37

OzZET

GLATIRAMER ASETAT iCEREN DEPO SISTEMI

Mevcut bulus, glatiramer asetatin ve glatiramerin farmakolajik olarak kabul edilebilir diger
5  tuzlarinin uzun etkili dozaj formlari ile ilgilidir. Ozellikle tercih edilenler, glatiramer asetatin

uzatilmis salimi icin depo sistemleri ve diger implante edilebilir sistemlerdir.
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ISTEMLER

. Terapotik olarak etkili miktarda glatiramer asetat ve farmasétik olarak kabul edilebilir

biyvobozunur bir tasiyic olarak poli(D,L-laktit-ko-glikolit) (PLGA) iceren uzun etkili bir
parenteral farmasotik bilesim elup, bilesim 20 ila 750 mg arasinda bir glatiramer
asetat dozu ile haftada bir kereden 6 ayda bir kereye kadar bir dozlama programi igin
uygun bir siirekli saliml depo formundadir,

ozelligi; bilesimin terapdtik olarak etkili miktarda glatiramer asetat iceren bir i¢ sulu
faz, PLGA igeren suyla karismayan bir polimerik faz ve bir dis sulu fazi icermesi ve
bilesimin bir su icinde yag icinde su ¢ift emilsiyonlastirma prosesi ile hazirlanan

mikropartikiller formunda olmasidir.

istem 1’e gére farmasotik bilesim olup, dzelligi; ihtiyac duyan bir denekte tibbi olarak

kabul edilebilir bir konuma implantasyonu igin uygun depo formunda olmasidir.

istem 1 veya 2've gdre farmasotik bilesim olup, dzelligi; 2 haftada bir ila ayda bir

seferlik bir dozlama programi igin uygun olmasidir.

istem 1 veya 2've gére farmasdtik bilesim olup, 6zelligi; glatiramer asetatin 0,14
glutamik asit, 0,43 alanin, 0,10 tirozin ve 0,33 lizin mol oranlaninda L-alanin, L-

glutamik asit, L-lizin ve L-tirozin igermesidir.

istem 1 veya 2'ye gére farmasétik bilesim olup, 6zelligi; subkiitan veya intramiskiiler

implantasyon icin uygun olmasidir.

istem 1’e gore farmasdtik bilesim olup, 6zelligi; dis su fazin polivinil alkol {PVA),
polisorbat, polietilen oksit-polipropilen oksit bloek kopolimerleri ve seliiloz esterleri

arasindan secilmis bir ylizey aktif madde icermesidir.

istem 1 ya da 2'ye gére farmasétik bilesim olup, dzelligi; bilesimin lokal ve/veya
sistemik seviyede yan etkilerin sikhginin ve/veya siddetinin azalmasiyla birlikte
glatiramer asetatin ticari olarak temin edilebilen ginlik enjekte edilebilir dozaj
formlarina esit ya da Ustin terapétik etkinlik saglamasi ve bilesimin ayrica bir denekte

glatiramer asetatin bir cabuk salimh formilasyonunun biyik dlgiide benzer bir dozu
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ile karsilastinldiginda glatiramerin  uzatilmig  salimini  veya uzatilmig etkisini

saglamasidir.

istem 1’e gére farmasétik bilesim olup, dzelligi; multipl sklerozun tedavisinde

kullanim i¢in olmasidir.

istem 8'e gdre multipl sklerozun tedavisinde kullanim icin farmasétik bilesim olup,
ozelligi; glatiramer asetatin en az bir baska aktif madde ile kombinasyon halinde

uygulanmasidir.
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TARIFNAME

GLATIRAMER ASETAT iCEREN DEPO SISTEMI

Bulusun Alani

Mevcut bulus, glatiramer asetatin ve glatiramerin farmakolojik olarak kabul edilebilir diger
tuzlarinin uzun etkili dozaj formlar ile ilgilidir. Ozellikle tercih edilenler, glatiramer asetatin

uzatilmis salimi icin depo sistemleri ve diger implante edilebilir sistemlerdir.
Bulusun Arka Plani
Glatiramer Asetat

Glatiramer asetat olarak da bilinen ve Copaxone® ticari ismi altinda pazarlanan kopolimer-1;
L-glutamik asit, L-alanin, L-tirozin ve L-lizin iceren polipeptitlerin asetat tuzlarini icerir. Amino
asitlerin ortalama molar fraksiyonlan sirasiyla 0,141, 0,427, 0,095 ve 0,338'dir ve kopolimer-
1'in ortalama molekdl agirhg 4,700 ila 11,000 dalton arasindadir. Kimyasal olarak, glatiramer
asetat L-alanin, L-lizin ve L-tirozin, asetat (tuz) iceren L-glutamik asit polimeri olarak
adlandiribr.  Yapisal formili  asagidaki gibidir: (Glu, Ala, Lys, Tyr)xCH;COOH
(CsHgNO4_C3H7NO;_CH14N205 CoHiiNO3)xCoH40, [CAS - 147245-92-9], vyaklasik oran
GlusAlassTyriolyzzax{(CH3COOH);. Copaxone®, subkiitan enjeksiyon icin berrak, renksiz ila
hafif sari, steril, pirojenik olmayan bir ¢ézeltidir. Her mililitre 20 mg glatiramer asetat ve 40

mg mannitol icerir. Cozeltinin pH arahgi yaklagik 5,5 ila 7,0'dir.
Etki mekanizmasi

Glatiramer asetat, miyelin bazik proteininde bulunan dort amino asitten olusan bir random
polimerdir {ortalama molekll kitlesi 6,4 kD'dir). Glatiramer asetat icin etki mekanizmasi
bilinmemektedir, ancak bu kopolimerin bazi 6nemli immdinolojik ozellikleri aydinliga
kavusmustur. Kopolimer-1'in uygulanmasi, T hilicrelerini pro-enflamatuar Thl hiicrelerinden
enflamatuar yaniti {FDA Copaxone® etiketi} baskilayan dlzenleyici Th2 hiicrelerine kaydirir.
Miyelin bazik proteinine benzerligi géz &nlne alindiginda, kopolimer-1 ayni zamanda

miyeline karsi bir otoimmdiin yaniti baska bir yone ¢evirmek icin bir tuzak olarak da islev
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gdrebilir. Bununla birlikte, kan-beyin bariyerinin bdtdnldgd, en azindan tedavinin erken

asamalarinda, kopolimer-1 tarafindan énemli élctide etkilenmez.

Kopolimer-1, cesitli tirlerde miyelin bazik proteini (MBP) {(Sela M vd., Bull Inst Pasteur (1990)
88 303-314), proteolipid protein (PLP) (Teitelbaum D vd., J Neuroimmunol (1996) 64 203-
217) ve miyelin cligodendrosit glikoprotein {MOG) {Ben-Nun A vd., J Neurol {1996} 243
(Suppl 1} S14-522} gibi tUm miyelin antijenlerini iceren fare spinal kord homojenati (MSCH)
dahil olmak lizere cesitli ensefalitejenlerin indikledigi deneysel alerjik ensefalomiyeliti {EAE)
baskiladigi gosterilen bir otoantijen degildir. EAE multipl skleroz igin kabul edilen bir

modeldir.

Kopolimer-1'in deri altindan, intraperitoneal, intravendz veya intramuskiler yoldan enjekte
edildiginde aktif oldugu kanitlanmistir {Teitelbaum D vd., Eur J Immunol (1971) 1 242-
248;Teitelbaum D ve dig., Eur J Immunol (1973} 3 273 -279). Faz Il klinik ¢calismalarinda,
glnliik subkitan kopolimer-1 enjeksiyonlarinin, engellilik halinin ilerlemesini yavaslattig ve
alevlenen-diizelen multipl sklerozda niks oranini azalttifi bulunmustur {Johnson KP,
Neurology (1995) 1 65-70; www.copaxone.com). Kopolimer-1 terapisi su anda giinliik
subkitan uygulama ile sinirhdir. Yutma veya inhalasyon yoluyla kopolimer-1 ile tedavi,US
6,214,791'deagiklanmistir, ancak bu uygulama yollarinin, insan hastalarda klinik etkinlige

ulastigr gosterilmemistir.
Etkinlik

Niikseden-Diizelen Multipl Skleroz (RR MS} hastalarinda relapslarin sikligint azaltmada
glatiramer asetatin etkinligini destekleyen kanitlar, her ikisi de 20 mg/gun glatiramer asetat
dozunu kullanan iki plasebo kontrolli c¢alismadan elde edilmisti. RR  MS'nin
(www.copaxone.com) plasebo kontrolli c¢alismalarinda baska bir doz veya doz rejimi
arastinlmamigtir. Onaylanmis 20 mg'lik dozun ve 40 mg'lik dozun karsilastirmali bir deneyi,
bu dozlar arasindaki etkinlik agisindan onemli bir farkhhk g&stermemistir (2006
calismasi;Cohen JA vd., Neurology (2007) 68 939-944). Glatiramer asetatta c¢esitli klinik
calismalar devam etmektedir. Bunlar, daha yliksek dozda glatiramer asetatla ¢alismalan (40
mg - FORTE calismasi); Klinik izole Sendromlu hastalarda (PreClSe c¢alismasi) yapilan
calismalar ve ayrica glatiramer asetatin baska bir aktif irin ile birlikte veya art arda verildigi

sayisiz kombinasyon ve indlksiyon protokollerini icerir.



10

15

20

25

30

Yan etkiler

Su anda, hepsi spesifik olarak onaylanmis multipl skleroz tedavileri, aktif maddenin tek
basina enjeksivonunu icerir. Siklikla gézlenen enjeksiyon holgesi problemleri arasinda
iritasyon, asin duyarhlik, inflamasyon, agri ve hatta nekroz (interferon 1B tedavisi

durumunda) ve disiik diizeyde hasta uyumu bulunur.

Yan etkiler genellikle enjeksiyon bdlgesinde {enjeksiyon bdélgesi reaksiyonu) agri, ates ve
Gsimeyi icerir. Bu yan etkiler dogasi geregi genellikle hafiftir. Bazen, enjeksiyondan birkag
dakika sonra kizarma, nefes darligi, anksiyete ve hizli kalp atimini iceren bir reaksiyon
meydana gelir. Bu yan etkiler otuz dakika icinde yatisir. Zamanla, lipoatrofi olarak bilinen yag
dokusunun lokal yikimi nedeniyle enjeksiyon bélgesinde gdriinlr bir ¢ukur gelisebilir. Bu

nedenle alternatif bir uygulama yontemi arzu edilir.

FDA'min receteleme etiketine gore, glatiramer asetat icin daha ciddi yan etkiler bildirilmistir,
bunlar viicudun kardiyovaskiler sistemi, sindirim sistemi (karaciger dahil), hemik ve lenfatik
sistemi, kas-iskelet sistemi, sinir sistemi, solunum sistemi, dzel duyular (6zellikle gozler),
Urogenital sistemindeki ciddi yan etkileri icerir; ayrica metabolik bozukluklar ve beslenme
bozukluklarn bildirilmistir; ancak glatiramer asetat ile bu olumsuz etkiler arasinda kesin bir

baglanti belirlenememistir (FDA Copaxone® etiketi).
Depo Sistemleri

intravendz (IV), intramuskiler (IM) veya subkiitan {SC) enjeksiyonla parenteral yol, hem
kiiciik hem de buyiik molekdl agirhikh ilaclar icin en yaygin ve etkili iletim seklidir. Bununla
bhirlikte, igne c¢ubuklarina bagl agrn, rahatsizhk ve zorluk nedeniyle bu ilag iletim modu
hastalarin en az tercih ettigi moddur. Bu nedenle, en azindan toplam enjeksiyon sayisini
azaltabilen herhangi hir ilag iletim teknolojisi tercih edilir. Uygulamada ilag dozlama
sikhgindaki bu gibi azalmalar, ilaclan yavas ama éngérilebilir bir tarzda salabilen ve sonug
olarak uyumu arttirabilen enjekte edilebilir depo formilasyonlarinin kullanimiyla elde
edilebilir. Cogu ilag icin, doza bagh olarak, enjeksiyon sikligini giinliik uygulamadan ayda bir
veya iki kez veya daha uzun (6 ay) bir aralia azaltmak mimkin olabilir. Hasta konforunu
arttirmaya ek olarak, depo formiilasyonlari formunda daha az siklikta ilag enjeksiyonu,
tepeleri ve vadileri ortadan kaldirarak plazma konsantrasyon-zaman profilini yumusatir.

Plazma profillerinin bu sekilde duzlestirilmesi, ¢ogu durumda terapdtik fayday arttirmakla
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kalmaz, ayni zamanda genellikle blytk molekdl agirlikli ilaglar ile iliskili imminojenisite vb.

gibi istenmeyen olaylari da azaltir.

Mikropartikiller, implantlar ve jeller, viicuttaki ilaclarin salinmasini uzatmak icin kullanilan en
yaygin bhiyobozunur polimerik cihazlardir. Mikropartikiiller, enjeksivondan hemen &énce hir
sulu ortam icinde siispanse edilir ve slspansiyonlara %40 kadar kati madde yiiklenebilir.
implant/cubuk formiilasyonlari, kuru haldeki 6zel igneler yardimiyla sulu bir ortama gerek
kalmadan SC/IM dokusuna iletilir. Cubuklarin/implantlarin bu 6zelligi, daha yiksek kitle
formilasyonlanmin yani sira daha yiiksek ilag iceriginin verilmesine de olanak tanir. Dahasi,
cubuklarda/implantlarda, baslangic plskiirme problemleri, mikropartikillere kiyasla
implantlardaki cok daha kiciik alan nedeniyle en aza indirilir. Biyobozunur sistemlerin yani
sira, vicut disina takilabilen, biyobozunur olmayan implantlar ve inflizyon pompalan da
bulunmaktadir. Biycbozunur olmayan implantlar, sadece cihazi SC/IM dokusuna implante
etmek icin degil, aynmi zamanda ila¢ salimindan sonra ¢ikarmak igcin de doktor ziyareti

gerektirir.

Mikropartikilli preparasyonlan iceren enjekte edilebilir bilesimler problemlere &zellikle
yatkindir. Mikropartikil sspansiyonlari, diger enjekte edilebilir stispansiyon tiplerindeki
%0,5-5 katiya kiyasla %40 kadar kati madde icerebilir. Ayrica, enjekte edilebilir depo
driinlerinde kullanilan mikropartikiller, IM veya SC uygulamasi igin tavsiye edilen 5 pm'den
daha kiiclik bir parcacik boyutu ile karsilastinldiginda, yaklasik 250 pum (ortalama 60-100 pm)
blyoklige kadar gikabilir. Daha biiyik kati parcacik boyutunun yani sira daha yiksek kati
madde konsantrasyanlari, enjeksiyon igin daha biyiik bir igne boyutunu (18-21 gauge civari)
gerektirir. Genel olarak, daha bilyik ve rahatsiz edici ignelerin daha seyrek kullanimina
ragmen, hastalar daha kigik bir igne ile giinlik ilag enjeksiyonlarina kiyasla daha az sikhkla

uygulanan dozaj formlari tercih etmektedir.

Poli(laktik asit) (PLA)'nin biyobozunur poliesterleri ve poli (laktit-ko-glikolit) (PLGA) olarak
adlandinlan laktit ve glikolit kopolimerleri, biyobozunur dozaj formlarda kullanilan en yaygin
polimerlerdir. PLA hidrofobik bir molekiildiir ve PLGA, daha hidrofilik glikolit gruplarinin
varligi nedeniyle PLA'dan daha hizli bozunur. Bu biyo-uyumlu polimerler, viicutta normal
metabolik bilesikler olan laktik asit ve glikolik asidi olusturmak icin ester baglarinin rastgele,
enzimatik olmayan, hidrolitik bolinmesine ugrarlar. Emilebilir dikisler, klipsler ve implantlar

bu polimerlerin en erken uygulamalaridir. Glney Arastirma Enstitisd, 1970 vilinda ilk
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sentetik, emilebilir dikisi (Dexon®) gelistirmistir. PLGA polimerlerinin sirekli salimli bir dozaj

formunda kullammini tarif eden ilk patent 1973'te (US 3,773,919} ¢ikmistir.

WO 2005/070332 Al belgesi, sinir sistemi bozukluklar icin kiiclik molekilli ilaclarin uzun

slreli salinmasi icin uzun sdreli iletim formdlasyonlart ile ilgilidir.

WO 2005/041933 Al belgesi, oral uygulama icin bir nanoparcacik ve buna elektrostatik
olarak eklenmis herhangi bir peptit, bir polisakkarit veya bir glikoproteini iceren farmasotik

bilesimlere iliskindir.

WO 2005/035088 A2 belgesi, bir aktif maddenin kiresel parcaciklarinin kontrollt faz ayrimi

ile hazirlanmasina yénelik ydntemlerle ilgilidir.

US 2005/0170005 Al belgesi, bir aktif maddenin mikrokapsillenmis klicik pargaciklarinin

bilesimleri ile ilgilidir.
US 7,195,778, oral uygulama ve ilaglarin kontrollii salimi igin bir ilac iletim cihazina iliskindir.

US2007/0081976 Al, aljinat silfat ve hiyalGronan salfat gibi bir stilfatlanmis polisakkariti ve
adi gecen silfatlanmis polisakkaritin bir siilfat grubunu baglayabilen en az bir biyoaktif

polipeptidi iceren biyokonjugatlar ile ilgilidir.

US 2004/0038887 A1 belgesi, multipl sklerozun tedavisi icin 14-, 35- ve 50-amino asit kalintisi

(Copaxone® degil) uzunluguna sahip random (¢ ve dért-amino asit kopolimeri saglar.

WO 2007/059342 A2 belgesi, MS tedavisi icin random kopolimerlerle {Copaxone® harig)

ilgilidir.

Ginumiizde PLGA polimerleri, birden ¢ok tedarikgiden ticari olarak temin edilebilir; Alkermes
(Medisorb polimerleri), Absorbable Polymers International [eski adiyla Birmingham Polymers
(Durect’in bir departman)], Purac ve Boehringer Ingelheim. PLGA ve PLA'min yani sira,
nisasta, nisasta tlrevleri, dekstran ve PLGA disi sentetik polimerler gibi dogal sellozik

polimerler de bu tUr sistemlerde biyobozunur polimerler olarak arastirlmaktadir.

Su anda glatiramer asetatin uzun etkili dozaj formlarn mevcut degildir. Bu, biiyik bir
karsilanmamis tibbi ihtiyactir, ¢linki bu formilasyonlar, dzellikle ndrolojik semptomlar veya

fiziksel engelleri olan birgcok hasta icin son derece faydali olacaktir.



Bulusun Ozeti

Bulus istemlerde tarif edilen diizenlemelere iliskindir.

Bulus, ayni zamanda asagidakilerle ilgilidir:

Madde 1.

Madde 2.

Madde 3.

Madde 4.

Madde 5.

Madde 6.

Madde 7.

Terapotik olarak etkili miktarda glatiramer asetat ve farmasotik olarak kabul
edilebilir bivobozunur bir tasiyici olarak poli(D,L-laktit-ko-glikolit) {PLGA) iceren
uzun etkili bir parenteral farmasétik hilesim olup, bilesim 20 ila 750 mg
arasinda bir glatiramer asetat dozu ile haftada bir kereden 6 ayda bir kereye
kadar bir dozlama programi i¢in uygun bir stirekli saliml depo formundadir,
burada bilesim, terapdtik olarak etkili bir miktarda glatiramer asetat, PLGA
iceren suyla karismayan bir polimerik faz ihtiva eden bir i¢ sulu fazi ve bir dis
sulu fazi igerir ve burada bilesim, su icinde yag icinde su ¢ift emilsiyonlastirma
islemni ile hazirlanan mikropartikiller formundadir.

Madde 1'e gore farmasoétik bilesim olup, ihtiyac duyan bir denekte tibbi olarak

kabul edilebilir bir konuma implantasyon i¢cin uygun depo formundadir.

Madde 1 veya 2've gdre farmasotik bilesim olup, 2 haftada bir ila ayda bir

seferlik bir dozlama programi icin uygundur.

Madde 1 veya 2'yve gore farmasotik bilesim olup, burada glatiramer asetat, 0,14
glutamik asit, 0,43 alanin, 0,10 tirozin ve 0,33 lizin mol oranlarinda L-alanin, L-
glutamik asit, L-lizin ve L-tirozin igerir.

Subkitan veya intramiskdler implantasyon icin uygun madde 1 veya 2'ye gore

farmasotik bilesim.

Madde 1'e gore farmasétik bilesim olup,

burada dis su fazi, polivinil alkol (PVA), polisorbat, polietilen oksit-polipropilen
oksit blok kopolimerleri ve seliiloz esterleri arasindan segilmis bir yizey aktif
maddeyi icerir.

Madde 1 ya da 2'ye gbre farmasétik bilesim olup, burada bilesim lokal ve/veya
sistemik seviyede yan etkilerin sikliginin ve/veya siddetinin azalmasiyla birlikte
glatiramer asetatin ticari olarak temin edilebilen giinl(ik enjekte edilebilir dozaj

formlarina esit ya da Ustlin terapotik etkinlik saglar ve
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burada bilesim ayrica bir denekte glatiramer asetatin bir cabuk saliml
formilasyonunun biylk o&lcide benzer bir dozu ile karsilastirildiginda
glatiramerin uzatilmis salimin veya uzatilmis etkisini saglar.
Madde 8.  Multipl sklerozun tedavisinde kullanim igcin madde 1’e gore farmasdtik bilesim.
Madde 9. Madde 8'e gore multipl sklerozun tedavisinde kullanim igin farmasétik bilesim
olup, burada glatiramer asetat en az bir baska aktif madde ile kombinasyon

halinde uygulanir.

Burada glatiramerin farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzunu, or. glatiramer asetat igeren
uzun etkili parenteral farmasotik bilesimler saglanmaktadir. Ozellikle, bir depo formunda
terapétik olarak etkili bir miktarda glatiramer tuzu igeren, ihtiyag duyan bir denekte tibbi
olarak kabul edilebilir bir konumda parenteral uygulama icin uygun olan uzun etkili bir
farmasotik bilesim saglanmaktadir. Mevcut tarifname, ayrica multipl sklerozun tedavi
edilmesine yonelik, farmasétik olarak kabul edilebilir bir glatiramer tuzunun, tercihen
glatiramer asetatin terapdtik olarak etkili bir miktarint iceren bir bilesimin parenteral

uygulamasini veya implantasyonunu iceren bir ydntem saglamaktadir.

Beklenmedik bir sekilde, mevcut bulusun prensiplerine gére clan uzun etkili farmasotik
bilesimlerin, lokal ve/veya sistemik seviyede yan etkilerin sikhiginin ve/veya siddetinin
azalmasiyla birlikte glatiramer asetatin ticari olarak temin edilebilen ginlik enjekte edilebilir

dozaj formlarina esit ya da Ustlin terapétik etkinlik sagladigi bulunmustur.

Tarifnamenin bazi diizenlemelerine gore, glatiramer asetat, 0,14 glutamik asit, 0,43 alanin,
0,10 tirozin ve 0,33 lizin molar oranlarinda L-alanin, L-glutamik asit, L-lizin ve L-tirozin asetat

tuzlariniigerir.

Tarifnamenin diger dizenlemelerine gore, glatiramer asetat veya diger farmasoétik olarak

kabul edilehilir glatiramer tuzu yaklasik 15 ila yaklagik 100 amino asit igerir.

Aciklamanin  belirli uygulamalarina gore, implante edilebilir depo, subkiitan veya

intramaskiler implantasyon icin uygundur.
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Tarifnamenin alternatif dizenlemelerine goére, uzun etkili parenteral farmasoétik bilesim,
glatiramer asetat gibi glatiramer tuzlar icin farmasotik olarak kabul edilebilir biyobozunur

veya biyobozunur olmayan bir tasiyici icerir.

Aciklamanin  bazi dizenlemelerine goére, tasityict PLGA, PLA, PGA, polikaprolakton,
polihidroksibiitirat, poliortoesterler, polialkananhidritler, jelatin, kolajen, oksitlenmis seliiloz

ve polifosfazenden secilir. Her olasilik bulusun ayr bir diizenlemesini temsil eder.

Aciklamanin &zel dizenlemelerine gore, mevcut bulusun uzun etkili farmasaétik bilegsimleri, su
icinde yag icinde su emilsiyonlastirma islemiyle hazirlanan mikropartikiiller formundadir.
Mevcut bulusun tercih edilen dizenlemelerinde, mevcut bulusun uzun etkili farmasotik
bilesimleri, farmasotik olarak kabul edilebilir bir glatiramer tuzunun terapétik olarak etkili bir
miktarini iceren bir ic sulu faz, hiyobozunur ve biyobozunur olmayan bir maddeden segilen
hir tasiyici iceren, suyla karismayan bir pelimerik faz ve bir dis sulu fazi icerir. Agiklamanin
tercih edilen diger dizenlemelerinde, suyla karnsmayan polimerik faz, PLA ve PLGA'dan
secilen biyobozunur bir polimeri icerir. Her olasilik tarifnamenin ayri bir diizenlemesini temsil
eder. Tarifnamenin ilave diizenlemelerinde dig sulu faz, polivinil alkol (PVA), polisorbat,
polietilen oksit-polipropilen oksit blok kopolimerleri ve seliiloz esterleri arasindan secilmis bir

ylzey aktif maddeyi icerir. Her olasilik tarifnamenin ayr bir diizenlemesini temsil eder.

Mevcut tarifname, multipl sklerozun tedavisi icin ihtiyag duyan bir kisiye glatiramer asetat
veya herhangi bir farmasétik olarak kabul edilebilir glatiramer tuzunun uygun olan bir depo

formunda implantasyon icin kullanimini kapsamaktadir.

Mevcut tarifname ayrica bir denekte glatiramerin uzatilmis salimint veya uzatilmis etkisini
saglamak icin uygun olan glatiramer asetatin implante edilebilir deposunun kullanimini da

kapsar.

Mevcut tarifname, multipl sklerozun tedavisinde veya bir denekte uzatilmis salim veya
uzatilmis etkinin saglanmasinda kullanima uygun depo formunda farmasétik olarak kabul

edilebilir bir glatiramer tuzunu kapsamaktadir.

Tarifname, ayni zamanda bir glatiramer asetatin en az hir ilave ilag, tercihen bir

immiinosupresan, Ozellikle de fingolimod ile kombinasyonunu kapsar. Tarifnamenin bazi
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diizenlemelerine gdre, uzun etkili farmasotik bilesim, haftada bir kez ila her 6 ayda bir kez

olmak izere bir dozlama programi igin uygundur.

Tarifnamenin 6zel diizenlemelerine gore bilesim, 2 haftada bir kez ila ayda bir kez olmak

Uzere bir dozlama igin uygundur.

Tarifnamenin bazi diizenlemelerine gbre, uzun etkili bilesimler, enjeksiyon basina 20-750 mg

glatiramer asetat arasinda bir doz icerir.

Uzun etkili bilesimlerin spesifik ornekleri, bivobozunur veya biyobozunur olmayan
mikrokireler, herhangi bir uygun geometrik sekildeki implantlar, implante edilebilir gubuklar,
implante edilebilir kapsiiller, implante edilebilir halkalar, uzatilmis salim jelleri ve aginabilir

matrisleri icerecektir. Her olasilik tarifnamenin ayri bir dizenlemesini temsil eder.
Sekillerin Kisa Aciklamasi

Sekil 1. 37 °C'de PBS icinde glatiramer asetatin, PLGA mikropartikilat formiilasyonu
MPG-02 - 07'den salimi. Gésterilen veriler, ayni kosullarda depolanmis standart peptit

¢ozeltisine normallestirilir.

Sekil 2. 37 °C'de PBS icinde glatiramer asetatin PLG mikropartikilat formdilasyonu
MPG-05R, 08-11'den ve glatiramerin tokoferil siiksinat tuzundan {1:1} salimi. Sunulan

veriler, ayni kosullarda depolanmig standart peptit ¢6zeltisine normallestirilir.

Sekil 3. 37 °C'de PBS icinde glatiramer asetatin PLGA mikropartikilat formiilasyonlar
MPG-12 - 15'den salimi. Gosterilen veriler, ayni kosullarda depolanmig standart peptit

¢ozeltisine normallestirilir.

Sekil 4.37 °C'de, pH 7,4'te PBS iginde glatiramer asetatin PLBS mikropartikiilat
formilasyonlari MPG-145U-1 ve MPG-155U-1'den in vitro salimi.

Sekil 5.37 °C'de, pH 7,4'te PBS icinde glatiramer asetatin PLBS mikropartikiilat
formilasyonlari MPG-145U-2 ve MPG-15SU-2'den in vitro salimi,

Bulusun Ayrintili Aciklamasi

Mevcut bulus, glinlitk enjeksiyonlara esit veya bunlardan iistiin terapdtik etkinlige sahip olan

ve bdylece hasta uyumunun artmasini saglayan, glatiramer asetatin uzun etkili parenteral
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farmasétik preparasyonlarini saglar. Ayni terapdtik etkinligin saglanmasina ek olarak, uzun
etkili enjeksiyonlar veya implantlar, sik enjeksiyonlardan kaynaklanan glatiramer yan

etkilerini (lokal ve/veya sistemik) azaltir.

Burada, glatiramer asetatin veya glatiramerin farmasdétik olarak kabul edilebilir herhangi bir
bagka bir tuzunun terapotik olarak etkili bir miktarini igeren uzun etkili parenteral farmasotik
bilesimler saglanmaktadir. Burada kullanildigi seklivle “parenteral” terimi, subkiitan (SC),
intravendz (IV), intramuiskiler {(IM}, intradermal {ID), intraperitoneal {IP) ve benzerlerinden
segilen yollan belirtir. Her olasilik ayn bir dizenlemeyi temsil eder. Burada kullanildig
sekliyle "terapotik olarak etkili miktar" terimi, multipl skleroz semptomlarinin hafifletilmesi
amacina ulasan kopolimer miktarini nitelendirmek Gzere kullanilir. Uygun doz, her dozaj
formu icin 20-750 mg icerir. Bununla birlikte, uygulanan kopolimer miktarinin, secilen
uygulama yolu, yas, agirlik ve hastanin semptomlarinin siddeti gibi cesitli parametrelere gore

bir hekim tarafindan belirlenecegi anlasiimaktadir.

Cesitli dizenlemelere gdre, en az bir kopolimerin terapétik olarak etkili miktan yaklasik 1 mg
ila yaklasik 500 mg/giin araligindadir. Alternatif olarak, en az bir kopolimerin terapétik olarak

etkili miktari yaklasik 20 mg ila yaklasik 100 mg/glindir.

Ayrica, glatiramer asetatin veya glatiramerin farmasotik olarak kabul edilebilir herhangi bir
baska bir tuzunun terapdtik olarak etkili bir miktarini ihtivac duyan bir denekte tibbi olarak
kabul edilebilir bir konumda parenteral uygulama igin uygun olan bir depo formunda igeren
uzun etkili bir farmasétik bilesim saglanmaktadir. Burada kullanildigi sekliyle "uzun etkili"
terimi, glatiramer tuzunun bir denegin genel sistemik dolasiminda veya bir denegin lokal etki
alanlarinda uzun sireli, strekli veya uzatilmis salimimini saglayan bir bilesime deginmektedir.
Bu terim ayrica bir denekte glatiramer tuzunun uzun sireli, sirekli veya uzatilmis etki
siiresini (farmakokinetigi) saglayan bir bilesimi ifade edebilir. Ozellikle, uzun etkili farmasétik
bilesimler, haftada bir ila 6 ayda bir arasinda degisen bir dozlama rejimi saglar. Hali hazirda
tercih edilen dizenlemelere goére, dozlama rejimi haftada bir kez, ayda iki kez (2 haftada bir
kez olmak iizere) ila ayda bir kez arasinda degismektedir. Gerekli olan etki siresine baglh
olarak, bu bulusun her bir depo veya implante edilebilir cihazi tipik olarak birkag haftadan
birkac aya kadar degisen bir sire boyunca salinacak sekilde tasarlanan yaklasik 20 ila 750 mg

aktif bilesen icerir.
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Bazi duzenlemelerde, burada saglanan depo formilasyonlari, bunlarla sinirh olmamak Gzere
glatiramerin veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzunun su, yag veya mum
fazinda sispansiyonlarini; glatiramerin veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir
tuzunun zayif ¢oziinirlige sahip polielektrolit komplekslerini; suyla karsabilen ¢éziicindn
glatiramer veya bunun farmasdétik olarak kabul edilebilir hir tuzu ile kombinasyonuna
dayanan "in-situ" jel olusturucu matrisleri; ve glatiramer veya bunun farmas&tik olarak kabul
edilebilir bir tuzunun katildig) biyobozunur polimerik mikropartikilleri icerir. Her olasilik ayri
bir dizenlemeyi temsil eder. Ozellikle, burada saglanan bilesimler, enjekte edilebilir
mikropartikiller formundadir, burada glatiramer veya farmasétik olarak kabul edilehilir tuzu,
biyobozunur veya biyobozunur olmayan bir tasiyic icine hapsedilir. Burada saglanan
mikropartikilli bilesimler, su icinde yag icinde su cifte emilsiyonu icerebilir. Burada,
glatiramer veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu igeren bir i¢ sulu faz,
biyobozunur veya biyobozunur olmayan bir polimeri iceren bir yag fazi veya suyla
karismayan bir fazi ve bir dis sulu fazi igeren bir mikropartikiil bilesimi saglanmaktadir. Dig
sulu faz ayrica hir ylzey aktif maddeyi, tercihen polivinil alkol {PVA), polisorbat, polietilen
oksit-polipropilen oksit blok kopolimerleri ve seliiloz esteri icerebilir. “Yag faz)" ve "suyla

karismayan faz" terimleri, burada birbirinin yerine kullanilabilir.

Burada, multipl sklerozun, glatiramer asetatin veya glatiramerin farmasotik olarak kabul
edilebilir herhangi bir baska bir tuzunun terapotik olarak etkili bir miktarini iceren uzun etkili
farmasotik bilesimin ihtiyac halindeki bir denege parenteral olarak uygulanmas ile tedavi
edilmesi icin hir yontem aciklanir. Ayrica, multipl sklerozun, glatiramer asetatin veya
glatiramerin farmasotik olarak kabul edilebilir herhangi bir baska bir tuzunun ihtiyac duyan
bir kisiye bir depo formunda uygulanmasiyla tedavi edilmesi icin bir ydntem aciklanmaktadir.
Burada kullamldigi sekliyle "tedavi etme" terimi, multipl sklerozun baslangicindan sonra
semptomlarin  bastinlmasi  veya hafifletiimesi  anlamina gelir.  Multipl  sklerozun
baslangicindan sonra gorilen yaygin semptomlar arasinda, bunlarla sinirll olmamak Gzere
gdrmede azalma veya gdrme kayhi, yiriimede zorluk ve dengesiz yiirime, geveleyerek
konusma, sik idrara ¢itkma ve idrar kagirma yer alir. Ayrica, multipl skleroz duygu durum
degisikliklerine ve depresyona, kas spazmlarina ve siddetli felce neden olabilir. ilacin verildigi
"denek”, tercihen bir insan ile sinirh olmamak (zere bir memelidir. Burada kullanildig
sekliyle "multipl skleroz" terimi, yukarida tarif edilen semptomlardan bir veya daha fazlasinin

eslik ettigi merkezi sinir sisteminin oto-immiin bir hastaligi anlamina gelir.
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Burada kullanildig sekliyle "glatiramer asetat” terimi, Copaxone® ticari ismi altinda satilan,
daha dnce Kopolimer 1 olarak bilinen ve asagida belirtilen ddrt dogal olarak olusan amino
asidi iceren sentetik polipeptitlerin asetat tuzlarindan olusan bir bilesige karsihk gelir:
sirasiyla 0,141, 0,427, 0,095 ve 0,338'lik bir ortalama molar fraksiyon ile L-glutamik asit, L-
alanin, L-tirozin ve L-lizin. Copaxane®'daki glatiramer asetatin ortalama molekiler agirhig
4,700-11,000 dalton'dur (FDA Copaxone® etiketi) ve amino asit sayisi yaklasik 15 ila yaklasik
100 amino asit arasindadir. Terim ayrica bilesigin kimyasal tilirevleri ve analoglarina
deginmektedir. Tipik olarak hilesik, us Patent No.
5,981,589; 6,054,430; 6,342,476; 6,362,161, 6,620,847 ve 6,939,539 belgelerinin herhangi

birinde belirtildigi gibi hazirlanir ve karakterize edilir.

Bazi diizenlemelerde bilesim, bunlarla simirh olmamak izere silfat, pirosilfat, bisilfat, silfit,
bisulfit, fosfat, monohidrojenfosfat, dihidrojenfosfat, metafosfat, pirofosfat, hidroklorir,
hidrobromtr, hidroiyodiir, asetat, nitrat, propiyonat, dekanoat, kaprilat, akrilat, format,
izobutirat, kaprat, heptanoat, propiyolat, oksalat, malonat, slksinat, tokoferil siksinat,
suberat, sebakat, fumarat, maleat, biitin-1,4-dioat, heksin-1,6 -dioat, benzoat, klorobenzoat,
metilbenzoat, dinitrobenzoat, hidroksibenzoat, metoksibenzoat, ftalat, tereftalat, siilfonat,
ksilenstlfonat, fenilasetat, fenilpropiyonat, fenilbltirat, sitrat, laktat, p-hidroksibutirat,
glikollat, tartarat, metansulfonat, propansiilfonat, naftalen-2-siilfonat , p-toliensilfonat,
mandelat ve benzeri tuzlar dahil olmak lzere, herhangi bir farmasaotik olarak kabul edilehilir

glatiramer tuzunu icerebilir. Her olasilik ayri bir diizenlemeyi temsil eder.

Kopolimerler, teknikte uzman bir kisi icin mevcut herhangi bir prosediirle yapilabilir. Ornegin
kopolimerler, ¢bzelti halindeki istenen amino asit molar orani kullanilarak kondenzayon
kosullan altinda veya kati faz sentetik prosediirleriyle yapilabilir. Kondenzasyon kosullar
arasinda bir peptit bag! olusturmak icin bir amino asidin karboksil grubunun baska bir amino
asidin amino grubu ile kondenzasyonu icin uygun sicaklik, pH ve ¢ozici kosullar yer alir.
Kondenzasyon ajanlar, Ornegin disikloheksilkarbodiimid, peptit baginin  olusumunu

kolaylastirmak icin kullanilabilir.

Yan zingcir kisimlari ve bazi amino veya karboksil gruplarn gibi fonksiyonel gruplari istenmeyen
yan reaksiyonlara karsi korumak igin bloklayc gruplar kullanilabilir. U.S. Patent No. 3,849,550
belgesinde aciklanan proses, bulusun kopolimerlerini hazirlamak igin kullarilabilir. Ornegin

tirozin, alanin, y-benzil glutamat ve N, e-trifloroasetil-lizinin N-karboksianhidritleri, ortam
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sicakliginda, bir baslatici olarak dietilamin ile susuz dioksan i¢inde polimerize edilir. Glutamik
asidin y-karboksil grubu, glasiyal asetik asit icinde hidrojen bromitir ile debloke edilebilir.
Trifloroasetil gruplari, bir molar piperidin tarafindan lizinden ¢ikarilir. Teknikte uzman bir kisi,
istenen amino asitleri yani kopolimer 1'deki dort amino asitten Uclnl iceren peptitleri ve
polipeptitleri yapmak icin, prosesin glutamik asit, alanin, tirozin veya lizinden herhangi biriyle
ilgili reaksiyonlar secici olarak elimine ederek uyarlanahilecegini anlayacaktir. U.S. Patent
No. 6,620,847; 6,362,161; 6,342,476, 6,054,430; 6,048,898 ve 5,981,589 glatiramer asetatin
(Cop-1) hazirlanmast igin gelistirilmis yontemleri aciklar. Burada "ortam sicakligl" ve "oda
sicakhg!" terimleri tipik olarak yaklagik 20 °C ila yaklasik 26 °C arasinda degisen bir sicaklik

anlamina gelir.

Kopolimerlerin molekiil agirhg, polipeptit sentezi sirasinda veya polimerler yapildiktan sonra
ayarlanabilir. Polipeptit sentezi sirasinda molekll agirhgini ayarlamak igin, sentetik kosullar
veya amino asit miktarlar, polipeptit yaklasik istenen uzunluga ulastiginda sentezin durmasi
icin ayarlanir. Sentezden sonra, istenen molekdl agirhigina sahip polipeptitler, polipeptitlerin
bir molekil agirhk boyutlandirma kolonu veya jeli (izerinden kromatografisi ve istenen
molekil agirhg araliginin toplanmasi gibi herhangi bir mevcut boyut se¢im prosediriiyle elde
edilebilir. Mevcut polipeptitler, ayrica, érnegin asit veya enzimatik hidroliz ile ylksek molekiil
agirhkh tirleri uzaklastirmak icin kismen hidrolize edilebilir ve daha sonra asitleri veya

enzimleri uzaklastirmak icin saflastirilabilir.

Bir dizenlemede, istenen molekdl agirligina sahip kopolimerler, istenen molekil agirhg
profiline sahip olan hir trifloroasetil-polipeptidi olusturmak icin korunmus bir polipeptidin,
hidrobromik asit ile reaksiyona sokulmasini iceren bir islem ile hazirlanabilir. Reaksiyon, bir
veya daha fazla test reaksiyonu ile onceden bhelirlenen bir siirede ve bir sicakhkta
gerceklestirilir. Test reaksiyonu sirasinda, zaman ve sicaklik degisir ve belirli bir test polipeptit
partisinin molekll agirhg araligr belirlenir. Bu partideki polipeptitler icin optimal molekiil
agirhg arahgim saglayan test kosullar, parti icin kullanilir, Bdylece, istenen molekiil agirhg
profiline sahip bir trifloroasetil-polipeptit, korunmus polipeptidin test reaksiyonu tarafindan
onceden belirlenen bir sire boyunca ve bir sicakhkta hidrobromik asit ile reaksiyona
sokulmasini iceren bir proses ile Uretilebilir. Arzu edilen molekil agirligi profiline sahip
trifloroasetil-polipeptit daha sonra arzu edilen molekil agirligina sahip olan korumasiz bir

polipeptit olusturmak icin sulu bir piperidin ¢dzeltisiyle islemden gegirilir.
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Tercih edilen bir dizenlemede, belirli bir partiden korunmus pelipeptidin bir test drnegi,
yaklagik 20-28 °C'lik bir sicaklikta yaklasik 10-50 saat boyunca hidrobromik asit ile reaksiyona
sokulur. Bu parti icin en iyi kosullar, birkag test reaksiyonu gercgeklestirilerek belirlenir.
Ornegin, bir diizenlemede, korunan polipeptit yaklasik 26 °C'lik bir sicaklikta yaklasik 17 saat

boyunca hidrobromik asit ile reaksiyona sokulur.

Baz) dizenlemelerde, dozaj formlar, bunlarla simirh olmamakla birlikte PLGA bazli enjekte
edilebilir depo sistemleri gibi biyobozunur enjekte edilebilir depo sistemleri; PLGA bazl
olmayan enjekte edilebilir depo sistemleri ve enjekte edilebilir biyobozunur jelleri veya

dispersiyonlari icerir. Her olasilik ayri bir diizenlemeyi temsil eder.

Burada kullanmildigi sekliyle "biyobozunur" terimi, en azindan kismen, ¢evre doku sivilarinda
bulunan maddeler ile temas etmek icin veya hiicresel etki nedeniyle zamanla yilizeylerinden
asinan veya bozunan bir bileseni ifade eder. Ozellikle, biyobozunur bilesen, bunlarla sinirl
olmamak Uzere polilaktitler, érnegin poli {D,L-laktit), yani PLA gibi laktik asit bazli polimerler;
poliglikolitler (PGA), 6rnegin Durect'den Lactel® gibi glikolik asit bazl polimerler; poli (D,L-
laktit-ko-glikolit) yani PLGA, (Boehringer’'den Resomer® RG-504, Resomer® RG-502,
Resomer® RG-504H, Resomer® RG- 502H, Resomer® RG-504S, Resomer® RG-502S,
Durect'den Lactel®); Poli (e-kaprolakton) vani PCL (Durect'den Lactel®) gibi
polikaprolaktonlar; polianhidritler; poli(sebasik asit) SA; poli{risenolik asit) RA; poli(fumarik
asit), FA; poli(yag asidi dimeri), FAD; poli(tereftalik asit}), TA; poli{izoftalik asit), IPA; poli(p-
{karbaoksifenoksi}metan), CPM; poli{p-{karboksifenoksi}propan), CPP; poli{p-
{karbaoksifenoksitheksan)lar CPH; poliaminler, poliliretanlar, poliesteramidler,
poliortoesterler {CHDM: cis/trans-sikloheksil dimetancl, HD:1,6-heksandiol. DETOU: (3,9-
dietiliden-2,4,8,10-tetraoksaspirc  undekan)}; polidioksanonlar;  polihidroksibutiratlar;
polialkilen oksalatlar; poliamidler; poliesteramidler; poliliretanlar; poliasetaller; poliketaller;
polikarbonatlar; poliortokarbonatlar; polisiloksanlar; polifosfazenler; stksinatlar; hiyalGronik
asit; poli{malik asit); poli(amino asitler); polihidroksivaleratlar; polialkilen siiksinatlar;
polivinilpirolidon; polistiren; sentetik sellloz esterleri; poliakrilik asitler; polibutirik asit;
triblok kopolimerleri {PLGA-PEG-PLGA), triblok kopolimerleri {PEG-PLGA-PEG), poli{N-
izopropilakrilamid} (PNIPAAm), poli(etilen oksit)- poli{propilen oksit)- poli(etilen oksit) tri-
blok kopolimerleri (PEO-PPO-PEO), poli valerik asit; polietilen glikol; polihidroksialkilseltloz;

kitin; citosan; poliortoesterler ve kopolimerler, terpolimerler; kolesterol, lesitin gibi lipitler;



10

15

20

25

30

15

poli(glutamik asit-ko-etil glutamat) ve benzerleri veya bunlarin karisimlari gibi bir polimerdir.
Bazi dizenlemelerde, mevcut tarifnamenin bilesimleri PLGA, PLA, PGA, polikaprolakton,
polihidroksibiitirat, poliortoesterler, polialkananhidritler, jelatin, kolajen, oksitlenmis seliiloz
ve polifosfazen ve benzerleri arasindan secilen ancak bunlarla sinirli olmayan bir biyobozunur

polimeriicerir. Her olasilik ayr bir diizenlemeyi temsil eder.

Bulusa gore biyobozunur polimer, poli(D,L-laktit-ko-glikolit}, yani PLGA'dir. Tercihen,
biyobozunur polimer, agirlikca bilesimin yaklasik %10 ila yaklasik %98'i arasinda bir miktarda
bulunur. Laktik asit bazh polimer, 100:0 ila yaklagik 0:100, tercihen 100:0 ila yaklasik 10:90
araliginda bir laktik asit/glikolik asit oranina sahiptir ve yaklasik 1,000 ila 200,000 dalton
arasinda bir ortalama molekil agirhgina sahiptir. Bununla birlikte, biyobozunur polimer
miktarimin, kullamim siresi ve benzeri gibi parametreler tarafindan belirlendigi

anlasiimaktadir.

Burada saglanan bilesimler, ayrica bunlarla sinirh clmamakla birlikte yardimer yiizey aktif
maddeler, cozuciiler/yardimci ¢ézlcller, suyla karismayan c¢ézicller, su, suyla karisabilen
goziiciler, vyagh bilesenler, hidrofilik ¢oziciiler, emilsiyonlastinicilar, koruyucular,
antioksidanlar, képilk o6nleyici ajanlar, stabilizanlar, tamponlama ajanlari, pH ayarlama
ajanlari, ozmotik ajanlar, kanal oclusturucu ajanlar, ozmotik ayarlama ajanlari veya teknikte
bilinen herhangi bir baska eksipiyan arasindan segilen bir veya daha fazla farmasotik olarak
kabul edilebilir eksipiyan icerehilir. Uygun yardimei yiizey aktif maddeler arasinda, bunlarla
sinirh olmamak (zere polietilen glikoller, "poloksamer" olarak bilinen polioksietilen-
policksipropilen blok kopolimerleri, dekagliseril monolaurat ve dekagliseril monomiristat gibi
poligliserin yag asidi esterleri, sorbitan monostearat gibi sorbitan yag asidi esterleri,
policksietilen sorbitan monooleat (Tween) gibi polioksietilen sorbitan vag asidi esterleri,
policksietilen monostearat gibi polietilen glikol yag asidi esterleri, polioksietilen lauril eter
gibi polioksietilen alkil eterler, polioksietilen hint yagi ve polioksietilen katilastinilmis hint yag
gibi katilagtinlmis hint yagi ve bunlarin benzerleri veya karisimlari bulunur. Her olasilik ayn
bir dlizenlemeyi temsil eder. Uygun c¢ézlcller/yardimci ¢ézlcller arasinda, bunlarla sinirli
olmamakla birlikte alkoller, triasetin, dimetil izosorbit, glikofiirol, propilen karbonat, su,
dimetil asetamid ve bunlarin benzeri veya karisimlan bulunur. Her olasihk ayn bir
dizenlemeyi temsil eder. Uygun kdplk dnleyici ajanlar arasinda, bunlarla sinirli elmamakla

birlikte silikon emiilsiyonlari veya sorbitan seskuioleat bulunur. Mevcut bulusun
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bilesimlerindeki bilesenlerin bozulmasini dnlemek veya azaltmak igin uygun stabilizanlar
arasinda, bunlarla sinirl olmamak Gzere glizin, a-tokoferol veya askorbat, BHA, BHT ve
benzeri gibi antioksidanlar veya bunlarin karisimlari bulunur. Her olasilik ayri bir diizenlemeyi
temsil eder. Uygun tonisite modifiye edici maddeler arasinda, bunlarla sinirli olmamakla
birlikte mannitol, sodyum klorir ve glikoz bulunur. Her olasihk ayri bir diizenlemeyi temsil
eder. Uygun tamponlama ajanlan arasinda, bunlarla sinirl almamak lzere asetat, fosfat ve

uygun katyonlara sahip sitratlar bulunur. Her olasilik ayri bir diizenlemeyi temsil eder.

Burada saglanan bilesimler, teknikte hilinen herhangi bir sekilde hazirlanabilir. Su anda tercih
edilen, glatiramer veya bunun bir kopolimerinin bir kolloidal iletim sistemine, or.
hiyobozunur mikropartikiillere dahil edilmesidir, bdylelikle partikiilin polimerik duvarlan
boyunca difizyon ile ve vicuttaki biyolojik sivilar veya su ortamindaki polimer bozunmasi ile
salimin gecikmesine izin verilir. Burada saglanan bilesimler, "¢ift emiilsiyonlastirma" olarak
bilinen bir proses ile enjekte edilebilir mikropartikiiller formunda hazirlanabilir. Kisaca, suda
¢Ozunebilir kopolimerin konsantre ¢6zeltisi, suyla karsmayan ucgucu organik ¢6zicl {6r.
metilen kloriir, kloroform ve benzerleri) icinde biyobozunur veya biyobozunur olmayan bir
polimer ¢ézeltisinde dagitihr. Bu sekilde elde edilen "su iginde yag" {w/o) emiilsiyonu, daha
sonra "su iginde vag icinde su {w/o/w) cift emulsiyon" damlaciklari olusturmak igin ylzey
aktif madde (6rnegin polivinil alkol - PVA, polisorbatlar, polietilen oksit-polipropilen oksit
blok kopolimerleri, seliiloz esterleri ve benzerleri) igeren siirekli bir dis su fazinda
dagitiimaktadir. Organik ¢6ziciinin buharlastiriimasindan sonra, mikropartikdller katilasir ve
siizme veya santrifijleme ile toplanir. Toplanan mikropartikiller (MP'ler), ylizey aktif
maddenin ve baglanmayan peptidin cogunu elimine etmek igin saflastirilmis su ile yikanir ve
tekrar santrifiij edilir. Yikannis MP'ler toplanir ve katki maddeleri olmadan veya sonraki

sulandirmalar kolaylastirmak icin kriyoprotektan (mannitol) ilavesiyle liyofilize edilir.

“Su icinde yag icinde su (w/o/w) ¢ift emulsiyon"un partikil biyaklGga, bunlarla sinirh
olmamakla birlikte bu adimda uygulanan kuvvetin miktar, karnistirma hizi, ylizey aktif madde
turd ve konsantrasyonu, vb. dahil olmak UGzere ¢esitli parametrelerle belirlenebilir. Uygun
partikil boyutu yaklasik 1 ila 100 um arasindadir. Burada saglanan depo sistemleri, teknikte
uzman bir kisi tarafindan bilinen herhangi bir formu kapsamaktadir. Uygun formlar arasinda,

bunlarla sinirli olmamakla birlikte biyobozunur veya biyobozunur olmayan mikrokureler,
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implante edilebilir ¢ubuklar, implante edilebilir kapsiiller ve implante edilebilir halkalar

bulunur. Her olasilik ayri bir dizenlemeyi temsil eder.

Ayrica, uzun sireli salinan jel deposu ve asinabilir matrisler de tasarlanir. Her olasilik ayri bir
dizenlemeyi temsil eder. Uygun implante edilebilir sistemler, 6rneginUS 2008/0063687

belgesinde aciklanmaktadir.

implante edilebilir ¢ubuklar, &rnegin http://www.randcastle.com/prodinfo.html'de tarif

edilenler gibi uygun mikro-ekstriiderler kullanilarak teknikte bilindigi gibi hazirlanabilir .

Mevcut bulusun prensiplerine gore, mevcut bulusun uzun etkili farmasétik bilesimleri, lokal
ve/veya sistemik seviyede yan etkilerin sikliginin ve/veya yan etkilerin siddetinin azalmasiyla
birlikte glatiramer asetatin ticari olarak temin edilebilen giinlik enjekte edilebilir dozaj
formlarina esit ya da Ustiin terap6tik etkinlik saglar. Bazi diizenlemelerde, mevcut bulusun
bilesimleri bir denekte glatiramer asetatin bir ¢cabuk salimh formuilasyonunun biyik él¢lide
benzer bir dozu ile karsilastinldiginda glatiramerin uzatilmis salimini veya uzatilmis etkisini
saglar. Burada, en az bir bagka aktif madde ile bir glatiramer asetat veya herhangi bir bagka
farmasotik olarak kabul edilebilir glatiramer tuzunun bir kombinasyon terapisi yer alir.
Mevcut bulusun kapsami dahilindeki aktif maddeler arasinda, bunlarla sinirh almamak Gzere
interferonlar, 6rnegin pegillenmis veya pegillenmemis a-interferonlar veya B-interferonlar,
or. interferon B-la veya interferon [B-1b veya Tt-interferonlar; istege bagh olarak
antiproliferatif/antineoplastik aktiviteye sahip immiinoslipresanlar, or. mitoksantron,
metotreksat, azatioprin, siklofosfamid veya steroidler, drnegin metilprednizolon, prednizon
veya deksametazon veya steroid salgilayan ajanlar, 6r. ACTH; adenozin deaminaz
inhibitorleri, or. kladribin; cesitli T-hiicresi ylzey markérleri icin IV immunoglobulin G
(6r.Neurology, 1998, Mayis 50(5): 1273-81) monoklonal antikorlar, &r. natalizumab
(ANTEGREN®) veya alemtuzumab; TH2'yi tesvik eden sitokinler, &r. IL-4, IL-10 veya THY1'i
tesvik eden sitckinlerin ifadesini inhibe eden bilesikler, or. fosfodiesteraz inhibitdrleri, &r.
pentoksifilin; baklofen, diazepam, pirasetam, dantrolen, lamotrijin, rifluzol, tizanidin,
klonidin, beta blokerleri, siproheptadin, orfenadrin veya kanabinoidleri iceren antispastisite
ajanlarn;  AMPA  glutamat reseptdr  antagonistleri, dr. 2,3-dihidroksi-6-nitro-7-
stlfamoilbenzo(f) kinoksalin, [1,2,3,4-tetrahidro-7-morfolin-il-2,3-diokso-6-
(triflorometil})kuinoksalin-i-illmetilfosfonat, 1-(4-aminofenil)-4-metil-7,8-metilen-dioksi-5H-

2,3-benzodiazepin  veya {-)1 -(4-aminofenil}-4-metil-7,8-metilen-dicksi-4,5-dihidro-3-
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metilkarbamoil-2,3-benzodiazepin; VCAM-1  ifadesi inhibitérleri  veya  ligandimin
antagonistleri, o6r. adpl integrin VLA-4 ve/veya a-4-p-7 integrinlerin antagonistleri, or.
natalizumab (ANTEGREN®); anti-makrofaj goc inhibitdor faktéri (Anti-MIF); xii) Katepsin S
inhibitorleri; xiii) mTor inhibitorleri bulunur. Her olasilik ayri bir dizenlemeyi temsil eder.
Halen tercih edilen bir baska aktif madde, imminosipresanlar sinifina ait FTY720 (2-amino-

2-[2-{4-oktilfenil)etil] propan-1,3-diol; fingolimod)'dr.
Asagidaki érnekler, bulusun belirli uygulamalarnini daha iyi agiklamak amaciyla sunulmustur.
Ornekler

Ornek 1: Genel hazirlama yontemleri

PLGA bazl enjekte edilebilir depo partikiilleri

Mikropartikiller ¢o6zict ekstraksiyonu/buharlastirma yontemi (tekli emdlsiyon) ile
hazirlanmistir, 250 mg PLGA ve 200 mg glatiramer asetat igeren bir 50:50°lik
diklorometan/etanol c¢ozeltisi, %2 PVA iceren sulu bir c¢dzeltiye (200 ml) yavas yavas
dokilmis ve 25 °C'de mekanik bir karistiric {300 rpm) kullanilarak emdilsiyon haline
getirilmistir. Organik ¢dziici 2 saat kanistinlarak (100 rpm) buharlastirilmigtir. Bu sekilde
olusturulan mikropartikiller santrifijleme ile toplanmis ve asiri emiilsiyonlastiriciy
uzaklastirmak icin damitilmis su ile yikanmistir. Son siispansiyon daha sonra ince bir toz elde

etmek icin dondurularak kurutulmustur.

Polikaprolakton bazh enjekte edilebilir depo partikiilleri

Mikropartiklller c¢oézicl  ekstraksiyonu/buharlastirma  yontemi (tekli emdlsiyon) ile
hazirlanmistir. 500 mg polikaprolakton ve 200 mg glatiramer asetat igceren bir 70:30'luk
diklorometan/aseton ¢Gzeltisi, %2 PVA, %1 Tween 80 iceren sulu bir ¢bzeltiye (200 ml) yavas
yavas dékilmiis ve 25 °C'de mekanik bir karistirici (500 rpm) kullanilarak emiilsiyon haline
getirilmistir. Organik ¢6ziicl 4 saat kanstinlarak (300 rpm) buharlastinlmistir. Bu sekilde
olusturulan mikropartikiller santrifGjleme ile toplanmis ve asin emdlsiyonlastiriciy
uzaklastirmak icin damitilmis su ile yikanmistir. Son sispansiyon daha sonra ince hir toz elde

etmek icin dondurularak kurutulmustur.

PLGA bazli implant cubuklar
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20 mm uzunlugunda ve 2 mm c¢apinda PLGA bazli biyobozunur ¢ubuk sekilli implantlar
¢Ozlich ekstraksiyonu/buharlastirma yoéntemi ile hazirlanmistir. 250 mg PLGA ve 200 mg
glatiramer asetat ihtiva eden 50:50°lik bir diklorometan/etanol ¢ézeltisi yavasca 6zel cubuk
sekilli kaliba dékilmustiir. Organik ¢6zlcl, 12 saat boyunca oda sicakliginda vakum etiiviinde
buharlastinlmistir. Alternatif olarak, cubuk seklindeki implant, 85-90 °C sicaklikta, 0,8 veya
1,0 mm’lik kalip ¢apina sahip vidal tip bir ekstrider (Microtruder Rancastle RCP-0250 veya
benzeri) kullanilarak, 250 mg PLGA ve 200 mg glatiramer karisimin ekstrizyonu ile

hazirlanmistir.

Ornek 2: Analitik ydntem - glatiramer asetatin analizi

Ekipman
Spektrofotometre
Analitik terazi, 0,01 mg'a kadar hassas tartim yapabilir

Malzemeler ve Reaktifler

Referans standart olarak %83’liik glatiramer asetat
MeOH icinde %5’lik 2,4,6-trinitrobenzensilfonik asit (TNBS, pikrilstlfonik asit, 170,5 mM)

0,1 M borat tamponu pH 9,3 (sodyum tetraborat dekahidrat MW 381,37)

saflastirlmis su
0,5, 1,0, 2,0 ve 7,0 mL hacimli pipetler
cesitli cam esyalar.

Preparasyonlar

400 ug/mL glatiramer stok cozeltisinin hazirlanmasi

4,8 mg glatiramer asetat (referans standart icin baz olarak %83), tartilarak 10 ml'lik bir
volimetrik siseye konmustur. Ultrasonik banyoda glatiramer asetatin ¢éziinmesini saglamak
icin yaklasik 7 ml 0,1 M borat tamponu eklenmistir. Cozelti, 400 ug/ml glatiramer stok

cozeltisi (baz olarak) elde etmek icin 0,1 M borat tamponu ile daha fazla seyreltilmistir.

%0,25’Lik TNBS calisma cdzeltisinin hazirlanmasi
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Kullanimdan &nce, %5’lik TNBS stok ¢ozeltisi, %0,25'lik TNBS g¢alisma ¢dzeltisi elde etmek igin
suyla (20 kez; 6rnegin 50 pl ve 950 pl su) seyreltilmistir.

Kalibrasyon egrisi standartlarinin hazirlanmasi

Sekiz glatiramer kalibrasyon standart c¢ozeltisi {cSTD, her biri 4 ml), Tablo 1'e gore

hazirlanmigtir.

Tablo 1. Glatiramer asetatin standart ¢ozeltileri

cSTD # Glatiramerin {baz Glatiramer stok Glatiramer Std 0,1 M Borat

olarak) ¢Ozeltisinin hacmi | 3’(n hacmi {ml) tamponu hacmi
konsantrasyonu {ml) (ml)

ug/ml

Std 0 c - 4

Std 1 2 0,4 3,6

Std 2 10 2 2

Std 3 20 0,2 3,8

Std 4 50 0,5 3,5

Std 5 100 1 3

Std 6 200 2 2

Std 7 400 4 -

Optik yogunluk dlciimii

Her bir glatiramer kalibrasyon standardi ¢dzeltisinin 1,0 ml'si, numuneler (iki kez) ve kor
reaktif (0,1 M borat tamponu), %0,25'lik 50 pl TNBS calisma ¢ozeltisinin eklendigi 1,5 ml
polipropilen santriflij tlpline aktanlmistir. Cozelti iyice kanigtinlmis ve 30 dakika oda
sicakliginda tutulmustur. Elde edilen ¢ézeltilerin her birinin optik yogunluklari 420 nm ve 700
nm'de okunmus ve kolloidal sistemlerde 15tk dagimina bagh hatadan kaginmak icin bu
yogunluklarin farki hesaplanmistir. Segilen konsantrasyon araligi igin bir kalibrasyon egrisi

hesaplanmistir.




10

15

20

25

21

Kabul sartlari

Yinelenen numune preparatlan igin sonuglar arasindaki fark, asagidaki denklem ile

hesaplanan NMT %5"dir:

D= (Rspll -Rspl2)x 2

x 100,
Rspll+ Rspl2

Burada, Rspll, 6rnek 1 icin elde edilen sonugtur ve Rsp2, &rnek 2 icin elde edilen sonugtur.

Ornek 3: Glatiramer asetat yiiklii PLGA mikropartikiillerinin hazirlanmasi

(Strekli) Dis su fazi: Ayrnica bir ylzey aktif madde olarak %0,5 kismen hidrolize (%87-89)
polivinil alkol (PVA), MPG-10 icin %0,2 polisorbat-80 (Tween-80) ve kér MP’'nin hazirlanmasi
icin %2 PVA iceren, saflastinlmis suda %0,75'lik 30 ml NaCl ¢ozeltisi.

ic su fazi (peptit ¢ozeltisi icin): 25-30 mg glatiramer asetat basina 150-200 pl saf su.

Glatiramer asetat, bir ultrason banyosu kullanilarak suda ¢oziindUrilmdistir.

Organik polimerik ¢dzelti {yag faz1): 2-5 mL metilen kloriir icinde 165-300 mg PLGA. istege

bagl olarak, organik fazda ayrica bir karsi-iyon ¢éziindlrilmus veya dagitilmigtir.

Hazirhk islemleri

Yag icinde su {w/o) emdilsiyvonunun hazirlanmasi: Cozilmus glatiramer asetat iceren i¢ su
fazi, CH,Cl; i¢cinde PLGA c¢dzeltisi iceren yag fazi ile bir test tipl( icinde, dogrudan
kanistirlmistir. Karisim iyice ¢alkalanmis ve ultrasonik indenter (titanyum ug, maksimum giic
120 watt, ¢alisma giicli %10-15, 5 saniyelik 3-5 dongl} ile muamele edilmistir. Metilen
kloriirin kaynamasini dnlemek icin buz veya buzlu su kullanilarak istege bagli olarak sogutma

uygulanmistir.

Cift emdulsiyvonun {w/o/w) hazirlanmasi: Polimerik PLGA organik cozeltesinde glatiramer
asetat cozeltisinin bu sekilde elde edilen w/o emdlilsiyonu, ayrica 30-120 saniye boyunca
¢esitli hizlarda daha yiiksek kesme mikseri {(kiclk mikser, VDI-12, saft capt 10 mm ve daha
hiyiak mikser, OMNI-1100, saft capr 18 mm) ile muamele edilmistir.
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CozlclnOn giderilmesi: bu sekilde olusturulan ¢ift emilsiyon ile agik bir beher, manyetik
plakal kanstiriciya yerlestirilmis ve tim metilen kloriir buharlasana ve mikropartikiiller

katilasana kadar bir ceker ocak icinde oda sicakhginda 3-4 saat karistirilmistir.

Mikropartikillerin santriflijlenmesi: Katilasan mikropartikiillerin slispansiyonu, 10 dakika
boyunca 2000 - 5000 g'de santrifiijlenmis, lst faz ayri bir kaba aktanlmis ve peptidin
katilmasini ve baglanmasini hesaplamak (zere glatiramer asetat muhtevas) icin analiz

edilmistir,

Mikropartikillerin  yikanmasi:  Yukarnida tarif edilen prosedirden gelen cokeltilmis
mikropartikiller, vorteks ve ultrasonik banyc kullanilarak 10 ml saflastirilmis su iginde
stispanse edilmis ve 2-3 dakika calkalanmis ya da sonike edilmistir. Mikropartikillerin
sispansiyonu 10 dakika boyunca 2000 - 5000 g'da tekrar santrifiij edilmis, Gst faz ayr bir

kaba aktarilmis ve glatiramer asetat icerigi icin analiz edilmistir.

Liyofilizasyon: Mikropartikiillerin yikanmis ¢okeltisi, 3-5 ml saflastirilmis su veya %5’lik
mannitol i¢inde yeniden siispansiyon haline getirilmis, 10 ml'lik énceden tartilmig cam
viallere aktarilmig, -37-43 °C'de liyofilizatér plakasi kullanilarak dondurulmus ve liyofilize
edilmistir {ana kurutma ig¢in -20 °C'de 0,05 bar vakumda 16-48 saat ve son kurutma icin + 20
°C’'de 0,025 bar vakumda 12-16 saat}. Liyofilizasyondan sonra vialler tartilmis, bromobditil

kauguk tipalarla kapatilrmis ve kullamlincaya kadar buzdolabinda saklanmistir.

Parcacilk boyutunun kestirilmesi: mikropartikiillerin partikil bayGkligd, 40x ve 10x
objektiflere ve 1-1000 um arahginda 6lgekli numune tablasina sahip 1sik alan) ve faz kontrast

mikroskobu (Leutz Orthoplan ™, Almanya) kullanilarak degerlendirilmistir.

Tium mikropartikil formilasyonlari, dis ozmotik basinci arttirmak ve suda ¢éziinebilen yukla
ilacin  kattlimaini  iyilestirmek igin  %0,75 sodyum kloriir iceren su fazi kullanilarak
hazirlanmistir. Kér (bos) mikropartikiller {ilk deney) bir ylzey aktif madde olarak %2 PVA ile

elde edilirken, tim peptit yakli formiilasyonlarin hazirlanmasi icin %0,5 PVA kullaniimistir,
Preparasyon isleminin bilesimleri ve parametreleri Tablo 2-5'te sunulmaktadir.

Tablo 2. Glatiramer asetatin (GA) strekli salimiicin PLGA mikropartiktlleri (formiilasyon 1-4)
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MP Kor MPG-01 MPG-02 MPG-03 MPG-04
i¢ su fazi
GA, mg 17 60,25 30 18,7
GA kuru baz, mg 0 14,11 50,0 24,9 15,5
GA igin su, pl 100 400 200 100+50  pl
%2 PVA
Yag fazinda
polimer
PLGA RG 502H, | 215 270 165
mg
PLGA RG 502, mg 500 220
Yag fazi
Tokoferil siiksinat 100 120 50 65
Metilen klorGr 2ml(2,3g) |45¢g 9g 3,2g 3g
Dis su fazi
PVA (%2 wveya |23 ml 65 ml 60 ml 30 ml 30 ml
%0,5) %2 %0,5 %0,5 %0,5 %0,5
Nacl 0 0,5g 0,5¢ 0,25g 0,25g
Hazirlik streci | IKA  VDI-12 | IKA VDI-12 | IKA VDI-12 | IKA VDI-12 | IKA VDI-12
aciklamasi #5 30 sn,[#5 2 dk |#5 2 dk, | #5 2 dk, |#5 2 dk,
(islemci, hiz ayan, | gece gece gece buharlasma | buharlasma
buharlasma boyunca boyunca boyunca 4 sa, RT,|4 sa, RT,
sliresi) buharlasma, | buharlasma, | buharlasma, | manyetik manyetik
RT, RT, RT, karistirici karistirici
manyetik manyetik manyetik
karistirici karistirici karistirici
Mikropartikillerin | kiiresel MP | kiiresel MP | agrega MP | kiiresel MP | kiiresel MP
aciklamasi 10-50 um | 5-20 pm | 10-30 um | 10-15  pm | 10-15  pm
plrizsiz gozenekli gozenekli hafif hafif
ylzey ylzey ylzey gdzenekli gdzenekli
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ylzey ylzey

Baglanma (MP'ler %86 %34 %61 %70

ile baglanma)

Klglk caph stator (saft 12 mm) ve 8-30,000 rpm’lik hiz araligi ile IKA Almanya'dan VWR VDI-
12 yiiksek kesme mikseri, # 5 konumuna (yaklasik 24,000 rpm} ayarlanmistir. Kér MP
numunesi hazirlamak icin %2’lik PVA fazinda metilen kloriir icinde yaklasik %10’luk PLGA
¢ozeltisinin kisa stireli islemi {30 sn) kullaniimistir; bu nispeten genis boyutlu dagihmi (10-50
pum) olan dizgln kiiresel mikropartikiller ile sonuglanmistir. Kdplurme nedeniyle, diger
islemler daha dusik vylizey aktif madde konsantrasyonunda gergeklestirilmistir.
Homojenizasyon siresi de daha dar bir boyut dagilimi elde etmek i¢in uzatilmistir (1 veya 2

dakikalik islem).

Cift emdlsiyon icinde i¢ su fazinin mevcudiyetinden dolayi, glatiramer peptidi ile hazirlanan
tim mikropartikiller optik mikroskop altinda gdzlemlendiginde ya MP yizeyinde ya da

partikdl icinde gozle gdriilebilir qukurlara ve gézenek isaretlerine sahip olmustur.

Tablo 3. Glatiramer asetatin (GA) strekli salimrigin PLGA mikropartikilleri (formilasyon 5-7)

MPG-05 MPG-06 MPG-07
i¢c su fazi
GA, mg 30,8 20 20
GA kuru baz, mg 25,6 16,6 16,6
GA icin su, ul 100+50 pl %2 PVA 166 175
Yag fazinda polimer
PLGA RG 502H, mg 165
PLGA RG 502, mg 200 250
Yag fazi
Disetilfosfat 75
Dimiristoilfosfatidil 60
gliserol sodyum (DMPG
Na)
Metilen klorir 2,7¢g 2,5¢g 3,25¢g
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Dis su fazi
PVA (%0,5) 30 ml 30 ml 30 ml
NaCl 0,25g 0,25 g 0,25g

Gozlemler ve yorumlar

DCP ve GA'dan

olusan pullar

DMPG nin CH,Cly
icindeki

¢cozOnlrlGgl zayiftir

Hazirlik sureci agiklamasi

(KA VDI-12 #5 2 dk,

KA VDI-12 #5 2 dk,

IKA VDI-12 #5 2 dk,

(islemci, hiz ayari, | buharlasma, 4 sa, buharlasma, 4 sa, buharlasma, 4 sa,
buharlasma siiresi} RT, manyetik RT, manyetik RT, manyetik

karistirici karistirici karistirici
Mikropartikillerin kiiresel MP 10-15 dilzensiz partikiller | kiiresel MP 5-15 pm
aciklamasi pm hafif gbzenekli

ylzey

Baglanma (MP'ler le %81 %76 %84
baglanma)

Olusan glatiramer asetat yikli mikropartikiiller santrifij edilmis; pelet, arntilmis suda

yeniden siispansiyon haline getirilmis, yikanmis ve tekrar tekrar santrifuj edilmistir. Ust faz

ve bazi durumlarda yikama suyu glatiramer asetat icerigi icin analiz edilmistir. Santrifijlenmis

¢cokelti, saflastirllmis su veya %5 mannitol ¢dzeltisi icinde yeniden siispanse edilmis ve

liyofilize edilmigtir.

Tablo 4: Glatiramer asetatin (GA) strekli salimiicin PLGA mikropartikilleri (formiilasyon O5R,

08-011 ve glatiramerin tokoferil siiksinat tuzu)

MPG-08

MPG-09

MPG-10

MPG-11

MPG-05R

Tokoferil
suksinat

tuzu 1:1

i¢ su fazi
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GA, mg 30,1 30,1 30,1 30,1 30,9 30,1
GA kuru baz, 25,0 25,0 25,0 25,0 25,6 25,0
mg
Su, ul 150 200 200 200 200 200
Polimer
PLGA RG 502H, 165 165 165
mg
PLGA RG RG- 165 165 0]
503, mg
Yag fazi
Tokoferil 20 50 20 50 0 10
stiksinat
Metilen klorGr 2,7¢g 2,7¢g 2,7¢g 32g 3,7¢ 2g
Dis su faz
Yiizey aktif 30 ml 30 ml 30 ml 30 ml 30 ml 20 ml
madde %0,5 PVA | %0,5 PVA | %0,2 Tw80 | %0,5PVA | %0,5 PVA H,O
NaCl 0,25¢ 0,25¢ 0,25¢ 0,25¢ 0,25g -
Hazirlik  sireci OMNI OMNI OMNI GLH | OMNI GLH | IKA VDI-12 22 kHz
aciklamasi GLH#41 | GLH#41 #4 1 dk, #4 1 dk, #5 2 dk, Titanyum
(islemci, hiz dk, dk, buharlasm | buharlasm | buharlasm | indenter
ayarl, buharlas buharlas | a,4sa, RT, | a,4sa, RT, | a,4sa, RT, | sonikasyo
buharlagma ma 4 sa, ma 4 sa, manyetik | manyetik | manyetik | n 13W 60
siiresi) RT, RT, karistiric karistiric karistirici sn
manyetik | manyetik
karnistiner | karnstinc
Mikropartikille Kiiresel Kiiresel Klresel Kiresel Kahlntilarla | Kiresel
rin agiklamasi MP 2-5 MP 1-3 MP 3- MP 2-4 birlikte aglomera
pm pm 5&20 pum ptm kiiresel MP 30-
purtzsiiz | purlzsiz | purizsiz purdzsiiz MP 1-10 100 pm

Km
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Baglanma %82 %87 %46 %85 %93 %89
(MP'ler ile

baglanma)

Tokoferil siksinat (MW 530, bir COOH esdegeri 265 Dalton) ve glatiramer asetatin (MW
4,700-11,000, bir NH; esdegeri ~693 Dalton) bir esmolar kempleksinin (tuz) formilasyonu,
buzla sogutularak, 60 saniye boyunca {6x10 sn) bir ultrasonik indenter yardimiyla daha énce
¢6zinmis esmolar miktarda tokoferil siiksinat ile glatiramerin bir sulu ¢ézeltisini metilen
klordr icinde slspansiyon haline getirerek hazirlanmistir. Organik ¢dziclnin ve suyun
buharlastinlmasindan sconra, bu sekilde olusturulan suda ¢6ziinmeyen Urlin toplanmis,
aritilmis su ve kuru etanol ile yikanmis ve daha fazla saflastirimadan diger arastirmalarda

kullanilmistir.

Tablo 5. Glatiramer asetatin (GA) siirekli salimi igin PLGA mikropartikiilleri (formiilasyon

MPG-12 - 15)

MPG-12 MPG-13 MPG-14 MPG-15
i¢c su fazi
GA, mg 31,8 31,8 31,5 31,7
GA kuru baz, mg 26,4 26,4 26,1 26,3
Su, ul 200 200 200 200
Yag fazinda
polimer
PLGA RG 502H, 200 250 300 165
mg
Yag fazi
Tokoferil 9
siiksinat, mg
Metilen klorGr 2,6g 2,7¢ 2,78 2,6¢g
Dig su faz
%0,5 PVA ¢ozelti 30 ml 30 ml 30 ml 30 ml
Nacl 0,25g 0,25¢g 0,25g 0,25¢g
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Hazirhk sUreci
aciklamasi

(islemci, hiz ayan,

IKA VDI-12 #5 (1
dk),

buharlasma, 4

IKA VDI-12 #5 (1
dk),

buharlasma, 4

IKA VDI-12 #5 (1
dk),

buharlasma, 4

IKAVDI-12 #6 2
sh, #5 40 sn,

buharlasma, RT,

buharlasma sa, RT, manyetik | sa, RT, manyetik | sa, RT, manyetik manyetik
sliresi) karistirici karigtirici karigtirici karigtirici
Mikropartikillerin kalintilarla kahntilarla kalintilarla kahntilarla

aciklamasi

birlikte kliresel
partikiiller 10-
15 um

birlikte kiiresel
partikiller 10-
18 um

birlikte kiiresel
partikiiller 10-
15 um

birlikte kiresel
partikdller 6-10

um; agregalar

Baglanma (MP'ler

ile baglanma)

%85,4

%94,9

%96,4

%70,9

Pisklrme (1

saatte salim)

%18,9

%8,5

%9,5

%13,6

4, glin ve 11. gln
arasinda salinan

GA miktar

%25,6

%21,0

%32,7

%19,6

Liyofilizasyon

Santrifijleme ve yikamadan sonra mikropartikilat formiilasyonlar, ya "oldugu gibi" va
saflastinlmis suda ¢dkeltinin yeniden sispanse edilmesini takiben va da bazi durumlarda,
krivoprotektan eklenerek (¢cokelti %5'lik bir mannitol ¢dzeltisi icinde yeniden siispansiyon
haline getirilmistir) liyofilize edilmistir. Numuneler liyofilizator plakasi kullanilarak -37--43
°C'de 1 saat siireyle dondurulmus ve 24-48 saat siireyle 0,050 mbar basincta ve -20 °C'de
liyofilizatér "Alfa 2-4 LSC" (Christ, Almanya) kullanilarak dondurularak kurutulmus, son olarak
0,025 mbar'da ve +20 °C'de10-16 saat boyunca kurutulmustur. Her iki yeniden slispansiyon
kullanimi,

prosediriinde liyofilize Uriin kolaylikla yeniden vyapilandinlabilir. Mannitol

kriyoprotektan icermeyen formulasyonlar ile karsilastirnldiginda, kolayca yeniden

yvapilandirilan bir lrine yol agmaktadir, ancak bu tir bilesimler, dnemli miktarda balast
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malzemesi icermekte ve aktif malzemenin ger¢ek konsantrasyonunu belirlemek igin daha

karmasik hesaplamalar gerektirmektedir.

Ornek 4: PLGA mikropartikiillerinden glatiramer asetatin _in  vitro salimi

Ekipman

20 ml’lik vialler

Cok noktali manyetik karistirici

inkiibatér

Pipetler

UV-Vis spektrofotometre Shimadzu 1601

Reaktifler ve plastik/cam esyalar

Test maddeleri

Formulasyon MPG-02, 03, 04, 05, O5R, 06, 07, 12, 13, 14 ve 15 - 50 mg kuru liyofilize

mikropartikuller.

Formilasyon MPG-08, 09, 10 ve 11 - %5 mannitol ile liyofilize edilmis 50 mg kuru

mikropartikullere karsilik gelen miktar.

PBS igcinde %0,05’lik sodyum azitle birlikte 20-50 pg/mL glatiramer asetat {baz olarak)

cozeltisi
Sicaklik: 37 °C

Glatiramer asetat (gesitli formiilasyonlar} ile vyiklenmis biyobozunur PLGA
mikropartikillerinden katilan glatiramer asetatin salinmasini degerlendirmek icin asagidaki

proses uygulanmistir.

Prosesin aciklamasi Her bir viale pH 7,4'te 20 ml PBS (0,01 M fosfat, %0,05 NaNs) ilave
edilmistir. Vialler 37 °C'de yerlestirilmis ve kigik bir miknatisla karistinlmistir, 600 pul'lik
oérnekler 5 dakika 10,000 g'de santrifiij edilmistir. 500 pl’lik Gst faz, 0,1 M’lik 500 pl borat

tamponu (2-kat seyreltme) ve 50 ul TNBS ilave edildikten sonra 1,5 ml'lik bir mikrotip icine
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aktarilmistir. Elde edilen bilesim iyice karnistirllmis ve 30 dakika ben¢ Gzerinde tutulmustur.

Analiz, TNBS ydntemi kullanilarak yapilmistir.

500 pl taze PBS ile (NaNs ile yeniden sispanse edilen, ¢ékelen partikiller, viale geri
dondiirdlmistir. Her zaman noktasi icin %2,5’lik daha fazla salim prosesinde serbest kalan

glatiramer asetat miktari icin dogru hesaplama gergeklestirilmistir.

Katilan glatiramer asetatin salimi, ¢ok noktali bir manyetik karistinici ile donatilmis 37 °C'de
inkiibator kullanilarak sikica kapatilmis 20 ml'lik cam viallerde gergeklestirilmistir. Bir salim

ortami olarak pH 7,4'de fosfat tamponlu tuzlu su ¢ozeltisi (PBS} kullaniimistir.

Glatiramer asetatin salinmasi, 10-32 glinliik bir siire boyunca test edilmistir.

.....

(Shimadzu UV-1601):

0D=0.035+0.0132*C (i = 0.9985)

Burada, OD - optik yogunluk {420 ve 700 nm'de fark)
C - glatiramer asetat bazi konsantrasyonudur, pg/ml

MPGO01-MPGO7 formilasyonlarinin peptit saliminin sonuglari, sekil 1'de gdsterilmistir.
Katilan glatiramer asetatin en hizh salimi (1-10 giin boyunca %40), asidik u¢ gruplarina
(Resomer RG 502H) sahip ve hidrofobik karsi iyon icermeyen disiik molekiiler agirhkli PLGA
polimerine dayanarak MPG-05 formilasyonundan elde edilmistir. Karsi iyon {MPG-03) olarak
nispeten az miktarda tokoferil siiksinat iceren ndtr palimer RG 502, daha disiik mutlak salim
degerleri ile olsa da, énemli bir salim gdstermistir (2-12. ginler icin 9%-30). Daha yiiksek
miktarlarda karst iyonlar iceren formiilasyonlar, ilac salimini baskilamistir. Herhangi bir teori
veya etki mekanizmasina bagh kalmaksizin, bu, olusan kompleksin yiksek hidrofobikligine
atfedilebilir. Ek olarak, mikro partikillerin DCP veya DMPG ile hazirlanmasi, agregalarin

olusumu ve genis bir parcacik bayUkIGgi dagilimi ile iliskili olmustur.,

VDI-12 {12 mm saft ) yerine daha blylk ve daha gicli yiksek kesmeli karistina OMNI GLH

(saft capi 20 mm, 5000-30000 rpm) kullanilmasi mikropartikillerin  blyikliginde
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(formilasyonlar 8-11) énemli bir azalmaya ve yiizey purtzsizliglinde artisa yol agar. Organik
¢Ozuclinin (MPG-02) miktarinin arttirllmasi, mikropartikiillere azalan pepti katilmasina
neden olmustur. Herhangi bir teori veya etki mekanizmasina bagh kalmaksizin, bu, ara o/w/o
¢ift emiilsiyon damlacik boyutundaki artisina atfedilebilir. Benzer sekilde, polisorbatin iyonik
olmayan vyizey aktif madde olarak kullanilmasi da ilag vyiklemesini olumsuz ybnde
etkilemistir {%,2 Tween-80 ile MPG-10). Hidrofobik karsi iyonlarin (tokoferil siiksinat,
dimiristoilfosfatidilgliserol DMPG, disetilfosfat DCP) eklenmesi, karsi iyon icermeyen (MPG-
05, MPG-05R) formiilasyenlara kiyasla, polimerik mikropartikiillerden peptit salimini dnemli
olclide geciktirmistir. Herhangi bir teori veya etki mekanizmasina bagh kalmaksizin,
hidrofobik karsi iyonlarin eklenmesi, zayif 6zelliklere sahip mikropartikillere yol acabilir

(MPG-06).

Kullanilan polimerin kimyasal yapisi, salim ozellikleri {izerinde PLGA'nin molekiil agirhgindan
daha blyik bir etki gostermistir. RG 502H ve RG 502 (yaklasik 17,000 Dalton} rezomerleri,
cok benzer diflizyon katsayilarina sahiptir, fakat polimerik matrisden icerilen peptidin
salimini belirleyen ana faktor, glatiramer asetatin pozitif yiikll Lys kisimlarinin ve PLGA
polimerindeki karboksilik ug gruplarin ¢ok noktal bir iyonik etkilesimidir. Nétr Resomer® RG
502, hir karsi iyonun (MPG-02, 03) varlifinda bile disiik bir baglanma kapasitesi gdsterirken,
daha yiiksek molekiler agirliga sahip nétr Resomer® RG 503 daha iyi bir baglanma, ancak ¢ok

yavas salim sergilemistir (MPG-10, 11).

Ayrl olarak hazirlanan dzdes formulasyonlardan (MPG-05 ve MPG-05R) tekrarlanan salim
deneyleri, makul o6lglide benzer davranis ve bu tir klglk o&lgekli gruplar igin iyi bir
tekrarlanabilirlik gbstermistir. Resomer® RG 502H ile glatiramer asetat formiilasyonlari,
benzer bir piskiirme etkisi (~ %30), iyi bir baslangic peptit baglanmasi ve hizlh ilag salimi

sergilemistir {Sekil 2).

Tokoferil siiksinatin esmolar kompleksi (tuz) formilasyonu, yiiksek baglanma bir baglanma
gostermistir ve sudaki ¢d2inirlGgl son derece disik olmustur (~ 5 p/ml). Herhangi bir teori
veya etki mekanizmasina bagh kalmaksizin, buna diasit {tokoferil slksinat} ile polimerin
poliamin malekiiliinin iyonik bir ¢apraz baglanmasi neden olabilir. Polimerin bu tuzdan PBS
icinde salinmasi asin derecede yavas olmustur. Polimerik mikropartikiller icin, tokoferil
sliksinat, PLGA matrisine dahil edildiginde, bu diasidin sadece bir kismi polimer ile etkilesime

girebilir ve tam salim baskilamas icin daha yliksek miktarda tokoferil siiksinat gereklidir.
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Boylece salim orani, glatiramer ve PLGA arasindaki orana gére dizenlenebilir. Daha disdk bir

dereceye kadar olmakla birlikte, kullanilan organik ¢dziicii miktari da dnemli olabilir.

Resomer® RG 502H'yve dayanan, ilag ve polimer arasinda farkh oranlara sahip 12-15 arasi
formilasyonlar, oranin, baslangi¢ piskirme etkisinin, haglanma seviyesinin ve salim craninin
kontrol edilmesinde 6nemli bir rol oynadigini gdstermistir. PLGA ve peptidin miktarinin
ayarlanmasinin yani sira tokoferil siksinat gibi bir hidrofobik karsi iyon ilavesi, yiksek
baglanma, dustk ilk piskirme ve makul salim oranlarina sahip mikropartikilli

formilasyonlarin (MPG-12 - 15) hazirlanmasina izin verir (Sekil 3}.

{rnek 5: Olcek artirma

Glatiramer asetat mikropartikiilat formiilasyonlarinin livofilize érnekleri

MPG-14 SU-1 - MPG-014'lin formiilasyonu, daha disik bir hizda daha biliyik bir reaksiyon

kabi ve daha blylk bir homojenlestirici (OMNI GLH) kullanilarak Gretilmistir.

Toplam - 13 vial; her bir vial, vial basina ~ 18,2 mg toplam glatiramer asetat icerigi ile birlikte
yaklasik 235 mg liyofilize formiilasyon icerir, bu da liyofilize form(ilasyonun ~ 75 pg/mg’ina

esittir.

MPG-15 SU-1 - MPG-015'in formilasyonu, daha diisiik bir hizda daha biyiik bir reaksiyon

kabi ve daha biiyiik bir homojenlestirici (OMNI GLH) kullanilarak (retilmistir.

Toplam - 10 vial; her bir vial, vial basina ~ 14,9 mg toplam glatiramer asetat icerigi ile birlikte
vaklasik 145 mg liyofilize formulasyon igerir, bu da liyofilize formdlasyonun ~ 100 pg/mg’ina

egittir.

MPG-14 SU-2 - MPG-014'ln formiilasyonu, ayn reaksiyon kabi, ayni homojenlestirici (VDI
12) ve ayni parametreler kullanilarak Gretilmis, proses birkag kez tekrarlanmistir. Bilesim, ilk

plskiirmeyi azaltmak igin iyice yikanmistir,

Toplam - 12 vial; her bir vial, vial basina ~ 6,3 mg toplam glatiramer asetat icerigi ile birlikte
yaklagik 88 mg liyofilize formiilasyon igerir, bu da liyofilize formiilasyonun ~ 72 pg/mg’ina

esittir.
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MPG-15 SU-2 - MPG-015'in formdlasyonu, ayni reaksiyon kabi, ayni homojenlestirici (VDI 12}
ve aynl parametreler kullanilarak Gretilmis, proses birkag¢ kez tekrarlanmistir. Bilesim, ilk

plskirmeyi azaltmak i¢in iyice yikanmistir.

Toplam - 12 vial; her bir vial, vial basina ~ 5,6 mg toplam glatiramer asetat icerigi ile birlikte
vaklasik 55 mg liyofilize formdlasyon icerir, bu da liyofilize formiilasyonun ~ 100 ug/mg’ina

esittir.

Tim liyofilize numuneler, bir buzdolabinda +4 °C'de saklanmis ve kullamimdan énce yeniden

olusturulmustur.

Formdilasyon ve seyreltici {glikoz ¢Gzeltisi) arasindaki oran en az 1:5, tercihen 1:10 ve daha
yliksek olmustur. Yeniden olusturulan numunenin uygulanmasindan once siddetli bir
calkalama gerceklestirilmistir. Bu formdilasyonlarin salim profilleri Sekil 4 ve 5'te

gdsterilmistir,

Boylece, glatiramer asetatin suda yiliksek c¢ozinirlige sahip peptidinin biyobozunur
polimerik mikropartikillere katilmasi gdsterilmistir. Mikropartikiller, polimerin iyi
baglanmasini, makul ilag yiklemesini ve farkh bilesimlerin ve preparasyon islemlerinin
kullanilmasiyla diizenlenebilen azaltilmis ilk salim plskirmesini sergilemistir. Resomer®
502H'den yapilmis ve glatiramer asetat ile yilklenmis PLGA mikropartikilleri, katilan
peptidin, 37 °C'de kanstirilan bir sulu ortamda (fosfat tamponlu tuzlu su ¢oézeltisi, pH 7,4) 10-

15 glin boyunca giinde %3-5 salim orani ile in vitro salimini saglar.

Ornek 6: Deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE) modeli

Deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE), miyelin bazik proteini enjekte edilerek laboratuar
hayvanlarinda indiklenehilen bir enflamatuar otocimmiin demiyelinizan hastabktir. Bu
hastalik, klinik ve deneysel otoimmdiin hastaliklari incelemek icin standart laboratuar modeli
haline gelmistir. Aslinda, cok sayida makale {6r., Abramsky vd., J Neuroimmunol {1982} 2
1 and Bolton vd., J Neurol Sci. (1982} 56 147} hayvanlarda kronik tekrarlayan EAE'nin
insanlardaki multipl skleroza benzerliklerinin, o&zellikle multipl skleroz gibi otoimmin
demiyelinizan hastaliklarin arastirlmasi icin EAE'nin degerini gosterdigine dikkat ceker, Bu
haliyle, EAE test modeli, mevcut bulusun formiilasyonlarinin, multipl skleroza karsi

aktivitesini belirlemek igin kullaniimaktadir. Bu test asagidaki prosedure gére yapilr.
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Disi Lewis sicanlarina, 12,5 pg miyelin bazik proteini (MBP) {gine domuzu spinal korddan
hazirlanmistir) tam Freund adjuvani icinde ayak pedlerine enjekte edilir. Mevcut bulusun
formiilasyonu, test hayvanlarina haftada bir/iki haftada bir/ayda bir kez cesitli dozlarda
enjeksiyon yoluyla verilir. Diger belirlenmis test hayvanlarina bir kontrol formilasyonu verilir.
Hayvanlar daha sonra tartilir ve EAE semptomlari igin glinliik olarak 0'dan 3'e kadar olan bir
dlgcege gore skorlanir {0 = degisiklik yok; 1 = sarkik kuyruk; 2 = arka bacak sakathgi ve 3 = arka

bacak felci/can ¢ekisme). Hayvanlar 3 skoruna ulasirsa feda edilir.

Ornek 7: EAE modelini kullanarak in vivo calismalar

Mevcut bulusun formilasyonlarinin MS'nin fare modelinde etkisini belirlemek icin deneysel
otoimmuin ensefalomiyelit (EAE) gerceklestirilir. 25-Hidroksivitamin Ds-1a-hidroksilaz nakavt
fareleri {1a -OH KQ), EAE immiunizasyonundan iki ila ¢ hafta énce %0,87 kalsiyum ve 1 ng
1,25-(OH}:Ds (Vit D) iceren bir saflastirilmis diyette tutulur. EAE, alti ila on hafta sonra
farelere 200 pg imminodominant peptidin miyelin oligodendrosit glikoproproteinine

(MOGss_s5 ) subkiitan olarak immdnizasyonuyla uyarihr.

Peptit standart 9-florenil-metoksi-karbonil kimyasi kullanilarak sentezlenir. Peptit, 1si ile
inaktif hale getirilmis 4 mg/ml Mycobacterium tuberculosis H837a iceren Freund'un tam

adjuvani (CFA; Sigma) icinde ¢oziindr.

Fareler, asagidaki skorlama sistemini kullanarak EAE'nin klinik belirtileri igin glinliik olarak
incelenir: 0, isaret yok; 1, gevsek kuyruk; 2, arka ayak zayifligi; 3, arka ayak felci; 4, 6n ayak

felci; 5, can ¢ekisme ya da 6lom.

> 2 skoruyla EAE'nin klinik semptromlarini gelistiren fareler, haftada bir/iki hafta bir/ayda bir
kez cesitli dozajlarda enjeksiyonla uygulanan bu bulusun formilasyonu ile tedavi edilir.
Kontrol gruplar, plasebo veya Gold standart glatiramer asetat rejimi ile tedavi edilir [or.
PNAS, 2005, cilt 102, no. 52, 19045-19050]. Fareler daha sonra EAE semptomlari icin her giin
tartilir ve skorlanir. istatistiksel analiz, insidans orani ve diger tim dlciimlerde eslestirilmemis
Student t-testi (izerinde iki kuyruklu Fisher kesin olasilik testi kullanilarak gerceklestirilir. P

<0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edilir.
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