivligin tayini i¢in yapilan
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incelemenin sonuglarini gosteren tipik bir grafik verilmistir (F10 formulasyonu). Bu
grafikte pikin tepe noktasi filmin miisinden ayrilmas: gereken kuvveti gosterirken bu
egri altindaki alan adezyon isini gostermektedir. Pullulan iceren F9 ve F10
formiilasyonlar ile hazirlanan filmlerin nin adevizligi F6 (Pharmacoat C600®:PVA)
ve F7 (Kollicoat® Protect) formiilasyonlar1 ile hazirlanan filmlerinkinden daha
yiiksek bulunmustur (Cizelge 3.17). Pullulan igeren formiilasyonlar kendi aralarinda
kiyaslandiginda daha yiiksek plastizer oranina sahip olan F10 formiilasyonunun
adezivliginin de daha ylksek oldugu goriilmistiir (Sekil 3.10). HPMC yapisinda olan
Pharmacoat C600® polimerinin icinde proton veren karboksil gruplarinin
bulunmamasi nedeniyle notr Ozellik goOstermektedir. Bu durum polimerin

mukoadezivligini azaltmaktadir (Russo ve ark., 2016).

4.3.2. SAMe Yiiklenen Sublingual Filmlerin Uzerinde Yapilan Yapilan
Calismalarin Degerlendirilmesi

Secilen 4 formiilasyona (Pharmacoat C600®:PVA iceren F6, Kollicoat® Protect
iceren F7, pullulan iceren F9 ve F10) etkin madde yiikklenmis, ancak kurutma
isleminden sonra F6 filminde etkin maddenin film iginde gozle goriiniir sekilde bazi
noktalarda kiimelendigi, homojen bir dagilim saglamadigi ve esnek olmadigi
goriilmiistiir. F9 filminin ise kuruma isleminden sonra petriye yapistigi, petriden
¢ikarma islemi sirasinda pargalandigi belirlenmistir. Bu nedenle hem goértinlirlik hem
fiziksel oOzellikleri g6z Oniinde bulundurularak basarili olan F7 ve F10
formiilasyonlar1 tizerinden deneyler devam ettirilmis, etkin madde yiklenen F7
formilasyonuna F7S, F10 formulasyonu F10S olarak adlandirilmistir. F7S saydam,
yumusak ve elastik 6zelliklere sahiptir. F10S ise hafif beyaz renkli, F7S’ye gore daha

saydam, yumusak ve elastik 6zelliklere sahiptir.
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4.3.2.1. Filmlerde Kalinlik ve Agirhk Tekdiizeliginin Degerlendirilmesi

F7S ve F10S formiilasyonlarinin agirlik ve kalinlik sapmalar1 incelendiginde
F7S filminin kalinlik sapmasinin; F10S’in agirlik sapmasinin daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Kalinlik ve agirlik ol¢iimlerinde her formiilasyonun kesilen farkli
parcalarinda meydana gelen sapmalarin nedeninin film {iretim yontemi oldugu
distiniilmiistiir. Bolim 4.3.1.2°de anlatildigr gibi ¢oziicli buharlastirma islemi
sirasinda meydana gelen “coffee ring effect”in filmlerin kalinhik ve agirlik
tekdiizeligini olumsuz etkiledigi tahmin edilmektedir (Foo ve ark.,2018; Mampallila
ve Eral, 2018).

4.3.2.2. Filmlerin Dagilma Zamanlarmin Degerlendirilmesi

Etkin madde icermeyen F7 ve F10 ile SAMe vyuklenen F7S ve F10S
kiyaslandiginda dagilma stirelerinde biiyiik farklar goriilmemekle beraber iki
formulasyonun da dagilma siirelerinin bir miktar kisaldigi gérilmiistiir. Bu olaya
etkin madde ve polimerler arasindaki etkilesimden meydana gelebilecegi

distintiilmiistiir.

4.3.2.3. Filmlerin Mekanik Ozelliklerinin Incelenmesi

Etkin madde icermeyen F7 ve F10 ile SAMe yiklenen F7S ve F10S
kiyaslandiginda, Cizelge 4.1°de gorildiigii gibi SAMe yiiklenen F7S’in gerilme
direnci, ylizde uzama ve elastik modiil degerlerinin F7 ile kiyasla neredeyse
degismedigi; SAMe yiiklenen F10S in ise gerilme direncinin biiyiik oranda diistiigi,
yizde uzamasmin arttif1, elastik modiil degerinin ise diistiigli goriilmiistiir. Bu
belirgin diistisiin etkin madde ile polimer arasindaki etkilesimler sonucunda meydana
geldigi diistiniilmektedir. Bu noktada pullulanin plastizer gibi davranip etkin madde
zincirlerinin arasina girerek filmin esnekligini arttirdig: diistiniilmektedir (Morales ve
ark., 2013).
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Cizelge 4.1: Etkin madde icermeyen filmler ve SAMe yiklenen filmlerin mekanik dzelliklerinin
karsilastirmasi

F7 6,69+0,45 0,04+0,01 16,2+0,94
F7S 7,68+0,11 0,05+0,01 16,670
F10 25,68+4,53 1,55+0,25 1,67+0,17

F10S 2,31+0,62 0,09+0,08 3,64+2,71

4.3.2.4. Filmlerin Mukoadezyon Testinin Degerlendirilmesi

Mukoadezyon, miisin ve polimerler arasindaki kimyasal etkilesimleri igeren
kompleks bir suregctir. Etkin madde icermeyen F7 ve F10 ile SAMe yuklenen F7S ve
F10S kiyaslandiginda, Cizelge 4.2°de goriildiigii tizere hem F7S’in hem de F10S’in
kopma kuvvetlerinde diisiis meydana gelmistir. Etkin maddenin eklenmesi filmlerin

musin tabakasina adezyonunu azaltmistir.

Cizelge 4.2: Etkin madde icermeyen filmler ve SAMe yuklenen filmler

F7 60 1,22+0,07 0,25+0,11
F7S 60 0,25+0,04 0,1+0,07

F10 60 2,71+0,21 2,11+1,43
F10S 60 0,28+0,01 0,13+0,09
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4.3.2.5. Filmlerin I¢erik Tekdiizeliginin Incelenmesi

F7S formulasyonu ile hazirlanan filmin % etkin madde igerigi 40,39+6,03; F10S’in
% etkin madde igerigi 62,24+4,92 olarak bulunmustur. Etkin madde igerigi
Olculirken filmlerdeki etkin madde miktarinin 6l¢iimiinde homojen ve tekrarlanabilir
sonuglar elde etmek amaciyla filmin kenarlart atilip orta kisimlarindan numuneler
alinmistir. Ancak bu durum etkin madde miktarmin diisiik bulunmasina neden
olmustur. B6lim 4.3.1.2°de anlatildig1 gibi ¢6ziicii buharlastirma yontemi ile Gretilen
filmlerde ¢oziinmiis bilesenler petri kenarlarina dogru hareket etmektedir. Coziinmiis
etkin maddenin ve polimerlerin petrinin kenarlarina go¢ etmesi kenarlardaki kalinligi
arttirmisg, etkin maddenin bu bolgelerde yogunlusmasina neden olmustur. Bu durumu
teyit etmek i¢in kenarlardan da numune alinip 6l¢iim yapilmistir. F7S formulasyonu
ile hazirlanan filminetkin madde igerigi %79,98; P10S’in etkin madde igerigi %89,91
bulunmustur. Bu sonuglara dayanarak petride ve ¢eker ocak altinda kurutma
tekniginin uygun olmadigi goriilmiistiir. Sonraki ¢alismalarda alinacak film tiretim
cihaziyla filmlerin agirlik, kalinlik ve igerik tekdiizeliginin iyilestirilecegi tahmin

edilmektedir.

4.3.2.6. Filmlerden Etkin Madde Salim Profillerinin Degerlendirilmesi

F7S ve F10S karsilastirildiginda her iki filmden de ilk 10 dk’da etkin maddenin
neredeyse tamaminin ¢oziinme ortamina gegtigi gozlenmistir. Matematiksel
modellerden salim verilerine en uygun modelin se¢imi, determinasyon katsayisina
(R?), ayarlanmus belirleme katsayisina, Akaike Bilgi Kriteri (AIC) ve Model Segim
Kriterine (MSC) gore belirlenmektedir. AIC, model sec¢iminde kullanilan bir
Olcuttlr. Disiik bir AIC degeri, hangi modelin daha uygun oldugunu gdstermektedir.
MSC degerinin, 2 veya 3'ten blyuk olmasi da yine modelin uyumlulugu hakkinda
fikir veren 6nemli bir parametredir (Ergin ve ark., 2019; Salome ve ark., 2013). Bu
kriterler g6z Onune alindiginda ve filmlerden etkin madde saliminin

degerlendirilmesinde hem salim hiz1 hakkinda hem de mekanizmas1 hakkinda bilgi
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veren bir model oldugundan dolayi her iki filmden (F7S ve F10S) etkin madde ¢ikis1
icin en uygun modelin Weibull modeli oldugu belirlenmistir. Weibull modeli igin T4
degerleri F7S icin 2,66, F10S igin 3,11 olmustur. B degerleri ise F7S igin 0,3250 ve
F10S icin 0,9436 olarak belirlenmistir. Weibull modeline gére B>1 olmasi
baslangicta yavas etkin madde salimini takiben hizla bir platoya ulagilmasi seklinde
olusan can egrilerini ifade etmektedir. B<1 oldugunda ise baslangigta hizli etkin
madde salimin1 takiben basit birinci derece egri ile uyumlu hizda platoya ulasilmasi

s0z konusudur. Her iki filmin de B degerleri 1°den kiigiik bulunmustur.

4.3.2.7. In vitro Permeasyon Cahsmalarimin Degerlendirilmesi

Filmlerden etkin maddenin permeasyonu Boliim 3.3.2.11°de anlatildig: gibi iki
farkli yontem ile belirlenmistir. Dikey difiizyon hiicreleri kullanilarak yapilan
calismada F7S filminden etkin maddenin permeabilite katsayis1 424,82x10° cm/saat,
F10S filminden etkin maddenin permeabilite katsayis1 452,23x10° cm/saat olarak

belirlenmistir.

SAMe’nin PAMPA permeasyonu incelendiginde saf SAMe ¢ozeltisi ile F7S ve
F10S numunelerinden etkin madde permeasyonunun ilk 3 saatte sirasiyla %0,012,
%0,019 ve %0,007 oldugu goriilmiistiir. Uclincli saatten sonra etkin madde
membrandan reseptor faza gegmeye baslamigtir. PAMPA dondr kuyucuklarina film
parcasi konularak permeasyon tayini yapilamamistir. Bunun nedeni Sink kosulun
bozulmasidir. Film pargast koymak yerine Bolim 2.2.3.5’te anlatildigi gibi film
kesilerek sudaki ¢ozeltisi hazirlanip seyreltilerek kuyucuga konulmustur. Saf etkin
maddenin permeabilite katsayis1 55,5x10° cm/saat, F7S filminden 93x10° cm/saat

ve F10S filminden 544x10°® cm/saat bulunmustur.

Pullulan iceren F10S’ten permeasyonun Kollicoat® Protect iceren F7S’e gore

daha yiliksek olmasiin nedeninin pullulanin yapisindaki OH gruplarinin katyonik

119



SAMe ile bag olusturarak hidrofobik hale getirmesi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Lipit
membrandan hidrofobik etkin maddelerin gecisi daha yiiksektir. Ayrica her iki filmin
de igeriklerinde bulunan plastizerler etkin maddenin ¢6ziiniirliigiini arttirmas,
permeasyon arttirict olarak etki gostermislerdir. F10S formiilasyonunda bulunan
propilen glikol lipitler iizerinde etkili olmamasina ragmen proteinlerin hidrojen
baglanma bolgeleri icin yarisma yetenegine sahiptir. Protein denatiirasyonu, hucreler
arast lipitlerin akiskanlagsmasi, yerlesimlerinin degismesi veya hiicreler arasi
delaminasyon ve genisleme gibi etkiler yaratarak bariyer fonksiyonunu

degistirebilmektedir (Vijaya ve ark., 2011)

Dikey diftizyon hicreleri ile PAMPA sisteminde permeasyonun farkl
olmasinin temel nedeninin PAMPA sistemindeki lipit membran oldugu

diistiniilmektedir.

4.3.2.8. Film Formiilasyonlarinda Etkin Madde ve Yardimc1 Madde
Etkilesimlerinin Degerlendirilmesi

Sekil 3.24 ve Sekil 3.25’te SAMe igin 51,90°C ve 78,45°C’de endotermik
gecis pikleri ve 109,21 °C’de bir endotermik pik gozlenmistir; 149,45°C’de kuglk
bir endotermik pik mevcuttur ve bu pik literatiir verilerine gére SAMe’nin erime
noktasina karsilik gelmektedir. SAMe’nin SEM mikrograflarinda gorildigi gibi
yapisal olarak mikrokiireler ve toz partikiilleri seklindedir (Sekil 3.26). DSC
bulgulart etkin maddenin hem amorf formda hem de kristalen halde bulundugunu
gostermektedir. Sekil 3.24’te Kollicoat® Protect-SAMe fiziksel karisiminda etkin
maddenin erime noktasina iliskin pik yine 149,45°C’de gOrilmektedir. F10S
filmlerinin termograminda ise etkin maddenin bu piki bulunmamaktadir. Bu durum
etkin maddenin polimer icinde amorf halde bulundugunu gdstermektedir. Sekil
3.25°’te hem pullulan-etkin madde fiziksel karistminda hem de filmlerde etkin

maddenin tamamen amorf durumda bulundugu anlagilmaktadir.
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Pullulan mukoadeziv polimerler arasinda yer almaktadir. Yart Kristalen
yapidadir. Bukkal mukoadeziv film hazirlanmasi i¢in pullulanin kullanildigi bir
calismada camsi gegis sicakligl 63,08 °C ve kristalen erime noktas: 118,18 °C olarak
bulunmustur (Vila ve ark., 2014). Sekil 3.22’de verilen termogram incelendiginde
pullulan igin 120 °C’ civarinda gozlenen endotermik gegisin maddenin erimesine

iliskin oldugu anlasilmaktadar.

4.3.2.9. Filmlerin ve Etkin Maddenin SEM Goruntulerinin Degerlendirilmesi

Sekil 3.26 C ve D’de goriildiigii gibi pullulan igeren F10 ve F10S filmlerinin
puruzsiz, diizgiin gorinimli oldugu gdzlemlenmistir. Etkin madde film i¢inde
tamamen ¢oziinmils durumdadir. Pullulan filmlerin goriintiileri literatiir verileriyle
uyumludur (Chang ve ark., 2019). Sekil 3.26 E ve F’de ise pullulan filmlerin
kalinlig1 gozlenmektedir. Pullulan filmlerin kalinlig1 dlgiilen kalinliklart (95,56 pm)
ile ortiismektedir. Kollicoat® Protect filmlerin gériintiileri incelendiginde filmin
poroz yapist dikkati ¢ekmektedir. Bu poréz yapinin, film olusumu sirasinda hizli su
buharlagsmasi nedeniyle biiziilmelerden veya kuruma sirasinda molekiiler polimer
zincirlerinin  kristalen bolgeler olusturmak {izere yeniden diizenlenmesinden
kaynaklanabilecegi belirtilmektedir. Elde edilen bu goéruntu literatiir verileri ile
uyumludur (Xu ve ark., 2014; Traore ve ark., 2018). SAMe’nin goriintiileri

incelendiginde mikrokiireler ve toz partikiilleri seklinde oldugu gézlemlenmistir.

4.3.2.10. Filmlerin Stabilitelerinin incelenmesi

Filmlerin stabiliteleri incelendiginde Kollicoat® Protect iceren F7S filminin
nem igeriginin hem 20. hem de 40. giinlerde artig gosterdigi, buzdolabinda saklanan
filmlerin nem igeriginin oda sicaklifina gore daha cok arttifi gdzlemlenmistir.
Filmlerin etkin madde yiizdeleri incelendiginde buzdolabinda saklanan numunelerin

etkin madde yiizdelerinin oda sicakliginda saklananlara gore daha yiiksek oldugu
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gbzlenmistir. Bu ylizden F7S formiilasyonunun saklanmasi i¢in buzdolabi daha

uygun bulunmustur.

Pullulan iceren F10S filminin nem igerigi incelendiginde 20. giin sonunda her
iki ortamda da nem igeriginin artis gosterdigi belirlenmistir. Filmlerden etkin madde
tayini yapildiginda oda sicakliginda saklanan numunenin etkin madde miktarinin
daha yiksek oranda muhafaza edildigi goriilmistiir 40. giin sonunda buzdolabinda
saklanan film Orneklerinin aliiminyum folyolara yapistig1 goriilmiis, bu yiizden bu

filmlerin miktar tayinleri ve nem igerigi 6l¢Umleri yapilamamistir.

Her iki filmin de 20. ve 40. gunlerden sonra yapilan O6l¢iimlerinde nem
iceriklerinin arttig1, filmler icindeki SAMe miktarinin azaldigr gozlemlenmistir
(Cizelge 3.24). Bu azalmalarin polimer etkin madde etkilesimlerinden
kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. Bunun yani sira formiilasyonlarda bulunan
polimerlerin  hidrofilik 06zellikleri nedeniyle ortamdaki nemi absorplayarak
oksidasyon ve hidrolize kars1i dayaniksiz olan SAMe’nin kimyasal stabilitesini
bozdugu diisiiniilmektedir. Ayrica F7S formiilasyonunda bulunan gliserin ve F10S
formilasyonunda bulunan propilen glikolin higroskopik etkili plastizerlerdir.
Higroskopik  ozelliklerine bagli olarak  ortamdaki nemi absorpladiklari

diistiniilmektedir.

Filmlerin stabilite problemlerini ¢6zmek amaciyla tekrar {iiretim yapildiginda
filmlerin havayla etkilesiminin kesilip nem artist sorununu engellemek ve
olusabilecek oksidasyonlar1 onlemek amaci ile hava ve 151k gecirmeyen Ozel
ambalajlama teknikleri kullanilabilir ve formiilasyona antioksidan eklenebilir. Elde
edilen sonuglara gore oda sicakliginda saklanan F10S’in ve buzdolabinda saklanan

F7S’in stabilitesi daha iyi bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada bir endojen madde olan SAMe’nin sublingual film dozaj formu
hazirlanmis, bdylece sublingual alandan dogrudan emiliminin saglanarak GI
sistemde degradasyondan ve hepatik ilk gegis etkisinden korunmasi tasarlanmistir.
Sublingual hizli ¢6ziinen dozaj formu seklinde hazirlanmasinin, 6zellikle yaslh
hastalar, yatan hastalar ve psikiyatrik rahatsizliga sahip olan hasta/hasta yakinlarina

uygulama ac¢isindan kolaylik saglayacagi ongoriilmiistiir.

Hem Kollicoat® Protect iceren F7S hem de pullulan iceren F10S
formiilasyonlari ile hazirlanan filmler 6zellikleri bakimindan kabul edilebilir olsa da
pullulan igeren F10S formiilasyonu % etkin madde iceriginin daha yiliksek olmasi,
daha hizli dagilmas1 ve etkin madde ¢ikisinin daha hizli olmasi nedeniyle optimum
formiilasyon olarak belirlenmistir. Bununla birlikte her iki formiilasyonda da
tyilestirme ¢aligsmalarinin yapilmas: gerekecektir. Etkin madde igeriginin arttirilmasi
icin, kullanilan iretim yontemi {izerinde modifikasyonlar yapilabilecegi
diistiniilmektedir. Film dokme cihaz1 kullanilarak hazirlanan filmler kalinlik, agirlik
ve etkin madde dagilimmi daha homojen bir sekilde saglayacag: icin filmlerin
Ozelliklerini iyilestirecegi tahmin edilmektedir. Her iki formiilasyonun tadini
diizeltmek amaciyla tatlandirict ve aroma vericiler, mukozadan emilimlerini
arttirabilmek i¢in permeasyon arttiricilar ve stabilitelerini arttirabilmek amact ile
antioksidan maddelerin ilavesi ile film formilasyonlarinin  gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Ayrica filmlerdeki etkin maddenin stabilitesini arttirabilmek
amaci ile hava ve 151k gecirmeyen kapali ambalajlama sistemi kullanilmasinin yararl
olacagi tahmin edilmektedir. Formiilasyon optimizasyonlar1 yapildiktan sonra,
antidepresan etkisinden faydanilmak {iizere iirliniin ticarilestirilebilmesi miimkiin

olacaktir.
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OZET

Transmukozal Etkin Madde Salim icin S-adenozil-L-metiyonin’in (SAMe) Hizh
Coziinen Sublingual Filmlerinin Tasarimi ve Degerlendirilmesi

Bu tez ¢aligmasinda endojen bir molekiil olan SAMe’nin hizli ¢6ziinen sublingual film
dozaj formlarinin hazirlanmasi ve olusturulan filmlerin gereken kontrol c¢alismalarinin
yapilmasi hedeflenmistir. SAMe, S-adenozil, L metiyonin sentetaz enzimi tarafindan katalize
edilen bir reaksiyonla sentezlenmektedir. Bu reaksiyonda reaksiyona giren maddeler L-
metionin ve adenosin trifosfattir. SAMe, tek karbon déngiisii yolu ile L-metionin amino
asitinden sentezlenmektedir. DNA ve RNA nikleik asitleri, fosfolipitler, proteinler,
epinefrin, melatonin ve kreatinin biyosentezinde rol oynayan metil radikali dondruddr.
SAMe, beyinde ¢esitli ndrotransmitterin sentezine dahil oldugundan dolay1 antidepresan
Ozelliklere sahip oldugu varsayilmaktadir. Baz1 klinik ¢alismalar degisen dozlarda oral veya
parenteral yollardan uygulan SAMe’nin depresyon tedavisinde plasebodan daha {istiin ve
trisiklik antidepresanlarla karsilastirilabilir seviyede etkili oldugunu géstermistir.

SAMe’nin gastrointestinal (GI) sistemde degradasyona ugramasi ve karacigerde ilk
gecis etkisine ugramasindan dolayr verilen dozun yaklasik %1°1i sistemik dolasima
gecebilmektedir. Etkili bir tedavi igin biyoyararlanimi arttirilmalidir. Bu c¢alismada
SAMe’nin biyoyararlanimini ve stabilitesini arttirabilmek, gézlemlenen yan etkileri en aza
indirilebilmek amaci ile SAMe’nin hizli ¢6ziinen sublingual filmlerinin formiilasyonlar
hazirlanmigtir. Film formiilasyonlarinda film olusturucu olarak Pharmacoat C600®, PVA,
Polivinil alkol-polietilen glikol graft kopolimer (Kollicoat® Protect ) ve pullulan; plastizer
olarak gliserin, PEG400, propilen glikol ve sitrik asit kullanilmistir. Film hazirlama yontemi
olarak ¢Ozilicii buharlastirma yontemi tercih edilmistir. Filmlerin kalinhik ve agirlhik
tekdiizeligi, dagilma zamani, katlanma dayanimi, mekanik 6zellikleri incelenmistir. Ayrica
filmlerden etkin madde salim profilleri incelenmis, mukoadezyon c¢aligmalari1 ve permeasyon
calismalar1 yapilmustir. Pullulan iceren film formilasyonu, yiizde etkin madde igeriginin
daha yiiksek olmasi, daha hizli dagilmasi ve etkin madde c¢ikisinin daha hizli olmasi
nedeniyle optimum formiilasyon olarak belirlenmistir.

Sonug olarak SAMe’nin sublingual film formunda hazirlanmasinin biyoyararlanimi
arttirabilecegi, aym1 zamanda uygulama kolayligi saglayacagi i¢in hasta uyuncunu
gelistirebilecegi On gortlmektedir. Yapilan kontrol testlerinin sonucunda segilen
formiilasyonun, daha detayli caligmalara tabi tutularak fonksiyonlarinin gelistirilmesi
mumkdndr.

Anahtar Sozciikler: Kollicoat® Protect , Pullulan, SAMe, Sublingual film.
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SUMMARY

Design and Evaluation of Fast Dissolving Sublingual Films of S-adenosyl L-metionine
(SAMe) for Transmucosal Active Substance Release

In this thesis, preparing fast dissolving sublingual film dosage forms of SAMe, which
is an endogenous molecule, and evaluating these films are aimed. SAMe is formed by a
reaction that is catalyzed by S-adenosyl, L-metionine synthetase enzyme. The substances
used in this reaction are L-metionine and adenosine triphosphate. SAMe is synthesized from
L-metionine amino acid with single carbon cycle pathway. It is a methyl radical donor that
plays a role in the biosynthesis of DNA and RNA nucleic acids, phospholipids, proteins,
epinephrine, melatonin and creatinine. Since SAMe is involved in the synthesis of various
neurotransmitters in the brain, it is assumed to have antidepressant properties. Some clinical
studies have shown that SAMe administered at varying doses orally or parenterally is
superior to placebo and comparable to tricyclic antidepressants in the treatment of
depression.

As SAMe is degraded in the gastrointestinal (GI) system and affected by a first-pass
effect in the liver, approximately 1% of the dose can pass into the systemic circulation.
Bioavailability is needed to be increased for effective treatment. In this thesis, formulations
of SAMe’s fast dissolving sublingual films were prepared in order to increase the
bioavailability and stability of SAMe and to minimize the observed side effects. In film
formulations, HPMC based Pharmacoat C600®, PVA, polyvinyl alcohol-polyethylene glycol
graft copolymer (Kollicoat Protect) and pullulan are used as film forming agents; glycerin,
PEG400, propylene glycol and citric acid were used as plasticizers. The solvent casting
method was preferred as the film preparation method. Thickness and weight uniformity,
disintegration time, folding endurance and mechanical properties of the films were
investigated. In addition, dissolution, mucoadhesion, and permeation studies were
performed. The film formulation containing pullulan was determined as the optimum
formulation because of its higher drug content, faster disintegration and faster drug release.

In conclusion, it has been found that the preparation of SAMe in sublingual film form may
increase bioavailability and improve patient compliance as it provides ease of application.
The formulation selected by the result of characterization tests might be improved after
further studies.

Keywords: Kollicoat® Protect , Pullulan, SAMe, Sublingual film.
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Eczacilik Fakiiltesi — Eczacilik

Universita della Calabria | Cosenza | Italy
Department of Pharmacy, Health and
Nutritional Sciences

Lise (09.2006 — 06.2010)
Nermin Mehmet Ceki¢ Anadolu Lisesi |
Ankara | Turkiye

ilké gretim (09.1998 — 06.2006)
Refika Aksoy Ilkdgretim Okulu Ankara |
Tarkiye

Eczaci

Cagda Gizem Eczanesi eczaci ve mesul
mudur (07.2017- devam ediyor)
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VI- Bilimsel Ilgi Alanlar
VI1I- Bilimsel Etkinlikler

Aldig1 burslar

Transmukozal Etkin Madde Salimi igin
S-adenozil-I-metiyonin’in (SAMe) hizli
¢Ozunen sublingual filmlerinin tasarimi
ve degerlendirilmesi, TUBITAK

PROJESI, Bursiyer, 1.09.2019- devam
ediyor)
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