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1.GIRIS VE AMAG

Deriden ila¢ verilisi hasta uyuncunun ylksek olmasi, mide-barsak
sistemi yan etkileri olugsturmamasi, verilen etkin maddenin karacigerden ilk
gecis etkisine maruz kalmamasi, tedavinin istenen herhangi bir anda
kesilebilmesi, hedefleme ve kontrolli salima olanak saglamasi gibi
avantajlarindan dolayi uzun yillardan beri tercih edilen ve Uzerinde pek ¢ok
calisma yapilan gincel bir konudur. Deriden etkin madde gegcisinde temel
bariyer epidermisin en dis tabakasi olan Stratum Corneum’dur (SC). Deriden
gecgise uygun formulasyon gelistrme calismalarinda son vyillara kadar
genellikle ex vivo insan ve hayvan deneyleri yapiimistir. Son yillarda ise
insan ve hayvan derileri ile maliyetli ve zor olmasindan dolayr SC'a model
olusturabilecek standart Ozellikte, formulasyon gelistirme ve kalite
kontrolinde kullanilabilecek sentetik membran gelistirme calismalari 6nem

kazanmistir.

Yaptigimiz calismada insan SC'unun bariyer Ozelliklerini takilit
edebilecek, dolayisiyla deriden gegisin tahmin edilmesinde kullanilabilecek
sentetik membran geligtiriimesi amaclanmistir. SC benzeri, yadi seven
Ozellikte olmasi, SC'un yapisina benzer sekilde dolambagli gegis yolaklar
olusturabilecegi ve SC'nin yapisina benzer sekilde bazi maddelerin (Yag ve
protein karakterli maddeler) kolaylikla ilave edebilecedi bir sistemin uygun
oldugu disunulerek SC’dan etkin madde gegisinin tahmin edilmesi igin

karbon nanotlp (KNT) yapili membranlar hazirlanmistir.

Hazirlanan membranlardan deriden gecisi bilinen ve kimyasal yapi
olarak benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahip ibuprofen, naproksen, salisilik
asit, ketoprofen, etodolak ve farkli fizikokimyasal ve teropdtik 6zelliklere sahip
sildenafil sitrat model madde olarak secilerek, gecis deneyleri yapilmis ve
elde edilen verile literatir verileri ile karsilastinimistir ve bu sekilde

hazirlanan membranlarin dogrulugunu test edilmigtir.
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2. GENEL BILGILER

21 DERIDEN ILAG GEGiSi VE INSAN DERISININ
FONKSIYONLARI

Dunyada transdermal ilag pazari yillik 2 milyar dolari bulmaktadir ve
yildan yila artis gostermektedir, ¢unkd deriden ilag verilisi hasta uyuncu
acisindan oldukca basarilidir, karacigerde ilk gecis etkisi gorilmez, daha
duslk dozlarda daha etkin tedavi saglanmasi mumkin olabilmektedir.
istenmeyen bir etki gorildiginde veya istenen herhangi bir anda tedavi
kesilebilir, mide-barsak sistemi Uzerinde iritasyon ve yan etki olusturmaz.
Ayrica hedeflendirme mumkan olabilir ve bunlar transdermal yoldan ilag
veriliginin avantajlari olarak sayilabilir. Bunun yaninda buyuk molekalli etkin
maddelerin deriden gegiginin zor olmasi, deride etkin maddenin veya
yardimci maddelerin irritasyon yapma ihtimali, vicudun bazi bdlgelerinde deri
kalinhgr ve yapisinin farkh olmasi, derinin insandan insana genetik
faktorlerden etkilenerek farkhlik goéstermesi gibi dezavantajlarin da g6z ardi
edilmemesi gerekir. Dolayisiyla deriden gecerek etki gdstermesi igin
tasarlanan ilag pazari Amerika ilag otoritesinin (FDA) kabul ettigi sekiz etken
madde icin daha fazla formulasyon gelistirmek istemektedir. Bunlar
skopolamin, nitrogliserin, klonidin, estradiol, fentanil, nikotin, testosteron ve
nordisterondur. Bilindigi gibi deriden gecis her ilag molekull igin uygun
degildir. Etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinin ve derinin 6zellikleri ve
bunlarin uyumu, derideki porlarin ¢api, etkin maddenin lipofilisitesi gibi birgok
Ozellik deriden gegisin miktarinda ve gegis mekanizmasi Uzerinde etkin rol

oynar.

2.1.1 Derinin Bariyer Fonksiyonu

Derinin etkin madde gegcisi acisindan bariyer fonksiyonu, derinin

yuzeyini mikrometre kalinliginda, bir film gibi saran Stratum Corneum'dan
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(SC) kaynaklanir. SC icerigi ve morfolojisi agisindan bir ¢ok bilesenden
olusan karisik (kompozit) yapili bir biomembrandir’. Milimetrenin binde biri
Olceginde incelikte olan SC deriden gecis olayinda az gegirgen olan tabakayi
olusturur. Bunun nedeni ise SC’un keratin yapili kornesitlerden olusan lipofilik
matris yapisinda olmasi ve madde difuzyonu igin dolambagh yollar
icermesidir**. Bu ekstraselliler lipit matrisin bir takim farkl 6zellikleri vardir.
Bu lipitler sadece deri ylizeyinden SC altina pasif difizyonla madde gecgisine
izin verirler. SC’un bilesimi (seramidler, serbest yag asitleri ve kolesterol gibi)
diger biomembranlardan oldukga farklhidir. SC'un yapi taslari (kornesositler,
SC’u olusturan hicreler) ¢ok kath tabakalar halinde dizilmistir, uzun zincirli
hidrokarbonlar genel yapi igerisinde jellestirici/birlestirici etki gostererek diger
yapi taslarini birbirine baglar ve arada destek bir katman olusturur. Bu
sayede SC sivi kristal bir membran teskil erder ve bu da sivi kristal membran
sistemlerine milkkemmel bir drnek teskil eder>®.

SC'un tugla-har¢ olarak isimlendirilen yapisi bariyer fonksiyonu iginde
fiziksel 6Gneme sahiptir3. Cunku bu yap! sayesinde kivrimli gecis yolaklari

olusur.

2.1.2 Deriden ilac Molekiillerinin Gecisi icin Modern Yaklasimlar

Deri, madde gegisine mikemmel bir bariyer olusturmaktadir, bu
yuzden deriden etkin maddelerin veriligi igin tasarlanan sistemlerde mantikli
stratejiler gelistiriimelidir. Bilindigi Gzere oral ilag verilisinin mimkin olmadigi
pek cok durum mevcuttur. Ayrica intravendz veriliste de sikintl yaratan pek
¢ok durum da vardir. Klasik ilag verilis yollarina (oral ve V) alternatif
stratejiler olarak transdermal sistemler gelistiriimigtir. Deriden gecis klasik
yollara goére belli noktalarda avantajlidir. Deri absorbsiyona hazir durumda
toplam 1-2 m?lik blyUk bir alandir, ancak ilag verilisi icin tim bu alan
kullanilamaz. Deri Uzerine uygulanan flaster benzeri sistemler, surekli salim
saglayabilirken, ayni zamanda eder gerekirse istenen anda sokulerek tedavi
sonlandirilabilir. Ayrica deriden ilag verilis sistemlerinde son yillarda yasanan

gelismeler sonucu oral alimda yari 6mru ¢ok kisa olan veya etkinligi ¢ok
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yuksek olan etkin maddeler igin yavas salimh sistemler de
gelistirilebilmektedir, dolayisiyla hastayr sik dozlama gerekliliginden
kurtararak bu tip ilaglarda hasta uyuncu artirilabilmektedir.

Deriden ilag gecis sistemleri de diger sistemler gibi terapotik olarak
guvenli olmak zorundadir. Deriden gegis sistemleri hizli (bolus) ilag verilisine
uygun degildir. Deriden gecis sistemleri daha ziyade yavas, slrekli salim
yapan ve uzun doz araliklarinda verilmek Uzere tasarlanmiglardir, ¢linki bir
ginden az slUren dozlamalar hastalar agisindan rahatsiz edici
bulunmaktadir’. Ayrica deriden gecis sistemlerinde bilyilk madde depolari
yapilamadigi icin az miktardaki dozlarda etki gosterebilecek ve biyolojik yari
Omru uzun (hormonlar gibi) etkin maddeler de deriden verilise uygundur.
SC’un etkin madde gecisine/difuzyona direncinden dolayi, gunluk dozu 10
mg altinda olan maddeler deriden gegise daha uygundur®. Deriden ilag gegisi
igin ilk kriterlerden biri budur. ikinci kriter ise, maddelerin SC’'u gegebilmesi
icin gerekli olan fizikokimyasal parametrelerinin uygunlugudur ¢tinkii SC ¢ok

dar bir cercevede madde gecisine izin verir.

2.1.3 Deriden ilac  Gecisine ilacin  Fizikokimyasal

Parametrelerinin Etkisi

2.1.3.1 ilac Lipofilisitesi

SC yapisal olarak lipofilik bir membrandir. Bu ylizden etkin maddelerin

deriyi gecip vaskuler dolagima ordan da sistemik dolagima gegebilmeleri igin
yagi sever bir 0zellikte olmalari gerekmektedir. Fakat ideal olan ilacin hem
yagda hem suda belli bir ¢dzinurligu olmasidir. Clnkl suda ¢ok ¢bzinen
etkin maddeler SC'u hizla gegemez, yagda ¢ok ¢dziinen maddeler ise SC

tarafindan tutulur ve bu tabakayi gecerek sistemik dolagima geg;emezler3.



2.1.3.2 ilac Molekiiliiniin Hareket Kabiliyeti (Mobilitesi)
ilag SC’da dagildiktan sonra, SC’u diflizyonla gegebilmesi icin yeteri

kadar hareket kabiliyetine sahip olmasi gerekmektedir. Biyolojik

membranlarda difiizyon Stokes-Einstein esitligi® ile aciklanamaz bu olayi

Esitlik1: Stokes-Einstein esitligi
R, molar gaz sabiti(8,31 erg/mol/derece); T, mutlak sicaklik(°K); n, ¢zeltinin

viskozitesi (poise, g/cm/saniye); r, pargacigin yari ¢api; N, Avogadro sayisi

bu olayr agiklamak icin kuresel molekullerin sdrekli akis hucresinde
hareketleri teorisi gelistiriimigtir. SC ise jel benzeri viskoziteye sahip lipit
membran olmasindan 6tird difizyon daha da karmasiktir ve bu denklemle
tamamen acgiklanamaz. Stokes teorisine uymayan diflizyonlarda, diflizyon
membran yapisindaki bosluklardaki molekullerle yer degistirmesi ile
gerceklesir'®. Bitiin bu olaylarda difiizyon, molekiil boyutu ile ilgilidir. Molekil
boyutu arttik¢ca, yani molekll buyudikge difuzyon énemli 6lgude azalir.
Molekdl boyutu tam olarak bilinebilirse deriden gecgis matematiksel olarak
tahmin edilebilir. Membran kuglk molekul boyutuna sahip yuksuz molekuller

icin ilging bir sekilde alisilmisin disinda fazla gecirgenlik gésterir'®'".

2.1.3.3 Pasif ilac Diflizyonunun Optimizasyonu

SC’un katilarin pasif difuzyonunun hiz kesici etkisi ile deriden gecisin
biyoyararlanimi arasindaki iliski Fick'in kanunlari ile aciklanabilir'®. Bu durum
deriden gegisin mekanizmasinin anlasilmasinda ve optimize edilmesinde
kullanigh olabilir. Denge durumunda deriden madde akisi asagidaki Esitlik ile

hesaplanabilir:
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Esitlik2: Denge durumunda deriden madde akisi

Jss denge durumundaki aki, h membran kalinlhigi, Kscven maddenin SC
partisyon katsayisi, Cyen ilag konsantrasyonu, Kp formilasyonun permeabilite
katsayisini ifade eder.

Dolayisiyla aki, katinin difize olabilirliginin artirimasi ile ve
formulasyondaki kati konsantrasyonunun artiriimasi ile artirilabilir. Bununla
birlikte SC’'un katmanh lipit yapisi yaninda, epidermisin su bazl yapisi da
difizyon olayina katki saglamaktadir.

Maddenin ¢Ozunurligune ve tasiyiclya bakilmaksizin doygun etkin
madde iceren formulasyonlar genelde ylksek aki saglar. Takeru Higuchi
ideal sartlarda tim doygun ¢ozelti iceren formulasyonlarin deride ayni denge
durumu akisina sahip olacaklarini ifade etmistir”. Yani X maddesinin Y ve Z
tasiyicilarinda 2 mg/ml ve 20 mg/ml ¢bzundrlige sahip olduklarini
dugunelim. Doygun c¢ozeltili formulasyonlari hazirlandiginda deride ayni
maksimum penetrasyon hizina sahip olurlar, dolayisiyla bu durumda
membran 6zelliklerinden ¢ok fazla etkilenmezler. Doygun ¢ozelti uygulamak
istenen surede deriden gecisin devam etmesini saglamazsa, sUspansiyon
tarzinda bir formilasyon ¢ozeltiden madde eksildikge yenisinin ¢oézinerek
cOzeltiye gegmesini saglamasi bakimindan faydali olabilir.

Piyasa preparatlari incelendiginde, birgok basarili Grinin penetrasyon
hizinin ulasabilecegi en Ust degerden pek de farkli olmadigi gézlenmektedir.
Sonugta derinin bariyer fonksiyonu kimyasal veya fiziksel penetrasyon artirici
bir teknik kullaniimaz ise su sekillerde asilabilmektedir, (1) ilacin deriden

permeabilitesi artirilarak (2) deriden gegis alani buydiltilerek.



2.1.3.4. Deriden gecis icin formilasyon gelistirme

Deriden gegcisi optimize etmenin en kolay yolu formilasyonu uygun
hale getirmektir. Bu konudaki bir yaklasim asirn  doygun gézelti”,
mikroemdilsiyon' ve lipozom'™ sistemlerinin kullaniimasidir. Fakat bu
calismalar zaman zaman deriden ilag verilisinde beklenmeyen sorunlar da

yaratabilmektedir.

2.1.3.5 ilac molekiiliinde yapilan degisiklikler

ilagc molekulinin lipofilik &zellikleri tirevlendirme ile modifiye
edilebilmektedir. Bu turevlendirme etkin maddenin on ilaci hazirlanarak
yapiimistir ve farmakolojik potensi topikal etkinligini degistirmeden topikal
steroidal antienflamatuvar ilaglarda basari ile uygulanmistir’”. Ornegin
triamsinolonun sistemik aktivitesi hidrokortizole gére bes kat daha fazladir
fakat topikal veriligle yalnizca %10u etki gosterir. Bu ylUzden triamsinol
asetonid ile modifiye edilerek lipid ¢ézunurligu dizenlenmis bdylece topikal
aktivitesi 1000 kat artinimigtir. Ayni sekilde betametazonun 17-valerat

analogu hazirlanarak topikal potensi 17 kat art|r|Im|$t|r17.

2.1.3.6 Kimyasal maddeler kullanarak deriden gegisi artirma

Bir takim penetrasyon artirici maddeler (penetration enhancer)
kullanarak deriden gegcisi az olan maddelerin deriden gegisleri ve dolayisiyla
sistemik dolagsima gecen miktarlari artirilabilir. Alkoller, polialkoller, aminler,
amitler, yag asitleri, sulfoksitler, esterler, terpenler, alkanlar, surfaktanlar ve
fosfolipitlerin SC’un bariyer dzelligini azalttig yayinlanmistir'®°.

Fakat bu maddelerin bir gogunun deride irritasyon 0Ozelligine sahip
olmasi ve bazi toksik etkilerinden dolayl formullasyonlarda yer almasi
sakincali olabilmektedir. Bir takim 6zel tasarlanmis penetrasyon artirici ise
deri yapisini geri déntisumsuz olarak bozdugundan dolayi kullaniminin riskli
oldugu bildirilmistir. Fakat toksik etkisi olmayan ve deriyi irrite etmeyen yeni

molekuller arastiriimaktadir.



Deriden ilag gecisi uzun sureden beri guncel bir konudur ve bundan
sonrada guncel kalacadi tahmin edilmektedir. Pasif olarak verilisle yeter
konsantrasyona ulasilamayan maddeler icinse iyontoforez, elektroforez ve
ultrason gibi deriden etkin madde gegisini artiran bazi elektriksel yontemler
geligtiriimigtir. Deriden ilag verilisi konusunda oldukga fazla ¢alisma olmasi
etik kaygilar, deneysel maddelerin advers etkilerinin tam olarak bilinememesi,
in vivo calismalarin oldukga fazla olan maliyetleri ve in vivo ¢alismalarda
olusan cesitli bireylerden kaynaklanan hatalardan dolayi arastirmacilar insan
derisi yerine kullanilabilecek yapay veya organik membran gelistirmek igin
gallsmaktadlrlarzo. Bu calismalar gelistirilen membranlarin hali hazirda bilinen
veya deneysel olarak tespit edilen in vivo veya ex vivo deney sonuglarinin
kargilastirilmasi esasina dayanmaktadir.

SC’un bariyer 6zelligini taklit edebilecek benzer sonuglari verebilecek
yapay membran gelistirimesi durumunda, deriye uygulanmak Uzere
gelistirilen formuUlasyonlarin in vivo kosullardaki davraniglari dnceden tahmin
edilebilir ve dolayisiyla arastirmacilar daha hizli sonuglar alabilir. Bunun
yaninda gonulli deneklerle yapilan deneylere gerek olmadigindan, denekler
gereksiz ilag almaktan kurtulur yapilan deneylerdeki ekstra maliyetler azalir.
Geligtirilen membranlar organik (hayvansal kaynakli) ve yapay membranlar
olarak ikiye ayrilabilir. Hayvansal kaynakli membranlar yapay membranlara
gére insan SC’'una daha uygun sonuglar vermektedir fakat hayvansal
derilerle ¢alismak zordur ve bazi durumlarda gereksiz hayvan telefine sebep
olmaktadir. Yapay membranlar ise hazirlamasi kolay hatta piyasada satilan
turleri bile olan membranlardir. Calisiimasi kolaydir ve stabilite problemi
yaratmazlar. Bundan sonraki bolimde insan derisi yerine kullanilabilecek

membranlar incelenecektir.



2.2 INSAN DERISINDEN GEGISIN TAHMIN EDILMESINDE
KULLANILABILECEK MEMBRANLAR

2.2.1 HAYVANSAL MEMBRANLAR

2.2.1.1 Domuz derisi

Domuz biyomedikal deneylerde kullanigh bulunan bir hayvandir.

Yapilan arastirmalar sonucu 12. ve 14. yizyillarda®"??

ve 16. yuzyilda
Leonardo Da Vinci tarafindan bile kullanildi§i tespit edilmigtir23. insanla
domuz derisi arasinda pek ¢ok ortak anatomik ve fiziksel 6zellik mevcuttur.
Dolayisiyla domuz, deneysel galigmalarda insan modeli olarak kullanilabilir.
Domuzun vicut kitlesi ve derisi insan ile benzerlik gosterir ve c¢ogul
orneklemeye (vucut sivilari, biyopsiler) olanak saglar. Ayni zamanda standart
laboratuvar sartlarinda c¢alisilamayacak kadar buyuk bir canli degildir. Domuz
deriside insan derisi gibi seyrek kil folikulleri ile kaplidir ve pigmentasyon
acisindan bazi bolgelerde zengin bazi bdlgelerde fakirdir®*.

Deriden gecis calismalarinda da deney hayvani kullanimi yaygindir,
cunkl deney hayvanlari ile galismak daha kolaydir 1960’larda Montagna
domuz ile insan derisi arasindaki benzerlikleri ve farklari yayinlamistir®>%. Bu
calismalara gore her iki deri de dermis tabakasi papiller yapili ve elastiktir.
insan ve domuz derileri damarlanma (insanda zengin domuzda fakir) ve
sebase bezleri acisindan bazi farklar gosterir. insan derisinde bol miktarda
ekrin ter bezi bulunurken, domuz derisinde yalnizca epokrin bezler
bulunmaktadir?’. Farkliliklara ragmen iki deri arasindaki benzerlikler gecis
calismalarinda domuz derisi diger gelismis memeli derilerine goére insan
derisine daha iyi bir model olusturmaktadir®”.

Bagka calismalarda ise insan ve domuz derisinin SC agisindan
benzerlik gosterdigi tespit edilmigtirzs. Domuz ve insan epidermisi yenilenme
suresi (rejenerasyon) ve keratin proteinlerinin oran ve karakteri agisindan ¢ok

benzerdir. Domuz SC’unun protein cesitliligi insan epidermis icerigi ile



oldukga benzerdir. Acgik¢casi domuz SC’u lif yogunlugu ve hicre
tabakalanmasi acgisindan insan derisi ile hemen hemen ayn|d|r29.

Domuz derisinin termal yaralanmalari Uzerine calisilirken insan
derisinin damar sistemi ile benzerligi fark edilmistir. Hatta arastirmaci
yayininda bu durum hakkinda “insan ve domuz derisi kan damarlar
acisindan o kadar benzer ki sadece bu faktore bakarak birbirinden ayirmak
imkansiz” diye bahsetmistir®®. Bir bagka calismada ise insan ve domuz derisi
epidermis ve dermis kan damarlarinin benzerligi arastirilirken her iki deride
endotelyal hlcrelerin benzer platinojen aktivatér fonksiyonuna sahip oldugu
bulunmustur®’.

Dermis kollojen fiber yapisi arastirmalarinda 1slk ve elektron
mikroskobu kullanilmistir’®>. Sonugta domuz dermisi kollajen fibrillerinin
kalinhgr bakimindan insan derisi ile benzerlik gostermektedir. Hatta ergen
domuz derisinin insan derisine gen¢ domuzdan daha benzer oldugu
bulunmustur®.

Baska bir ¢alismada ise domuz derisinin epidermal-dermal birlesme
bélgesi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmis ve insan derisi ile
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.?

Glikospingolipit ve kerenositlerin incelendigi bir calismada ise insan ve
domuz derisinin biyokimyasal benzerlikleri yayinlanmistir*®. Calismaya gére
domuz epidermis enzim igerikleri insan enzimleri ile ayna benzerligi
gOstermisgtir.

insanda ilk perkiitan absorbsiyon galismasi kortisol ile yapilmistir ve
cinsiyet, anatomik bdlge ve vyas farkliliklarindan dolaylr varyasyonlar
yaylnlanm|§t|r35. Tabii ki hayvanlarda da boyle bolgesel farkliliklar vardir
fakat domuzlarda bu farklhilik daha azdir. Domuzlarda perkitan absorbsiyon
calismalari genelde sirt bolgesi, bacak derisi veya kulak derisi ile yapiimistir.

Bir baska calismada ise domuzlarin arka, omuz ve kalga derilerinin
enzimatik igerikleri ara§t|r|Im|§t|r27. Su ve bir takim etkin maddelerle yapilan
deriden gecis calismalarinin sonuglarina goére, insan ve domuz derileri su
gecirgenligi acisindan aynidir. Baska kimyasal Urlnlerle yapilan ¢calismalarda

domuz derisi ile insan derisi birbirine ¢ok yakin sonuclar vermistir. insan
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derisinden gegcisin tahmin edilmesi i¢in parakuat, karbosil, aldrin ve
fluazitobutil etkin maddeleri ile in vitro calismalar yapimis ve insan
derisinden alinan sonuglara yakin sonuclar elde edilmistir36.

Heksaklorofenin deriden sistemik dolasima gegisi ile ilgili yapilan diger
calismalarda insan ve domuzda birbirine yakin konsantrasyonlar bulunmus
fakat maymun ve sigan kaninda ¢ok farkli konsantrasyonlarda madde tespit
edilmistir®” . .

Deney domuzlarinin arka bacak derileri ve insan &énkol derilerinin
karsilastiriimasi in vivo olarak ¢esitli kimyasallar ile denenmis ve birbirine ¢cok
yakin sonuglar elde edilmistir®®.

insan ve domuz derisi ile karsilastirmali olarak yapilan deneylerde

maddelerin gegis 6zellikleri Tablo1 de gdsterilmistir

Tablo1: Iinsan ve domuz derisinin etkin maddelere gére

karsilastiriimasi®.

.Madde In vivo In vitro Kaynak

Su + Galey W.R. 1976
Benzoik Asit + Reifenrath W.G. 1984
Asetil Salisilik Asit + Bronaugh R.I. 1982
Haloprojin + Bartek M.J. 1972
Takrin + Gore A.V. 1998
Heksaklorofen + Chow C. 1978
Kortizon + Bartek M.J. 1972
Progesteron + Chow C. 1978
Flokinolon asetonit + Reifenrath W.G. 1984

Literatlrdeki sonuclarina dayanarak domuz derisinin insan derisi gegis
calismalarina benzer sonuglar vermesi géz onune alindiginda domuz
derisinin insan derisinden gecis calismalarina 0Ornek olusturabilecek bir
hayvan modeli oldugu sodylenebilir. Yinede butin arastirmacilarin da

yayinlarinda yineledigi gibi farkh kimyasallarla farkh tepkiler verdigi de

-11 -




goOrulmektedir, ayrica gelismis organizmalarda calisildidi icin tur ici genetik
varyasyondan kaynakli hatalari da g6z ardi etmemek gerekir.

Yayinlarda ayni sartlar altinda geng¢ hayvanlarda yasli hayvanlara gore
daha hizh ila¢g gegisi oldugu her zaman vurgulanmistir. Arastirmacilarin
deneylerinde kullandiklari domuz derisi gogunlukla ayni hayvanlardandir ve
her zaman ayni yas, buyukluk ve agirlikta saglamak mumkun dedgildir.
Dolayisiyla bireysel ve genetik farklardan 6tirli hayvansal kaynaklar istenen
standardizasyon ve objektif yaklasim sunulamamaktadir. Deriden gegisin
tahmin edilmesi icin yapay membranlarin kullanimi daha kesin ve dogru

sonuclar elde edilmesini saglayabilir.

2.2.1.2 Fare ve sican derisi

Fare ve siganlar kolay yetisen, ekonomik, bakimi kolay, laboratuar
Olceginde calisiimasi kolay, metabolizmasi hizli dolayisiyla deneylerde hizli
sonu¢ alinabilen ve ekonomik hayvanlar oldugu igin in vivo c¢alismalarda
sik¢a kullaniimaktadir®®.

Yukarida siralanan avantajlarindan dolayr fare ve sigan derileri
deriden gegis c¢alismalarinda insan derisine alternatif olarak ta
kullanilmaktadir fakat fare ve sican derilerinde kil folikllu sayisinin fazla
olmasi, malonasitlerin ylizeye yakin olmasi, SC'un daha ince olmasi, lipit
yogunlugunun ve yapisinin farkli olmasi gibi insan derisinden bir takim
farkhiliklar vardir®®.

2001 yilinda yapilan karsilastiriilmali calismada si¢can derisi ve domuz
derisi kullaniimistir. Deriden gegis Ozellikleri bilinen topikal dermatolojik
ajanlar (salisilik asit, hidrokortizon, klotrimazol ve terbinafin) kullaniimistir.
Sican derisi 8-12 haftalik tlysuz hayvanlardan alinmistir. Sonugta tum
maddelerde si¢can derisi domuz derisine gore 2-5 kat, insan derisine gore ise
40-50 kat daha gecirgen bulunmustur*'.

1990 yilinda P.C. Rigg ve ark. tarafindan yapilan bir calismada yilan
ve tliysiiz fare derileri insan derisine model olarak kullanilmistir*2. Deneyde

60-80 gunlik farelerin sirt derisi kullaniimistir. Sonug olarak fare derisinin su
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gegirgenligi insan derisine gore gunden gune artmis 8. glin insan derisine
gore 60 kat fazla suya gecirgen hale gelmistir dolayisiyla yapisi bozulmustur.
5-florourasil ile yapilan baska bir deneyde ise 3 ila 17 kat fazla permeabilite
katsayisi vermistir*?,

Yapilan g¢alismalarin 1siginda fare ve siganin deney hayvani olarak
cok kullanigh olmasi ve laboratuar sartlarinda in vivo g¢aligmalar agisindan
vazgecilmez olmasina ragmen derilerinin insan derisine ¢ok uygun bir model

olusturamayacagi sonucuna variimigtir.

2.2.1.3 Yilan derisi

Dogada degistirilerek atilan yilan derileri in vitro madde gegis

calismalarinda insan derisine model olarak kullaniimaktadir. insan derisine
benzer gecirgenlik ozellikleri gosterdigi  iddia edilmektedir****. Yetiskin
yilanlarin 2-3 ayda bir deri degistirmesinden dolayl o6ldirmeye gerek
kalmadan deri toplanabilmesine olanak saglamaktadir. Membranlar
bozulmadan oda sicakli§inda saklanabilir. insan ve fare derileri gibi asiri

yagli olmayip UV spektrofotometrede analize olanak saglamaktadir®.

Deri degistiren siUringenlerde deriden su kaydini dnleyen bariyer
epidermisin mesos tabakasidir. Bu tabaka a ve 3 keratin tabakalari arasinda
oldukga yayvan hiucreler, ekstrasellller lipitler ve moses granullerinden
olusur. Lipit yapisi ve yodunlugu ekolojik sartlara gbre degisir ve deriden su
gegcisi bu 6zelliklere gore belirlenir. Yilan derisinde fosfolipitler insan derisinde

ki spingolipit ve yag asitlerinin gérevini istlenmistir*>*°.

Rigg ve ark. yaptigi karsilastirimali ¢alismada Hindistan pitonu ve
Amerikan siyah si¢an yilani derisi ile tlysuz fare derisi gegirgenlik agisindan
insan derisine model olarak incelenmistir. ilk calismada uzun hidrasyon
ardindan su ve heksonat gegcirgenligi test edilmistir. ikinci calismada ise
model ilag 5-florourasilin membrandan gegisi test edilmistir. Son olarak ise
membranlar asetona maruz birakilmis (yaglardan arindirmak igin) ve

ardindan 5-florourasil gegirgenligi test edilmigtir. Sonugta 8 gunlik hidrasyon
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calismasinda yilan derileri tlysuz tavsan derisine gére daha uygun bir model
olusturmustur. 5-florourasil ile yapilan g¢alismada hidrasyon calismalari gibi
piton derisi insan derisi ile neredeyse ayni permeabilite kat sayisi (kp)

degerlerini vermistir*2.

Aseton maruziyetinden sonra 5-florourasil gecisinde ise tlysuz fare
derisi neredeyse tamamen gegirgen hale geldigi halde yilan derileri nispeten
insan derilerine uygun k, degerleri vermigtir. Bu da deride bulunan yaglarin

bariyer 6zelligini gdstermektedir.

Yapilan aragtirmalar 1s1ginda soylenebilir ki piton derisi insan derisine
uygun bir model olusturmaktadir ve hayvan oldurtlmesine gerek kalmadan
membranin oda sicakliginda saklanabilir olmasi gibi avantajlarindan dolayi
tercih edilebilir, fakat piton derisinde ¢ok az calisma yapiimis olmasindan
dolayr farkli Ozellikteki diger maddelerle nasil sonuglar verecegi
bilinmemektedir. Bu yuzden daha ¢ok madde ile ¢aligsiimasi gerekmektedir.
Yine benzer sekilde yilan derisinin bir hayvansal Urin olmasindan o6turu
tirsel ve genetik farkhliklarin etkisinin arastirimasi igin daha kapsaml
calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu ylzden yapilan c¢alismalarda
olumlu sonuglar alinmis olsa da farmasaotik endustride kullanilabilecek uygun

model membran olarak nitelendiriimesi su anda olanaksiz gérinmektedir.

2.2.2 SENTETIK MEMBRANLAR

Deriden ila¢ gecisinin modellenmesinde ideal olan insan derisi ile

yapilan c¢alismalardir fakat yeni gelistirilen molekdillerin olasi yan etkileri
bilinemeyecedi icin in vitro c¢alismalar bitmig Urin veya sistemlerde
yapilmaktadir. Dolayisiyla ila¢ gelistirme isleminin ilk basamaklarinda in vitro
gecis deneylerinde kullanilabilecek uygun model membran ihtiyaci vardir. Ex
vivo calismalarda kullanilabilecek ideal membran ise insan derisidir fakat
insan derisinin temininin zor olmasi, saklama kosullarinin ¢ok hassas olmasi,
donduruldugu veya esnetildigi taktirde yapisinin ve gegis 0zelliklerinin
bozulmasi, vicudun farkh bdlgelerinden alinan derinin farkl gegis 6zellikleri

gOstermesi gibi dezavantajlarindan dolayl arastirmacilar model membran
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arayisina girmiglerdir. Yapilan arastirma ve denemeler sonucu daha dnce de
bahsedildigi gibi, son yillara kadar model membran olarak domuz derisi,
sigcan ve tlysuz fare derisi, tavsan kulak derisi ve yilan dokuntl derisi gibi
hayvansal membranlar kullaniimigtir. Deriden ilag gegis sistemlerinin
gelistirme iglemlerinin ilk basamaklarinda hayvan c¢alismalarinin gereksiz
hayvan olimlerine sebep olmasi, genetik faktorlerden dolayr standart
membran Ozellikleri géstermemeleri, deney maliyetlerinin artmasi, hayvan
calismalarinin zor olmasi nedeniyle arastirmacilar deriden ilag gegis sistemi
gelistirmenin ilk basamaklarinda kullanilabilecek ve hazirlanan ila¢ veya
sistemin insan derisinden gegisiyle ilgili fikir verebilecek disik maliyetli, hizl
sonug¢ verebilecek, standart Ozelliklerde model membran gelistirme

calismalari yapmaktadirlar.

Feldstein ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada insan derisi ve
polidimetilsiloksan-polikarbonat kopolimer karbosil membrandan 14 etken
madde ile karsilastirmali gecis deneyi yapilmistir. Deneyde anabisin,
isosorbit dinitrat, aminostigmin, gliseril trinitrat, verapamil, propranalol,
silobolin, faridone, klonidin, sitizin, fenazepam, nifedipin, fluorizin, salbutamol
kullanilmistir. Gegis deneylerinde kullanilacak etkin maddeler 6zellikle genis
farmasotik etki ve fizikokimyasal 6zellik olusturacak sekilde hazirlanmigtir.
Hazirlanan membranlardan gecis ¢alismalari yapiimistir. Calismalar sonucu
bulunan maddeye 6zgu gecis katsayilari insan derisinden yapilan gegis
calismalarindan elde edilen penetrasyon katsayilari ve oktanol-su partisyon
katsayilari ile karsilastinimistir. Karbosil membranlar insan derisi gibi
heterofaz ve heteropolar yapidalardir. Dolayisiyla her ikisinde de madde
gecis mekanizmasi ¢dzinurlik-difizyon prosesi ile agiklanir. Calismada ¢ok
farkli terapotik, fizikokimyasal ve yapisal Ozelliklere sahip maddelerle
calisilmigtir ve Dbirbirine yakin sonuglar alinmistir. Bdylece yapilan
hesaplamalarin 1s1ginda arastirmacilar hazirlanan karbosil membranin
deriden gecisin kantitatif tahmininde kullanilabilecek model membran

olabilecegini belirtmislerdir*’.
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Kock ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada zwitteriyonik surfaktan 6-
eikosildimetil aminoheksonat ile domuz ve insan stratum korneumlari
hlcrelerine ayrilarak yeniden duzenlenmistir. Hazirlanan membranlar insan
stratum korneumu ile bariyer fonksiyonu, mekanik 6zellikleri ve mikroskopik
Ozellikleri bakimindan kargilastiriimistir. Sonugta hazirlanan membranlar su
gegirgenligi, mekanik ve mikroskobik 6zellikleri bakimindan insan derisi ile

benzer dzellikler gdstermektedir®®.

Duraje ve ark. kitozan kaynakhh membranlarin gelistirimesi ve
permeabilitesi ile ilgili ¢alisma yapmlslard|r49. Calisma igin Uretilen kitozan
bazli membranlarla yapilan penetrasyon c¢alismalarindan elde edilen
sonuglar sigan derisinin permasyon sonuglari ile karsilagtinimistir. Kitozanin
capraz baglanmasi ic¢in kullanilan sodyum tri fosfat (NaTTP) derigiminin,
kurutma sicakliginin, kurutma suresinin ve kitozan derisiminin gecikme
zamanli ve permasyon katsayisi Uzerinde etkisi oldugu dusunulmektedir. Bu
yuzden c¢alismalarn igin farkli kalinlik ve capraz baglara sahip 18 model
membran hazirlanmistir. Hazirlanan membranlar ve sican derisi ile model
ilag olarak diklofenak sodyum ile permasyon c¢alismalari yapilmistir. Elde
edilen sonuglar istatitistik analizler ile (ANOVA) degerlendirilmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde 3S(%3,5 kitozan %11,7 NaTTP i¢ceren membran) kodlu
hazirlanan membranin matematik modelleme ile domuz derisinin gegirgenlik
Ozelliklerini diklofenak sodyum icin matematik modelleme ile taklit edebildigi
sonucuna varilmistir. Fakat insan derisinin modellenmesi ve deriden gegisin
onceden tahmin edilebilmesi icin membran gelistirme ve farkh 6zellikteki etkin
maddelerle denemeler yapilmasinin gerekliligi arastirmacilar tarafindan da
belirtilmistir*®.

Bagka bir calismada ise kaplanmis fiberden hazirlanan membranlar ile
deriden gecisin tahmin edilmesi i¢in ¢alismalar yapilmistir. Calisma membran
ile molekll arasindaki iliskinin glcinin kantitatif incelenmesi esasina
dayanmaktad|r5°. Arastirmacilar kaplanmig fiberlerin molekiler iliskileri
karakterize edildiginde membran haline getirtiimis fiberler toplulugunun

deriden gegisi taklit edebilecek Ozellikleri tasiyabilecegini duslinmektedir.

-16 -



Deneyler genis fizikokimyasal ve terapotik 6zellikte secilen 32 model madde
ile yapilmistir. Absorbsiyonun tam olarak simule edilebilmesi icin G¢ ¢esit
fiberden hazirlanan membranlar kullaniimistir. Polidimetilsiloksan (PDMC)
lipofilik, CarboWax (mum) hidrojen baglan igin ve poliakrilat (PA) elektron
bagdlar icin kullaniimigtir. Calismalar surekli akis hicresi ve GC/MS sistemi
ile yapilmistir. Calismalarda gegis membrani olarak hazirlanan tg¢ kapl fiber
membran ve domuz derisi kullaniimig ayrica veriler literatirden elde edilen
insan derisinden gegis sonuglari ile karsilastinimistir. Sonugta PA mum
kombinasyonu molekller baglar acisindan deri permeabilitesi ile daha
uyumlu sonuglar vermiglerdir. PDMS ve mum veya PDMS ve PA
kombinasyonlari ise insan ve hayvan derileri ile dusuk korelasyon
saglamiglardir. Bu veriler 1siginda MCF sisteminin deri permeabilitesinin
Onceden tahmin edilmesinde hayvansal derilerin yerine kullanilabilecegi
belirtilmistir®.

Sentetik membranlardan madde gecisi ile yapilan bir calismada
hidrokortizonun (HC) iki krem formulasyonunun ayni por ¢api ve kalinhkta
seliloz asetat, sellloz ve polisilfon membranlardan gecis Ozellikleri
incelenmistir. Sonugta HC'nin membrandan akisinin sentetik membranin

tipinden etkilenmedigi sonucuna varilmistir®'.

Baska bir calismada ise polisulfon, selliloz esterleri, politetrafloroetilen,
ve polipropilen yapili farkli por ¢api ve kalinlikta on farkli membran ile
nitrogliserin merheminden ilag gecis deneyleri yapilmigtir. Deney sonuglarina
goére caligilan membranlar iki gruba ayriimistir. Birinci grupta daha yuksek
ilac gecisi saglayan membranlar toplamistir. Birinci gruptaki membranlar
polisiilfon, akrilik polimer, fiber glass, silikon ve seliiloz ester. ikinci grupta ise
daha az gegirgen membranlar toplanmigtir, ikinci gruptaki membranlar ise
PTFE-polietilen, selliloz ester(blyik membran kalinhginda) polipropilen ve
PTFE dir®.

Sentetik membranlarin bariyer 6zellikleri ile yapilan baska bir

calismada ketoprofenin jel formilasyonunun membranlardan gegis 6zellikleri
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test edilmistir. Calismada naylon (0,2 ym por ¢api ve 129,3 ym kalinlikta)
Celgrad propilen (0,05um por c¢api ve 26um kalinlikta) ve pordéz olmayan
silikon membran (57um kalinlkta) kullaniimistir. Sonugta naylon membran en
az bariyer Ozellige sahip olan membran olarak belirlenmigtir. Diger

membranlar hakkinda detayli aciklama yapilmamistir®.

Sentetik membranlarin bariyer 6zellikleri ile ilgili yapilan en kapsaml
calismada ise selllozik ve polimerik bazli onli¢ membran ibuprofenin doygun
cozeltisi ile test edilmistir®®. Kullanilan seliilozik membranlar visking,
suprofan, benzoylated tubing, seliloz ester ve sellloz nitrat; polimerik
membranlar ise AN 69, Biyodin, Supor, Tuffrin, Nuclepor, Cyclopore, Celgard
3500 ve silikondur. Membranlarin etkin madde gecisine karsi gosterdigi

bariyer 6zelligi ile ilgili parametreler Tablo 2'de verilmistir.
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Tablo2: c¢alismada kullanilan membranlarin

parametreleri®.

madde gegirgenlik

Membran AKI 6 saatlik kimulatif Varyasyon

(mg/cm?/saat) | diflizyon (mg/cm?) | Katsayisi %
Seliloz Nitrat 17,65+2,06 97,8915,79 11,7
Nuclepore 17,38+0,79 97,75+4,01 4,6
Celgard 15,45+1,02 67,28+3,66 6,6
Siklopore 14,87+0,50 86,32+2,77 34
Tuffrin 13,54+0,49 77,23+4,80 3,6
Supor 10,48+0,31 63,63+2,08 2,9
ANG9 8,14+0,38 47,84+2,25 47
Sellloz ester 2,66+0,19 16,30+0,84 7,3
Biodyne B 1,96+0,07 19,32+0,62 3,6
Biodyne C 1,77+0,17 18,44+0,59 4.4
Cuprophan 1,57+0,15 17,94+0,69 4,7
Benzoylated 1,5110,04 13,32+0,24 2,9

seluloz

Visking 1,39+0,09 9,88+0,37 6,2
PDMS 0,09+0,01 0,450,002 6,0

Calisma sonucunda membranlar yuksek ve disuk akili olmak Gzere iki
gruba ayrilmistir. Tipik mikropor6z membranlar yuksek akili ultrafiltrasyon

membranlari ise dislk akili olarak belirlenmistir. Topikal UGrlnlerin kalite
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kontrolinde kullanilmak Uzere membran segilirken asagidaki etmenlere

dikkat edilmesi gerektigi belirtilmistir.

1. Formulasyon analizlerinde kullanilacak yuksek akili membran

en az %60 pordziteye sahip ve 10 um kalinlikta olmahdir.

2. Franz  hucreleri ile calisilacak  membranlarin  diger

uygulamalardaki 6zellikleri incelenmelidir.
3. Kapli membranlar kullanigh degildir.

4. Membran igeriginin galigilacak etkin madde ile uyumlu olmasina
dikkat edilmelidir.

5. Donor ve reseptor icerikleri membran ile uyumluluguna dikkat

edilmelidir.

Sonugta piyasada bulunan sentetik por6z membranlarin hepsi farkli
difizyon oOzellikleri gdstermistir ve topikal preparatlarin kalite kontroll igin
membran seg¢iminde test edilecek etkin maddeye gore calisma yapilmasi ve
calismanin sonucuna gore teste en uygun membranin secilmesi tavsiye
edilmistir®

2.3 KARBON NANOTUPLER

Karbon element tipi, gucu, bag yapma yetenekleri dolayisiyla periyodik

tablonun en farkh ozellikler tasiyan elementlerindendir. Yaptigi bagdlarin
cesitliligi ve ilgili geometrik yapilari nedeniyle yapisal izomerler, geometrik
izomerler ve enantiyomerler meydana gelir. Bunlar buyuk, kompleks, farkli
yapida ve sonsuz cesitlilikte organik molekillerin olusabilmesinin temel

nedenidir.
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2.3.1 Karbonun degisik formlari (allatroplari):

Kati karbonun (¢ degisik formu vardir. Bunlar; grafit, elmas ve
buckminster fullerendir. EImasin kristal yapisinda molekulin sp3 hibritlesmesi
her karbon atomu 4 farkli karbon atomu ile bag yapip tetrahedral bir yapi
olusturur. Bu kristal yapisi elmasa sertlik (bilinen en sert madde elmastir) ve
mikemmel isi iletimi 6zelligi sadlar (bakirdan 5 kat daha iyi)**. Sp> hibridize
baglar elektrik yalitim oOzelliklerini ve seffafligi saglar. Grafit ise duzlemsel
tabakalar halinde sp? hibridize karbon atomlarinin birbiriyle bag yapmasi
sonucu heksagonal bir yapi olusturmustur. Kimyasal baglarin farkh
geometrileri grafite yumusak, kaygan, opak ve elektriksel iletken 6zellik

kazandirmistir.

Buckminster fullerenler veya fulleren Gglnclu karbon formudur. TUm

karbon atomlari sp® hibridize sferoidal veya yapili molekiillerdir®®.

Flurenler 1985 yilinda Kroto ve ark. tarafindan ilk kez kesfedilmistir®®.
ik kesfedilen fluren Cgo veya "bukky ball" futbol topu (ikozahedral) yapilidir.
60 karbon atomunun pentagon ve heksagonlar halinde baglanmalari ile
olusmaktadir. Karbon atomlari sp? hibridizedir fakat grafitten farkh olarak
diizlemsel tabaka halinde degillerdir. Ceo’in sp? hibridize karbon atomlarinin
bag yapilarindan kaynaklanan geometrisi Ceo a yeni 6zellikler kazandirmistir.

Grafit yari metalken, Cgo ayri iletkendir®°.

1990 yilinda karbon kompozitleri calismasinda Rick Smalley tibuler —
tip seklinde- fulleren olusturmayi planlamistir®”. Bunu Bucky tup olarak
tanimlamis ve Cgo moleklllini uzatarak yapilabilecegini belirtmistir. Agustos
1991 de Dresselhaus karbon nanotuplerin fulleren hemisferlerine benzer
sekilde kapakl olacagi belirtmistir>®. Karbon nanotuplerin deneysel Uretimleri
1991 vyilinda lijima ve ark. tarafindan c¢ok tabakali (CTKNT) olarak
gergeklestirilmistir59. iki yil sonra ise Bethune ve ark. tarafindan tek tabakali

karbon nanotiip (TTKNT) iiretimi gerceklesmistir®.

Fakat incelenen arastirmalara bakildiginda karbon nanotlplerin

yaklasik 40 yildir bilindigi ortaya gikmaktadir®'. Fakat Ceo'in kesfiyle ve diger
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fulleren yapilarinin teorik ¢aligmalari ile bilim danyasinin ilgisini gekmistir. Bu
oncl calismalardan sonra karbon nanotipler nanoteknoloji alaninda
incelenmektedir ve ¢alismalar blyUk bir hizla devam etmektedir. 1992 yilinda
"karbon nanotup" kelimesini igeren yalniz 9 makale yayinlanmigken 2004

yilinda bu sayi 5000 in tUzerine gikmigtir.

2.3.2 Yapisal Ozellikleri

Grafitin tabakalarinda ¢ok sayida donme ve kiralite bulunmasindan

dolayi karbon nanotlplerin grafit tabakalarinin yuvarlatilarak yapilabilecegi ilk
kez Bacon tarafindan farkedilmistir®’. Bunun ardindan grafit tabakalarin
yuvarlatilip nanotlp olusturma fikri lijima tarafindan belirtilmistir®’. lijima ilk
etapta 2 ila 20 tabakali CTKNT'ler Uretmigtir fakat 1993 yilindaki
calismasinda TTKNT'leri Uretmis ve bunlarin o6zelliklerini tanlmlam|§t|r59.
TTKNT yuvarlanmis tek grafit tabakasidir. Dolayisiyla blylime
mekanizmalari CTKNT ler ile birebir uyusmaz daha ¢ok halkaya benzerler ve

grafit tabakasinin yuvarlanmasi tipin temel 6zellikleri belirler.

Cnh nanotupun temel Ozelliklerini belirleyen parametredir. Cy,
nanotlpln ylzeyinde iki ekivalen atomun olusturdugu ¢ember olarak tarif

edilir®:
'EIIL; - 'ﬁ"ﬂ-l T 'm'ﬂnl Esitlik3

d,ve &, grafitin iki temel vektoridir ve n ve m ise tamsayilardir. n ve

m degerleri indekslerde bulunabilir kiral aci®® :

O tﬂn'"'[nfﬁ (=] Esitlikd

T
e i

formulinden hesaplanir.

Kiral a¢i karbon nanottplerin elektronik 6zellikleri bakimindan 3 sinifa

ayrilir
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1) sandalye (armchair) (m=n @=30),
2) zig-zag (m=0 n>0 @=0)
3) kiral (chiral) (O<Iml<n 0<@<30).

Sandalye karbon nanotupler metaliktir (sifir bant boglugu metali yari dejenere
etmistir). Zig-zag ve kiral nanotlplerde sonlu bant boslugu eder n-m/3=i (i
tam sayisi ve m#n) ise yari metal diger durumlarda ise yari iletken kabul
edilmistir. Yari metalik ve yari iletken karbon nanotlplerde bant boslugu
Olclsu yaklasik tip ¢apinin tersidir ve her nanotup igin farkh elektronik 6zellik

verir®*,

Nanotiiplin capi asagidaki denklemle tanirlanir®:

[ c
d, = Nn_lﬁ [ﬂF_F (m* = mn -+ frrﬁlls':l - Esitlik5

Burada C;, uzunludu, ac. karbon karbon baginin uzunlugu (1,42A)
ifade eder. Farkli cap ve kiraliteler sonucu kendine 6zel mekanik, elektriksel,

piezoelektrik ve optik 6zelliklerde yuz degisik farkl nanotlp tanimlanabilir.

2.3.3 Karbon Nanotulplerin Sentezi
CTKNTIler mekanik, termal ve elektrikli aletlerde TTKNTlerden c¢ok

daha o6nce kullaniimaya baslamistir. Cunki CTKNT’lerin  Uretimi

TTKNT lerden ¢ok daha kolay ve verimlidir ayrica verimli Gretimleri i¢in uzun
sure alet geligtirilememigtir. CTKNT nin ilk Uretimi lijimanin 1991 yilindaki
yayinindan 1 yil sonra Ebbessen ve Ajayan tarafindan yayinlanmistir®. lijima
ve Bacon kivilcim bosalma (Arc Discharge) sentez metodunu ayarlayarak
%75 verimle birkag gram CTKNT elde etmeyi basarmislardir®®. Bu calisma
blaylk olcekli calismalara 6n ayak olmustur ve CTKNT’nin emisyon alani
Ozellikleri nedeniyle birgok alanda kullanilabilecek konvensiyonel bir materyal
oldugu kanitlanmigtir. Su anda Motorola CTKNT kullanarak bir televizyon
gelistirmektedir. CTKNT birgok polimer yapisinda gugclendirici olarak

kullanilmaktadir. Karbon fibere gore daha etkili ve duslik konsantrasyonda
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etki gostermektedir. Su anda CTKNT’ nin bedeli olduk¢a dusuktur ve pek ¢ok

kimya firmasi tarafindan Uretilmektedir.

TTKNT CTKNT lere gore kristal kalitesi daha ylksektir ve ucuz olarak
uretiimeye  basladigindan  beri  arastirmacilar TTKNT’nin  (Uzerine
yogunlagmaya baslamigtir. Materyal teorik olarak tahmin edilen mekanik
kuvvet ve termal ve elektriksel iletkenligi karsilamaktadir. Sonugta vertikal
TTKNT yapilari CTKNT’ye gére daha iyi saha emisyonu saglamaktadir. Son
10 yilhik geligtirmelerle TTKNT’nin fiyati CTKNT’ye gdre oldukc¢a pahali hale
gelmistir. Fakat Hata ve ark. birka¢ sefer %99,97 saflikta TTKNT yi kimyasal

buhar ¢oktiirme reaktdrii(CVD) ucuza lretmeyi basarmistir®’.

TTKNT olaganustu ozellikleri nedeniyle ultra hizh elektronik
malzemelerin ve yuksek hassasiyetli kimyasal ve biyolojik sensodrlerin

tretiminde kullanilabilir®"°,

2.3.4 KNT Sentez Yontemlerinin incelenmesi

KNT sentezi ¢ok cesitli gcevre kosullarinda bile dogal olarak meydana
gelebilir. Mesela, yuksek guclu lazer odaginin yakininda iki grafit
elektrodunun arasinda hidrokarbon gaz ocagindan dizgin nanotip formu

olusturulabilir. Sentez prosedurleri asagdida verilmistir:

2.3.4.1 Kivilcim bosalma metodu

Kivilcim bosalma metodu CTKNT ve TTKNT Uretmek igin gelistirilen ilk
yontemdir. Kivilcim bogalma yonteminde dusuk voltajli (12-25V) ve ylksek
akiml 1(50-200 amper) gl¢ kaynagi kullanilir. Selale/kivicim 5 ila 20 mm
alana sahip iki grafit levha arasindaki 1 mm’lik acgiklikta olusur. Ortam
atmosferini helyum veya argon gibi inert bir gaz olusturur. lijima ve Ichihashi

ilk CTKNT sentezini bu ydntemle yapmistir®®.
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2.3.4.2 Lazer Kesme Yontemi
ik blyik 6lcekli TTKNT dretimi 1996 yilinda Rice Universitesinde

Thess ve ark. tarafindan yapilmistir’’. Lazer kesme teknigi 1200°C’de

kuvartz tip firrnda ~500 Torr basingli argon veya helyum ortaminda lazer
isininin -~ %1,2  kobalt/nikel  %98,8 grafit karisimina uygulanmasidir.
Nanometre boyutunda metal katalize Urunler grafit buhari iginde
kendiliginden olusur. Uriinler ¢ikis kanali yakinindaki soguk ylizeyde toplanir.
Uretilen Griinler %20 ile 80 verimle gergeklesir. Teorikte kivilcim bosalma ve
lazer kesme ayni yontemdir fakat metal alasimli grafit anotta TTKNT Uretimi

yapilabilmektedir?.

2.3.4.3 Sicakta Sentez Yontemleri

2.3.4.3.1  Kimyasal Buhar Yodgunlastirma (Chemical vapour
disposition- CVD)
CVD ile ilk CTKNT sentezi Height ve ark. tarafindan, ilk TTKNT

sentezi ise Endo ve ark. tarafindan yapilmistir’>"*. CVD gram élgegdindeki

uretimlerden, elektronik devrelerde kullanim icin Uretilen SiO, Uzerine
siralanmis TTKNT’lere kadar genis bir dlcekte Uretim yapilmasina olanak
saglar. Uretim genis bir ortam sicakliyi araliinda (550-1200°C) yiksek
kalitede yapilabilir. Yontem karbon buharini yiksek sicaklikta katalizor iceren

substratta yogunlastiriimasi esasina dayanir.

2.3.4.3.2 Yiksek Basincli Karbon Monoksit Yontemi (High Pressure
Carbon Monoxide Synthesis (HiPCO))
HIPCO yoéntemi ile gramdan kilograma kadar skalada TTKNT sentezi

yapmak miimkiindir’>’® Son yillarda yiiksek kaliteli ve genis 6lcek aralikli
TTKNT sentezi icin bitin dinya bu ydntemi kullanmaktadir. Reaktordeki
900-1100°C ve 30-50 atmosfer basing ortaminda CO gazina metal katalizor
Fe(CO)s veya Ni(CO)s enjekte edilerek sentezlenir. TTKNT nanometre

boyutunda metal katalize Urin olarak alinir. Sentez sartlarina goére %97
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atomik saflikta TTKNT elde edilir. Sentezlenen TTKNT 0,7-1,1 nm boyutunda

olur’.

2.3.4.3.3 Alev Ydntemi
Yuksek kaliteli TTKNT dretimi icin uygun bir yontem degildi. Genelde

¢ok ucuz KNT dretimi icin kullanilir. CTKNT Gretimi i¢cin 1990 lardan beri
kullaniimaktadir’®. Alev yonteminde genellikle metan(CH,), etilen(CoH4) ve
asetilen(C,Hy) gibi hidrokarbon yakitlarla oksidan (O;) reaksiyona sokularak
karbon dioksit(CO), su buhari(H20), karbon monoksit(CO), hidrojenden(H)
ve hidrokarbonlardan (C,H,, C2H4, C2Hs, gibi) olusan gaz karigimi elde edilir.
Olusan hidrokarbonlar ve karbon monoksit karbon nanotiplerin Gretiminde
baslangic maddesi olarak iglev gorurir. Metal katalizér alev merkezine baslk
olarak yerlestirilir veya ortamda zerrecik olarak bulunur. Reaksiyon sirasinda
metal katalizor etkisiyle karbon nanotipler CTKNT veya TTKNT olarak

olusur’®.

2.3.4.3.4 Plazma Artirmali Kimyasal Buhar Yogunlastirma Yo&ntemi

(Plasma-Enhanced Chemical Vapor Deposition(PECVD))

Plazma artirmali kimyasal buhar yogunlastirma (PECVD) sistemi
TTKNT ve CTKNT Uretimi icin kullanilabilir®. PECVD bir takim benzer sentez
yontemlerinin  genel ismidir. Dogrudan PECVD CTKNT Uretiminde
kullanilabilir®'. Uzak PECVD ise hem CTKNT hem TTKNT (retiminde
kullanilabilir®. Uzak PECVD de (riin degisikligi icin ortam ve girdi

degisikligine gidilir. Ortam sartlarina bagh cok kaliteli ve verimli Uretime

olanak saglar.

2.3.5 Karbon Nanotlp Kullanilarak Hazirlanan Materyaller
KNT 1990 vyillardan beri TTKNT, CiTKNT ve CTKNT olarak
kullaniimaktadir. 5-10um boyutunda karbon fiberler 1960’larda Uretilmis
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buhar kaynakli karbon nanofiberler ise 1980’lerde bulunmustur. KNT'nin
major Uretim yontemleri kivilcim bosalma, lazer kesme, HiPCO ve CVD dir.
Bu yontemler kabul edilebilir mekanik, elektriksel, termal ve optik 6zelliklerde
artn verdigi icin kabul edilmistir. KNT nin kesfi sira disi saglam sistemlerin
yapimina olanak saglamigtir. KNT olusturma metotlarinda, polimer/KNT
kompozit filmler yapiminda ve fiberlerde anlamli gelismeler yayinlanmigtir.
Karisik yapilarin (kompozit) yapilmasi ¢alismalari yari kristal maddeler, amorf
yapilar, termoplastikler, istya duyarl regieneler, suda ¢dzinen polimerler, sivi
kristalin polimerler ve konjuge polimerleri icerir. Ayrica KNT hali hazirda
guglendirilmis seramik ve metal matris yapiminda kullaniimaktadir. Sonugcta
polimerler ve nanotuplerin beraber kullanimi ile gerilim direnci, gerilim
kuvveti, donme direnci, cam gecirgenlik isisi, elektriksel 6z iletkenligi, 1si
iletkenligi, solvan direnci ve optik 6zellikleri iyilestirilebilir. Karbon nanotipler

pek ¢ok endustriyel Griinde kullaniimaktadir.

2.3.6 Karbon Nanotuplerin Farmasotik Alanda Kullanimlari

2.3.6.1 llac Taslyici Sistem Olarak Kullanimlari

Birgok dusuk molekul agirlikh etkin madde farmakolojik profillerindeki
biyoyararlanim ve intrinsik toksisite etkisinin terapotik etkisini tehlikeye
atmasi dolayisiyla piyasaya sirilemeden reddedilmistir. ilag Uretim
basamagindaki bu olay batin ilag firmalarinin etkisinden emin olduklari bir
takim etkin maddeleri iceren formulasyonlari piyasaya slUrememelerine

neden olmaktadir.

Bu durumun neden oldugu en énemli gelisme ise nanoteknolojinin ilag
dretiminin ilk basamaklarinda kullaniimaya baslamasidir. Benzer sekilde
kiguk molekulli ilaglar icin ortaya cikan alternatif teknolojiler (lipozom,
polimerler vb.) kanser ve enfektif hastaliklarin tedavileri i¢in hali hazirda
piyasada vardir. Polimer veya lipit bazli konjuge sistemlere hapsedilmig

doksorubisin ve amfoterisin-B de terapétik etkinlik artarken toksik etkileri
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azalmistir®®®*. Fakat bunlar gibi ilag sistemleri gok pahalidir ve daha ucuz ve

tercih edilebilir Grlnler tasarlanmaya calisiimaktadir.

Yeni gelistirilen stratejilerden biri de ilag tasiyici olarak nanoteknoloji
kullanilarak  geligtirilen  fonksiyonlanmig karbon nanotlp Grunlerinin
kullaniminidir®. Fonksiyonlanmis karbon nanotiipler (f-KNT) ilag tasimak igin
¢cok genis bir yuzey alani sunarlar ve pek ¢ok ¢esit ilag KNT’lere baglanabilir
ayrica f-KNT konjuge ilaglarla yapilan deney sonuglarina goére terapdtik ve

diagnostik 6zelliklerinde pozitif degisimler gdzlenmektedir®®’.

KNT iskelet yapisi KNT’nin ilag gegisindeki bagarisinin kilit noktasidir.
Cok genis yuzey alani sayesinde ylUzeyinde bircok molekull yapisina
baglayabilir. Ayrica teorik olarak birkag ¢esit molekullin (polar ve nonpolar
gibi) baglanabilir olmasindan dolay! arastirmacisina sinirsiz ¢alisma alani

sunar®,

2.3.6.2 Karbon Nanotiplerin Fonksiyonlanmasi

Karbon nanotlpler tap yapili, buylk ylzey alanli nano boyutlu
yapilardir. Karbon nanotlpler yapisal olarak iki tiptedir. Birincisi tek katmanl
karbon nanotliplerdir (TTKNT) tek tabaka grafit yapradinin silindirik
baglanmasi ile olusur. ikincisi ise cok tabakali karbon nanotiip (CTKNT)
olarak tarif edilir silindirik ¢ogul tabakalar arasinda 0,34 nm civarinda

bosluklar vardir®2.

KNT iki tip bosluk icermektedir. Bunlar uglar ve ylzey gruplaridir. Uglar
yapisal olarak fulleren hemisfere benzer, ylzey gruplari ise grafit yapisina
benzer ve tiiplin genisligine gore belli bir edime sahiptir®. Genelde
reaksiyonlar uglarda baslar ve ylzey gruplarinda devam eder. Reaksiyon
kapasitesi acgisindan selektif oksidasyonla uclar fonksiyonlanirken yuzey

gruplari da inert yapilara dénUgtUrUlebilirgg.

KNT dretiminde amorf karbon gruplari ve metalik nanopartiktller gibi
safsizliklar yapiya yerlesebilir bunlar selektif oksidasyonla temizlenir ise

kimyasal olarak daha inert KNT vyapisi saglanir®®. Saflastirma islemi
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sirasinda konsantre nitrik asit gibi gucli oksidanlar kullanildiginda tuplerin
uclari acgilir ve oksijen fonksiyonlanmis gruplar olusur ardindan karboksilik

asit gibi oksijene gruplar ile fonksiyonlanir®'.

Bagka bir segenek ise ylzey gruplari olusturmaktadir. Ylzeye kovalan

baglarla ¢esitli guruplar baglanabilir ve KNT yuzey gruplari olusturulur®

2.3.6.3 Karbon Nanotip Nanotasiyicilar

Uclarn acgildiginda karbon nanotlpler nanokonteynerlara donusdarler.
Ortamdaki pek cok molekul, iyon metal yapinin igerisine ve ylzeyine
adsorblanir®®. Fullerenler porfirinler, metaller KNT merkez boslugundaki agir
hidrofobik 6zellikten dolayi yapinin igerisine dolar. igerisine metal veya metal
kompleksleri dolmus KNT kontrast ajanlarin hicreye tasinmasi agisindan

yeni ve farkh bir yaklagimdir.

2.3.6.4 Fonksiyonlanmis Karbon Nanotlplerin Farmasotik Ve

Diagnostik Kullanimlari

KNT amacina gore tani, ilag tasiyici ve hedefleme olarak lg¢ farkli
sekilde fonksiyonlanabilir. Her yeni fonksiyonel grup terapétik ajanlarla
modifiye edilebilecek amin ve karboksil gruplari igerir bunlar sayesinde gesitli
farmasotik aktiviteye sahip KNT konjugatlari olusturulur. KNT goruntileme
icin optik (veya manyetik) uclari ve/veya kanser gibi kompleks hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecek viicudun belli bolgelerini hedefleyen molekullerin
bir veya birkagini ta§|yabilir93. Tabi ki bu tip sentetik komplekslerin hepsinde
gorulebilecek in vivo stabilite sorunlari ve birleserek ¢cékme (agregasyon)
potansiyelleri bu tip teknolojilerin tedavide etkin kullanimlarinda kargilagilan
en buylk problemdir. Yinede KNT ayni anda teshis, tedavi ve tasima

ozelligine sahip kombinasyonlarin Uretilebilecegi 6nemli bir platformdur®®’.

Karbon nanotip fonksiyonlanmasi icin yodntemlerin geligtiriimesiyle

biyomedikal Urlin olarak kullanim imkani olusmustur. KNT yi ¢ézundr hale
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getirebilmek ve fizyolojik 6zellik kazandirabilmek iginde birtakim yaklagimlar
geligtiriimigtir. Bunlar KNT’nin  yasayan sistemlere kabull icin en 6nemli
noktadir. Ayrica KNT li Grlnlerde toksisite derecesi en dnemli parametredir.
Fonksiyonlamanin KNT nin sitotoksisitesini azalttigi®* ve biyouyumlulugunu
artirdigi yayinlanmistir®®. Fonksiyonlama KNTyi giivenli hale getirir, saflastirir

ve ilag baglanmasina hazir hale getirir®.

Son zamanlarda arastirmacilarin gelistirdigi azomentin ile 1-3 dipolar
sikloadezyon reaksiyonu dikkat gekicidir97. Oksidasyon ve amidasyon
reaksiyonu ardindan sikloadezyon reaksiyonu ile gifte fonksiyonlanmig KNT

tretimi mamkandar®,
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Tablo3: Sentezlenmis ilac tastyici KNT sistemlerinden érnekler®®

Biyolojik etki

-Hicre icine
girebilme

-Hucreye madde
tasima

-Hucre
gorandrlestirme
-Plazmid DNA

tasima

- KNT 4 ve 5icin 6n

hazirlik molekuli

OH

-Hicre icine
girebilme

-Hucreye madde
tasima

-Hucre

gorunurlestirme
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Tablo3: Sentezlenmis ilag tasiyici KNT sistemlerinden ornekler® (Devami)

-Hlcre icine
girebilme

-Hlcre icine
girebilme

-Hucre

gorunurlestirme

-Hlcreye antibiyotik
tasima

7

-Hlcre icine
girebilme

-Hucre
gorunurlestirme

- Antikanser aktivite
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Tablo3: Sentezlenmis ilag tasiyici KNT sistemlerinden ornekler® (Devami)

-immunojenik

aktivite

-immunojenik

aktivite

H
s P, H,‘/\-TN o J,—J'

\ o
Ac-Cys-FMDV Wﬂ N
M NH
?‘ A -\,.l"\-.g g
Ac-Cys-FMDV

Tabloda sentezlenen bir takim KNT sistemi gosterilmistir. Bu ilag

sistemlerinin temel 6zellikleri asagida 6zetlenmistir®.

1. Hidrofilik zincirli yapilar: Tum baglanti noktalari ¢ézanuarlugu artirici
aminotrietilenglikol ile doldurulmustur.

2. Floresan problar iceren yapilar: Tablo 3'te 3, 4, 5, 7'de gosterilmistir.
f- KNT 1 veya 2 ye floresan isotiyosiyanat (FITC) baglanmasi ile biyolojik
gorunurlik saglayan 3 ve 4 elde edilir. Sudaki ¢ézunurligu saglamak igin
amino gruplari ayrilirken biyolojik gérinurlugun etkilenmemesi igin ortagonal
fonksiyon gruplarinin korunmasi gerekmektedir.

3. Amfoterisin-B iceren yapi Tablo 3'te 5 ve 6'da gOsterilmigtir.
Amfoterisin-B antifungal bir ajandir.

4, Antikanserojen ajan metotreksat baglanmis yapi Tablo3'te 7 ile

gosterilmigtir.

-33-




5. immunojen peptit baglanmis yapilar ise Tablo 3'te 8 ve 9 nolu
bilesiklerdir.

Tabloda verilen tim bilesiklerin yapisal &zelliklerinden kaynakli
biyolojik tepkileri test edilmis ve Tablo 3 de gosterilmistir.

1 numarall bilesik ile biyouygunluk ve hucresel iligki testleri
yapilmistir. Bu testlerde c¢esitli insan ve murin hicreleri lenfositler ve makrofaj
kalturlerine f- KNT verilmistir. Amonyum ile fonksiyonlanmig KNT1 TEM ile
incelendiginde hucrelerin igerisinde lokalize oldugu bulunmustur. Radyoaktif
gérunldr KNT intraven6z yoldan farelere verildiginde idrarla atildi§i tespit
edilmistir®®>. Bu da fonksiyonlanmis suda ¢odziinir KNT nin in-vivo iyi tolere
edildigini gosterir 99190,

Nanotupler kullanilarak degisik hlcre igi verilis yollar gelistirilebilecegi
bilinmektedir. Ornegin nanotiiplerin icerisine veya yiizeyine kovalen baglanan
kiguk molekdlleri nanotlpler hlcrelere kadar tasiyarak hicre igerisine kiguk
bir enjektdr gibi verdigi ve bu olayin hicresel enerji gerektirmeksizin pasif

yoldan oldugu bilinmektedir®°.

2.3.6.5 Karbon Nanotiiplerin Gen Transferi icin Fonksiyonlanmasi

KNT'nin fizyolojik sartlarda katyonik oldugu farkedildikten sonra hicre
ici gen transferi igin kullanilmasi igin ¢alisiimistir®® ' ilk calisma icin KNT ile
B-galaktozidaz enzimi birlestirilerek supramolekuler kompleks yap|Im|§t|r93.
Yapilan denemeler sonucunda gen plazmid DNA’sina basariyla
yerlestiriimisti. KNT bazli genetik terapdtikler gen transferi acisindan
potansiyel drlnlerdir. Hidrokarbonlarla modifiye edilmis TTKNT-siRNA
kompleksleri kanser tedavisinde kanser hicrelerine hedeflenmis spesifik
kanser hiicre éldiiriicii olarak kullanilabilir’®*'%. Fakat bu komplekslerin etkin
kullaniminin mdmkin olabilmesi igin in vivo validasyonlarinin gelistiriimesi

gerekmektedir.
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2.3.6.6  Karbon Nanotuplerin Enfeksiyon Hastaliklari icin

Fonksiyonlanmasi

KNT antibiyotiklerle de fonksiyonlanabilir. Amfoterisin-B antifungallere
direngli mantar enfeksiyonlari igin kullanilan bir etken maddedir'®. Fakat
memeli hucrelerinde asir derecede toksik oldugu igin kullanimi sinirhidir
ayrica suda c¢ok ¢dziunUr ve hiucre membran porlarinda agrege olma
egilimindedir. KNT ile konjuge edildigi taktirde antimikotik aktivitesi
bozulmadan toksisitesinin azalacagi dusunulmektedir. f- KNT'Un memeli
hicrelerinde sitotoksik etkisinin olmadi§i bilinmektedir. Amfoterisin-B ise
10ug/ml konsantrasyonda oldukga toksiktir ve verilen hicrelerin %40 nin
O0limine neden olmaktadir. KNT konjuge Amfoterisin-B ise 40ug/ml
konsantrasyona yukseltildiginde dahi toksik etki gdstermemigtir. KNT ve
Amfoterisin-B ve florosan madde baglanarak huicre igerisinde gorinurlGgu
saglanmis ayni zamanda antifungal etkide devam etmistir®®.

Benincasa ve ark yaptidi bir calismada KNT ve Amfoterisin-B kojuge
edilmis ve amfoterisin-B ye direngli kilttrler tGzerinde basarili antifungal etki
gbstermi§tir1°4. Son yapilan galismalardan birinde ise KNT’Gn Amfoterisin-B
ile ayni farmasotik aktiviteyi goOsterdigi fakat memeli hicrelerinde

toksisitesinin azaldigi kanitlanmigtir.

2.3.6.7 Karbon Nanotiiplerin Antikanser Bilesiklerle Fonksiyonlanmasi

f- KNT ve metotraksat ve florosan ug igerir. Metotraksat etkisi iyi
bilinen antikanser ajandir ve ayrica otoimmun hastaliklarda kullanilir'®. Fakat
metotraksat duslik biyoaktiviteye ve toksik yan etkilere sahiptir. f- KNT 7
metotraksatin biyoaktivitesinde iyilesmelere sebep olabilir ayrica hedefleme
calismalari ile metotraksati kanser hiicrelerine tasiyabilir'®. Junket
hicrelerinde daha 6énce yapilan calismaya gore KNT ile konjuge edilen
metotraksat ile serbest metotraksatin hicre igerisinde ayni etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir. Metotraksatin etkinligini dizenlemek icin KNT ve
metotraksat serbest amid bagi ile birbirine baglanmistir. Sonugta metotraksat

sitoplazmada reseptorine baglanmak igin olduk¢a yavas salinmigtir.
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Calismada KNT’Un enzime hassas baglarla yapismasinin salimin daha da
gelistiriimesi acisindan onemli oldugu belirtilmistir. Takip eden calismalarda
alternatif kanser UurlnU olarak KNT, karboran ile modifiye edilmistir.
Biyodagilim c¢alismalari ile suda ¢o6zunebilen karboran nanotuplerinin
intravendz verildiginde kanserli dokularda normal dokulara gbre daha fazla
biriktigi tespit edilmistir. Dolayisiyla ilerde tasarlanacak urGnlerde karboran
karbon nanotupleri kullanildigi taktirde kanser tedavisi icin dahat iyi sonuglar
alinabilecegi sonucuna varilmigtir.

Bir bagska calismada ise antikanser ilaglarin deriden gecisini artirmak
icin fulleren ve KNT ile oksaliplatin ve paklitakseli kombine ederek insan ve
hayvan derisinden gecis calismalari ve fareler Uzerinde in vivo galismalar
yapiimistir.  Alinan sonuglarda jel yapisina KNT giren durumlarda

hayvanlarda timér kiiciilmesinin daha basarili oldugu saptanmistir'®”’.

2.3.6.8 Karbon Nanotiiplerin Asilama icin Modifiye Edilmesi

Karbon nanotlplerle yapilabilecek terapétik uygulamalardan bir digeri
ise immun sistem aktivasyonu igin sentetik peptitler ile konjuge edilmeleri
esasina dayanir. Fonksiyonlanmigs KNTnin B ve T hucre peptitleri ile konjuge
edilmesi halinde olusan multivalan sistemin ¢ok gugli immun yanit

olusturabilecegi varsayiimaktadir'1%°.

Peptitler KNTye kimyasal secici
uygulama ile baglanir. KNT malamid gruplari ile fonksiyonlandidi taktirde
peptit sonundaki sistan ile baglanir. Sistandaki tiyol segici olarak malamid ile
kovalen bag yapar''°.

Bu yontemin avantaji ise kati faz sentezlenen nanotiiplere korumasiz
ve karakterize halde baglanabilir. KNT anlatilan yontemle ayak ve agiz
hastalik virisi (FMDV) kabuk proteini ile baglanarak hazirlanmistir. iki
konjugat arasindaki farkhlik ise KNT lisin dallanmasi ile etrafinda ikiser peptit
icerir. KNT’Un immunojenik &zellikleri incelendiginde konjuge olmamig
peptitlere gore daha yuksek antikor yanit ortaya cikardigi saptanmistir.
Olusan antikorlar virisu noétralize edebilmistir dolayisiyla KNT sentetik asi

{iretimi igin potansiyel platformdur®.
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3. GEREG VE

AKIS SEMASI

YONTEM

tayini - Validasyon

Ibuprofen {iBU) miktar

Deriden gecisin tahmin edilmesinde
kullamlabilecek yapay membran gelistirme
calizmasi

-—

iBU membranlann uygunlugunu test etmek icin kullamildi. Franz hiicresinde én deneylerde membran baslangic

icin uygunsa E degilse H olarak degerlendirildi.

Karbon nanotiip

membran
hazirlama

CTENT
membran

I

Sellloz filtre destekli
CTKNT membran

B

IPM + CTKNT
membran

I+

iPM+Seliloz filtre
destekli CTKNT
membran

=

Kolesterol+CTKNT
membran

|

Kolesterol+Seliloz

pe

|

membran

™ s
1ki selofan arasi Iki selofan arasi

$2BSA+CTKNT H1BSA+CTKNT

(] [e]

{

iki selofan arasi
3%3BSA+CTKNT

4]

— L]

"

Uygun membran
bulunduktan sonra diger
etkin maddelerin miktar

tayinlerine gecildi

iki selofan arasi
Kolesterol+%1BSA

+CTKNT

[ ]

Naproksen miktar tayini

Validasyon

— e

—{e]

filtre destekli CTKNT —* EI

iki selofan arasi
Kolesterol+CTKNT

Salisilik asit miktar

I

Iki selofan arasi
CTENT

tayini - Validasyon

L

Ketoprofen miktar
tawvini - Validasvon

i:_J

Kolesterol+BSA+
Seldloz filtre
destekli CTKNT
membran

—Le]

Etodolak miktar tayin

Validasvon
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)

¥ —
Sildenafil miktar tayini - j:G ecig deneyleri
Validaswan | L‘“—— —
Maproksen ki Kath Selofan Sa||5|||k amt ki Katll Selnfan Ketuprufen iki Kath Selofan
Arasi CTENT+ %1 BSA 48 Saat Arasl CTENT+ %1 BSA 48 Saat Arasi CTKNT+ %1 B5SA 48 Saat

—— I ——

‘:“—“:::s 'f_'__—__:}

Etodolak 1ki Kath Selofan Sildenafil iki Kath Selofan

Arasi CTKNT+ %1 BSA 48 Saat Arasi CTENT# %1 BSA 45 Saat

Pozitif kontrol olarak insan derisi
deneyleri yapildi

Sildenafil insan derisi Salisilik asit insan derisi

:}“_ Verilerin P
= karsilastinimasi é
= =

w

B I
L SONUG

et
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3.1 Gereg

3.1.1 Etken Maddeler:

3.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler:

ibuprofen

Naproksen sodyum

Ketoprofen

Naproksen

Etodolak

Salisilik asit
Sildenafil

Metanol

Asetonitril (HPLC Grade)

Sodyum hidroksit

CTKNT (Nanocyl 3101)

Kolesterol
Aseton

Selofan membran
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Fargem Farmasotik Arastirma
Gelistirme Merkezi San. Ve
Tic. A.S.,Turkiye
Fargem Farmasotik Arastirma
Gelistirme Merkezi San. Ve
Tic. A.S.,Turkiye

Sigma Chemical Co. (Poole,
ingiltere).
Sigma Chemical Co. (Poole,

ingiltere).

Fargem Farmasotik Arastirma
Gelistirme Merkezi San. Ve
Tic. A.S.,Turkiye

Merck, Almanya

Fako ilag Sanayi, Sanayi,
Tarkiye

Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Nanocyl (Belgika)
Sigma, ABD
Merck, Almanya

Papermart, California,



e BSA (Bovin Serum Albumin)

3.1.3 Kullanilan Aletler ve Malzemeler:

Triton X

Amerika
Sigma, ABD

Merck, Almanya

AFM (Atomik kuvvet mikroskobu)Nanomanyetik Cih., Turkiye

DSC
TGA
Cam malzeme yikayicisi

Ultrasonik homojenizator

pH-metre

Terazi
Termostatli isitici
Ultrasonik banyo

UV Spektrofotometresi

Vorteks

Vakum Pompasi

Etav (CO2'li)

Franz Diflizyon Hucresi
Membran Filtre, 0.45um’lik,
Magnetik Karistirici

Distile Su Unitesi

Bidistile Su Unitesi

HPLC (Stuzme Aleti)
Otomatik pipet, 20-200pl
Otomatik pipet, 100-1000pl
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Shimadzu, Japonya
Shimadzu, Japonya

Lancer 820 LX, Amerika
Sonics Vibra Cell 500 W,
Amerika

pH Meter CG 840, Amerika
Shimadzu AW 320, japonya
Heto DT Hetotherm, Almanya
Brainsonic 221. Almanya
ShimadzuUV-1700.Pharma
Spec., Japonya

Nuve-NM 110, Tarkiye
Laborbedorf ErichWiegard,
Almanya

Heraeus, Almanya
Caligkan Cam, Ankara
Sigma, USA

Snijders, Holanda

Nive marka, NS serisi
NanopureDlamond,
Barnstead, Almanya
Alltech, ALMANYA
Eppendorf, AlImanya
Eppendorf, Aimanya



Otomatik pipet, 1000-5000pl Eppendorf, Aimanya

o Altili gz plate Grainer GmbH, Almanya
o Sellloz asetat filtre Alltech, ALMANYA
e Yagl firin kagidi Koroplast, Turkiye

3.2 Yontem

Deriyi taklit edebilecek bir membran gelistirmek amaciyla CTKNT
iceren bir seri membran hazirlanmigtir. Bu membranlarin yapisini deriye
benzetebilmek amaciyla lipofilik/lyagh madde olarak kolesterol, protein
yapisina benzerlik saglamak amaciyla da sidir serum albumini kullaniimigtir.
Bu sekilde insan derisinin yaglh maddeler ve proteinlerden olugsan mozaik
yapisi taklit edilmek istenmistir. Hazirlanan membranlar ve hazirlaniglar
asagida verilmigtir.

Deneylerde karbon nanotuplerin adsorblama 6zelliginden dolayi etkin
maddelerin gecis Ozelliklerini degistirebilecegi igin tampon kullaniimamistir.
Gozuclu ve gecis deneylerinde dondr faz ¢dzlcusu ve reseptor faz olarak

bidistile su kullaniimisgtir.

3.2.1 Kullanilan CTKNT Membranlarin Hazirlanisi:

3.2.1.1 CTKNT Membran Hazirlanisi:
100 ml bidistile suyun pH’si 11°e NaOH ile ayarlanmistir, ardindan 1

ml ylzey etkin madde Triton X ¢éztinmustir. 10 mg CTKNT tartilarak Triton
X ¢Ozeltisinde 6nce 1 saat ultrasonik banyoda birakilarak ardindan 5 dakika
ultrasonik homojenizator uygulanarak dagitiimistir. CTKNT dispersiyonu
vakumla selliloz asetat filtreden stzilmastir. Selliloz asetat membran ve
uzerinde biriken CTKNT tabakasi temizlenmek igcin 200 ml bidistile su ile

yikanmistir. Sellloz asetat filtre ve CTKNT tabakasi 40°C’de 1 saat
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kurutulmustur. Kuruyan CTKNT membrani filtreden ayirmak igin aseton
banyosunda filtre tamamen eriyene kadar bekletilmisti. CTKNT membran
aseton banyosundan yagh firin kagidi yardimiyla alinip asetonun ugurulmasi

icin 40°C’de 1 saat kurutulmustur.

3.2.1.2 Seluloz Filtre Destekli CTKNT Membran Hazirlanisi:
100 ml bidistile suyun pH’si 11°e NaOH ile ayarlanmistir, ardindan 1

ml ylzey etkin madde Triton X ¢ézinmagstir. 10 mg CTKNT tartilarak Triton
X ¢oOzeltisinde 6nce 1 saat ultrasonik banyoda birakilarak ardindan 5 dakika
ultrasonik homojenizatér uygulanarak dagitilmistir. CTKNT dispersiyonu
vakumla selllloz asetat filtreden suzilmustir. Sellloz asetat membran ve
Uzerinde biriken CTKNT tabakasi temizlenmek i¢in 200 ml bidistile su ile

yikanmistir. Filtre destekli CTKNT membran 40°C’de 1 saat kurutulmustur.

3.2.1.3 isopropil Miristat Kapli CTKNT Membran Hazirlanisi
200 ul isopropil miristat otomatik pipet ile dlciimastir. Bélim 3.2.1.1
da anlatilan sekilde CTKNT membran hazirlanmistir. CTKNT membran 200

ul isopropil miristat ile damlatip kurutarak (isopropil miristat damlatilip

bekletilince hizla kurumakta ve donuk bir tabaka olusturmaktadir)

kaplanmistir.

3.2.1.4 Kolesterol Kapli CTKNT Membran Hazirlanisi

100 pg Kolesterol 1ml metanolde ¢dzulmagtir. Membran  Bolim

3.2.1.1 da anlatildig1 sekilde hazirlandiktan sonra gibi damla damla ilave

edilip metanollin buharlasmasi saglanarak hazirlanmigtir.
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3.2.1.5 lIsopropil Miristat Kapli Seliilozik Filtre Destekli CTKNT

Membran Hazirlanisi

200 pl isopropil miristat Bolum 3.2.1.2 da anlatilan sekilde
hazirlananan CTKNT membrana damla damla ilave edilip metanolin

buharlagsmasi saglanarak hazirlanmistir.

3.2.1.6 Kolesterol Kapli Selllozik Filtre Destekli CTKNT Membran

Hazirlanisi
100 pg Kolesterol bdlim 3.2.1.2 da anlatilan sekilde hazirlanan

CTKNT membrana damla damla ilave edilip metanolin buharlagsmasi

saglanarak hazirlanmigtir.

3.2.1.7 Kolesterol ve %1 BSA Kapli Selllozik Filtre Destekli CTKNT

Membran Hazirlanisi

Once 100 pg Kolesterol ve daha sonra 200 pyg BSA yukarida
anlatildigi gibi. Bolim 3.2.1.2 da anlatilan sekilde CTKNT membrana damla

damla ilave edilip ¢ézlUcunin buharlagsmasi saglanarak hazirlanmigtir.

3.2.1.8 iki Selofan Filtre Arasinda CTKNT iceren Membranin

Hazirlanisi
10 ml bidistile suya 20 mg CTKNT ilave edilerek 5 dakika ultrasonik

homojenizatorde homojenize edilmistir. Franz hucresinde donor ve reseptor

kompartman arasina iki kat selofan filtre ortalarinda kauguk bir conta olacak
sekilde koyulmustur. Selofanlar arasinda kalan hicreye kauguk contanin yan
(Sekil1) kismindan batirarak 2mg/ml CTKNT c¢ozeltisinden 1ml enjekte

edilmistir. Hazirlanan sistem gecis deneylerinde kullanilimigtir.

-43 -



zelofan fitre

siyah kauguk
halka

Sekil1: Franz hicrelerinin CTKNT konacak sekilde modifiye edilmis

membran uygulama sistemi ile kullanilmasi

3.2.1.9 iki Selofan Arasinda CTKNT ve %1 BSA Dispersiyonu iceren

Membranin Hazirlanisi

10 ml bidistile suya 20 mg CTKNT ilave edilmis ve 1 ml 200 pg/ml
BSA c¢ozeltisi ile karistirlmistir. Karisim 5 dakika ultrasonik homojenizatérde
homojenize edilmistir. Franz hlicresi arasina iki kat selofan filtre koyulmustur.
Selofan filtrelerin arasina CTKNT dispersiyonu enjekte edilebilecek hicre
olusturmasi i¢in kauguk conta yerlestiriimistir. Selofanlar arasinda kalan
hicreye 2mg/ml CTKNT ve %1 BSA dispersiyonundan 1ml enjekte edilmigtir.

Hazirlanan sistem gecis deneylerinde kullaniimigtir.

3.2.1.10 Iki Selofan Arasinda CTKNT ve %2 BSA Dispersiyonu iceren

Membranin Hazirlanisi

10 ml bidistile suya 20 mg CTKNT ilave edilmis ve 1 ml 200 pg/ml
BSA ¢ozeltisi ile karistirlmigtir. Karisim 5 dakika ultrasonik homojenizatérde

homojenize edilmistir. Franz hlcresi arasina iki kat selofan filtre koyulmustur.
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Selofan filtrelerin arasina CTKNT dispersiyonu enjekte edilebilecek hicre
olusturmasi icin kauguk halka yerlestiriimistir. Selofanlar arasinda kalan
hicreye 2mg/ml CTKNT ve %2 BSA dispersiyonundan 1ml enjekte edilmistir.

Hazirlanan sistem gecis deneylerinde kullaniimigtir.

3.2.1.11 ki Selofan Arasinda CTKNT ve %3 BSA Dispersiyonu iceren

Membranin Hazirlanisi

10 ml bidistile suya 20 mg CTKNT ilave edilmis ve 1 ml 600 pg/ml
BSA c¢ozeltisi ile karistirlmistir. Karisim 5 dakika ultrasonik homojenizatérde
homojenize edilmistir. Franz hlicresi arasina iki kat selofan filtre koyulmustur.
Selofan filtrelerin arasina CTKNT dispersiyonu enjekte edilebilecek hicre
olusturmasi i¢in kauguk halka yerlestiriimigtir. Selofanlar arasinda kalan
hicreye 2mg/ml CTKNT ve %3 BSA dispersiyonundan 1ml enjekte edilmigtir.

Hazirlanan sistem gecis deneylerinde kullaniimigtir.

3.2.1.12 iki Selofan Filtre Arasinda CTKNT ve Kolesterol Dispersiyonu

iceren Membranin Hazirlanisi

10 ml bidistile suya 20 mg CTKNT ilave edilmis ve 1mg kolesterol ile
karnigtinlmistir. Karisim 5 dakika ultrasonik homojenizatérde homojenize
edilmistir. Franz hicresi arasina iki kat selofan filtre koyulmustur. Selofan
filtrelerin arasina CTKNT dispersiyonu enjekte edilebilecek hiicre olusturmasi
icin kauguk halka yerlestiriimistir. Selofanlar arasinda kalan hicreye 2mg/ml
CTKNT ve kolesterol iceren dispersiyondan 1ml enjekte edilmigtir.

Hazirlanan sistem gegis deneylerinde kullaniimigtir.

3.2.1.13 ki Selofan Arasinda CTKNT, %1 BSA ve Kolesterol

Dispersiyonu iceren Membranin Hazirlanisi

10 ml bidistile suya 20 mg CTKNT ve 1mg kolesterol ilave edilerek. 1
ml 200ug/ml BSA stok ¢ozeltisi karistirlmistir. Hazirlanan karisim 5 dakika

ultrasonik homojenizatérde homojenize edilmistir. Franz hicresi arasina iki
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kat selofan filtre koyulmustur. Selofan filtrelerin arasina CTKNT dispersiyonu
enjekte edilebilecek hicre olusturmasi icin kauguk conta yerlestiriimistir.
Selofanlar arasinda kalan hlicreye hazirlanan dispersiyondan 1ml enjekte

edilmistir. Hazirlanan sistem gegis deneylerinde kullaniimistir.

3.2.2 KNT membranlar ile yapilan in-vitro calismalar

KNT membranlar gecis c¢alismalarinin yapilabilmesi icin 6ncelikle
gegisi incelenecek etkin maddenin miktar tayini ydnteminin geligtiriimesi
gerekmektedir. Bu nedenle miktar tayin yontemleri gelistiriimis ve valide

edilmistir.

3.2.2.1 UV spektrofotometre yontem gelistirme ve validasyonlari

3.2.2.1.1 ibuprofenin UV Spektrofotometre Yontemi Miktar Tavyini:

ibuprofenin miktar tayini igin UV spektrofotometrik analizi kullaniimistir.
UV Spektrofotometre yontemi, ibuprofenin CTKNT membran, kolesterol ile
modifiye edilmis CTKNT membran, iki selofan tabakasi arasinda CTKNT
dispersiyonu iceren CTKNT membran ile yapilan gegis deneylerinde
kullaniimistir.

Tablo 4: ibuprofen UV spektrofotometre analiz parametreleri

UV Spektrofotometre cihazi ShimadzuUV-1700.Pharma Spec
Spektrofotometre kuvetleri 1cm 1sik yollu quartz kivet
Ornek hacmi 2ml

Ornek sicakhgi 37°C

Dalga boyu 221 nm
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3.2.2.1.2 Ibuprofenin UV Spektrofotometre yontemi ile miktar tayini

validasyonu:
Validasyon, kullanilan yontemin devamli olarak dogru ve guavenilir bir

sekilde beklenen sonuglari verdiginin kanitlanmasi igin yapilmasi gereken
islemler batunudur. Validasyon islemleri ile yontemin gecerliligi ve guvenirligi

kanitlanmig olur. Validasyon igin yapilan islemler asagida verilmistir.

3.2.2.1.2.1 UV  Spektrofotometre ile ibuprofenin Kalibrasyon

Denkleminin Elde Edilmesi:

ibuprofenin distile sudaki gesitli derisimlerde g¢dzeltileri (0.78, 1.56,
3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 pg/ml) hazirlanarak UV Spektrofotometre
cihazinda 221 nm'de absorbanslari Olcllmustir. Elde edilen absorbans
degerleri derigimlere karsl regresyona tabi tutulmustur. Calisma U¢ defa
tekrarlanmis ve ortalama dederleri hesaplanmistir. Sonugta dogru denklemi

elde edilmistir.

3.2.2.1.2.2 Dogrusallik

Hazirlanan numunedeki etkin madde miktarinin belli bir arahgi

icerisindeki derigimi ile elde edilen yanitin orantili oldugunun ifadesidir.

ibuprofenin 3 farkli stokta olmak lizere 8 farkl derisimde (100-0,78
pg/mL) c¢ozeltisi hazirlanmistir ve UV spektrofotometrede absorbanslari

Olcllmustar.

3.2.2.1.2.3 Dodruluk ve Geri Elde

Dogruluk, saptanan madde miktarinin numune igerisindeki gergek

etkin madde miktarina yakinhgidir. Miktar tayini yonteminin dogrulugu geri
elde etme yuzdesine baglidir. %95 olasilikla daha 6nceden kabul edilen

Olculer arasinda kalmahdir.
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ibuprofenin distile suda 50ug/ml derisimdeki ¢ozeltisi hazirlanmistir ve

UV spektrofotometrede absorbanslari dlgliimustuir.

3.2.2.1.2.4 Kesinlik

Miktar tayininde kullanilan analiz ydntemiyle, ayni derisimdeki

numunenin birbiri ardina yapilan dlguimlerinin birbirine olan yakinligi yéntemin
kesinliginin, kesinlik ise tekrar edilebilirliginin ol¢isudir. Kesinlik standart

sapma ve bagil sapma degerleri ile degerlendirilmistir.

a. Deney Ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

ibuprofenin  kalibrasyon dogru denklemini olusturmak icin distile

sudaki 100 ug/mL stok ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan
cesitli derisimdeki ¢ozeltilerin, herhangi bir derisimdeki olan érneklerinden biri
6,25 ug/mL derisimdeki hazirlanan  ¢6zeltisinin - absorbansi UV

spektrofotometrede 6 kere ardi ardina dlgulmagtur.

b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)
ibuprofenin distile suda 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56 ug/mL

derisimlerde c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu numuneler birbirini takip eden 3

gun icerisinde 3’er kez UV spektrofotometrede absorbanslari élgtilmuastur.

3.2.2.1.2.5 Duyarlilik ve saptama siniri

Kullanilan analiz yonteminin gavenilir bir sekilde analiz edebildigi en
dusuk derisimi belirlemek amaciyla yapilan iglemlerdir. Duyarlilik ve saptama

siniri asagidaki denklemlerle hesaplanir.

Duyarlilik siniri (LOD)=(3.3x0)/S Esitlik 6
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Saptama sinir (LOQ)= (10x0)/ S Esitlik 7

o:kalibrasyon araligindaki en dusuk derisimin standart sapmasi
S:kalibrasyon egrisinin egimi

Kalibrasyon egrisinin egimi igin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak
kalibrasyon denklemi bulunur ve onun egimi alinir. ibuprofenin distile sudaki

duyarhlik ve saptama siniri hesaplamalari bu denklemlere goére yapilmistir.

3.2.2.1.2.6 Ozginliik ve Secicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi

saptanmasi gerekmektedir. Numune icinde var olan diger maddelerin ayni
dalga boyunda saptanip saptanmadidinin kontrolli yapiimalidir. Bu amagla
bidistile suyun, UV Spektrofotometrede 221 nm’deki absorbasina bakiimis .
ibuprofenin pik verdigi dalga boyunda distile suyun pik vermedigi

gosterilmistir. Yontemin ibuprofen tayinine uygun olduguna karar verilmistir.

3.2.2.1.3 Naproksenin UV Spektrofotometre ile Miktar Tayini:

Naproksenin miktar tayini igin UV Spektrofotometre analizi
kullanilmistir. UV Spektrofotometre yontemi, naproksenin  iki selofan
tabakasi arasinda CTKNT dispersiyonu iceren CTKNT membran ile yapilan
gecis deneylerinde kullaniimistir.

Tablo 5: Naproksen UV spektrofotometre analiz parametreleri

UV Spektrofotometre cihazi ShimadzuUV-1700.Pharma Spec
Spektrofotometre kuivetleri 1cm 1sik yollu quartz kuvet
Ornek hacmi 2ml

Ornek sicakhgi 37°C

Dalga boyu 230 nm
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3.2.2.1.4 Naproksenin UV Spektrofotometre yontemi ile miktar tayini

validasyonu:
Validasyon, kullanilan yontemin devamli olarak dogru ve guvenilir bir

sekilde beklenen sonuglari verdiginin kanitlanmasi igin yapilmasi gereken
islemler batunudur. Validasyon islemleri ile yontemin gecerliligi ve guvenirligi

kanitlanmig olur.

3.2.2.1.4.1 UV Spektrofotometre ile Naproksenin Kalibrasyon

Denkleminin Elde Edilmesi:

Naproksenin distile sudaki gesitli derisimlerde ¢ozeltileri (0,078, 0,156,
0,3125, 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10 pg/ml) hazirlanarak UV Spektrofotometre
cihazinda 230 nm'de absorbanslari Olcllmustir. Elde edilen absorbans
degerleri regresyona tabi tutulmustur. Calisma u¢ defa tekrarlanmis ve

ortalama degerleri hesaplanmigtir. Sonugta dogru denklemi elde edilmigtir.

3.2.2.1.4.2 Dogrusallik

Hazirlanan numunedeki etkin madde miktarinin belli bir arahgi

icerisindeki derigimi ile elde edilen yanitin orantili oldugunun ifadesidir.

Naproksenin 3 farkli stokta olmak tGzere 8 farkl derisimde (10-0,078
pg/mL) c¢ozeltisi hazirlanmistir ve UV spektrofotometrede absorbanslari

OlcUlmustar.

3.2.2.1.4.3 Dodruluk ve Geri Elde

Dogruluk, saptanan madde miktarinin numune igerisindeki gercek

etkin madde miktarina yakinhgidir. Miktar tayini yonteminin dogrulugu geri
elde etme yuzdesine baglidir. %95 olasilikla daha 6nceden kabul edilen

Olcller arasinda kalmahdir.

Naproksenin distile suda 1,25ug/ml derisimdeki  ¢ozeltisi

hazirlanmistir ve UV spektrofotometrede absorbanslari élgiimustir.
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3.2.2.1.4.4 Kesinlik

Miktar tayininde kullanilan analiz yodntemiyle, ayni derisimdeki

numunenin birbiri ardina yapilan dlgumlerinin birbirine olan yakinligi yéntemin
kesinliginin, kesinlik ise tekrar edilebilirliginin dlgusudur. Kesinlik standart

sapma ve bagil sapma degerleri ile degerlendirilmigtir.

a. Deney Ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

Naproksenin kalibrasyon dogru denklemini olusturmak igin distile

sudaki 10 pyg/mL stok c¢ozeltisinden uygun seyretmeler yapilarak hazirlanan
cesitli derisimdeki ¢dzeltilerin, herhangi bir derisimdeki olan érneklerinden biri
0,625 pg/mL derisimdeki hazirlanan  ¢o6zeltisinin  absorbansi UV

spektrofotometrede 6 kere ardi ardina élgtlmustir.

b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)
Naproksenin distile suda 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,313, 0,156 ug/mL

derigsimlerde ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu numuneler birbirini takip eden 3

gun icerisinde 3’er kez UV spektrofotometrede absorbanslari élgtlmustdr.

3.2.2.1.4.5 Duyarlilik ve saptama siniri

Kullanilan analiz yonteminin guvenilir bir sekilde analiz edebildigi en
dusuk derisimi belirlemek amaciyla yapilan islemlerdir. Duyarlilik ve saptama
sinirt daha 6nce verilen denklemlerden (Bolim 3.2.2.1.2.5 , Esitlik 6 ve 7)
hesaplanmistir.

Kalibrasyon egrisinin egimi icin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak
kalibrasyon denklemi bulunur ve onun egimi alinir. Naproksenin distile sudaki

duyarhlik ve saptama siniri hesaplamalari bu denklemlere gére yapilmistir.
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3.2.2.1.4.6 Ozqiinliik ve Secicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi

saptamasi gerekmektedir. Numune icinde var olan diger maddelerin ayni
dalga boyunda saptanip saptanmadiginin kontrolt yapiimalidir. Bu amagla
bidistile suyun, UV Spektrofotometrede 230 nm’deki absorbasina bakiimis .
ibuprofenin pik verdigi dalga boyunda distile suyun pik vermedigi

gOsterilmigtir. Yontemin Naproksen tayinine uygun oluguna karar verilmigtir.

3.2.2.1.5 Salisilik Asitin UV Spektrofotometre Ydntemi ile Analizi:

Salisilik asitin miktar tayini igin UV Spektrofotometre analizi

kullanilmistir. UV  Spektrofotometre yontemi, salisilik asitin, iki selofan
tabakasi arasinda CTKNT dispersiyonu igeren CTKNT membran ile yapilan
gegis deneylerinde kullaniimistir.

Tablo6: Salisilik asit UV spektrofotometre analiz parametreleri

UV Spektrofotometre cihazi ShimadzuUV-1700.Pharma Spec
Spektrofotometre kuivetleri 1cm 1sik yollu quartz kuvet
Ornek hacmi 2ml

Ornek sicakhg! 37°C

Dalga boyu 236 nm

3.2.2.1.6 Salisilik asitin UV Spektrofotometre yontemi ile distile suda

miktar tayini validasyonu:

Validasyon, kullanilan yéntemin devaml olarak dogru ve guvenilir bir
sekilde beklenen sonuglar verdiginin kanitlanmasi icin yapilmasi gereken
islemler batunudur. Validasyon islemleri ile yontemin gecerliligi ve guvenirligi

kanitlanmig olur.
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3.2.2.1.6.1 UV Spektrofotometre ile Salisilik asitin Kalibrasyon

Denkleminin Elde Edilmesi:

Salisilik asitin distile sudaki cesitli derisimlerde c¢ozeltileri (0,459,
0,906, 1,8125, 3,625, 7,25, 14,5, 29, 58 ug/ml) hazirlanarak UV
Spektrofotometre 236 nm'de cihazinda absorbanslari Olgtlmugstir. Elde
edilen absorbans degerleri regresyona tabi tutulmustur. Calisma U¢ defa
tekrarlanmis ve ortalama degerleri hesaplanmistir. Sonugta dogru denklemi

elde edilmistir.

3.2.2.1.6.2 Dogrusallik

Hazirlanan numunedeki etkin madde miktarinin belli bir aralig

icerisindeki derigimi ile elde edilen yanitin orantili oldugunun ifadesidir.

Salisilik asitin 3 farkli stokta olmak Uzere 8 farkh derisimde (58-0,459
pg/mL) c¢ozeltisi hazirlanmistir ve UV spektrofotometrede absorbanslari

Olctlmustar.

3.2.2.1.6.3 Dodruluk ve Geri Elde

Dogruluk, saptanan madde miktarinin numune igerisindeki gercek

etkin madde miktarina yakinhigidir. Miktar tayini yonteminin dogrulugu geri
elde etme ylzdesine baglidir. %95 olasilikla daha 6nceden kabul edilen

Olcller arasinda kalmahdir.

Salisilik asitin distile suda 14,5 pg/ml derisimdeki ¢ozeltisi

hazirlanmistir ve UV spektrofotometrede absorbanslari élgiimastir.

3.2.2.1.6.4 Kesinlik

Miktar tayininde kullanilan analiz ydntemiyle, ayni derisimdeki

numunenin birbiri ardina yapilan dlgumlerinin birbirine olan yakinligi yéntemin
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kesinliginin, kesinlik ise tekrar edilebilirliginin dlgusudur. Kesinlik standart

sapma ve bagil sapma degerleri ile degerlendirilmigtir.

a. Deney Ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

Salisilik asitin kalibrasyon dogru denklemini olusturmak icin distile

sudaki 1,82 mg/mL stok c¢oOzeltisinden uygun seyretmeler yapilarak
hazirlanan c¢esitli derisimdeki ¢ozeltilerin, herhangi bir derisimdeki olan
orneklerinden biri 6,25 ug/mL derisimdeki hazirlanan ¢dzeltisinin absorbansi

UV spektrofotometrede 6 kere ardi ardina dlgulmustar.

b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)
Salisilik asitin distile suda 0,906, 1,8125, 3,625, 7,25, 14,5, 29 ug/mL

derisimlerde c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu numuneler birbirini takip eden 3

gln igerisinde 3’er kez UV spektrofotometrede absorbanslari dlgulmugtir.

3.2.2.1.6.5 Duyarlilik ve saptama siniri

Kullanilan analiz yonteminin guvenilir bir sekilde analiz edebildigi en
dusik derisimi belirlemek amaciyla yapilan islemlerdir. Duyarlilik ve saptama
sinirt daha 6nce verilen denklemlerden (Bolim 3.2.2.1.2.5 , Esitlik 6 ve 7)
hesaplanmistir.

Kalibrasyon egrisinin egimi igin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak
kalibrasyon denklemi bulunur ve onun egimi alinir. Salisilik asitin distile
sudaki duyarlihk ve saptama siniri hesaplamalari bu denklemlere goére

yapilmigtir.

3.2.2.1.6.6 Ozginliik ve Segcicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi

saptamasi gerekmektedir. Numune icinde var olan diger maddelerin ayni

dalga boyunda saptanip saptanmadidinin kontrolt yapiimalidir. Bu amagla
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bidistile suyun, UV Spektrofotometrede 236 nm’deki absorbasina bakilmis.
Salisilik asitin pik verdigi dalga boyunda distile suyun pik vermedigi

gosterilmistir. Yontemin salisilik asit tayinine uygun oluguna karar verilmistir.

3.2.2.1.7 Ketoprofenin UV Spektrofotometre ile Miktar Tayini:

Ketoprofenin miktar tayini igcin UV Spektrofotometre analizi
kullanilmistir. UV Spektrofotometre yontemi, ketoprofenin  iki selofan
tabakasi arasinda CTKNT dispersiyonu iceren CTKNT membran ile yapilan

gecis deneylerinde kullaniimistir.

Tablo7: Ketoprofen UV spektrofotometre analiz parametreleri

UV Spektrofotometre cihazi ShimadzuUV-1700.Pharma Spec
Spektrofotometre kuvetleri 1cm 1sik yollu quartz kivet
Ornek hacmi 2ml

Ornek sicakhg! 37°C

Dalga boyu 244 nm

3.2.2.1.8 Ketoprofenin UV Spektrofotometre yontemi ile miktar tayini

validasyonu:
Validasyon, kullanilan yéntemin devamli olarak dogru ve guvenilir bir

sekilde beklenen sonuglari verdiginin kanitlanmasi igin yapilmasi gereken
islemler batintdur. Validasyon islemleri ile yontemin gecerliligi ve gtvenirligi

kanitlanmis olur.

3.2.2.1.8.1 UV Spektrofotometre ile Ketoprofenin Kalibrasyon

Denkleminin Elde Edilmesi:

Ketoprofenin distile sudaki ¢esitli derisimlerde c¢ozeltileri (0,0978,
0,1955, 0,391, 0,781, 1,562, 3,125, 6,25, 12,5 pg/ml) hazirlanarak UV
Spektrofotometre 244 nm'de cihazinda absorbanslari Olgtimustir. Elde

edilen absorbans degerleri regresyona tabi tutulmustur. Calisma ¢ defa
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tekrarlanmis ve ortalama dederleri hesaplanmistir. Sonugta dogru denklemi

elde edilmistir.

3.2.2.1.8.2 Dogrusallik

Hazirlanan numunedeki etkin madde miktarinin belli bir aralig

icerisindeki derigimi ile elde edilen yanitin orantili oldugunun ifadesidir.

Ketoprofenin 3 farkli stokta olmak Uzere 8 farkh derisimde (6,25-
0,1955 pg/mL) c¢ozeltisi hazilanmistr ve UV  spektrofotometrede

absorbanslari élcilmustir.

3.2.2.1.8.3 Dodruluk ve Geri Elde

Dogruluk, saptanan madde miktarinin numune igerisindeki gercek

etkin madde miktarina yakinhgidir. Miktar tayini yonteminin dogrulugu geri
elde etme ylzdesine baglidir. %95 olasilikla daha 6nceden kabul edilen

Olcller arasinda kalmahdir.

Ketoprofenin distile suda 2 ug/ml derisimdeki ¢ozeltisi hazirlanmistir

ve UV spektrofotometrede absorbanslari dlgiimustur.

3.2.2.1.8.4 Kesinlik

Miktar tayininde kullanilan analiz ydntemiyle, ayni derigsimdeki

numunenin birbiri ardina yapilan dlgimlerinin birbirine olan yakinlhigi yéntemin
kesinliginin, kesinlik ise tekrar edilebilirliginin Olgisudur. Kesinlik standart

sapma ve bagil sapma degerleri ile degerlendirilmistir.

a. Deney Ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

Ketoprofenin kalibrasyon dogru denklemini olusturmak icin distile

sudaki 50 pyg/mL stok ¢ozeltisinden uygun seyretmeler yapilarak hazirlanan

cesitli derisimdeki ¢ozeltilerin, herhangi bir derisimdeki olan érneklerinden biri
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2 pg/mL  derisimdeki hazirlanan  ¢Ozeltisinin  absorbansi UV

spektrofotometrede 6 kere ardi ardina olgtlmustir.

b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)
Ketoprofenin distile suda 0,1955, 0,391, 0,781, 1,562, 3,125, 6,25

pg/mL derisimlerde ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu numuneler birbirini takip

eden 3 gln igerisinde 3’er kez UV spektrofotometrede absorbanslari

Olcllmustar.

3.2.2.1.8.5 Duyarlilik ve saptama siniri

Kullanilan analiz yonteminin guvenilir bir sekilde analiz edebildigi en
dusuk derisimi belirlemek amaciyla yapilan iglemlerdir. Duyarlilik ve saptama
siniri daha 6nce verilen denklemlerden (Bolim 3.2.2.1.2.5, Esitlik 6 ve 7)
hesaplanmigtir.

Kalibrasyon egrisinin egimi igin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak
kalibrasyon denklemi bulunur ve onun egimi alinir. Ketoprofenin distile sudaki

duyarlihk ve saptama siniri hesaplamalari bu denklemlere gére yapiimistir.

3.2.2.1.8.6 Ozginliik ve Secicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi

saptamasi gerekmektedir. Numune icinde var olan diger maddelerin ayni
dalga boyunda saptanip saptanmadidinin kontrolt yapiimalidir. Bu amagla
bidistile suyun, UV Spektrofotometrede 244 nm’deki absorbansina bakilmis.
Ketoprofenin  pik verdigi dalga boyunda distile suyun pik vermedigi

gosterilmistir. Yontemin Ketoprofenin tayinine uygun oluguna karar verilmistir.
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3.2.2.1.9 Etodolagin UV Spektrofotometre Yontemi ile Miktar Tayini:

Etodolagin miktar tayini icin UV Spektrofotometre analizi kullaniimistir.

UV Spektrofotometre ydntemi, etodolagin iki selofan tabakasi arasinda
CTKNT dispersiyonu iceren CTKNT membran ile yapilan gegis deneylerinde

kullaniimistir.

Tablo8: Etodolak UV spektrofotometre analiz parametreleri

UV Spektrofotometre cihazi ShimadzuUV-1700.Pharma Spec
Spektrofotometre kuvetleri 1cm 1sik yollu quartz kuvet
Ornek hacmi 2ml

Ornek sicakhg! 37°C

Dalga boyu 224 nm

3.2.2.1.10 Etodolagin UV Spektrofotometre yontemi ile distile suda

miktar tayini validasyonu:

Validasyon, kullanilan yontemin devamli olarak dogru ve guvenilir bir
sekilde beklenen sonucglari verdiginin kanitlanmasi igin yapilmasi gereken
islemler batinudur. Validasyon islemleri ile yontemin gecerliligi ve gtvenirligi

kanitlanmis olur.

3.2.2.1.10.1 UV Spektrofotometre ile Etodolagin Kalibrasyon

Denkleminin Elde Edilmesi:

Etodolagin distile sudaki cesitli derisimlerde c¢ozeltileri (0,125, 0,25,
0,5 1, 2, 4, 8, 16 pg/ml) hazirlanarak UV Spektrofotometre 224 nm'de
cihazinda absorbanslari Olgliimustlr. Elde edilen absorbans degerleri
regresyona tabi tutulmustur. Calisma U¢ defa tekrarlanmig ve ortalama

degerleri hesaplanmistir. Sonugta dogru denklemi elde edilmistir.
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3.2.2.1.10.2 Dogrusallik

Hazirlanan numunedeki etkin madde miktarinin belli bir arahgi

icerisindeki derisimi ile elde edilen yanitin orantili oldugunun ifadesidir.

Etodolagin 3 farkl stokta olmak uUzere 8 farkli derisimde (0,25-8
pg/mL) c¢ozeltisi hazirlanmistir ve UV spektrofotometrede absorbanslari

Olculmagtar.

3.2.2.1.10.3 Dogruluk ve Geri Elde

Dogruluk, saptanan madde miktarinin numune igerisindeki gergek

etkin madde miktarina yakinhgidir. Miktar tayini yonteminin dogrulugu geri
elde etme yuzdesine baglidir. %95 olasilikla daha 6nceden kabul edilen

Olculer arasinda kalmaldir.

Etodolagin suda 4 pg/ml derisimdeki ¢ozeltisi hazirlanmistir ve UV

spektrofotometrede absorbanslari élgtimustir.

3.2.2.1.10.4 Kesinlik

Miktar tayininde kullanilan analiz yontemiyle, ayni derisimdeki

numunenin birbiri ardina yapilan dlgumlerinin birbirine olan yakinligi yéntemin
kesinliginin, kesinlik ise tekrar edilebilirliginin 6lgusudur. Kesinlik standart

sapma ve bagil sapma degerleri ile degerlendirilmistir.

a. Deney Ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

Etodolagin kalibrasyon dogru denklemini olusturmak igin distile sudaki

16 pug/mL stok g¢ozeltisinden uygun seyretmeler yapilarak hazirlanan gesitli
derisimdeki ¢ozeltilerin, herhangi bir derisimdeki olan Orneklerinden biri 4
pg/mL derisimdeki hazirlanan ¢ozeltisinin absorbansi UV spektrofotometrede

6 kere ardi1 ardina olgUimustar.
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b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)
Etodolagin distile suda 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 pg/mL derisimlerde

cozeltileri hazirlanmigtir. Bu numuneler birbirini takip eden 3 gln icerisinde

3’er kez UV spektrofotometrede absorbanslari dlgiimustur.

3.2.2.1.10.5 Duyarlilik ve saptama siniri

Kullanilan analiz yénteminin guvenilir bir sekilde analiz edebildigi en
dusuk derisimi belirlemek amaciyla yapilan iglemlerdir. Duyarlilik ve saptama
siniri daha 6nce verilen denklemlerden (Bélim 3.2.2.1.2.5, Esitlik 6 ve 7)
hesaplanmigtir.

Kalibrasyon egrisinin egimi igin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak
kalibrasyon denklemi bulunup egimi alinirak. Etodolagin distile sudaki

duyarlihk ve saptama siniri hesaplamalari bu denklemlere gére yapiimistir.

3.2.2.1.10.6 Ozglinliik ve Segcicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi

saptamasi gerekmektedir. Numune icinde var olan diger maddelerin ayni
dalga boyunda saptanip saptanmadiginin kontroll yapilmahdir. Bu amagla
bidistile suyun, UV Spektrofotometrede 224 nm’deki absorbasina bakilmis.
Etodolagin pik verdigi dalga boyunda distile suyun pik vermedigi

gosterilmistir. Yontemin Etodolagin tayinine uygun olduguna karar verilmigtir.

3.2.2.1.11 Sildenafilin UV Spektrofotometre Yontemi ile Miktar Tayini:

Sildenafilin miktar tayini icin UV Spektrofotometre analizi kullaniimistir.

UV Spektrofotometre yodntemi, sildenafilin iki selofan tabakasi arasinda
CTKNT dispersiyonu iceren CTKNT membran ile yapilan gecis deneylerinde

kullaniimistir.

-60 -



Tablo9: Sildenafil UV spektrofotometre analiz parametreleri

UV Spektrofotometre cihazi ShimadzuUV-1700.Pharma Spec
Spektrofotometre klvetleri 1cm 1sik yollu quartz kiavet
Ornek hacmi 2ml

Ornek sicakhg! 37°C

Dalga boyu 225 nm

3.2.2.1.12 Sildenafilin UV Spektrofotometre yontemi ile miktar tayini

validasyonu:
Validasyon, kullanilan yontemin devamli olarak dogru ve guvenilir bir

sekilde beklenen sonucglari verdiginin kanitlanmasi igin yapilmasi gereken
islemler batunaduar. Validasyon islemleri ile yontemin gecerliligi ve guvenirligi

kanitlanmis olur.

3.2.2.1.12.1 UV Spektrofotometre ile Sildenafilin _Kalibrasyon

Denkleminin Elde Edilmesi:

Sildenafilin distile sudaki c¢esitli derisimlerde ¢ozeltileri (0,2136,
0,4273, 0,8545, 1,709, 3,418, 6,836, 13,6719, 27,3438 ug/ml) hazirlanarak
UV Spektrofotometre 225 nm'de cihazinda absorbanslari délgiimagstir. Elde
edilen absorbans degerleri regresyona tabi tutulmustur. Calisma U¢ defa
tekrarlanmis ve ortalama degerleri hesaplanmistir. Sonugta dogru denklemi

elde edilmistir.

3.2.2.1.12.2 Dogrusallik

Hazirlanan numunedeki etkin madde miktarinin belli bir arahgi

icerisindeki derigimi ile elde edilen yanitin orantili oldugunun ifadesidir.

Sildenafilin 3 farkli stokta olmak Uzere 6 farkli derisimde (0,4273-
13,6719 ug/mL) c¢odzeltisi hazirlanmistir ve UV  spektrofotometrede
absorbanslar dlgulmustar.
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3.2.2.1.12.3 Dogruluk ve Geri Elde
Dogruluk, saptanan madde miktarinin numune igerisindeki gercek
etkin madde miktarina yakinhigidir. Miktar tayini yonteminin dogrulugu geri
elde etme ylzdesine baglidir. %95 olasilikla daha 6nceden kabul edilen

Olcller arasinda kalmaldir.

Sildenafilin suda 10 yg/ml derisimdeki ¢ozeltisi hazirlanmistir ve UV

spektrofotometrede absorbanslari élgtilmustr.

3.2.2.1.12.4 Kesinlik

Miktar tayininde kullanilan analiz ydntemiyle, ayni derigsimdeki

numunenin birbiri ardina yapilan dlgumlerinin birbirine olan yakinligi yéntemin
kesinliginin, kesinlik ise tekrar edilebilirliginin ol¢isudur. Kesinlik standart

sapma ve bagil sapma degerleri ile degerlendirilmistir.

a. Deney Ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

Sildenafilin kalibrasyon dogru denklemini olusturmak icin distile sudaki

3,5 mg/mL stok c¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan cesitli
derisimdeki ¢dzeltilerin, herhangi bir derisimdeki olan drneklerinden biri 10
pg/mL derisimdeki hazirlanan ¢ozeltisinin absorbansi UV spektrofotometrede

6 kere ardi ardina él¢ulmustdr.

b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)
Sildenafilin distile suda 0,4273, 0,8545, 1,709, 3,418, 6,836, 13,6719

pg/mL derisimlerde ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bu numuneler birbirini takip

eden 3 gln igerisinde 3’er kez UV spektrofotometrede absorbanslari

OlcUlmaustar.
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3.2.2.1.12.5 Duyarlilik ve saptama siniri

Kullanilan analiz yéonteminin guvenilir bir sekilde analiz edebildigi en
dusiUk derisimi belirlemek amaciyla yapilan iglemlerdir. Duyarlilik ve saptama
siniri daha 6nce verilen denklemlerden (Bolim 3.2.2.1.2.5, Esitlik 6 ve 7)
hesaplanmigtir.

Kalibrasyon egrisinin egimi igin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak
kalibrasyon denklemi bulunur ve onun egimi alinir. Sildenafilin distile sudaki

duyarhilik ve saptama siniri hesaplamalari bu denklemlere goére yapilmistir.

3.2.2.1.12.6 Ozglinlik ve Segicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi

saptamasi gerekmektedir. Numune icinde var olan diger maddelerin ayni
dalga boyunda saptanip saptanmadidinin kontroli yapiimalidir. Bu amagla
bidistile suyun, UV Spektrofotometrede 225 nm’deki absorbansina bakilmis.
Sildenafilin pik verdigi dalga boyunda distile suyun pik vermedigi

gosterilmistir. Yontemin Sildenafilin tayinine uygun oluguna karar verilmistir.

3.2.2.2 in vitro Gegis Calismalan

3.2.2.2.1 ibuprofen ile Yapilan in vitro Deriden Gecis Calismalari

3.2.2.2.1.1 ibuprofenin Seliiloz Filtre Destekli CTKNT Membrandan 30
Dakikalik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi seliilozik filtreli CTKNT membran ile
gerceklestiriimistir.

Kullanilan CTKNT membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.
Seluloz filtrenin gecis 6zelliklerine etkisini gormek igin seltlozik filtreden ayni
sartlarda eszamanl olarak gegis calismasi yapilimigtir. Deney 3 paralel

yapiimistir. CTKNT membran Franz hticrelerinin orta kismina yerlestiriimigtir.
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Hucrelerin alt kismina distile su (2 mL), Ust kismina ise ibuprofen ¢ozeltisi

ilave edilmistir. Ortam sicakhdi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma

deney slresince devam etmistir.

Donor faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ézeltisi

Reseptor faz: Distile su

Membran: Sellloz filtre destekli CTKNT membran

Ornek alma zamanlari: 0, 1, 3, 5, 10, 15, 30 dakikalarda
reseptdr fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigtir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Alinan ornekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmigtir.

3.2.2.2.1.2 ibuprofenin Seliiloz Filtre Destekli CTKNT Membrandan 3

Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi sellloz filtre destekli CTKNT membran ile

gerceklestiriimistir.

Kullanilan CTKNT membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.

Seluloz filtrenin gecis ozelliklerine etkisi goérmek icin selulozik filtreden ayni

sartlarda eszamanl olarak gegis calismasi yapilimigtir. Deney 3 paralel

yapiimistir. CTKNT membran Franz hucrelerinin orta kismina yerlestirilmigtir.

Hucrelerin alt kismina distile su (2 mL), Ust kismina ise ibuprofen ¢ozeltisi

ilave edilmistir. Ortam sicakhdi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma

deney suresince devam etmistir.

Donor faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

Reseptor faz: Distile su

Membran: Sellloz filtre destekli CTKNT membran

Ornek alma zamanlari: 0, 30, 60, 90, 120, 180, 360 dakikalarda
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigtir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Alinan ornekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz
edilmigtir.
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3.2.2.2.1.3 Ibuprofenin isopropil Miristat Kaplh Seliiloz Filtre Destekli
CTKNT Membrandan 3 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi sellloz filtre destekli CTKNT membran ile

gerceklestirilmigtir.

Kullanilan CTKNT membran 24 saat boyunca distile su ile 1slatiimistir.
Seluloz filtrenin gegis 06zelliklerine etkisi gérmek icin isopropil miristat
emdirilmis sellloz filtreden ayni sartlarda eszamanli olarak gecis calismasi
yapilmigtir. Deney 3 paralel yapimistir. isopropil miristat ile kaplanmig
CTKNT membran Franz hicrelerinin orta kismina yerlestirilmistir. Hlcrelerin
alt kismina distile su (2 mL), Gst kismina ise ibuprofen c¢ozeltisi ilave
edilmigtir. Ortam sicakhdi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney
suresince devam etmigtir.

e Dondr faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

e Reseptdr faz: Distile su

e Membran: isopropil miristat ile kaplanmig sellloz filtre destekli
CTKNT membran

e Ornek alma zamanlari: 0, 30, 60, 90, 120, 180, 360 dakikalarda
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigstir.

e 37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.

e Alinan ornekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz
edilmistir.

3.2.2.2.1.4 ibuprofenin 2 Katli Selofan Membrandan 3 Saatlik Gegcisi
Calismasi

in vitro gecis galismasi iki katli selofan membran ile gerceklestirilmistir.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.
Deney 3 paralel yapilmistir. iki katli selofan membran Franz hiicrelerinin orta
kismina yerlestirilmistir. Hlcrelerin alt kismina distile su (2 mL), Ust kismina
ise ibuprofen c¢ozeltisi ilave edilmistir. Ortam sicakhgi 37°C’de tutulmustur,
sabit hizda karigtirma deney suresince devam etmigtir.

e Donor faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi
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Reseptor faz: Distile su

Membran: iki katl selofan membran

Ornek alma zamanlari: 0, 30, 60, 90, 120, 180, 360 dakikalarda
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigstir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Alinan 6rnekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmistir.

3.2.2.2.1.5 ibuprofenin iki Selofan Arasi CTKNT Dispersiyonu iceren

Membrandan 3 saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi iki selofan arasi CTKNT ¢ozeltisi iceren

membran ile gergeklestiriimistir.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.

Deney 3 paralel yapilmigtir. iki selofan arasi CTKNT dispersiyonu iceren

membran Franz hulcrelerinin orta kismina vyerlestirilmistir. HuUcrelerin alt

kismina distile su (2 mL), Gst kismina ise ibuprofen ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Ortam sicakhgi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney stresince

devam etmistir.

Dondr faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

Reseptor faz: Distile su

Membran: iki selofan arasi CTKNT dispersiyonu igeren
membran

Ornek alma zamanlari: 0, 30, 60, 90, 120, 180, 360 dakikalarda
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigstir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Alinan 6rnekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmistir.
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3.2.2.2.1.6 ibuprofenin Seliiloz Filtre Destekli CTKNT Membrandan 48
Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi sellloz filtre destekli CTKNT membran ile
gerceklestiriimistir bunun i¢in Franz Diflizyon Hucreleri kullaniimistir.
Kullanilan CTKNT membran 24 saat boyunca distile su ile 1slatiimistir.
Seluloz filtrenin gecis 6zelliklerine etkisi gérmek icin selulozik filtreden ayni
sartlarda eszamanl olarak gegis calismasi yapilimistir. Deney 3 paralel
yapiimistir. CTKNT membran Franz hucrelerinin orta kismina yerlestirilmigtir.
Hucrelerin alt kismina distile su (2 mL), Ust kismina ise ibuprofen c¢ozeltisi
ilave edilmistir. Ortam sicakhgi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma
deney suresince devam etmistir.
e Dondr faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi
e Reseptdr faz: Distile su
e Membran: Sellloz filtre destekli CTKNT membran
e Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 saatlerde reseptdr
fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmistir.
e 37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
e Alinan ornekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmigtir.

3.2.2.2.1.7 Ibuprofenin Kolesterol Kapli Seliilozik Filtre Destekli
CTKNT Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi
in vitro gegis calismasi kolesterol kapli seliilozik filtreli CTKNT

membran.

Kullanilan kolesterol kapli selllozik filtreli CTKNT membran 24 saat
boyunca distile su ile islatiimistir. Seluloz filtrenin gegis 6zelliklerine etkisi
gormek icin kolesterol kapli selllozik filtreden ayni sartlarda eszamanli olarak
gecis calismasi yapilmigtir. Deney 3 paralel yapilmistir. kolesterol kaph
selllozik filtreli CTKNT membran Franz hicrelerinin orta kismina

yerlestiriimistir. Hucrelerin alt kismina distile su (2 mL), Ust kismina ise
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ibuprofen ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ortam sicakligi 37°C’de tutulmustur, sabit

hizda karistirma deney suresince devam etmigtir.

Donor faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

Reseptor faz: Distile su

Membran: Kolesterol kapli selulozik filtreli CTKNT membran
Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 saatlerde reseptdr
fazin tamami alinmis ve distile su ile yer degistirmistir.

37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Ahnan o6rnekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmigtir.

3.2.2.2.1.8 ibuprofenin Kolesterol Ve %1 BSA Kapli Seliilozik Filtre

Destekli CTKNT Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi kolesterol ve %1 BSA kaph seliilozik filtre

destekli CTKNT membran ile gerceklestirilmistir.
Kullanilan kolesterol ve %1 BSA kaplh seltloz filtre destekli CTKNT

membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir. Sellloz filtrenin gegis

Ozelliklerine etkisi gormek igin kolesterol ve %1 BSA kapl selulozik filtreden

ayni sartlarda eszamanli olarak gegis ¢alismasi yapilmistir. Deney 3 paralel

yapilmistir. kolesterol ve %1 BSA kapl sellloz filtre destekli CTKNT

membran Franz hucrelerinin orta kismina yerlestiriimigtir. Hulcrelerin alt

kismina distile su (2 mL), Gst kismina ise ibuprofen ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Ortam sicakhgi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney stresince

devam etmistir.

Dondr faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

Reseptor faz: Distile su

Membran: Kolesterol kapli ve %1 BSA sellloz filtre destekli
CTKNT membran

Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 saatlerde reseptdr
fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigtir.

37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
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Alinan 6rnekler bekletiimeden UV spektrofotometrede analiz edilmigtir

3.2.2.2.1.9 ibuprofenin iki Katl Selofan Membrandan 48 Saatlik Gecis
Calismasi

in vitro gegis galismasi iki katli selofan membran ile gerceklestiriimistir.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.
Deney 3 paralel yapilmistir. iki katli selofan membran Franz hiicrelerinin orta
kismina yerlestirilmistir. Hlcrelerin alt kismina distile su (2 mL), Ust kismina
ise ibuprofen c¢ozeltisi ilave edilmistir. Ortam sicakhgi 37°C’de tutulmustur,
sabit hizda karigtirma deney suresince devam etmigtir.

e Donor faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

e Reseptdr faz: Distile su

e Membran: Iki katlh selofan membran

e Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptdor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigtir.

e 37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilimistir.

e Alinan oOrnekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmistir.

3.2.2.2.1.10 ibuprofenin iki Selofan Arasi CTKNT Dispersiyonu iceren
Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi iki selofan arasi CTKNT dispersiyonu igeren
membran ile gergeklestiriimistir.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.
Deney 3 paralel yapilmistir. iki selofan arasi CTKNT dispersiyonu igeren
membran Franz hucrelerinin orta kismina yerlestiriimigtir. Hlcrelerin alt
kismina distile su (2 mL), Gst kismina ise ibuprofen ¢ozeltisi ilave edilmigtir.
Ortam sicakhdi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney suresince
devam etmistir.

e Dondr faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

-69 -



Reseptor faz: Distile su

Membran: iki selofan arasi CTKNT dispersiyonu igeren
membran

Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigstir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Alinan 6rnekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmistir.

3.2.2.2.1.11 ibuprofenin Iki Selofan Arasi CTKNT Ve Kolesterol

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gegis calismasi iki selofan arasi CTKNT dispersiyonu igeren

membran.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile i1slatiimistir.

Deney 3 paralel yapilmistir. iki selofan arasi CTKNT dispersiyonu igeren

membran Franz hucrelerinin orta kismina yerlestiriimigtir. Hacrelerin alt

kismina distile su (2 mL), Ust kismina ise ibuprofen ¢ozeltisi ilave edilmigtir.

Ortam sicakhgi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney suresince

devam etmistir.

Donor faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

Reseptor faz: Distile su

Membran: iki selofan arasi CTKNT dispersiyonu iceren
membran

Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptor fazin tamami alinmis ve distile su ile yer degistirmigstir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Alnan o6rnekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmigtir.
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3.2.2.2.1.12 Ibuprofenin iki Kath Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA
dispersiyonu iceren membran ile gergeklestirilmistir.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.
Deney 3 paralel yapilmistir. iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu
iceren membran Franz hucrelerinin orta kismina yerlestirilmigtir. Hlcrelerin
alt kismina distile su (2 mL), Gst kismina ise ibuprofen c¢ozeltisi ilave
edilmistir. Ortam sicakh@i 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney
slresince devam etmigtir.

e Donoér faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

e Reseptdr faz: Distile su

e Membran: iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu
iceren membran

e Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigtir.

e 37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.

e Alinan oOrnekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz
edilmistir.

3.2.2.2.1.13 Ibuprofenin iki Kath Selofan Arasi CTKNT Ve %2 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi iki selofan arasi CTKNT ve %2 BSA
dispersiyonu iceren membran ile gergeklestirilmistir.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.
Deney 3 paralel yapilmistir. iki selofan arasi CTKNT ve %2 BSA dispersiyonu
iceren membran Franz hucrelerinin orta kismina yerlestirilmistir. Hlcrelerin

alt kismina distile su (2 mL), Gst kismina ise ibuprofen c¢ozeltisi ilave
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edilmistir. Ortam sicakhgi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney

suresince devam etmigtir.

Donor faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

Reseptor faz: Distile su

Membran: Iki selofan arasi CTKNT ve %2 BSA dispersiyonu
iceren membran

Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptdr fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigtir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Alinan ornekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmigtir.

3.2.2.2.1.14 Ibuprofenin iki Kath Selofan Arasi CTKNT Ve %3 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gegis calismasi iki selofan arasi CTKNT ve %3 BSA

dispersiyonu iceren membran ile gerceklestirilmigtir.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.

Deney 3 paralel yapiimigtir. iki selofan arasi CTKNT ve %3 BSA dispersiyonu

iceren membran Franz hdcrelerinin orta kismina yerlestirilmigtir. Hlcrelerin

alt kismina distile su (2 mL), Gst kismina ise ibuprofen c¢ozeltisi ilave

edilmistir. Ortam sicakhgi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney

suresince devam etmigtir.

Donor faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

Reseptor faz: Distile su

Membran: Iki selofan arasi CTKNT ve %3 BSA dispersiyonu
iceren membran

Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigtir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Alinan ornekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz
edilmigtir.
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3.2.2.2.1.15 ibuprofenin iki Katli Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA Ve

Kolesterol Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gegcis

Calismasi

in vitro gegis calismasi iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA ve
kolesterol dispersiyonu iceren membran ile gergeklestirilmistir.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.
Deney 3 paralel yapilmistir. iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA ve kolesterol
dispersiyonu iceren membran Franz hicrelerinin orta kismina yerlestiriimistir.
Hucrelerin alt kismina distile su (2 mL), Ust kismina ise ibuprofen ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Ortam sicakhigi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karigtirma
deney slresince devam etmistir.

e Dondr faz: 100ug/ml ibuprofen ¢ozeltisi

e Reseptdr faz: Distile su

e Membran: Iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA ve kolesterol
iceren dispersiyonu membran

e Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigstir.

e 37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.

e Alinan ornekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmistir.

3.2.2.2.2 Naproksen ile Yapilan in Vitro Membrandan Gecis
Calismalari

3.2.2.2.2.1 Naproksenin Iki Katli Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gegis calismasi iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA

dispersiyonu iceren membran ile gergeklestirilmistir.

-73-



Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.
Deney 3 paralel yapilmistir. iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu
iceren membran Franz hicrelerinin orta kismina yerlestirilmistir. Hlcrelerin
alt kismina distile su (2 mL), Ust kismina ise naproksen ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Ortam sicakh@r 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karigtirma deney
suresince devam etmigtir.

e Donor faz: 10ug/ml Naproksen ¢ozeltisi

e Reseptor faz: Distile su

e Membran: iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu
iceren membran

e Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmistir.

e 37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.

e Alinan ornekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz
edilmistir.

3.2.2.2.3 Salisilik Asit ile Yapilan in Vitro Membrandan Gecis
Calismalari

3.2.2.2.3.1 Salisilik Asitin iki Katli Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA
dispersiyonu iceren membran ile gergeklestirilmistir.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.
Deney 3 paralel yapilmistir. iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu
iceren membran Franz hucrelerinin orta kismina yerlestirilmistir. Hlcrelerin
alt kismina distile su (2 mL), Ust kismina ise salisilik asit ¢ozeltisi ilave
edilmigtir. Ortam sicakhdi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney

suresince devam etmigtir.
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Donér faz: 1.82 mg/ml salisilik asit ¢ozeltisi

Reseptor faz: Distile su

Membran: iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu
iceren membran

Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptor fazin tamami alinmis ve distile su ile yer degistirmigstir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Alnan o6rnekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmigtir.

3.2.2.2.3.2 Salisilik Asitin insan Derisinden Gecis Calismasi

in vitro gegis galismasi insan abdominal derisi ile gergeklestirilmistir.

Deney 3 paralel yapimistir. insan derisi Franz hiicrelerinin orta

kismina yerlestiriimigtir. Htcrelerin alt kismina distile su (2 mL), Ust kismina

ise salisilik asit ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ortam sicakhgi 37°C’de tutulmustur,

sabit hizda karigtirma deney suresince devam etmistir.

Dondr faz: 1.82 mg/ml salisilik asit ¢dzeltisi

Reseptor faz: pH 7.4 izotonik fosfat tamponu

Membran: insan abdominal derisi

Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigstir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Alinan o6rnekler 0,2 mikron porlu filtreden 3 kez slzilerek
bekletimeden UV spektrofotometrede analiz  edilmistir.
Spektrofotometrede 6rnekler kontrol edilmis ve su ile ayni
absorbanslari verdigi tespit edildiginden ayni kalibrasyon

denklemi kullaniimistir.
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3.2.2.2.4 Ketoprofen ile Yapilan in Vitro Membrandan Gecis
Calismalari

3.2.2.2.4.1 Ketoprofenin ki Katli Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA
dispersiyonu iceren membran ile gerceklestirilmigtir.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile 1slatiimistir.
Deney 3 paralel yapilmistir. iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu
iceren membran Franz hdcrelerinin orta kismina yerlegtirilmigtir. Hlcrelerin
alt kismina distile su (2 mL), Ust kismina ise ketoprofen g¢ozeltisi ilave
edilmistir. Ortam sicakhgr 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney
suresince devam etmigtir.

e Dondr faz: 50 ug/ml ketoprofen ¢ozeltisi

e Reseptdr faz: Distile su

e Membran: iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu
iceren membran

e Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptor fazin tamami alinmis ve distile su ile yer degistirmistir.

e 37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.

e Alinan ornekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmigtir.

3.2.2.2.5 Etodolak ile Yapilan in Vitro Membrandan Gegis Calismalari

3.2.2.2.5.1 Etodolak'in iki Kath Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA

dispersiyonu iceren membran ile gergeklestirilmistir.
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Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile islatiimistir.
iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu igceren membran gegis
calismalari Franz difizyon htcreleri kullanilarak yapiimistir. Deney 3 paralel
yapimistir. iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu igeren
membran Franz hucrelerinin orta kismina yerlestiriimigtir. Hacrelerin alt
kismina distile su (2 mL), Ust kismina ise etodolak ¢ozeltisi ilave edilmigstir.
Ortam sicakhgi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney suresince
devam etmistir.

e Dondr faz: 16 ug/ml ketoprofen ¢ozeltisi

e Reseptor faz: Distile su

e Membran: Iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu
iceren membran

e Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigtir.

e 37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.

e Alinan ornekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmigtir.

3.2.2.2.6 Sildenafil ile Yapilan in Vitro Membrandan Gecis Calismalari

3.2.2.2.6.1 Sildenafilin _iki Katl Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA
dispersiyonu iceren membran ile gergeklestirilmistir.

Kullanilan selofan membran 24 saat boyunca distile su ile i1slatiimistir.
iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu igceren membran gegis
calismalari Franz difizyon hicreleri kullanilarak yapilmistir. Deney 3 paralel
yapilmistir. iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu igeren

membran Franz huicrelerinin orta kismina yerlestiriimigtir. Hlcrelerin alt
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kismina distile su (2 mL), Ust kismina ise sildenafil ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Ortam sicakhgi 37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney suresince

devam etmistir.

Dondr faz: 3,5 mg/ml sildenafil ¢ozeltisi

Reseptor faz: Distile su

Membran: iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu
iceren membran

Ornek alma zamanlar: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptor fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigstir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Alinan ornekler bekletimeden UV spektrofotometrede analiz

edilmistir.

3.2.2.2.6.2 Sildenafilin insan Derisinden Gecis Calismasi

in vitro gecis calismasi insan abdominal derisi ile gerceklestirilmistir.

Calismada distile su kullaniimigtir.

Sildenafilin insan derisinden gegis ¢alismalari Franz difuzyon hlcreleri

kullanilarak yapilmistir. Deney 3 paralel yapilmistir. insan derisi Franz

hicrelerinin orta kismina yerlestiriimistir. Hicrelerin alt kismina distile su (2

mL), Ust kismina ise sildenafil ¢bzeltisi ilave edilmigtir. Ortam sicakligi

37°C’de tutulmustur, sabit hizda karistirma deney sliresince devam etmistir.

Dondr faz: 3.5 mg/ml sildenafil ¢ozeltisi

Reseptor faz: pH 7.4 fosfat tamponu

Membran: insan abdominal derisi

Ornek alma zamanlari: 0, 4, 8, 12, 24, 48 inci saatlerde
reseptdr fazin tamami alinmig ve distile su ile yer degistirmigtir.
37°C su banyosunda manyetik karistirici ile deney yapilmistir.
Ahnan o6rnekler 0,2 mikron porlu filtreden 3 kez slzllerek
bekletimeden UV spektrofotometrede analiz  edilmistir.

Spektrofotometrede &rnekler kontrol edilmis ve su ile ayni
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absorbanslari verdigi tespit edildiginden ayni kalibrasyon

denklemi kullaniimistir.

3.2.2.3 in vitro Gegis Deneyleri Verileri ile Permeabilite Katsayisi
(log K;) Hesaplanmasi

in vitro gegis deneyleri sonucu elde edilen salim grafikleri
degerlendirilerek salimin en hizh oldugu bdlgenin egimi hesaplanmigtir.
Hesaplanan egim gecis deneyi yapilan maddenin doygun c¢ozeltisinin
derigsimine  bolinip etkin  maddenin  permeabilite  katsayisi  (K;)
hesaplanmigtir. Hesaplanan permeabilite katsayisinin logaritmasi alinarak

LogK, hesaplanmigtir. LogK, hesabiyla ilgili denklem asagida verilmigtir.

logh, = Lcrg%,fﬂ; Esitlik 8

Ko ilgili etken maddenin permeabilite katsayisi; m salim grafiginde
gegisin en hizli oldugu bdlgenin egimi; C4 etken maddenin doygun

¢Ozeltisinin derisimi; S ylzey alandir.

3.2.2.4. Elde Edilen Sonuclara Gore Yapay Membranlarin

Uygunlugunun Degerlendirilmesi

Bunun igin kullanilan etkin maddelerin literatirden deriden gegis
permeabilite kat sayilari elde edilmistir.
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Tablo10: Kullanilan etkin maddelerin literatir verileri

Etkin madde Log kp (insan derisi) Kaynak

ibuprofen -2,081 11,111,112
Naproksen -2,137 11,111,112
Ketoprofen -2,3342 112
Salisilik Asit -3,4562 112
Etodolak -3,7609 11,111,112
Sildenafil -2,995 123

Kullandigimiz  membranin  uygunlugunu degerlendirebilmek

icin

literatirdeki insan derisine ait permebilite katsayilari ile hazirlanan model

membranlardan elde edilen permeabilite kat sayilari karsilastiriimigtir

4. BULGULAR

4.1 Miktar Tayinleri Validasyon Bulgulari

41.1 ibuprofenin UV Spektrofotometre ile miktar tayini

validasyonu:

4.1.1.1 UV Spektrofotometre ile ibuprofenin Kalibrasyon Denkleminin

Elde Edilmesi:

Calisma Bolum 3.2.2.1.2.1 de anlatildigi sekilde yapiimistir. Elde

edilen dogru denklemi ve kalibrasyon grafigi Sekil 2'de gorulmektedir.
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Sekil 2: ibuprofen kalibrasyon grafigi

4.1.1.2 Dogrusallik
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Calisma Boélim 3.2.2.1.2.2'de anlatildi§i sekilde yapilmistir. Olgllen

absorbanslara karsilik hazirlanan derisimler grafige gecirilmis ve en kiguk

kareler yontemine gore degerlendirilip, standart dogru denklemi bulunmustur.

UV spektrofotometre dlgimleri sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi

sekil 2’de gorllmektedir.

4.1.1.3 Dogruluk ve Geri Elde

Calisma Boliim 3.2.2.1.2.3'te anlatildig sekilde yapiimistir. ibuprofenin

suda dogruluk sonuglari Tablo11’de gosterilmistir.

Tablo11: ibuprofen dogruluk tayini sonuglari

Hazirlanan Konsantrasyon % Geri elde edilen miktar
konsantrasyon(ug/mL) (ng/mL) (ng/mL)
50 51,09032 102,6
50 48,94034 97,9
50 50,47604 100,9
50 49,1451 98,3
50 50,78318 101,6
50 48,73558 97,5
Ortalama 99,7
SD 2,07
Varyasyon Katsayisi 2,07
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4.1.1.4 Kesinlik
Calismalar Bolim 3.2.2.1.2.4’'de anlatildigi gibi yapilmistir. ibuprofenin

geri elde sonuglari Tablo12 ve Tablo13’te verilmistir.

a. Deney Ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

ibuprofenin 6,25 ug/ml derisiminde hazirlanan cozeltisi UV

spektrofotometrede ardarda 6 kez olgulmuistir. Elde edilen sonuglar

Tablo12’de verilmistir.

Tablo12: ibuprofen deney igi kesinlik sonuglari

ibuprofenin
. Hesapla bulunan
Ornek No ¢Ozeltisinin derigimi
derigimler (ug/mL)
(ng/mL)

1 6,25 6,25

2 6,25 5,84

3 6,25 6,45

4 6,25 5,84

5 6,25 6,55

6 6,25 6,35

Ortalama 6,22

SD 0,31

Varyasyon Katsayisi 4,92

(Ylizde sapma)

b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)
Bolim 3.2.2.1.2.4.’da anlatildidi gibi yapilmigtir. Birbirini takip eden 3

gun icinde ayni sekilde hazirlanan stok c¢dzeltilerin analizi yapiimigtir.
Sonuglar Tablo13’'te verilmigtir. Yontemin ginden gline degisik sonuglar

vermedigi anlasiimistir.
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Tablo13: ibuprofen deneyler arasi kesinlik sonuclar

Konsantrasyon
1. gln 2.glin 3.gun
(ng/mL)

100 96,0 98,5 95,4
50 109,8 113,9 106,9
25 107,7 101,9 109,4
12,5 101,6 97,5 107,3
6,25 99,9 93,4 104,9

Ortalama 103 101 105
SD 5,65 7,78 5,46
SEM 3,26 4,49 3,15

4.1.1.5 Duyarhlik ve saptama siniri

Kalibrasyon egrisinin egimi igin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak
kalibrasyon denklemi bulunmus ve onun egimi alinmistir. Ortak denklemin
egimi: 102,38 dir.

ibuprofenin saptanabilen en diisik derigimi: 0,78 pg/ml

Duyarlik siniri: 0,00846 pg/mi

Saptama siniri: 0,0256 ug/mi

4.1.1.6 Ozqgiinliik ve Secicilik

Calisma Bolum 3.2.2.1.2.6’da anlatildigi gibi yapiimistir.
ibuprofenin pik verdigi dalga boyunda distile suyun absorbansina

bakilimis, pik vermedigi gosterilmistir. Yontemin ibuprofen tayinine uygun
olduguna karar verilmistir.
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4.1.2 Naproksenin UV Spektrofotometre ile miktar tayini

validasyonu:

4.1.2.1 UV Spektrofotometre ile Naproksenin Kalibrasyon Denkleminin
Elde Edilmesi:
Calisma Bolim 3.2.2.1.4.1'de anlatildigi sekilde yapiimistir. Elde

edilen dogru denklemi ve kalibrasyon grafigi Sekil 3'de gorulmektedir.
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Sekil 3: Naproksen kalibrasyon grafigi

4.1.2.2 Dogrusallik
Calisma Boélim 3.2.2.1.4.2'de anlatildi§i sekilde yapilmistir. Olgllen

absorbanslara karsilik hazirlanan derigsimler grafige geciriimis ve en kuguk
kareler yontemine gore degerlendirilip, standart dogru denklemi bulunmustur.

UV spektrofotometre dlcimleri sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi
Sekil 3’de gorulmektedir.

4.1.2.3 Dogruluk ve Geri Elde
Cahisma Bolim 3.2.2.1.2.3te anlatildigi  sekilde yapilmistir.

Naproksenin suda dogruluk sonuglari Tablo14’de gdosterilmistir.
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Tablo14: Naproksen dogruluk ve geri elde verileri

Hazirlanan Konsantrasyon % Geri elde edilen
konsantrasyon(ug/mL) (ng/mL) miktar (ug/mL)
1,25 1,270 101,7
1,25 1,264 101,1
1,25 1,284 102,7
1,25 1,257 100,6
1,25 1,268 101.,4
1,25 1.270 101,7
Ortalama 101,53
SD 0,706
Varyasyon Katsayisi 0,695
4.1.2.4 Kesinlik

Caligmalar Bolum 3.2.2.1.4.4de anlatildigi  gibi  yapiimistir.

Naproksenin geri elde sonuglari Tablo15 ve Tablo 16’da verilmistir.

a.Deney ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

Naproksenin suda 0,625 pg/ml derigsiminde hazirlanan ¢ozeltisi UV

spektrofotometrede ardarda 6 kez olgulmuistir. Elde edilen sonuglar
Tablo15’de verilmistir.
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Tablo15: Naproksen tekrar edilebilirlik verileri

Naproksen
.. . Hesapla bulunan
Ornek No ¢ozeltisinin derigimi
derisimler (ug/mL)
(ng/mL)

1 0,625 0,666

2 0,625 0,653

3 0,625 0,647

4 0,625 0,627

5 0,625 0,666

6 0,625 0,653

Ortalama 0,652

SD 0,015

Varyasyon Katsayisi 2,22

(Yuzde sapma)

b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)
Bolim 3.2.2.1.4.4.’da anlatildidi gibi yapilmigtir. Birbirini takip eden 3

gun icinde ayni sekilde hazirlanan stok c¢dzeltilerin analizi yapiimigtir.
Sonuglar Tablo16’da verilmistir. Yontemin glinden gune degisik sonuglar

vermedigi anlagiimistir.

Tablo16: Naproksen tekrar elde edilebilirlik verileri

Konsantrasyon
1. giin 2.giin 3.giin
(ng/mL)

10 93,3 96,8 98,4
5 103 104,4 101,6

25 107,6 107,4 96,8
1,25 10,7 102,7 96,8

0,625 89,7 103 85
Ortalama 99,1 103 96,2
SD 7,4 3,9 6,5
SEM 4,26 2,24 3,7
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4.1.2.5 Duyarlilik ve saptama siniri

Kalibrasyon egrisinin egimi icin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak
kalibrasyon denklemi bulunmus ve onun egimi alinmistir. Ortak denklemin
egimi:3,2141°dir

Naproksenin sudaki en dusuk derigimi: 0,78 pg/ml

Duyarlik siniri : 0,007404 pg/ml

Saptama siniri: 0,022436 ug/ml

4.1.2.6 Ozgiinliik ve Segicilik
Calisma 3.2.2.1.4.6’da anlatildigi gibi yapilmstir.

Naproksenin pik verdigi dalga boyunda distile suyun absorbansina
bakilmig, pik vermedigi gosterilmistir. Yontemin naproksen tayinine uygun

olduguna karar verilmistir.

4.1.3 Salisilik asitin UV Spektrofotometre ile miktar tayini

validasyonu:

4.1.3.1 UV Spektrofotometre ile Salisilik asitin Kalibrasyon

Denkleminin Elde Edilmesi:

Calisma Bolim 3.2.2.1.6.1'de anlatildigi sekilde yapilimistir. Elde

edilen dogru denklemi ve kalibrasyon grafigi sekil 4’de gorilmektedir.
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Sekil 4: Salisilik asitin kalibrasyon grafigi
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4.1.3.2 Dogrusallik
Calisma Boélim 3.2.2.1.6.2'de anlatildigi sekilde yapilmistir. Olgllen

absorbanslara karsilik hazirlanan derisimler grafije gecirildi. En kiguk
kareler yontemine gore degerlendirilip, standart dogru denklemi bulundu ve

dogrusalligi kanitlandi.

UV spektrofotometre dlcimleri sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi
Sekil 4’de gorulmektedir.

4.1.3.3 Dogruluk ve Geri Elde
Calisma Bolim 3.2.2.1.6.3'te anlatildigi sekilde yapilmistir. Salisilik

asitin suda dogruluk sonuglari Tablo17’de gosterilmistir.

Tablo17: Salisilik asit dogruluk ve geri elde verileri

Hazirlanan Konsantrasyon % Geri elde edilen
konsantrasyon(ug/mL) (ng/mL) miktar (ug/mL)
14,5 14,27 98,41
14,5 15,13 104,3
14,5 14,59 100,6
14,5 14,73 101,6
14,5 15,05 109,8
14,5 14,51 100
Ortalama 102
SD 2,27
Varyasyon Katsayisi 2,23
4.1.3.4 Kesinlik

Caligmalar Bolum 3.2.2.1.6.4’de anlatildigi gibi yapilmistir. Salisilik
asitin geri elde sonugclari Tablo 18 ve Tablo19’da verilmigtir.
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a. Deney ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)
Salisilik asitin suda 14,5 pg/ml derisiminde hazirlanan ¢ozeltisi UV

Spektrofotometrede ardarda 6 kez Olglimustir. Elde edilen sonuglar

Tablo18'de verilmistir.

Tablo18: Salisilik asitin tekrar edilebilirlik verileri

Salisilik asit
.. . Hesapla bulunan
Ornek No ¢ozeltisinin derigimi
derigimler (ug/mL)
(ng/mL)
1 14,5 14,27
2 14,5 15,13
3 14,5 14,59
4 14,5 14,73
5 14,5 15,05
6 14,5 14,51
Ortalama 14,7
SD 0,33
Varyasyon Katsayisi 2,23
(Yiizde sapma)

b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)
Bolim 3.2.2.1.6.4’de anlatildigi gibi yapilmistir. Birbirini takip eden 3
gun icinde ayni sekilde hazirlanan stok c¢ozeltilerin analizi yapiimigtir.

Sonuglar Tablo19’da verilmistir. Yontemin glinden gine degisik sonuglar

vermedigi anlasiimistir.
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Tablo19: Salisilik asitin tekrar elde edilebilirlik verileri

Konsantrasyon
1. gln 2.glin 3.gun
(ng/mL)

58 102 100,4 96,5

29 109,6 101,5 95,3
14,5 106 95,5 93,4
7,25 100,9 90,6 89,8
3,165 101,4 115,3 84,2
Ortalama 104 101 91,8

SD 3,73 9,24 5

SEM 215 5,34 2,86

4.1.3.5 Duyarhlik ve saptama siniri

Kalibrasyon egrisinin egimi igin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak
kalibrasyon denklemi bulunmus ve onun egimi alinmistir. Ortak denklemin
egimi:20,10’dir

Salisilik asitin sudaki en dusuk derisimi: 0,459 ug/ml

Duyarlik siniri: 0,000434 pg/mi

Saptama siniri: 0,001316 pug/mi

4.1.3.6 Ozqlinliik ve Secicilik

Calisma 3.2.2.1.6.6’da anlatildidi gibi yapilmigtir. Salisilik asitin pik
verdigi dalga boyunda distile suyun absorbansina bakilmig, pik vermedigi

gosterilmistir. Yontemin salisilik asit tayinine uygun olduguna karar verilmistir.

-90 -




4.1.4 Ketoprofenin UV Spektrofotometre ile miktar tayini

validasyonu:

4.1.4.1 UV Spektrofotometre ile Ketoprofenin Kalibrasyon Denkleminin
Elde Edilmesi:
Calisma Bolum 3.2.2.1.8.1'de anlatildigi sekilde yapiimistir. Elde

edilen dogru denklemi ve kalibrasyon grafigi Sekil 5’'de gorulmektedir.

14 -
12 //'
/
— 10 - —
E ~
? 8 //
E . e
=z _—
]
] 4 .///
2 ,// y=3.185x+ 0.098
& R? =(.999
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 45
Absorbans

Sekil 5: Ketoprofenin kalibrasyon grafigi

4.1.4.2 Dogrusallk
Calisma Bolum 3.2.2.1.8.2'de anlatildi§i sekilde yapilmigtir. Olgllen

absorbanslara karsilik hazirlanan derisimler grafige gecirilmistir. En kiguk
kareler yontemine gore degerlendirilip, standart dogru denklemi bulunmustur.
UV spektrofotometre dl¢gimleri sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi

Sekil 5’de gorulmektedir.

4.1.4.3 Dogruluk ve Geri Elde
Cahisma Bolim 3.2.2.1.8.3'te anlatildigi  sekilde yapilmistir.

Ketoprofenin suda dogruluk sonuglari Tablo20’de gosterilmistir.
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Tablo20: Ketoprofen dogruluk ve geri elde verileri

Hazirlanan Konsantrasyon % Geri elde edilen miktar
konsantrasyon(pg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
2 2,090 104,5
2 1,982 99,1
2 1,994 99,7
2 2,010 100,5
2 2,067 103,35
2 2,026 101,3
Ortalama 101
SD 2,12
Varyasyon Katsayisi 2,09
4.1.4.4 Kesinlik

Caligmalar Bolum 3.2.2.1.8.4’'de anlatildigi  gibi  yapiimistir.
Ketoprofenin geri elde sonuglari Tablo21 ve Tablo22'de verilmigtir.

a.Deney ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

Ketoprofenin suda 2 pg/ml derisiminde hazirlanan ¢ozeltisi UV

spektrofotometrede ardarda 6 kez olgulmuistir. Elde edilen sonuglar

Tablo21’de verilmistir.

Tablo21: Ketoprofenin tekrar edilebilirlik verileri

. Ketoprofen ¢oézeltisinin Hesapla bulunan
Ornek No
derisimi (ug/mL) derisimler (ug/mL)
1 2 2,092
2 2 1,955
3 2 1,996
4 2 2,012
5 2 2,070
6 2 2,028
Ortalama 2,03
SD 0,05
Varyasyon Katsayisi 2,46
(Yuzde sapma)
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b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)

Bolim 3.2.2.1.8.4.’de anlatildigi gibi yapilmistir. Birbirini takip eden 3
gun icinde ayni sekilde hazirlanan stok c¢ozeltilerin analizi yapiimigtir.
Sonuglar Tablo22’de verilmistir. Yontemin ginden gune degisik sonuglar
vermedigi anlagiimistir.

Tablo22: Ketoprofen tekrar elde edilebilirlik verileri

Konsantrasyon
1. gln 2.glin 3.gun
(ng/mL)

12,5 100,5 100,5 100,5
6,25 100,9 102 94,9
3,125 88,2 98,8 95,5
1,562 96,1 101,6 92,8
0,781 100,4 106,9 104,4

0,391 91,3 101,9 96,2

Ortalama 96,2 102 97,4

SD 5,43 2,71 4,3

SEM 3,13 1,56 2,48

4.1.4.5 Duyarhlik ve saptama siniri

Kalibrasyon egrisinin egimi igin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak
kalibrasyon denklemi bulunmus ve onun egimi alinmistir. Ortak denklemin
egimi:3,185dir

Ketoprofenin sudaki en dustk derigimi: 0,0978 ug/mi

Duyarlik siniri: 0,002072 pg/ml

Saptama siniri: 0,006278 ug/ml
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4.1.4.6 Ozgunliik ve Secicilik
Calisma 3.2.2.1.8.6'da anlatildi§i gibi yapilmistir. Ketoprofenin pik

verdigi dalga boyunda distile suyun absorbansina bakilmig, pik vermedigi

gOsterilmigtir. Yontemin ketoprofen tayinine uygun olduguna karar verilmistir.

41.5 Etodolak'in UV Spektrofotometre ile miktar tayini

validasyonu:

4.1.5.1 UV Spektrofotometre ile Etodolak'in Kalibrasyon Denkleminin
Elde Edilmesi:
Cahisma Bolim 3.2.2.1.10.1’de anlatildigi sekilde yapilmistir. Elde

edilen dogru denklemi ve kalibrasyon grafigi Sekil 6'da gorulmektedir.

18 -
16 - /,
14 - ~
12 - e

10 - -~

(D] [e3]

Derisim({pug/ml)

y=8112x-0.191

4 / R?=0.996
Ij f T T T 1
2 05 1 1.5 2 2.5

Absorbans

kN

Sekil 6: Etodolak'in kalibrasyon grafigi

4.1.5.2 Dogrusallik
Calisma Boélim 3.2.2.1.10.2°de anlatildi§ sekilde yapilmistir. Olgllen

absorbanslara karsilik hazirlanan derisimler grafije gegcirildi. En kiguk
kareler yontemine gore degerlendirilip, standart dogru denklemi bulunmustur.
UV Spektrofotometre olgimleri sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi

Sekil 6’da gorulmektedir.
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4.1.5.3 Dogruluk ve Geri Elde
Calisma bolim 3.2.2.1.10.3'te anlatildigi  sekilde yapilmistir.

Etodolak'in suda dogruluk sonuglari Tablo23’de gosterilmigtir.

Tablo23: Etodolak'in dogruluk ve geri elde verileri

Hazirlanan Konsantrasyon % Geri elde edilen
konsantrasyon(ug/mL) (ng/mL) miktar (ug/mL)
4 4,092 102,3
4 4,027 100,7
4 4,124 103,1
4 4,068 101,7
4 4,165 104,1
4 3,986 99,65
Ortalama 102
SD 1,62
Varyasyon Katsayisi 1,59
4.1.5.4 Kesinlik

Caligmalar Bolum 3.2.2.1.10.4'de anlatildigi gibi  yapilmistir.

Etodolagin geri elde sonuglari Tablo 24 ve Tablo25te verilmistir.

a. Deney ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

Etodolak'in  suda 4 pg/ml derisiminde hazirlanan c¢oézeltisi UV

Spektrofotometrede ardarda 6 kez dlgilmustir. Elde edilen sonuglar Tablo

24°de verilmistir.
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Tablo24: Etodolak'in tekrar edilebilirlik verileri

Ornek No Etodolak ¢ozeltisinin Hesapla bulunan
derigimi (ug/mL) derigimler (ug/mL)

1 4 4,092

2 4 4,027

> 4 4,124

4 4 4,068

° 4 4,165

° 4 3,986

Ortalama 4,08

SD 0,07

Varyasyon Katsayisi
(Yuzde sapma) 1,59

b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)

Bolim 3.2.2.1.10.4’de anlatildigi gibi yapilmistir. Birbirini takip eden 3
gun icinde ayni sekilde hazirlanan stok c¢ozeltilerin analizi yapiimigtir.
Sonuglar Tablo25’te verilmistir. Yontemin ginden glne degisik sonuglar
vermedigi anlagiimistir.

Tablo25: Etodolagin tekrar elde edilebilirlik verileri

Konsantrasyon . . .

1. gun 2.glin 3.gilin
(ng/mL)

12,5 96,7 95,1 100,8
6,25 109,6 102,5 110,7
3,125 100,3 98,4 108,4
1,562 97,1 98,3 98,3

0,781 106,6 86,3 93,6

Ortalama 102 96,1 102

sD 5,769 6,074 71

SEM 3,331 3,507 4,09
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4.1.5.5 Duyarllik ve saptama siniri

Kalibrasyon egrisinin egimi icin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak

kalibrasyon denklemi bulunmus ve onun egimi alinmistir. Ortak denklemin
egimi:8,112’dir.

Etodolak'in sudaki en dusik derigimi: 0,125 pug/ml
Duyarlik siniri: 0,001467 pg/ml
Saptama siniri: 0,004444 ug/ml

4.1.5.6 Ozqiinliik ve Secicilik

Calisma 3.2.2.1.10.6’da anlatildig1 gibi yapilmistir. Etodolak'in

pik

verdigi dalga boyunda distile suyun absorbansina bakiimig, pik vermedigi

gOsterilmigtir. Yontemin etodolak tayinine uygun olduguna karar verilmistir.

edilen dogru denklemi ve kalibrasyon grafigi Sekil 7’de gorulmektedir.

4.1.6 Sildenafilin

validasyonu:

UV Spektrofotometre ile miktar

tayini

4.1.6.1 UV Spektrofotometre ile Sildenafilin Kalibrasyon Denkleminin

Elde Edilmesi:

Calisma Bolum 3.2.2.1.12.1°de anlatildigi sekilde yapilmigtir. Elde

Derigim{pg/ml)
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Absorbans

Sekil 7: Sildenafilin kalibrasyon grafigi
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4.1.6.2 Dogrusallik
Calisma Boliim 3.2.2.1.12.2 de anlatildigi sekilde yapilmistir. Olgllen

absorbanslara karsilik hazirlanan derisimler grafige gecirilmis ve en kiguk
kareler yontemine gore degerlendirilip, standart dogru denklemi bulunmustur.
UV Spektrofotometre dlgimleri sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil

7’de gorulmektedir.

4.1.6.3 Dogruluk ve Geri Elde
Calisma Bolim 3.2.2.1.12.3'e anlatildi§i sekilde yapilmistir.

Sildenafilin suda dogruluk sonuglari Tablo 26 ‘da gdésterilmistir.

Tablo26: Sildenafilin Dogruluk ve geri elde verileri

Hazirlanan Konsantrasyon % Geri elde edilen
konsantrasyon(ug/mL) (mg/mL) miktar (ug/mL)
10 9,80 98
10 9,99 99,9
10 10,13 101,3
10 10,12 101,2
10 10,41 104,1
10 9,56 95,6
Ortalama 100
SD 2,94
Varyasyon Katsayisi 2,94
4.1.6.4 Kesinlik

Caligmalar Bolum 3.2.2.1.12.4'de anlatildigi gibi yapilmistir.

Sildenafilin geri elde sonuglari Tablo27 ve Tablo28’de verilmistir.
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a. Deney Ici Kesinlik (Tekrar Edilebilirlik)

Sildenafilin suda 4 pg/ml derisiminde hazirlanan c¢ozeltisi UV

spektrofotometrede ardarda 6 kez oOlgulmustir. Elde edilen sonuglar Tablo

27°de verilmistir.

Tablo27: Sildenafilin tekrar edilebilirlik verileri

Ornek No Sildenafil ¢bzeltisinin Hesapla bulunan
derigimi (ug/mL) derisimler (ug/mL)
1 10 9,80
2 10 9,99
> 10 10,13
4 10 10,12
> 10 10,41
° 10 9,56
Ortalama 10
SD 0,29
Varyasyon Katsayisi
(Yuzde sapma) 2.94

b. Deneyler Arasi Kesinlik (Tekrar Elde Edilebilirlik)
Bolim 3.2.2.1.12.4’de anlatildigi gibi yapilmistir. Birbirini takip eden 3

gun icinde ayni sekilde hazirlanan stok c¢ozeltilerin analizi yapiimigtir.
Sonuglar Tablo28te verilmigtir. Yontemin ginden gline degisik sonuglar

vermedigi anlasiimistir.
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Tablo28: Sildenafilin tekrar elde edilebilirlik verileri

Konsantrasyon
1. gln 2.glin 3.gun
(ng/mL)
27,3438 98,1 100,9 101,7
13,6719 98,2 102,6 98,8
6,836 96,3 100,3 93
3,418 98,8 95,6 103,2
1,709 106,6 102,3 99,1
0,8545 105 103,7 102,9
Ortalama 100,5 100,9 99,8
sD 4,22 2,87 3,79
SEM 2,44 1,66 2,19

4.1.6.5 Duyarhlik ve saptama siniri

Kalibrasyon egrisinin egimi igin 3 tane olan kalibrasyon grafiginin ortak
kalibrasyon denklemi bulunmus ve onun egimi alinmistir. Ortak denklemin
egimi:18,51’dir.

Sildenafilin sudaki en disuk derisimi: 0,2136 pg/mi

Duyarlik siniri: 0,000472 pg/ml

Saptama siniri: 0,001429 ug/ml

4.1.6.6 Ozgunliik ve Segicilik
Calisma 3.2.2.1.10.6’da anlatildigi gibi yapilmistir. Sildenafilin  pik

verdigi dalga boyunda distile suyun absorbansina bakilmig, pik vermedigi

gosterilmistir. Yontemin Sildenafil tayinine uygun olduguna karar verilmigtir.
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4.2 in vitro Gegis Galismalari

4.2.1 ibuprofen ile Yapilan in vitro Gecis Calismalari

4.2.1.1 ibuprofenin Seliiloz Filtreli Destekli CTKNT Membrandan Gecis

Calismasi
Cahisma Bolim 3.2.2.2.1.1de anlatildigi sekilde yapilmistir.

ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 8’ ‘de verilmistir.

Yiizeyden Gegen Miktar(pig/cm?)

140 -+

120 -

100 -

80 -

60

10

20 4

0 5 10 15 20 25 30 35

Zaman(dakika)

Sekil 8: ibuprofenin KNT membranla yapilan gegcis deneyi

logK, degeri -1,8817 olarak hesaplanmigtir.

4.2.1.2 ibuprofenin Seliiloz Filtre Destekli CTKNT Membrandan Gegcis

Calismasi
Calisma Bolim 3.2.2.2.1.2 ‘de anlatldigi sekilde yapilmistir.

ibuprofene gecis grafigi ise Sekil 9 ‘da verilmistir.
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300 -
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200 -

150 A

100 +
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Yiizeyden Gecen Miktar{jig/cm?)

0 T T T T T T 1
0] 50 100 150 200 250 300 350 400

Zaman(dakika)

Sekil 9: ibuprofenin KNT membranla yapilan gegis deneyinin 360
dakikalik profili
log K, degeri -2,5252 olarak hesaplanmistir.

4.2.1.3 ibuprofenin isopropil Miristat Kapli Seliiloz Filtre Destekli
CTKNT Membrandan Gecis Calismasi
Calisma Bolim 3.2.2.2.1.3'de anlatildigi sekilde yapilmistir.

ibuprofene ait gegis grafigi ise Sekil 10 ‘da verilmigtir.

350

300 - l
[

250
200
150
100

50

Yizeyden Gegen Miktar(pg/cm?)

T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Zaman(dakika)

Sekil 10: ibuprofenin isopropil miristat kapli KNT membranla

yapilan gegis deneyinin profili
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logK, degeri -2,6685 olarak hesaplanmigtir.

4.2.1.4 Ibuprofenin 2 Katli Selofan Membrandan 3 Saatlik Gecis

Calismasi
Cahisma Bolim 3.2.2.2.1.4de anlatildigi sekilde yapilmistir.

ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 11‘de verilmistir.

100
50

&0 - T
70 .|. 1

60

40 T 1
30 L
20 T

Yiuzeyden Gegen Miktar(ug/cm?)

0 50 100 150 200 250 300 350 £00

Zaman(dakika)

Sekil 11: ibuprofenin 2 kath selofan membranla yapilan gegis

deneyinin profili

logK,, degeri -3,0999 olarak hesaplanmigtir.

4.2.1.5 ibuprofenin iki Selofan Arasi CTKNT Dispersiyonu Iceren

Membrandan 3 saatlik Gecis Calismasi

Calisma Bolim 3.2.2.2.1.5de anlatildigi sekilde yapilmistir.
ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 12'de verilmistir.
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Zaman(dakika)

Sekil 12: Iibuprofenin iki selofan arasi 2mg/ml CTKNT

dispersiyonu iceren membrandan yapilan gecis deneyinin profili

logK, degeri -2,9815 olarak hesaplanmigtir.

4.2.1.6 Ibuprofenin Seliiloz Filtre Destekli CTKNT Membrandan 48

Saatlik Gecis Calismasi

Cahisma Bolim 3.2.2.2.1.6'da anlatildigi sekilde yapilmistir.

ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 13‘de verilmistir.

700

600

500

400

300

200

Yizeyden Gegen Miktar(pg/cm?)

100

3
1

10 20 30 40 50 60

Zaman(saat)

Sekil 13: ibuprofenin KNT membrandan vyapilan gegis

deneyinin profili
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logK, degeri -1,0956 olarak hesaplanmigtir.

4.2.1.7 ibuprofenin _Kolesterol Kapli _Seliilozik _Filtreli CTKNT

Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

Calisma Bolim 3.2.2.2.1.7de anlatildigi sekilde yapilmistir.
ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 14’de verilmistir.

250 -

200 -

150

100 -

50 +

Yiizeyden Gegen Miktar{pg/cm?)

0 10 20 30 40 50 €0

Zaman(saat)

Sekil 14: ibuprofenin kolesterol kapli KNT membrandan
yapilan gegis deneyinin profili

logK, degeri -1,7246 olarak hesaplanmigtir.

4.2.1.8 ibuprofenin Kolesterol Ve %1 BSA Kaph Selliloz Filtre Destekli

CTKNT Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

Calisma Bolum 3.2.2.2.1.8’'de anlatildigi sekilde yapilmistir.
ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 15°de verilmistir.
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Sekil 15: ibuprofenin kolesterol ve %1 BSA kapli KNT
membrandan yapilan gegis deneyinin profili

logK, degeri -1,2366 olarak hesaplanmisgtir.

4.2.1.9 ibuprofenin iki Katli Selofan Membrandan 48 Saatlik Gecis

Calismasi
Calisma Bolum 3.2.2.2.1.9de anlatildigi sekilde yapilmistir.

ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 16°da verilmistir.

200
180 +
160
140
120
100 +
80
60
40 -
20

0 T T T T T

Yiizeyden Gegen Miktar{pg/cm?)

0 10 20 30 40 50 G0

zaman({saat)

Sekil 16: ibuprofenin 2 katli selofan membrandan yapilan gegcis
deneyinin profili

logK, degeri -1,8519 olarak hesaplanmigtir.
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4.2.1.10 Ibuprofenin iki Selofan Arasi CTKNT Dispersiyonu iceren

Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

Calisma Bolim 3.2.2.2.1.10'da anlatildi§i sekilde yapilmistir.

ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 17'de verilmistir.
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0 10 20 30 40 50 60

Zaman (saat)

Sekil 17: ibuprofenin  iki selofan arasi 2mg/ml CTKNT
dispersiyonu iceren membrandan yapilan gegis deneyinin profili

logK, degeri -1,9807 olarak hesaplanmigtir.

4.2.1.11 ibuprofenin iki Selofan Arasi CTKNT Ve Kolesterol

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

Calisma Bolum 3.2.2.2.1.11'de anlatiidigi sekilde yapilmistir.

ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 18‘de verilmistir.
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Sekil18: ibuprofenin iki selofan arasi 2 mg/ml CTKNT ve
kolesterol dispersiyonu iceren membrandan yapilan gegis deneyinin
profili

logK, deg@eri -1,6674 olarak hesaplanmigtir.

4.2.1.12 ibuprofenin iki Katli Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gegis Calismasi

Calisma Bolim 3.2.2.2.1.12'de anlatildi§i sekilde yapilmistir.
ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 19°da verilmistir.
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Sekil 19: ibuprofenin iki selofan arasi 2 mg/ml CTKNT ve %1

BSA dispersiyonu iceren membrandan yapilan gecis deneyinin profili

logK, degeri -1,9619 olarak hesaplanmigtir.
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4.2.1.13 Ibuprofenin iki Katli Selofan Arasi CTKNT ve %2 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

Calisma Bolim 3.2.2.2.1.13'de anlatildi§i sekilde yapilmistir.

ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 20’de verilmistir.

250

200 o

150 -

100 o

50 -

0

0 10 20 30 40 50 60

Yiizeyden Gegen Miktar(pg/cm?)

Zaman(saat)

Sekil 20 ibuprofenin iki selofan arasi 2 mg/ml CTKNT ve %2

BSA dispersiyonu iceren membrandan yapilan gegis deneyinin profili
logK, degeri -1,9439 olarak hesaplanmigtir.

4.2.1.14 ibuprofenin iki Katli Selofan Arasi CTKNT ve %3 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

Calisma Bolum 3.2.2.2.1.14'de anlatiidigi sekilde yapilmistir.
ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 21°de verilmistir.

200
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0 10 20 30 40 50 60

Zaman({saat)

Sekil 21: ibuprofenin iki selofan arasi 2 mg/ml CTKNT ve %3

BSA dispersiyonu igeren membrandan yapilan gegis deneyinin profili
logK degeri -1,9804 olarak hesaplanmistir.
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4.2.1.15 ibuprofenin iki Katl Selofan Arasi CTKNT ve %1 BSA Ve

Kolesterol Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gegis

Calismasi

Cahisma Bolum 3.2.2.2.1.15de anlatiidigi sekilde yapilmistir.
ibuprofene ait salim grafigi ise Sekil 22‘de verilmistir.

800
700 A
600 -
500 +
400 +
300 4
200
100 +

Yluzeyden Gegen Miktar(pg/cm?)

0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Zaman {saat)

Sekil 22: ibuprofenin iki selofan arasi 2 mg/ml CTKNT ve %1
BSA ve Kolesterol dispersiyonu iceren membrandan yapilan gegis
deneyinin profili

logK, degeri -1,2949 olarak hesaplanmigtir.

4.2.2 Naproksen ile Yapilan in Vitro Membrandan Gecis Calismalari

4.2.2.1 Naproksenin ki Katli Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA
Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi
Calisma Bolim 3.2.2.2.2.1de anlatildi§i sekilde yapilmistir.

Naproksene ait salim grafigi ise Sekil 23‘de verilmistir.
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Sekil 23: Naproksenin iki selofan arasi 2 mg/ml CTKNT ve %1

BSA dispersiyonu iceren membrandan yapilan gegis deneyinin profili
logK, degeri -1,8589 olarak hesaplanmigtir.

4.2.3 Salisilik Asit ile Yapilan in Vitro Membrandan Gecis Calismalari

4.2.3.1 Salisilik Asitin ki Katli Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

Calisma Bolum 3.2.2.2.3.1’de anlatildigi sekilde yapilmistir. Salisilik
asite ait salim grafigi ise Sekil 24’de verilmistir.

350 +
300 + >

250
200 -
150
100 +
50 +

0
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Zaman Saat)

Yuzeyden Gegen Miktar{pg/cm?)

Sekil 24: Salisilik asitin iki selofan arasi 2 mg/ml CTKNT ve %1 BSA
dispersiyonu iceren membrandan yapilan gegis deneyinin profili
logK, degeri -1,9175 olarak hesaplanmistir.
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4.2.3.2 Salisilik Asitin insan Derisinden Gecis Calismasi

Calisma Bolim 3.2.2.2.3.2'de anlatildigi sekilde yapilmigtir. Salisilik

asite ait salim grafigi ise Sekil 25‘de verilmistir.
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Sekil 25: Salisilik asitin insan derisiyle yapilan gegis deneyinin

profili

logK, degeri -2,2143 olarak hesaplanmigtir.

4.2.4 Ketoprofen ile Yapilan in Vitro Membrandan Gecis Calismalari

4.2.4.1 Ketoprofenin iki Katli Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

Calisma  bolim  3.2.2.2.4.1deanlatildigi  sekilde  yapilmistir.

Ketoprofene ait salim grafigi ise Sekil 26‘da verilmistir.
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Sekil 26: Ketoprofenin iki selofan arasi 2 mg/ml CTKNT ve %1

BSA dispersiyonu iceren membrandan yapilan gecis deneyinin profili

logK, degeri -2,5426 olarak hesaplanmigtir.

4.2.5 Etodolak ile Yapilan in Vitro Membrandan Gecis Calismalari

4.2.51 Etodolak’in iki Katli Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA
Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi
Calisma Bolum 3.2.2.2.5.1°de anlatildigi sekilde yapilmigtir. Etodolak'a

ait salim grafigi ise Sekil 27‘de verilmistir.

Yizeyden Gegen Miktar(ug/cm?)

[ T ¥ L B = ) B N ]

0 10 20 30 40 50 60

zaman{saat)

Sekil 27: Etodolak'in iki selofan arasi 2 mg/ml CTKNT ve %1 BSA
dispersiyonu igeren membrandan yapilan gegis deneyinin 48 profili

logK, degeri -2,4815 olarak hesaplanmigtir.
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4.2.6 Sildenafil ile Yapilan in Vitro Membrandan Gecis Calismalari

4.2.6.1 Sildenafilin ki Katll Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gegis Calismasi

Calisma Bolum 3.2.2.2.6.1°de anlatildigi sekilde yapilmistir. Sildenafile
ait salim grafigi ise Sekil 28‘'de verilmistir.
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Sekil 28: Sildenafilin iki selofan arasi 2 mg/ml CTKNT ve %1

BSA dispersiyonu iceren membrandan yapilan gegis deneyinin profili
logK, degeri -2,3015 olarak hesaplanmigtir.

4.2.6.2 Sildenafilin insan Derisinden Gecis Calismasi

Calisma Bolim 3.2.2.2.6.2'de anlatildi§i sekilde yapilmistir. Sildenafil’

e ait salim grafigi ise Sekil 29°da verilmigtir.
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Sekil 29: Sildenafilin insan derisiyle yapilan gegis deneyinin 48
saatlik salim profili

logK degeri -2,6574 olarak hesaplanmistir.
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5. TARTISMA

5.1 IN VITRO GEGIiS CALISMALARININ DEGERLENDIRILMESI
Deriden madde gecisinde birincil engel SC dir. SC den madde gegisi

pasif difiizyonla gergeklesmektedir'®.
Pasif difizyonda aki su forml ile verilmektedir.
J=P.C =C.Kgscy.Dsc/ & Esitlik9
Burada,
J >(Flux) aki (mg.cm?.sa™)
P (kp) — permeabilite katsayisi (cm.sa™)

C — tastyicl igine gegecek maddenin konsantrasyonu (Dondr kisimdaki
madde konsantrasyonu) (mg.cm™)

Ksen(K) — maddenin stratum korneum — tasiyicidaki partisyon katsayisi
(gecen madde igin membran ile (maddenin molekll blyukligine gore)

¢Ozelti arasindaki partisyon katsayisi)

Dsc(D)—stratum korneum icine gegecek maddenin diflzyon katsayisi

(cm?.sa™)

8 (h)— membran kalinligi (cm)

Buradan permeabilite katsayisi degeri:

kp = (D x K)/h Esitlik10
seklinde elde edilmektedir.

Formulden, permeabilitenin difizyon katsayisi ve membrana olan

partisyon katsayisi ile dogru orantili oldugu anlasiimaktadir. Bu olay Fick’in
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ikinci kanunu ile ifade edilmektedir. Bundan baska verilen bir baska formile

gore:
J=(AxaxD)/(yxh) Esitlik11

Burada A: alan, a :termodinamik aktivite katsayisi, D: difuzyon katsayisi, y:

maddenin membrandaki efektif aktivite katsayisi, h: membran kalinhdidir.

Buradan da anlasildigi Uzere, etkin madde molekilinin membran icindeki
haraket kabiliyeti dolayisi ile membrandan gecisi onun termodinamik
aktivitesi ve membrandaki efektif aktivitesi ile ilgilidir. Molekulin
termodinamik aktivitesi membrandan gecisi artirmaktadir. Bu 6zellik
maddenin temel olarak yapisi ile diger bir deyigle maddenin fizikokimyasal
Ozellikleri ile ilgilidir. Dolayisi ile bunun etkisini inceleyebilmek i¢in degisik
termodinamik  aktiviteye sahip molekulllerin  membrandan gegisinin
incelenmesi gerekmektedir. Bu nedenle benzer kimyasal gruptan degisik
maddeler secilerek deneyler yapilmistir. Literaturde benzer sekilde yapilan
deneylerde gesitli maddelerin membranlardan ve deriden gegisi incelenmistir.
Yapilan galismalarda 6zellikle benzer kimyasal yapi ile deneyler yapildiginda
in vitro testler ile ex vivo testler arasinda daha yuksek iliski bulunmustur.
Flyyn yaptigi calismada deriden gegis ile benzer kimyasal maddeler arasinda
daha yiiksek in vitro ex vivo korelasyon bulmustur "' Ancak farkli kimyasal
maddelerle hep birlikte inceleme yapildiginda iligskinin gictu dasmustir. Bu
nedenle deriyi taklit edebilecek yapay membran arama c¢alismalarinda ilk
énce benzer kimyasal madde gruplarinin incelenmesi 6n goriilmektedir '1314
Bu galismada da benzer kimyasal yapidan ketoprofen, ibuprofen, naproksen,
etodolak ve salisilik asit model madde olarak segcilmigtir. Farkli kimyasal
yaplya sahip olan sildenafil ise hem farki goérebilmek hem de deneylerin
literatirde var olan sonuglari ile karsilastirmak igin pozitif kontrol amacli
model madde olarak secilmistir.

Yapilan on deneylerde insan derisine en uygun K, degerini ve salim

profilini veren iki selofan arasinda %1BSA ve CTKNT c¢ozeltisi iceren
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membran model membran olarak secilerek gecis deneylerine devam
edilmigtir. Secgilen membran hem insan derisinin K, degeri ile korele
edilebilen K, degeri vermistir ayrica proteinle modifiye edildiginden dolayi
bagka maddelerle c¢alisma vyapildiginda uygun sonuglar verecegi

dusundlmaustar.

5.1.1 ibuprofen ile Yapilan Gegis Galismalarinin Degerlendirilmesi

5.1.1.1 ibuprofenin Distile Suda UV Spektrofotometre Yontemi ile

Analizi ile ilgili Bulgularin Degerlendiriimesi

ibuprofenin UV spektrofotometrede analiz ydnteminin gelistirilmesi igin
ibuprofenin sudaki ¢ozeltisinin UV spektrumu c¢ekilmis ve maksimum
absorbans verdigi dalga boyu 221 nm olarak belirlenmistir. Ayrica literattr
taramalari yapilarak dalga boyunun dogrulugu kontrol edilmistir''®

ibuprofen CTKNT kaynakli insan derisi modeli gelistirme asamasinda
model madde olarak kullaniimigtir. Tim hazirlanan membranlar ilk 6nce
ibuprofenle test edilmistir. Sonra salim profilleri gizilmis, log K, degerleri
hesaplanmis ve ibuprofenin insan derisinden gegisinde elde edilen profile en
yakin sonug¢ veren membran model membran olarak secilerek in vitro gegis

calismalarina devam edilmigtir.

5.1.1.2. Ibuprofenin Seliiloz Filtre Destekli CTKNT Membrandan 30

Dakikalik Gecis Calismasinin Dederlendiriimesi

Calismadan elde edilen absorbans degerleri kalibrasyon grafigi ile
derigsimleri hesaplanmis ve grafige gecilmistir. ibuprofenin seliloz filtre
destekli CTKNT membranla yapilan 30 dakikalik gegis profili sekil 8de
verilmistir. Kisa sureli galisma membran yapim ydnteminin denetlenmesi igin
yapiimistir. Batinligd bozulmus CTKNT membranda ani ve derisim artisi
membranin hatali yapildigini géstermektedir. Fakat sekil 8'de de gorildiugu
Uzere reseptor fazin konsantrasyonu yavas yavas artmistir. Bu da pasif

difizyonun CTKNT membrandan oldugunu ve membran butlinligini kanitlar
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niteliktedir. Dolayisiyla membran hazirlama yontemi ileriki deneyler icin

uygun bulunmustur.

Yapilan hesaplamalara goére log K, degeri -1,8817 olarak
hesaplanmigtir. Literatirde bulunan insan derisinden ibuprofenin gegisi icin
log K, degeri -2,3342 dir'"%.

5.1.1.3 ibuprofenin Seliiloz Filtre Destekli CTKNT Membrandan 6

Saatlik Gecis Deneyinin Dederlendiriimesi

ibuprofenin seliiloz filtre destekli CTKNT membranla yapilan 360
dakikalik gecis profili Sekil 9'de verilmigtir.

Yapillan hesaplamalara goére log K, degeri -2,5252 olarak
hesaplanmistir. Literatirde bulunan insan derisinden gegis icin log K, degeri
-2,3342 dir'"? logK, degerleri ve salim profiline bakildiginda insan derisi ile
kargilastirilabilir sonug vermistir. Fakat 360 dakikallk salim deneyi insan
derisi ile yapilan ex vivo ve in vitro ¢galismalara gore ¢ok kisadir ve. 48 saatlik

deney yapilmasina karar verilmistir.

5.1.1.4 Ibuprofenin Isopropil Miristat Kapli Seliiloz Filtre Destekli

CTKNT Membrandan 6 Saatlik Gecis Calismasinin Degerlendiriimesi

ibuprofenin isopropil miristat kaph seliilozik filtreli CTKNT membranla

yapilan 360 dakikalik gegis profili Sekil10’da verilmistir.

Yapilan hesaplamalara gére log K, degeri -2,6685 olarak
hesaplanmistir. Literatirde bulunan insan derisinden gegcis icin log K, degeri
-2,3342 dir'"2, logK, degeri insan stratum corneumundan ibuprofen gegisinin
logK, degeri ile benzerlik gostermektedir fakat salim profilinde dalgal ve
gecikmis bir salim godstermistir. Bunun nedeni membranin etken maddeye
erken doymasi yeteri kadar madde adsorblayamamasi olarak yorumlanabilir.
Ayrica isopropil miristat membran Gzerinde zararli etki gostermis ve
membran yapisinin bozulmasina neden olmustur. Bu nedenlerden dolayi
isopropil miristat kaph seltlozik filtreli CTKNT membran SC'a iyi bir model

olusturamayacagi kararina varilmistir.
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5.1.1.5 Ibuprofenin 2 Katli Selofan Membrandan 3 Saatlik Gecisi

Calismasinin Degerlendiriimesi

ibuprofenin iki katll selofan membranla yapilan 360 dakikallk gecis

profili Sekil11’de verilmistir.

Yapillan hesaplamalara goére log K, degeri -3,0999 olarak
hesaplanmigtir. Yapilan literatlir taramalarinda bulunan insan derisinden

gecis igin log K, degeri -2,3342 dir''2

Deney ilerleyen deneylerde
membranda bariyer goérevi yapabilecek olan selofanin tek basina nasil
tepkiler gosterdigini anlamak icin yapiimistir. Grafikte de goérildugu gibi
selofandan gecis tim deney boyunca ayni aki ile gergeklesmistir. Dolayisiyla
selofanin etken madde agisindan doygunlugu ulastiktan sonra tahmin
edilemeyen bir engel olusturmadidi yanhzca difuzyon bariyeri gibi etki
gOsterdigi soOylenebilir. Buna ragmen nispeten yavas gecirme Ozellikleri
gOstermigtir. Bu durum 2 kath membran olmasi ve etken maddeyi
absorblamasi ile acgiklanabilir. CTKNT ¢ozeltisine ayirici bir membran olarak
kullanildi§i taktirde maddenin gecisinde CTKNT ile beraber kullanildiginda
esas engelin CTKNT’den kaynaklanacadi dusunulebilir ve bunun da
yuzeyden adsorbsiyonla ve CTKNT’lerin orta boslugundan olacagi
116

dusundlebilir ™ Dolayisiyla selofanin etken maddeyi absorblamasi ile olusan

gecikmenin deneylerde sorun yaratmayacagi kanaatine variimigtir.

5.1.1.6 Ibuprofenin iki Selofan Arasi CTKNT Dispersiyonu iceren

Membrandan 6 saatlik Gecis Calismasinin Degderlendiriimesi

ibuprofenin iki selofan arasinda CTKNT cdzeltisi iceren membranla

yapilan 360 dakikalik gegcis profili Sekil12’de verilmigtir.

Yapilan hesaplamalara gore log K, degeri -2,9815 olarak
hesaplanmistir. Literatirde bulunan insan derisinden gegis icin log K, degeri
-2,3342 dir''2.Deneyin gegis profili ve logK, degeri agisindan SC’dan madde
gegisiyle uyumlu salim profili olusturdugu gézlenmistir. Ancak insan derisine

daha fazla benzetebilmek amaciyla daha uzun sudreli gegis deneyleri
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yapiimasina ve membranin lipitlerle modifiye edilerek biyomembranlarin lipid
yapisina yatkinlik saglama vyapacak dedisikliklerin yapilmasina karar

verilmistir.

5.1.1.7 Ibuprofenin Seliiloz Filtre Destekli CTKNT Membrandan 48

Saatlik Gecis Calismasinin Dederlendiriimesi

Kalibrasyon denklemi ile derisimleri hesaplanmis ve grafige gecilmigstir.
ibuprofenin seliiloz filtre destekli CTKNT membranla yapilan 48 saatlik gecis
profili Sekil13’de verilmistir.

Yapilan hesaplamalara goére log K, degeri -1,0956 olarak
hesaplanmistir. Literatlrden bulunan insan derisinden gegis icin log K, degeri
-2,3342 dir'"% Yapilan calismadan salim profili SC ile yapilan in vitro
calismalarla kargilastirildiginda seluloz filtre destekli CTKNT membrandan
madde gecisinin ¢ok hizli ve gegen madde miktarinin da oldukc¢a fazla
oldugu anlasiimaktadir. Madde gecis hizinin 12. saatten sonra artmadigi
gorulmektedir SC ile yapilan deneylerde de benzer durum gézlenmektedir.

Salimin yavaslatiimasi igin yine lipitlerle modifiye edilmesine karar verilmistir.

5.1.1.8 Ibuprofenin Kolesterol Kapl Seliiloz Filtre Destekli CTKNT

Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin Degerlendiriimesi

ibuprofenin kolesterol ilave edilmis selilloz filtre destekli CTKNT

membranla yapilan 48 saatlik gecis profili Sekil 14’de verilmistir.

Yapilan hesaplamalara gére log K, degeri -1,7246 olarak
hesaplanmistir. log K, degeri -2,3342 dir '"2. Membranin kolesterolle
kaplanmasi ardindan gecis 6nemli Olgude yavaglamistir. Yavaslamanin
kolesterolln lipit 6zelliginden ayrica KNT lerin orta bosluklarina adsorblanmig
olmasindan dolayr oldugu dusunidlmektedir. Cunki KNT’lerin  orta
bosluklarindan maddenin gecerken hizlandidi yapilan literatlr taramalarinda
goriilmistir''®. KNTlerin orta bosluklari dolduruldugunda etkin maddenin
KNT’lerin yuzeyine de adsorblandi§i ve buradan konsantrasyona badli

kontrolli gegis gergeklestigi dustunulmastar.
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5.1.1.9 ibuprofenin Kolesterol Ve %1 BSA Kapli Seliiloz Filtre Destekli
CTKNT Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin Degerlendiriimesi

ibuprofenin kolesterol ve %1BSA ile kaplanmis seliiloz filtre destekli

CTKNT membranla yapilan 48 saatlik salim profili Sekil 15’te verilmistir.

Yapillan hesaplamalara goére log K, degeri -1,2366 olarak
hesaplanmistir. Literatlrdeki insan derisinden gegis i¢in log K, degeri -2,3342
dir'. Bélim 5.1.1.7 de calisilan membranin gegcis hizini yavaslatmak icin
membran ayrica %1 BSA c¢oOzeltisi ile muamele edilmistir. Fakat bu halde
madde geciginin yavaglamak yerine daha da hizlandigi gegis profili ve logK,
degerinden anlagiimaktadir. Madde gegisinin hizlanmasini BSA’nin KNT lerin
ylizeyine sarmal sekilde adsorblanmasi ile agiklamak miimkindir'". Yani
BSA molekilleri KNT’lerin yuzeyine adsorblanmis ve KNT'nin ylzeyinde
etken madde icin adsorblanacak alan azalmistir toplamda membran daha az
etken madde adsorblamistir. Dolayisiyla etken maddenin membranda

tutulamadan reseptor faza hizli bir difizyonla gegmistir.

5.1.1.10 iki Kath Selofan Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin

Dederlendiriimesi

ibuprofenin iki katl selofan membranla yapilan 48 saatlik gegis profili

Sekil 16’da verilmistir.

Yapilan hesaplamalara goére log K, degeri -1,8519 olarak
hesaplanmistir. Literatiirdeki log K, degeri -2,3342 dir''?. Deney iki katll
selofan arasina CTKNT dispersiyonu igeren mutakip ¢alismalarda selofanin
madde gegisine etkisinin incelenmesi igin yapilmistir. Madde gegisi seluloz
filtre destekli CTKNT membranlara gére biraz daha yavastir. Bu durum
hazirlama esnasinda sellloz filtre destekli CTKNT membranlarda KNT’lerin
sellloz filtreyi dikine delerek madde gecisini hizlandirmasi ile ag|klanabilir”6.
KNT’ler sert oldugundan mikroskobik olarak filtreyi delebilmektedirler. Bunlar

da filtreden gegis icin kisa yollar (shunt) olusturmaktadir.
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5.1.1.11 Ibuprofenin iki Selofan Arasi CTKNT Dispersiyonu iceren

Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

ibuprofenin iki selofan arasi CTKNT dispersiyonu iceren membranla
yapilan 48 saatlik salim profili Sekil 17°de verilmigtir.
Yapilan hesaplamalara gére log K, degeri -1,9807 olarak

hesaplanmistir. Literatiir log K, degeri -2,3342 dir'"2,

5.1.1.12 Ibuprofenin iki Selofan Arasi CTKNT Ve Kolesterol

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin

Dederlendiriimesi

ibuprofenin iki selofan arasi CTKNT ve kolesterol dispersiyonu igeren
membranla yapilan 48 saatlik gecis profili Sekil 18’de verilmistir.

Yapilan hesaplamalara goére log K, degeri -1,6674 olarak
hesaplanmistir. Literatiirdeki log K, degeri -2,3342 dir''?. Calisilan
membrandan madde gegisi iki selofan arasi CTKNT ¢ozeltisi igceren
membrana nazaran biraz hizlandigi tespit edilmistir. Bunun nedeninin
kolesterolin CTKNTIlerin agregasyonuna neden oldugu dudsunulmektedir.

Kolesterolin membran hazirlamada pozitif bir etkisi géralmemigtir.

5.1.1.13 Ibuprofenin ki Katli Selofan Arasi CTKNT ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin

Dederlendiriimesi

ibuprofenin iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu igeren
membranla yapilan 48 saatlik gegis profili Sekil 19’da verilmigtir.

Yapilan hesaplamalara gére log K, dedgeri -1,9619 olarak
hesaplanmistir. Literatirde bulunan insan derisinden gegcis icin log K, degeri
-2,3342 dir'*?, Yapilan galismalarin igerisinde salim grafigi in vivo verilere en
uygun olan membran sistemi bu calismada kullanilan membrandir. Bunun
nedeni BSA'nin kolesterol gibi agregasyona neden olmamasi ve etken
maddenin CTKNT ye kontrolli olarak adsorbe ve desorbe olmasina neden

oldugu diisiinilmektedir. Ayrica “iki Selofan Arasi CTKNT Dispersiyonu
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iceren Membran” insan derisine daha yakin sonug verdigi gérilmiistir fakat
diger maddeler ile yapilacak gecis calismalarinda protein ile modifiye edilmis
membranin teorik olarak daha uygun sonuclar verecedi dusunulmektedir.
Daha sonra farkh etken maddelerle yapilacak gecis c¢alismalarinda bu

membran sisteminin kullaniimasina karar verilmistir.

5.1.1.14 ibuprofenin Iki Katli Selofan Arasi CTKNT Ve %2 BSA

Dispersiyvonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin

Degerlendiriimesi

ibuprofenin iki selofan arasi CTKNT ve %2 BSA dispersiyonu igeren
membranla yapilan 48 saatlik gegis profili Sekil 20’da verilmistir.

Yapilan hesaplamalara goére log K, degeri -1,9439 olarak
hesaplanmistir. Literatiirdeki log K, degeri -2,3342 dir''>. %2 BSA
kullanmanin gegis profilinin insan derisi sonuglarina yakin sonuglar alma

agisindan ayrica bir olumlu etkisi tespit edilmemigtir.

5.1.1.15 Ibuprofenin iki Katli Selofan Arasi CTKNT Ve %3 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin

Dederlendiriimesi

ibuprofenin iki selofan arasi CTKNT ve %3 BSA dispersiyonu iceren
membranla yapilan 48 saatlik gecis profili Sekil 21’de verilmistir.

Yapilan hesaplamalara goére log K, degeri -1,9804 olarak
hesaplanmistir Literatirdeki log K, degeri -2,3342 dir''?. %3 BSA
kullanmanin gegis profilinin insan derisi sonuglarina yakin sonuglar alma

agisindan ayrica olumlu bir etkisi tespit edilmemigtir.

5.1.1.16 iki Kath Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA ve Kolesterol

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasi

ibuprofenin iki selofan arasi CTKNT ve %3 BSA dispersiyonu igeren
membranla yapilan 48 saatlik gegis profili Sekil 22°de verilmigtir.
Yapilan hesaplamalara goére log K, degeri -1,2949 olarak

hesaplanmistir. %1 BSA iceren membran igerigine kolesterol eklendigi
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taktirde gecisin hizlanmasi ve artmasinin nedeni kolesterolin KNTleri agrage
etmesi ve BSA ninda azalan yuzey alanina adsorbe olmasiyla etken madde
molekdlleri igin adsorbe olabilecek ylzeyin azalmasi ve membran iceriginde
olusan buyuk su bosluklarindan kolaylikla difize olmalar ile agiklanmistir.

Kolesterol kullanimi olumlu netice vermemigtir.

5.1.2 Naproksen ile Yapilan Gegis Calismalarinin

Degerlendirilmesi

5.1.2.1 Naproksen Distile Suda UV Spektrofotometre Yontemi ile

Analizi {li ilgili Bulgularin Degerlendirilmesi

Naproksenin UV spektrofotometrede analiz ydonteminin gelistiriimesi
icin naproksenin sudaki ¢ozeltisinin UV spektrumu ¢ekilmis ve maksimum
absorbans verdigi dalga boyu 230 nm olarak belirlenmigtir. Ayrica literatur

taramalari yapilarak dalga boyunun dogrulugu teyit edilmistir'"®.

5.1.2.2. Naproksenin ki Katl Selofan Arasi CTKNT Ve %1 BSA

Dispersiyvonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin

Degerlendiriimesi

Naproksenin iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu igeren
membranla yapilan 48 saatlik gecis profili Sekil 23’de verilmistir.

Yapilan hesaplamalara goére log K, degeri -1,8589 olarak
hesaplanmistir. Literatirde bulunan insan derisinden gegis icin log K, degeri
-2,081 dir'"2. Deneysel verilerden elde edilen profil daha énce yapilan in vivo
calismalarda elde edilen profil ile uyumlu bulunmustur’®. Log K, degeri
agisindan degerlendirildiginde ise insan derisi ile yapillan gec¢mis

calismalarda elde edilen veriler ile uyum sagladigi goériimektedir.
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5.1.3 Salisilik Asit ile Yapillan Gegis Calismalarinin

Degerlendirilmesi

5.1.3.1 Salisilik asitin Distile Suda UV Spektrofotometre Yontemi ile

Analizi ili ilgili Bulgularin Degerlendirilmesi

Salisilik Asitin UV spektrofotometrede analiz yonteminin gelistiriimesi
icin salisilik asitin sudaki ¢ozeltisinin UV spektrumu ¢ekilmis ve maksimum

absorbans verdigi dalga boyu 236 nm olarak belirlenmistir.

5.1.3.2. Salisilik asitin iki Katl Selofan Arasi CTKNT ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin

Dederlendiriimesi

Salisilik asitin  iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu
iceren membranla yapilan 48 saatlik gecis profili Sekil 24’de verilmigstir.

Yapilan hesaplamalara goére log K, degeri -1,9175 olarak
hesaplanmistir. Literatirde bulunan insan derisinden gegis icin log K, degeri
-2,137 dir'"?. Deneyde elde edilen log Kp degeri literatiir verisine uygundur.
Salim grafigi de incelendiginde in vivo cgalismalarda elde edilen grafige

120 Bu durumda hazirlanan

benzer 0&zelliklerde oldugu tespit edilmigtir
membranin salisilik asit acisindan da insan derisine benzer 0&zellikler

gOsterdigi sdylenebilir.

5.1.3.3. Salisilik Asitin _insan Derisinden Gecis Calismasinin

Dederlendiriimesi

Salisilik asitin insan derisi ile yapilan 48 saatlik gegis profili Sekil 25'de
verilmigtir.

Yapilan hesaplamalara gére log K, degeri -2.2143 olarak
hesaplanmistir. Literatirde bulunan insan derisinden gegcis icin log K, degeri
-2,137 dir'"?, Calismadan elde edilen sonuglara gére hesaplanan log K,
degeri ile literatur verisi birbiri ile olduk¢ca uyumludur. Arada kiguk farklihgin
konsantrasyon farklari, deney sartlarinin ve analiz yontemlerinin farkli
olmasindan kaynaklandigi dusunulmektedir. Ayrica calisma yodnteminin

dogrulugu da literatlr verisi ile kanitlanmigtir.
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5.1.4 Ketoprofen ile yapilan ge¢is ¢aligmalarinin degerlendirilmesi

5.1.4.1. Ketoprofenin Distile Suda UV Spektrofotometre Yontemi ile

Analizi {li ilgili Bulgularin Degerlendirilmesi

Ketoprofenin UV spektrofotometrede analiz yonteminin gelistiriimesi
icin ketoprofenin sudaki ¢dzeltisinin UV spektromu ¢ekilmis ve maksimum

absorbans verdigi dalga boyu 260 nm olarak belirlenmistir.

5.1.4.2. Ketoprofenin iki Kath Selofan Arasi CTKNT ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin

Dederlendiriimesi

Ketoprofenin iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu igeren
membranla yapilan 48 saatlik gegis profili Sekil 26’da verilmigtir.

Yapillan hesaplamalara goére log K, degeri -2,5426 olarak
hesaplanmistir. Literatirde bulunan insan derisinden gegis icin log K, degeri
-3,7609 dur''?. Deney verileri ile hesaplanan logK, degeri ile ex vivo
calismalar ile hesaplanan log K, degeri tam ayni degildir. Fakat gegis profili
duzgun elde edilmigtir dolayisiyla elde edilen deger matematiksel islemlere

tabii tutularak dnceden tahmin igin kullanilabilir.

5.1.5 Etodolak ile yapilan gegis ¢aligmalarinin degerlendirilmesi

5.1.5.1. Etodolak’in Distile Suda UV Spektrofotometre Yontemi ile

Analizi {li ilgili Bulgularin Degerlendirilmesi

Etodolagin UV spektrofotometrede analiz yonteminin geligtiriimesi igin
etodolagin  sudaki ¢ozeltisinin UV spektrumu ¢ekilmis ve maksimum
absorbans verdigi dalga boyu 224 nm olarak belirlenmigtir. Ayrica literatur

taramalari yapilarak dalga boyunun dogrulugu teyit edilmistir'" .
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5.1.5.2. Etodolak’in iki Katli Selofan Arasi CTKNT ve %1 BSA

Dispersiyonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin

Dederlendiriimesi

Etodolagin iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu igeren
membranla yapilan 48 saatlik gegis profili Sekil 27°de verilmigtir.

Yapilan hesaplamalara gére log K, degeri -2,4815 olarak
hesaplanmistir. Literatirde bulunan insan derisinden gegcis icin log K, degeri
-3,4562 dur'', Literatiir verileri ile deneysel veriler arasinda galismanin
karsilastirma grafiginin kalibrasyonuna uygun iliski gdézlenmistir. Dolayisiyla
deneysel veriler cgesitli uyumlandirma/matematik donustirme islemlerine
tabii tutulursa insan derisinden gegisin tahmin edilmesi igin kullanilabilir.
Daha o6nceden yapilan model membran calismalarinda da buna benzer

yaklasimlar uygulanmistir®’.

5.1.6 Sildenafil ile Yapilan Gegis Galismalarinin Degerlendirilmesi

5.1.6.1. Sildenafilin Distile Suda UV Spektrofotometre Yontemi ile

Analizi {li ilgili Bulgularin Degerlendirilmesi

Sildenafilin UV spektrofotometrede analiz yonteminin gelistiriimesi igin
sildenafilin sudaki ¢ozeltisinin UV spektrumu ¢ekilmis ve maksimum
absorbans verdigi dalga boyu 225 nm olarak belirlenmigtir. Ayrica literatur

taramalari yapilarak dalga boyunun dogrulugu teyit edilmistir'?2.

5.1.6.2. Sildenafilin ki Katl Selofan Arasi CTKNT ve %1 BSA

Dispersiyvonu iceren Membrandan 48 Saatlik Gecis Calismasinin

Degerlendiriimesi

Sildenafilin iki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA dispersiyonu iceren
membranla yapilan 48 saatlik gecis profili Sekil 28’de verilmistir.

Yapilan hesaplamalara goére log K, degeri -2,3015 olarak
hesaplanmistir. Literatirde bulunan insan derisinden gegis icin log K, degeri

-2,995 dur'?®®. Literatiir verileri ile deneysel veriler arasinda uygunluk

-127 -



saptanmigtir. Dolayisiyla hazirlanan membranin sildenafilin deriden gegisinin

onceden tahmin edilmesinde kullanilabilecedi dustnulmustir.

5.1.6.3. Sildenafilin insan Derisinden Gecis Calismasinin

Degerlendiriimesi

Sildenafilin insan derisi ile yapilan 48 saatlik gegis profili Sekil 29'da
verilmistir.

Yapilan hesaplamalara goére log K, degeri -2.6574 olarak
hesaplanmistir. Literatirde bulunan insan derisinden gegis icin log K, degeri
-2,995 dir'®. Calismadan elde edilen sonuglara gére hesaplanan log K,
degeri ile literatur verisi birbiri ile olduk¢a uyumludur. Arada kuguk farklihgin
konsantrasyon farklari, deney sartlarinin ve analiz yontemlerinin farkli
olmasindan kaynaklandidi dusUnulmektedir. Ayrica c¢alisma yonteminin

dogruluguda literatlr verisi ile kanitlanmigtir.

5.2 Verilerin Karsilastiriimasi

Hazirlanan membranlarla yapilan gecis calismalari sonuglarindan
hareketle elde edilen logK, degerleri ile literatirden alinan degerler Tablo 29
da gosterilmigtir.

Tablo 29: Deney sonuglarina gore hesaplanan ve literatirden alinan

logK, degerleri

CTKNT insan derisi Literatur Literatdr
membran (Ex Vivo) (logKp)
(logK,) (logKy)
Naproksen -1,8589 -2,081 11,111,112
Salisilik asit -1,9175 -2,21425 -2,137 11,111,112
ibuprofen -1,9620 -2,3342 112
Etodolak -2,5000 -3,4562 112
Ketoprofen -2,5426 -3,7609 11,111,112
Sildenafil
Sitrat -2,3015 -2,65743 -2,995 123
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Deney sonuglarina gore hesaplanan logK, degerleri ile literattirden
alinan logK, degerlerinin grafik gosterimi ve kalibrasyon denklemi $Sekil 30°'da

gosterilmigtir.

logK, degerlerinin karsilagtiriimasi

L aTatal
I T T T T L U

5 4 -3 2 / -1
’/" -2.0000 -
- y=0.424x- 0.994
// R?=0.986

,//‘ 2.5000 -

-3.0000 -

Sekil 30: logK, degerlerinin kargilagtiriimasi ve kalibrasyon denklemi

Sekil 30°’dan da ansildigi gibi gelistirilen KNT yapili protein iceren membran
derinin bariyer 6zelligine ¢ok benzer gecirgenlik 6zelligi gostermis ve c¢alisilan
etkin maddeler icin insan derisine benzer sonuclar tUretmistir. Hazirlanan bu
membranin bu 6zelligi nedeni ile insan derisi yerine kullanilabilecegi acgikga
goérulmektedir. Ancak calisilan etkin  maddelerin sayisinin artirilarak
deneylerin daha da gelistirtimesi ve veri sayisinin artiriimasi gereklidir.
Literatlirde yapilan galismalarda da benzer sekilde membranlar gelistiriimis
ve etkinligi incelenmistir. Bu calismalarda da incelenen madde sayisi

cogunlukla kisitli olmaktadir''?124125,

-129 -




6. SONUC
Deriden gegisin tahmin edilmesinde kullanilabilecek karbon nanotup

yapili sentetik membran gelistirme isimli calismada:

e Selulozik filtreli CTKNT membran

e Kolesterol kapli selulozik filtreli CTKNT membran

e Kolesterol ve %1 BSA kapli CTKNT membran

o ki selofan arasinda CTKNT g¢dzeltisi igeren membran

e ki selofan arasinda CTKNT ve kolesterol c¢ozeltisi iceren
membran

e ki selofan arasinda CTKNT ve %1 BSA ¢dzeltisi iceren
membran

e ki selofan arasinda CTKNT ve %2 BSA c¢ozeltisi iceren
membran

e ki selofan arasinda CTKNT ve %3 BSA ¢dzeltisi iceren
membran

e ki selofan arasinda CTKNT ve %1 BSA ve kolesterol ¢dzeltisi

iceren membran

isimli membranlar tasarlanarak dretilmistir. Bu membranlar ile énce
model madde olarak ibuprofen ile gegis calismalari yapiimis veriler grafige
gecilip logK, degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan logK, degerleri insan
derisinden ex vivo gecis ¢alismalarinda elde edilen dederlerle karsilastirihp
" |ki selofan arasi CTKNT ve %1 BSA codzeltisi iceren membran" model
membran olarak segilmistir. Segilen membrandan benzer 6zellikle etkin
maddeler ketoprofen, salisilik asit, naproksen, etodolak ve farki
fizikokimyasal 6zelliklere sahip sildenafil ile gecis deneyleri yapilip elde
edilen verilerden logK, degerleri hesaplanmig ve insan derisi literatlr verileri
ile karsilastinimistir. salisilik asit ve sildenafil kullanilarak insan derisi ile ex
vivo gecis calismalari laboratuvarimizda tekrarlanarak c¢alismanin pozitif

kontroll saglanmigtir. Elde edilen logK, degerleri literatur verileri ile kargilikli
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grafige gecilerek dogruluk denklemi hesaplanmigtir. Yapilan in vitro ve ex

vivo deneylerden elde edilen sonugclar asagidaki gibidir.

> Etken maddelerin UV spektrofotometrede miktar tayini gelistirme

calismalarina ait sonuglar

ibuprofen, ketoprofen, naproksen, etodolak, salisilik asit ve sildenafilin
distile suda miktar tayini yontemleri gelistiriimis ve valide edilmigtir.
Gelistirilen yontemler tim etken maddeler igin dogru, kesin, tekrar edilebilir

ve stabil bulunmustur.

> CTKNT yapili insan derisini taklit edebilecek sentetik membran

geligtirme calismalari

ilk olarak CTKNT dispersiyonu seliilozik filtre (izerinde siiziillip
kurutularak membranlar hazirlanmis ve lipit ve proteinle kaplanmistir.
Hazirlanan membranlardan model madde olarak ibuprofen ile etken madde
gecis deneyleri yapilmistir. Model madde olarak ibuprofenin segilmesinin
nedeni deriden gegcisinin ¢ok iyi bilinmesi, suda az ¢dzindugu igin yluksek
konsantrasyona bagli hatalara mahal vermemesi ve membran gelistirme
asamasinda c¢ok fazla deney yapilmasi gerektiginden ucuz olmasidir.
Hazirlanan CTKNT yapih membranlardan ibuprofen gecis deneylerinde
membranlardan madde gegisinin istenenden ¢ok daha hizli olmasi ve gegis
profilinin insan derisi ex vivo gegis profili ile uyumsuz olmasi sonucu iki
selofan tabakasi arasinda CTKNT c¢odzeltisi ve yaglar ve proteinden olusan
membranlar gelistiriimigtir. Bu membranla yapilan deneylerin verileri
incelendiginde SC’dan gegise en uygun profil ve logK, degerine sahip
membran "iki selofan arasinda CTKNT ve %1 BSA ¢dzeltisi iceren membran”
olarak tespit edilmistir. Diger etken maddelerle yapilacak gegis

calismalarinda bu membran sisteminin kullanilmasina karar verilmigtir.
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» Geligtirilen CTKNT yapili sentetik membran ile yapilan etken madde

gecis calismalarinin sonuglari

ibuprofen, naproksen, ketoprofen, salisilik asit, etodolak ve sildenafil
ile yapilan gecis deneylerinde iki selofan arasinda CTKNT ve %1 BSA
¢Ozeltisi iceren membran kullaniimigtir elde edilen verilerden hesaplanan
logK, degeri literatirden alinan insan derisi ile yapilan ex vivo deneylerin
logK, degeri ile uyumludur. Ayrica gegcis profillerinin istenen in vivo deriden
etken madde gecis profilleri uyumlu olduguna karar verilmistir. Deneylerden
hesaplanan logK, degeri ile literatirden alinan logK, karsilagtirmali olarak

grafige gecilmigtir.

Membranin basarili sonuglar vermesinin nedeni CTKNT Uzerine etkin
maddenin gegis esnasinda adsorbe kontrolli olarak salim saglanmasi,
selofan arasinda CTKNT c¢ozeltisinin SC’da oldugu gibi dolambacli gecis
yolaklari olusturmasi, CTKNT ve BSA ¢ozeltisinin SC tugla harg yapisina
benzer yapi olusturmasi, BSA nin CTKNT uzerine agregasyon etkisi
gOstermemesi dolayisiyla CTKNT nin distile suda nispeten iyi dagiimasi,
CTKNT Uzerine sarmal adsorblandigi varsayllan BSA’'nin CTKNT agik
uclarinda sterik engel olusturarak etken maddelerin CTKNT merkez
bosluklarina girmelerine dolayisiyla hizlandirici etkiye maruz kalmalarina
engel olmasi olarak digtnulmustur. logK, degerlerinin kargilagtirmali olarak

grafige gecilmesi sonucu dogruluk denkleminin R? si 0,9867 hesaplanmistir.
> Insan derisi ile yapilan ex vivo gegis galigmalarinin degerlendirilmesi

Salisilik asit ve sildenafil ile deneylerin pozitif kontrolinin saglanmasi
acisindan insan derisi ile ex vivo gegis deneyleri yapiimistir. Deneylerden
elde edilen logK, degerleri literatlrlerden alinan logK, degerleri ile
karsilastirmali grafige gecilmistir. Her iki maddede deneysel hatalar ve
organik membran ile c¢alisiimasindan kaynaklanabilecek hatalardan
kaynaklanabilecek hata sinirinin diginda uyumsuzluk gézlenmemigtir. Elde

edilen veriler 1s1ginda CTKNT yapili membran ve insan derisi ile yapilan
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deneylerin literatire gegen deneyler ile uyumlu deneysel agidan dogru

olduguna karar verilmistir.
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GENEL SONUG

Calisma esnasinda degisik Ozellikte membranlar geligtiriimis ve
bazilari benzer gruptan olmak Uzere farkli etken maddeler ile gegis deneyleri
yapilmisgtir. Ayrica ydntemin pozitif kontroll olmasi agisindan iki etken madde
ile insan derisinden ex vivo gegis deneyleri yapilmistir ve yéntemin dogrulugu
elde edilen veriler ile kanitlanmigtir. Hazirlanan membranlardan iki selofan
arasinda CTKNT ve %1BSA iceren membran literatirlerden alinan ex vivo
insan derisi ile yapilan deneylerin sonuglari ile uyum saglamistir. Eldeki
veriler 1siginda hazirlanan membranin insan derisinden gegisin tahmin
edilmesinde kullanilabilecedi soylenebilir. Fakat deneylerin farkli kimyasal
gruplardan maddelerle gesitlendirimesi gerekmektedir. ileride bu deneylerin

yapilmasi planlamis ve madde sayisinin artirlmasina karar verilmigtir.
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7. OZET
Calismanin amaci deriden etkin madde gecisini tahmin etmek igin
kullanilabilecek karbon nanotlp (KNT) yapili sentetik yapay membran sistemi

geligtirmektir.

Membran gelistirme c¢alismalarinda “Cok Tabakali Karbon Nanotup”

(CTKNT) yapi maddesi olarak kullaniimistir.

Hazirlanan membranlarin uygunlugu model molekdl olarak ibuprofen
ile gecis deneyleri yapilarak sinanmistir. Elde edilen verilerden hareketle
logK, degerleri hesaplanmigtir. logK, degerleri literaturlerdeki insan
derisinden gecis deneylerinden hesaplanan logK, degerleri ile
kargilastirilarak insan derisine model olusturabilecek en uygun membran
sisteminin "iki selofan arasi %1BSA ve CTKNT dispersiyonu igeren
membran" olduguna karar verilmistir. Bu gelistiriien membran daha sonraki

deneylerde kullaniimistir.

iki selofan arasi %1BSA ve CTKNT dispersiyonu iceren membran ile
benzer fizikokimyasal 6zellikte olan naproksen, salisilik asit, ketoprofen,
etodolak ve farkl fizikokimyasal ve teropétik 6zelliklerde sildenafil segilerek

gecis deneyleri yapiimistir.

Gegis deneylerinden hesaplanan logK, degerleri ile literatur verileri
karsilastiriimig, grafige gecilmis ve gelistirilen bu membranin uygunlugu

incelenmistir.

Sonugta "iki selofan arasi %1BSA ve CTKNT dispersiyonu iceren
membran" sisteminin deriden gecisin tahmin edilmesinde kullanilabilecedine
karar verilmigtir. Gelecek calismalarda membran ile farkli fizikokimyasal
Ozellikte etkin maddelerle de gecis deneyleri yapilarak verilerin

cesitlendiriimesi planlanmistir.
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8. SUMMARY
The aim of this study is to develop a synthetic artificial membrane
system developed using carbon nanotubes (CNT) which can be used to

predict skin permeability of compounds.

Multi walled carbon nanotubes (MWCNT) were used to developed

these membrane systems.

Initially, the suitability of the prepared membranes were tested by
performing penetration experiments with model molecule ibuprofen. The
logK, values were then calculated. The calculated logK, values were
compared with the logK, values from the literature obtained using human
excised skin. This comparison showed that the best membrane system that
can be a model for the human skin is a prepared membrane system with
MWCNT containing 1% bovine serum albumine placed in double layer

cellophane membrane. This membrane was used for further experiments.

Penetration experiments using developed membrane system have
been carried out using naproxen, salicylic acid, ketoprofen, etodolac which
have similar physicochemical propertiesnd sildenafil which has different

physicochemical and therapeutic properties.

The logK, values were calculated by using develpoed membrane after
penetration experiments and compared with the logK, values from the
literature obtained using human skin. The suitability of the produced data

have been investigated.

In conclusion, it has been shown that, the developed membrane
system with MWCNT containing 1% bovine serum albumine placed in double
layer cellophane membrane can be used to predict penetration of
compounds through the skin. It is already planned to carry out similar
penetration experiments with other active substances that have different
physicochemical properties from the membrane and experimental data has
been planned to be enhanced more.
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