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OZET

ILAC KOMBINASYONU

Mevcut bulus solunum hastaliklari ve inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde sasirtici

5 terapotik etkinligi olan ilaclarin yeni bir kombinasyonu ile ilgilidir.
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ISTEMLER

1. Bir kompozisyon olup, 6zelligi; (a) 9,10-Dimetoksi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-
(N-karbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6,1-a]izokuinolin-4-on gibi bir
PDE3/PDE4 inhibitoru veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir asit ilaveli bir
tuzu ve (b} bir muskarinik reseptor antagonisti icermesidir.

2. istem 1e gore bir kompozisyon olup, ozelligi; burada PDE3/PDE4
inhibitoronun (a) 9,10-Dimetoksi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-karbamoil-2-

aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-alizokuinolin-4-on olmasidir.

3. istem 1 ve 2'ye gore bir kompozisyon olup, bzelligi; muskarinik reseptor
antagonisti (b)'nin atropin, hiosin, glikopirolat, ipratropium, tiotropium, oksitropium,

pirenzepin, telenzepin, aklidinyum veya umeclidinyum olmasidir.

4, istem 1 ila 3'Un herhangi birine gére bir kompozisyon olup, dzelligi; muskarinik
reseptor antagonisti (bynin atropin, ipratropium bromur veya tiotropium bromur

olmasidir.

5. istem 1 ila 4'ten herhangi birine gore bir kompozisyon olup, odzellidi;

kompozisyonun sabit bir kombinasyon olmasidir.

6. Farmasotik bir kompozisyon olup, ozelligi; istem 1 ila 5'ten herhangi birinde
tanimlanan bir kompozisyon ve farmasotik olarak kabul edilebilir bir veya daha fazla

tasiyicl, seyreltici veya yardimci madde icermesidir.

7. istem 6'ya gore bir farmasotik kompozisyon olup, ozelligi; kuru toz inhaler
(DPI) veya olgulu doz inhaler {MDI) ile uygulamaya yonelik olmasidir.

8. Istem 1 ila 7°den herhangi birine gore bir kompozisyon olup, ozelligi; (i)
damarlarin veya bronsun akut veya kronik obstruksiyonuna veya ({ii) akut veya kronik
inflamasyona dayanan bir hastalik veya durumun tedavisinde kullanima yonelik

olmasidir.

9. istem 8e gore kullanima yoénelik bir kompozisyon olup, dzelligi; burada
hastallk veya durumun astim, alerjik astim, saman nezlesi, alerjik rinit, bronsit,
amfizem, bronsektazi, kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH), erigkin solunum
distress sendromu (ARDS), steroid direncli astim, siddetli astim, pediyatrik astim,

kistik fibrozis, akciger fibrozu, pulmoner fibroz, interstisyel akciger hastald, cilt
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bozukluklari, atopik dermatit, psoriazis, okuler inflamasyon, serebral iskemi veya bir
oto-badisiklik hastahg olmasidir.

10. istem 8 veya 9a gore kullanim igin bir kompozisyon olup, dzelligi; hastalik

veya durumun astim veya kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH) olmasidir.

11. istem 1 veya 2:de tanimlanan bir PDE3/PDE4 inhibitoru olup, dzelligi; istem 1,
3 veya 4'un herhangi birinde tanimlanan bir muskarinik reseptor antagonisti ile
kombinasyon halinde istem 8 ila 10'dan herhangi birinde tanimlanan bir hastalik veya

durumun tedavisinde kullanima yénelik olmasidir.

12. Istem 1, 3 veya 4Un herhangi birinde tanimlanan bir muskarinik reseptor
antagonisti olup, 6zellidi; istem 1 veya 2'de tanimlanan bir PDE3/PDE4 inhibitorl ile
kombinasyon halinde istem 8 ila 10'dan herhangi birinde tanimlanan bir hastalik veya

durumun tedavisinde kullanima ydnelik olmasidir.

13.  Bir Urun olup, ozelligi; istem 8 ila 10’'un herhangi birinde tanimlanan bir
hastalik veya bir durumun tedavisinde eszamanh, ayri veya sirah olarak kullanim igin
istem 1 veya 2'de tanimlanan (a) bir PDE3/PDE4 inhibitoru ve (b) istem 1,3 ya da
4'un herhangi birinde tanimlanan bir muskarinik reseptor antagonistini icermesidir.
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TARIFNAME
ILAC KOMBINASYONU
BULUS ALANI

Mevcut bulus solunum hastaliklari ve inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde sasirtici

terapdtik etkinligi olan ilaclarin yeni bir kombinasyonu ile ilgilidir.
BULUSUN ARKA PLANI

Cok sayida farklh yaklasim bulunmaktadir. Ornek olarak, kortikosteroidler, B2-
adrenerjik reseptor agonistleri, fosfodiesteraz (PDE) 4 inhibitorleri, PDE 3 inhibitorleri,
lokotrien reseptor antagonistleri, epidermal buylume hormon reseptor (egfr) kinaz
inhibitorleri, p38 kinaz inhibitorleri, NK1 agonistleri ve muskarinik reseptor
antagonistleri solunum vyolu hastaliklarinin  tedavisinde kullaniimasi igin iyi

bilinmektedir.

RPL554 (9,10-Dimetoksi-2-{2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-karbamoil-2-aminoetil }-
3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-a]izokuinolin-4-on) bir ¢ift PDE3/PDE4 inhibitorudur
ve WO 00/58308 numarall patentte aciklanmistir. Kombine bir PDE3/PDE4 inhibitoru
olarak, RPL354'Un hem antiinflamatuvar hem de bronkodilator aktivitesi
bulunmaktadir ve astim ve kronik obstruktif pulmoner hastaligi (COPD) gibi solunum

yollan hastaliklarinin tedavisi icin yararhdir.

Solunum yollari hastaliklarinin tedavisi igin farklh siniflarda solunum yolu ilaglarinin
kombinasyon halinde kullamldigr bilinmektedir. Bununla birlikte, bu tarz
kombinasyonlarin bilesenleri arasindaki nadiren sinerjik etki gozlenmektedir.

BULUS OZETI

RPL554'un muskarinik reseptor antagonistlerinin  aktivitesini etkili hale getirme
yetenegi mevcut bulusun sasirtict bir bulgusudur. RPL554 ve muskarinik reseptor
antagonistleri bu sebeple artmis bir terapotik etki sadlamak i¢cin kombinasyonda

sinerjik olarak etkilesmektedir.

llaglar arasindaki gergek bir sinerijik etki nadirdir. Sinerjik etkinin varlidi, 6rnek olarak,
Berenbaum yontemi, Bliss Independence (BI) kriteri ve/veya Loewe Additivity (LA)

modeli ile izobol edrisi yoluyla saptanabilir (bkz. Berenbaum, 1977; Greco ve ark.,
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1995; Grabovsky ve Tallarida, 2004; Tallarida, 2006; Goldoni ve Johansson, 2007;
Tallarida ve Raffa, 2010).

Berenbaum yontemine gore, bir kombinasyon icin sinerji ilk olarak, her ilacin bir
dusuk ve bir yuksek dozunu belirlemek icin monoterapiler olarak bilesen ilaclardan
her birinin doz cevap edrisinin saptanmasi ile tespit edilir. Daha sonra her ilacin
dusuk dozlarinin bir kombinasyonunun etkisi olgulur. Eger her bir ilacin dusuk
dozlarinin bir kombinasyonu monoterapi olarak tek basina yuksek dozdan daha fazla

bir cevap olusturuyorsa, iki ilag arasinda gercek bir sinerji vardir.

Mevcut bulus sahipleri sasirtici bir sekilde, Berenbaum yontemine gore RPL554 bir
muskarinik reseptér antagonisti ile kombine edildiginde gergcek bir sinerjistik etki
ortaya ciktigini bulmusglardir. Her bilesen ilacin dusuk dozlarini kullanirken elde
edilen artmig terapdtik etki, klinik anlamda oldukga istenen bir durumdur ve ornek

olarak bu hastanin deneyimledigi yan etkileri azaltir.

Buna gore, mevcut bulus (a) bir 9,10-Dimetoksi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-
karbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-a)izokuinolin-4-on olan
PDE3/PDE4 inhibitoru veya farmasobtik olarak kabul edilebilir bir tuzunu ve (b) bir

muskarinik reseptor antagonisti iceren bir kompozisyon saglar.

Bulus ayrica, bulusa gore bir kompozisyon iceren bir farmasotik kompozisyon ve bir
veya daha fazla farmasotik olarak kabul edilebilir tasiyicilar, seyrelticiler veya
yardimci maddeler saglar.

Bulus ayrica, burada tanimlanan hastaliklarin veya durumlarin tedavisinde kullanmak

igin bulusta yer alan bir kompozisyon saglar.

Bulus ayrica burada tanimlanan hastaliklarin veya durumlarin tedavisinde kullanmak
igin bir muskarinik reseptor antagonisti ile kombine halde burada tanimlandigi gibi bir
PDE3/PDE4 inhibitorl saglar.

Bulus ayrica burada tanimlanan hastaliklanin veya durumlarin tedavisinde kullanmak
icin burada tanimlandigi gibi bir PDE3/PDE4 inhibitoru ile kombine halde bir

muskarinik reseptor antagonisti saglar.

Bulug ayrica burada tanimlanan bir hastalik veya durumun tedavisinde es zamanl

olarak, ayri olarak veya ardisik olarak kullamm igin (a) burada tanimlanan bir
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PDES3/PDE4 inhibitoru ve (b) bir muskarinik reseptor antagonisti iceren bir Grun

saglar.
SEKILLERIN KISA TANIMI

Sekil 1: RPL554 ile 50 dakika inkubasyondan sonra insan izole edilmis bronsiyal
preparatlarin  EFS'ye kontraksiyonun inhibisyonunu temsil eden cizgi grafigi.
Gosterilen noktalar, 5 farkli denekten elde edilen orneklerle yapilan deneylerden

alinmistir ve bunlar ortalama + SEM ***P<0.001'e karsi kontrol olarak temsil edilir.

Sekil 2: Asetilkolin ile sub-maksimum kontraksiyon Uzerine RPL554 ve atropinin
insan bronsiyal gevsemesi. Gosterilen noktalar, 5 farkli denekten elde edilen
orneklerle yapilan deneylerden alinmistir ve bunlar ortalama + SEM ***P<0.001'e

karsi atropin olarak temsil edilir.

Sekil 3: Arttinimis RPL554 dozunun, pasif duyarhlastinimis insan izole bronglarinda
histaminin kasiima etkisi Uzerine etkisi. Gosterilen noktalar, 5 farkhh denekten elde
edilen ©orneklerle yapilan deneylerden alinmigtir ve bunlar ortalama + SEM

**P<0.001°e karsi pasif duyarhilastiriimis kontrol olarak temsil edilir.

Sekil 4: Atropin ve RPL554 arasindaki dusuk konsantrasyon etkilesimi (10 nM ve
100 nM). 5 farkh denekten elde edilen orneklerle yapilan deneylerden elde edilen

veriler ve bunlar ortalama + SEM *P<0.05 ve *P<0.01 olarak temsil edilir.

Sekil 5: RPL554 + atropin kombinasyonu igin Bl ilag etkilesim modelinin cevap yuzey
analizinden elde edilen etkilesim vyuzeyleri.i Yatay eksen bilesiklerin
konsantrasyonunu, dikey eksen AE'yi (gevseme, % ) temsil etmektedir. 0 duzlemi BI
etkilegsimlerini gosterirken, 0 duzleminin ustundeki hacim, sinerjistik (pozitif AE)
etkilesimleri gosterir. Etkilesimlerin buyuklugu dogrudan AE ile iligkilidir ve 3D
grafiklerdeki farkli tonlar farkli yuzdelik sinerji bantlarini (% 10) temsil eder. Her bir
nokta kesisimi, farkh deneklerden alinan ornekler uzerinde yapilan deneylerin

ortalamasini temsil etmektedir (n = 5).

Sekil 6: Atropine karsl gevseme cevabini (acik sutun; Atropine, nM), (kapali sutun;
nM} her bir doz kombinasyonunun RPL554 aditif cevabi {noktali sutun; aditif) ve her
bir doz kombinasyonu icin gozlenen gevseme cevabini (koyu noktall kolon;
Kombinasyon 1:1) temsil eden bar grafik. Her agonistin konsantrasyonu X ekseninde
gosterilmistir. Her bar ortalamay ve dikey cizler ise standart sapmay (SD) temsil
eder (N=5). Aditif cevap durumunda, SD, Tallarida ve Raffa (2010) yontemleri
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kullanilarak saptanmigtir. Bir 0rnek t-testi kullanilarak * P < 0.05 (ayarlanmig) cf aditif

cevap.

Sekil 7: RPL554'Un tek basina (e) veya 2 ug/kg atropin (A ) ile kombinasyon halinde
iv uygulamasini takiben hava yolu t obstruksiyonunda azalma (Bombesin (2 pg/ml;

5mi/saat) intravenoz (iv.) uygulamasi ile induklenmistir).

Sekil 8: RPL554'Un tek basina (e) veya 2 pg/kg atropin (A ) ile kombinasyon halinde

iv uygulamasini takiben ortalama arteriyel kan basincinda azalma.

Sekil 9: Atopinin iv uygulanmasindan sonra hava yolu obstriksiyonunda azalma

(Bombesin (2 pg/ml; Smi/saat} intravenoz (iv.) uygulamasi ile induklenmistir).
Sekil 10: iv. atropin uygulamasindan sonra ortalama arter kan basincinda azalma.

Sekil 11: Farkl elektriksel alan stimulasyonu (EFS) frekanslarinda glikopironyum igin

bronsial tonun konsantrasyon cevap edrisi (CRC).

Sekil 12: Farkli konsantrasyonlardaki glikopironyumda, glikopironyum igin bronsial

tonun konsantrasyon cevap egrisi ve egri altinda kalan alan (AUC).

Sekil 13: Farkli elektriksel alan stimulasyonu (EFS) frekanslarinda RPL554 icin
bronsial tonun konsantrasyon cevap egrisi (CRC).

Sekil 14: Farkh konsantrasyonlardaki RPL554 icin bronsial tonun frekans cevap
eqrisi.
Sekil 15: (A) 3Hz, (B) 10Hz, ve (C) 25 Hz EFS'de RPL554, glikopironyum ve

kombinasyon halindeki RPL554 ve glikopironyum igin insan izole bronsun kontraktil

cevabi ve her frekansta (D) AUC karsilagtirmalari.

Sekil 16: RPL554, glikopironyum i¢in gevseme cevabi, kombinasyon halindeki
RPL554 ve glikopironyum icin beklenen cevap ve kombinasyon halindeki RPL554 ve
glikopironyum icin gozlenen cevap.

Sekil 17: Karbakol induklu sub-maksimal kontraksiyonda insan izole bronsiyalleri igin

halindeki RPL554 ve glikopironyuma karsi konsantrasyon cevap egrisi (CCh).

Sekil 18: Kiguk insan bronslarn (<1 mm c¢apinda) icin kombinasyon halindeki
RPL554 ve glikopironyum tarafindan indiuklenen beklenen ve gozlenen gevseme

cevabl.
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Sekil 19: Kombinasyon halindeki RPL554 ve glikopironyum tarafindan induklenen
beklenen ve gbdzlenen gevseme cevabi arasindaki delta etkisi.

BULUSUN DETAYLI TANIMI
Burada asagidaki kisaltmalar kullanilmaktadir:

RPL5 54: 9,10-Dimetoksi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-karbamoil-2-aminoetil }-
3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-a]izokuinolin-4-on); ANOVA varyans analizi; BI
Bliss Independence; COX: siklooksijenaz; EC30: % 307luk bir maksimum etki
gostermek icin gerekli olan konsantrasyon; ECS50: % 50’lik bir maksimum etki
gostermek icin gerekli olan konsantrasyon; EC70: % 70'lik bir maksimum etki
gostermek icin gerekli olan konsantrasyon; EFS: elektrik alan stimulasyonu; Emax:
maksimum etki; KH: Krebs-Henseleit tampon ¢ozeltisi; LA: Loewe aditivitesi ve PDE:

fosfodiesteraz.

“Farmasotik olarak kabul edilebilir” terimi biyolojik veya baska bir sekilde istenmeyen
olmayan maddeleri ima eder. Ornek olarak “farmasotik olarak kabul edilebilir tasiyicr”
terimi bir kompozisyona dahil edilebilen ve istenmeyen biyolojik etkilere veya
kompozisyonun diger bilesenleriyle zararh bir sekilde etkilesime neden olmaksizin bir
denege/hastaya uygulanabilen maddeyi belirtir. Bu tarz farmasotik olarak kabul
edilebilir maddeler tipik olarak toksikolojik ve Uretim testlerinin gerekli standartlarini
karsilamistir ve Amerika Gida ve llagc Dairesi tarafindan uygun inaktif maddeler

olarak tamimlanmig malzemeleri igerir.

‘Farmasotik olarak kabul edilebilir asit ilave tuz” biyolojik veya bagka bir sekilde
istenmeyen olmayan farmasotik bir asit ilave tuzunu ima eder. Bu tarz farmasotik

olarak kabul edilebilir asit ilave tuzlar alaninda uzman kisilerce iyi bilinmektedir.

“Terapotik olarak etkili miktar” terimi tedaviye ihtiyagc duyan bir kigsiye uygulandiginda
tedaviyi etkileyecek yeterli miktari ima eder. Ozellikle, bir “etkili” miktar istenen
sonucu elde etmek icin ihtiyac duyulan miktardir ve bir “terapotik olarak etkili” miktar
istenen terapotik etkiyi elde etmek igin ihtiyag duyulan miktardir. Ornek olarak, bir
muskarinik reseptoru antagonize etmek icin, bir “etkili miktar” bir muskarinik reseptor
antagonize edici miktardir. Benzer olarak, kronik obsturiktif pulmoner hastaligini

(COPD) tedavi etmek igin bir terapotik olarak etkili miktar istenen terapoétik sonucu



10

15

20

25

30

basaracaktir, bu belki hastaligin onlenmesi, duzeltilmesi, baskilanmasi veya
hafifletiimesi olabilir.

“Tedavi etme” veya “tedavi’ terimi burada, bir memeli gibi (6zellikle bir insan) bir
kisideki bir hastahgin veya tibbi durumun (COPD gibi) tedavi edilmesi anlaminda
kullaniimistir, bu sunlari icerir: (@) hastaligin veya tibbi durumun onlenmesi, yani bir
kisinin profilaktik tedavisi {b) hastaligin veya meydana gelen bir tibbi durumun
duzeltimesi, yani bir kisideki hastaligin veya tibbi durumun elimine edilmesi veya
gerilemesinin sadlanmasi; (c) hastai§in veya meydana gelen bir tibbi durumun
baskilanmasi, yani bir kigsideki hastaligin veya tibbi durumun gelismesinin
yavaslatiimasi veya durdurulmasi; veya (d} bir kisideki hastaligin veya tibbi durumun
semptomlarninin hafifletimesi. Ormek olarak, 6rnek olarak “COPD tedavisi” meydana
gelen COPDrnin onlenmesini, COPDnin duzeltiimesini, COPD'nin baskilanmasini ve
COPD semptomlarinin  hafifletiimesini  icerecektir. “Denek” terimi, hastaligin
onlenmesi veya belirli bir hastaligin veya tibbi durumun tedavisi igin su anda tedavi
goren, tedaviye veya hastalik dnlemeye ihtiyaci olan insanlar gibi tum hayvanlar ayni
zamanda bulusta yer alan kompozisyonlarin bir deneyde degerlendirildigi veya
kullanildigr  bir test denekleri (omegdin bir hayvan modeli} dahil etmeyi

amaclamaktadir.

PDES3/PDE4 inhibitoru

Mevcut bulusta kullanilan PDES3/PDE4 inhibitoru  9,10-Dimetoksi-2-(2,4,6-
trimetilfenilimino)-3-(N-karbamoil-2-aminostil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6,1-
alizokuinolin-4-on (ayrica RPL554 olarak da bilinir) veya bunun farmasotik olarak

kabul edilebilir bir asit ilave tuzudur.

Tipik olarak, PDE3/PDE4 inhibitéru 9,10-Dimetoksi-2-(2.4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-
karbamoil-2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6,1-alizokuinolin-4-on’dur.
Boylece 9,10-Dimetoksi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-karbamoil-2-aminoetil)-
3.,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-alizokuinolin-4-on’un serbest bazi tercih edilir.

Muskarinik reseptor antagonisti

Bir muskarinik reseptor antagonisti (MRA) muskarinik asetilkolin reseptorlerinin
aktivitesini bloke eden bir bilesiktir. Alaninda uzman bir kisi verilen bir bilesigin, bu
alanda iyi bilinen analizleri kullanarak muskarinik asetilkolin reseptorlerinin aktivitesini

zorlanmaksizin bloke edip etmeyecegini tespit edebilir.
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RPL554'un, iki yapisal olarak farklh muskarinik reseptor antagonistinin, yani atropin
ve glikopirronyumun aktivitesini guglendirme yetenedine sahip olmasi bu bulusun bir
bulgusudur. iki yapisal olarak farkli muskarinik reseptor antagonisti ile bu bulguya
dayanarak, RPL554 ile gozlemlenen sinerjik etkilesimin, bu bilesiklerin spesifik
vapisindan ziyade muskarinik reseptdr antagonistleri olarak bu bilesiklerin
aktivitesinden dolayl ortaya ciktigr izlenmigtir. Dolayisiyla muskarinik reseptor
antagonisti aktivitesi olan tum bilesikler ile RPL554 ile sinerjik bir etkilesimin
beklenmesi mumkundur.

Tipik olarak, muskarinik reseptor antagonistleri atropin, metilatropin, homatropin,
hiyosiyamin, skopolamin, ipratropium, oksitropium, tiotropium, metantelin,
propantelin, anizotropin, klidinium, kopirolat (Robinul), izopropamid, mepenzolat,
tridiheksetil, heksosiklium, siklopentolat, tropikamid, triheksifenidil, pirenzepin,
telenzepin, AF-DX 116 ve metakiramin ve benzerleridir. Ornek olarak, muskarinik
reseptor antagonistleri atropin, atropin sulfat, atropin oksit, metilatropin nitrat,
homatropin hidrobromur, hiyosiyamin (d, 1) hidrobromur, skopolamin hidrobromur,
ipratropium bromur, oksitropium bromur, tiotropium bromur, metantelin, propantelin
bromur, anizotropin metil bromur, klidinyum bromur, kopirolat (Robinul} , izopropamit
iyodur, mepenzolat bromur, tridiheksiletil klorur (Pathilone), hekzosiklium metilsulfat,
siklopentolat hidroklorur, tropikamid, trineksifenidil hidroklorur, pirenzepin, telenzepin,
AF-DX 116 ve metaktramin veya benzerleridir. Muskarinik reseptdr antagonistlerinin
diger karakteristik 0Orneklerine aklidiniyum (ozellikle aklidinyum bromur) ve

umeklidinyum (6zellikle umeklidinyum bromur) dahildir.

Tipik olarak, muskarinik reseptor antagonistleri atropin, hiosin, glikopirolat
(glikopironyum), ipratropyum, tiotropium, oksitropium, pirenzepin, telenzepin,
aklidinyum veya umeclidinyum'dur. Tercih edilen sekliyle muskarinik reseptor
antagonistleri atropin, hiosin, glikopirolat (glikopironyum), ipratropyum bromur,
tiotropium bromur, oksitropium bromur, pirenzepin, telenzepin, aklidinyum veya
umeclidinyum’dur. Alternatif olarak, muskarinik reseptor antagonistleri atropin, hiosin,
glikopirolat, ipratropyum bromur, tiotropium bromur, oksitropium bromur, pirenzepin

veya telenzepin‘dir.

Daha tercih edilecedi sekliyle, muskarinik reseptor antagonistleri atropin, ipratropyum

bromur veya tiotropium bromurdur.
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En cok tercih edilebilir haliyle, muskarinik reseptor antagonistleri atropin veya

glikopironyumdur.

Muskarinik reseptor antagonistleri opsiyonel olarak rasematlarn, enantiyomerleri,
diasteroizomerleri veya bunlarin karisimlari ve opsiyonel olarak farmasoétik olarak
kabul edilebilir asit ilave tuzlar formundadir. Muskarinik reseptor antagonistlerin ilave
tuzlarinin olusumu icin uygun asitlere tipik 6rmekler hidroklorik asit, hidrobromik asit,
sulfurik asit, fosforik asit, metanosulfonik asit, asetik asit, fumarik asit, suksinik asit,
maleik asit ve trifluoroasetik asittir. Dahasi, bahsi gegen tuzlarin karisimlari

kullanilabilir.
Kompozisyonlar, kombinasyonlar, farmasotik kompozisyonlar ve formulasyonlar

Bulusun kompozisyonu (a) 9,10-Dimetoksi-2-(2,4,6-trimetilfenilimino)-3-(N-karbamaoil-
2-aminoetil)-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirimido[6, 1-a]izokuinolin-4-on  olan PDE3/PDE4
inhibitdéru veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir asit ilave tuzunu ve (b) bir

muskarinik reseptor antagonistini igerir.

Tipik olarak, bulusta yer alan kompozisyon bir sabit kombinasyondur. Bir sabit
kombinasyonda, PDE3/PDE4 inhibitdru ve muskarinik reseptor antagonisti ayni
kompozisyonun icinde yer alir. Sabit kombinasyon PDE3/PDE4 inhibitoru ve
muskarinik reseptor antagonistinin es zamanl uygulanmasi icin kullanilabilir. Tipik
olarak sabit kombinasyon, bir kuru toz kompozisyonu (tercih edilen sekliyle bir kuru
toz inhalerden verilis icin uygun), bir nebulizerden verilig igin uygun bir ¢cozelti veya
bir basingl olgulu doz inhalerden verilig igcin uygun bir ¢ozelti veya bir

suspansiyondur.

Boylece, ornek olarak, sabit kombinasyon tercih edilen sekliyle PDE3S/PDE4
inhibitéru ve muskarinik reseptor antagonistinin her ikisini birden icerir. Alternatif
olarak, sabit kombinasyon PDE3/PDE4 inhibitori ve muskarinik reseptor
antagonistinin her ikisini birden iceren ve bir nebulizerden verilis icin uygun bir
¢cozelti, tipik olarak ise bir sulu ¢ozelti olabilir. Alternatif olarak, sabit kombinasyon
PDE3/PDE4 inhibitoru ve muskarinik reseptor antagonistinin her ikisini birden igeren
ve bir basingl olculu doz inhalerden verilis icin uygun bir gozelti veya bir suspansiyon

olabilir.

Bir sabit kombinasyondaki iki bilesen tipik olarak birlikte karistinlmigtir.
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Alternatif olarak, bulugta yer alan kompozisyon bir serbest kombinasyon olabilir. Bir
serbest kombinasyonda, aktif bilesenler (a) ve (b) tipik olarak birbirlerinden ayrilirlar
ve es zamanli, buyuk olgude es zamanli, ayn veya ardisik uygulama icin bir ambalaj

icinde ambalajlanabilirler.

Dahasi tipik olarak, kompozisyon PDE3/PDE4 inhibitoru ve muskarinik reseptor
antagonistine ilave olarak bir veya daha fazla farmasoétik olarak kabul edilebilir
tasiyicilar, seyrelticiler veya vyardimci maddeler iceren bir farmasotik
kompozisyondur. Eger istenirse kompozisyonlar diger terapotik ajanlan ve/veya
formulasyon ajanlarini igerebilirler. Diger terapotik ajanin tercih edilen bir érnegi 2
adrenerjik reseptor agonistidir. B2 adrenerjik reseptor agonistlerine ornek olarak
salbutamol, albuterol, bitolterol, fenoterol, formoterol, indakaterol, isoetarin,
levalbuterol, metaproterenol, pirbuterol, salmefamol, salmeterol ve terhutalin
verilebilir. B2 adrenerjik reseptor agonistlerin tercih edilen ornekleri salbutamol,

salmeterol, formoterol, albuterol ve pirbuteroldur.

Mevcut bulusta yer alan kompozisyon bir hastaya tipik olarak bir farmasotik
kompozisyon seklinde uygulanir. Bu tarz farmasotik kompozisyonlar hastaya inhale,
oral, nazal, topikal {transdermal dahil} ve parenteral uygulama yollarini iceren, fakat
sadece bunlarla sinirlandirlamaz, herhangi bir kabul edilebilir uygulama yolu ile
uygulanabilir. inhalasyon yolu ile uygulama tercih edilir. Dahasi, bulusta yer alan
kompozisyonlar érnek olarak oral olarak gunde ¢oklu doz halinde, tek bir gunluk doz
halinde veya haftalik tek bir doz halinde uygulanabilir. Burada tartigilan farmasotik
kompozisyonlarda, ©zel bir uygulama vyolu igin uygun bulusta yer alan
kompozisyonda kullanilan aktif ajanlarin herhangi bir formunun (yani serbest baz,

farmasotik olarak kabul edilebilir tuz, solvat, vb.) kullanilabilecegdi anlasilacaktir.

Bulusta yer alan farmasotik kompozisyonlar tipik olarak bir aktif ajanin terapotik
olarak etkili bir miktarini icerir. Bununla birlikte alaninda uzman bir Kigiler bir
farmasotik kompozisyonun terapétik olarak etkili miktarindan daha fazlasini yani bulk
kompozisyonlar icerebilecegini veya terapotik olarak etkili miktara ulasmak Uzere
coklu uygulama igin terapotik olarak etkili miktarindan daha az icerebilecegini yani
tek tek birim dozlar icerebilecegini bilmektedirler. Bir yapilanmada, kompozisyon,
formulasyonun kendisine, uygulama yoluna, dozlama sikligina vb. bagdh olarak
gercek miktarlar ile yaklasik agirlikga % 0.01-10 gibi, agirlikga yaklasik % 0.01-30
aktif ajan dahil olmak Uzere agirlikga yaklasik % 0.01-95 aktif ajan icerecektir. Diger
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bir yapilanmada, inhalasyon i¢in uygun olan bir kompozisyon, ornek olarak, agirhkga
yaklasik % 0.01-30 aktif ajan icerirken diger bir yapilanmada agirlik¢ca yaklasik %
0.01-10 aktif ajan icerir.

Herhangi bir konvensiyonel tasiyici veya yardimci madde bulusta yer alan
kompozisyonlarda kullanilabilir. Ozel bir tasiyici veya yardimci madde veya tasiyici
veya yardimci maddelerin kombinasyonlarin secimi belirli bir hastayr veya tibbi
durumu veya hastalilk durumunu tedavi etmek icin kullanilan uygulama yoluna bagh
olacaktir. Bu baglamda, belirli bir uygulama yolu igcin uygun bir kompozisyonun

hazirlanmasi farmasotik alanda uzman kigilerin alani icindedir.

Ek olarak, bu tarz kompozisyonlarda kullanilan tasiyicilar veya yardimci maddeler
ticari olarak erigilebilirdir. llerleyen bdlumlerdeki cizimler yoluyla, konvensiyonel
formulasyon teknikleri Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20th
Edition, Lippincott Williams & White, Baltimore, Md. (2000); ve H. C. Ansel et al.,
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, ih Edition, Lippincott
Williams & White, Baltimore, Md. (1999} kaynaklarinda tammlanmistir.

Farmasotik olarak kabul edilebilir tasiyicilar olarak hizmet eden maddeleri temsilen
sunlar verilebilir, fakat sadece bunlarla sinirh degildir: laktoz, glukoz ve sukroz gibi
sekerler; bir misir nigsastas| ve patates nigastasi gibi nisastalar; mikrokristal seluloz ve
onun turevleri olan karboksimetil seluloz, etil seluloz ve seluloz asetat gibi selulozlar;
toz kitre zamki; malt; jelatin; talk; kakao yad veya supozituvar mumlari gibi yardimci
maddeler; fistik yagi, pamuk tohumu yagi, aspir yagi, susam yagi, zeytin yagi, misir
yagi ve soya yadi gibi yaglar; propilen glikol gibi glikoller; gliserin, sorbitol, mannitol
ve polietilen glikol gibi polioller; etil oleat ve etillaurat gibi esterler; agar; magnezyum
hidrokist ve aluminyum hidroksit gibi tampon ajanlan; aljinik asit; pirojen icermeyen
su; izotonik tuzlu su; Ringer ¢odzeltisi; etil alkol, fosfat tamponu g¢ozeltileri;
kloroforokarbonlar ve hidroflorokarbonlar gibi sikistinlmis itici gazlar;, ve farmasotik
kompozisyonlarda kullanldiklarinda toksik olmayan gecimli diger maddelerdir.
Farmasotik kompozisyonlar tipik olarak aktif ajan/aktif maddenin bir farmasotik olarak
kabul edilebilir bir tasiyici veya ve bir veya daha fazla opsiyonel madde ile tamamen
veya cok iyi karnistirlmasi veya harmanlanmasi ile hazirlanir. Elde edilen tekduze bir
sekilde harmanlanmig karisim daha sonra konvensiyonel prosedurler ve ekipmanlar
kullanilarak tabletler, kapsuller, haplar, kutular, kartuglar, dagiticilar vb. olarak
sekillendirilebilir veya yuklenebilirler. Tipik olarak, farmasodtik kompozisyonlar inhale
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uygulama igin uygundur. Farmasotik kompozisyon kuru toz inhaler (DPI) veya dlculu
doz inhaler (MDI} ile uygulanabilir.

inhale uygulama icin uygun kompozisyonlar tipik olarak bir aerosol veya bir toz,
ozellikle bir kuru toz kompozisyon formunda olacaktir. Bu tarz kompozisyonlar genel
olarak bir nebulizer inhaler, bir kuru toz inhaler veya bir olgulu doz inhaler gibi iyi
bilinen cihazlar kullanilarak uygulanir, bunlarin ornekleri agagida tanimlanmistir.

Alternatif olarak, aktif ajan(lar)/aktif madde(ler) iceren bir kompozisyon, bir nebulizer
inhaler kullanilan inhalasyon ile uygulanabilir. Bu tarz nebulizer cihazlar tipik olarak
kompozisyonun bir kisinin solunum vyoluna tasinan bir gaz bulutu olarak
spreylemesine neden olan yuksek hizli bir hava akimi uretir. Buna gore, bir nebulizer
inhaler iginde kullanilmak icin formule edildiginde aktif ajan(lar)/aktif madde(ler), bir
gozelti olusturmak icin tipik olarak uygun bir tasiyici icinde gézulur. Alternatif olarak,
aktif ajan(lar)/aktif madde(ler} mikronize edilebilir ve solunum igin uygun boyutta
mikronize partikullerin bir suspansiyonu olusturmak i¢in uygun bir tagiyici ile kombine
edilebilir, burada mikronize tipik olarak partikullerin en az yaklasik % 907 imin 10 pm
daha kuguk capta ortalama bir kutle g¢apina sahip oldugu partikuller olarak
tanimlanmaktadir. “Kutle ortalama c¢api” terimi partikul kutlesinin yarisi daha buyuk
captaki partikulleri icerdigi ve yarisinin ise daha kuguk captaki partikulleri icerdigi cap

anlamindadir.

Uygun nebulizer cihazlar RespimatRTM Soft Mist™ Inhaler (Boehringer Ingelheim),
AERXRTM Pulmonary Delivery System (Aradigm Corp.), ve PARI LC Plus Reusable
Nebulizer (Pari GmbHY)i kapsamaktadir. Bir nebulizer inhalerde kullanim igin drnek
olacak bir kompozisyon yaklasik 0.05 pg/ml ila yaklagik 10 mg/ml bir RPL554 iceren
bir izotonik sulu ¢ozelti icerir. Bir yapilanmada bu tarz bir ¢ozelti yaklagik 3.5-6

degerinde bir pH’ya sahiptir.

Alternatif olarak, aktif ajan(lar)/aktif madde(ler) igeren bir kompozisyon bir kuru toz
inhaler (DP1) kullanilarak inhalasyon yolu ile uygulanabilir. Bu tarz DPllar tipik olarak
aktif ajan nefes alma esnasinda bir hastanin hava akimi iginde disperse olan serbest
akan bir toz olarak uygulanir. Serbest akan bir toz elde etmek igin aktif ajan(lar)/aktif
madde(ler) tipik olarak laktoz, mannitol, dekstroz, polilaktik asit, polilaktit-ko-glikolid
ve hunlarin kombinasyonlan gibi uygun bir yardimci madde ile formule edilir. Tipik
olarak, aktif ajan(lar)/aktif madde(ler) mikronize edilir ve inhalasyon igin uygun bir
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karisim elde etmek icin bir yardimci madde ile kombine edilir. Buna gore, bulugta yer
alan bir yapillanmada aktif ajan(lar)/aktif madde(ler) mikronize formdadir. Ornek
olarak, bir DPI'da kullanmak icin ornek bir kompozisyon yaklasik 1 um ile yaklasik
100 pm arasinda bir partikul boyutuna sahip kuru laktoz (ornegin kuru ogutulmus
laktoz) ve mikronize partikullere sahip aktif ajan icerir. Bu tarz bir kuru toz
formulasyon ornek olarak laktoz ile aktif ajanin kombine edilmesi ve daha sonra
bilesenleri kuru kanstirma ile yapilabilir. Alternatif olarak, eger istenirse, aktif ajan bir
yardimci madde olmadan formule edilir. Daha sonra kompozisyon tipik olarak bir DPI
igine veya bir inhalasyon kartusu veya bir DPI ile kullanmak igin kapsullere yuklenir.
DPrl'lar alaninda uzman kisilerce iyi bilinir ve bu tarz cihazlann gogunlugu ticari olarak
temin edilebilir, 6rnek cihazlar su sekildedir; Aerolizer®™ (Novartis), Airmax™ (IV
AX), ClickHalerR™ (Innovata Biomed), Diskhaler®"™ (GlaxoSmithKline), DiskusR™
veya Accuhaler (GlaxoSmithKline), Easyhaler®"™ (Orion Pharma), Eclipse™
(Aventis), FlowCaps®™ (Hovione), HandihalerR™ (Boehringer Ingelheim), Pulvinal?™
(Chiesi), RotahalerR™ (GlaxoSmithKline), SkyeHaler™ veya Certihaler™
(SkyePharma), Twisthaler (Schering-Plough), TurbuhaleR™  (AstraZeneca),

UltrahaleR™ (Aventis) ve benzerleri.

Alternatif olarak, aktif ajan iceren kompozisyon olgulu doz inhaler {(MDI) kullanilan
inhalasyon ile uygulanabilir. Bu tarz MDF'lar tipik olarak basingh itici gaz kullanarak
olculu bir miktarda aktif ajam bosaltir. Boylece olglulu doz formulasyonu tipik olarak
kloroflorokarbon gibi, CChF gibi veya bir hidrofloroalkan (HFA) gibi 1,1,1,2-
tetrafloroetan (HFA 134a) ve 1,1,1,2,3,3,3-heptafloro-n-propan (HF A 227} gibi bir
sivilagtinlabilir itici icinde aktif ajanin bir ¢ozeltisi veya suspansiyonunu igerir, bununla
birlikte kloroflorokarbonlarin ozon tabakasini etkiledikleri hakkindaki endiseler
sebebiyle genellikle HFA'lar tercih edilir. HFA formulasyonlarinin ilave opsiyonel
bilesenleri etanol veya pentan gibi ko-solventleri ve sorbiton trioleati oleik asit, lesitin
ve gliserin gibi surfaktanlari icerir. Bakiniz, érnek olarak, U.S. Pat. No. 5,225,183 ,
Purewal et al., EP 0717987 A2 (Minnesota Mining and Manufacturing Company), ve
WO 92/22286 (Minnesota Mining and Manufacturing Company). MDI iginde
kullanilmak Uzere ornek bir kompozisyon yaklasik agirlikgca % 0.01-5 aktif ajan;
yaklagik agirlikca % 0-20 etanol ve yaklasik adirlikga 0-5 surfaktan igerir, geri kalan
kismi bir HFA itici gaz olacaktir. Bu tarz kompozisyonlar tipik olarak aktif ajan, etanol

(eger varsa) ve surfaktan (eder varsa) igeren uygun bir tagiyici kaba sogutulmus
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veya basinclandirilmis bir hidrofloroalkanin ilave edilmesi ile hazirlanir. Bir
suspansiyon hazirlamak igin, aktif ajan mikronize edilmeli ve daha sonra itici gaz ile
kombine edilmelidir. Daha sonra formulasyon MDIin bir kismindan olugan bir aerosol
kutusuna yuklenir. MDl'lar alaninda uzman kisiler tarafindan iyi bilinirler ve bu tarz
cihazlann gogu ticari olarak temin edilebilir, ornek cihazlar su sekildedir; AeroBid
Inhaler System (Forest Pharmaceuticals), Atrovent Inhalation Aerosol (Boehringer
Ingelheim), Flovent®™ (GlaxoSmithKline), Maxair Inhaler (3M), Proventil®™ |nhaler
(Schering), Sereventf™ |nhalation Aerosol (GlaxoSmithKline) ve benzerleri. Alternatif
olarak, bir suspansiyon formulasyonu aktif ajan mikronize partikulleri Uzerine bir
surfaktan kaplamasinin puskurtulere kurutulmasi ile hazirlanabilir. Bakiniz, ornek
olarak, WO 99/53901 (Glaxo Group Ltd.) ve WO 00/61108 (Glaxo Group Ltd.}.

Solunum igin uygun partikullerin hazirlama proseslerine ilave ornekler ve inhalasyon
dozlama icin uygun formulasyonlar ve cihazlar U.S. Pat. Nos. 5,874,063 , Briggner et
al.; 5,983,956 , Trofast; 6,221,398 , Jakupovic et al.; 6,268,533 , Gao et al;
6,475,524 , Bisrat et al.; ve 6,613,307 , Cooper patentlerinde tarumlanmistir.

Alternatif olarak farmasdtik kompozisyon oral uygulama icin uygun olabilir. Oral
uygulama igin uygun formulasyonlar kapsuller, tabletler, piluller, pastiller, kaseler,
drajeler, tozlar, granuller; solusyonlar veya bir sulu veya sulu olmayan bir sivi icindeki
suspansiyonlar; su iginde yag veya yag icinde su sivi emulsiyonlar; eliksirler veya
suruplar ve benzerleridir, her biri dnceden belirlenmis bir miktarda aktif ajan igerirler.

Bir kati dozaj formunda (yani, kapsuller, tabletler, piluller ve benzerleri olarak) oral
uygulama i¢in tasarlandiginda, kompozisyon tipik olarak aktif ajan ve sodyum sitrat
veya dikalsiyum fosfat gibi bir veya daha fazla farmaso6tik olarak kabul edilebilir
tasiyicilar icerecektir. Kati dozaj formlar ayrica nisastalar, mikrokristal seluloz, laktoz,
sukroz, glukoz, mannitol ve/veya silisik asit gibi dolgu maddeleri ve hacim arttiricilar;
karboksimetilseluloz, aljinatlar, jelatin, polivinilprolidon, sukroz ve/veya akasya gibi
baglayicilar; gliserol gibi nem vericiler; agar-agar, kalsiyum karbonat, patates ve
tapyoka nisastasi, aljinik asit, bilinen silikatlar, ve/veya sodyum karbonat gibi dagditici
ajanlar; parafin gibi ¢ozunme geciktirici ajanlar; kuaterner amonyum bilesikleri gibi
absorbsiyon arttincilar; setil alkol ve/veya gliserol monostearat gibi 1slatma ajanlari;
kaolin ve/veya bentonit kili gibi absorbantlar; talk, kalsiyum stearat, magnezyum
stearat, kati polietilen glikoller, sodyum lauril sulfat ve/veya bunlarin karngimlari gibi

lubrikantlar; renklendirici ajanlar ve tampon ajanlari icerir.
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Farmasodtik kompozisyonlarda ayrica salim ajanlan, 1slatici ajanlar, kaplama ajanlari,
tatlandiricilar, lezzet verici ve koku verici ajanlar, koruyucular ve antioksidanlar da yer
alabilir. Tabletler, kapsuller, piluller ve benzerleri icin ornek kaplama ajanlari arasinda
seluloz asetat fitalat, polivinil asetat fitalat, hidroksipropil metilseluloz fitalat, metakrilik
asit-metakrilik asit ester kopolimerler, seluloz asetat trimellitat, karboksimetil etil
seluloz, hidroksipropil metil seluloz asetat suksinat ve benzerleri gibi enterik kaplama
icin kullanilanlar yer alir. farmasétik olarak kabul edilebilir antioksidan ornekleri
arasinda askorbik asit, sistein hidroklorur, sodyum bisulfat, sodyum metabisulfat
sodyum sulfit ve benzerleri gibi suda ¢ozunebilir antioksidanlar; askorbil palmitat,
butilat hidroksianizol, butilat hidroksitoluen, lesitin, propil gallat, alfatokoferol ve
benzerleri gibi yagda ¢ozunen antioksidanlar ve sitrik asit, etilendiamin tetraasetik
asit, sorbitol, tartatik asit, fosforik asit ve benzerleri gibi metal selasyon ajanlan yer

alir.

Kompoazisyonlar ayrica, ornek olarak cesitli oranlarda hidroksipropil metil seluloz
veya diger polimer matriksleri, lipozomlar ve/veya mikrokureler kullamlarak aktif
ajanin yavas veya kontrollu saliniminin saglanmasi icin de formule edilebilir. Ek
olarak, bulusta yer alan farmasotik kompozisyonlar opaklastirici ajan icerebilir ve
bunlar aktif ajani, sadece veya tercih edilen sekliyle, gastrointestinal kanahn belirli bir
bolumunde, opsiyonel olarak geciktirilmis bir sekilde salabilirler. Kullanilabilecek igine
katma kompozisyonlarinin ornekleri arasinda polimerik maddeler ve mumlar da
bulunmaktadir. Bu aktif ajanlar ayrica, eger uygun olursa, yukarnida tanimlanan bir
veya daha fazla yardimci madde ile mikroenkapsule formda da bulunabilirler. Oral
uygulama icin uygun sivi dozaj formlar,, ornek olarak, farmasotik olarak kabul
edilebilir emulsiyonlari, mikroemulsiyonlari, ¢ozeltileri, suspansiyonlari, suruplan ve
eliksirleri de icerebilirler. Likit oral dozaj formlar tipik olarak aktif ajan ve érnek olarak
su ve diger solventler gibi inter seyrelticileri, etil alkol, izopropil alkol, etil karbonat, etil
asetat, benzil alkol, benzil benzoat, propilen glikol, 1, 3-butilen glikol, yaglar (pamuk
tohumu vagdi, yer fisti§l, nisir, tohum, zeytin, hint ve susam yadi), gliserol,
tetrahidrofuril alkol, polietilen glikoller ve sorbitan doymus yag esterleri ve bunlarin
karisimlan gibi gozucu ajanlan ve emulsifiyerleri icerir. SUspansiyonlar, ornek olarak,
etoksillenmis izostearil alkoller, polioksietilen sorbitol ve sorbitan esterleri, mikrokristal
seluloz, aluminyum metahidroksit, hentonit, agar agar ve kitre gibi suspanse edici

ajanlarn ve bunlarin kangimlarini igerir.
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Oral uygulama amaglandiginda, bulusta yer alan farmasotik kompozisyonlar tekli bir
dozaj formu icinde ambalajlanabilirler. “Tekli dozaj formu” terimi, yani her birim, tek
basina veya bir veya daha fazla ilave birim ile kombinasyon halinde istenen terapotik
etkiyi saglamak icin onceden belirflenmis miktarda bir aktif ajan igeren, bir hastaya

doz uygulanmasi icin uygun, fiziksel olarak ayri bir birimi ifade eder.

Bulusta yer alan kompozisyon parenteral olarak da (ornegin subkutan, intravenoz,
intramuskuler veya intraperitonal enjeksiyon) uygulanabilir. Bu tarz bir uygulama igin,
aktif ajan bir steril ¢ozelti, sUspansiyon veya emiulsiyon igcinde sadlanir. Bu tarz
formulasyonlarn hazirlamak igin kullanilan solventlere ornek olarak su, salin, propilen
glikol, polietilen glikol gibi dusuk molekul agirlikli alkoller, yaglar, jelatin, etil oleat gibi
doymus yag esterleri ve benzerleri verilebilir. Tipik bir parenteral formulasyon bir
steril pH 4-7 aktif ajanin sulu ¢ozeltisidir. Parenteral formulasyonlar ayrica bir veya
daha fazla ¢ozuculer, stabilizerler, koruyucular, 1slatma ajanlar, emulsifiyerler ve
dagitici ajanlari da igerebilir. Bu formulasyonlar steril enjektabl bir ortam, sterilize

edici bir ajan, filtrasyon, 1s1n veya 1s1 kullanilarak steril hale getirilebilir.

Bulusta yer alan kompozisyonlar bilinen transdermal verilis sistemleri ve yardimci
maddeleri kullanilarak transdermal olarak da uygulanabilirler. Ornek olarak, aktif ajan
propilen glikol, polietilen glikol monolaurat, azasikloalkan-2-on ve benzerleri gibi
permeasyon arttirici ajanlar ile karistirilarak ve bir patch (yama) veya benzer verilis
sistemleri icine dahil (inkopore) edilebilir. Eder istenirse, bu tarz transdermal
kompozisyonlarda jellesme ajanlari, emulsifiyerler ve tamponlarin dahil oldugu ilave

yardimci maddeler kullanilabilir.

RPL554 ile ikinci bir ajanin kombine edilmesi ile cift terapi, yani, bazi durumlarda iki
kompozisyonun uygulanmasi ile ve bazi durumlarda aktif ajan ve sekonder ajan
iceren bir tekli kompozisyonun uygulanmasi ile PDE3/PDE4 inhibisyon aktivitesi ve
sekonder ajan {muskarinik reseptor aktivitesi) ile ilgili aktivite basarilabilir.
Kombinasyon tedavisinde, uygulanan RPL554 miktari, ayni zamanda sekonder

ajanlarin miktar, tipik olarak monoterapide uygulanan miktardan daha az olabilir.

Bulugta yer alan kompozisyonlar bilinen transdermal verilis sistemleri ve yardimci
maddeleri kullanilarak transdermal olarak da uygulanabilirler. Ornek olarak, aktif ajan
propilen glikol, polietilen glikol monolaurat, azasikloalkan-2-on ve benzerleri gibi
permeasyon arttirici ajanlar ile kangtirilarak ve bir patch (yama) veya benzer verilis
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sistemleri icine dahil (inkopore) edilebilir. Eger istenirse, bu tarz transdermal
kompozisyonlarda jellesme ajanlan ve tamponlarin dahil oldugu ilave yardimci

maddeler kullanilabilir.

RPL554 ile ikinci bir ajanin kombine edilmesi ile cift terapi, yani, bazi durumlarda iki
kompozisyonun uygulanmasi ile ve bazi durumlarda aktif ajan ve sekonder ajan
iceren bir tekli kompozisyonun uygulanmasi ile PDE3/PDE4 inhibisyon aktivitesi ve
sekonder ajan {muskarinik reseptor aktivitesi) ile ilgili aktivite basarilabilir.
Kombinasyon tedavisinde, uygulanan RPL554 miktari, ayni zamanda sekonder

ajanlann miktan, tipik olarak monoterapide uygulanan miktardan daha az olabilir.

RPL554, ya her iki ajani da igeren bir kompozisyon olusturmak igin ikinci bir aktif ajan
(muskarinik reseptor antagonisti) ile fiziksel olarak karigtinlabilir ya da her ajan,
hastaya es zamanli veya sirayla uygulanan ayn ve farklh kompozisyonlarda yer
alabilir. Ornek olarak, RPL554, RPL554 ve ikinci bir aktif ajan iceren aktif ajanlarin bir
kombinasyonunu olusturmak icin  konvensiyonel prosedurler ve ekipmanlar
kullanarak ikinci bir aktif ajan ile kombine edilebilir. Ek olarak, aktif ajanlar RPL554,
ikinci bir aktif ajan ve farmasoétik olarak kabul edilebiliv bir tasiyici iceren bir
farmasotik kompozisyon olusturmak icin farmasotik olarak uygun bir tasiyici ile
kombine edilebilir. Bu yapillanmada, kompozisyonun bilesenleri bir fiziksel karigim
olusturmak igin tipik olarak kansgtirilabilir veya harmanlanabilir. Daha sonra fiziksel
kansim, burada tanimlanan yollarin herhangi biri kullanilarak terapétik olarak etkili bir
miktarda uygulanir.

Alternatif olarak, aktif ajanlar hastaya uygulanmadan once ayn ve farkli kalabilirler.
Bu vyapillanmada, aktif ajanlar uygulamadan ©once fiziksel olarak birlikte
kanstinimazlar, fakat farkh kombinasyonlar halinde ayni anda veya farkli zamanlarda
uygulanabilirler. Bu tarz kombinasyonlar ayn olarak ambalajlanabilir veya bir kit
icinde birlikte ambalajlanabilir. Ayn bir zamanda uygulandiginda ikinci ajan tipik
olarak RPL554'un uygulanmasindan sonra 24 saatten daha az bir sure sonra
uygulanacaktir. Diger yapilanmalarda bu zamanl iligki 12 saatten az, 8 saatten az, 6
saatten az, 4 saatten az, 3 saatten az, 1 saatten az, otuz dakikadan az, on dakikadan
az, bir dakikadan az bir sure sonra veya RPL554 uygulamasindan hemen sonra
seklindedir. Bu ayrica ardisik uygulama olarak da adlandinlir. Dolayisiyla, RPL554
inhalasyon yolu ile ayn bolmeleri (ornegin blister ambalaj) kullanan bir inhalasyon
verilis cihazi kullanilarak diger bir aktif ajan ile es zamanl olarak veya ardigik olarak
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uygulanabilir, burada ardisik terimi, RPL554 uygulamasindan hemen sonra veya
onceden belirlenmis bir zaman sonra (6rnegin bir saat sonra veya 3 saat sonra)
uygulanmasi anlamina gelebilir. Alternatif olarak, kombinasyon ayn verilis cihazlari
yani her ajan icin bir cihaz kullanilarak verilebilir. Ek olarak ajanlar farkli uygulama
yollan ile yani bir tanesi inhalasyon yolu ile verilirken digeri oral uygulama ile
verilebilir.

Tipik olarak kit, RPL554 igeren bir ilk dozaj formu ve burada ortaya konuldugu gibi
bulusta yer alan yontemlerin gerceklestiriimesi icin yeterli miktarlarda bir veya daha
fazla ikincil ajan igeren en az bir ilave dozaj formu igerir. ilk dozaj formu ve ikinci
(veya Uguncl, vs.) dozaj formu bhirlikte bir hastadaki bir hastalidi veya tibbi durumu
tedavi etmek veya Onlemek igin terapdtik olarak etkili miktarlarda bir aktif ajan
icerirler. Ikincil ajanlar, dahil olduklari zaman, terapotik olarak etkili miktarlarda yani
tipik olarak RPL554 ile ayni anda uygulandiklarinda terapotik olarak bir yarar
saglayan bir miktarda uygulanirlar. ikinci ajanlar farmasotik olarak kabul edilebilir bir
ilave asit, solvat, optik olarak saf steroizomer ve benzeri bir formda olabilirler.
Bu nedenle, asagida listelenen ikincil ajanlarin, bu gibi formlarn tumunu icerdigi
dusunulmektedir ve ticari olarak temin edilebilir veya konvensiyonel prosedurler ve
reaktifler kullanilarak hazirlanabilirler. ikincil bir ajan igin uygun dozlar tipik olarak

yaklasik 0.05 pg/gun ila yaklasik 500 mg/gun araligindadir.
Hastaliklar veya durumlar

Burada tanimlandigi gibi (a) bir PDE3/PDE4 inhibitoru ve (b) bir muskarinik reseptor
antagonisti kombinasyonu ihtiyac durumunda bir hastadaki (i) damarlarnn veya
bronslarin akut veya kronik obstruksiyonu veya (ii) akut veya kronik inflamasyon bazli

bir hastaligin veya durumun tedavisi igcin uygundur.
Tipik olarak hastalik veya durumun sunlardan secilir:

1. Respiratuvar kanal: hava yollarinin obstruktif hastaliklar. bronsiyal, alerjik,
intrinsik, ekstrinsik, egzersiz indukly, ilac indukli (aspirin ve NSAIi indukli olanlar
dahil) ve toz induklt astimi iceren astim, tum siddetlerdeki hem aralikh hem kalici ve
tum siddetlerde, ve hava yolu asin duyarhh@in diger sebepleri; kronik obstruktif
pulmoner hastali§i (COPD); enfeksiyoz ve eosinofilik bronsitin dahil oldugu bronsit;
amfizem; bronsektazi; kistik fibrozis; sarkoidozis; ciftci akciger ve ilgili hastaliklar;
hipersensitivite pnomonisi; kriptojenik fibroz alveolit, idiyopatik intersitisyel pnomoni,
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antineoplastik tedaviyi komplike hale getiren fibrozis ve tuberkuloz aspergillozis ve
diger akciger enfeksiyonlarini iceren akciger fibrozisi; akciger transplantasyonunun
komplikasyonlari; akciger vaskulaturunun vaskulitik ve trombotik hastalklan ve
pulmoner hipertansiyon; hava yolunun inflamatuvar ve sekretuvar durumlar ile ilgili
kronik oksuruk, ve iyatrojenik oksuruk; rinit medikamentosa dahil akut ve kronik rinit
ve vazomotor rinit; rinit nervosayi (bahar nezlesi) iceren pereniyal ve sezonsal alerjik
rinit; nazal polipler; genel soduk alginligini iceren akut viral enfeksiyon ve
respiratuvar sinsitiyal virUs, influenza, koronavirus (SARS dahil) ve adenovirus

sebebiyle olusan enfeksiyon;

2. Kemik ve eklemler: érnek olarak konjenital kalga displazisine, hem birincil hem
de ikincil osteoartrit/osteoartroz ile ilgili veya bunlan iceren artritler; servikal ve
lomber spondilit ve bel ve boyun agrisi; romatoid artrit ve Still hastali§i; ankilozan
spondilit, psoriatik artrit, reaktif artrit ve belirgin olmayan spondartropati dahil
seronegatif spondiloartropatiler; septik artrit ve diger enfeksiyon ile ilgili artropatiler ve
Potts hastaligi ve Poncet sendromunu iceren tuberkuloz gibi kemik bozukluklari; urat
gut, kalsiyum pirofosfat depozisyonu hastaligi ve kalsiyum apatit ile ilgili tendon,
bursal ve sinovyal enflamasyonu iceren akut ve kronik kristal induklu sinovit; Behget
hastaligi; primer ve sekonder Sjogren sendromu; sistemik skleroz ve sinirh
skleroderma; sistemik lupus eritematosus, karigik bag dokusu hastaligr ve
farkhlagmamis bad dokusu hastali§l; dermatomiyozitler ve polimiyozit dahil olmak
uzere iltihaph miyopatiler; polimarjik romatika; eklem dagilimi ve iligkili sendromlar ne
olursa olsun idiyopatik enflamatuvar artritleri, romatizmal ates ve sistemik
komplikasyonlari da iceren juvenil artirit; dev hucreli arterit, Takayasu arteriti, Churg-
Strauss sendromu, poliarteritis nodoza, mikroskopik poliarterit ve viral enfeksiyona
bagh vaskulitidler, hipersensitivite reaksiyonlari, kriyoglobulinler ve paraproteinler de
dahil olmak Uzere vaskulitler; bel agrisi; Ailevi Akdeniz atesi, Muckle-Wells sendromu
ve Ailevi Hibernian Atesi, Kikuchi hastaligi; ilac induklu artaljiler, tendonitiditler ve

miyopatiler;

3. Yaralanma (omek olarak spor yaralanmalan) veya hastalik sebebiyle
meydana gelen kas iskelet hastaliklarinin agr ve bag dokusunun yeniden olusumu:
artritler (ornek olarak romatoid artrit, osteoartrit, gut veya kristal artropati), diger
eklem hastaliklan (intervertebral disk dejenerasyonu veya temporomandibular eklem
dejenerasyonu gibi}, kemik yenileme hastaligi (osteoporoz, Paget hastaligi veya
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osteonekroz gibi), polikondrititler, skleroderma, karigik bag dokusu bozuklugu,
spondiloartropati veya periodontal hastalik (periodontit gibi);

4. Deri: psoriazis, atopik dermatit, kontakt dermatit veya diger egzamatoz
dermatozlar ve gecikmis tip hipersensitivite reaksiyonlari; fito ve fotodermatit;
seboreik dermatit, dermatit herpetiformis, liken planus, liken sklerozus et atropika,
pioderma gangrenozum, cilt sarkoidleri, diskoit lupus eritematozus, pemfigus,
pemfigoid, epidermoliz bullosa, urtiker, anjiyoodem, vaskulitler, toksik eritemler,
kutanoz, eozinofiller, alopesi areatalar, erkek tipi kellik, Sweet sendromu, Weber-
Christian sendromu, eritema multiforme; hem enfektif hem de enfektif olmayan
selulit; panikulit; kutanoz lenfomalar, melanom olmayan cilt kanseri ve diger displastik

lezyonlar; sabit ilag erupsiyonu da dahil olmak tizere ilag induklu bozukluklar;

5. Gozler: blefarit; konjenitalit, kalici ve vernal alerjik konjunktivit; iritis; anterior ve
posterior Uveit; koroidit; otoimmun; retinayl etkileyen dejeneratif veya inflamatuvar
bozukluklar; sempatik oftalmik dahil oftalmidler; sarkoidoz; viral, fungal ve bakteriyel
olanlar dahil enfeksiyonlar;

6. Gastrointerstinal kanal: glossit, gingivit (dis eti iltihabi), periodontitis; reflu de
dahil olmak Uzere o0zofajit; eozinofilk gastroenterit, mastositoz, Crohn hastaligi,
ulseratif kolit de dahil olmak Uzere kolit, proktit, pruritis ani; colyak hastalig, irritabl
badirsak sendromu ve badirsaktan uzak etkilere sahip olabilen besin alerjileri

(brnedin migren, rinit veya egzama);

7. Abdominal: otoimmun, alkolik ve viral dahil hepatit; karaciger fibrozu ve sirozu;
kolesistit; hem akut hem de kronik pankreatit;

8. Genitouriner: interstisyel ve glomerulonefrit dahil nefrit; nefrotik sendrom; Akut
ve kronik (interstisyel) sistit ve Runner ulseri dahil sistit; akut ve kronik uretrit,
prostatit, epididimit, ooforit ve salpinjit; vulvo-vajinit; Peyronie hastaligi; erektil
disfonksiyon (hem erkek hem de kadin);

9. Allograft ret; akut ve kronik, ornegin bobrek, kalp, karacider, akcider, kemik
iligi, deri veya kornea nakli veya kan nakli sonrasinda; veya konakgi hastaliina karsi

kronik graft;

10.  Santral sinir sistemi: Alzheimer hastali§i ve CJD ve nvCJD dahil olmak Uzere
diger demans bozukluklari; amiloidoz; multipl skleroz ve diger demiyelinizan

sendromlar; serebral ateroskleroz ve vaskulit; temporal arterit; miyastenia gravis;
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viseral agri, bag agrisi, migren, trigeminal nevralji, atipik yuz agnsi, eklem ve kemik
agrisi, kanser ve tumor invazyonundan kaynaklanan agri, diyabetik, post-herpetik ve
HIV ile baglantih noropatiler dahil noropatik agr dahil olmak uzere akut ve kronik agr
(akut, aralikh veya kalici, santral veya periferal orijinli); nérosarkoidoz; malignant,
enfeksiyoz veya otoimmun sureclerin  santral ve periferik  sinir  sistemi
komplikasyonlart,

11. Hashimoto tiroiditi, Graves hastali§i, Addison hastali§), diabetes mellitus,
idiyopatik trombositopenik purpura, eozinofilik fasiit, hiper IgE sendromu,

antifosfolipid sendromu dahil olmak Uzere diger oto-immun ve alerjik bozukluklar;

12.  Edinilmis immun yetmezlik sendromu (AIDS), leprosi, Sezary sendromu ve
paraneoplastik sendromlar dahil olmak uzere enflamatuvar veya immunolojik bir

bilegen ile diger bozukluklar,

13. Kardiyovaskuler: koroner ve periferik dolasimi etkileyen ateroskleroz;
perikardit; miyokardit, miyokardiyal sarkoid dahil inflamatuar ve oto-immun
kardiyomiyopatiler; iskemik reperfuzyon yaralanmalan; endokardit, valvulit ve enfektif
(ornegin sifilitik) dahil aortit, vaskulitid; derin ven trombozu ve varikoz damarlarinin
komplikasyonlarini iceren flebit ve tromboz da dahil olmak Uzere proksimal ve

periferal damar bozukluklar;

14.  Onkoloji: prostat, meme, akciger, yumurtalik, pankreas, bagdirsak ve kolon,
mide, deri ve beyin tumorleri ile kemik iligi (losemiler dahil} etkileyen maligniteler ve
Hodgkin ve non-Hodgkin lenfoma gibi lenfoproliferatif sistemler dahil olmak uzere
yaygin kanserlerin tedavisi; metastatik hastahdin ve tumor rekurrenslerinin dnlenmesi

ve tedavisi ve paraneoplastik sendromlar; ve,

15. Gastrointestinal kanal: Colyak hastalidi, proktit, eozinofilik gastroenterit,
mastositoz, Crohn hastaligi, Ulseratif kolit, mikroskopik kolit, nedeni belli olmayan
kolit, irritabl bagirsak hastaligi, irritabl bagirsak sendromu, inflamatuvar olmayan
diyare, bagirsaktan uzak etkilere sahip besin alerijileri, migren, rinit ve egzama.

Tercih edilen sekliyle hastahk veya durum astim, alerjik astim, saman nezlesi, alerjik
rinit, bronsit, amfizem, bronsiektazi, kronik obstruktif akciger hastahd (KOAH), eriskin
solunum sikintisi sendromu (ARDS), steroid direngli astim, siddetli astim, pediyatrik

astim, akciger fibrozu, pulmoner fibrozis, interstisyel akgiger hastaldi, cilt
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bozukluklar, atopik dermatit, psoriazis, okuler inflamasyon, serebral iskemi veya

otoimmun hastaliklardir.

Daha tercih edilen sekliyle edilen sekliyle, hastalik veya durum, astim veya kronik
obstruktif akciger hastaligi (KOAH} 'dir.

Tedavi edilen hasta tipik olarak bir insandir.

Tipik olarak bilesenler (a) ve (b) birlikte uygulanir. Tercih edilen sekliyle aktif bilesen

(a) ve (b) tek bir dozaj formu igindedir.

Alternatif olarak, aktif bilesenler (a) ve (b) ayri olarak uygulanabilir. Burada aktif her

bir aktif bilesen (a) ve (b) uygulanmasi arasinda bir zaman gecikmesi olabilir.

Aktif bilegsenler (a) ve (b) inhalasyon yoluyla uygulanabilir. Aktif bilesenler (a) ve (b)

aerosol ile uygulanabilirler.

Doz basina uygulanan aktif ajan miktari veya gunluk uygulanan toplam miktar
onceden belirlenebilir veya hastanin durumunun dogasi ve ciddiyeti, tedavi edilen
durum, hastanin yasi, adirhgr ve genel saghgi, hastanin aktif ajana toleransi,
uygulama yolu, aklivite, etkinlik, farmakokinetik ve toksikolojik profiller gibi aktif ajanin
ve uygulanan herhangi bir ikincil maddenin farmakolojik degerlendirmeleri , ve
benzeri durumlari iceren bir cok faktor goz onune alinarak bireysel hasta bazinda
belirlenebilir. Bir hastaliktan veya tibbi durumdan (KOAH gibi} muzdarip bir hastanin
tedavisine ©nceden belirlenmis bir doz ile veya tedavi eden doktor tarafindan
belirlenen bir doz ile baslanabilir ve hastaligin veya tibbi durumun semptomlarini
onlemek, iyilestirmek, bastirmak veya hafifletmek igin gerekli olan bir zaman
suresince devam edilecektir. Boyle bir tedavi uygulanan hastalar tipik olarak
tedavinin etkinliginin saptanmasi icin rutin olarak izlenir. Ornek olarak, KOAH
tedavisinde, zorlanmis ekspiratuvar hacimde (bir saniyede Oolgulmusg) belirgin
duzelme, tedavinin etkililigini belirlemek icin kullanilabilir. Burada tarif edilen diger
hastaliklar ve durumlar icin benzer indikatorler, alaninda uzman Kigilerce iyi bilinir ve
tedaviyi yuruten doktor tarafindan kolayca elde edilebilir. Doktor tarafindan surekli
olarak izlenmesi, optimal sure aktif maddenin optimum miktarinin herhangi bir
zamanda verilecegini ve ayrnica tedavi suresinin belirlenmesini  kolaylastirmayi
saglayacaktir. Ikincil ajanlar da uygulandidinda, bunlann secimini, dozaji ve terapi
suresinin ayarlanmasini gerektirebilecegi icin bu ozellikle onemlidir. Bu sekilde,
tedavi rejimi ve doz gizelgesi, tedavi boyunca ayarlanabilir; boylece, istenen etkinligi



10

15

20

25

30

22

sergileyen en dusuk aktif ajan miktarinin uygulanir ve ayrica, uygulamanin hastalk
veya tibbi durumun basariyla tedavi edilmesi igin gerekli oldugu surece devam
etmesi saglanir. Buna gore, bir yapillanmada bulusta yer alan kompozisyonlar,
insanlar ve onlarla birlikte yasayan hayvanlar da (6rnegin, kopekler, kediler, vb.) dahil
olmak uzere memelilerde duz kas bozukluklarinin tedavisinde faydahdir. Bazi duz
kas hastaliklan, ornek olarak, aktif mesane, kronik obstruktif pulmoner hastaligi ve
irritabl badirsak sendromunu icerir. Tipik olarak, diuz kasi bozukluklarinin veya
muskarinik reseptorlerin aracilik ettigi diger bozukluklarin tedavisi icin uygun dozlar,
yaklasik 0.15 pg/kg/gun ila 5 mg/kg/gun dahil yaklasik 0.14 pg/kg/gun ila 7
mg/kg/gun aktif ajan araliginda degisecektir. Ortalama 70 kg'lik bir insan igin, bu
miktar yaklasik 10 pg/gun ila 500 mg/gun aktif ajan olacaktir.

Tipik olarak, bhulugta yer alan kompozisyonlar, insanlarin da dahil oldugu
memelilerde, hastaya kompozisyonun terapotik olarak etkili bir miktarda uygulanmasi
ile KOAH veya astim gibi pulmoner veya respiratuvar hastalklarn tedavi etmek igin
uygundur. Genel olarak bir pulmoner hastaligi tedavi etmek i¢in doz yaklasik 10-1500
pg/gun araliginda degisecektir. “KOAH” terimi alaninda uzman kisiler tarafindan
kronik obstruktif bronsit ve amfizemin de dahil oldugu cesitli respiratuvar durumlar
iceren hastaliklar olarak anlasilir, Barnes (2000) N. Engl. J. Med. 343:269-78'de ve

burada yer alan referanslarda ornekler verilmistir.

inhalasyon ile uygulandiginda, bulusta yer alan kompozisyonlar tipik olarak
bronkodilatasyon olusturma etkisine sahiptirler. Buna gore, yontemin bir diger bakis
agisi itibanyla bulug, bir hastaya bronkodilatasyon ureten bir miktarda bulusta yer
alan bir kompozisyonun uygulanmasini igeren bir hastada bronkodilatasyon
uretmeye yonelik bir yonteme yoneliktir. Genel olarak, bronkodilatasyon uretmek icin

terapotik olarak etkin doz yaklasik 10-1500 pg/gun arasinda degisecektir.

Alternatif olarak bulusta yer alan kompozisyon aktif mesane sendromunu tedavi
etmek icin kullanilabilir. Aktif mesane sendromunu tedavi etmek igin kullanildigi
zaman, tipik bir doz vyaklasik 1.0-500 mg/gun araliinda degisecektir. Alternatif
olarak, bulusta yer alan kompozisyon irritabl bagirsak sendromunu tedavi etmek igin
kullanilabilir. Irritabl bagirsak sendromunu tedavi etmek icin kullanildi§inda bulusta
yer alan kompozisyon tipik olarak orak olarak veya rektal olarak uygulanacaktir ve
tipik bir doz yaklasik 1.0-500 mg/gun araliinda degisecektir.
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Guvenilirlik calismalarini takiben bulusun bir bulgusu, RPL554'un kan basincina veya
kalp atis hizina gore muskarinik reseptor antagonistleri (atropin gibi) ile advers olarak
etkilesime girmemektedir. Benzer sekilde, muskarinik reseptor antagonistlerinin

(atropin gibi) kardiyovaskuler etkileri RPL554'den etkilenmez.
Asagidaki ornekler bulusu agiklamaktadir.

ORNEKLER

Ornek 1

Matervaller ve Metotlar

Dokularin hazirlanmasi

Makroskopik olarak normal akcigerlerin bolgeleri, akciger kanseri igin lobektomi
cerrahisi uygulanan fakat kronik hava yolu hastaligi oykusu olmayan 24 hastadan (11
erkek 13 kadin, 60.1 = 1.6 yas) kesip ¢cikarilan temiz alanlardan alind..

Hava yollari hemen siklooksijenaz (COX) inhibitdéru indometazin (5.0 pm) iceren
oksijene Krebs-Henseleit tampon ¢dzeltisi (KH) igine yerlestirildi (mM: NaC 119.0,
KCl 5.4, CaClz 2.5, KH2P04 1.2, MgS04 1.2, NaHCOs 25.0, glukoz 11.7; pH 7.4) ve
4C'de "Regina Elena National Cancer Institute™den veya "Sant' Andrea
Hospital™dan "Tor Vergata University" Cerrahi ve Tip Fakultesi, Roma, Italya’daki
Solunum Arastirmalar Laboratuvarrna ulastinlmigtir. Hastalarin higbiri teofilin, B2-
agonistler veya glukokortikosteroidlerle kronik olarak tedavi edilmemigtir. Ameliyat
gununde saptanan serum IgE duzeyleri normal arahkta bulunmustur. Preoperatif
akciger fonksiyon parametreleri genellikle normal bulunmus ve solunum yolu

enfeksiyonu bulgusuna rastlanmamigtir.

Laboratuvarda, bag ve alveolar dokulardan havayollari ayrildi. Daha sonra segmental
bronslar izole edilmis ve sogutma sicakliginda KH tampon solusyonunda gece
boyunca saklandi. Ertesi sabah, bronslar halkalar halinde {(n = 120; kalinhk: 1-2 mm;
cap: 5-7 mm) kesildi ve KH tamponu (37C) iceren 44 00 dort bolmeli 10 ml izole
Organ Banyolari'na (Ugo Basile, VA-italya) aktarildi ve surekli olarak % 95:5 02/CO:

kansimi ile havalandinldi.
flaglarin hazirlanmasi

Asagidaki ilaclar kullanilmigtir:  asetilkolin, histamin, atropin, papaverin ve

indometasin. Tum maddeler Sigma-Aldrich'den (St. Louis, ABD) elde edilmistir.
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llaglar, etanolde gozulmus olan indometasin ve kinin harig, distile suda ¢ozulmus ve
daha sonra bir KH tamponu igcinde seyreltilmigtir. Maksimum etanol miktan (% 0.02)
izole edilen doku cevaplarini etkilememistir (Freas ve ark., 1989; Hatake ve
Wakabayashi, 2000). RPL554 Verona Pharma PLC, Londra, ingiltere tarafindan
saglanmistir. Bilesikler, kullanimlarina kadar -80C'de kucuk alikuatlar halinde
saklanmistir.

Gerilim dlgumleri

insan bronslari indometasin (5.0 pM) ile ilaglanan KH tampon solusyonu (37C)
iceren, % 95 O2/% 5 CO2 ile kabarciklandiriimis ve pasif gerilim (0.5-1.0 g) altinda
suspanse edilmis organ banyolarina yerlestiriimistir. Brons halkalan, bir kancanin
sabit bir cubuga iplikle baglandigi organ banyolarindaki kancalara monte edilmis ve
dijer kanca, izometrik kuvvet yer degistirme donusturucusune iplikle baglanmigtir.
Havayollari, ilagh KH tampon g¢ozeltisinin her 10 dakikada bir tekrarlanmasi ile 90
dakika boyunca dengelenmeye birakilmistir. izometrik gerilimin  degisimleri
donusturucu (Fort 10 WPI, Basile, Instruments, italya) ile dlculmus ve doku yanit hizi
asetilkolin (100 pM) ile degerlendirilmistir; tepki bir platoya ulastiginda, halkalar Ug¢

kez yikanmig ve 45 dakika boyunca dengelenmeye birakilmistir.

Calisma tasarimi

RPL554'Un elektriksel alan stimulasyonu uzerine etkisi

Her bir organ banyosu, elektriksel alan stimulasyonu (EFS) icin dokuya (10 mm
aralikla) yerlestirilen iki platin plak elektrotu (1 cm?) ile donatilmistir. Deneyler, 10 Hz
EFS zincir (iki fazh sinyal, sabit akim 10V, 0.5ms, 10 saniye), ilk saat 5 igin her 5
dakikada bir tek darbe ve sonraki 5 saat boyunca 30 dakika araliklarla 3165 coklu
sinyal guglendiricisi kullanilarak gergeklestirilmistir (Ugo Basile, VA- italya) (Binks et
al., 2001). EFS zincirlerinin baslangicindan sonra, dokular RPL554 (10 veya 100 pM)
ile elektrik alan stimulasyonuna (EFS) kasiima cevabinin maksimum inhibisyonu elde
edilinceye kadar inkiibe edilmistir. ilag ile inkiibasyon daha sonra sonlandirilmis ve
dokular, 30 dakika sureyle tekrar tekrar yilkanmis ve daha sonra ila¢ uygulamasindan

sonra 5 saate kadar her 30 dakikada bir yikanmistir.
RPL554"Un pasif duyarhlastinlmis brons bzerindeki rahatlatici etkisi

insan izole brons halkalari, baska yerde tarif edildigi gibi (Watson et al., 1997; Rabe,
1998), % 10 vol' hassaslastinci serum (hassaslastirilmis halkalar) varliginda veya
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yoklugunda (hassaslasmamis kontrol halkalar) KH tampon ¢ozeltisi iceren tuplerde
oda sicaklhiginda gece boyunca dondurulmustur. Siddetlenme sirasinda atopik astimi
(genel aeroalerjenlere karsi spesifik toplam IgE> 250 U ml") olan kisiler, serum
bagisi icin imzali onay vermiglerdir. Serum, tam kanin santrifujuyle hazirlanmis ve
serum ornekleri, gerektigi kadar -80T'de 200 mllik alikuatlar halinde

dondurulmustur.

Ertesi sabah, yapisan alveolar ve bad dokularinin cikariimasindan sonra, brons
halkalari KH tamponu (37C) iceren bir organ banyos una aktarilmis ve surekli olarak
% 95 02/% 5 COq ile gazli hale getirilmistir. Dokular, RPL554 (1, 10 ve 100 uM) ile 30
dakika dnceden inkuibe edildi ve sonra RPL554 varliinda histamin (10 nM - 1 mM)

konsantrasyon yanit edrisi olusturulmasiyla (yikamadan) izlenmigtir.
RPL554 ve muskarinik reseptor antagonistinin sinerjik etkisi

Bir muskarinik reseptor antagonisti ile kombinasyon halindeki RPL554 tarafindan
induklenen olasi sinerjik relaksiyonu test etmek igin, brong halkalar % 70k bir
maksimum etkiye (EC70) neden olmak icin gereken konsantrasyondaki asetilkolin ile
kontrakte edilmis ve 15 dakikalik stabilizasyon periyodu saglanmistir. Daha sonra
tekli bilesik RPL554'u ve muskarinik reseptor antagonistini tek bagina test etmek icin
hem de baska yerlerde tarif edildigi gibi (Greco et al., 1995; Tallarida, 2001; Goldoni
and Johansson, 2007; Boik et al., 2008; Lee, 2010} izobolar grafikler Uretmek Uzere
bir muskarinik reseptdr antagonisti ile kombinasyon halinde uygulanan RPL554'U test

etmek icin konsantrasyon cevap egrileri olusturulmustur.

Bir sonraki konsantrasyonun uygulanmasindan once stabil bir relaksiyon seviyesine
erismek icin ardisik konsantrasyonlar arasinda 20 dakikalik araliklar kullanilmigtir.
Deneyin tamamlanmasindan sonra, dokulann tamamen rahatlamak ve her bir
dokunun gevsemesinin kargilastirilabilecegi bir standart saglamak icin papaverin
(500 pm) eklenmistir.

Analiz sonuclari

EFS galismalarn analizleri

EFS ile induklenen brons kontraktil gerilimi kontrol bronslarinin bir yuzdesi olarak
olculdu ve baska yerde tarif edildigi gibi {(Motulsky and Christopoulos, 2004)
nonlineer regresyon kullanilarak biyolojik verilerin modellerine uyularak polinom
egrileri olusturuldu. Maksimum etki (Emax), EFS stimulasyonu ile induklenen en
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dusuk kontraktil gug olarak tanimlandi ve ofset (t12, dak), maksimum relaksiyonun
yansini uyandirmak igin gerekli olan zamani belirtir. izole edilmis organ banyosu
sistemine monte edilen her ug¢ brons halkasi igin, bunlardan biri baska yerde (Mercier

et al., 2002) tarif edildigi gibi bir zaman kontrolu olarak kullaniimistir.
Konsantrasyon yanit calismalarinin analizi

Sigmoidal bir modele uygun, uygun egri, etki (E), Emax ve % 50'lik maksimum etkiyi
(EC50} sadlamak igin gereken konsantrasyonu hesaplamak igin kullaniimistir.
Kullanilan esitlik cevaba karsi log[agonist], degisken edim, Y=Bottom + (Top-
Bottom)/{1+10*[(LogECS50-X)*HillSlope]} olarak tanimlanmistir (Motulsky and
Christopoulos, 2004; Goodman et al., 2008). E/Emax, kontraktil ajanlar tarafindan
¢ikarilan Emax yuzdesi olarak ifade edilmigtir; istatistiksel analiz icin EC50 degerleri
pD2'ye donustirulmis (Goodman ve ark., 2008) ve gevsetici cevaplari, papaverin
(500 uM} ile induklenen relaksiyon yuzdesi olarak ifade edilmistir.

Sinerjizm calismalarinin analizi

RPL554 ile muskarinik reseptor antagonisti arasindaki potansiyel sinerjizmin analizi,
Berenbaum metodu, Bliss Bagimsizlik (Bl) kriteri ve Loewe Aditivite (LA) modeli
e@imli izoballer ile uygulanarak olgulmustur (Berenbaum, 1977; Greco et al., 1995;
Grabovsky and Tallarida, 2004; Tallarida, 2006; Goldoni and Johansson, 2007;
Tallarida and Raffa, 2010).

Berenbaum yontemini uygulamak igin, EC50 degerleri igin Etkilesim Indeksi
degerlendirildi ve bu nedenle, Etkilesim indeksi <1 ise, etki sinerjik olarak kabul
edildi; Eger Etkilesim indeksi > 1 ise, etki antagonistik olarak degerlendirildi ve
Etkilesim indeksi = 0 ise, etki aditif olarak degerlendirildi (Goldoni and Johansson,
2007; Lee, 2010).

iki ajan icin Bl teorisi asagidaki denklemle ifade edilir: E(x,y)= Ex+Ey(Ex*Ey),
burada E fraksiyonel etkidir ve x ve y, hir kombinasyon deneyinde iki bilesigin
konsantrasyonudur. Eger kombinasyon etkisi yukaridaki denklemden beklenen
degerden yuksekse, etkilesim sinerjik olarak kabul edilir; bu etki daha dusuk ise,
etkilesim antagonistiktir. Aksi takdirde, etki aditiftir ve higbir etkilesim yoktur {(Greco et
al., 1995; Meletiadis et al., 2003; Boucher and Tam, 2006; Goldoni and Johansson,
2007, Boik et al., 2008; Lee, 2010). Bu gcaligmada BI esitligi X = RPL554 ve Y =
muskarinik reseptor antagonisti ile karakterize edilmistir.
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Atrofin ve RPL554 icin her bir akcigere ait brongtan gelen kontrol konsantrasyon
cevap egrileri, Emax, edim (nH) ve potens (ECS50) parametre tahminlerini
hesaplamak icin 4 parametreli bir lojistik denkleme oturtulmustur. Atropin (sirasiyla
66 + 14, 0.912 £ 0.488, 1.181 (0.134-10.4) uyM, n = 5) ve RPL554 (sirasiyla 100 + 0,
2.271+£0.713, 21.2 (11.5- 39.1) uM, n = 5,) icin asagidaki parametre tahminleri Emax
ve nH (ortalama * SD) ve EC50 (geometrik ortalama % 95 CI) sinerjizmi
degerlendirmek icin her bir ilag ¢ifti kombinasyonunun katki tepkisini hesaplamak icin
kullanilmistir (Tallarida and Raffa 2010)(Grabovsky and Tallarida 2004). Doz
esdegerligi kavramini kullanarak, a/A+ b/B =1 iliskisi b + beq (a)= B olarak yeniden
formule edilmis, burada beq a’nin doz esdederligidir ve iki ayri konsantrasyon cevap
edrisinin Ea=(fA) and Es=(fB) esitlenmesiyle ile beq (a} igin ¢ozulur. Daha sonra
B'yve gore her bir doz kombinasyonu icin aditif cevap (Eaw) B'nin Es=(fB) igine
eklenmesiyle hesaplanmistir. Kombinasyon dozlara karsi gozlemlenen relaksiyon
cevabi ile aditif cevap arasindaki fark, bir tek ornek t-testi kullanilarak ¢oklu
karsilastirmalar icin hesaplanmis ve olasilik, ¢oklu karsilastirmalar icin Bonferroni
duzeltmesi kullanilarak ayarlanmistir. Ornek amagli olarak, 1:1 doz kombinasyonlari
sinerji icin analiz edilmistir.

istatistiksel analiz

Butun degerler her tedavi grubu igin ortalama + SEM olarak gdsterilmistir. Istatistiksel
anlamhlik Student's t testi veya varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmis ve
istatistiksel anlamhlik seviyesi P <0.05 olarak tanimlanmigtir (Motulsky, 1995). Tum
veriler bilgisayar yazilmlar kullanilarak gergeklestiriimistir (GraphPad Prism, San
Diego California USA; Microsoft Excel, Redmond Washington USA).

Atropin (bir muskarinik reseptor antagonisti) ile birlikte uygulanan RPL554'Un sinerjik

etkisi

Atropin ile kombinasyon halinde uygulanan RPL554 ile induklenen sinerjik
relaksiyonu test etmek igin, bronsg halkalan% 70'lik bir maksimum etkiyi (EC70)
saglamak icin gereken konsantrasyonda asetilkolin ile kontrakte edilmis ve 15 dakika
stabilizasyon periyoduna birakilmistir. Daha sonra, tekli bilesik RPL554 veya tek
basina atropin veya baska yerlerde tarif edildigi sekilde (Greco et al., 1995; Tallarida,
2001; Goldoni and Johansson, 2007; Boik et al., 2008; Lee, 2010) izoboler grafikler
(atropin:RPL554 ve 10:1 ila 1:100 arasinda degisen) meydana getirmek igin atropin
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ile kombinasyon halinde uygulanan RPL554 testi icin konsantrasyon cevap egrileri

olusturulmustur.

Bir sonraki konsantrasyonun uygulanmasindan once stabil bir relaksiyon seviyesine
erismek icin ardisik konsantrasyonlar arasinda 20 dakikalik araliklar kullanilmigtir.
Deneyin tamamlanmasindan sonra, dokularn tamamen rahatlamak ve her dokunun
relaksiyonunun karsilastirilabilecegi bir standart saglamak igcin papaverin (500 um)

ilave edilmistir.

Sonuclar

Brons halkalarinin temel karakteristikleri

Cahsmada kullanilan 1slak agirlik (220.5 £ 16.5mg), asetilkolin (100 pM) (440 = 95
mgq)} tarafindan induklenen kasilma ve ilaglarla (445 + 98 mg) tedaviden dnce EFS
(10Hz) ile induklenen kasiima ile ilgili insan izole brons halkalarinin temel

karakteristikleri arasinda anlamli bir farklihk (P>0.05) yoktur.

On deneylerde, sonraki calismalar igin bir alt maksimal cevap (yaklasik % 70
maksimum cevap; 1250 = 190 mg; n=5) olusturmak icin bir asetilkolin konsantrasyon
cevap egrisi (1 nM'den 1 mM'ye) olusturulmustur.

RPL554'un izole edilmis insan hava yollarinin bronsiyal ton uzerindeki etkileri

RPL554, bu ilaca maruz kaldiktan sonra en az 5 saat sureyle muhafaza edilen insan
bronsiyal dokularinin EFS'si tarafindan indiuklenen kontraktil cevabi inhibe etmistir
(Sekil 1). RPL554, bu kontraktil cevaplan maksimum 100 pM konsantrasyonda
kaldirmigtir (Emax % 91.33 £ 3.37; T1223.7 £ 12.3min).

RPL554, asetilkolon ile dnceden kontraksiyona ugramis insan izole brongiyal
dokularin konsantrasyona bagh bir relaksiyonuna neden olmustur. RPL554 bronsiyal
relaksiyonda atropinden daha az potentti (P <0.05), ancak atropinin aksine, RPL554
dokulari tamamen gevsetmistir (P <0.001). Atropin ve RPL554 i¢in her bir akcigere
ait bronstan gelen kontrol konsantrasyon cevap egrileri, Emax, edim (nH) ve potens
(EC50)} parametre tahminlerini hesaplamak icin 4 parametreli bir lojistik denkleme
oturtulmustur. Asadidaki parametre, atropin (66 + 14, 0.912 + 0.488, 1.181 (0.134 -
10.4) uM, n = 5, sirasiyla) ve RPL554 (100 £ 0, 2.271 + 0.713, 21.2 (11.5- 39.1) uM,
n = 5, sirasiyla) igin Emax ve nH (ortalama + SD) ve EC50 (geometrik ortalama, %
95 Cl) hesaplar (Sekil 2).
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Bronsun pasif duyarlihgi, duyarli olmayan dokularla kargilagtirldiginda histaminin
kontraktil etkisini arttirmistir. Pasif olarak duyarhlastinlmis bronsglarda, 1 ve 10 pM'de
RPL554, konsantrasyon cevap edgrisini, islenmemis dokulara kiyasla, histamine
dogru sola kaydirmis ve RPL554 100 pM'de histamin ile induklenen kontraksiyonu
tamamen kaldirmistir (Sekil 3, Tablo 1).

Tablo 1. Pasif olarak duyarlilastinimis bronglarda histamin ile induklenen
kontraksiyon Uzerine RPL554 etkisi. Gosterilen veriler, n=5 farkli denekten alinan
orneklerle yapilan deneylerden elde edilmistir ve bunlar, ortalama + SEM ***P<0.001

ile pasif olarak duyarhlastirilmis kontrol olarak gosterilmektedir.

Pasif olarak duyarlilastinimis
Duyarlastinimamis | Kontrol RPL554 1 uM | RPL554 10 yM | RPL554
100 M
Emaks | 100.7 £ 1.7 1018214 |703+27** |581+£22"" nd
pD2 482+ 0.03*** 529+0.03 | 497+0.07**|498+0.07" |nd

RPL554 ve atropinin insan bronsiyal ton Uzerindeki sinerjik gevsetici etkisi

RPL554 ve atropinin etkilesimi, 1nM ila 10pM konsantrasyon arahdi uzerinde (1 nM:
P<0.05; 10 nM ve 1 pM: P<0.01; 100 nM ve 10 pM: P<0.001) RPL554'Un dnemli bir
sinerjik etkisini Uretmistir ve maksimum sinerjizm, RPL554 1 pM ve atropin 10 nM'nin
gcapraz konsantrasyonlar igcin tespit edilmistir (Bl delta etkisi: 0.54 = 0.09). Daha
dusuk konsantrasyonlarda RPL554 ve atropin (10 nM, P<0.05 ve 100 nM, P<0.01),
her bir ilagc tek basina verildigindeki etkilerin toplamina kiyasla bronsiyal halkalarin

relaksiyonunu ~4.85 kat arttirarak sinerjik olarak etkilesime girmistir (Sekil 4).

RPL554 ve atropinin (1:1), asetilkolin ile 6nceden kontrakte edilmig insan brons tonu
uzerindeki izomolar iliskisinin sonuglari, gevsetici potensin arttinlmasina dayanan

istatistiksel olarak anlamli bir Bl etkilegimi (P<0.01) gostermistir (Tablo 2}).

RPL554 + atropin
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Gozlenen Beklenen
Emaks 97.87 +1.50 98.68 + 7.91
pD2 7.54 +£0.31 555+0.33

Delta potens (gozlenen- | 1.99 £ 0.10**

beklenen)

Tablo 2: RPL554 arti atropinin (izomolar, 1:1) asetilkolin tarafindan induklenen sub-
maksimal kontraksiyon Uzerinde gevsetici sinerjik etkisi. Gosterilen veriler, n=5 farkli
denekten alinan érnekler ile gergeklestirilen deneylerden elde edilmistir ve ortalama *
SEM olarak temsil edilmektedir. **Sifir etkilesim hipotezi delta etkisi igin

(gozlemlenen degerlere karsi beklenen degerler) P<0.01.

Aynica, Berenbaum analizi, RPL554 arti atropin'in, 1 nM ila 10 pM konsantrasyon
arahdr boyunca RPL554 igcin sinerjik etkilesimi ortaya ¢ikardigini (Etkilesim indeksi:
0.09 £ 0.07) ve RPL554'in, 291 £ 0.44 logaritmallk atropine dogru gevsetici
konsantrasyon cevap egrilerinin sola kaymasina onemli ¢lcude neden oldugunu
gostermisgtir (P<0.05). Sinerji kaniti olan atropin ve RPL554Un 1:1 doz
kombinasyonlan icin gézlemlenen ve aditif relaksiyon tepkisi arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir fark bulunmustur ($Sekil 6).

Son olarak, Bl yontemini kullanarak 3D yuzey analizi, atropinin, RPL554 ile birlikte
uygulandiinda, tum konsantrasyonlar kapsayan onemli derecede yuksek ve genis
sinerjik etkilesimi indukledigini gostermistir (Sekil 5).

PDE3/PDE4Un RPL554 tarafindan selektif olarak inhibe edilmesinin, insan izole
solunum yollarinda, daha once gine domuzundan izole edilmis trakeada bildirilen
gozlemleri genisleten ve destekleyen, brongiyal tonun relaksiyonunu sagladig

gosterilmistir (Boswell-Smith et al., 2006b).

Bu inhibitor etki, ilagc maruziyetinin sona ermesinden sonra 5 saate kadar devam
ettirilmis ve bu da bu bilesigin insan solunum yollarinda uzun sure etki gésterdigini
dogrulamistir. Ayrica, RPL554, histamin veya asetilkolin ile kontrendike clan hava
yollarini rahatlatmak uzere rol oynamigtir. Dahasi, dokularin RPL554 ile dnceden

inkubasyonu, dokularin, pasif olarak duyarlilastinimis bronslarda eksojen olarak
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uygulanan histaminin kontraktil etkisine karsi onemli bir koruma ile sonuglanmigtir.
Buna ek olarak, bir muskarinik reseptor antagonisti (atropin} ile baglantih PDE3/4
inhibisyonu, ASM'nin relaksiyonu Uzerinde sinerjik bir etki gostermistir. Bu sonuglar,
RPL554Un insan brons dokularindaki kontraktil ajanlara karsi iyi bir fonksiyonel
antagonist oldugunu ve bir muskarinik reseptor antagonisti ile kombine edildidinde
daha da sinerjik bronkodilatasyon yapma kabiliyetine sahip oldugunu gostermektedir.

RPL554, diger PDE4 inhibitorlerine kiyasla EFS ile induklenen kontraktil yanitlara
kars) onemli derecede daha uzun etki suresine sahip olan EFS'nin ortaya ¢ikardigi,
kontraksiyon yanitlarinin konsantrasyon ve zaman bagimli inhibisyonuna neden
olmustur (Spina et al., 1998; Boswell-Smith et al., 2006b).

RPL554, histamin ile kontrakte edilmis pasif olarak duyarllagtinimig insan
bronglarinda kontraktil cevabin inhibe edilmesinde 6zellikle etkili olmustur ve duyarli
gine domuzlarindaki antijen tarafindan induklenen akut bronkospazmi onemli
derecede hafifleten ¢esitli selektif PDE3 ve PDE4 inhibitorleri bildirilmistir (Boswell-
Smith et al., 2006a).

RPL554 ayrica, pasif olarak duyarlilastiriimis bronslardaki histamine olan maksimum

cevapta belirgin bir dususe yol agcmistir.

Mevcut bulustaki kombinasyonun giivenilirlik calismalari

Bu g¢alisma, RPL554'Un bir muskarinik antagonist (atropin) ile kardiyovaskiuler
etkilesimlere sahip olup olmadigini belirlemek igin yapilmistir. Tamamlayici olmasi
icin B2 agonist (salbutamol) dahil edilmigtir. RPL554, olasi anti-inflamatuar etkilere
sahip bir inhale bronkodilatator olarak kronik obstruktif akciger hastahidr (KOAH) ve
astimin tedavisi icin gelistirilen bir cift PDE3/PDE4 inhibitorudir. intravendz bolus
enjeksiyonu olarak verilen RPL554'e, salbutamole ve atropine verilen kardiyovaskuler
cevaplar, kan basincinda ve kalp hizinda enjeksiyon sonrasi pik dedisiklikleri olarak
Olgulen kardiyovaskuler degisiklikler olarak degerlendiriimistir. Cahisma dizayni, kor
ve bes dakika araliklarla degistirilen ciftler seklinde verilen ilaglarla, orn. RPL554
ardindan salbutamol ve bunun tersi, rastgeledir. Calisma igin secgilen dozlar
kardiyovaskuler etkileri ve muhtemelen plazma konsantrasyonlarini, inhalasyon igin
kullanilanlardan ¢ok daha yuksek uretmisti. Bunun yerine, yukarnda belirtilen

terapotik kosullar altinda muhtemel etkilegimleri test etmek igin segilmistir.

Ozet
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Bu calismada randomize bir tasarima gore, tek basina ve kombinasyon halinde
intravendz olarak uygulanan RPL554, salbutamol ve atropinin anestezi uygulanmig
sicanlardaki kan basinci ve kalp hizi Uzerindeki etkileri incelenmistir. RPL554 ve
salbutamol igin baslangi¢c dozu-yanit calismasindan, ortalama kan basincinda (MBP)
15-30 mmHg artis ve kalp atis hizinda (HR) dakikada 30-60 atim artis saglayan
dozlar secilmistir. Kan basincinda veya kalp atis hizi uzerinde daha az etkiler
meydana getiren atropin icin, uygulanan maksimum doz sonraki calismalar igin
secilmistir. Bundan sonra, secilen dozlar 5 dakika sureyle uygulanan ciftler halinde
incelenmistir. Calismadan elde edilen veriler, anestezi uygulanmis sicanlarda MBP
veya HR Uzerindeki etkileri bakimindan, kardiyovaskuler anlamda RPL554 ile
salbutamol arasinda veya RPL554 ile atropin arasinda herhangi bir etkilesim
olmadigini gostermektedir. Olasi etkilesimleri titizlikle test etmek icin, galisma igin
secilen dozlar ve uygulama vyolu, mordal terapdtik dozlarda gorulmeyen
kardiyovaskuler etkiler Uretmistir. Buna ek olarak, bolus intravenoz yol muhtemelen,
inhalasyon ile verilen dusuk terapotik dozlarda gorulmeyenlerden daha yuksek
plazma konsantrasyonlari ile sonuclanmistir. Calismanin amaci, supra terapotik
kosullar altinda muhtemel etkilesimlerin ustesinden gelmek icin supra normal

kosullar kullanmaktir.
Protokol

Cahsmalar, Charles River'dan 200-250 gram agdirhdinda Sprague-Dawley cinsi
siganlar uzerinde gergeklestirilmistir. Sigcanlar deney laboratuvarina teslim edildikten
sonra, 1-3 saat boyunca yiyecek ve su veriimemistir. Deney amaclari dogrultusunda
hayvanlar, i.p. yol ile 100 mg/kg'lik bir dozda tiyobutarbital ile anestezi edilmislerdir.
Ek anestezi icin bir gereklilik olusmamistir ve deney suresinin sonunda her bir sican
oldurulmustur. Calisma iki bolumden olusmustur: (1) baslangic dozu-degiskenlik
calismasi ve (Il) etkilesim calismasi. incelenen ilaclar; RPL554 (R), salbutamol (S),
atropin (A), hepsi tuzlu suda cozulmustur.

() Baslangic dozu-degiskenlik calismasi

Bir baslangic dozu degiskenlik galismasi su sekilde gerceklestiriimigtir. ug ilacin
intravendz bolus dozlar igin kimulatif doz-cevap egrileri, tam ¢alisma icin Ug¢ ilacin
her birinin uygun dozlarini belilemek igin gergeklestiriimistir. Baslangic dozu-cevap
galismasindan, ortalama kan basincinda (MBP) 15-30 mmHg artis ve kalp atig
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hizinda (KH) dakikada 30-60 atim artis meydana getiren RPL554 veya salbutamol
dozlan secilmistir. Atropin sinirh kardiyovaskuler etkiler yaratmistir ve bu nedenle
yuksek doz, muskarinik reseptor blokajinin derin oldugu konusundaki literatur
kanitlan oldudu icin secilmistir. Bu doz degdigkenlik ¢alismasi, doz katlama bazinda
verilen her Ug ilacin kumulatif dozlarinda, dort sicani kapsamaktadir. Her ilag dozlan,
farkh ilaclar arasinda 1 saat olacak sekilde her 5 dakikada i.v. bolus enjeksiyon
olarak verilmistir. Enjeksiyonlarin sirasi su sekildedir: hayvan 1 igin - S, R, A; hayvan
2icin R, A, S; hayvan 3 igcin - A, S, R ve hayvan 4 —icin R, A, 8. Yukanda belirtildigi
gibi enjeksiyon dozlari ve yollari supernormal olarak segilir ve yukaridaki dozlar

inhalasyonla verildiginde etkiler meydana getirir.

Bu calismadan sonra gelen etkilesim galismasi igin asagidaki dozlar segilmigtir:
R =8 ug/kg - % 0.9 salin (tuzlu su) iginde 8 ug/mL

S =2 pg/kg - % 0.9 salin (tuzlu su) iginde 2 pg/mL

A =32 ug/kg - % 0.9 salin (tuzlu su) icinde 32 pg/mL

(I}  Etkilesim calismasi

Bu calismada tum ilaclar i. v. bolus enjeksiyon ile tek doz olarak, bir juguler ven
kanull vasitasiyla ve 1 mL/kg'lik bir hacimde uygulanmistir. Calisma tasarimi, toplam
12 hayvan igin her biri dort hayvan igeren 3 gruplu kér ve rastgele bir tasanimdir. ilag
giftleri her bir hayvana randomize kor bir sekilde her bir grubun dort fare icerdidi bir
dizi tasarimi kullanilarak enjeksiyon ile su sekilde verilmistir: R132, S1R2, R1A2 ve
A1R2 (rastgele sirayla, burada 1, verilen birinci ilaci gosterir ve 2 birinci ilagtan 5
dakika sonra verilen ikinci ilaci gosterir). Toplam 3 grup galisilmig, boylece toplam 12
sigan kullanilmistir ve hayvanlardan higbirinin degistiriimesi gerekmemistir. Calisma,
daha ileri arastirmanin gerekip gerekmedigini ve eger oyleyse daha fazla sayida grup
ve/veya doz ayarlamasi yapilmasi igin bir provizyonel analiz amaciyla 12 hayvandan
sonra durdurulmustur (uyarlanabilir bir tasarim).

Kan basinci, bir ¢ciktisinin AD Instruments PowerlLab 26T tarafindan islendigi bir
donusturicu kullanilarak bir karotis arterden olgulmustur. Kalp atis hizi, EKG ve kan
basinci izlerinden bir atimdan atima bazda hesaplanmistir. Analiz, LabChart 6'va

gore yapilmistir. Olgumler, LabChart 6'daki fonksiyonlar kullanilarak yapilmistir.
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Tum ilaglarin etkileri, ilacin her enjeksiyonuna gelen pik cevap zamaninda
olgulmustur. Salbutamol ile pik cevap suresi, kan basinci icin yaklasik 20 saniye ve
kalp hizi igin yaklagik 60 saniye olarak olgulmustur. RPL554 icin ilgili sureler kan
basinci igin 60-80 saniye ve kalp atis hizi icin 2-4.5 dakika olarak olgulmustur.

Atropin icin, hem kan basinci hem de kalp hizi icin 4 dakika olarak olgulmustur.

Veriler, sistolik, diyastolik ve hesaplanan ortalama kan basinci clarak mmHg olarak
kaydedilirken, kalp hizi atim/dakika olarak kaydedilmistir. Kaydedilen dederler, iki
kontrol degerinden elde edilen kan basincinda ve Kkalp hizinda ilag induklu
degisiklikler saglamak uzere islenmistir. Bunlardan biri ilk enjeksiyondan once ve
ikincisi ise ikinci enjeksiyon dncedir. Hesaplanan degisiklikler de bu iki kontrol degeri
icin normalize edilmis ve kontrol degerlerinden dusus icin negatif bir deger veya
kontrol degerlerinden bir artig igin pozitif olarak ifade edilmistir.

Sonucglar
Primer farmakodinamikler

Tablo 3: Anestezi uygulanmis siganlarda (ortalama deger basina n = 3} kontrol (A)
ortalama arteryel kan basinci ve ortalama kalp atim hizindaki degisiklikler Uzerine tek

basina ve basgka bir ilactan sonra RPL554, salbutamol ve atropin'in etkileri

RPL554"un salbutamol veya atropin ile eglestirildigindeki etkisi

AMBP (mmHg ve %) | AHR (bpm ve %)
Salbutamolden™ dnce RPL554 -15 -15% 36 10%
Salbutamolden** sonra RPL554 | -17 -16% 29 7%
Atropinden* dnce RPL554 -17 -16% 30 8%
Atropinden** sonra RPL554 -19 -20% 33 10%

Salbutamoliuin RPL554 ile eglestirildigindeki etkisi

AMBP (mmHg ve % ) | AHR (bpm ve % )

RPL554*den once salbutamol -32 -30% 58 18%
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RPL554***den sonra salbutamol | -23 -24% 43 11%

Atropinin RPL554 ile eglestirildigindeki etkisi

AMBP (mmHg ve % ) | AHR (bpm ve % )

RPL554*den once atropin -5.0 -5% 6.3 1%

RPL554****den sonra atropin 2.7 -3% 21 5%

llaglar i.v. bolus enjeksiyonlar olarak 5 dakika araliklarla giftler halinde verilmistir. A
degerleri, ilac oncesi degerlerden elde edilen pik etkilerdeki farktir ve on ilac

degerlerine gore degdisim veya yluzde degisim olarak ifade edilmistir.
*= dnceki ilag tedavisi olmaksizin ilaca olan kontrol cevabi

Olgulen primer farmakodinamik degiskenler, hesaplanan ortalama kan basincina
sahip sistolik ve diyastolik kan basinci ve kalp atis hizidir. Gorulen degisikliklerin
ozeti yukarida Tablo 3'te gosterilmektedir.

Tum durumlarda goruldugu gibi, calisilan dozda RPL554, sistolik, diyastolik veya
ortalama basincglarin gercek degisiklikler olarak ifade edilip edilmedigine veya ilag
oncesi degerler icin normalize edilmesine bakilmaksizin kan basincinda dusus
meydana getirmistir. RPL554 enjeksiyonu igin kan basincindaki dedgisiklikler,
salbutamol veya atropinin onceki uygulanmasindan once veya sonra olculdugunde,
Tablo 3'te goruldugu gibi, dedisikliklerin ilagtan onceki dedisiklikler olarak ifade edilip
edilmedigi veya yuzde olarak normalize edilip edilmedidi agcisindan farkl degildi.

Kalp atim hizi cevaplan diger ilaclarin 6nceki uygulanmasindan da etkilenmemistir,
ancak ikinci ilacin ilkinden 5 dakika sonra verilmesi, ilag oncesi degerleri dikkate
alinan ilaca bagh olacak sekilde degistirmistir.

Sekonder farmakodinamikler ve guvenilirlik farmakolojisi

Sekonder farmakodinamik degiskenler: EKG, solunum sayisi ve aritmilerdir. EKG'de

veya solunum hizinda onemli bir degisiklik gorulmemistir ve aritmiler gozlenmemistir.

Farmakodinamik ila¢ etkilesimleri
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Caligmanin temel amaci ug¢ ilag arasindaki olasi kardiyovaskuler etkilesimlerdir.
llaglar arasinda, Tablo 3'te sunuldugu gibi veya gergek deney kayitlarinin

incelenmesiyle goruldugu gibi onemli etkilesimler gozlenmemistir.
Ornek 2

RPLS554'Un atropine (bir muskarinik reseptor antagonisti) ile kombinasyon halinde

uygulandigindaki in vivo sinerjik etkisi

Bu Ornek, RPL554'Un atropin ile kombinasyon halinde uygulanmasi durumunda,
bombesin tarafindan induklenen bronkokonstriksiyonu ve potansiyel sinerjistik etkileri

tersine cevirme yetenegini arastirmaktadir.

Gine domuzlarnina anestezi uygulanmis ve ventile edilmistir. Hava yolu obstriuksiyonu,
bombesin  (2ug/ml; 5 mil/saat) intravendz uygulanmasi ile induklenmistir.
Bronkaodilatasyon tek basina g¢esitli dozlarda RPL554'Un i.v. uygulanmasi veya alt
maksimal atropin dozlar (2 pg/kg) ile kombinasyon halinde uygulanmasi ile
induklenmigtir. Dozlar, atropin igin bir doz segmek amaciyla bir hava yolu
obstruksiyonunda yaklasik % 20 azalma olusturan bir doz-cevap egrisi ureten
asagidaki cahismalardan secilmistir. Toplam akciger direnci (RL) ve ortalama arteriyel
kan basinci olgulmustur. Veriler hava yolu obstruksiyonunda veya kan basincinda %

azalma olarak belirtilmistir.

RPL554 10-80 pg/kg dozda gine domuzunun hava yollarinin doz badimh
relaksiyonuna neden olmustur. 2ug/kg atropine (hava yollar obstruksiyonunda %
22.3 + 4.9 azalmaya neden olan bir doz} ile kombinasyon halinde, RPL554'un bir
submaksimal dozu (20ug/kg), RPL554'0n tek basina uygulandigi dozdan hava
yollarinin daha yuksek bir relaksiyonuna neden olmustur (Tablo 4). 20 pg/kg
RPL554un i.v. uygulamasi (ya da birlikte uygulandiginda potansiyel bulunmayan)
ortalama arteriyel kan basincinda bir azalmaya sebep olmustur (kontrol: % 37.3 +
6.7, + 2 ug/kg atropine: % 35.3 + 4.3). Sonuclar Sekil 7 ila 10'da gosterilmistir.

Tablo 4 | Hava yolu obstriksiyonunda % azalma

RPL554 kontrol | RPL554 + atropin (2 pg/kg)

10 pglkg | 7.4 + 1.9 417+1.2
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20 pglkg | 24.6 + 4.3 76.5 + 8.8
40 pg/kg | 55.2 + 6.2 84,3 +9.1
80 pg/kg | 65.1 + 5.3 81.9+4.7

Sonuglar, RPL554'Un muskarinik reseptor antagonisti atropin ile kombine edildidinde,
bronkodilator olarak sinerjik aktivitelere sahip olan, ancak kan basincini etkileyen ilag
siniflanyla etkilesime girmeyen etkili bir bronkodilatator olduguna dair bagska kanitlar

ortaya koymaktadir.
Ornek 3

Insan izole brongu Uzerinde glikopironyum bromir (bir muskarinik reseptor

antagonisti) ile birlikte uygulanan RPL554'Un sinerjistik etkisi

insan izole bronsundaki RPL554 ile glikopironyum bromiur arasindaki uzun sireli

etkilesimler arastinimistir,
Yontemler

6 hastadan alinan bronsg halkalari O2/CO2 (% 95/5) ile havalandinlmis 0.5-1.0 g
gerilim altinda Krebhs-Henseleit solusyonunda (3TC) inkube edilmistir. Tek basina ve
kombinasyon halindeki RPL554 ile glikopironyum bromurun etki suresi (% 30
maksimum relaksiyon, EC30) 3, 10 veya 25Hz elektrik alan stimulasyonu (EFS) ile
kontrakte edilmis dokularda ¢ahsilmistir. Brons tonu papaverine maksimum cevabin
yuzdesi (Emax) olarak ifade edilmis ve kontraklil cevap egrisi altindaki alan (AUC)
degerlendirilmistir. ilac karisiminin  etkileri Bliss Bagimsizhk Teorisi ile analiz

edilmistir. Degerler (n=3) ortalama + SEM seklindedir.

Sonuglar

Tek basina uygulanan RPL554 ve glikopironyum, sirasiyla 160 £ 20 dakika ve 50 £
10 dakika maksimum relaksiyon saglamis ve etki 4 saat igin saptanabilmistir.

Maksimum sinerjik gevseme etkilesimi, yikama suresi boyunca yaklasik 2 saate
esittir (% 71.4 £ 5.1) ve ilaglarin kombinasyonu, EFS aracili kontraktil cevaptaki
dusus halen % 41.2 = 85 oldugu zaman, gevsetici etkiyi 6 saate uzatmistir.
Gozlenen AUC (% 44.9 = 3.1), calismanin 6 saati boyunca (P <0.001) 3Hz'deki EFS
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igin temel etkinlige sahip (% -35.8 = 2.5, P<0.001) beklenen duzeyden (% 65.8 £ 3.3)
anlaml derecede dusuk bulunmustur. Sonuglar Sekil 10 ila 16°da gosterilmigtir.

Sonug

Dusuk konsantrasyonlardaki RPL554 ve glikopironyum, insan izole bronsunda EFS
tarafindan induklenen kontraktil tonu sinerjik olarak inhibe etmis ve 6 saat boyunca
gevsetici etkisini uzatmistir.

Ornek 4

Kuguk, insan havayollarn Uzerinde glikopironyum bromur{bir muskarinik reseptor

antagonisti) ile kombinasyon halinde uygulanan RPL554"Un sinerjik etkisi

insan izole bronsiyallerindeki RPL554 ile glikopironyum arasindaki etkilesim

arastinimistir.
Yontemler

6 hastadan alinan hassas bir sekilde kesilmis akciger dilimleri (PCLS'ler), O2/COz (%
95: 5) ile havalandirimis olan Krebs-Henseleit solusyonunda (37C) inkube
edilmistir. Tek basina ve izoefektif konsantrasyonlarda kombinasyon halinde
uygulanan RPL554 ve glikopironyuma karsi konsantrasyon cevabi, karbakol (CCh)
tarafindan induklenen alt maksimum kontraksiyonda (maksimum % 70, EC70)
deg@erlendirilmistir. Kuguk bronslarda (<1mm ¢apinda) relaksiyon, papaverin {(Emax)
ve potensi IC50'nin negatif logaritmasi (pD2) ile induklenen maksimum cevabin
yuzdesi (lumen alaninin arttirilmasi) olarak ifade edilmistir. ilac karimisi etkileri Bliss
Bagimsizlik Teorisi ile analiz edilmistir. Degerler (n=3) ortalama £ SEM seklindedir.

Sonuclar

Glikopironyum, RPL554'e kiyasla (pD2: glikopironyum 9.2 + 0.4, RPL554 6.0 £ 0.1,
P<0.001) bronsiyollerin daha guclu konsantrasyona bagh relaksiyonunu saglamistir
ve her ikisi de CCh ile induklenen kasilmayr ortadan kaldirmistir. Dusuk ila orta
konsantrasyonlarda glikopironyum ve RPL554 (glikopironyum 0.05nM-0.14nM,
RPL554 0.32uM-0.54uM), beklenen cevap ile karsilastirildiginda (P<0.05) kuguk
havayollarinda relaksiyonu % +21.1 + 4.0 arttrarak sinerjk bir gevsemeye
yaratmistir. Glikopironyum artt RPL554'Un dusuk konsantrasyonlarinda (EC30),
beklenen cevapla (% 510 £ 5.4) karsilastinldiginda, % 69.1 = 2.4'luk anlamh {P<0.05)
[Umen alani artisini induklemistir. Sonuglar Sekil 17 ila 19'da gosterilmistir.
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Sonug

RPL554 ve glikopironyumun, 6zellikle dusuk ila orta konsantrasyonlarda bronsiollerin

[umen alaninin arttinlmasi uzerinde sinerjik bir etkilesime sahip oldugu bulunmustur.
Ornek 5

Tiotropium bromur (bir muskarinik reseptor antagonisti) ile kombinasyon halinde
verilen RPL554'Un sinerjistik etkisi

RPL554 ve atropinin kombinasyonunun sinerjistik etkisini degerlendirilmesi igin
kullanilan Ornek 1'deki yontem muskarinik reseptor antagonisti tiotropium bromr igin
tekrarlanir. Konsantrasyon cevap edgrileri, tek basina RPL554, tek basina tiotropium
bromur ve tiotropium bromur ile kombinasyon halinde uygulanan RPL554'U test
edecek sekilde olusturulmustur. Tiotropium bromur ve RPL554 arasindaki sinerijik
etkinin degerlendirilmesi icin Berenbaum Yontemi ve Bliss Bagimsizlik kriteri

kullanilir. RPL554 ve tiotropium bromur kombinasyonu igin bir sinerjik etki gozlenir.
Ornek 6

Oksitropium bromur (bir muskarinik reseptor antagonisti) ile kombinasyon halinde
uygulanan RPL554'un sinerjik etkisi

RPL554 ve atropinin kombinasyonunun sinerjistik etkisini degerlendirilmesi igin
kullanilan Ornek 1'deki yontem muskarinik reseptor antagonisti oksitropium bromur
icin tekrarlanir. Konsantrasyon cevap edrileri, tek basina RPL554, tek basina
oksitropium bromur ve oksitropium bromur ile kombinasyon halinde uygulanan
RPL554'U test edecek sekilde olusturulmustur. Oksitropium bromur ve RPL554
arasindaki sinerjik etkinin degerlendiriimesi icin Berenbaum Yontemi ve Bliss
Bagimsizlik kriteri kullamlir. RPL554 ve oksitropium bromur kombinasyonu icin bir
sinerjik etki gozlenir.

Ornek 7

Aklidinyum (bir muskarinik reseptor antagonisti) ile kombinasyon halinde verilen
RPL554"Un sineriistik etkisi

RPL554 ve atropinin kombinasyonunun sinerjistik etkisini degerlendirilmesi igin
kullanilan Ornek 1'deki yontem muskarinik reseptor antagonisti aklidinyum igin
tekrarlanir. Konsantrasyon cevap egrileri, tek basina RPL554, tek basina aklidinyum

ve aklidinyum ile kombinasyon halinde uygulanan RPL554U test edecek sekilde
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Olusturulmustur. Aklidinyum ve RPL554 arasindaki sinerjik etkinin degerlendiriimesi
igin Berenbaum Yontemi ve Bliss Bagimsizhk kriteri kullanilir. RPL554 ve aklidinyum

kombinasyonu icin bir sinerjik etki gozlenir.

Formulasyon Ornek 1 — bir DPI ile uygulama

RPL554 kombinasyonu (0.2 mg) mikronize edilir ve daha sonra laktoz (25 mg) ile
kanistirihir. Bu harmanlanmis karigim daha sonra bir jelatin inhalasyon kartusuna

yuklenir. Kartus icerigi, ornedin bir DPI kullanilarak uygulanir.

Bir mikronize RPL554 kombinasyonu (100 mg), ogutulmus laktoz (25 q) ile kanistirihr
(ornegin laktoz, partikullerin yaklasik % 85'inden daha azi yaklasik 60 pm ila yaklasik
90 um'lik bir MMD'ye sahip ve partikullerin % 15'den daha fazlasi 15 pm'den daha
dusuk bir MMD'ye sahip). Harmanlanmis karisim, daha sonra, doz basina yaklasik
10-500 pg RPL554 sagdlayacak sekilde yeterli bir miktarda soyulabilir bir blister
ambalajin her bir blisterine yuklenir. Blister icerigi bir DPI kullanilarak uygulanir.

Alternatif olarak, mikronize bir RPL554 kombinasyonu (1 g) ve ogutulmus laktoz
agirhk orani 1: 200 olan bir bulk kompozisyon olusturmak uzere ogutulmus laktoz
(200 g) ile kanstirihr. Harmanlanmis kompozisyon, doz basina yaklasik 10-500 pg
RPL554 saglayabilen bir DPI icinde ambalajlanir.

Alternatif olarak, mikronize RPL554 (100 mg) ve mikronize muskarinik reseptor
antagonisti (500 mg), ogutuimus laktoz (30 g) ile kanistirihir. Harmanlanmig karigim
daha sonra, doz basina yaklasik 10 ug ila yaklasik 500 pg RPL554 sadlayacak
sekilde yeterli bir miktarda soyulabilir bir blister ambalajin ayn blisterlerine yuklenir.
Blister icerigi bir DPI kullanilarak uygulanir.

Formulasyon Ornek 2 — bir MDI icinde kullanmak icin kompozisyonlar

Mikronize RPL554 kombinasyonu (10 g), lesitinin (0.2 g) demineralize suda (200 mL)
gozulmesi ile hazirlanan bir gozelti icinde disperse edilir. Meydana gelen suispansiyon
puskurtulerek kurutulur ve daha sonra ortalama c¢api yaklasik 1.5 um'den kuguk olan
partikulleri iceren bir mikronize kompozisyon olusturmak uzere mikronize edilir.
Mikronize edilmis kompozisyon daha sonra MDI ile uygulandiinda doz basina
yaklasik 10 pg ila yaklasik 500 ug RPL554 saglamak uzere yeterli bir miktarda

basingch 1,1,1,2-tetrafloroetan iceren MDI kartuslanina yuklenir.
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Alternatif olarak, agirlikca % 5 RPL554 kombinasyonu, agirhkca % 0.5 lesitin ve
agirhkca % 0.5 trihaloz iceren bir suspansiyon, ortalama boyutu 10 pm'den kuguk
mikronize partikuller halindeki 5 g RPL554 kombinasyonunun 0.5 g trihaloz ve 0.5 g
lesitinin 100 mL demineralize su icerisinde ¢ozulmesi ile olusan kolloidal bir
solusyonun icinde dagitilarak hazirlanir. Suspansiyon puskurtulerek kurutulur ve elde
edilen materyal, ortalama capi 1.5 um'den kuguk olan partikuller elde etmek igin

mikronize edilir. Partikuller basinch 1,1,1,2-tetrafluroetan ile metal kutulara yuklenir.

Formulasyon Ornek 3 = bir nebulizer inhalerde kullanmak icin kompozisyon

RPL554 kombinasyonu (25 mg) sitrat tamponlu (pH 5) izotonik salin (125 mL) icinde
gozulur. Kangim kanstinlir ve bilesik ¢ozlulene kadar sonike edilir. Cozeltinin pH'si
kontrol edilir ve gerekirse yavasca sulu 1N sodyum hidroksit ilave edilerek pH 5'e
ayarlanir. Cozelti, doz basina yaklasik 10 g ila yaklasik 500 pg RPL554

kombinasyonu saglayan bir nebulizor cihazi kullanilarak uygulanir.

Formulasyon Ornek 4 — oral uygulama icin sert jelatin kapsuller

RPL554 kombinasyonu (50 g), puskurtulerek kurutulmus laktoz (440 ¢g) ve
magnezyum stearat (10 g) iyice kanstinlir. Elde edilen kompozisyon daha sonra sert

jelatin kapsullere (kapsul basina 500 mg kompozisyon) yuklenir.

Formulasyon Ornek 5 — oral uyqulama icin suspansiyon

Asagidaki maddeler sUspansiyonun her 101 mL'sinde 100 mg bilesik igeren bir
suspansiyon olusturmak icin karistirilhir:

Madde Miktar
RPL554 kombinasyonu 1.049
Fumarik asit 05¢g
Sodyum klorur 20g
Metil paraben 0.15¢g
Propil paraben 0.05¢g
Granule seker 255¢g
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Sorbitol (% 70 cozelti) 12.85¢g

VeegumRTM K (magnezyum aluminyum silikat) | 1.0 g

Koku verici 0.035¢g
Renk verici 05¢
Distile su q.s. 100 mLye

Formulasyon Ornek 5 — enjeksiyon ile uygulamak icin enjektabl formulasyon

RPL554 kombinasyonu (0.2 g), 0.4 M sodyum asetat tampon ¢ozeltisi (2.0 mL) ile
kangtirihr. Elde edilen solusyonun pH degderi, gerekirse 0.5 N sulu hidroklorik asit
veya 0.5 N sulu sodyum hidroksit kullamlarak pH 4'e ayarlanir ve daha sonra
enjeksiyon icin yeterli su ilave edilerek toplam 20 mL hacim elde edilir. Karisim daha
sonra enjeksiyon ile uygulama igin uygun steril bir solusyon saglamak uzere steril bir

filtre (0.22 mikron) ile filtrelenir.
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