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BOLUM |
GIRIS VE AMAC

Calismamizdaki amacimiz, giiniimiizde topikal olarak kullanilan ticari
naproksen dozaj sekillerine alternatif, yeni bir dozaj sekli onermektir. Bunun icin
transdermal yol ile kullanilabilen, naproksen (NP) iceren mikroemiilsiyon dozaj

formiilasyonlarinin gelistirilmesi planlanmaistir.

Transdermal yol uygulama kolaylig1 acisindan hem oral hem de parenteral
yola oranla daha iistiindiir. Calismamizda naproksen formiilasyonlar: icin, tastyici
sistem olarak mikroemiilsiyon dozaj sekli secilmistir. Ciinkii ilaglarin transdermal
uygulanmalar1 i¢in mikroemiilsiyonlarin avantajlar1 ii¢ ana mekanizma ile
aciklanabilir. Birincisi mikroemiilsiyon sistemler hem lipofilik hem de hidrofilik
etkin maddeleri ¢ozme kabiliyetine sahiptir ve etkin maddelerin deri boyunca
termodinamik aktivitesini arttirabilir. Ikincisi, mikroemiilsiyon yapisinda bulunan
bilesenler deriden gec¢isi artirict maddeler gibi davranarak stratum korneum yapisini
etkileyerek deriden etkin maddenin gegisini arttirabilir. Ugiinciisii, etkin maddenin

ara ylizeyde bulunmasi nedeniyle kontrollii bir salim elde edilebilir.

Calismamizda NP’nin piyasada mevcut olan topikal preparati ile
gelistirecegimiz NP iceren yeni mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin in-vitro, ex-vivo
ve iv-vivo etkinlikleri karsilastirilacaktir. Bu amagla formiilasyon calismalarinda
degisik ylizey etkin maddeler (YEM) ve yardimci yiizey etkin maddeler (YYEM)
kullanilarak cesitli S/Y ve Y/S mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 gelistirilecektir.
Difiizyon hiiceleri kullanilarak in vitro ortamda etkin maddenin nitro seliiloz
membrandan ve selilloz membrandan gecisi, ex-vivo ortamda ise; erkek sican karin
derisinden etkin maddenin gegisi incelenecektir. In vitro ve ex vivo gegis

caligmalarmin degerlendirilmesi sonucunda ideal olarak secilen bir S/Y ve bir Y/S



tipi formiilasyon ile ticari preparatin siganlardaki antiinflamatuvar ve analjezik

etkileri karsilastirilarak, degerlendirilecektir.

Yukarida bahsettigimiz gibi ¢alismalarimiz formiilasyon gelistirme, in-vitro,
ex-vivo ve in vivo olmak iizere dort asamada planlanmistir. Giiniimiizde,
maliyetlerin cok yiiksek olmasi nedeniyle yeni bir ilag molekiilii kesfetmektense var
olan molekiiliin etkinliginin arttirilmas1 amaclanmaktadir. Biz de calismamizda,
gelistirecegimiz formiilasyonlar ile naproksenin klasik dozaj formlarmma gore
etkinligini karsilastirarak, tedavi i¢in daha etkin olabilecek alternatif bir dozaj seklini

Oonermeyi planlamaktayiz.



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Emiilsiyonlar

1.1.1 Emiilsiyonlarin Tanimm ve Genel Ozellikleri

Emiilsiyonlar, birbirleri ile karigmayan iki farkli sivimin birbiri i¢inde

dagilmasiyla olusan homojen goriiniislii heterojen sistemlerdir. Bu sistemler, biri

hidrofilik faz, digeri lipofilik faz olmak iizere iki fazdan olugmaktadirlar. Bu iki faz,

emiilsiyonun i¢ fazi (dagilan faz) ve dis fazi (stirekli faz) olarak adlandirilirlar.

Emiilsiyon yapic1 maddelerin yardimi ile birbiriyle karismayan bu iki farkl faz

kararli olarak birarada bulunabilirler. Yagh faz, sulu faz ve emiilsiyon yapici

maddelerin yanisira emiilsiyon formiilasyonun icine kullanim amacima gore farkl

partikiil boyutuna sahip etkin maddeler, fizikokimyasal ve mikrobiyolojik kararlilig1

arttirict maddeler, koku ve tat maddeleri eklenebilir (30, 78, 118).

Emiilsiyonlarin baglica iistiinliikleri (5, 30, 93, 118, 119):

Kati1 ilag sekline gore etkin maddenin emiliminin artmasi ve bdylece hastalarda
ilag biyoyararlanmiminin artmasi

Cozeltilere ve diger ilac sekillerine gore fiziksel ve kimsayal yonden daha stabil
olmasi

Etkin maddelerin emilim ve penetrasyonunun ayarlanabilmesi

Bazi1 makromolekiillii maddelerin gastrointestinal kanalda emilimlerinin artmasi
[laclarin kotii olan tadinin maskelenmesi

Goriiniimiiniin giizel olmasi

Coziiniirliigli diisiik olan etkin maddelerin s1v1 tagiyici sisteme konulabilmesi
Yiizey yiikii degistirilerek hedefleme yapilabilmesi

Siirekli veya hemen salim elde edilmesi

llaclarin ~ farkhi  yollardan uygulama imkami saglanarak, hedefleme
yapilabilmesidir.

1.1.2 Emiilgatorler (Yiizey Etkin Maddeler (YEM), Surfaktanlar)
YEM’ler, bir fazin diger bir faz i¢inde karali bir sekilde dagilmasini saglayan

maddelerdir. Iki faz arasindaki gerilimi diisiirerek etki ederler. Bununla birlikte,

yiizeyleraras1 bolgenin elektrostatik, statik ve reolojik o©zelliklerini diizelterek



emiilsiyon kararliligmi arttirirlar.  YEM'nin kullanilan miktar1 kalict bir film

olusturabilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir (118).

Bir YEM nin tagimasi gereken 6zellikler (30):

Emiilsiyonun viskozitesini arttirmali

Derisimi diisiik bile olsa emiilsiyon olusturabilmeli

Suyu seven ve yagi seven ucu olmali

Toksik olmamali

Damlaciklar etrafinda adsorbe olmali, arayiizeyde film olusturmali ve koalesansa
engel olmal

® Yiizey gerilimini 10 dyn/cm’in altina diisiirebilmeli’dir.

YEM’ler, arayiizeyde olusturduklar1 filmin tipine, kimyasal yapilarina ve

iyonik yiiklerine gore siiflandirilabilmektedir (30).

YEM'’lerin olusturduklar: film tipine gore smiflandirilmasi (30) :

e Monomolekiiler film olusturanlar
e Multimolekiiler film olusturanlar
e Kati partikiil film olusturanlar

YEM’lerin kimyasal yapilarina gore smiflandirilmasi (5, 30) :

o Sentetik YEM’ler
e Yari sentetik maddeler
e Dogal maddeler

YEM’lerin iyonik yapilarina gore simiflandirilmasi (30, 59, 77) :

Anyonik yiizey etkin maddeler
Katyonik yiizey etkin maddeler
Noniyonik yiizey etkin maddeler
Amfoterik ylizey etkin maddeler

1.1.3 Emiilsiyon Olusum Teorileri (30, 119)

Emiilsiyon olusturma mekanizmalarmin c¢ogu kayma etkisi altinda
damlaciklarin parcalanmasma dayanmaktadir. Emiilsiyonlar genis bir yiizeylerarasi
alana ve bu alanla orantil1 olarak bir i¢ yiizey enerjisine sahip olduklarindan dolay:
dayaniklidirlar. Emiilsiyonun stabilitesini arttrmak ve iki sivinin karigmasimi
kolaylastirmak icin serbest yiizey enerjisini azaltmak gerekir. Dispersiyon icin

gereken is Esitlik 1’de gosterildigi gibi hesaplanir.



W E ¥ X S oottt e e e traeeeeeaes Esitlik 1

W = Dispersiyon i¢in gereken is
¥ = Yiizey gerilimi
ds = Degisen yiizey alani

1.1.4 Emiilgatorlerin (YEM’lerin) Emiilsiyon Olusturma Mekanizmalari
(30, 34, 57, 119)

Emiilsiyon olusumu sirasinda parcalanan damlaciklar tekrardan bir araya
gelip biiyiik damlaciklar olusturabilirler. YEM’ler tekrar birlesme egilimini Gibbs-
Marangoni etkisi olarak bilinen bir mekanizma ile engellerler. Bu mekanizmaya gore;
yiiksek ylizey gerilimine sahip bir s1vi, diisiik yiizey gerilimine sahip diger bir siviya
gore, kendisini cevreleyen siviyr daha giiclii cektiginden; yiizey gerilimindeki bir
gradientin varligi, dogal olarak sivinin diisiik yiizey gerilim bdlgelerinden kaymasina
neden olacaktr. Bu mekanizma aynm1 zamanda Bancroft genel kuralmi da
aciklamaktadir. Bu kural da; YEM’yi daha 1yi ¢ozen fazin emiilsiyonun dis fazi
(stirekli faz1) oldugunu belirtmektedir. Yine bu kurala gore; Y/S emiilsiyonlarinda,
suda daha cok c¢oziinen emiilgator (yiiksek HLB YEM’leri); S/Y emiilsiyonlarinda
ise yagda daha ¢ok coziinen emiilgator (diisik HLB YEM’leri) kullanilmaktadir.
YEM’lerin emiilsiyon olusturma mekanizmalar1 asagidaki iic madde ile olmaktadir.

1. Arayiizeyin gerilimini diigtirmek

2. Arayiizey filmi olusturmak
3. Elektiriksel ¢ift tabaka olusturmak

1.1.5 Hidrofilik-Lipofilik Denge (HLB)
1949 yilinda Griffin tarafindan gelistirilen hidrofilik-lipofilik balans sistemi

YEM seciminde kullanilmaktadir (30, 34, 119). Olusan emiilsiyonun tipi HLB
degerine baghdir. Emiilgatorlerin HLB degerleri O ile 20 arasinda degismektedir. Bu
deger 20’ye yaklastikca emiilgator hidrofilik 6zellik kazanir. HLB degeri 8’den

kiigiik olan emiilgatorler lipofilik, biiyiik olanlar ise hidrofilik niteliktedir (5, 85).



HLB degerlerine gore YEM lerin kullanim amaclar1 Tablo 1°de gosterilmistir

(30, 77, 119):

Tablo 1: HLB degeri ile emiilgator kullaninm arasindaki iliski

HLB Suda Dagihim Uygulama

1-4 Yok Kopiik kirici

3-6 Zayif s/y emiilgator

6-8 Calkalama ile siitsii dagilim 1slatma ajani

8-10 Dayanikli siitsii dagilim 1slatma ajani, y/s emiilgator

10-13 Yarisaydam-berrak dagilimlar y/s emiilgator

>13 Berrak cozelti y/s emiilgator, ¢oziindiirme ajani,
peptizan

Iki farkli emiilgatoriin karistirilmast ile de HLB degeri hesaplanabilir. Karisim

YEM’lerinin HLB degerleri Esitlik 2’deki gibi hesaplanmaktadir (5, 46).

HLB = HLB, X| —«— |+ HLB, x|~ | oo Esitlik 2
W, +W, W

a a

HLB,: Birinci emiilgatoriin HLB degeri

HLB,,: Ikinci emiilgatoriin HLB degeri

W,: Birinci emiilgatoriin emiilsiyondaki miktari
W, Ikinci emiilgatoriin emiilsiyondaki miktar1

1.1.6 Emiilsiyonlarin Fiziksel Stabilitesi (118, 119)

Emiilgator tabakast ve damlacigin dismndaki kolloid yapi, emiilsiyonun
kararliligini saglayan faktorlerdir. Sistemin kararli olmasi i¢cin emiilgator tabakasinin
ve damlacigin disindaki kolloid yapinin, damlaciklarin ylizey alaninin tamamini
kaplayacak biiyiikliikkte oldugu durumda kararhi olacaktir. Emiilsiyon sisteminin
kararliligy; 1sitalarak, calkalayarak, dondurup - c¢oziilerek test edilmektedir.

Emiilsiyon sistemin kararlilig1 Esitlik 3’de gosterildigi gibi hesaplanir.

A=nxIIxd?=(6/P) X (Q/ )i Esitlik 3

A= Damlaciklarm yiizey alani
n= cm’’deki damlacik sayisi
I1= Ara yiizeydeki basing

d= Damlacik boyutu (um)



p= Yagmn yogunlugu (g/cm’)
Q= cm’’deki yag miktari (g)

Emiilsiyonlarin kararsiz hale gecmesi baglica bes mekanizma ile olmaktadir
(30, 85, 118, 119):

Flokiilasyon

Kremalasma

Koalesans (biraraya gelme-yigilma)
Faz ayrismasi (breaking)

Faz doniisiimii (phase inversion)

1.1.7 Emiilsiyon Cesitleri

Emiilsiyonlar fazlarma gore Y/S ve S/Y tipi emiilsiyonlar olmak iizere ikiye
ayrilirlar. Eger sulu faz icinde yagh fazin damlaciklar1 dagilirsa, Y/S (su icinde yag)
emiilsiyonu; yagh faz i¢inde sulu fazin damlaciklar1 dagilirsa S/Y (yag iginde su)

emiilsiyonu olugmaktadir (Sekil 1) (30, 118).

¢
SIY vy i YIS

Sekil 1 : Fazlarina gore emiilsiyon tipleri

1.1.7.A. Uygulama Yollarina Gore Emiilsiyon Cesitleri (30, 119)
Emiilsiyonlar uygulama sekline gore ii¢ grupta smiflandirilabilir :
Oral emiilsiyonlar

Topikal emiilsiyonlar
Parenteral emiilsiyonlar

1.1.7.B. Damlacik Biiyiikliiklerine Gore Emiilsiyon Cesitleri (5, 67, 77, 118)
Damlacik biiyiikliiklerine gére emiilsiyonlar 4 grup altinda toplanabilir.
Coklu Emiilsiyonlar

Misel Emiilsiyonlar (< 10 nm)
Mikroemiilsiyonlar (10-200 nm )



Makroemiilsiyonlar (> 200 nm)
1.1.8 Mikroemiilsiyonlar

1.1.8.1 Mikroemiilsiyon Tanim

Mikroemiilsiyonlar, i¢ faz damlaciklarmin ¢ap1 10 ile 200 nm arasinda olan
kiicik damlacik biiyiikliigiine sahip, diisiik viskoziteli, termodinamik olarak
dayanikli, kendiliginden olusan, transparan (saydam) ve izotropik dispers
sistemlerdir (6, 11, 19, 24, 25, 28, 31, 39, 55, 59, 62, 71, 72, 127). Bilesenlerin
yeterli oranlarda karigmalar1 {izerine kendiliginden (spontan) olugmaktadir.
Mikroemiilsiyonlar yag fazi, su fazi, YEM ve YYEM’den olusmaktadir. Bazen
YYEM olmadan da mikroemiilsiyon olusmaktadir. Bunlara kendiliginden emiilsifiye
olabilen (self-emiilsifying) mikroemiilsiyonlar denir. Bu sistemler yag ve YEM nin
karistirilmasi ile olusan sistemlerdir (30, 31, 71, 72, 77, 78, 85, 103). Literatiirler;
saydam izotropik sistemlerin herhangi bir YYEM eklenmeden, non-iyonik YEM
kullanarak da elde edilebilecegi gosterilmistir. Buna bagl olarak YYEM eklenmeden
de bircok mikroemiilsiyon yapilmistir. Bu sistemler oral kullanildiginda
biyoyararlamimi diisiik olan etkin maddelerin biyoyararlantmimi arttirirlar. Bu
sistemlerin kendiliginden olusabilmesi yag-su arayiizeyindeki gerilimin sifir olmasi
ile olur. Bu sistemlerdeki YEM’lerin rolii ; su ve yag arasindaki araylizey gerilimini

azaltmaktir (5, 6, 112, 114, 118).

Hoar ve Schulman (56) ilk kez 1943 senesinde ‘Nature’ dergisinde
mikroemiilsiyonu, normal Y/S emiilsiyonuna pentanol gibi orta zincir uzunlugundaki
alkollerin ilave edilmesiyle olusan saydam sistemler olarak tanimlamislardir ve bu
sistemlerin emiilsiyonlar ve misel sistemler arasindaki iligkisini ilk kez ortaya
cikmistir. Daha sonra 1959 yilinda Schulman calismasinda (99) mikroemiilsiyon
olusumunu dort bilesenli sistemde negatif ylizeylerarasi1 gerilim degerini asarak

gerceklestirmistir. 1981 yilinda ise; Danielsson ve Lindman (33) tarafindan



mikroemiilsiyonlar; surfaktan, yag ve suyun optik olarak izotropik yapidaki

soliisyonlar1 olarak belirlenmistir.

Mikroemiilsiyonlarm en Onemli Ozellikleri berrak (saydam) olmasidir.
Damlacik biiyiikliigiiniin ufak olmasi ile olusan saydam bir mikroemiilsiyon beyaz
15181 kararak gecirir. Kolloidal dagilimlarin partikiil biiytikliikleri, goriiniir dalga
boyundan daha biiyiiktiir. Goriiniir dalga boyundan daha kii¢iik olan partikiillerde,
151g1n biitiin yollara dagilmasi beklenir. Sag¢ilmis 151k bir diizlem boyunca polarize
olur ve her bir partikiil yeni 151k dalgasi olusturur. Buna tindal etki, 1gina tindal 15181
denir. Bu nedenle emiilsiyonlar siit goriiniimiindedirler. Mikroemiilsiyonlar ¢ok
kiigiik damlacik boyutuna sahip olduklari icin tindal etki ¢cok diisiiktiir ve bu nedenle

saydam goriinmektedirler (71, 72, 118, 119).

Mikroemiilsiyonlar diisiik viskozitelidirler ve viskoziteleri Newton akis
modeline uymaktadir. Jellesme yapilarak, mikroemiilsiyonlarin viskozitelerini
arttrmak miimkiindiir (118). Mikroemiilsiyonlarin viskoziteleri YEM filminin
kalinlig1, damlacik boyutlari, damlacik sekilleri ve damlaciklar arasi etkilesimler

hakkinda bilgi verir (31).

Y/S mikroemiilsiyonlari, dis fazi1 yag olan saf organik siirekli fazlara gore
daha yiiksek elektrik iletkenligine sahiptirler. Ciinkii mikroemiilsiyon damlaciklar1
yiik transfer etmektedirler. S/Y mikroemiilsiyonlarinin iletkenligi damlaciklar
arasindaki iyon transferinin oranina baghdir. Mikroemiilsiyonlarm iyon degis tokusu
YEM’in yapisi, yagin tipi ve damlacik boyutu gibi deneysel parametrelerden

etkilenmektedir (59).

Mikroemiilsiyonlar yag/su (Y/S) veya su/yag (S/Y) tipinde sistemler

olmalarma ragmen klasik emiilsiyonlardan farklidirlar (77, 112). Emiilsiyonlar ve



hidrojeller gibi klasik formiilasyonlar ile mikroemiilsiyonlar karsilastirildiginda;
mikroemiilsiyonlarin hidrofilik ve lipofilik ¢oziinme bdlgelerinin bir arada
olmasmdan dolayr yiiksek ila¢ ¢oziiniirliigiine ve biiyiilk yag/su ara yiizey alanina
sahip olduklar1 goriilmiistiir (120). Mikroemiilsiyonlar ile makro (klasik)
emiilsiyonlarm arasmndaki en belirgin fark mikroemiilsiyonlarin kendiliginden
olusmasidir. Buna ek olarak; emiilsiyonlar stabil formiilasyonlar degillerdir ve
biyouygunluk  acisindan  giicli =~ degisimleri  oldugu  tespit  edilmistir.
Mikroemiilsiyonlarda ise; YYEM’ler, YEM’ler arayiizey gerilimini diisiirmeye
yardimci olurlar, bdylece termodinamik olarak stabil hale gelirler (55, 74, 77). Klasik
emiilsiyonlar ile mikroemiilsiyonlarin karsilastirilmasi Tablo 2’de gosterilmistir (5, 6,

30, 31, 32, 54, 62, 85, 112).

Tablo 2 :Mikroemiilsiyonlar ile makroemiilsiyonlarin karsilastirilmasi

Ozellik Mikroemiilsiyon Klasik (makro) emiilsiyon

I¢ fazin damlacik

biiyiikligii <0.2 ym lpym-10 pm

Gorliniis Saydam Siit goriintimiinde

Olusum Kendiliginden olusur Enerji vermek gerekir

Stabilite Termodinamik olarak dayanakl Termodinamik olarak dayaniksiz

1.1.8.2 Mikroemiilsiyonlarin Avantajlar

Mikroemiilsiyonlar, yiiksek apolar molekiillerin ¢dziinmesine izin vermesi,
ilag tagima ve kapsiilleme Ozelliklerinden dolayr farmasotik formiilasyonlarda,
kozmetik formiilasyonlarda ve gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Yapisinda
lipofilik ve hidrofilik bilesenler olmasindan dolay1 yiiksek ¢oziiniirliikk kapasitesine,
ayrica biiyiikk yiizeylerarasi alana sahip olmalarindan dolayr da katalizorler gibi
fonksiyonlara sahip olduklarmmdan kimyasal reaksiyonlarm etkinligini arttirabilirler

(95).

10



Mikroemiilsiyonlarin  diger formiilasyonlara gore bazi1 iistiinliikleri

bulunmaktadir. Bunlar (5, 23, 24, 25, 28, 30, 31, 32, 54, 62, 71, 72 74, 81, 85, 92,

112, 118, 119, 122, 123) :

1.

el

10.
11.

12.

13.

14.

15.

Damlacik biiyiikliigiiniin ufak olmasi ve termodinamik olarak dayanikli
olmas1 sebebiyle hidrofobik etkin maddeleri iceren formiilasyonlarin
hazirlanmasinda kullanilabilmektedir. Bu formiilasyon, kati ila¢ sekillerine ve
emiilsiyonlara gore daha hizli emilip yiiksek biyoyararlanim gosterir. Ayni
zamanda parenteral yol ile verilmesi uygundur.

Penetrasyon arttiric1 6zellige sahiptirler.

Etkin maddelerin fizyolojik kosullardan (pH, safra salgis1 ve yiyecekler gibi)
etkilenmesini azaltirlar.

Cocuklar ve yetiskinler i¢in yutulmas: giic olan kati ilag sekillerine gore
kullanimi daha kolaydir.

Diger formiilasyonlara gore hazirlama yontemleri daha kolaydir.

Yiiksek yiizey alanina sahip olmalarindan dolayi, etkin maddeler i¢in yiiksek
¢Oziiniirliikk kapasiteleri vardir.

Steroidler, hormonlar, diiiretikler, peptidler ve antiviriitikler icin ideal
sistemlerdir.

[lacin mide bagrsak sivilarma karst korunmasi nedeniyle stabiliteleri
yiiksektir.

Yapisinda YEM bulundugu i¢in membran akigkanligi daha kolaydir.

Akis tipi Newton akis tipine uyarak, diisiik viskozite gosterirler.
Mikroemiilsiyonlar, hem su hem de yag igcermelerinden dolay: formiilasyonda
hem yagda hem de suda ¢oziinebilen etkin maddelerin kullanimina izin verip,
spesifik tedaviyi saglama imkani sunmaktadirlar.

Mikroemiilsiyonlar stabil oldugu i¢in faz ayrimina izin vermemektedirler.
Mikroemiilsiyonlarn  ila¢ dagilimi yavas olmakla birlikte kontrol
edilebilmektedir ve daha da 6nemlisi ila¢ hedeflenebilmesi yapilabilmektedir.
Nanometrik boyutlarda olduklarindan kutandz uygulamada ilaglarin
transdermal difiizyonu gelistirilebilmektedir.

Mikroemiilsiyondaki YEM molekiiliiniin yapisina bagh olarak bagirsak
duvarinda ilacin penetrasyon orani artmaktadir.

Mikroemiilsiyonlarin  avantajlar1  yaninda  bazi  dezavantajlar1  da

bulunmaktadir. Mikroemiilsiyon olusumunda kullanilan YEM’lerin yiiksek

miktardaki konsantrasyonlar1 toksisiteye yol acabilmektedir. Ayrica YEM’ler deriye

uygulandiginda irritasyona yol acabilmektedir. Bu 6zellikle dermal olarak uygulanan

mikroemiilsiyonlar i¢in ¢ok Onemlidir. Bununla birlikte yapilan bir ¢ok calismada

non-iyonik YEM’ler ile hazirlanan mikroemiilsiyonlarin, uygulama sonrasi deri

tizerinde herhangi bir irritasyon etki olusturmadig1 gosterilmistir (20, 23, 25, 50, 68).
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Ayrica mikroemiilsiyonlarin viskozitelerinin genelde diisiik olmas1 topikal olarak
kullanimlarin1 da kisitlamaktadir. Buna engel olmak icin, mikroemiilsiyonlarin
viskozitelerini jellesmeyi arttirict maddelerle modifiye etmek olasidir. Y/S
mikroemiilsiyonunda, jelatin ve lesitin yardimi ile kolloidal silisyum oksit kullanarak,
S/Y mikroemiilsiyonunda ise ksantan zamki, karragenat veya karbopol 934

kullanarak jellesme saglanabilmistir (62, 85, 114).

1.1.8.3 Mikroemiilsiyonlarin Yapisi
Mikroemiilsiyonlarin Winsor-I, Winsor-II, Winsor-1II, Winsor-IV olmak

tizere dort tipi mevcuttur. Winsor-I diye adlandirilan fazda mikroemiilsiyon ve yag
olmak iizere iki faz vardir. Bu fazin iist kisminda atik fazla yag bulunur, alt kisminda
mikroemiilsiyon olusur. Winsor-II'de de su ve mikroemiilsiyon olmak iizere 2 faz
vardir, burada iist kistmda mikroemiilsiyon olusup, alt kisimda atik olan su
bulunmaktadir. Winsor-III'de ise 3 faz mevcuttur, bu fazlar S/Y, Y/S ve gecisli
(bicontinuous = bikontinyus) mikroemiilsiyon fazidir. Burada ise mikroemiilsiyon
orta kisimda olugsmaktadir. Winsor-4 tipinde, yag su ve YEM’nin homojen olarak
karigmasi ile elde edilen sadece bir faz vardir. Bu fazlar iicgen faz diyagraminda

Sekil 2°de gosterilmistir (71, 72, 121).
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=

| Winsor IV

Winsor |l

Sekil 2 : Winsor simiflandirma sistemine gore su-yag-YEM karisiminin iicgen faz diyagraminin
sematik gosterimi: L1, normal miseller yada yag/su (Y/S) mikroemiilsiyonu, L.2, ters miseller
veya su/yag (S/Y) mikroemiilsiyonlari, D, anizotropik lamelar likit kristal fazi.

Y/S ve S/Y tipi mikroemiilsiyonlarin damlaciklar1 YEM ve YYEM
molekiillerinden olusan film ile c¢evrilmistir. Dis fazi yag olan (S/Y)
mikroemiilsiyonunda amfifilik molekiiliin hidrofobik kismi dig faza, hidrofilik kism1
ise su damlaciginin ig¢ine yonelmis durumdadir. Bu tip mikroemiilsiyonlar ters
miseller ya da likit faz (L2 faz) olarak da adlandirilmaktadir. Dis faz1 su olan (Y/S)
mikroemiilsiyonunda amfifilik molekiiliin hidrofobik kismi1 yag damlaciginin icine
yonelmis, hidrofilik kisimlar1 ise dis faza yonelmis halde bulunmaktadir (Sekil 2).
Sekil 3’da mikroemiilsiyonlarin yapisi gosterilmektedir. Gegisli
mikroemiilsiyonlarda ise su, yag ve YEM orani esittir. Bu tip mikroemiilsiyon, ¢cok

koseli olup, yag ve su fazlar1 amfifili cok olan bir tabaka ile ayrilmistir ve gecisli
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mikroemiilsiyonlar tek tabakali olarak YEM’nin su ve yagda dagilmasi ile

olusmaktadirlar (2, 6, 28, 30, 31, 55, 71, 72, 76, 105, 112, 120).

vad

7l 5}".: ; h‘i# 1
S

Y/S Mikroemdlsiyon S/Y Mikroemdulsiyon

Sekil 3 : S/Y, Y/S ve bikontinyus mikroemiilsiyonlarinin yapisi ve goriiniisii (76, 77, 85)

Mikroemiilsiyonun S/Y veya Y/S tipinde olusumu YEM’in yapisiyla

iligkilidir. Bu iligki Esitlik 4 ile hesaplanabilir (5, 31, 77).

CPP = V/(@X1) ettt Esitlik 4
CPP = Kritik topaklanma parametresi

v = YEM molekiiliiniin hacmi

a = YEM’in bas kisminin alani

| = YEM’in uzunlugu

CPP degeri, 0-1 arasmda ise Y/S tipi, 1’den biiyiikk ise S/Y tipi
mikroemiilsiyon olusmaktadir. CPP degeri 1 oldugunda ise gecisli mikroemiilsiyon

olusmaktadir (31).

1.1.8.4 Mikroemiilsiyonlarin Faz Calismalan (2, 31, 34, 85, 94)

Mikroemiilsiyon olusumu sistemi olusturacak bilesenlerle gerceklesmektedir.
Bir sistemde var olan fazlarin sayisi bilesenler ile degismektedir ve bu faz
diyagrammda grafiklenmigstir. Sekil 4’te  gosterildigi gibi hipotetik faz

diyagramlarinda, sistemin bilesenlerinin konsantrasyonu belirlenebilmektedir.
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Mikroemiilsiyonlarin ticgen faz diyagraminda olusturdugu fazlar ve alanlar1 Sekil

4’te gosterilmistir.

yag

SEDDS (berak, izotropik
veya 3
yagl dispersiyon) .

\ Su
&

mise}
L1 fazi)’

o~ Yiiksek HLB'I yiizey elkin madde
O~ Dasok HLB'll yizey etkin madde veya Ko-Surfaktan

Sekil 4 :Ucgen faz diyagranunda; yag fazi icindeki su kiireleri, yag icindeki su silindirleri,
lamel yapilar, su faziicindeki yag damlaciklar gibi mikroemiilsiyonlarin olusturdugu ve
kapladig: alanlar

Non-iyonik surfaktanlarla hazirlanmis olan mikroemiilsiyonlarin karakteristik
ozelliklerinden biri yapilarinin sicaklik degisimine karsi hassas olmalaridir. Her bir
sistem dar bir sicaklik degisimi ile karakterizedir ve maddelerin emiilsiyon yapici
ozelliklerinin sicaklikla degistigi bilindigi icin, HLB sisteminin yani sira, Faz
Degisim Sicakligi (PIT = Phase inversion temparature) sistemi gelistirilmistir. Bu
sistemde, emiilsiyon yapicilar, hangi sicaklikta Y/S emiilsiyonunu, S/Y
emiilsiyonuna doniistiirdiiklerine gore derecelendirilmistir. Literatiirde PIT’a
dayanan bir HLB sicakligini tanimlamanin tercih edilebilir oldugu ileri siiriilmektedir.
Bu sicaklik, YEM-yag-su faz diyagraminim bir 6zelligidir. Non-iyonik YEM’ler icin

PIT bir sicakliktir ve bu sicakligin altinda bir YEM, tercihen su fazi i¢ine yagda sisen
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miseller olarak parcalanir ve bu sicakligin iistiinde, tercihen yag fazi icine suda sisen
invert miseller olarak parcalanir. HLB nin PIT’a dayanmasinin avantaji, YEM-yag-
su etkilesimlerinin otomatik olarak HLB kriterini kapsamasidir. Benzer olarak, stabil
emiilsiyonlar i¢cin sik sik gereken YYEM’lerin etkisi PIT 1n icinde bir degisiklik
olarak hesaba katilir. Sonug olarak, HLB sicakliginmn PIT’a dayanmasi, emiilsiyon
tipi ve iicli faz davranis1 arasinda giiclii bir korelasyona imkan verir. Sicaklik

degisimi ile olusan faz degisimi Sekil 5’de gosterilmistir.

Su
_}t‘\wmﬂﬁh’r’j/ﬁ

2 e
s

Lipofilik

C R e === 2=
iititdstogn st

——

Temparatur

= <= =
g S S
3
i
,é\ W'Z:: Su
s
Faz Hacmi

Sekil 5 : Diisiik sicakhiktaki Y/S sistemlerin, sicakhigin etkisiyle esit konsantrasyonlu gecisli
mikroemiilsiyonlara ve daha yiiksek sicakhikta S/Y sistemlerine gecisinin sematik gosterimi.

1.1.8.5 Mikroemiilsiyon Olusum Teorileri

Mikroemiilsiyonlarin olusum teorilerini ii¢ sinifta toplayabiliriz. Bunlar (31,
71,72):
e Karisim Film Teorisi

e (Coziiniirlik Teorisi
o Termodinamik Teori

1.1.8.5.1 Karisim Film Teorisi
Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu c¢ok kiiciik oldugundan su ile yag

arasinda cok genis bir arayiizeye sahiptirler. Bu teoride arayiizey filminin, su ve yag
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fazlarinda farkli 6zellikte cift tabakali bir film olustugu diisiiniilmektedir.Yag ile su
ara yiizeyinde YEM’nin basinci Esitlik 5’teki gibi hesaplanmustir (5, 31).
LT = X0 - ¥ e e e Esitlik 5

IT = Arayiizeydeki basing
¥0 = Sistemde YEM’nin bulunmadig: yiizeyleraras1 gerilim
¥ = Sistemde YEM nin bulundugundaki yiizeyleraras: gerilim

1.1.8.5.2 Coziiniirliik Teorisi

Bu teoride mikroemiilsiyonlar yag ve suyun miseller i¢inde ¢6ziindiigii sismis

misel sistemler olarak kabul edilirler (5, 31, 72).

1.1.8.5.3 Termodinamik Teori

Termodinamik olarak kararli bir mikroemiilsiyonun olusmasi i¢in serbest
enerjinin negatif olmas1 gerekmektedir. Esitlik 6’da serbest enerji hesaplamasi
gosterilmistir.

SAG =V X AA L Esitlik 6

-AG = Serbest Enerji
V = Iki faz arasindaki yiizeyler arasindaki gerilim
AA = Yiizey alanindaki degisim

Yiizey alani sifir olamadigr icin, yiizeyleraras: gerilim; sistemin serbest

enerjisinin azalmasi ile azalmaktadir.

Mikroemiilsiyon olusumunda serbest enerjiyi belirleyen ii¢ bilesen vardir:

—

Damlaciklar arasindaki etkilesim enerjisi
Ortamdaki damlaciklarin entropisi
3. Yiizeylerarasi serbest enerji

N

Serbest enerji degisimi Esitlik 7°de goriilmektedir.
AGM (1) = AGL + AG2 =T ASIM ..o Esitlik 7

AGm = Serbest enerjideki degisim

(r) = Damlaciklarin ¢ap1

AG1 ve AG2 = Yiizeylerarasi serbest enerji ve damlaciklar arasindaki etkilesim
enerjisi

T = Sicaklik

ASm = Karisimin entropisi
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Yiizeylerarasindaki etkin madde ve YYEM yiizeylerarasindaki gerilimi
diisiiriir ve negatif AG degeri bulunur. Serbest enerji negatif olunca, spontan

termodinamik olarak dayanikli mikroemiilsiyonlar olusmaktadir (5, 31, 54, 77).

1.1.8.6 Mikroemiilsiyonlarin Karakteristik Ozellikleri

Mikroemiilsiyonlarin ~ yapis1  degisik yOntemlerle incelenebilmektedir.
Mikroemiilsiyonlarin taninmasinda kiiciik damlaciklarin fiziksel 6zellikleri 6nemlidir
(30,112). Mikroemiilsiyonlar izotropik olarak agik ve temiz gOriintiiye sahip
olmalarindan dolay1 spektroskopik olarak kolayca analiz edilebilmektedirler (62, 71,

72).

1.1.8.6.1 Optik Ozellikleri

1.1.8.6.1.1 Saydamhk

Sistemi olusturan damlaciklarin goriiniir 15181 dalga boyunun %’iinden daha
kiicik olmast durumunda mikroemiilsiyon sistemi transparan yani saydam

olmaktadir (31, 112).

1.1.8.6.1.2 Tindal Etki
Goriintir 151810 dalga boyundan daha kiiciik olan partikiillerde 151k biitiin

yonlere sacilir. Sacilmis 151k bir diizlem boyunca polarize olur ve her partikiil yeni

bir 151k dalgas1 olusturur. Buna tindal etki, 1s1na tindal 151n denir (112).

1.1.8.6.2 Damlacik Ozellikleri
Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu tayininde (6, 54, 55, 71, 72, 74, 77, 85,

112);

- Elektron Mikroskobu

- Isik Sacilum ( light scattering ):

e SAXS (Small angle X-ray) (kiiciik acil1 X 151n1 sagilimu),
e SANS (Small angle neutron scattering) ( kiiciik a¢ili ndron sagilimu),
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QELS (Quexielastic light scattering) (kuasielastik 1s1k sacilimi),

PCS (Photon correlation spectrophometer) (foton korelasyon spektroskopisi) ,
TILS (Total indexide light scattering) (total indesite 151k sag¢ilimi) ,

DLS (Dinamic light scattering) ( dinamik 151k sacilimi) ,

SLS (Static light scattering) ( statik 151k sagcilimi) ,

SD NMR (Substance difussion nuclear magnetic resonance) (6z difiizyon
niikleer manyetik rezonans ) gibi yontemler kullanilmaktadir.

1.1.8.7 Mikroemiilsiyonlarin Verilis Sekilleri (31, 62, 71, 72, 112, 119)

Mikroemiilsiyonlarin ila¢ tasiyici amacla kullanilmasinin baglica iki onemli
sebebi bulunmaktadir. Bunlardan biri, denetimli sekilde ila¢ salinimi saglamak,
ikinci ise, ilaglarm topikal ve sistemik olarak emilimlerini arttwrmaktir. Bu amagla
kullanilan mikroemiilsiyonlar viicuda cesitli sekilde uygulanmaktadir. Bunlar:

Oral uygulama
Topikal uygulama
Parenteral uygulama
Okiiler uygulama
Rektal uygulama
Pulmoner uygulama
Nazal uygulama
Periodontal uygulama
Bukkal uygulama
Intravajinal uygulama

1.1.8.7.1 Mikroemiilsiyonlarin Topikal Olarak Uygulanmasi
Mikroemiilsiyonlar hastalara yukarida da srralandigi gibi degisik yollarla

uygulanabilmektedir. Fakat mikroemiilsiyonlarin topikal uygulanmasina ilginin
artmasi ile diger yollara gore daha ¢ok kullanilmasi saglanmistir (62, 85, 115, 122,
123, 127). In vitro deri permeasyon (gegis) caligmalari, mikroemiilsiyonlarin topikal
olarak uygulanmasinin uygun oldugunu kanitlamistir (6, 67, 68, 69, 87, 112). Topikal
olarak kullanilan mikroemiilsiyonlar, ilaglarin terapotik aktivitelerini olumlu yonde
degistirmekte olup, Ozellikle Y/S mikroemiilsiyonlarinin su deposu etkileri
sergilemelerinden dolay1 topikal dagilimda lokal ilacin etkisinin arttigi goriilmiistiir

(28, 92).
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Transdermal ila¢ dagilimma bircok faktor etki etmektedir. Bunlar;
mikroemiilsiyonun i¢ fazinin gecirgenligi, mikroemiilsiyon bilesenlerinin stratum
korneum bariyerini indirgemesi, deriye artan konsantrasyon gradientinin olmasi ve
dagilan fazin depo gorevi yaparak siirekli fazda sabit bir konsantrasyon
olusturmasinin miimkiin olmasidir. Transdermal dagilimda, hedef dozun ayarlanmasi
icin sistemik dolagimda deri boyunca gecisin en yiiksek degerde olmasi gerekir.
Perkiitandz gecisi gelistirmek icin; ilacin konsantrasyonunu degistirmek ya da
transdermal dagilim i¢in uygun bir ara¢ se¢mektir (25, 62). Bunun disinda,
transdermal gecisi belirleyen baslica ii¢ faktor vardir. Bunlar ; formiilasyon i¢indeki
ilacin hareketi, formiilasyondan ilacin salimi ve deri iizerindeki ilacin ge¢isidir. Bu
faktorler ozellikle stratum korneumu etkiledigi gibi, derideki ilacin gecisi veya deri

tizerindeki ilacin durumu gibi diger termodinamik aktiviteleri de etkilemektedir (85).

Ilaclarm  dermal ve transdermal uygulamsinda, mikroemiilsiyonlarin
avantajlar1 bazi mekanizmalarla anlatilabilir. Birincisi; formiilasyondaki yiiksek
miktardaki ilacin deriye dogru artan termodinamik aktivitesi, ikincisi; artan
termodinamik aktivite ile deri iizerinde ilacin partikiile olmasi, {igiinciisi;
mikroemiilsiyon i¢indeki bilesiklerin stratum korneumun difiizyon bariyerini azaltip,
icerigindeki gecisi arttiran maddelerin ilacin deriden gecisini arttirmasidir. Ayrica
mikroemiilsiyonun stratum korneumdaki hidratasyon etkisi formiilasyonun gecis

kabiliyetini etkilemektedir (98, 106, 126, 127).

Mikroemiilsiyonlar deriye farkli mekanizmalar ile etki etmektedir. Bu
mekanizmalar; mikroemiilsiyon formiilasyonunun terkibinde yer alan maddeler
nedeni ile wuygulanmasi sonrasi, derinin gecirgenliginin degismesi, yine
mikroemiilsiyon formiilasyonunda yiiksek oranda bulunan YEM’lerin veya

YYEM’lerin penetrasyonu arttirmasi ve formiilasyon icerisindeki ilacin deriye olan
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uygunlugu nedeniyle formiilasyondaki ilacin deriye gecisinin artmasi seklinde

anlatilabilmektedir (14).

Ayn1 zamanda mikroemiilsiyonlarin topikal olarak kullanilmasinin, uygulama
kolaylig1 ve karaciger ilk gecis etkisinden kac¢inmilmasindan dolay1r uygun oldugu
ispatlanmistir. Topikal uygulanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin klasik
emiilsiyon ve jellere gore daha etkili oldugu bulunmustur (30, 31, 118).
Mikroemiilsiyonlarda penetrasyon orami klasik emiilsiyonlara gore daha yiiksektir.
Krem, losyon gibi emiilsiyonlarda YEM’ler arasi etkilesim kuvvetlidir, bu kuvvet;
araylizey membrandaki formiilasyonda i¢ ve dis fazlar arasindaki ilacin mobilitesini
simirlandirmaktadir (74). Topikal olarak uygulanan bazi ilaglarin, klasik emiilsiyon
ve jellere gore mikroemiilsiyonlardan transdermal dagilimi daha kolay olmaktadir.
Mikroemiilsiyon i¢indeki ilacin hareketi daha kolay olmanin yaninda, jel seklinde
olan bir mikroemiilsiyonun artan viskositesi ile deri penetrasyonu azalmaktadir (85).
Ilag, termodinamik olarak stabil olan mikroemiilsiyonun fazlar1 arasindan (esnek
yiizeyleraras1 YEM filmi) gecerken kisimlara ayrilir ve stratum korneumdan
difizyonu bu sayede artar (74). Ayrica cozeltiler ile karsilastirildiginda da

mikroemiilsiyonlarin biyoyararlanimlarinin ¢ok daha iyi oldugu saptanmustir (31).

Bazen mikroemiilsiyon formiilasyonunun i¢indeki damlaciklarin tuttugu ilag
deriden gecisi azaltabilmektedir. Ornegin; dagilan sistemlerde YEM’in artan
konsantrasyonu, ila¢ salinnmini ve deriden gecisi azaltabilir. Stratum corneumun
yapisina uygun olan gecisi arttiran ajanlarin kullanilmasi ile transdermal gecis
gelistirilebilmektedir. Gegisi artiran ajanlar; stratum korneum bariyerinin direncini
azaltarak ilag penetrasyonunu arttirmaktadirlar. Bununla birlikte topikal
formiilasyonlarda yaygin olarak kullanilan noniyonik surfaktanlarin derinin bariyer

yapisina etki ettigi ¢esitli caligmalarda gostermistir (17, 23, 106, 115).
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1.2 Transdermal Sistemler (1, 13, 19, 29, 37, 39, 55, 74, 86, 87, 97,
106, 119)

Transdermal sistemler ilaci deri yoluyla kontrollii vererek sistemik etki
saglayabilirler. Etkin maddenin sistemik etki amaciyla transdermal yoldan verilmesi
her ne kadar yeni olsa da, deri yoluyla ila¢ uygulanmasi eskiden beri yapilan islemdir.
Bazi avantajlar saglamalarimdan dolayi, dermal ve transdermal iiriinlere olan ilgi
stirekli olarak artmaktadir. Etkin maddeler deriye lokal yada sistemik etki gdstermesi
icin uygulanir. Transdermal sistemler sistemik etki amaciyla, ilacin dagilim oranmi
ve ayarmni kontrol ederler. Transdermal yoldan ila¢ uygulamaya olan ilgi giin
gectikce artmaktadir, ciinkii asagida bahsedildigi gibi bazi iistiinliikk ve avantajlari

vardir.

Transdermal verilisin bagslica avantajlart:

® Oral yol ile emilimi az olan ilaclarin bu yolla verilebilmesi miimkiin olur

e Mide ve bagirsak sisteminde tahris yaratan ya da ilk gecis etkisine ugrayan
ilaglarin bu yolla verilmesini saglar

¢ Etkin maddeler hedeflenebilir
Uygulamas: ve ¢ikartilmasi diger yollara gore daha kolaydir

e {lacin siirekli ve denetimli plazma diizeyi saglanabilir ve bdylece yan etkiler

azaltip, hasta uyuncu arttirillabilir

Sifirinci derece kinetikle ilag verilmesi bu yolla miimkiindiir

Oral yola karsin, baska ilaglarla beraber kullanildiginda, ilag etkilesimi

onlenebilir

Uygulama acisindan daha giivenlidir

Fiziksel ve farmakolojik yanit1 arttirirlar

Hem lokal hem sistemik etki saglanabilmektedir

Oral ve parenteral yola gore sistemik yan etkileri en azdir.

Transdermal sistemin avantajlari1  yaninda bazi dezavantajlart da
bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlisi; deriye uygulandiginda alerjik ve irritan
reaksiyonlar gosterebilir. Derinin gecirgenligi yasa ve fiziksel kosullara baglidir bu
nedenle gecirgenligi diisik olan deriye ilag uygulanmasi bazi ilaglarin (diisiik
derisimde etkili olup farmakolojik olarak giiclii etkiye sahip olan ilaglar gibi)
kullanimin1 smirlandirir. Bunun yaninda yiiksek dozda etkin maddelerin deriye

uygulanmasi zordur. Ayn1 zamanda bazi ilaglarin fizikokimyasal 6zelliklerinin uygun
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olmamasi, derinin etkin bariyere sahip olmasi ve medikal kullamim i¢in yetersiz
olmalaridan dolay:1 dermal ila¢ kullanimi smirlidir. Bu nedenle derinin gecirgenligi
arttirllip, ilaglarin farmakokinetik ya da farmasotik karakterleri diizenlenerek
ilaglarin etkin ve terapotik diizeye getirilip topikal kullanimlart miimkiin

olabilmektedir.

1.2.1 Deri
Deri 0.5-3 mm kalinliginda bir organdir. 1.7- 2 m* biiyiikligiindedir. Biitiin

viicudu fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal dis etkenlere kars1 korur. Viicut sicakligini
korumada bir termostat gibi rol oynar. Kan basincimi denetler. Ayrica UV 1smlaria
kars1 iyi bir koruma saglar. Derinin yiizeyi bir asit mantosu ile kaphdir. pH’s1 5.2-5.6
arasindadir. Ayrica yiiksek miktarda kalsiyum iyonu igerir. Derinin yapist Sekil 6’da

gosterilmistir (1, 37, 43, 80).

Ter kanal:

Yag bezi

Derma siirler

Ter kanal:

Kl koki

Dermn alti doku -

Ter bezi

Deri alti1 vad dokusu

Sekil 6 : Derinin yapisi
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Deri bagslica icten disa 3 tabakadan meydana gelir:

1. Deri alt1 (Hipodermis)
2. Dermis (Corium)
3. Epidermis

1.2.1.1 Hipodermis

Bu doku dermisin hemen altindadir ve biiyiik miktarlarda yag iireten ve
depolayan hiicrelerden olusur. Fiziksel destek verir, kollajenler yoluyla deriye
esneklik saglar ve 1s1 yalittmini temin eder. Ayrica kan damarlar1 bu tabakadadir (1,

37, 80).

1.2.1.2 Dermis

Daha az yag iciren fibroz bir yapidir. Kalinligr 1-4 mm arasinda degisir. Ana
bileseni lif demetleri halinde bulunan kollajendir. Dermiste 3 tiir bez vardir (1, 37,
80):

1. Pilosebase bezler (sa¢ folikiilleri ve yag bezleri)
2. Ekrin bezler (terlemeden sorumludur)

3. Apokrin bezler

1.2.1.3 Epidermis
En dig tabakadwr. Kalinligi bulundugu bolgeye gore 150-200 um arasinda
degisir. Kan damari ve lenfatik sistem icermez. 5 tabaka icerir (1, 37, 43, 80):
1- Bazal tabaka (stratum germinativum)
2- Prickle (diken, sivri ug) tabakasi (stratum spinosum)
3- Graniiler tabaka (stratum granulosum)

4- Stratum lucidum
5- Boynuzsu tabaka (stratum korneum)

1.2.2 Deriden Gegis (1, 37, 48, 53, 65, 74)

Stratum korneumun dis tabakasinda ilag partisyonu gecisin birinci asamasidir.
Ikinci asamada, ila¢ epidermisten pasif difiizyonla gecer. Ugiincii asama ise dermise
penetrasyondur. Ila¢ epidermisten ve iist dermisden difiize olur. Sonug olarak deri

alt1 damarlarindan emilerek sistemik dolasima katilir.
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Transdermal ila¢ dagilimi icin en 6nemli bariyer derinin en dis tabakasi olan
stratum korneumdur. Ila¢ penetrasyonunda deri direncinin iistesinden gelmek icin
baslica yol derinin yapisint degistirerek penetrasyonu kolaylastiracak maddelerin,

penetrasyon arttiricilari ve ilag tastyici sistemlerin secimini 1yi yapmaktir.

Deriden gecis 3 yol ile olmaktadir. Bunlar:

1. Stratum korneumu delerek (transepidermal yol, transseliiler yol)
2. Hiicreler arasi gecis (interseliiler yol)
3. Yan gecit yolu (porlardan gecis, shunt route, transappendageal pathway)

Sekil 7°de deriden gecisin sekilleri gosterilmektedir.

- e
BJ

Transseliiler yol  interseliiler yol Porlardan gegis

-

Sekil 7 : Deriden gecis yollarinin sematik goriiniisii

1.2.2.1 Deriden Gegisin Kinetigi (1, 37)

Bir ilacin deriden gegebilmesi icin fizikokimyasal Ozelliklerinin stratum
korneumdan ge¢meye uygun olmasi gerekir. ilacin deriden gegis hiz1 Esitlik 8’de
gosterildigi gibidir.
dQ/dt=Ps X (Cd = CI)urereriiiieeeeeeeeteeeeee e Esitlik 8

dQ/dt = Deriden gegis hiz

Ps: Gecirgenlik katsayisi

Cd: Etkin maddenin deri iizerindeki derisimi

Cr: Etkin maddenin alic1 kompartimandaki derigimi
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Ayrica buradan gecirgenlik katsayist Esitlik 9’da gosterildigi gibi hesaplanir.
PS= KS DS/ NS...eiieiiiieiiieeee ettt Esitlik 9

Ps = Gegirgenlik katsayis1

Ks: Etkin maddenin deri iizerinde bulundugu ortam ile stratum korneum ara
yiizeyindeki partisyon katsayisi

Dss: Etkin maddenin denge durumundaki difiizyon katsayisi

hs: Geg¢isin oldugu derinin kalinlig

Deriden emilimi etkileyen faktorleri 4 gruba ayirmak miimkiindiir.

1.2.2.1.1 Biyolojik Faktorler

Deriden penetrasyon yasa, cinsiyete, derinin ait oldugu viicut bolgesine ve

hidratasyonuna bagl olarak degisir.

1.2.2.1.2 Derinin Fizyolojik Durumu, Deri Hidratasyonu

Derinin fazla suyu depo gibi biriktirdigi ve fizyolojik gereksinime gore
kullanima hazir hale getirdigi bilinmektedir. Deri proteinleri ve mukopolisakkaritler

Ozellikle hiyaloluronik asid derinin su igerigini kontrol etmede 6nemli rol oynar.

1.2.2.1.3 Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozellikleri

Etkin maddenin hidrojen bagi olusturma yetenegi ve kapasitesi, ¢oziiniirliik
parametresi, oktanol/su partisyon katsayis1 gibi fizikokimyasal 6zellikleri deriden

geciste etkili faktorlerdir.

1.2.2.1.4 Formiilasyon ve Kullanilan Yardimc1 Maddelerin Etkisi

Etkin maddenin oncelikle verildigi formiilasyondan salinmasi1 gerekir. Sonra
difiizyon teorisindeki gibi etkin madde dnce membrandan gececektir. Formiilasyonda
kullanilan yardimcit maddeler penetrasyon arttirici maddeler olabilir ya da deri
tabakasindaki partisyonu etkileyebilirler.

1.2.2.3 Deriden Gecisin Arttirillmasi (1, 15, 37, 53, 90, 119)

1- Fiziksel yontemlerle deriden gecisin arttirilmasi
¢ Fonoforez, ultrason, sonoforez (sonophoresis-phonophoresis)
e Elektrodelme (elektroporation)
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¢ lIyontoforez (iontophoresis)

2- Fizikokimyasal yontemler ile deriden gecisin arttirilmasi
Iyonik ozellikler
Asir1 doygunluk (siipersatiirasyon)
Enantiyo secicilik
¢ Lipozom formiilasyonlar1
3- Kimyasal yontemlerle deriden gecisin arttirilmasi

1.2.2.3.1 Penetrasyon Arttiricilar

Etkin maddenin deriden daha rahat ve hizli gecgebilmesi, ilaglarin terapotik
aktivitelerini  gosterebilmeleri icin  formiilasyonda penetrasyon  arttiricilar
kullanilmaktadir. Bunlar; stratum korneumdaki lipid tabakalarmin yapisin1 bozarak
ve etkin maddenin stratum korneumdaki c¢oziiniirliiklerini arttirarak, transdermal
gecisi arttirmaktadirlar. Penetrasyon arttiricilar agidaki gibi gruplandirilabilir:
Alkil siilfoksidler
Azonlar
Yag alkolleri
Yag asitleri

Lizo ve kisa zincirli fosfolipidler
YEM’ler

1.2.2.4 Transdermal Preparatlarin Denetimi (21, 37)
Hazirlanan preparatlarin denetimleri sirasiyla;
In vitro denetimler
¢ Farmokope denetimleri (miktar tayini, salim deneyleri, Amerikan Farmakopesi

yontemleri)
e (Cesitli hiicrelerle yapilan denetimler

In vivo denetimler

e Hayvan caligmalar
e Insan calismalari ile yapilmaktadir.

1.3 Agn
Agr1 viicudun belirli bir bolgesinden kaynaklanan, herhangi bir doku

harabiyetine bagl olarak veya olmayarak gelisen, insanin gecmisteki deneyimleriyle
de ilgili olabilen hos olmayan bir duygudur. Agri1 sozii edildiginde, bunun ¢ok sayida

tiirleri oldugu goriilmektedir. Ancak, bunlarin i¢inde en ¢ok sozii edilenler nosiseptif
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ve noropatik agridir. Nosiseptif agri, viicudun bir bolgesinde doku hasart oldugu
zaman, bunun nosisepdr adi verilen 6zellesmis sinir uglar1 ile algilanip santral sinir
sistemine iletilmesi ve belirli bolge ve noral yapilarda integre edilerek bu zararh
tehdit durumunun algilanmas1 ve buna karsi gereken fizyolojik, biyokimyasal ve
psikolojik Onlemlerin harekete gecirilmesidir. Noropatik agri ise, sinir sisteminden
kaynaklanir. Sinir zedelenmesine bagli, sekonder noroplastik degisiklikler sonucunda

olusur (3, 45, 49).

1.3.1 Non Steroid Antiinflamatuvar Ilaclarin Agr Kesici Etki Mekanizmalan

Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAII), primer etkilerini siklooksijenaz
(COX) enzim inhibisyonu sonucu prostaglandin olusumunu inhibe ederek gosterirler.
COX enziminin COX-1 ve COX-2 olmak iizere iki tipi bulunmaktadir. COX enzim

alt tiplerinin 6zellikleri Tablo 3’de ve Sekil 8’de belirtilmistir (4, 52, 79).

Tablo 3 : Enzim alt tipleri ve viicutta bulunduklari yerler

COX-1 COX-2
*Dokusal *Trombositler, endotel * Prostat, akcigerler ve beyin,
lokalizasyon hiicreleri, mide, bobrek, * aktive monosit ve fibroblastlar,
prostat * oviilasyon Oncesi folikiiller,

* hormon, sitokin,biiyiime faktorleri
veya forbol esterleri ile
stimiilasyon sonrasi

*Fizyolojik *Mide mukozas1 korunmasi,  *Yangisal olaylar
fonksiyonlar1  renal kan akimi regiilasyonu,

vaskiiler homeostazis, brons

ve uterus kontraksiyonlari

COX-1 = Yapssal izoform

Damar, gastro intestinal sistem (GIS), bobrek ve trombositlerde bulunur.

GIS’te koruyucu etki olusturur. Agregasyonlarda rol oynar.

COX-2= Indiiklenebilir izoform
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Akciger, bobrek, beyinde bulunur. Cogu antiiflamatuvar mediyatorler

tarafindan salinir.

% Fizyolojik uyar: j [ inflamatuar uyar l

NSAidiTann |
clusturdugu

inhibisyon \ 4 Y
COX-1 rMakrofajlar/diger
Yapisal hocreler
COx-2
indOklenebifir
Y \J A A A4
TX A, PG, PGE, Proteaziar Yangrsal
Trombositler Endotel, BSbrek aragiar
mide w b
mukozas!®
vl
Y
Prostaglandinler
Y A4
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Sekil 8 : Siklooksijenaz enzim tipleri

Non-opioidlerin pozolojisinin belirlenmesi, bunlarin minimal etkin ve

minimal toksik dozlarinin bilinmesini gerektirir.

Non-opiod analjeziklerin COX-2/COX-1 inhibisyon oranlar1 (ICs) (3, 4)

Piroksikam 33-250
Aspirin 166
Sulindak 100
Indometasin 30-60
Diklofenak 0.7-2.2
Naproksen 0.6
Meloksikam 0.33
Nimesulid 0.06
Rofekoksib 0.03
Selekoksib 0.003

Yukaridan asagiya inildikce COX-2 selektiflik artis1 goriilmektedir.

1.4 Inflamasyon (16, 80)

Inflamasyon, fiziksel travma, tahris edici kimyasal maddeler veya
mikrobiyolojik ajanlar tarafindan olusturulan doku hasarina karsi gelisen normal bir

savunma mekanizmasidir. Bagka bir degisle inflamasyon, viicudun cesitli doku

29



bolgelerinde lokalize olan ve spesifik olmayan bir yanittir. inflamasyon viicudun,
infeksiyona yol agan organizmalar1 inaktive etme veya parcalama irritanlar:
uzaklastirma ve doku onarimi kosullarini olusturma cabasidir. Iyilesme saglandiktan

sonra genellikle inflamasyon yatisir.

1.4.1 Anti-inflamatuvar ilaclar (16)
Baslica 4 gruba ayrilir:

Nonsteroidal antiiflamatuvar ilaglar (NSAII)

Narkotik olmayan analjezikler (asetaminofen, fenasetin)

Artrit ilaglar1 (klorokin, altin tuzlari, metotreksat, D-penisilamin)
Gut ilaclar1 (allopurinol, kolsisin, probenesid, siilfinpinazon)

el e

1.4.1.1 Nonsteroidal Antiinflamatuvar Ilaclar (NSAIl)

NSAIl agr1 ve inflamasyonu azaltmak amaciyla yaygmn olarak kullanilan
ilaglardir. Genellikle inflamasyon yerinde siklooksijenaz-2’yi inhibe ederek etki
gostermektedirler. NSAI ilaglarin oral kullamm klinik olarak etkilidir. Fakat
gastrointestinal mukozanm {lserasyon ve irritasyonu gibi bazi yan etkilerinden
dolay1 kullanim1 sinirhidir. Bu nedenle oral yolun dezavantajlarindan dolay:r dermal

olarak kullanilmasi da onerilebilir (7, 16, 44, 101).

1.4.1.1.1 NSAil’larn Etkileri (8, 10, 70, 82, 106)

NSAIi’larmn etkileri asagida siralanmustir.

Analjezik etki (Periferik ve Santral)

Antiinflamatuvar etki

Prostaglandin (Tromboksan ve LTB4) sentez inhibisyonu
Lizozomal membran stabilizasyonu

Oksijen radikallerinin olusumunun engellenmesi ve yok edilmesinin
arttirilmasi

Antipiretik etki

Antitrombotik etki

Ductus arteriousus kapanmasi

Dismenore

Tokolitik etki

Kolorektal kanserden korunma

Alzheimer olusumunu engelleme
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1.4.1.1.2 NSAiI’larin Avantajlar (52)

NSAIl’larin avantajlar1 asagida siralanmistir.

Periferik nosiseptorlerin aktivasyonunu ve sentezini azaltirlar
Inflamatuvar yanit1 azaltirlar

Bagimlilik yapmazlar

Opioidlerle sinerjizm gosterirler

Bulant1 ve kusmaya az neden olurlar

Uzun etkilidirler

Baz1 agrilarda opioidlere iistiindiiler

Barsak ve mesane fonksiyonlarin etkilemezler

Suistimal oranlar1 diisiiktiir

1.4.1.1.3 NSAii’larin Siiflandirilmasi ve Ozellikleri (3, 4)
NSAIi’lar 4 grupta siiflandirilabilmektedir (Tablo 4).

Grup 1 = Diisiik potensli, kisa yar1 dmiirlii
Grup 2 = Yiiksek potensli, kisa yar1 omiirlii
Grup 3 = Orta potensli, orta yar1 dmiirli
Grup 4 = Yiiksek potensli, uzun yar1 6miirlii

Tablo 4 : NSAii’larin gruplar

Grup 1 Grup 2 Grup3 Grup4
Salisilik asid Flurbiprofen Diflunisal Meloksikam
Ibuprofen Ketoprofen Naproksen Piroksikam
Mefenamik asid Diklofenak Nabumeton Tenoksikam
Indometasin
Ketorolak

NSAIli’lar grubundaki ajanlarin kimyasal yapilar1 birbirinden faklidir. Ayni
zamanda bu ilaglarin antipiretik, analjezik ve antiinflamatuvar etkileri de birbirinden
farklidir. Bunlar1 guruplara ayirirsak;

1- Salisilatlar

2- Propiyonik asit tiirevleri
3- Indolasetik asit tiirevleri
4- Oksikam tiirevleri

5- Fenamatlar

6- Fenilbutazon

7- Diger ilaglar

1.4.1.1.4.1 Propiyonik Asit Tiirevleri (16, 36, 82, 106)

Bu gurubun iiyeleri; ibuprofen, naproksen, fenopropen, ketoprofen,

flurbiprofen ve oksaprozin’dir. Bu ilaclarin hepsi analjezik, antipretik ve
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antiinflamatuvar etkilidirler. Romatoid artrit ve osteoartritin kronik tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadirlar, c¢ilinkii gastrointestinal etkileri genel olarak
aspirinden daha zayiftir. Profenlerin molekiillerinde bir kiral merkez bulundugu i¢in
‘S” ve ‘R’ enantiyomerleri vardir. Saf ‘S’ seklinden olusan naproksen haric,
profenler rasemat seklindedirler. Bu ilaglar siklooksijenazi geriye doniisiimlii olarak
inhibe ettiklerinden aspirin gibi prostaglandinlerin sentezini engellerken lokotrienlere
etki gostermezler. Oral yolla uygulandiktan sonra emilimleri iyidir. Emilen dozun
hemen hemen tamami serum proteinlerine baglanir. Karacigerde metabolize edilirler
ve bobreklerden atilirlar. En sik goriilen yan etkileri gastrointestinal sisteme ait,

dispepsiden kanamaya kadar degisen olumsuz etkileridir.

1.5 Model Etkin Madde Naproksen (NP) Hakkinda Genel Bilgiler

1.5.1 Naproksen’nin Fiziksel Ozellikleri (7, 12, 15, 82, 83, 84, 108, 109, 113,
124)

Naproksen beyaz, beyaza yakin renkte, hemen hemen kokusuz, kristalize bir
tozdur. Pratik olarak suda ¢oziinmez. Alkol (1’e 40 oraninda), kloroform (1’e 15
oraninda) ve etanolde (1’e 25 oraninda) ¢oziiniir. pH 6 ‘dan daha yiiksek degerlerde

suda ¢oziinebilir. Naproksenin kimyasal formiilii Sekil 9°da gosterilmistir.

CH,
CHCOOH
HaCO =
Sekil 9: Naproksenin kimyasal formiilii
Kapah formiilii: C14H 1403
Kimyasal adlar: 2-(6-metoksi-2-naftil)propiyonik asit

6-metoksi-a-metil-2-naftalin-asetik asit
2-naphalenasetik asit

Molekiil agirhg: 230.26 g/mol

Erime noktasi: 154-158 °C
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1.5.2 Etki Mekanizmasi (4, 82, 84, 97, 102, 113)

Fenilpropiyonik asid tiirevleri icinde en uzun etkili olanidir. Bu gruptaki diger
ilaclar gibi analjezik, antiinflamatuvar ve antipiretik etki gosterir. Naproksen
antiinflamatuvar aktivitesini prostaglandin sentezini inhibe ederek gosterir.
Prostaglandin sentezinden sorumlu siklooksijenaz enzimini inhibe eder. Lokositlerin
inflamasyon alanina migrasyonunu belirgin sekilde baskiladigi gosterilmistir. Diger
yandan prostaglandinler agr1 reseptorlerinin duyarliligmi arttirirlar (analjezik etki).
Antipiretik etkisinin, hipotalamustaki santral aktivitesine bagl periferik dilatasyon
ile 1iliskili oldugu kabul edilmektedir. Bu mekanizma iizerinden derideki kan

akiminin artmasina ve viicudun 1s1 kaybetmesine neden olur.

1.5.3 Farmakokinetigi (82, 113)
NP oral, rektal ve topikal yoldan verilir. Oral yoldan verildiginde

gasrointestinal kanaldan absorbe olur. Naproksen rektal yoldan uygulandiginda da
gastrointestinal kanaldan ¢abuk ve tam olarak emilir. Ancak sagladig1 doruk plazma
konsantrasyonu, agiz yolu ile verilen ayni dozun sagladigi doruk konsantrasyonuna
gore daha disiiktiir. Jel formunda deriye topikal uygulandiginda icerdigi aktif

maddenin %30’u kolaylikla absorbe olur. Esas olarak idrar yolu ile atilir.

1.5.4 Endikasyonlan (82, 83, 97, 113, 125)
NP asagida belirtilen endikasyonlarda kullanilabilir.

Halfif, orta siddetteki agr1
Ankilozan spondilit

Ates

Bas agris1

Bursit

Dismenore

Gut artriti

Juvenil tip romatoid artrit
Migren ve migren profilaksisi
Osteoartrit ve romatoid artrit
Tendinit
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1.5.5 Kontrendikasyonlari (82, 113)
NP asagida verildigi durumlarda kontrendikedir.

Alkolizm

Anemi

Astim

Dis hastalig

Diyabet
Gastrointestinal hastalik
Gebelik

Karaciger hastalig
Hipertansiyon
Intramuskiiler enjeksiyon
Kalp yetmezligi
Koagiilopati

Nazal polipler

Peptik iilser

Periferik 6dem

Bobrek hastaligt
Salisilat asir1 duyarlilig
Sistemik lupus eritematosus
Emzirme

Ulseratif kolit

Urtiker

1.5.6 Yan etkileri (82, 113)
NP’nin yan etkileri asagida siralandigi gibidir.

Abdominal agr1
Aplastik anemi
Azotemi

Bas agris1 ve bag donmesi
Bulanti, kusma

Dispne

Fotofobi

Fotosensitive
Gastrointestinal kanama
Hematiiri

Hepatit

Kalp yetmezligi
Kanama

Kasint1 (pruritus)
Konfiizyon

Kabizlik

Nefrotik sendrom
Sersemlik hali

Tinninus

Trombosit disfonksiyonu
Urtiker



1.5.7 Maksimum doz simrlan (82, 113)
Yetiskinler, yashlar, adolesanlar: 1500 mg/giin peroral

Cocuklar: 1000 mg/giin peroral

Lokal etki amaciyla topikal olarak kullanilabilmektedir ve deriden gecisi
arttiran ajanlarin uygun olarak kullanilmasi ile daha iyi salim elde edilebilme imkani

vardir (36).

1.5.8 Naproksenin Ticari Preparatlar: (113)
1.5.8.1 Naproksenin Tiirkiye’de Kullanildig1 Miistahzarlar

1.5.8.1.1 Jel

e Mednap Jel %10 50 g tiip/kutu
e Naponal Jel %10 50 g tiip/kutu
e Naprodev Jel %10 50 g tiip/kutu
e Naprosyn Jel %10 50 g tiip/kutu

1.5.8.1.2 Supozituvar
¢ Naprosyn Supozituvar 500 mg 10 supozituvar/kutu

1.5.8.1.3 Tablet

Bonmin Tablet 500 mg 20 tablet/kutu

Mednap Tablet 250 mg 20 tablet/kutu

Mednap Tablet 500 mg 20 tablet/kutu

Naprodex Fort Tablet 500 mg 10 tablet/kutu
Naprodex Fort Tablet 500 mg 20 tablet/kutu

Naprosyn CR Film Kapli Tablet 750 mg 10 tablet/kutu
Naprosyn CR Film Kapli Tablet 750 mg 30 tablet/kutu
Naprosyn EC Fort Tablet 500 mg 20 tablet/kutu
Naprosyn EC Tablet 250 mg 20 tablet/kutu

1.5.8.2 Naproksenin Diinyadaki Miistahzarlar

NP’nin diinyadaki miistahzarlari; Actiquim, Acusprain, Acxen, Akudol,
Aleve, Alganil, Algioprux, Algonapril, Alidase, Aliviomas, Alpoxen, Alprofen,
Alxen, Anaflin, Anaprox, Anapsyl, Anax, Annoxen, Antalgin, Aperdan, Apo-Napro-
Na, Aponacin, Apra-Gel, Apranax, Compositum, Blocacid, Bonyl, Bumaflex N,
Causalon Pro, Cefecon N, Chemists Own Period Pain Tablets, Dafloxen, Dafloxen-F,
Daprox, Dartrox, Debril, Decosil, Deflamox, Denaxpren, Deucoval, Diferbest,
Diparene, Dolnaxen, Doloatrixen, Dolormin mit Naproxen, Dolotandax, Dolxen,
Donaprox, Dysmenalgit, Easy Dayz, Edem, Eurogesic Gel, Fabralgina, Fadalivio,
Faraxen, Farxen, Febrax, Femex, Femme Free, Fibroxyn, Flanax, Flavoxen,
Flaxendol, Flaxvan, Flexen, Flexin, Flogen, Floginax, Flogocefal, Flogogin, Floxalin,
Flucol, Fuxen, Genalgen, Genoxen, Gerinap, Gesiprox, Gibinap, Gibixen, Grifed,
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Gynestrel, Illagane, Inflanox, Inveoxel, Inza, Iqfasol, Kenaprox, Kensedal, Laraflex,
Laser, Ledox, Leniartril, Lixogan, Lorexen, Lundiran, Madaprox, Malexin, Melgar,
Mirinax, Momen, Momendol, Monarit, Movex, Nafasol, Naflapen, Nalgesin,
Napflam, Napmel, Napratec, Napraben, Naprel, Naprex, Naprium, Naprius, Napro-
Dorsch, Naprobene, Naprcet, Naprocoat, Naprodil, Naprodil Plus, Naprodol,
Naprofidex, Naprogen, Naprogesic, Naprokes, Naprolag, Naprometin, Napromex,
Napronax, Napronet, Naprontag, Naprontag Flex, Naprorex, Naproscript, Naprosian,
Naproso, Naprosyn, Naprosyne, Naproval, Naprovite, Naprox, Naproxi, Naprux,
Napxen, Narocin, Narzen, Nasocan, Natrioxen, Navixen, Naxen, Naxil, Naxodol,
Naxopaar, Naxopren, Naxyn, Nedoxal, Neo Eblimon, Neonaxil, Neorpan Plus,
Neuralprona, Nitens, Nixal, Noflam, Noflam-N, Novadex, Novaxen, Novo-Naprox,
Nu-Naprox, Numidan, Numide, Nuprafen, Nurolasts, Nycopren, Onexmol, Pactens,
Papasine, Patxen, Pensodil, Piproxen,Point, Polet, Polyxen, Pranoxen, Pranoxen
Continus, Praxedol, Praxenol, Prevacid, NapraPAC, Prexan, Primeral, Prodolor,
Pronat, Pronax-P, Pronaxen, Pronaxil, Pronoxen, Propional, Prosaid, Proxalin Plus,
Proxem, Proxen, Proxine, Raxenol, Reprost, Reucortil, Reuxen, Rheuflex,
Rhodiaprox, Rimoxyn, Roche, Rofanten, Roxen, Roxyn, Salupran, Seladin, Sertrixen,
Servinaprox, Servinaproksan, Sicadentol Plus, Sobronil, Soden, Sodixen, Somalgesic,
Sonap, Soproxen, Soren, Sunprox, Synalgo, Synflex, Synogin, Tacron, Tandax,
Tanizona, Taxenan, Ticoflex, Tipron, Traumox, Triox NF, Tundra, U-Proxyn,
Unirelaxed, Valrox, Vantin, Velsay, Velsay-S Compuesto, Veradol, Vinsen , Viplus,
Xenar, Xenobid, Xenopan, Xicane, Zynal’dir.
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BOLUM II

DENEYSEL BOLUM
CALISMANIN GENEL PLANI

Calismaya baglarken amacimiz giris boliimiinde de belirttigimiz gibi, model
etkin madde olarak secilen naproksenin transdermal yolla kullanilabilen S/Y ve Y/S
tipinde  mikroemiilsiyon  formiilasyonlarin1  hazirlamak,  hazirlanan  bu
formiilayonlarin fizikokimyasal 0©zelliklerini belirlemek, in-vitro, ex-vivo olarak
gecis Ozelliklerini incelemek, ayrica gelistirilen bu formiilasyonlarin antiinflamatuvar

ve analjezik etkilerini ticari preparat ile karsilastirmaktir.

Bu amacla ilk Once etkin maddenin c¢esitli fizikokimyasal o©zellikleri
belirlenmistir. Bunun ardindan formiilasyon calismalarina baglanmustir.
Formiilasyon caligmalar1 sirasinda gelistirdigimiz mikroemiilsiyon formiilasyonlar1
ve ideal YEM:YYEM oranlarin1 belirlemek icin 6n formiilasyon c¢aligmalari
yapilmistir.  Gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda yag fazi1 olarak
izopropil miristat (IPM), YEM olarak Span 80, Cremophor EL, Labrafil M, Labrasol,
YYEM olarak izopropil alkol (IPA) ve etanol ve su fazi olarak distile su veya 0.5N
NaOH kullanild1. Gelistirilen her bir formiilasyon ve YEM:YYEM orani i¢in ayr1
ayr1 iicgen faz diyagramu ¢izildi ve optimum S/Y, Y/S mikroemiilsiyon
formiilasyonlar1 belirlendi. Bu formiilasyonlara % 10 oraninda NP yiiklendi.
Formiilasyonlar hazirlandiktan sonra bunlarin fizikokimyasal 0zelliklerinin

belirlenmesi ve stabilite ¢caligmalar: yapildi.

Daha sonraki agsamada, tiim formiilasyonlarin ve ticari preparatin yapay nitro
seliiloz membran ve seliiloz membran kullanilarak in-vitro ortamda gecis caligmalari,

ex-vivo ortamda gecis calismalar1 ise, erkek sican karin derisi kullanilarak
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yapilmigtir. Tim formiilasyonlarin  gecis  profilleri matematiksel olarak
degerlendirildikten sonra secilen S/Y, Y/S mikroemiilsiyon formiilasyonlariyla, ticari

preparatin analjezik ve anti-inflamatuvar etkileri siganlarda karsilastirilmstir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Kullanilan Kimyasal Madde, Arac ve Gerecler

2.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

[zopropil MIriStat ...........coceeveveveeeereeieeeennes Sigma-Aldrich- Almanya
Labrafil M 1944 C ...cooooviiiiiiiiiiiiiieee, Gattefosse’- Fransa
Labrasol.......cccuveeiiniiieiiiiiecec e Gattefosse’- Fransa

SPan 80....coeiiiiiieieeeee e Merck - Almanya

Cremofor EL..........oooiiiiiiiiiiiieieeee, Sigma-Almanya

Etanol .......coooviiiiii Merck-Almanya

[zopropil alkol ..........ccoeveveveeeeeieeeereeeeeeeennns Merck-Almanya

Sodyum hidroKsit.........cccevveieiiieieiiniiiiiiieeeeenn. Merck-Almanya

Potasyum dihidrojen fosfat..........ccccccoeeunnnnnee. Merck - Almanya
ASEtONItril..cccoveiiiiiiiiiiiieee Sigma-Aldrich- Almanya
Metanol .......cooovuiiiiiiiiiiiieie e Merck-Almanya

Ortofosforik asit.........ococvvieeiieeieiiiiiiiiiieeeennn. Carlo Erba Reagenti - Italya
Trietanolamin ...........ccccoevviiiiiiiiiiiieennnniiieeee, Talkoteks Kimya San. - Tiirkiye
Naproksen........ccuuveieeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee Deva Holding- Tiirkiye (hediye)
Karagenin .........cccceeeeiviiiiiiiiiiieiiieeeeeen Sigma-Aldrich - Almanya
N-0KtanOol......coooueiiiiiiieiiiiieee e, Merck - Almanya

2.1.2 Kullanilan Aracg ve Gerecler

Manyetik karistiricili su banyosu .................... Variomag - Almanya

Hassas terazi..........eeeeeeeeeiviiiiiiiiiieieeeeeeee, Sartorius Basic - Almanya

UV spektrofotometre .............eeeeeeeeeennnnnnnneen. Schmadzu 160-A - Japonya

PH MELre. ..o Hanna Instruments HI 221 - Mauritius
B UV e Niive EN 400 - Tiirkiye

Buzdolabi ... Arcelik - Tiirkiye

SU DANYOSU e Buchi 461 — Tiirkiye

Karigtirict. ..o Yellow line - Almanya

Nitro seliiloz membran..............ccccceeevvninnnnneen. Sarttorius - Almanya

Seliilloz membran ...............eeeeeeeieiniiiiiiiieeennnnn. Sigma Diagnostics - Amerika
Partikiil boyutu Ol¢tim aleti............ooovvunnnneeee. Malvern zeta sizer,Nano ZS - Ingiltere
HPLC ..o, HP Agilent 1100 Series - Almanya
MIKro enjektor........ueeeeeeeiiniiiiiiieieeeeeeeiiieeee, Hamilton - Isvicre

Ultrasonik banyo.........cccceevviiiiiiieeeiiinniiiinneen. Elma 660/H - Almanya
VISKOZIMELTE.....cceviiieiiiiiieieeieee e Brookfield - USA

Refraktometre ...........coeeevvviiiiiiiiiieieiinniieee, Atago RX-7000 CX- Japonya

IR Spektrometre ..........cccoevvviiiiiieeeeeeenniiiiinen, Jasco FT/IR-400 - Japonya

Erime derecesi tayini aleti..........cccceeevvrunnnnnee. Barnstead IA 9000 - USA

UV spektrometre...........coevvviveiieeeeeeeennniiiinneen, Schmadzu UV 1208 - Japonya
Elektrik iletkenlik dl¢iim aleti ............c...eeeeeee. Jenway 4071 - Ingiltere

Santrifiij aleti......oeeeeeeeviiiiiiiiiiiieeieeeen Eppendorf 3414 - Almanya

Tail fICK .oeeveiiiiiiiiiieee e MAY-TF 0703 - Tiirkiye

Hot plate......ooovviiiiiiiiiiiiii e, MAY-AHP 0603 - Tiirkiye
Pletismometre ...........coeeeevviiiiiiiiieeeeeniniieeee, Lettica, LE 7500 - Ispanya
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2.2 Yontem ve Deneyler

2.2.1 Model Etkin Madde Olarak Kullamlan NP’nin Fizikokimyasal
Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1 NP’nin Infrared (IR) Analizi

NP % 1 oraninda potasyum bromiir ile karistirarak, kuvartz havan icinde
homojenize edildi. Cok ince seffaf tabletleri basildi. IR spektrofometrede 4000-0

cm” arasinda taranip pik verdigi dalga boylart tespit edildi.

2.2.1.2 NP’nin Ultraviyole (UV) Analizi
10 mg NP, 10 mL etanolde (% 96) coziindiiriildiikkten sonra bu stok

cozeltisinden Hamilton enjektorii ile 50 uL alinarak pH 7.4 fosfat tamponuyla 10 mL
ye tamamlanip 200-400 nm dalga boylar1 arasinda taramali UV spektrofotometrede

maksimum absorbans verdigi dalga boyu saptandi.

2.2.1.3 NP’nin Ergime Noktasi Tayini

NP’nin ergime noktast tayini i¢in bir miktar madde bir ucu kapali kilcal
boruya dolduruldu ve kilcal borunun diger ucu alevle kapatildi. Daha sonra kilcal
boru erime derecesi apareyine yerlestirildi ve sicaklik artisi ile etkin maddenin eridigi

an tespit edildi.

2.2.1.4 NP’nin Lipid/Su Partisyon Katsayis1 Tayini

NP’nin lipid/su partisyon katsayis1 tayini amaciyla, n-Oktanol fazi distile su
ile deneyden 24 saat 6nce doyuruldu. Distile su ile NP nin 0.0004 Molarlik ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltinin baslangitaki NP konsantrasyonu yiiksek basingl
stv1 kromatografisi (HPLC) ile tayin edildi. Bu soliisyonun 2 mL’si 10 ml’lik tiipe
almarak iizerine 2 ml organik faz eklendi. Tiiplerin agz1 kapatilarak 24 saat oda
sicaklhiginda ¢alkalandi. 15 dakika 3500 U/dk santifiriij edildikten sonra, su fazindaki
NP konsantrasyonu HPLC ile tayin edildi. N-oktanoldeki NP konsantrasyonu (yagda

¢Oziinen ilag), su fazindaki baslangic ve son konsantrasyon arasindaki fark
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hesaplanarak bulundu. NP’nin lipid/su partisyon katsayis1 Esitlik 10 ile hesapland1. 6

paralel numune ile ¢alisilarak NP nin lipid/su partisyon katsayis1 hesapland1 (87).

P = (Yagda coziinen ilag) / (suda ¢Oziinen 1lac) ..........eeeeeeeeerrnniiiineeeennnnn. Esitlik 10

2.2.2 NP’nin UV ile Miktar Tayini i¢cin Standart Egrisi Cizimi
NP’nin kalibrasyon egrisi pH 7.4 fosfat tamponunda cizildi. pH 7.4 fosfat

tamponu hazirlamak i¢in 27.38 g potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy) tartilip 1L’ye
distile su ile tamamlandi. 8 g sodyum hidroksit (NaOH) tartilip 1L’ye distile su ile
tamamlandi. Birinci ¢ozeltiden 250 mL, ikinci ¢ozeltiden 195.5 mL alip karistirip

1L’ye distile su ile tamamland1 (110).

Standart egrinin ¢izimi i¢in 50 mg NP 3 mL alkolde ¢oziindiiriildii, tamponla
10 mL’ye tamamlandi. Stok ¢ozeltiden 0.00125, 0.0025, 0.005, 0.01, 0.015, 0.02,
0.025, 0.03, 0.035, 0.04, 0.045, 0.05, 0.055, 0.06, 0.065 mg/mL konsantrasyonlarda
olacak sekilde bir seri ¢ozelti hazirlandi. Ayni sartlarda hazirlanan kor kullanilarak,
UV spektrofotometrede 263 nm’de bu konsantrasyonlara karsi gelen absorbans
degerleri okundu. Elde edilen absorbans degerleri derisime karsi grafige konularak,
en kiiciik kareler yontemi ile regresyon analizine uygulandi. Buradan absorbans (x)

ile derisim (y) arasindaki iliskiyi veren kalibrasyon egrileri olusturuldu.

2.2.2.1 Analitik Yontem Validasyonu (104)

2.2.2.1.1 Dogrusalhk
NP’nin pH 7.4 fosfat tamponunda 50 mg / 10 mL stok c¢ozeltisi hazirland:.

Stok cozeltiden 0.00125, 0.0025, 0.005, 0.01, 0.015, 0.02, 0.025, 0.03, 0.035, 0.04,
0.045, 0.05, 0.055, 0.06, 0.065 mg/mL konsantrasyonunda ii¢ paralel cozelti
hazirlandi. Her bir konsantrasyon basamaginda elde edilen UV absorbans degerleri
yardimiyla standart dogrunun denklemi hesaplandi r’, egim ve kesim noktalari

hesaplandu.
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2.2.2.1.2 Kesinlik

2.2.2.1.2.1 Tekrarlanabilirlik

Kesinlik kriteri i¢in ¢aligma sartlarinda analizlerde elde edilen sonuglarin
birbirleri ile uyumunu ve kullanilan alette okunan degerlerin tekrarlanabilirligini test
etmek amaciyla 0.05 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan Ornegin verdigi
absorbans degerleri ardarda on kere okundu. Absorbansa karsilik gelen
konsantrasyonlarin ortalamasi, standart sapmasi, varyasyon katsayisi ve % RSD’si

(ylizde geri kazanim ortalamasi1) hesaplanda.

Varyasyon katsayisinin % 2’den az olmasi1 yontemin tekrar edilebilirligini

gostermektedir.

2.2.2.1.2.2 Tekrar Elde Edilebilirlik

Kesinlik kriterinin diger bir kavrami olan tekrar elde edilebilirlik i¢cin ayni
stoktan hareket edilerek seyreltme ile hazirlanan alt1 adet ayn1 konsantrasyonunda
(0.05 mg/mL) ve birbirinden bagimsiz ¢ozeltinin absorbans degerleri uygun dalga
boyunda olciilerek ve bulunan degerler kalibrasyon denkleminde yerine konularak

ortalama, standart sapma, % RSD’si ve varyasyon katsayis1 hesaplandi.

Bulunan varyasyon katsayisinin % 2’den kiiciik olmasi gerekir.

2.2.2.1.3 Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik
Elde edilen deneysel degerlerin gercek degere ne kadar yakin oldugunu tespit

etmek amaciyla yapilmaktadir. Yontemin dogrulugu geri alma yilizdesine baghdir.

Ucg farkli konsantrasyonda (0.02, 0.04, 0.06 mg/mL) alt1 paralel 6rnegin
verdigi absorbans degerleri Olciildii. Bu absorbans degerlerine karsilik gelen
konsantrasyon miktarlar1 bulundu. Bu degerlerden ortalama ve yiizde geri kazanim

hesaplandu.
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2.2.2.1.4 Segcicilik

Formiilasyonda yer alan diger maddelerle hazirlanan plasebo test ¢ozeltisi
analiz edildi. Etkin maddenin ayn: dalga boyunda maksimum absorbans gosterip

gostermedigi incelendi.

Elde edilen sonuclar uygulanan metodun seg¢iciligini gostermektedir.

2.2.2.1.5 Giinler Arasi Gegerlilik

Hazirlanan kalibrasyon egrisinin giinler arasi gecerliliginin test edilmesi

amaciyla kullanilmistir.

Calisma giinii kalibrasyon egrisinin diisiik (0.02 mg/mL), orta (0.04 mg/mL)
ve yiiksek (0.06 mg/mL) derisimlerine karsilik gelecek sekilde hazirlanan ¢ozeltilerin
spektrofotometrede uygun dalga boyunda ¢oziiciiye karst okunmas: ile elde edilen
absorbsiyon degerinin ayn1 giin kalibrasyon egrisinden hesaplanarak gercek degerle

karsilastirmasi yapildi.

2.2.2.1.6 Stabilite (Kararhhk)
Belirli bir konsantrasyonda (0.01 mg/mL) ¢6zelti hazirlanip bu ¢6zeltinin oda

sicakhiginda (25 £2 °C) , 5 + 3 °C (buz dolabinda) ve —20 £ 5 °C (derin dondurucuda)
bekletilerek kararlilik calismalar1 yapildi. Bu amacla hazirlanan ¢ozeltilerin belirli
zaman dilimlerinde spektrofotometrede dlciimleri yapilarak etkin madde miktarinda

azalma ya da bozulma olup olmadigi tespit edildi.

Derin dondurucuda bekletilen Orneklerin stabilitesi i¢in hazirlanan test
cozeltileri Olciim yapilacagi zaman dondurucudan c¢ikarilip oda sicakliginda
bekletilerek, spektrofotometrede okunup tekrar derin dondurucuya konarak etkin

maddede bozunma olup olmadig test edildi.
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2.2.3 Formiilasyon Calismalari
2.2.3.1 Mikroemiilsiyon Formiilasyon Calismalar

2.2.3.1.1 Formiilasyonda Kullanilacak Maddelerin Se¢imi
Formiilasyon calismalar1 swrasinda degisik YEM ve YYEM’ler kullanildi.

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda yag fazi olarak Izopropil miristat (IPM); YEM
olarak; Labrafil M 1944, Labrasol, Span 80, Cremophor EL (Cr EL), YYEM olarak
etanol ve izopropil alkol (IPA); su fazi olarak distile su veya 0.5N NaOH cozeltisi

kullanildi.

2.2.3.1.2 Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarim Belirlemek icin Yapilan
Calismalar

Formiilasyon gelistirme c¢aligmalar1 sirasinda, YEM’lerle, YYEM’ler belli
oranda karistirildi. YEM:YYEM (a/a) oranlan 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8,
1:9 oraninda calisildi. Yag, YEM ve YYEM karisimi bir beher icerisinde manyetik
karistiricida 150 devir/dk donme hiziyla karistirihirken, formiilasyonlar bulanma
noktalarina kadar su veya 0.5 N NaOH c¢ozeltisi ile titre edildi ve bulanma noktalar1
tespit edildi. Tiim formiilasyon calismalart 25 + 2 °C oda sicakliginda yapildi.
Denenen formiilasyonlar Tablo 5, Tablo 6, Tablo 7, Tablo 8, Tablo 9, Tablo 10,

Tablo 11, Tablo 12, Tablo 13’te gosterilmistir.
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Tablo 5 : YEM olarak Labrafil M ve Labrasol, YYEM olarak etanol, yag olarak iPM ve su
kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari, mikroemiilsiyon alan degerleri ve

HLB degeri
Formiil YEM:YYEM|— Y2 {EﬁfﬁM Su Alan Degeri
Kodu | ORANI IPM Labrasol/Etanol Distile Su
2 8 0.00-0.36
3 7 0.00-0.40
4 6 0.00-0.50
F1 1:5 5 5 0.00 - 0.46 26.41
6 4 0.00 - 0.40
7 3 0.00- 0.38
8 2 0.00- 0.36
2 8 0.00-0.40
3 7 0.00-0.42
4 6 0.00-0.40
F2 1:6 5 5 0.00 - 0.42 18.50
6 4 0.00-0.38
7 3 0.00-0.50
8 2 0.00-0.40
2 8 0.00 - 0.48
3 7 0.00-0.54
4 6 0.00 - 0.50
F3 1:7 5 5 0.00 - 0.56 27.52
6 4 0.00 - 0.46
7 3 0.00 - 0.58
8 2 0.00 - 0.50
2 8 0.00 - 0.50
3 7 0.00 - 0.48
4 6 0.00 — 0.40
F4 1:8 5 5 0.00 - 0.40 18.19
6 4 0.00 - 0.41
7 3 0.00-0.46
8 2 0.00-0.48
En yiiksek mikroemiilsiyon alanini veren YEM/YYEM oram1 1:7 oldugu i¢in bu oranin ara degerleri de kullamlarak yeni
bir mikroemiilsiyon formiilasyon ¢alismasi yapildi.
1 9 0.00-0.14
1.5 8.5 0.00-0.42
2 8 0.00-0.48
2.5 7.5 0.00-0.52
F3-1 1:7 3 7 0.00-0.54
35 6.5 0.00-0.52 198.97
4 6 0.00-0.50
5 5 0.00-0.56
6 4 0.00-0.46
7 3 0.00-0.58
8 2 0.00-0.50

F1-F4 icin HLB = 5.66, Labrafil M / Labrasol = 5:1
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Tablo 6: YEM olarak Cremophor EL ve Span 80, YYEM olarak etanol, yag olarak iPM ve su
kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari, mikroemiilsiyon alan degerleri ve
HLB degeri

Yag YEM/YYEM Su
Formiil | YEM:YYEM Alan Degeri
Kodu ORANI Cre EL-Span 80/ e

IPM Etanol Distile Su
2 8 0.00 - 0.80
3 7 0.00-0.70
4 6 0.00 - 0.54

F5 1:6 5 5 0.00 - 0.46 8491
6 4 0.00 -0.30
7 3 0.00 -0.32
8 2 0.00 - 0.40
2 8 0.00 - 0.80
3 7 0.00-0.70
4 6 0.00 - 0.56

F6 1:7 5 5 0.00 - 0.42 117.11
6 4 0.00 -0.32
7 3 0.00 -0.22
8 2 0.00 -0.20
2 8 0.00-0.70
3 7 0.00 - 0.62
4 6 0.00 -0.56

F7 1:8 5 5 0.00 - 0.40 84.63
6 4 0.00 -0.32
7 3 0.00 -0.28
8 2 0.00-0.26

En yiiksek mikroemiilsiyon alanini veren YEM/YYEM oram1 1:7 oldugu i¢in bu oranin ara degerleri de kullamlarak yeni
bir mikroemiilsiyon formiilasyon ¢alismasi yapildi.

Fe6-1

1:7

1 9 0.00 - 0.60
1.5 8.5 0.00-0.70
2 8 0.00-0.80
2.5 7.5 0.00-0.76
3 7 0.00-0.70
3.5 6.5 0.00 - 0.62
4 6 0.00 - 0.56
4.5 5.5 0.00 -0.50
5 5 0.00-0.42
6 4 0.00-0.32
7 3 0.00-0.22
8 2 0.00-0.20

160.73

F5 — F7 i¢cin HLB = 6.64, Cremophor EL / Span 80 = 2:5
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Tablo 7: YEM olarak Cremophor EL ve Labrafil M, YYEM olarak etanol, yag olarak iPM ve
su kullamlarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari, mikroemiilsiyon alan degerleri ve
HLB degeri

Yag YEM/YYEM Su
Formiil | YEM:YYEM Alan Degeri

Kodu | ORANI iPm Cre pL-Labrafi Distile Su
2 8 0.00 - 0.50
3 7 0.00 - 0.54
4 6 0.00 - 0.50

F8 1:7 5 5 0.00 - 0.40 100.71
6 4 0.00 -0.38
7 3 0.00 -0.20
8 2 0.00-0.18
2 8 0.00 - 0.58
3 7 0.00 - 0.62
4 6 0.00 - 0.56

F9 1:8 5 5 0.00 - 0.48 72.52
6 4 0.00 - 0.40
7 3 0.00-0.36
8 2 0.00 -0.32
2 8 0.00 - 0.60
3 7 0.00 - 0.62
4 6 0.00 - 0.54

F10 1:9 5 5 0.00 - 0.44 108.75
6 4 0.00 -0.30
7 3 0.00 - 0.24
8 2 0.00 - 0.20

En yiiksek mikroemiilsiyon alanini v

eren YEM/YYEM oramt 1:9 oldugu icin bu oranin ara degerleri de
kullanilarak yeni bir mikroemiilsiyon formiilasyon ¢aligsmasi yapildi.

F10-1

1:9

1 9 0.00 — 0.46
15 8.5 0.00 - 0.58
2 8 0.00 - 0.60
2.5 7.5 0.00 - 0.60
3 7 0.00 - 0.62
3.5 6.5 0.00 - 0.62
4 6 0.00 - 0.54
45 5.5 0.00 - 0.50
5 5 0.00 — 0.44
5.5 45 0.00 - 0.38
6 4 0.00 - 0.30
7 3 0.00 - 0.24
8 2 0.00 - 0.20

112.37

F8 — F10 icin HLB = 6.833, Cremophor EL / Labrafil M = 1:2

47



Tablo 8: YEM olarak Span 80 ve Labrasol, YYEM olarak etanol, yag olarak iPM ve su
kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari, mikroemiilsiyon alan degerleri ve
HLB degeri

Yag YEM/YYEM Su
Formiil | YEM:YYEM Alan Degeri
Kodu ORANI iPM Span 80-Labrasol / Distile Su
Etanol
2 8 0.00-0.74
3 7 0.00 - 0.68
4 6 0.00 - 0.62
F11 1:7 5 5 0.00 - 0.52 117.74
6 4 0.00 - 0.48
7 3 0.00 - 0.30
8 2 0.00 - 0.26
2 8 0.00-0.74
3 7 0.00-0.70
4 6 0.00 - 0.66
F12 1:8 5 5 0.00 - 0.62 165.29
6 4 0.00 — 0.48
7 3 0.00 - 0.42
8 2 0.00 - 0.20
2 8 0.00-0.70
3 7 0.00-0.72
4 6 0.00 - 0.66
F13 1:9 5 5 0.00 - 0.62 100.39
6 4 0.00 - 0.50
7 3 0.00 - 0.36
8 2 0.00 - 0.34
En yiiksek mikroemiilsiyon alanini veren YEM/YYEM oram1 1:8 oldugu i¢in bu oranin ara degerleri de kullamlarak yeni
bir mikroemiilsiyon formiilasyon ¢alismasi yapildi.
1 9 0.00-0.78
1.5 8.5 0.00-0.72
2 8 0.00-0.74
2.5 7.5 0.00-0.72
3 7 0.00-0.7
35 6.5 0.00 - 0.68
F12-1 1:8 4 6 0.00 - 0.66 207.72
4.5 55 0.00 — 0.64
5 5 0.00 - 0.62
55 4.5 0.00 — 0.48
6 4 0.00 - 0.48
7 3 0.00 - 0.42
8 2 0.00 - 0.20

F11 —F13 i¢in HLB = 5.916, Span 80 / Labrasol = 5:1
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Tablo 9: YEM olarak Labrafil M ve Labrasol, YYEM olarak etanol, yag olarak iPM ve 0.5 N

NaOH cozeltisi kullanmilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari, mikroemiilsiyon alan

degerleri ve HLB degeri

Formiil
Kodu

YEM:YYEM
ORANI

Yag

YEM/YYEM

Su

IPM

Labrafil M +
Labrasol / Etanol

0.5N NaOH Cozeltisi

Alan degeri

F14

1:6

9

0.00 - 0.66

0.00-0.82

0.00-0.80

0.00-0.78

0.00 -70

0.00-0.62

0.00 - 058

[e<BN IR e N Y N I S I B )

8
7
6
5
4
3
2

0.00-0.44

129.50

F15

1:7

0.00-0.80

0.00-0.86

0.00-0.84

0.00-0.78

0.00 - 0.66

0.00-0.50

0.00-0.42

X0 | Q|| B W

N[ W ||| Q] 0| \O

0.00-0.36

156.27

F16

1:8

—

0.00 - 0.64

0.00-0.82

0.00-0.80

0.00-0.76

0.00 - 0.64

0.00-0.52

0.00-0.50

0| Q||| B WwW|N

N[ W ||| A J]| 0| \O

0.00-0.42

119.53

F14 — F16 i¢in HLB = 5.66, Labrafil M / Labrasol = 5:1
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Tablo 10: YEM olarak Cremophor EL ve Span 80, YYEM olarak etanol, yag olarak IPM ve 0.5

N NaOH cozeltisi kullamlarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari, mikroemiilsiyon

alan degerleri ve HLB degeri

Formiil
Kodu

YEM:YYEM|
ORANI

Yag

YEM/YYEM

Su

IPM

Cre EL-Span 80/
Etanol

0.5N NaOH Cozeltisi

Alan degerleri

F17

1:6

9

0.00-0.90

0.00-1.20

0.00-1.08

0.00-0.90

0.00-0.70

0.00 - 0.64

NN B W

Wk~ ||| Q|

0.00-0.56

130.85

F18

1:7

—

0.00-0.96

0.00-1.18

0.00-1.16

0.00-0.90

0.00-0.72

0.00-0.62

N | N | AW N

W || || 0| O

0.00 - 0.54

144.66

F19

1:8

—

0.00 - 1.00

0.00-1.16

0.00-1.12

0.00-0.92

0.00-0.72

0.00-0.58

N | N | AW N

WA~ ||| 2] 0| O

0.00-0.52

148.66

F20

1:9

1

0.00-0.98

0.00-1.14

0.00 - 1.06

0.00-0.98

0.00-0.76

0.00-0.62

2
3
4
5
6
7

W]~ ||| Q| 0] O

0.00-0.56

136.32

F17 — F20 i¢in HLB = 6.64, Cremophor EL / Span 80 = 2:5
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Tablo 11: YEM olarak Cremophor EL ve Labrafil M, YYEM olarak etanol, yag olarak iPM ve
0.5 N NaOH cozeltisi kullamlarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari, mikroemiilsiyon
alan degerleri ve HLB degeri

Formiil YEM:YYEM Y YEMAYEM Su Alan degerleri
Kodu | ORANI iPM Cr;f}&;:’;aﬁl 0.5N NaOH Cozeltisi

1 9 0.00 - 0.70
2 8 0.00 - 0.80
3 7 0.00 - 0.90

F21 1:6 4 6 0.00 - 0.80 98.01
5 5 0.00 — 0.64
6 4 0.00 - 0.62
7 3 0.00 - 0.50
1 9 0.00-0.78
2 8 0.00 - 0.90
3 7 0.00 - 0.98

F22 1:7 4 6 0.00 — 0.90 117.21
5 5 0.00 - 0.70
6 4 0.00 — 0.64
7 3 0.00 - 0.52
1 9 0.00 - 0.80
2 8 0.00 - 1.00
3 7 0.00 - 0.98

F23 1:8 4 6 0.00 - 0.84 109.85
5 5 0.00 - 0.76
6 4 0.00 - 0.62
7 3 0.00 - 0.60

F21 — F23 i¢in HLB = 6.833, Cremophor EL / Labrafil M = 1:2
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Tablo 12: YEM olarak Span 80 ve Labrasol, YYEM olarak etanol, yag olarak iPM ve 0.5 N

NaOH cozeltisi kullanmilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari, mikroemiilsiyon alan

degerleri ve HLB degeri

Formiil [ YEM:YYEM Yag YEM/YYEM Su Al . .
Kodu | ORANI jpm | Span 80-Labrasoll 50 o OH Cozeltisi an degerlerd
/ Etanol

1 9 0.00 - 1.10
2 8 0.00 - 1.08
3 7 0.00 - 1.10

F24 1:6 4 6 0.00 - 0.90 143.20
5 5 0.00 - 0.80
6 4 0.00 - 0.60
7 3 0.00 - 0.54
1 9 0.00-1.18
2 8 0.00 - 1.20
3 7 0.00- 1.16

F25 1:7 4 6 0.00 - 0.88 147.15
5 5 0.00 - 0.72
6 4 0.00 - 0.56
7 3 0.00 - 0.54
1 9 0.00 - 0.82
2 8 0.00 - 1.20
3 7 0.00 - 1.08

F26 1:8 4 6 0.00 - 0.80 142.96
5 5 0.00 - 0.70
6 4 0.00 - 0.60
7 3 0.00 - 0.50

F24 — F26 i¢in HLB = 5.916, Span 80 / Labrasol = 5:1
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Tablo 13: YEM olarak Cremophor EL ve Labrafil M, YYEM olarak etanol, yag olarak IPM ve
0.5 N NaOH cozeltisi kullamlarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari, mikroemiilsiyon
alan degerleri ve HLB degeri

Yag YEM/YYEM Su
Formiil YEM:YYEM Alan degeri
Kodu ORANI
. Cre EL-Labrafil T
IPM M / iPA 0.5 N NaOH Cozeltisi
0.5 9.5 0.00-2.10
1 9 0.00 - 1.50
1.5 8.5 0.00-1.30
F27 1:1 144.69
2 8 0.00-1.20
2.5 7.5 0.00-1.10
3 7 0.00 - 1.00
0.5 9.5 0.00-7.80
1 9 0.00-2.30
1.5 8.5 0.00-1.70
F28 1:2 141.58
2 8 0.00-1.58
2.5 7.5 0.00 - 1.40
3 7 0.00 - 1.05
0.5 9.5 0.00 -19.30
1 9 0.00 -5.40
1.5 8.5 0.00 -4.20
F29 1:3 203.98
2 8 0.00-2.70
2.5 7.5 0.00-2.30
3 7 0.00-1.96
1 9 0.00-12.6
2 8 0.00-3.30
3 7 0.00-3.10
F30 1:4 119.94
4 6 0.00 -2.50
5 5 0.00-2.11
6 4 0.00-2.10

F27 — F30 i¢in HLB = 10.375, Cremophor EL / Labrafil M = 3:1

2.2.3.1.3 Ucgen Faz Diyagrammn Cizimi

Formiilasyon c¢alismast smrasinda elde edilen veriler kullanilarak,

boliimiimiizde gelistirilen bir bilgisayar programu (41) yardimiyla her bir
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YEM/YYEM orani i¢in iiggen faz diyagramlar ¢izildi ve en yiiksek mikroemiilsiyon
alanim1 (Tablo 5, Tablo 6, Tablo 7, Tablo 8, Tablo 9, Tablo 10, Tablo 11, Tablo 12,
Tablo 13) veren YEM/YYEM orani ideal olarak kabul edildi. Faz diyagraminda
belirlenen mikroemiilsiyon olusum bdlgesinin agirlik merkezi kullanilarak optimum

mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 hesaplanarak gelistirildi.

2.2.3.1.4 NP ile Formiilasyon Calismalan

Ucgen faz diyagramindan en biiyiik alan1 veren ve alanm agirlik merkezinden
hesaplanan optimum formiilasyonlar belirlendikten sonra, % 10 oraninda NP bu
formiilasyonlara eklendi. Toz haldeki NP mikroemiilsiyonun tamaminda coziilerek
formiilasyonlar olusturuldu. Etkin maddenin mikroemiilsiyonda ¢6ziinmesini
saglamak amaciyla (berrak bir sistem elde edilene kadar) manyetik karistirict ile 150
rpm’de etkin  madde tamamen c¢Oziinene dek karistirildi.  Hazirlanan

formiilasyonlardaki NP miktar tayini spektrofotometrik olarak tayin edildi.

2.2.3.1.4.1 0.5 N NaOH cozeltisinin hazirlanmasi
2 g kat1 NaOH tartilip 100 mL distile suda ¢oziindiiriilerek 0.5 N sodyum

hidroksit ¢ozeltisi hazirland:.

2.2.4 In-vitro Gecis Cahismalar:

NP iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 ve ticari preparat kullanilarak,
NP’nin sentetik membrandan gecis (permeasyon) calismasi difiizyon hiicresi
kullanilarak yapildi. Sentetik membran olarak 0.45 pm por genisligi olan nitro

seliiloz membran ve seliilloz membran kullanildi.

Bu calismada dondr ve reseptor kompartiman olmak iizere iki kistmdan
olusan diflizyon hiicresi kullanildi. Membranlar ¢aligmaya baslamadan yarim saat
once reseptor faz ile temasta birakildi. Membranlar (1.3 cm®) gergin olarak donor ve

reseptor kompartmanlar arasmna yerlestirildi. Reseptdr faz olarak, nitro seliiloz
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membranda 15 mL, selilloz memranda ise 10 mL pH 7.4 fosfat tamponu kullanildi.
Donor faz olarak nitro selilloz membranda 150 mg % 10 oraninda NP igeren
mikroemiilsiyon formiilasyonu veya ticari preparat, seliilloz membranda ise 500 mg
% 10 oraninda NP iceren mikroemiilsiyon formiilasyonu veya ticari preparat
kullanildi. Difiizyon hiicresi buharlasmayr minumuma indirmek icin parafilm ile
kapatildi. Sistem 37 +1 °C de manyetik karistiricili su banyosuna yerlestirildi.
Reseptor faz deney siiresi boyunca manyetik bar ile 600 devir/dk’da karistirildi.
Membrandan ge¢is ¢aligmasi nitro seliiloz membranda sekiz saat, seliiloz membranda
ise, yirmi dort saat boyunca devam ettirildi. Saat bas1 alinan 6rneklerden etkin madde
konsantrasyonu 263 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edildi. Spektrofotometrede
okunan absorbanslar, kalibrasyon egrisi denkleminde yerine Kkonularak,
mikroemiilsiyonlardan difiize olan etkin madde miktar1 saptandi. Membranlardan

gecis caligmalari sirasinda ii¢ paralel numune kullanildi.

2.2.5 Ex-vivo Gec¢is Calismalar:

2.2.5.1 HPLC ile Standart Egri Cizimi
UV dedektorlii HPLC sistemi ve ACE C18 kolon kullanildi. Mobil faz olarak,

0.2 uym ¢apinda membrandan filtre edilmis ve degaze edilmis bidistile su, asetonitril
ve metanol karisim (52 / 28 / 20) ve 0.4 mL trietanolamin kullanild1 ve ortofosforik
asit (1-2 damla) ile pH 3.2’ye ayarlandi1 (125). Mobil faz ultrasonik banyoda degaze
edildi ve sonra sisteme verildi. Salim hiz1 1.5 mL/dakika, enjeksiyon miktar1 20 pL.
ve UV dedektorii 270 nm’ye ayarlandi (22, 83, 111, 115). Standart egrinin ¢izimi i¢in
50 mg NP 3mL etanolde (% 96) ¢oziindiiriildii, mobil fazla 10 mL’ye tamamlandi1 ve
boylece stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stoktan 2.5, 10, 25, 50, 65, 75, 85, 100 pg/mL
konsantrasyonlarda olacak sekilde 6rnekler mobil fazla tamamlanarak hazirlandi. Her

bir O0rnek icin ii¢ paralel numune ile ¢alisildi. Her enjeksiyondan sonra bulunan alan
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degerleri konsantrasyonlara karsi grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi c¢izildi.

Dogrunun denklemi ve r* degeri hesaplandi.

2.2.5.2 HPLC Yontem Validasyonu (18, 40, 42, 61, 66, 84, 89, 96, 100, 124)

2.2.5.2.1 Dogrusalhik

Dogrusallik kriteri bir formiilasyondaki etkin maddenin belli sinirlar icindeki
derisimi ile elde edilen yanitin orantili oldugunun bir gostergesidir. Bagka bir deyisle
dogrusallik, o maddeye 6zgii diisikk ve yiiksek derisim araliklarin1 kapsayan bir

metoddur.

NP’nin mobil fazda 50 mg / 10 mL stok cozeltisi hazirlandi. Bu stok
cozeltilerinden farkli oranlarda seyreltme yapilarak, 8 farkli konsantrasyonda (2.5, 10,
25, 50, 65, 75, 85, 100 ug/mL) cozelti elde edildi. Bu ¢ozeltilerden elde edilen her
konsantrasyon ve karsilik gelen alan degerleri yardimiyla standart dogrunun

denklemi bulundu.

2.2.5.2.2 Kesinlik
Kesinlik, bir yontemin tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik

derecelerinin bir 6l¢iistidiir.

Analitik yontemin kesinligi i¢in istatistiksel acidan yeterli degerlendirmenin
yapilacagi sayida aym konsantrasyondaki (25 pg/mL) o©rnek ardarda alti kez

Olciilerek ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayist hesaplandi.

2.2.5.2.2.1 Tekrar Edilebilirlik (Enjeksiyon Tekrar)

Kalibrasyon dogru denklemi olusturmak i¢in hazirlanan stok ¢ozeltisinden bir
konsantrasyon (25 pg/mL) secildi ve bu konsantrasyondaki ¢ozelti HPLC’ye alt1 kez
ardarda enjekte edildi. Alan degerine karsilik gelen konsantrasyonlarin ortalamasi,

standart sapmasi ve varyasyon katsayis1 hesaplandi.
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Varyasyon katsayisinin % 2’den az olmasi1 yontemin tekrar edilebilirligini

gostermektedir.

2.2.5.2.2.2 Tekrar Elde Edilebilirlik
Tekrar elde edilebilirlik icin ayni stoktan hareket edilerek seyreltmeyle

hazirlanan alti adet ayni konsantrasyondaki (25 pg/mL) c¢oOzeltinin alan degerleri

Olciilerek ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayist hesaplandi.

Bulunan varyasyon katsayisiin % 2’den kiiciik olmas1 yontemin tekrar elde

edilebilirligini gostermektedir.

2.2.5.2.3 Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik
Elde edilen deneysel degerin gercek degere ne kadar yakin oldugunu tespit

etmek amaciyla yapilir. Yontemin dogrulugu geri alma yiizdesine baghdir.

Ug farkli konsantrasyonda (10, 50, 100 pg/mL) ii¢ paralel 6rnegin verdigi
alan degerleri ol¢iildii. Bu alan degerlerine karsilik gelen konsantrasyon miktarlar1

bulundu. Bu degerden yiizde geri kazanim hesaplanda.

2.2.5.2.4 Ozgiinliik, Secicilik

Salim sonucunda bulunan alan degerlerinin etkin maddeye ait oldugunu
kanitlamak icin bos formiilasyon ile salim g¢alismasi yapilarak alanlarin cakisip

cakismadig1 kontrol edildi.

2.2.5.2.5LOD ve LOQ
LOD (limit of detection) (miktar tayini sinir1), analizi yapilan maddenin kabul

edilebilir dogruluk ve tekrarlanabilirlikle tayin edilebilecegi en diisiik

konsantrasyondur. Signal/noise oran1 genellikle 3:1 oraninda kullanilmaktadir.

LOQ (limit of quantitaion) (saptama sinir1), analizi yapilan maddenin

saptanabilecegi en diisiik konsantrasyondur.
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LOD ve LOQ caligmalarinda 10 ornekle ¢aligilmistir.

2.2.5.3. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarindan ve Ticari Preparattan Ex-vivo
Gecis Cahsmalan

Dogal membrandan gecis calismalart % 10 konsantrasyonda NP iceren
mikroemiilsiyon formiilasyonlar: ile yapildi. Gecis caligmalarinda difiizyon hiicresi
kullanildi. Dogal membran olarak 200- 300 g agirhiginda Wistar Albino erkek cinsi
sicanlarin karin bolgesi derisinden elde edilen deriler kullanildi (Yapilan islemler
icin 10.04.2008 tarihli ve 2008/3-1 karar nolu etik kurul izni E.U. Ecz. Fak.’den
alimmistir). Bu derileri elde etmek amaciyla sicanlar karbondioksit gazina maruz
birakilarak oldiiriildii. Jiletle sicanin karin bolgesi tiras edildikten sonra karin derisi
kesilerek cikartildi. Deriler kullanim anma kadar — 80 °C derin dondurucuda
muhafaza edildi. Kullanilacagi giin derin dondurucudan c¢ikartilan deriler ex-vivo
denemelerde kullanilmadan ©Once yarim saat reseptor fazda bekletildi (26, 87).
Reseptor faz olarak 10 mL pH 7.4 fosfat tamponu kullanildi. Donor faz olarak, 500
mg mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 veya ticari preparat kullanildi. Diftizyon
hiicreleri buharlasmayr minumuma indirmek i¢in parafilm ile kapatildi. Hiicreler
manyetik karistiricili su banyosuna yerlestirildi (37 £1 °C). Reseptor faz 600 rpm’de
24 saat boyunca karistirildi. {1k 12 saat yarim saate bir, sonraki saatlerde her saat basi
ornek 24 saat siireyle reseptor fazdan alindi ve her ornek alimindan sonra, yerine
yeni reseptor faz koyularak gecis calismasina devam edildi. Alinan 6rneklerden 1 mL
almip 10 mL’ye mobil faz ile tamamland1 ve numuneler 0.2 pym’lik membrandan
filtre edildi. 20 pyL. numune HPLC sistemine enjekte edildi. Derilerden gec¢is hizi
caligmalar1 {i¢ paralel numune almarak c¢ahsildi. Boylece Ornek piki ile
formiilasyondan gelen piklerin cakisip cakismadigr kontrol edildi. Bulunan alan
degerleri kalibrasyon egrisinde yerine konularak karsilik gelen konsantrasyonlar

bulundu.
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2.2.6 NP’nin Sentetik ve Dogal Membrandan Gecis Sonuclarimin
Matematiksel Olarak Degerlendirilmesi

In-vitro ve ex-vivo gegis caligmalarmin sonucunda, NP’nin membrandan akis
hizi, difiizyon katsayisi, gecirgenlik katsayisi, gecikme zamani Esitlik 11, 12 ve 13

kullanilarak hesapland1 (18, 38, 47, 50, 73, 126).

J KD X ACS e Esitlik 11
TIAZ = L2/ 6D .o, Esitlik 12
KPp =D X P/ L e Esitlik 13

J: Derinin birim alanindan gecen etkin maddenin miktar1 (mg / cm® /sn)

Kp: Gecirgenlik katsayisi (cm/sn)

ACs: iki hiicre arasindaki ilag konsantrasyonu farki (mg/cm’)

P: Etkin maddenin deri/sivag dagilim katsayisi

D: Etkin maddenin difiizyon katsayis1 (cm*/sn)

Tlag (n lag) (gecikme zamani) : kiimiilatif salim profil dogrusunun X eksenini kestigi
nokta

L: stratum korneumun kalinligi (cm)

2.2.7 Secilen Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarimin Fizikokimyasal
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Optimum mikroemiilsiyon formiilasyonlarin fizikokimyasal 0zelliklerini
belirlemek, mikroemiilsiyon hazirlama asamalarindan gelebilecek olumsuzluklari ve
etkin madde ile tasiyicilar arasimndaki etkilesim ve gecgimsizlikleri tespit etmek
amaciyla bir seri analiz yapilmistir. Bunlar mikroemiilsiyonun fiziksel goriintiisii,
mikroemiilsiyon tipi, santrifiij 6zellikleri, pH’s1, elektrik iletkenligi, dansitesi,
refraktif indisi, damlacik boyutu dagilimi ve stabilitesinin belirlenmesidir (39). Tiim

parametreler i¢in ii¢ paralel dl¢iim yapilmustir.

2.2.7.1 Mikroemiilsiyolarin Fiziksel Goriiniisii

Taze hazirlanmis mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin oda sicakliginda (25 +

2 °C) fiziksel goriiniisleri incelenerek degerlendirildi.
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2.2.7.2 Mikroemiilsiyonlarin Tipi

Hazirlanan mikroemiilsiyolarm tipi dis faz su ile seyreltilerek veya boya testi
yapilarak bulundu. Suda coziinen (metilen mavisi) ve yagda ¢oziinen (Sudan III)

boyalar1 kullanilarak dis fazin tipi tayin edildi.

2.2.7.3 Mikroemiilsiyonlarin Santrifiij Edilmesi

Optimum mikroemiilsiyon sistemleri literatiirde verildigi gibi 13000 rpm’de
30 dakika santrifiij edildi (123). Santrifiij sonunda mikroemiilsiyonlarda herhangi bir

faz ayrismasi olup olmadig1 incelendi.

2.2.7.4 Mikroemiilsiyonlarm pH Olciimleri

Optimum mikroemiilsiyonlarm pH’s1 oda sicakliginda pH metre ile 6lciildii.

2.2.7.5 Mikroemiilsiyonlarin Elektrik iletkenligi Olciimleri
Optimum mikroemiilsiyonlarin elektrik iletkenligi, iletkenlik Olger aleti ile

belirlendi.

2.2.7.6 Mikroemiilsiyonlarin Dansite Olciimleri

Optimum mikroemiilsiyonlarin dansitesi piknometre kullanilarak, oda
sicakliginda 6lciildii. Dansite dlciimleri Esitlik 14°deki formiile gore yapildi. 1k once
piknometrenin bos iken darasi alindi. Daha sonra piknometre distile su ile doldurulup
tartildi. Ardindan etanol ile calkalanip etiivde kurutulmaya birakildi. Son olarak ise
kuruyan piknometre mikroemiilsiyon formiilasyonu ile doldurulup tartildi. Esitlik 14

yardimiyla hesaplandi.

d=(A3-A1) / (A2-Al) oo Esitlik 14

d = Dansite (g/mL)

A3 = Piknometre ile tartilan mikroemiilsiyon formiilasyonunun agirligi
A2 = Piknometrenin darasi

Al = Piknometre ile tartilan distile suyun agirlig1
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2.2.7.7 Mikroemiilsiyonlarin Refraktif indisi Olciimleri

Mikroemiilsiyon sisteminin refraktif indisi Ol¢limii refraktometre ile yapildi.

Damlacik biiyiikliigii tayininde bu degerlerden yararlanildi.

2.2.7.8 Mikroemiilsiyonlarin Viskozitesinin Olciimleri

Mikroemiilsiyonun viskozitesi 37 + 1 °C de rheometer kullanilarak ol¢iildii.

Bu degerler damlacik biiyiikliigii 6l¢ctimiinde de kullanildi.

2.2.7.9 Mikroemiilsiyonlarin Damlacik (partikiil) Biiyiikliigiiniin Saptanmasi

Mikroemiilsiyonlarin damlacik biiyiikliikleri malvern zeta sizer Nano ZS

aletini kullanarak oda sicakliginda (25 + 2 °C) 6lciildii.
2.2.7.10 Mikroemiilsiyonlarin Faz Degisim Sicakhgmm Olciimii

Mikroemiilsiyon sistemin faz degisim sicakligi, elektrik iletkenligi Olcen alet
ile 20 £ 2 °C ile 68 = 2 °C arahigina ayarlanmis su banyosunda, 1 °C arttirilan

sicakliklarda, elektrik iletkenliginin diistiigii sicaklik (°C) tespit edilerek yapildi (9).

2.2.7.11 Mikroemiilsiyonlarin Stabilite Calismalar:

Mikroemiilsiyonun  stabilitesinin  incelenmesi  amaciyla, hazirlanan
mikroemiilsiyon formiilasyonlari, 5 + 3 °C, 25 £2 °C ve 40 + 2 °C’de alt1 ay boyunca
saklandi. Formiilasyonlarin fiziksel goriiniim, pH, iletkenlik, bulaniklik, faz
ayrigmast ve damlacik biiytikliigii gibi 6zellikleri baslangicta (t=0 aninda), iiciincii ve

altinci aylarda incelendi.

2.2.8 In-Vivo Calismalar

Farmakodinamik cevap olarak antiinflamatuar ve analjezik aktiviteye bakildi.
Analjezik etki arastirmasi icin tail flick (116) ve hot plate testleri (117),
antiinflamatuvar etki arastirmasi icin pengce ddem testi (21, 87) yapildi. Bu amagla

in-vitro, ex-vivo gecis calismalarinda membranlardan en 1iyi difiize olabilen S/Y
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tipinde olan M8 ve Y/S tipinde olan M9 mikroemiilsiyon formiilasyonlar: in-vivo

caligmalarda kullanilmak {izere secildi.

Antiinflamatuar ve analzejik etki ¢caligmalar1 i¢cin her bir grup icin 7 adet, 200-
300 g agirliginda erkek sican kullanildi (Yapilan deneyler icin 10.04.2008 tarihli ve
2008/3-1 karar nolu etik kurul izni E.U. Ecz. Fak.’den alinmustir). Hayvanlar 22 + 1
°C’de ve 12 saat 151k alan 12 saat karanlik olan bir ortamda tutuldular. Yiyecek ve
icecek kisitlamasi yapilmadi. Deneyler 08:00 — 14.00 saatleri arasinda giin 15181 alan

ve 22 + 1 °C’deki laboratuvar ortaminda yapildi.

Analzejik ve antiiflamatuvar aktivite arastirmalar i¢in hayvanlar deneyden bir
saat Once sessiz laboratuvar ortamina alindi. Alt1 adet calisma grubu yapildi. Bunlar:
Grup 1: 500 mg Serum fizyolojik uygulamas1 (Negatif kontrol grubu) (Kontrol SF)
Grup 2: 500 mg S/Y etkin madde igermeyen mikroemiilsiyon uygulamasi (Negatif
kontrol grubu) (Bos M8)

Grup 3: 500 mg Y/S etkin madde icermeyen mikroemiilsiyon uygulamasi (Negatif
kontrol grubu) (Bos M9)
Grup 4: 500 mg S/Y mikroemiilsiyon uygulamasi (Test grubu) (MS8)

Grup 5: 500 mg Y/S mikroemiilsiyon uygulamasi (Test grubu) (M9)
Grup 6: 500 mg ticari preparat uygulamasi (Pozitif kontrol grubu) (Ticari Preparat)

2.2.8.1 Antiinflamatuvar Aktivite Caliymalarn

Antiinflamatuvar aktivite, sicanlarda karegenin ile indiiklenen penge 6dem
testi ile degerlendirildi. SF igerisinde ¢oziinmiis % 1 karegenin (0.1 mL) sicanin sol
arka pencesinin subplantar bolgesine enjekte edildi (Sekil 10). Enjeksiyondan 60
dakika once, gelistirilen % 10 NP iceren M8, M9 formiilasyonlari, etkin madde
icermeyen M8, M9 formiilasyonlari, ticari preparat ve SF cozeltisi 500 mg olacak
sekilde tartildi. Tartili miktar flaster iizerine konularak bir giin 6nceden tiras edilmis
sicanlarm sirt derisine (4x4 cm®) elastik bandaj ile sikica kapatilarak uyguland (Sekil
11). Sicanlar tek tek ayr1 kutulara alindi (Sekil 12). Penge hacmi, karagenin
enjeksiyonundan once ve sonraki 1, 2, 3, 4, 5, 6. saatlerde, pencenin isaretlenen

yerine kadar su pletismometresine (Lettica, LE 7500) (Sekil 13) sokularak ol¢iildii
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(21, 26, 63, 64, 87, 101, 116) (Sekil 14). Pence 6demini kontrol etmek amaci ile
sicanin sag arka pencesinin subplantar bolgesine sadece SF enjekte edildi (Sekil 15)
ve tipki karagenin enjekte edilen sol penge gibi enjeksiyondan 6nce ve sonraki 1, 2, 3,

4, 5, 6. saatlerde sag pencenin de hacim dl¢iimii yapild1 (Sekil 16).

Tiim olctimler bittikten sonra, grafigi ¢cizmek amaciyla Esitlik 15 ile hesaplar

(t zamani i¢in ylizde inhibisyon) yapild1 (26, 38, 64).

% ©6dem inhibisyonu = MXIOO .................................................. Esitlik 15

Vi =t zamaninda 6l¢iilen hacim
Vit = baslangicta dl¢iilen hacim

Her saat icin bu formiil kullanilarak 6dem artis1 hesaplandi. Daha sonra

bunlarin ortalama yiizdeleri ve bunlarin standart hatalar1 (% ort + SH) hesaplanarak

grafigi ¢izildi.

Sekil 10: Sol penceye karagenin enjeksiyonu
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Sekil 12: Formiilasyon uygulanmis sicanlarin goriintiisii
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Sekil 13: Su pletismometresi

Sekil 14: Sol pencenin dl¢iimii
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Sekil 15: Sag penceye SF cozeltisi enjeksiyonu

Sekil 16: Sag pencenin olciimii
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2.2.8.2 Analzejik Aktivite Caliymalar:
Analjezik aktivite i¢in tail flick ve hot plate testleri yapildi. Bu testlerde de,

tipk1 bolim 2.2.8.1°deki antiinflamatuvar aktivite calismalarinda anlatildig1 gibi %
10 NP iceren M8, M9 formiilasyonlari, etkin madde icermeyen MS, M9
formiilasyonlari, ticari preparat ve SF ¢ozeltisi 500 mg olacak sekilde tartildi. Tartili
miktar flaster iizerine konularak bir giin 6nceden tirag edilmis sirt derisine (4x4 cm’)

elastik bandaj ile sikica kapatilarak uyguland1 (Sekil 11).

2.2.8.2.1 Tail Flick Testi

Bu test ile, kuyrugun dorsal yiizeyine 151k veren agrili bir termal stimulus
(uyart) (Tail flick metre, MAY-TF 0703) (Sekil 17) uygulanmasi sonrasinda
sicanlarin kuyruklarmi agrili uyarandan cekmeleri icin gecen siire (latens) saniye
cinsinden Olgiilerek degerlendirildi. Agrili uyaranin duyarliligi, kontrol grubu
hayvanlarda (Kontrol SF, Bos M8, Bos M9) kuyruk ¢cekmede ortalama 3-5 sn’lik bir
latens siiresi olusacak sekilde ayarlandi. Gelistirilen % 10 NP iceren M8 ve M9
formiilasyonlarin, etkin madde icermeyen M8, M9 formiilasyonlarin ve ticari
preparatin sicanlara uygulanmadan once ve sicanlara uygulandiktan sonraki 15, 30,
45, 60, 90, 120 ve 180. dakikalarda latens degerleri belirlendi (Sekil 18).
Uygulamalar, herhangi bir doku hasarmna sebep olmamak i¢in, eger hayvan 15 saniye

icerisinde cevap vermediyse sonlandirildi (51, 75,79, 83, 91, 116, 117).
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Sekil 17: Tail Flick

Sekil 18: Sicanlarda latens degerlerinin belirlenmesi
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2.2.8.2.2 Hot Plate Testi
Hayvanlar maksimum 30 sn. lik bir zaman i¢cin 62 + 1 °C sicakliktaki

aluminyum hot plate’e (Aneljezik hot plate, MAY-AHP 0603) (Sekil 19) yerlestirildi.
Sicanlarin her bir grubunun sirt derisine, gelistirilen formiilasyonlar ve ticari preparat
uygulanmadan Once ve uygulamadan sonraki 15, 30, 45, 60, 90, 120 ve 180.

dakikalarda hayvanlarin 6n ve arka pencesini yaladigi ve sicradigi zaman, reaksiyon

zaman olarak kaydedildi (20, 51, 75, 79, 116, 117) (Sekil 20).

Sekil 19: Hot plate
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Sekil 20: Sicanlarda reaksiyon zamaninin belirlenmesi

2.2.9 istatistiksel Calismalar

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarindan ve ticari preparattan elde edilen in-vitro,
ex-vivo, in-vivo sonuglar SPSS bilgisayar programi kullanilarak tek yonlii varyans
analizi ile (ANOVA) istatistiksel olarak degerlendirildi (21, 63, 64, 101, 111, 116,

117,121, 126).
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BOLUM III

3. BULGULAR

3.1 Model Etkin Madde Olarak Kullamlan Naproksen’in Ozelliklerine
Ait Bulgular

3.1.1 NP’nin Infrared (IR) Analizi Bulgular1
NP’nin yontem 2.2.1.1°de belirtildigi gibi c¢alisilarak elde edilen IR

spektrumunun gosterdigi absorbsiyon bantlari, 3195, 3000, 2971, 2938, 1924, 1727,
1683, 1631, 1602, 1504, 1482, 1455, 1394, 1346, 1303, 1265, 1228, 1176, 1157,
1089, 1072, 1027, 962, 923, 894, 860, 819, 794, 740, 673, 642, 599, 526, 482, 422
cm’ olarak bulundu. Bu degerler literatiirlerde NP icin verilen IR bantlariyla uyumlu

bulundu. (27, 108). IR spektrumu Sekil 21°de goriilmektedir.
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Sekil 21 : NP’nin infrared spektrumu

3.1.2 NP’nin UV Analizi Bulgular
NP’nin UV spektrumu deneysel yontem 2.2.1.2°de belirtildigi gibi calisilarak

pH 7.4 fosfat tamponunda maksimum absorbans verdigi dalga boyu (A max) 263 nm
olarak bulundu. Bulunan degerin literatiirlerde belirtilen degerle uyumlu oldugu

gorildii (27, 109). Sekil 22°de NP nin elde edilen UV spektrumu goriilmektedir.
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Sekil 22 : NP’nin UV spektrumu

3.1.3 NP’nin Ergime Noktasina Ait Bulgular

Bornstead dijital erime derecesi tayin aleti ile yapilan deneylerde NP’nin

ergime derecesi 156 + 1 °C bulundu (27).

3.1.4 NP’nin Lipid/Su Partisyon Katsayis1 Tayinine Ait Bulgular

Bir maddenin birbiri i¢inde karismayan iki faz yani sulu ve yagh faz
arasindaki dagiliminm kantitatif Olglisti partisyon katsayisidir. Yag fazi olarak
viicudun yagli dokulariyla biiyiikk benzerlik gosteren n-oktanol’ii kullandik. Bu
katsay1 genellikle log P olarak yada log K yag/su olarak gosterilir. Yontem 2.2.1.4’de
anlatildig1 gibi NP’ye ait Esitlik 10 ile hesaplanan log K yag/su degeri 3.18’dir. Bu

deger literatiir ile uyum i¢indedir (46).

3.2 NP’nin UV ile Miktar Tayini icin Kalibrasyon Egrisinin Cizimi

Model etkin madde NP nin ve ticari preparatinin in vitro gecis ¢caligmalari i¢in
pH 7.4 fosfat tamponundaki kalibrasyon egrisi deneysel boliim 2.2.2°de anlatildig:
gibi calisilarak ¢izildi. Kalibrasyon egrisi grafigi Sekil 23’de gosterilmistir. Grafige

ait denklem Tablo 14’de verilmistir.
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NP Standart Dogru Grafigi y = 0.0449x - 0.0029

R® = 0.9993
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Sekil 23 : NP’nin UV’de 263 nm dalga boyunda pH 7.4 tamponunda cizilen kalibrasyon egrisi

Tablo 14 : pH 7.4 fosfat tamponu kullanarak cizilen kalibrasyon egrisine ait dogru denklemi

Kullanilan ¢ozelti Dogru denklemi Determinasyon katsayisi

pH 7.4 tamponu Y =0.0449x —0.0029  0.9993 (%)

Y : Konsantrasyon (mg/mL) X : Absorbans

3.2.1 Yontemin Validasyonuna Ait Bulgular

3.2.1.1 Dogrusallik Sonuclar
Bolim 2.2.2.1.1’de anlatildig1 gibi c¢alisildi.  Sonuglara gore ¢izilen

kalibrasyon egrisi Sekil 23’de gosterilmisitir. r degeri 0.9993 olarak bulunmustur.

3.2.1.2 Kesinlik

3.2.1.2.1 Tekrar Edilebilirlik Sonuclar
Bolim 2.2.2.1.2.1°de anlatildig1 gibi calisildi. Alt1 kez art arda absorbans

Olciimii sonucu elde edilen degerler Tablo 15’de gosterildi. Varyasyon katsayist %

2’den az bulundu.

73



Tablo 15 : NP’nin spektrofotometre ile cizilen kalibrasyon egrisine ait tekrar edilebilirlik
bulgulari

Ornek No Absorbans

1 1.158

2 1.159

3 1.159

4 1.159

5 1.158

6 1.158

7 1.158

8 1.159

9 1.60
10 1.159
ORT 1.1587
SP 0.0006
% VK 0.0582

3.2.1.2.2 Tekrar Elde Edilebilirlik Sonuclan
Bolim 2.2.2.1.2.2°de anlatildi1 gibi calisildi. Ayni konsantrasyonda alti

farkli Ornegin Olciim sonucu elde edilen absorbans degerleri Tablo 16’de

gosterilmistir. Varyasyon katsayis1 % 2’den az bulunmustur.

Tablo 16 : NP’nin spektrofotometre ile cizilen kalibrasyon egrisine ait tekrar elde edilebilirlik
bulgulari

Ornek No Absorbans

1 1.159

2 1.161

3 1.158

4 1.162

5 1.159

6 1.160
ORT 1.1598
SP 0.0014

% VK 0.1269

3.2.1.3 Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik Sonuclar
Bolim 2.2.2.1.3’de anlatildig: gibi ¢alisildi. 3 farkli konsantrasyonda calisilan

sonuclar Tablo 17°de gosterilmistir. Ortalama yiizde geri kazanim farki + % 10

araligma girmektedir.
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Tablo 17 : NP’nin spektrofotometre ile cizilen kalibrasyon egrisine ait dogruluk ve geri elde
edilebilirlik bulgular:

Konsantrasyon (mg/mL) Absorbans  Elde edilen C (mg/mL) Geri Elde (%)

0.02 0,517 0.0209 101.5665
0.02 0,518 0.0207 101,791
0.02 0,516 0.0210 101,342
ORT 101,566

SP 0.224

VK 0.221
0.04 0.961 0.0397 100.622
0.04 0.965 0.0404 101.071

0.04 0.949 0.0397 99,275
ORT 100.322

SP 0.934

VK 0.931
0.06 1.411 0.0604 101,756
0.06 1.423 0.0609 101,654
0.06 1.425 0.0612 101.804
ORT 101.405

SP 0,566

VK 0,558

2.2.2.1.4 Secicilik

Deneysel boliim 2.2.2.1.4’de anlatildig1 gibi, formiilasyonda yer alan diger
maddelerle hazirlanan plasebo test ¢ozeltisi analiz edildi. Etkin madde icermeyen

formiilasyon ayn1 dalga boyunda maksimum absorbans gostermedigi tespit edildi.

2.2.2.1.5 Giinler Arasi Gegerlilik
Deneysel bolim 2.2.2.1.5’de anlatildig1r gibi, caligma giinii kalibrasyon

egrisinin diisiik, orta ve yiiksek derisimlerine karsilik gelecek sekilde hazirlanan
cozeltilerin spektrofotometrede uygun dalga boyunda ¢oziiciiye kars: okundu. Elde

edilen absorbsiyon degerleri gercek degerle ayn1 bulunmustur.

3.2.1.6 Stabilite Sonuclar
Boliim 2.2.2.1.6’de anlatildig1 gibi ¢alisildi. Oda 1sisinda (25 £ 2 °C), 5+ 3

°C (buz dolabinda) ve -20 + 5 °C (derin dondurucuda) bekletilerek 6lciilen absorbans
degerleri Tablo 18’de gosterilmistir. Varyasyon katsayis1 her biri icin %2’den az

bulunmustur.
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Tablo 18 : NP’nin spektrofotometre ile cizilen kalibrasyon egrisine ait stabilite sonuclari

Giin 25 +2 °C (Oda 1s151) 5 + 3 °C(buzdolabi) -20 = 5°C (dondurucu)
0 0.251 0.252 0.255
15 0.251 0.251 0.254
30 0.250 0.251 0.254
60 0.250 0.250 0.253
90 0.250 0.249 0.251

120 0.249 0.248 0.252

150 0.251 0.250 0.249

180 0.251 0.251 0.250

ORT 0.2503 0.2502 0.2522
SP 0.0007 0.0012 0.0021

% VK 0.2971 0.5121 0.8409

3.3 Formiilasyonlar Calismalarina Ait Bulgular

3.3.1 Mikroemiilsiyon Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

Tiim mikroemiilsiyon formiilasyonlar: icin boliim 2.2.3.1.2°de anlatildig1 gibi
yapilan formiilasyon calismalar1 sonucunda elde edilen degerler ile boliim

2.2.3.1.3’de anlatildig1 gibi iicgen faz diyagramlari cizildi.
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3.3.1.1 F3-1 Formiilasyonuna Ait Bulgular

Tablo 5’de belirtilen formiilasyonlar arasinda, en yiiksek mikroemiilsiyon

bolgesini veren formiilasyon F3-1 olarak bulundu. Bu formiilasyonda YEM / YYEM

1:7 oraninda, Labrafil M / Labrasol ise 5:1 oraninda kullanildi. Yag fazi olarak PM

ve su fazi olarak distile su kullanildi. Mikroemiilsiyonun HLB degeri 5.66 olarak

hesaplandi. Sekil 24’de F4-1 formiilasyonuna ait mikroemiilsiyon alanini gdsteren

ticgen faz diyagrami ve bu alanin agwlhik merkezi (M1) gosterilmistir. M1

formiilasyonunun terkibi Tablo 19°da verilmistir.

M1

L,
- Qe
WAVAVAVAVA, @
WAVAVAVAVAVAY, ¥
NAVAVAVAVAVAVA, ¥

100 N0 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Distile su LabrafilM-Labrasol/ Etanol

Sekil 24: IPM-Labrafil M:Labrasol-etanol ve su mikroemiilsiyon sistemine ait iicgen faz
diyagramm
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3.3.1.2 F6-1 Formiilasyonuna Ait Bulgular

Tablo 6’da belirtilen formiilasyonlar arasinda, en yiiksek mikroemiilsiyon

bolgesini veren formiilasyon F6-1 olarak bulundu. Bu formiilasyonda YEM / YYEM

1:7 oraninda, Cremophor EL / Span 80 ise 2:5 oraninda kullanildi. Yag fazi olarak

IPM, su faz1 olarak distile su kullanildi. Mikroemiilsiyonun HLB degeri 6.64 olarak

hesaplandi. Sekil 25°de F6-1 formiilasyonuna ait mikroemiilsiyon alanini gdsteren

ticgen faz diyagrami ve bu alanin agwlik merkezi (M2) gosterilmistir. M2

formiilasyonunun terkibi Tablo 19°da verilmistir.

[=¥]
100 0

0 M/\/W\/\/\/\'m
100 90 80 0 60 50 40 30 20 10 [}
Distile su Cremophor EL-Span§0{ Etanol

Sekil 25 : IPM-Cremophor EL:Span 80-etanol ve su mikroemiilsiyon sistemine ait iicgen faz
diyagramm
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3.3.1.3 F10-1 Formiilasyonuna Ait Bulgular

Tablo 7’de belirtilen formiilasyonlar arasinda, en yiiksek mikroemiilsiyon
bolgesini veren formiilasyon F10-1 olarak bulundu. Bu formiilasyonda YEM /
YYEM 1:9 oraninda, Cremophor EL / Labrafil M ise 1:2 oraninda kullanildi. Yag
faz1 olarak IPM, su fazi olarak distile su kullanildi. Mikroemiilsiyonun HLB degeri
6.833 olarak hesaplandi. Sekil 26’da F10-1 formiilasyonuna ait mikroemiilsiyon
alanin1 gosteren liggen faz diyagrami ve bu alanin agirlik merkezi (M3) gosterilmistir.
M3 formiilasyonunun terkibi Tablo 19°da verilmistir.

=¥
1000

WAVAVAVAVA\® M3
VAVAVAVAVAY, \

o N\NWMw
°AA/\/\/\/\/\A/\/\W
100 0 80 0 &0 50 40 0 20 10 0
Distile su CremophorEL-Labrafil M/Etanol

Sekil 26 : IPM-Cremophor EL:Labrafil M-etanol ve su mikroemiilsiyon sistemine ait iicgen faz
diyagramm
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3.3.1.4 F12-1 Formiilasyonuna Ait Bulgular

Tablo 8’de belirtilen formiilasyonlar arasinda, en yiiksek mikroemiilsiyon
bolgesini veren formiilasyon F12-1 olarak bulundu. Bu formiilasyonda YEM /
YYEM 1:8 oraninda, Span 80 / Labrasol ise 5:1 oraninda kullanildi. Yag fazi olarak
IPM, su faz1 olarak ise distile su kullanildi. Mikroemiilsiyonun HLB degeri 5.916
olarak hesaplandi. Sekil 27°de F12-1 formiilasyonuna ait mikroemiilsiyon alanini
gosteren iicgen faz diyagrami ve bu alanin agirlik merkezi (M4) gosterilmistir. M4

formiilasyonunun terkibi Tablo 19°da verilmistir.

(=¥
100 O

WAVAVAV, ¥
/NN i
JAVAVAVAVA,

100 20 il 0 &0 50 40 20 20 10 0
Distile su Span 80-Labrasol{/Ethanol

Sekil 27 : IPM-Span 80:Labrasol-etanol ve su mikroemiilsiyon sistemine ait iicgen faz diyagram
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3.3.1.5 F15 Formiilasyonuna Ait Bulgular

Tablo 9’da belirtilen formiilasyonlar arasinda, en yiiksek mikroemiilsiyon
bolgesini veren formiilasyon F15 olarak bulundu. Bu formiilasyonda YEM / YYEM
1:7 oraninda, Labrafil M / Labrasol ise 5:1 oraninda kullanildi. Yag fazi olarak PM,
su fazi1 olarak 0.5N NaOH c¢ozeltisi kullanildi. Mikroemiilsiyonun HLB degeri 5.66
olarak hesaplandi. Sekil 28’de F17 formiilasyonuna ait mikroemiilsiyon alanini
gosteren iicgen faz diyagrami ve bu alanin agirlik merkezi (MS) gosterilmistir. M5

formiilasyonunun terkibi Tablo 19°da verilmistir.

iPM
100 0
80 10
B 20
| 0
o0 /\/\MW
WAVAVAVAN. \N
. M5
40 =]
@ﬂ W\/W * A
» /\/\A/\/V\Mm
10 /\ANWWW*
GW\/\N\/\W
100 80 B0 L 1] 50 40 il 20 10 a
0.5N NaOH LabrafilM-Labrasol f Etanol

Sekil 28 : IPM-Labrafil M:Labrasol-etanol ve 0.5 N NaOH cozeltisi mikroemiilsiyon sistemine
ait iicgen faz diyagramm
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3.3.1.6 F19 Formiilasyonuna Ait Bulgular

Tablo 10’da belirtilen formiilasyonlar arasinda, en yiiksek mikroemiilsiyon
bolgesini veren formiilasyon F19 olarak bulundu. Bu formiilasyonda YEM / YYEM
1:8 oraninda, Cremophor EL / Span 80 ise 2:5 oraninda kullanildi. Yag fazi olarak
IPM, su faz1 olarak 0.5N NaOH c¢ozeltisi kullanildi. Mikroemiilsiyonun HLB degeri
6.64 olarak hesaplandi. Sekil 29°da F19 formiilasyonuna ait mikroemiilsiyon alanini
gosteren iicgen faz diyagrami ve bu alanin agirlik merkezi (M6) gosterilmistir. M6

formiilasyonunun terkibi Tablo 19°da verilmistir.

iPM
100 0

10 NVWVVMN
.3 WMMN\W
100 50 80 70 50 50 40 30 20 10 0
0.5N NaOH CremophorEL-Span80 { Etanol

Sekil 29 : iPM-Cremophor EL:Span 80-etanol ve 0.5 N NaOH cézeltisi mikroemiilsiyon
sistemine ait licgen faz diyagram
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3.3.1.7 F22 Formiilasyonuna Ait Bulgular

Tablo 11°de belirtilen formiilasyonlar arasinda, en yiiksek mikroemiilsiyon

bolgesini veren formiilasyon F22 olarak bulundu. Bu formiilasyonda YEM / YYEM

1:7 oraninda, Cremophor EL / Labrafil M ise 1:2 oraninda kullanildi. Yag fazi1 olarak

IPM, su faz1 olarak 0.5N NaOH c¢ozeltisi kullanildi. Mikroemiilsiyonun HLB degeri

6.833 olarak hesaplandi. Sekil 30’da F22 formiilasyonuna ait mikroemiilsiyon

alanin1 gosteren iicgen faz diyagrami ve bu alanm agirlik merkezi (M7) gosterilmistir.

M7 formiilasyonunun terkibi Tablo 19°da verilmistir.

iPh
100 0

10 /\/\/\/\N\/\/W\m
0 A/\/\M/\A/\/\/\w
100 80 B0 L] 60 50 40 30 20 10 o}
0.5N NaOH CremophorEL-Labrafil M/ Etanol

Sekil 30 : iPM-Cremophor EL:Labrafil M-etanol ve 0.5 N NaOH cozeltisi mikroemiilsiyon
sistemine ait licgen faz diyagram
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3.3.1.8 F25 Formiilasyonuna Ait Bulgular

Tablo 12’de belirtilen formiilasyonlar arasinda, en yiiksek mikroemiilsiyon
bolgesini veren formiilasyon F25 olarak bulundu. Bu formiilasyonda YEM / YYEM
1:7 oraninda, Span 80 / Labrasol ise 5:1 oraninda kullanildi. Yag fazi olarak IPM, su
faz1 olarak 0.5N NaOH c¢ozeltisi kullanildi. Mikroemiilsiyonun HLB degeri 5.916
olarak hesaplandi. Sekil 31°de F25 formiilasyonuna ait mikroemiilsiyon alanini
gosteren iicgen faz diyagrami ve bu alanin agirlik merkezi (M8) gosterilmistir. M8
formiilasyonunun terkibi Tablo 19°da verilmistir.

[=¥]
00 0

100 80 B0 ] B0 50 40 30 20 0 0
0.5N NaOH Span 80-Labrasol/ Etanol

Sekil 31: IPM-Span 80:Labrasol-etanol ve 0.5 N NaOH cozeltisi mikroemiilsiyon sistemine ait
iicgen faz diyagram
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3.3.1.9 F29 Formiilasyonuna Ait Bulgular

Tablo 13’de belirtilen formiilasyonlar arasinda, en yiiksek mikroemiilsiyon
bolgesini veren formiilasyon F29 olarak bulundu. Bu formiilasyonda YEM / YYEM
1:3 oraninda, Cremophor EL / Labrafil M ise 3:1 oraninda kullanildi. Yag fazi1 olarak
IPM, su faz1 olarak 0.5N NaOH c¢ozeltisi kullanildi. Mikroemiilsiyonun HLB degeri
10.375 olarak hesaplandi. Sekil 32°de F29 formiilasyonuna ait mikroemiilsiyon
alanin1 gosteren liggen faz diyagrami ve bu alanin agirlik merkezi (M9) gosterilmistir.
M9 formiilasyonunun terkibi Tablo 19°da verilmistir.

iFM
100 0

100 90 20 0 &0 50 40 20 20 10 o
0.5N NaOH Cremophor EL-Labrafil M / IPA

Sekil 32 : IPM-Cremophor EL:Labrafil M -IPA ve 0.5 N NaOH cozeltisi mikroemiilsiyon
sistemine ait licgen faz diyagram
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Gelistirilen (M1-M9) mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin kodlari ile birlikte,
mikroemiilsiyon tipi, HLB degeri, YEM/YYEM orani, terkipte kullanilan yag,
YEM/YYEM, distile su veya NaOH miktarlar1 6zet seklinde Tablo 19°da verilmistir.

Gelistirilen bu formiilasyonlara %10 oraninda NP yiiklenmistir.

Tablo 19 : Gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlarimn tipi, HLB degerleri ve miktarlari

Mikroemiilsiyon  Mikroemiilsiyon HLB YEM/YYEM  YagMiktan  YEM/YYEM g:gﬁyzgzi ll\ii
Kodu Tipi Degeri Oram (® Miktar1 (g) Miktan(g)
M1 SIY 5.66 1:7 2.602 7.096 0.303
M2 S/Y 6.64 1:7 2.372 7.094 0.534
M3 SIY 6.833 1:9 2.943 6.646 0.411
M4 SIY 5.916 1:8 2.766 6.682 0.552
M5 SIY 5.66 1:7 3.234 6.240 0.526 *
M6 SIY 6.64 1:8 2.790 6.505 0.705 *
M7 SIY 6.833 1:7 3.109 6.249 0.643 *
MS8 SIY 5.916 1:7 2.622 6.640 0.738 *
M9 Y/S 10.375 1:3 0.853 6.343 2.804 *

* Su fazi olarak 0.5 N NaOH kullanilan formiilasyonlar.

3.4 Gelistirilen NP Mikroemiilsiyonlarin ve Ticari Preparatin In-vitro
Gecis Calismalarina Ait Bulgular

3.4.1 Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin ve Ticari Preparatin Nitro
Seliilloz Membrandan Gec¢is Calismasimin Bulgular:

%10 konsantrasyonda NP iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinmn nitro
selilloz membranindan gecis calismalart deneysel boliim 2.2.4°de anlatildig sekilde
sekiz saat boyunca yapildi. Memrandan NP nin gecis sonuglarinin matematiksel
olarak degerlendirilmesi deneysel boliim 2.2.6.’da anlatildig: sekilde hesaplanmustir.

Difiizyon sonuglar1 Tablo 20°de gosterilmistir.

Nitro seliiloz membrandan yapilan gecis caligmalarinda 8. saatin sonunda

membrandan gecebilen NP miktar1 % 65 ile % 96 arasindadir (Tablo 20).
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Hazirlanis1 esnasinda su fazi olarak 0.5 N NaOH iceren M7 ve M8
formiilasyonlar1 ile yapilan gecis calismalarinda membrandan difiize olabilen NP
miktari, su fazi1 olarak distile su kullanilarak hazirlanan M3 ve M4
formiilasyonlarindan difiize olan NP miktarina gore daha fazladir ve farklilik
istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.05), (Tablo 20). M1 - M2, M5 - M6
formiilasyonlar: ile yapilan membrandan gecis caligmalarinda 8. saatin sonunda

difiize olabilen NP miktar1 karsilastirildiginda, aralarinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark olusmamistir (P > 0.05), (Tablo 20) (Sekil 33).

Tablo 20 : NP iceren mikroemiilsiyon ve ticari preparatlarinin nitro seliilloz membrandan gecis
calismalarina ait sonuclar ve hesaplamalar

8 saatte gecen

Mikroemiilsiyon NP miktar Jss (mg/cm’/h) D*120'7 r
Kodu (m. g/cmz) (cm“/h)

M1 11.560+0.031 1.140+0.003 1.66+0.020 0.758+0.004
M2 11.894+0.141 1.207+0.022 1.94+0.035 0.770+0.021
M3 10.841+0.143 1.061+0.010 1.93+0.002 0.816+0.004
M4 9.873+0.163 0.940+0.022 2.03+0.033 0.789+0.009
M5 11.062+0.090 1.055+0.010 1.6+0.0008 0.739+0.003
M6 10.730+0.338 0.939+0.043 1.49+0.033 0.674+0.030
M7 11.978+0.074 1.049+0.001 1.55+0.027 0.859+0.008
M8 13.229+0.027 1.395+0.006 2.01£0.002 0.887+0.001
M9 14.266+0.024 1.549+0.007 1.91£0.006 0.880+0.001

T 9.920+0.165 0.992+0.016 2.47+0.353 0.971+0.0003
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Mikroemiilsiyonlarin Ge¢is Karsilastiriimasi ——T
—s— M9

M8
M7
—x— M6
—e— M5
—— M4
—M3
M2
M1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

zaman (saat)

Sekil 33: M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 ve ticari preparatina (T) ait nitro seliiloz
membrandan gecis grafigi

3.4.2 Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin ve Ticari Preparatimin Seliiloz
Membrandan Gecis Calismasinin Bulgular

Bolim 3.4.1°de anlatildig1 gibi elde edilen difiizyon sonuglar: teorik bolim
2.2.4de anlatildig1 sekilde calisilarak selilloz membranindan gecisi Fick’in 1.
yasasimna gore Esitlik 11 ve 12 kullanilarak akis hizi, difiizyon katsayis1 ve gecikme
zamam hesaplandi. Elde edilen sonuclar r* ve gecikme zamani degerlerine gére
yorumlanarak (en vyiiksek r* degeri ve en diisiik gecikme zamanini veren
formiilasyonlar) secilen M3 — M4 — M7 — M8 — M9 formiilasyonlar: ile seliiloz
membrandan difiizyon calismalar1 yapildi. %10 konsantrasyonunda NP iceren M3 —
M4 — M7 — M8 — M9 mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin ve ticari preparatinin
seliiloz membrandan 24 saatlik difiizyon sonuglar1 Tablo 21°de ve Sekil 34’de

verilmistir.

Gelistirilen tiim mikroemiilsiyon formiilasyonlar ve ticari preparat hesaplanan
akis hizi, gecikme zamani, difiizyon katsayis1 ve 24. saatin sonunda difiize olabilen
etkin madde miktarma gore karsilastirildiginda, istatistiksel olarak birbirinden

farklhdir (P < 0.05), (Tablo 21).
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Tablo 21 : NP iceren mikroemiilsiyon ve ticari preparatlarinin seliiloz membrandan gecis
calismalarina ait sonuclar ve hesaplamalar

24 saat
Mikroemiilsiyon sonunda gecen Jss D*107 2 n (gecikme
kodu NP miktar: (mg/cmzlh) (cm?/h) r zamani) (saat)
(mg/cm’)
M3 35.308+0.354 1.611£0.069  2.91+0.347  0.992+0.003  2.292+0.260
M4 36.465+0.403 1.856+£0.024  3.8+0.227 0.9704£0.004  1.754+0.103
M7 38.977+0.868 1.831£0.080  3.794£0.441  0.995+0.001 1.758+0.199
MS8 40.598+0.318 1.869+£0.021  2.96+0.181  0.98740.595  2.25440.065
M9 38.039+0.401 2.1054£0.039  3.21£0.151  0.993+0.772  2.08040.095
T 30.477+0.405 1.50840.044  3.154£0.351  0.994+0.001  2.118+0.164
Mikroemiilsiyonlarin Gegis Karsiastrmalari
—o—M8
— —a— M7
E M4
g M3
—x— M9
—o—T
0 5 10 15 20 25 30
zaman (saat)

Sekil 34: M3, M4, M7, M8, M9 ve ticari preparatina (T) ait selilloz membrandan gecis grafigi

3.5 Gelistirilen NP Mikroemiilsiyonlarin ve Ticari Preparatin Ex-vivo
Gecis Calismalarina Ait Bulgular

3.5.1 HPLC ile Kalibrasyon Egri Cizimi Bulgular:

NP’nin pH 7.4 fosfat tamponundaki kalibrasyon egrisi bolim 2.2.5.1°‘de
anlatildig1 gibi c¢izildi. Kalibrasyon egrisi grafigi Sekil 35°de gosterilmistir.
Kalibrasyon egrisi ¢iziminde olusan piklerden biri Sekil 36’da gosterildigi gibidir ve

pikin gelme siiresi 7.7 dakika olarak bulunmustur.
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HPLC alan-derisim grafigi

y =17.2x + 14.961

2000 - R? = 0.9986

1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -
0 w \ \ \ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120

alan

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 35: NP’nin HPLC ile cizilen kalibrasyon egrisi

WD A, Wavelenglh=270 nin (NESLIHANWEE. O}
mal
14

mo===%755
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i

nN
VRS || RPN | UV CTERAR PP

o

1 2 3 4 5 6 7 8 min

Sekil 36 :Etkin madde NP’nin kromatogram
3.5.2 HPLC Yontem Validasyonuna Ait Bulgular

3.5.2.1. Dogrusallik Sonuclari
Bolim 2.2.5.2.1’de anlatildig1 gibi c¢alisildi.  Sonuglara gore ¢izilen

kalibrasyon egrisi Sekil 34’de gosterilmistir. r* degeri 0.9986 olarak bulunmustur.
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3.5.2.2 Kesinlik Sonuglar

3.5.2.2.1 Tekrar Edilebilirlik Sonuclar
Bolim 2.2.5.2.2.1°de anlatildig1 gibi calisildi. Alt1 kez art arda enjeksiyon

sonucu elde edilen alan degerleri Tablo 22°de gosterilmistir. Varyasyon katsayist %

2’den az bulunmustur.

Tablo 22 : NP’nin HPLC ile cizilen kalibrasyon egrisine ait tekrar edilebilirlik bulgular:

Ornek No Dilgl;i
1 444941
2 442.412
3 444.174
4 444178
5 445.091
6 445.085
ORT 444.3135
SP 1.024402

% VK 0.230558

3.5.2.2.2 Tekrar Elde Edilebilirlik Sonuclan
Bolim 2.2.5.2.2.2°de anlatildig1 gibi calisildi. Ayni konsantrasyonda alti

farkli Ornegin enjeksiyonu sonucu elde edilen alan degerleri Tablo 23’de

gosterilmistir. Varyasyon katsayis1 % 2’den az bulunmustur.
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Tablo 23 : NP’nin HPLC ile cizilen kalibrasyon egrisine ait tekrar elde edilebilirlik bulgular:

Ornek No Alan Degeri

1 448.822

2 448.892

3 447.512

4 446.589

5 449.582

6 450.009

ORT 448.567
Sp 1.288
% VK 0.287

3.5.2.3 Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik Sonuclar:
Bolim 2.2.5.2.3’de anlatildig1 gibi calisildi. Ortalama yiizde geri kazamim

farki + % 10 arahigina girmektedir. Dogruluk ve geri elde edilebilirlik bulgular:

Tablo 24’de gosterilmigtir.

Tablo 24 : NP’nin HPLC ile cizilen kalibrasyon egrisine ait dogruluk ve geri elde edilebilirlik
bulgular:

C (ug/ml) Alan Degerleri Bulunan C (ug/ml) Geri Elde (%)

10 186.893 9.996 99.960
10 189.839 10.167 101.673
10 187.804 10.049 100.490
ORT 100.707

SP 0.876

VK 0.870

50 873.774 49.930 99.861
50 875.215 50.014 100.029
50 877.003 50.118 100.237
ORT 100.042

SP 0.188

VK 0.188
100 1748.992 100.815 100.815
100 1751.649 100.970 100.970
100 1752.437 101.016 101.016
ORT 100.934

SP 0.104

VK 0.103
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3.5.2.5 Ozgiinliik Tayini Sonuclar

Bos formiilasyondan yapilan salim ¢alismasi sonucunda etkin madde piki ile
formiilasyondaki maddelerin piklerinin ¢akigsmadigi goriilmiistiir. Etkin madde yiiklii
ve etkin madde yiiklii olmayan mikroemiilsiyon formiilasyonlarin verdikleri pikler
Sekil 37ve Sekil 38°de gosterilmistir.

WD1 A, Wavelenght=270 nm
mAl ]

S—T

LA

S - -

T T —

Y b T i3 £ r i
1 2 3 4 5 6 7 8 mirl

Sekil 37 : Etkin madde yiiklii olmayan mikroemiilsiyon formiilasyonun kromatogrami

WD1 A, Wavelength 270 nm

60 I 1
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- |
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1
10 ; ‘\
i i
f \
/ \
/ .
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Q 1 2 3 4 5 6 7 8 mit

Sekil 38 : Etkin madde yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonun kromatogrami

93



3.5.2.5 LOD ve LOQ Sonuglan
Boliim 2.2.5.2.5°de anlatildig: tizere yapilan caligmada LOD 0.158 pg/mL ve

LOQ 0.844 pg/mL oldugu tespit edilmistir.

3.5.3. Formiilasyonlardan Ex-vivo Gecis Calismasi Bulgulari

3.5.3.1 Mikroemiilsiyon Formiilasyonundan Ex-vivo Gecis Calismasi

Gecis calismasi boliim 2.2.5.3’de anlatildig1 sekilde calisilarak erkek sican
karin derisinden gecisi Fick’in 1. yasasina gore Esitlik 11, 12 ve 13 kullanilarak akis
hizi, difiizyon katsayisi, gecikme zamani ve gecirgenlik katsayis1 hesaplandi. %10
konsantrasyonunda NP iceren M3 — M4 — M7 — M8 — M9 mikroemiilsiyon
formiilasyonlarmin ve ticari preparatinin sican karm derisinden 24 saatlik diftizyon
sonuclar1 Tablo 25’de ve Sekil 39°da verilmistir. Tablo 25’ de elde edilen sonuclar r
ve gecikme zamani ve gecirgenlik katsayisi1 degerlerine gore yorumlandi (en yiiksek
* ve gecirgenlik katsayis1 degeri ve en diisik gecikme zamanini veren
formiilasyonlar). Degerlendirme sonucu secilen S/Y tipi M8 ve Y/S tipi M9

formiilasyonlari ile antiinflamatuvar ve analzejik aktivite caligmalar: yapildi.

Gelistirilen tiim mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 ve ticari preparat
hesaplanan akis hizi, gecikme zamani, difiizyon katsayis1 ve 24. saatin sonunda
difiize olabilen etkin madde miktarma gore karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

birbirinden farklidir (P < 0.05), (Tablo 25).
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Tablo 25 : NP iceren mikroemiilsiyon ve ticari preparatinin sican derisinden gecisine ait
sonuclar ve hesaplamalar

24 saat
. L sonunda " . Kp
Mikroemiilsiyon gecen NP Jss (ng/ D 120-7 2 N (gecikme (gecirgenlik
kodu A cm/h) (cm“/h) zamani)(saat)
miktari katsayis)
(mg/ cm?)
M3 12.606+£0.100 0.611£0.011 7.62+0.69  0.970+0.002 0.874+0.076 1.154+0.021
M4 13.043+£2.927 0.700£0.163 9.74+£2.83  0.977+£0.002 0.684+0.176 1.322+0.308
M7 18.755+1.228 0.908+0.129 11.4+£3.45 0.985+0.014 0.586+0.186 1.713+0.245
M8 21.524+0.074 1.279+40.007 7.69+1.75  0.988+0.563 0.699+0.047 2.414+0.018
M9 23.609+0.275 1.24240.017 14.94+2.31 0.992+0.877 1.350+0.009 2.344+0.038
T 7.253+0.108  0.15840.006 5.63£0.57  0.992+0.001 0.956+0.013 1.396+0.016
Ex-Vivo Salim Sonuclarn
25
—e— M3
20 M4
e 151 M7
9
g M8
== M9
——T
0 5 10 15 20 25 30
zaman (saat)

Sekil 39: : M3, M4, M7, M8, M9 ve ticari preparatina ait sican derisinden gecis grafigi

3.6 Secilen Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Ozelliklerinin

Belirlenmesi

M3, M4, M7, M8, M9 formiilasyonlarina ait fizikokimyasal ozellikler

incelenmis ve 6 ay siireyle 5 £ 3 °C, 25 + 2 °C, 40 = 2 °C’de stabilite caligmalar1

yapilarak degerlendirilmistir.

3.6.1 Mikroemiilsiyonlarin Fiziksel Goriiniimii

Taze hazirlanmis ve % 10 NP iceren M3, M4, M7, M8, M9 mikroemiilsiyon

formiilasyonlarinin dig goriiniisii incelendi ve mikroemiilsiyon sisteminin saydam ve
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homojen oldugu gozlenmistir. Fiziksel goriintiisiinde bir bulaniklik, faz ayrigmasi

goriilmemistir.

3.6.2 Mikroemiilsiyonlarin Tipi

Yontem 2.2.7.2°de anlatildig1 gibi calisilarak taze hazirlanmis ve % 10 NP
iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarmm M3, M4, M7 ve MS&’in tipinin S/Y

oldugu, M9’un ise Y/S oldugu belirlenmistir.

3.6.3 Mikroemiilsiyonlarin Santrifiij Sonras1 Sonuclari

% 10 NP iceren mikroemiilsiyon sistemlerinin tamami 13000 rpm’de 30
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan herhangi bir faz ayrigmasi olmadig:

tespit edilmistir.

3.6.4 Mikroemiilsiyonlarin pH Olciim Sonuclar

Mikroemiilsiyonun pH’s1 oda sicakliginda Inolab marka pH metre

kullanilarak 6lciildii. Olciim sonuglar1 Tablo 26’da verilmistir.

3.6.5 Mikroemiilsiyonlarin Elektrik Iletkenligi Olciim Sonuclar
Mikroemiilsiyonunu elektrik iletkenligi, iletkenlik Olgcer kullanilarak olgiildii.

Elektrik iletkenligi, uS olarak bulundu. Ol¢iim sonuglar: Tablo 26°da verilmistir.

3.6.6 Mikroemiilsiyonlarin Dansite Olciim Sonuclar

Mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 deneysel boliim 2.6.6’da anlatildig:1 gibi

dansite dlgiimleri yapildi. Olciim sonuclar1 Tablo 26°da verilmistir.

3.6.7. Mikroemiilsiyonlarin Refraktif Indisi Ol¢ciim Sonuclar

Mikroemiilsiyon sistemlerinin refraktif indisi Ol¢iimii Atago Illuminator

marka refraktometre ile yapildi. Olciim sonuclar1 Tablo 26’da verilmistir.
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3.6.8 Mikroemiilsiyonlarin Viskozite Olciim Sonuclar:

Secilen mikroemiilsiyonun viskozitesi 37 £1 °C’de Brookfield viskozimetresi

ve ULA isimli spindle kullanilarak ol¢iildii. Viskozite degeri Centipoise (cP) olarak

bulundu. Olciim sonuglar1 Tablo 26’da verilmistir.

Tablo 26 : Mikroemiilsiyon formiilasyonlarin elektirik iletkenligi, vizkozite, pH, refraktif indisi
dansite ve faz degisim sicakhigi 6l¢iimiine ait veriler (t=0 aninda)

Faz Degisim
Elektrik . . Refraktif Dansite
iletkenligi Vizkozite (cP) pH indisi (nm) (gr/mL) Sicakhig (°C)
M3 Z2E 133350577 579£001 140540002 092040010  44%0.001
0.05(ps)
Mg 8T 15+ 1 4.97+0.025 1.429+0.006 09170030  40+0.020
0.02(ps)
M7 1;‘(7}'2;—’ 1433+ 1.527  6.45+0.05  1.385+0.002  0.924 +0.012 38 £0.020
M8 (1)411('35' 1533£0.577 6390025 1468+0.002 0.922£0025 41 +0.006
Mo O1E 103300577 66260020 141340001 0875+ 0010 610020
0.01(ms)

3.6.9 Mikroemiilsiyonlarin Faz Degisim Sicaklig1 Sonuclari

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarin faz degisim sickligi elektirik iletkenligi

Olcen alet ile Olgiilerek iletkenligin azaldigi sicaklik °C cinsinden belirlendi. Faz

degisim sicakligi sonuglar1 Tablo 26’da verilmistir. Bu formiilasyonlara ait faz

degisim grafikleri Sekil 40, Sekil 41, Sekil 42, Sekil 43ve Sekil 44°de verilmistir.

iletkenlik (us)

M3

10

20 30

40

Sicaklik (C)

50 60

70 80

Sekil 40: M3 formiilasyonun faz degisim grafigi
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M4

20 M

iletkenlik (ps)

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70

sicaklik (C)

Sekil 41: M4 formiilasyonun faz degisim grafigi

M7
170 -
+ 150 1 0000000000
[72] v M
=
< 130 1 Wz:“ "
g 110+
=
=2 90+
70 : : : : : : :
0 10 20 30 40 50 60 70
sicaklk (C)

Sekil 42: M7 formiilasyonun faz degisim grafigi

M8
200 -
g M‘“M
m
2
< 120
g 80-
kS
— 40 4
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Sicaklk (C)

Sekil 43: M8 formiilasyonun faz degisim grafigi



M9
1.2 -
1 i
g 08
= 06
&
S 04
]
= 02
0 : : : : : : : ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (C)

Sekil 44: M9 formiilasyonun faz degisim grafigi

3.6.10 Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarimin Damlacik Biiyiikliigii Olciim
Sonuclar:

Optimum mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin damlacik biiyiikliigii deneysel
boliim 2.2.7.9 ‘da anlatildig: gibi yapildi. Olgiimii yapilan mikroemiilsiyonlara ait,
damlacik boyutu, polidispersite indeks, zeta-average degerleri Tablo 27°de
verilmistir. Bu formiilasyonlara ait damlacik boyutu grafikleri Sekil 45, Sekil 46,

Sekil 47, Sekil 48ve Sekil 49°da verilmistir.

Tablo 27: M3-M4-M7-M8-M9 formiilasyonlarinin polidispersite indeksi, Z-average ve damlacik
biiyiikliigii degerleri

Mikroemiilsiyon Z-Average Ortalama Damlacik
Sicakhk PDI
Kodu (d.nm) Biiyiikliigii (nm)
M3 25 °C 8.243 £ 6.807 0.396 £+ 0.040 1.590 £0.114
M4 25 °C 7.057 £1.074 0.369 +0.029 1.701 £ 0.060
M7 25 °C 1.791 £0.062 0.479 £0.016 2.486 + 0.064
M8 25°C 17.40 £4.379 0.399 +£0.043 1.405 +0.040
M9 25°C 35.53£4.271 0.471+0.067 5.617+£0.199
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Size Distribution by Volume
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Sekil 45: M3’iin damlacik biiyiikliigii grafigi
Size Distribution by Volume
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Sekil 46: M4’iin damlacik biiyiikliigii grafigi

Size Distribution by Volume

10 100 1000

Size (d.nm)

10000

[ Record 152:M7 1

Record 153: M7 2

Record 154: M7 3

Sekil 47: M7’nin damlacik biiyiikliigii grafigi
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Size Distribution by Volume
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Sekil 48 : M8’in damlacik biiyiikliigii grafigi

Size Distribution by Volume

Volume (%)

100 1000 10000
Size (d.nm)

‘7 Record 20: m9 1 Record 21: m9 2 — Record 25: m9 3

Sekil 49: M9’un damlacik biiyiikliigii grafigi

3.6.11. Mikroemiilsiyonun Stabilite Calismalar:
M3, M4, M7, M8 ve M9 mikroemiilsiyonlarin stabilitesinin incelenmesi

amaciyla, hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlari, 5 + 3 °C, 25 £ 2 °C ve 40 £ 2
°C’de alt1 ay boyunca saklandi. Formiilasyonlar fiziksel goriiniimii, bulaniklik ve faz
ayrigmasl, elektirik iletkenligi, pH ve damlacik biiyiikliigii gibi 6zellikleri baslangicta,
ticlincii ve altinc1 aylarda incelendi. Baslangicta (t=0 aninda), {iciincii, altinc1 aylarda
ic sicaklikta da tiim formiilasyonlarda fiziksel goriiniis, bulaniklik ve faz ayrigmasi
gozlenmedi. Fakat 5 + 3°C’de tutulan tiim mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda etkin

madde c¢okmesi goriilmiistir. 5 + 3°C’den oda sicakligina alindiginda ise
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mikroemiilsiyonlarin tekrar eski haline dondiikleri goézlenmistir. Mikroemiilsiyon

formiilasyonlarma ait stabilite sonuclar1 Tablo 28’de gosterilmistir.

5 £3°C, 25 + 2°C ve 40 + 2°C’de alt1 ay boyunca stabilite ¢caligmasina alinan
tim formiilasyonlarin stabil kaldigi gozlenmistir. Tablo 26’de verilen elektrik
iletkenligi, viskozite, pH, refraktif indis ve dansite degerlerinin 6. ayin sonunda
degismeden kaldig1 goézlenmistir (Tablo 28), (P > 0.05). Yine hazirlanan
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda stabilite testi sonucu yapilan damlacik boyutu
Olciimlerinde, mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutunun degismedigi gozlenmistir

(Tablo 27 ve Tablo 29).

Tablo 28 : Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin stabilite sonuclar:

5 +3°C 25 £2°C 40 £2°C

FG.FA BpHEIiDBD | FG.FA BpHEiDBD FG.FA BpHEiDB D

M3 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+

M4 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+
Baslangic| M7 + + + + + + 4+ + + + + + + + + + + + + ++
M8 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+

M9 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+

M3 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+

M4 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+

3. AY M7 + + + + + + 4+ + + + + + + 4+ + + + + + + 4+
M8 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+

M9 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+

M3 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+

M4 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+

6. AY M7 + + + + + + 4+ + + + + + + 4+ + + + + + + 4+
M8 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+

M9 + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + + + 4+

M; mikroemiilsiyon, FG; fiziksel goriiniim, FA; faz ayrismasi, B; bulaniklik,

pH; pH, El; elektrik iletkenligi, DB; damlacik boyutu, D; dansite
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3.7 In-Vivo Calisma Sonuclar

In-vitro ve ex-vivo difiizyon calismalarindan elde edilen sonuglara gore dogal
ve sentetik membrandan en hizli difiize olabilen M8 formiilasyonu (S/Y) ile M9 (Y/S)

mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 in-vivo ¢alismalar i¢in sec¢ilmistir.

M8 ve M9 formiilasyonlar1 ile in-vivo ¢alismalar deneysel bolim 2.2.8°de

anlatildig: sekilde yapilmistir.

3.7.1 Antiinflamatuvar Aktivite Calismalar:

Deneysel Bolim 2.2.8.1°de belirtilen yontem ile antiinflamatuvar aktivite
Olciimleri yapilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda, sol pengeye yapilan karagenin
enjeksiyonuna bagl olarak sicanlarin sol pencelerinde 6dem olusmustur (Sekil 50).
Sag penceye SF enjekte edilmesinden sonra ise herhangi bir ddem olusmadigi
goriilmiistiir (Tablo 30). Calisilan 6 grup arasindan, negatif kontrol gruplarinda
(Grup SF, Bos M8, Bos M9) karagenin ile olusan 6dem engellenememistir. Buna
karsilik M9, M8 ve pozitif kontrol grubu (Ticari preparat) 6demi engellemislerdir. En

1yl 6dem inhibisyonu M9 mikroemiilsiyon formiilasyonu ile belirlenmistir (Sekil 50).
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Tablo 29: Sag pence hacim dl¢iimii sonuclar:

Gruplar Hayvan 0.saat 1.saat 2.saat 3.saat 4.saat 5.saat 6.saat
no (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)

1 0.74 0.84 0.94 0.98 0.80 0.72 0.78

2 0.88 0.82 0.90 0.74 0.68 0.82 0.86

S 3 0.74 0.66 0.80 0.72 0.62 0.70 0.78
‘CE; 4 0.86 0.80 0.82 0.88 0.72 0.86 0.84
> 5 0.74 0.92 0.74 0.78 0.84 0.84 0.86
6 0.80 0.80 0.84 0.84 0.76 0.74 0.82

7 0.82 0.86 0.8 0.86 0.76 0.8 0.82

1 0.98 0.96 0.98 0.90 0.9 0.92 0.96

2 0.94 0.98 0.96 0.94 0.92 0.94 0.98

g 3 0.96 0.94 0.96 0.94 0.96 0.96 0.88
o 4 0.86 0.88 0.84 0.86 0.88 0.90 0.92
a 5 0.68 0.68 0.72 0.68 0.70 0.68 0.72
6 0.84 0.86 0.84 0.86 0.84 0.90 0.82

7 0.78 0.78 0.76 0.78 0.78 0.80 0.82

1 0.94 0.94 0.96 0.94 0.98 0.94 0.96

2 1.00 0.96 0.98 0.98 0.96 1.00 1.02

°E’ 3 0.90 0.88 0.86 0.90 0.92 0.90 0.92
o 4 0.88 0.86 0.86 0.88 0.90 0.86 0.92
a 5 0.80 0.82 0.80 0.82 0.84 0.82 0.80
6 0.96 1.00 0.98 0.94 0.96 0.94 0.92

7 0.94 0.94 0.92 0.94 0.96 0.96 0.92

- 1 0.96 1.04 1.00 0.90 0.84 1.04 0.86
g 2 0.70 0.62 0.60 0.60 0.64 0.68 0.68
oy 3 0.60 0.68 0.76 0.72 0.70 0.72 0.72
a 4 0.86 0.92 0.84 0.78 0.88 0.74 0.74
= 5 0.78 0.76 0.76 0.68 0.66 0.62 0.76
2 6 0.82 0.90 0.90 0.82 0.92 0.72 0.72
= 7 0.84 0.82 0.84 0.80 0.78 0.84 0.84
1 0.84 0.84 0.92 0.90 0.94 0.90 0.90

2 0.60 0.64 0.70 0.62 0.68 0.76 0.54

3 0.62 0.60 0.70 0.72 0.6 0.64 0.70

g 4 0.78 0.80 0.80 0.80 0.84 0.82 0.82
5 0.94 0.86 0.88 0.92 0.98 0.98 0.96

6 0.86 0.78 0.80 0.96 0.80 0.88 0.92

7 0.74 0.74 0.78 0.78 0.82 0.82 0.74

1 0.90 0.88 0.84 0.74 0.78 0.94 0.90

2 0.94 0.96 1.00 1.04 1.00 1.02 1.00

3 1.14 1.16 0.98 1.04 1.00 1.12 0.96

°§’ 4 0.82 0.84 0.84 0.84 0.78 0.78 0.92
5 0.84 0.78 0.76 0.74 0.66 0.72 0.74

6 0.78 0.80 0.84 0.82 0.84 0.82 0.8

7 0.86 0.80 0.84 0.84 0.90 0.82 0.88
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—&— Kontrol SF
—a— M8
—&— M9

Ticari preparat
—%— Bos M8
—e— Bos M9

% artis

Sekil 50 : Antiinflamatuvar aktivite sonuclari

1., 2. ve 3. saatlerde M8, M9 ve Ticari preparat, Kontrol SF’ ye karsi
istatistiksel agidan onemli fark gostermektedir. 4., 5. ve 6. saatlerde ise yalnizca M8
ve M9 da kontrole gore istatistiksel agidan onemli fark ortaya ¢cikmaktadir (p<0.05
seviyesinde). M8, 2., 3. ve 4. saatlerde Bog M8’ e karsi, M9, 2.,3.,4. ve 5. saatlerde

Bos M9’ a kars istatistiksel agidan 6nemli fark gostermektedir (p<0.05 seviyesinde).

3.7.2 Analjezik Aktivite Calismalar:

Deneysel Boliim 2.2.8.2°de belirtilen yontem ile analzejik aktivite ¢aligmalari
yapilmustir.
3.7.2.1 Tail Flick Calismalar

Yapilan ¢alismalar sonucunda, 6 gruptan, negatif kontrol gruplarinda (Kontol
SF, Bos M8, Bos M9 uygulanan sicanlarda) latens siiresi en diisiik olarak
belirlenmistir. M9  mikroemiilsiyon  formiillasyonu, M8  mikroemiilsiyon
formiilasyonu ve Ticari preparat gruplarinda latens siiresinin uzadigi tespit edilmistir

(Sekil 51).
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M8, M9 ve ticari praparat ile elde edilen latens siireleri, SF, Bos M8 ve Bos
M9 uygulanan gruplardan (kontrol gruplarindan) belirgin olarak farkli olup (P < 0.05)
formiilasyonlarin kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterdigi

belirlenmemistir (P > 0.05) (Sekil 51).

Tail Flick

_ B Kontrol SF
.q_>.>‘ O M8
§ M9
= Ticari preparat
§ @ Bos M8
O Bos M9

dakika

* Kontrol SF’ ye gore p<0.05 seviyede istatistiksel acidan 6nemli fark
# Bos M8’ e gore p<0.05 seviyede istatistiksel agidan 6nemli fark
0 Bos M9’ a gore p<0.05 seviyede istatistiksel agidan onemli fark

Sekil 51: Tail flick calismasi sonucu

3.7.2.2 Hot Plate Calismalan

Yapilan ¢alismalar sonucunda, negatif kontrol gruplarinda (Kontol SF, Bos
M8, Bos M9 uygulanan si¢anlarda) reaksiyon siiresi diisiik olarak belirlenmistir. M9,
M8 formiilasyonlar1 ve ticari preparat grubunda reaksiyon siiresi uzamistir (Tablo

30).

MS8, M9 ve ticari praparat ile elde edilen latens siireleri, SF c¢ozeltisi
uygulanan gruptan (kontrol grubundan) belirgin olarak farkli olup (P < 0.05)
formiilasyonlarin kendi aralarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark

belirlenmemistir (P > 0.05) (Tablo 30).
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Tablo 30: Hot plate sonugclar:

Gruplar Dakika
0 15 30 45 60 90 120 180
Kontrol SF
(sn) 4.8520.15 4.75+0.22 4.90+0.24 4.8510.18 4.7020.22 4.40%0.15 4.57+0.14 4.3420.14
sn
MS (sn) 4.7120.28 5.08+£0.23 8.4110.72 *# 9.2810.44 *# 8.87x0.43 *# 7.41x035* 6.52+0.28 *# 5.34+0.22 *

M9 (sn) 4.55+0.31  5.0240.29  8.31+0.70 *6 9.55+0.45 *6 9.54+0.42 *6 8.28+0.37 %0 6.91+£0.32 *0 5.81+0.39 *0

Ticari
4412024 8.35+0.85 * 9.38+0.38 * 8.88+0.70 * 9.02+0.59 * 8.54+0.73 * 5.62+0.25 * 4.87+0.19
Preparat (sn)

Bos M8 (sn)  4.85£042  4.7140.32 4.681+0.40 4.75+0.37 4.51+0.37 4.51+0.41 4.48+0.39 4.52+0.42

Bos M9 (sn)  4.5440.25  4.34+0.21 4.281+0.29 4.3410.17 4.35+0.22 3.9410.22 3.9410.24 3.9240.20

* Kontrol SF’ ye gore p<0.05 seviyede istatistiksel acidan 6nemli fark
# Bos M8’ e gore p<0.05 seviyede istatistiksel agidan 6nemli fark
0 Bos M9’ a gore p<0.05 seviyede istatistiksel agidan onemli fark

3.8 istatistiksel Calisma Sonuclar

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarindan ve ticari preparattan elde edilen in-vitro,
ex-vivo, in-vivo sonuclar tek yonlii varyans analiziyle (ANOVA) istatistiksel olarak
degerlendirilmistir (21, 63, 64, 75, 101, 116, 117). Degerlendirmeler sonucunda;
istatistiksel olarak anlamli fark belirlenen gruplarda P < 0.05 ifadesi kullanmilmustir.

Anlaml fark belirlenmeyen gruplarda ise P > 0.05 ifadesi kullanilmigtir.

In-vitro ¢cahsmalarda M3, M4, M7, M8 ve M9 formiilasyonlar1 ticari preparata
gore ilk 12 saatlik bir dilimde anlamli bir fark gostermemistir (P > 0.05) (Sekil 34).
Fakat 24. saatin sonunda difiize olabilen etkin madde miktarina gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak birbirinden farklhidir (P < 0.05). Ex-vivo
caligmalarda ise M3, M4, M7, M8 ve M9 formiilasyonlarinin ticari preparata gore

istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterdigi tespit edilmistir (P < 0.05) (Sekil 39).
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In-vivo c¢alismalarda, gelistirdigimiz M8 ve M9 formiilasyonlarinin
antiinflamatuar etkisi ticari preparata gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermistir (P < 0.05) (Sekil 50). Analjezik etki caligmalar1 olan tail flick ve hot
plate caligmalarinda ise, M8 ve M9 gruplar ticari preparata gore anlamli bir fark
gostermezken (P > 0.05), M8, M9 ve Ticari preparat gruplari; kontrol grubuna gore

anlaml bir fark gostermistir (P < 0.05) (Sekil 51, Tablo 30).
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BOLUM IV
4. TARTISMA VE SONUC

4.1.Genel Degerlendirme

Genel bir degerlendirme yapacak olursak, calismaya baslarken amacimiz
model etkin madde olarak sectigimiz NP’nin transdermal yol ile kullanilabilen S/Y
ve Y/S mikroemiilsiyon formiilasyonlarin1 gelistirmek ve gelistirilen bu
formulasyonlar ile NP nin ticari preparatin1 in vitro, ex vivo ve in vivo ortamlarda
karsilagtirmaktir. NP’yi mikroemiilsiyon ila¢ sekli halinde sunmak istememizin
nedeni, mikroemiilsiyonlarin termodinamik olarak dayanikli, transparan, ilag
hedeflemesine uygun, kendiliginden olusan sistemler olmalarindan ve c¢oziiniirligii
az olan maddelerin ¢oziiniirliigiinii arttirmalarindan dolayidir (5, 6, 30, 31, 74, 112,

118, 119).

NP nonstreoidal anti-inflamatuvar bir ilactir. Giiclii antiinflamatuvar ve
analzejik aktiviteye sahip oldugu i¢in inflamasyonda ve romatizmal hastaliklarin
tedavisinde oral, rektal ve topikal yoldan kullanilmaktadir. Diger NSAII’lar gibi oral
yolla NP kullanildiginda gastrointestinal mukozanin iilserasyon ve irritasyonu gibi
yan etkilerinden dolay: kullaniminda sinirlama bulunmaktadir. Bu nedenle oral yolla
kullanim sonras1 gelisen bu dezavantajlarindan dolayi topikal olarak da kullanilmasi
Onerilmektedir. Biz calismamizda oral kullanima alternatif olabilecek transdermal
yoldan  kullanilabilen  bir  formiilasyon  gelistirmeyi  diisiindiik  (115).
Formiilasyonumuzu transdermal yoldan vermeyi se¢memizin nedeni; transdermal
yolun uygulama kolayligi, gastrointestinal yan etkilerinin ve ilk gecis etkisinin
olmamasi agisindan oral ve diger yollara gore bir avantaj tasimasidir (1, 21, 29, 37,
97, 119). Ayrica yapilan literatiir taramalarinda, transdermal yol ile kullanilabilen,

NP iceren bir mikroemiilsiyon formiilasyonuna rastlanmamustir.
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Etkin maddelerin transdermal yolla uygulanmasinda transdermal gecisi ve
transdermal absorpsiyonunu arttirmak amaciyla derinin miikkemmel bariyer yapisini
asmak i¢in, giivenli ve etkili deriden gecisi arttiran maddelere ihtiya¢ vardir (21, 26,
63, 64, 90, 107). Deriden gecisi arttran bu maddelerden bazilari,
mikroemiilsiyonlarin olusum formiilasyonlarinda kullanilmakta ve etkin maddelerin
deriden gecisini arttirilabilmektedir. Bunun yam sira mikroemiilsiyonlarin
viskozitesinin diisiik olmalarindan dolayr deriden gecisleri diger formiilasyonlara
gore daha kolaydir ve bu nedenle mikroemiilsiyonlar dogal deriden gecisi arttirict

madde olarak gorev yapmaktadirlar (31, 44, 69).

Mikroemiilsiyonlarin terkibinde yer alan lipofilik maddelerin deriye
uygulanmasi, stratum korneumda depo gorevi yapmasini saglamaktadir. Bu nedenle
mikroemiilsiyonlar lipofilik yapidaki derinin en dis tabakasma yiiksek afinite
gosterip baglanmaktadirlar. Bununla birlikte stratum korneum hidrofilik yapidaki
ilaclarin deriden gecisine engel olmaktadir. Mikroemiilsiyonlarm terkibinde yer alan
YEM ler hem hidrofilik hemde lipofilik bolgelere sahip olduklarindan dolayr bu
bariyerlerin  gecilmesine yardimci olurlar (74, 88). Bunun sonucunda
mikroemiilsiyonlarin stratum korneumu hiicreler arasi yol ile gecebildigi, ayrica buna
alternatif olarak boynuzsu tabakanin hidratasyonu ile de etkin maddelerin gecisini
arttirdiklar1 ~ bilinmektedir. Tiim  bahsettigimiz bu  nedenlerden  dolay1
mikroemiilsiyonlar dermal ve transdermal yoldan etkin maddelerin verilesi i¢in tercih

edilmektedir (25, 55).

4.2 NP’nin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bu amacla ilk olarak NP’nin fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmeye ¢alisild1
ve literatiirle uyumu arastirilmugtir. Bu dogrultuda NP’nin UV ve IR spektrumlar:

cekilmistir. En yiiksek absorbans degerini 263 nm’de verdigi goriilmiistiir. IR
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spektrumunda elde edilen pikler ve saptanan dalga boyu literatiirlerle uyumlu
bulunmustur (27). NP’nin erime derecesi tayini yapilmis ve erime derecesi 156 +1°C
olarak bulunmustur. Bu deger de literatiirler de belirtilen degerlerle uyumludur (12,
27, 109). Bunun yaninda NP’nin lipid/su partisyon katsayisi tayini yapilmustir.
Yapilan deney sonucunda NP’nin log Ky.z. degeri 3.18’olarak hesaplanmistir. Bu

deger de literatiir ile uyum icindedir (46).

4.3 Kullamilacak Yardimct maddelerin Secimi ve Formiilasyon
Gelistirme Calismalar

Deriden etkin maddelerin ge¢isi, uygulanan formiilasyon ile yakindan ilgilidir.
Oncelikle etkin maddenin verildigi formiilasyondan salimmas: gerekmektedir. Ayrica
formiilasyonda kullanilan maddelerin penetrasyon arttirici 6zellige sahip olmalar1 da
Oonemli bir avantajdir. Bu nedenle yag fazi olarak izopropopil miristat secilmistir ve
literatiirlerde de belirtildigi gibi IPM deriden gegisi arttiran maddeler arasinda yer
almaktadir (37, 46). Formiilasyonlarimizin gelistirilmesi sirasinda farkli HLB
degerine sahip noniyonik degisik YEM’ler kullanilmistir (Cremophor EL, Span 80,
Labrafil M, Labrasol). Bilindigi gibi YEM lerden alkil zincir uzunlugu C12-C18
arasinda olanlar ile 6-10 etilen oksit icerenler en 1iyi penetrasyon Ozelligi
gostermektedir (118). YYEM olarak etanol (absolii etanol) ve IPA secilmistir, ¢iinkii
deriye uygulandiginda deriden gecisi arttirici (enhancer) bir madde olarak gorev
yaptig1 bilinmektedir (17, 115). NP bilindigi iizere lipid ¢oziiniir bir maddedir, pratik
anlamda diisilk pH’ya (pH 4'ten diisiik) sahiptir ve suda ¢oziinmez. pH seviyesi 6
veya daha yiiksek olan suda ¢oziinebilir (27, 109). Ayrica NP nin etanoldeki ve diger
alkollerdeki  ¢Oziiniirligliniin ~ yiiksek  olmast (27, 28)  gelistirdigimiz
formiilasyonlarda etkin maddemizin tamamen c¢Oziinmesine yardimci olmustur.
Gelistirdigimiz M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8 formiilasyonlarinda YYEM

olarak etanolii kullandik, M9 formiilasyonunda ise, PA kullanilmustir.
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Mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin gelistirilmesi sirasinda oncelikle su fazi
olarak distile su kullanilmistir. Bu formiilasyonlar M1, M2, M3, M4 kodlu
formiilasyonlardir. M5, M6, M7, M8, M9 kodlu formiilasyonlarda ise su fazi olarak
0.5 N NaOH cozeltisi kullanmilmistir. Bilindigi ilizere NP zayif asidik bir etkin
maddedir (pKa 4.2) ve bu nedenle alkali pH daki ¢oziiniirliigii asidik pH ya gore
daha yiiksektir (28). FDA NP nin pH 6 daki ¢oziiniirligii 1.8 mg/mL, pH 6.9 daki
¢Oziinlirligiinii 5.3 mg/mL olarak bildirmistir (58). Bu nedenle, amacimiz NP’nin
¢Oziiniirligiinii artirmak icin kullanilan YYEM olan etanole ve IPA’e yardimci
olacak diger bir ¢oziiciiyli de formiilasyonlarda kullanmaktir. M1 ile M5, M4 ile M6,
M3 ile M7 ve M4 ile M8 formiilasyonlarm da aynm yag, YEM ve YYEM ve ayni
HLB degeri kullamilarak hazirlanmigtir. Bununla birlikte aralarindaki tek fark
kullanilan su fazidir (Tablo 19). M5, M6, M7, M8 formiilasyonlarinda su fazi olarak
0.5 N NaOH c¢ozeltisi kullanilmistir. Bu formiilasyonlarin gelistirilmesi esnasinda
cizilen licgen faz diyagramlarinda hem daha biiyiik bir mikroemiilsiyon alani elde
edildigi (Tablo 5, Tablo 6, Tablo 7, Tablo 8, Tablo 9, Tablo 10, Tablo 11, Tablo 12,
Tablo 13) hem de etkin maddenin hizla ¢oziindiigii gozlenmistir. En yiiksek alani
veren M9 formiilasyonunda da su fazi olarak 0.5 N NaOH c¢ozeltisi kullanilmistir ve
bu formiilasyonda dis faz sudur. Ayrica bu formiilasyonda YYEM olarak IPA
kullanilmistir ¢linkii etanol kullanilarak gelistirmeye calisti§imiz mikroemiilsiyon
formiilasyonlar1 basarisiz olmustur. Gelistirilen tiim mikroemiilsiyon formiilasyonlar1

%10 oraninda NP icermektedir.

Calismamizin ~ bundan  sonraki  asamasinda  ise,  gelistirdigimiz
formiilasyonlardan ve ticari preparattan miktar tayini yapabilmek icin pH 7.4 fosfat

tamponu kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Cizilen standart egriye ait
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denklem (Y = 0.0449X - 0.0029) etkin maddenin miktar tayininde giivenle

kullanilabilecegini r* = 0.9993 olmasi nedeniyle gdstermistir.

Daha sonra ise, sigan derisinden NP nin gecisini incelemek amaciyla 0.2 um
capinda membrandan filtre edilmis ve degaze edilmis bidistile su, asetonitril ve
metanol karigimi (52 / 28 / 20) ve 0.4 ml trietanolamin ve ortofosforik asit ile pH
3.2’ye ayarlanmis (125) mobil faz kullanmilarak HPLC de kalibrasyon egrisi

cizilmistir. Cizilen kalibrasyon egrisine ait denklem (Y = 17.2X — 14.961) etkin

maddenin miktar tayininde giivenle kullanilabilecegini r* = 0.998 olmas nedeniyle
gosterilmistir.

4.4 Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarimin ve Ticari Preparatin Sentetik
ve Dogal Membrandan Gecis Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Difiizyon hiicresi kullanilarak in vitro ortamda etkin maddenin nitro seliiloz
membrandan ve seliilloz membrandan (sentetik membran) gecisi, ex-vivo ortamda ise;
erkek sican karin derisinden (dogal membran) etkin maddenin gegisinin arastirildigi
caligmalarda resoptor faz olarak pH 7.4 fosfat tamponunu sec¢ilmistir. Yapilan
literatiirler arastirmalarinda da transdermal ¢aligmalarda resoptor faz olarak pH 7.4

fosfat tamponu se¢ildigi goriilmiistiir. (35, 44, 63, 64, 87, 101).

NP’ nin ticari preparatindan ve gelistirdigimiz formiilasyonlardan in-vitro
ortamda Once nitro seliiloz membrandan gecisini incelendik. Elde ettigimiz sonuclar1
1* ve difiizyon katsayisina gore degerlendirdigimizde (Tablo 20) M3, M4, M7, M8
formiilasyonlar1 M1, M2, M5, M6 formiilasyonlarina gore nitro selilloz membrandan
daha 1iyi difiize olmuslardir. Bundan sonraki asamada ise secilen bu formiilasyonlar
ile NP nin seliiloz membrandan gecis ¢alismas1 yapilmistir. 24 saat sonunda, seliiloz
membrandan gecen NP miktar;, M3 formiilasyonunda 35.308+0.354 mg/cm®, M4

formiilasyonunda 36.465+0.403 mg/cm®, M7 formiilasyonunda 38.977+0.868
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mg/cm’, M8 formiilasyonunda 40.598+0.318 mg/cm® ve M9 formiilasyonunda ise
38.039+0.401 mg/cm® olarak, ticari preparattan ise (T) 30.477+0.405 mg/cm’
olarak bulunmustur. Gecikme zamanlar1 ise; M3 formiilasyonunda 2.292 + 0.260,
M4 formiilasyonunda 1.754 + 0.103, M7 formiilasyonunda 1.758 + 0.199, M8
formiilasyonunda 2.254 + 0.065, M9 formiilasyonunda 2.080 + 0.095 ve ticari
preparatta ise 2.118 + 0.164 olarak bulunmustur (Tablo 21). Sonug olarak gelistirilen
M3, M4, M7, M8 ve M9 formiilasyonalar1 seliiloz membrandan piyasa preparatina
gore daha iyi gecis gostermistir. Ayrica bu formiilasyonlar ile (M3, M4, M7, M8 ve
M9) ticari preparatin ex-vivo ortamda sican karm derisinden yapilan gecis
caligmalar1 karsilastirilmistir (Tablo 25). 24 saat sonunda sican karin derisinden
gecen NP miktar1 M3 formiilasyonunda 12.606+0.100 mg/cm’, M4 formiilasyonunda
13.043+2.927  mg/cm®, M7 formiilasyonunda 18.775+1.228  mg/cm’, M8
formiilasyonunda 21.524+0.074 mg/cm®, M9 formiilasyonunda 23.609+0.275
mg/cm’® ve T preparatta 7.253+0.108 mg/cm® olarak bulunmustur. Gecikme
zamanlar1 ise; M3 formiilasyonunda 0.874 + 0.076, M4 formiilasyonunda 0.684 +
0.176, M7 formiilasyonunda 0.586 + 0.186, M8 formiilasyonunda 0.699 + 0.047, M9
formiilasyonunda 1.350 + 0.009 ve ticari preparatta ise 0.956 + 0.013 olarak
bulunmugstur (Tablo 25, Sekil 39). Mikroemiilsiyon formiilasyonlarindan ve ticari
preparattan elde edilen in-vitro ve ex-vivo sonuglar tek yonlii varyans analiziyle
(ANOVA) istatistiksel olarak degerlendirilmistir (21, 64, 75, 101, 116, 117). In-vitro
calismalarda M3, M4, M7, M8 ve M9 formiilasyonlar ticari preparata gore ilk 12
saatlik bir zaman diliminde anlamli bir fark gostermemistir (P > 0.05). Fakat 24.
saatin sonunda difiize olabilen etkin madde miktarina gore karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermistir (P < 0.05). Ex-vivo ¢aligmalarda ise
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M3, M4, M7, M8 ve M9 formiilasyonlar1 ticari preparata gore istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark gosterdigi tespit edilmistir (P < 0.05).

4.5 Formiilasyon Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Taze olarak hazirlanan mikroemiilsiyonlar iizerinde goriiniis, tip, iletkenlik,
pH, santrifiij, refraktif indisi, damlacik boyutu dagilimi ve viskozite degerleri
incelenmistir. M3, M4, M7, M8 formiilasyonlarinin tipi S/Y, M9 formiilasyonlar1
Y/S tipinde bulunmustur. M3 formiilasyonunun elektrik iletkenligi 13.33 ps,
viskozitesi 13,33 cP, pH’1 5.79, refraktif indisi 1.405, dansitesi 0.920; M4
formiilasyonunun elektrik iletkenligi 18.7 us, viskozitesi 15 cP, pH’1 4.97, refraktif
indisi 1.429, dansitesi 0.917; M7 formiilasyonunun elektrik iletkenligi 147.9 s,
viskozitesi 14,33 cP, pH’1 6.45, refraktif indisi 1.385, dansitesi 0.924; MS
formiilasyonunun elektrik iletkenligi 141.5 us, viskozitesi 15,33 cP, pH’1 6.39,
refraktif indisi 1.468, dansitesi 0.922; M9 formiilasyonunun elektrik iletkenligi 0.51
ms, viskozitesi 10,33 cP, pH’1 6.62, refraktif indisi 1.413, dansitesi 0.875 tespit
edilmistir (Tablo 26). Literatiir verileri 1s183inda elde edilen formiilasyonlarin

transdermal yol ile kullanima uygun olduklar1 géstermistir ( 60, 81, 127).

Gelistirilen M3, M4, M7, M8 ve M9 formiilasyonlar1 5 + 3°C, 25 + 2 °C ve
40 £ 2 °C’de 6 ay siireyle stabilite testine tabi tutulmustur. 6 aylik stabilite
sonuclarma gore tiim formiilasyonlarin dis goriiniisii, dansite, elektirik iletkenligi, pH
ve damlacik boyutunda baslangic degerlerine gore herhangi bir degisiklik

gostermedigi tespit edilmigtir (Tablo 27) (P > 0.05).

4.6 In-Vivo Calisma Sonuclarimin Degerlendirilmesi

In-vitro, ex-vivo gecis ¢ahigmalar1 sonucunda en iyi difiize olabilen S/Y
tipinde olan M8 formiilasyonu ile Y/S tipinde olan M9 mikroemiilsiyon

formiilasyonlar1 in-vivo ¢aligmalarda kullanilmak iizere se¢ilmistir.
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Antiinflamatuvar etki ¢aligmasi icin, Wistar albino sicanlarda (200-300g)
pence ddem testi yapilmistir (20, 51, 116, 117). Yapilan ¢alisma sonucunda M9 ve
M8 mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 uygulanan sicanlarda karagenin ile olusturulan
pence Odemi ticari preparata gore belirgin olarak diisiik diizeyde olusmustur.
Gelistiren formiilasyonlar icersinde en 1iyi penge ©demi inhibisyonu M9
formiilasyonu ile saglanmistir (Sekil 50). SF ve etkin madde icermeyen formiilasyon
uygulanan sicanlarda ise, pence 6demi inhibisyonu belirlenememistir. M8 ve M9
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin uygulama sonuglarmin ticari preparattan iyi
olmasi, antiinflamatuvar etkinin bu formiilasyonlar ile daha belirgin oldugunu
gostermektedir. Jel tip (ticari) formiilasyonlardan, etkin maddenin daha yavas difiize
olmasi1 ve deriden gecen etkin madde miktarmin mikroemiilsiyon formiilasyonlarma
gore diisiik olmas1 mikroemiilsiyonlarm jel tipi formiilasyonlara gore istiinliigiinii
gostermektedir. Ayrica mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin uygulanmasi sonrasi
elde edilen antiinflamatuvar etkinin, ticari jel formiilasyonunun uygulanmasindan
sonra elde edilen antiinflamatuvar etkiye gore daha fazla olmasinm nedeni,
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin tekibide yer alan YEM ve YYEM'’lerin
varhigindan dolayr derinin gecirgenliginin ve etkin maddenin penetrasyonunun

artmas1 seklinde de agiklanabilir.

Analjezik etki calismasi olarak, tail flick ve hot plate testleri yapilmustir.
Changez ve Varshney (18) yaptiklar1 bir ¢calismada, lokal analjezik etkili bir etkin
maddeyi mikroemiilsiyon sistemi icinde enkapsiile edip topikal olarak sicanlara
uyguladiktan sonra analjezik etkinin sulu ¢ozeltiye gore arttigini tespit etmislerdir.
Bizim calismamizda ise, M8 ve M9 mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 ve ticari
preparatin sicanlara topikal uygulanmasindan sonra analjezik etki esit diizeyde

bulunmustur (Sekil 51, Tablo 30) (P > 0.05). Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin jel

116



tipinde olan ticari formiilasyonuna gore goriiniimiiniin berrak olmasi ayrica jel tipi
ticari formiilasyonun deri iizerine siiriildiigiinde yapiskan bir his birakmasi ve deride
yayllmasmin zor olmasi nedeni ile mikroemilsiyon formiilasyonlar1 hasta uyuncu

acisindan daha avantajli olabilecegi diisiiniilmektedir.

M8, M9 mikroemiilsiyon formiilasyonlarindan ve ticari preparattan elde
edilen in-vivo sonuglar tek yonlii varyans analiziyle (ANOVA) istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Gelistirdigimiz M8 ve M9 formiilasyonlarinin antiinflamatuar

etkisi ticari preparata gore istatistiksel olarak anlaml bir fark gostermistir (P < 0.05).

4.7 Sonug¢

Sonu¢ olarak tez calismasma baslarken hedeflenen amaclar dogrultusunda
gelistirdigimiz mikroemiilsiyon farmasotik dozaj seklinin, NP’nin transdermal
uygulanmasinda uygun bir tasiyici sistem olabilecegi yapilan in vitro, ex vivo ve in
vivo c¢alismalar sonucunda sOylenebilir. Hatta yapilan in-vivo testler sonucunda
ozellikle antiinflamatuvar etki istenen durumlarda, NP’nin mikroemiilsiyon
formiilasyonu seklinde uygulanmasi sonrasi elde edilen antiinflamatuvar etkinin,
ticari preparatin uygulamasi sonrasi elde edilen etki ile karsilastirildiginda, NP nin
mikroemiilsiyon seklinde uygulanmasi ile daha etkili sonuglar alinabilecegi

ongoriilmektedir.

Gelistirilen bu formiilasyonlardan S/Y tipi M8 ve Y/S tipi M9
mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin elde edilen in vitro, ex vivo ve in vivo bulgular:
15181nda ideal formiilasyonlar oldugu belirlenmistir ve tiim bu veriler dogrultusunda
bu iki formiilasyonun transdermal olarak ticari preparata alternatif olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmekte ve dnerilmektedir.
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OZET

NAPROKSEN ICEREN FARKLI TRANSDERMAL
MIKROEMULSIiYON FORMULASYONLARININ iN
VITRO - iN ViVvO DEGERLENDIRILMESiI UZERINE
CALISMALAR

Neslihan USTUNDAG

Bu calismanin amaci, model etkin madde olarak secilen antiinflamatuvar ve
anajezik etkili naproksenin transdermal yolla kullanilabilen S/Y ve Y/S

mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 gelistirmektir.

Bu amacgla, naproksenin farkli YEMler, YYEM’ler ve farkli su fazlari
kullanilarak topikal mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanmis ve iicgen faz

diyagram ile ideal formiilasyonlar belirlenmistir.

NP yiiklenen ideal formiilasyonlardan ve piyasa preparatindan naproksenin
difiizyonu, difiizyon hiicresi kullanilarak, in-vitro olarak nitro seliiloz membranda ve
seliloz membranda, ex-vivo olarak sican derisinde incelenmistir. In-vivo olarak
gelistirlen formiilasyonlarin etkinligi ise sicanlarda arastirilmistir. Gelistirilen
formiilasyonlar ve ticari formiilasyon kullanilarak sicanlarda antiinflamatuvar ve

analjezik etki arastirilmistir.

Gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin fizikokimyasal 6zelliklerini
belirlemek amaciyla bir seri analizler yapilmistir. Analiz olarak; pH oOl¢limii,
viskozite tayini, damlacik biiyiikliigii tayini, iletkenlik tayini, refraktif indis ol¢iimleri

gerceklestirilmis ve ayrica gelistirilen formiilasyonlarin stabiliteleri incelenmistir.

Biitiin bu calismalar sonucunda gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari,

ticari preparata bir alternatif olarak onerilebilir.
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ABSTRACT

STUDIES ON IN VITRO - IN VIVO EVALUATION OF
DIFFERENT TRANSDERMAL MICROEMULSION
FORMULATIONS CONTAINING NAPROXEN

Neslihan USTUNDAG

The aim of this study was to develop w/o and o/w microemulsion
formulations of the antiinflamatory and analgesic agent naproxen which was chosen

as model drug active substance, which can be used via transdermal route.

For this purpose, the topical microemulsion formulations of naproxen using
different surfactans, co-surfactans and water phases were prepared, and ideal

formulations were determined by using triangle phase diagrams.

The diffusion of naproxen from naproxen loaded formulations and
commercial formulation was investigated in nitro cellulose mebranes and cellulose
membranes using diffusion cell as in vitro studies and in rat skin as ex-vivo studies.
In-vivo studies of these microemulsion formulations and commercial formulation

were also evaluated antiinflamatory and analgesic effect in rats.

To determine the physicochemical properties of developed microemulsion
formulations, a series of analyses were performed. The analyses that were performed
include refractive index measurement, pH, viscosity, droplet size and conductivity,

and the stability of the formulations were also evaluated.

As a result of all studies, developed microemulsion formulations could be

proposed as an alternative to the commercial formulation in therapy.
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