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OZET

Giingordiik, S. (2017). Atopik Dermatit Tedavisine Yonelik Topikal Nano Ila¢ Tas1yict
Sistemlerin Optimizasyonu, In Vitro/In Vivo Degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Teknoloji Anabilim Dali. Doktora Tezi. Istanbul.

Atopik Dermatit (AD), immiinolojik degisimlerin eslik ettigi, derinin bariyer 6zelliginin
bozulmasi ile gelisen, enflamasyon, kuruluk ve bakteri enfeksiyonu ile tanimlanan kronik
bir deri hastaligidir. Topikal ve sistemik immunomodiilatérler AD tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica, hastaligin seyrine bagli olarak gelisen ikincil enfeksiyonlarin
baskilanmasi i¢in topikal antibiyotik tedavisi de yapilmaktadir.

Bu doktora tez ¢calismasinin amaci, takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerinin derideki
patolojik bolgelere (epidermal veya dermal) tasinabilmesini iyilestiren ve AD
hastaliginin topikal tedavisinde etkinlik ve uygulama kolaylig1 agisindan yenilikg¢i topikal
formiilasyonlarin gelistirilmesidir.

Bu kapsamda; takrolimusu tek ve takrolimus ile fusidik asidi birlikte iceren, 6zellikle
takrolimusun derinin daha derin tabakalarina ulasmasini saglayan nano boyutlu koloidal
ilac tastyici sistemlerinden mikroemiilsiyon formiilasyonlar: gelistirildi. Ayrica, her iki
etkin maddeyi birlikte igeren, yliksek okliizif etkiye sahip konvansiyonel merhem
formiilasyonlar1 da gelistirildi. Mikroemiilsiyon ve merhem formiilasyonlarinin
fizikokimyasal Ozellikleri, fiziksel ve kimyasal stabiliteleri degerlendirildi. Optimize
edilen mikroemiilsiyon ve merhem formiilasyonlarinin deri lizerindeki etkileri ATR-
FTIR spektroskopisiyle incelendi. Her iki etkin maddenin deri tabakalarindaki dagilimi
in vitro penetrasyon caligmalarinin ardindan uygulanan bantla soyma yoOntemiyle
kantitatif olarak saptandi. Takrolimus gibi lipofilik karakterde bir model boyanin (Nil
Kirmizist) optimize edilen mikroemiilsiyonlar ile uygulandiginda, model boyanin deriden
penetrasyon derinligi ve derinin tabakalarindaki yayilabilirligi CLSM goriintiileme
teknigi ile gosterildi. Ayrica, optimize edilen mikroemiilsiyonun deri lizerindeki etkileri
biyofiziksel yontemler ile in vivo olarak saglikli goniilliiler iizerinde degerlendirildi.

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde; takrolimusu tek, takrolimus ile fusidik asiti
birlikte iceren mikroemiilsiyon ve her iki etkin madddeyi bir arada igeren merhem
formiilasyonlar1 da gelistirilerek, AD hastaliginin tedavisine yonelik her iki etkin
maddenin pazarda bulunan preparatlarina alternatif yenilik¢i iirtinleri sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Atopik dermatit, Takrolimus, Fusidik asit, Mikroemiilsiyonlar,
Topikal Ilag¢ Tastyict Sistemleri

Bu calisma, Bilim Sanayi ve Teknoloji Bakanligi tarafindan San-Tez Programi
kapsaminda desteklenmistir. SANTEZ Proje Kod No: 01532.STZ.2012-2. Tez projesi,
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ABSTRACT

Gungorduk, S. (2017). Optimization Of Nano-Sized Topical Drug Carriers For Treatment
Of Atopic Dermatitis, In Vitro/In Vivo Evaluation. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Pharmaceutical Technology, Doctoral Thesis, Istanbul.

Atopic dermatitis (AD) is a chronic skin disease accompanied by immunological
alterations and defects in skin barrier. It is identified inflammation, dryness, bacterial
infection. Topical and systemic immunomodulatory drugs have been used for the
treatment of AD. Topical antibiotic treatments have been used to inhibit seconder
infections which are observed due to progress of disease.

The aim of this study is to develop innovative topical formulations which improve
transport of tacrolimus and fusidic acid into the pathologic regions on the skin and also
which are effective and easy for topical application in AD therapy.

In this context, microemulsions, nano-sized colloidal carriers, were developed with either
tacrolimus or combination of tacrolimus and fusidic acid to improve delivery of
tacrolimus into skin. The conventional highly occlusive ointments composed both drugs
were also developed. Physical and chemical stability of microemulsions and oinments
was investigated. The effects of formulations on porcine skin were determined using
ATR-FTIR. The localization of both drugs in the skin was quantified by tape stripping-
technique subsequent to in vitro penetration studies. Visualization of the distribution of
tacrolimus into the skin layers were performed with CLSM using microemulsions
labelled with Nile Red which has similar lipophilicity with tacrolimus. Furthermore,
effects of microemulsion on skin surface were investigated with biophysical methods in
healthy volunteers.

Based on the data, microemulsions consisting of either tacrolimus or combination of
tacrolimus and fusidic acid, ointments of both drugs were developed and were proposed
as alternative to commercial products of both drugs for the treatment of AD.

Key Words: Atopic dermatitis, Tacrolimus, Fusidic acid, Microemulsions, Topical Drug
Delivery Systems
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1. GIRIS VE AMAC

Atopik dermatit (AD) immiinolojik degisimlerin eslik ettigi, derinin bariyer
Ozelliginin bozulmas1 ile gelisen, enflamasyon, kuruluk ve bakteri enfeksiyonu ile
tanimlanan kronik bir deri hastaligidir (Saeki ve ark. 2016). AD, gerek genetik gerekse
cevresel faktorlerin birbiri ile etkilesimi sonucu gelisen karmagik bir hastalik olarak da
tanimlanir (Bieber 2007). AD gelisiminde rol oynayan faktorler; derinin bariyer
bozuklugu (proteazlar, filaggrin, lorikrin, involukrin), alerji kaynaklar1 (yumurta, inek
sitli, ev tozu akari), otoimmiin reaksiyonlar (anti-keratinosit antikorlari) ve
mikroorganzima kolonizasyonu (Staphylococcus aureus) olarak siralanir (Van Bever ve
Llanora 2011). AD yayginliginin gelismis iilkelerde yasayan ¢ocuklarda yaklagik %15-
30 ya da %20; eriskinlerde ise %2-10 ya da %1-3 oldugu bildirilmektedir (Bieber 2010;
Ring ve ark. 2012).

Etkin bir AD tedavisi kisa donemdeki alevlenmelerin kontrol altina alinmasi, uzun
donemde ise alevlenmeleri en aza indirilmesi i¢in, derinin en iist tabakasi olan stratum
corneum (SC) un deriyi koruyucu 6zelligi ve biitiinliigiiniin yeniden kazandirilmasinm
saglayacak sekilde planlanmasi Onerilmektedir (Simpson 2010). Tedavide oncelikle
hastalig1 tetikleyici ¢evresel alerjenlerin belirlenmesi ve bunlardan kaginilmasi tavsiye
edilir. Stresle basa ¢ikabilmek i¢in psikolojik destegin de tedaviye eklenebilecegi belirtilir
(P16tz ve Ring 2010). Akut ve kronik AD vakalarinda dncelikle topikal tedavi uygulanir,
ancak hastaligin ¢ok siddetli oldugu durumlarda fototerapi veya sistemik tedavi de

uygulanabilmektedir (Walling ve Swick 2010).

Dermatolojik hastaliklarin tedavisinde topikal uygulama, derideki patolojik
bolgelerin hedef alindig1 ve en az diizeyde sistemik absorpsiyonun saglandig: bir tedavi
yaklasimi olarak kabul edilmektedir (Brown ve ark. 2006 ; Colin Long 2007 p.41). AD
hastaliginin topikal tedavisi; kasint1 ve enflamasyonun giderilmesinin yaninda, hastalikta

ikincil olarak gelisen deri enfeksiyonlarinin giderilmesini de kapsar (Akdis ve ark. 2006).

Topikal kortikosteroitler hastaligin akut alevlenmelerinin tedavisinde yarar/risk
orani dikkate alinarak kisa siireli yer almaktadir (Akdis ve ark. 2006). Bunun nedeni
topikal kortikositeroitlerin uzun siireli kullanimlarina bagli gelisen (telenjiektazi, stria,

deri atrofisi ve dispigmentasyon, anaflaksi ile kontakt alerji) ve asir1 kullanimlarina bagl



olusan (hipofiz bezinini baskilanmasiyla tetiklenen Cushing sendromu) yan etkilerdir
(Gutfreund ve ark. 2013).

Pimekrolimus ve takrolimus topikal AD tedavisinde FDA onayli kalsinorin
inhibitorleridir (P16tz ve Ring 2010). AD’nin ikinci basamak tedavisinde topikal
kortikosteroit tedavisine yanit vermeyen veya topikal kortikosteroitlerin uygun olmadig1
hastalarda kalsinorin inhibitorleri onerilmektedir (Simpson 2010). AD hastaliginda akut
alevlenmeler ile bakteri kaynakli siiper enfeksiyonlarin neden oldugu impetiginizasyonu
tedavi etmek icin topikal antiseptikler ve antibiyotik (fusidik asit) kremleri de tedaviye
eklenmektedir (P16tz ve Ring 2010).

Takrolimus, Streptomyces tsukubaensis isimli bir bir toprak bakterisinden
fermente edilen makrolit lakton yapisinda immiinosiipresan etkili bir ilactir (Ruzicka ve
ark. 1999; Gupta ve ark. 2002). Organ nakli yapilan hastalarda dokunun reddinin
onlenmesi (Ruzicka ve ark. 1999; Cather ve ark. 2001) yaninda, AD, kontakt dermatit ve
psoriasis gibi enflamasyonlu deri hastaliklarinin tedavisinde, sistemik ve topikal olarak

da kullanilmaktadir (Ruzicka ve ark. 1999; Assmann ve ark. 2000; Gupta ve ark. 2002).

Takrolimus, kalsindrin inhibisyonuna yol agarak enflamatuvar sitokinlerin
salimini engeller (Gutfreund ve ark. 2013). Takrolimusun T lenfositleri ve mast hiicreleri,
eozinofilleri, bazofilleri ve en Onemlisi Langerhans hiicrelerini etkiledigi; endotel
hiicrelere ve fibroblastlara etki etmedigi bildirilmistir (Nghiem ve ark. 2002). Bu nedenle,
topikal steroitlerle olusan deri atrofisi, kalsindrinin kolajen sentezinde rol

oynamamasindan dolay1 takrolimus ile meydana gelmez (Bekersky ve ark. 2001).

Fusidik asit, Fusidium coccineumun fermentasyon {irlinlerinden izole edilen
fusidan yapil1 bir antibiyotiktir. Bakterilerde protein sentezini ribozomlara baglanmadan
inhibe ettigi belirtilmistir (Rigopoulos ve Larios 2008). AD ve kontakt dermatit gibi
derideki problemli durumlar sonucu ortaya ¢ikan ikincil enfeksiyonlarin tedavisinde

kullanilmasinin etkin ve giivenilir oldugu bildirilmistir (Long 2008).

AD tedavisinde, topikal korkositeroitler, topikal kalsinorin inhibitérleri ve UV ile
saglanan antienflamatuvar etkinin, ayrica sitafilokok kolonizasyonunu azalttigi da
bildirilmistir. Bu durum, Staphylococcus aureus kolonizasyonunun daha yiiksek oldugu
AD hastalarinda kortikosteroitler ile antibakteriyel ilaglarin birlikte kullanilmasina yol

agmustir (Darsow ve ark. 2010).



AD tedavisinde kullanilan hidrokortizon asetat, betametazon valerat ve
mometazon furoat gibi kortikosteroitlerin fusidik asit ile kombine, topikal uygulamaya
yonelik konvansiyonel krem dozaj formlari ila¢ pazarinda mevcuttur (RX Media Pharma
Erisim tarihi:29.01.2017). Ancak, kalsinorin inhibitorlerinin fusidik asit ile kombine
ticari bir preparati pazarda mevcut degildir. Ayrica, takrolimusun merhem, fusidik
asit/sodyum fusidat’in krem ve merhem dozaj formlar1 seklinde miistahzarlar1 pazarda

mevcuttur (RX Media Pharma Erisim tarihi:29.01.2017).

Mikroemiilsiyonlar, yag, su, siirfaktan ve kosiirfaktan bilesenlerinden olusan
yiizeyler arasit bir film ile stabilize edilmis, termodinamik acidan kararli, saydam,
izotropik ve diisiik viskoziteli koloidal dispersiyonlardir (Djekic ve ark. 2012; Fanun
2012; Kalaitzaki ve ark. 2014). Mikroemiilsiyonlar, hem hidrofilik hem de lipofilik
karakterdeki etkin maddeler i¢in yliksek oranda c¢oziindiirme kapasitesine sahiptir; bu
sayede etkin maddelerin deriden gegisini de artirirlar (Neubert 2011; Hathout ve Nasr
2013). Etkin penetrasyon artirici etki gosteren bilesenlerden olusan mikroemiilsiyonlar
ayn1 zamanda deri ylizeyine yiiksek oranda temas etmelerini saglayan diisiik yiizey
gerilimleri sayesinde deriye iyi penetre olurlar (Heuschkel ve ark. 2008; Hathout ve
Elshafeey 2012). Bu nedenle, mikroemiilsiyonlar yiiksek molekiil agirlikli ve lipofilik
maddelerin stratum corneum ve daha derin deri tabakalarina ulagmasini saglayarak
deriden geg¢isin artirilmasina yonelik yaklasimlar arasinda yer alirlar (Goebel ve ark.

2011).

Merhemler, yar1 kat1 preparatlar olarak sahip olduklar: ortiicti (okliizif) 6zellikleri
nedeniyle, ekzema, psoriasis ve dermatit gibi kronik dermatolojik bozukluklarin
tedavisinde siklikla tercih edilirler. Merhemlerin sagladigi ortiicii etki, ozellikle
emoliyentler olarak son derece yararli olmakla birlikte, derideki hidrasyonu artirarak
hidrokarbon bazli merhemlerde etkin maddenin permeasyonunu da artirabilmektedir
(Williams 2003 p.173).

Deri kanseri, akne, psoriasis, dermatit, mikrobiyal ve mantar enfeksiyonlarinda
deriye topikal ila¢ uygulanmasimin esas amaci, etkin maddenin derideki patolojik
bolgelere (epidermis veya dermis) taginabilmesi ve ayni zamanda sistemik absorpsiyonun
en aza indirilmesidir (Brown ve ark. 2006). Dolayis1 ile topikal uygulanan iirlinlerin
formiilasyon optimizasyonundaki temel yaklasim; derinin hedef tabakalarinda beklenen

ila¢ konsantrasyonlarinin saglanmasi ile etkin bir tedavi gergeklestirilirken en az diizeyde



sistemik etki saglanmasidir (Shah ve Williams 2014 p. 61). Bu nedenle, topikal
uygulanan iiriinlerin gelistirilmesi i¢in formiilasyonlardan serbestlesen etkin maddenin
derinin tabakalarindaki dagilimmin ve lokalizasyonunun degerlendirilmesi 6nem

tasimaktadir.

Bu doktora tez ¢alismasinin amaci; tek takrolimus ve takrolimus ile fusidik asit
etkin maddelerini bir arada igeren, topikal uygulamaya yonelik yenilik¢i mikroemiilsiyon
sistemlerinin  gelistirilmesi,  gelistirilen =~ mikroemiilsiyonlarin  fizikokimyasal
Ozelliklerinin arastirilmasi, optimize edilen formiilasyonlarin fiziksel ve kimyasal
stabilitelerinin izlenmesi, in vitro penetrasyon c¢alismalarinin ardindan bantla soyma
yontemi kullanilarak (tape stripping) etkin maddelerin derinin farkli tabakalarinda
dagilimlarinin kantitatif olarak degerlendirilmesi, mikroemdiilsiyonlarin deri iizerindeki
olusturduklart etkilerin ATR-FTIR spektrometresi ile incelenmesi, CLSM goriintiileme
teknigi ile takrolimus gibi lipofilik karakterde bir model fliiloresan maddenin (Nil
Kirmizis1) optimize edilen mikroemiilsiyonlar ile deri tizerine uygulandiginda, model
boyanin deriden penetrasyon derinligi ve derinin tabakalarindaki dagilimi ve
lokalizasyonu hakkinda bilgi saglanmasi, ayrica in vitro ¢alismalar dogrultusunda secilen
mikroemiilsiyonun deri iizerindeki etkilerinin biyofiziksel yontemler ile in vivo saglikli

gontlliler iizerinde incelenmesidir.

Ayni zamanda takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerini bir arada i¢eren okliizif
ozelligi yiiksek olan merhem formiilasyonlarinin da gelistirilmesi, bu formiilasyonlarin
fizikokimyasal Ozellikleri ile stabilitelerinin degerlendirilmesi, sentetik membranlar
kullanilarak optimize edilen merhem formiilasyonlarindan etkin maddelerin salim
karakteristiginin incelenmesi, in vitro deriden penetrasyon ¢alismalariyla etkin
maddelerin deriden penetrasyon derinligi ve birikimi ile ATR-FTIR analizleriyle
formiilasyon bilesenlerinin deri tizerindeki etkileri hakkkinda bilgi saglanmasi da

amaclanmustir.

Sonug olarak tez kapsaminda yiiriitiilen ¢alismalar ile; AD tedavisine yonelik
ozellikle takrolimusun, derinin hedef tabakalarindaki lokalizasyonunu ve dagiliminin
tyilestirildigi, takrolimus ile fusidik asit etkin maddelerini bir arada igeren pazarda
mevcut preparatlarina alternatif teskil edecek yenilik¢i topikal {iriinlerin gelistirilmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deri Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Derinin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Insan derisi, yasamin devami igin olan nemli gereklilikleri saglayan ortalama 1,7
m? yiizey alaninda, organizmani en biiyiik organidir (Benson 2012 p.3). Deri, viicut ve
dis ¢evre arasinda bariyer 6zellik saglar. Deri bariyeri ultraviyole (UV) radyasyonun,
kimyasal maddelerin, alerjenlerin, mikroorganizmalarin permeasyonunu Onler. Deri
viicut sicakligin1 diizenlemesinde ve kan basincin1 kontroliinde rol oynayarak
hemostasis’in devamliligini saglar. Ayn1 zamanda sicaklik, basing ve aci gibi ¢evresel

uyarilart hisseden 6nemli bir duyu organidir (Walters ve Roberts 2007 p.1; Benson 2012
p.3).
Deri, yapisal olarak {i¢ tabakadan olusur. Bu tabakalar, en alttan yukari dogru

sirast ile; deri alti hipodermis (yag tabakasi), dermis (corium) ve epidermis olarak

isimlendirilir (Benson 2012 p.3)

SC —
epidermis | (15 um) =
(300 pm)

dermis
(2 mm)

yag dokusu | |

Sekil 2-1: Derinin yapisi ve tabakalar1 (Bouwstra 2011 p.9)

2.1.1.1. Hipodermis (Deri Alt1 Yag Tabakasi)

Dermis ile viicut bilesenleri arasinda bir koprii gorevi yapan, viicudun fiziksel
darbelere kars1 mekanik olarak korunmasini saglayan adipoz dokudur. Viicudun bir ¢ok
bolgesinde kalin olan bu doku, g6z kapaklarinda bulunmaz. Kan damarlar ve sinirler bu

tabakada yer alir (Williams 2003 p.2).



2.1.1.2. Dermis (Corium)

Dermis %70’i mukopolisakkarit jel matriks i¢ine gomiilii ve dokuya elastikiyet
saglayan kolojen liflerden olusan 3-5 mm kalinhigindaki tabakadir. Dermiste bulunan
temel hiicreler fibroblastlar olup kolojen, laminin, fibronektin ve vitronektin gibi
baglayict doku bilesenlerini tretir. Dermiste bulunan diger hiicreler immiin ve
enflamatuvar yanit olusturan mast hiicreleri ile deriye rengini saglayan melanin

pigmentini tireten melanosit hiicreleridir (Walters ve Roberts 2007 p.11).

Kl folikiilleri ve sebum bezleri, ekrin bezler ve apokrin bezler bu tabakadadir.
Sebum bezlerinden salgilanan sebumun yapisida, mum, serbest yag asitleri ve
trigliseritler bulunur. Deri yapisindaki bu maddeler, deri yiizeyinin kaygan olmasini ve

pH’sinin yaklagik 5 olmasini saglar (Williams 2003 p.4).

2.1.1.3. Epidermis
Epidermis 0,06-0,8 mm kalinliginda, derinin diizenli olarak kendisini yenileyen

bir tabakasidir. Cok katmanli bir yapiya sahip olan epidermis alttan {iste dogru sirast ile,
stratum basale (stratum germinativum), stratum spinosum, stratum granulosum, stratum

lucidum ve stratum corneum olmak tizere 5 tabakadan olusur (Williams 2003 p.5).

Stratum corneum

Langerhans hiicreleri

Stratum spinosum

Stratum basale

Dermis

Melanositler

Sekil 2-2: Epidermisin tabakalar: (Benson 2012 p.5)

Stratum basale, mitokondri ve ribozom gibi organelleri olan keratinosit adi
verilen aktif hiicrelerden olusur. Keratinositler desmozom olarak adlandirilan protein
yapisindaki hiicresel kopriilerle birbirlerine baghdir. Bazal tabakada, melanositler,

Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri de bulunur (Williams 2003 pp.5-8).



Langerhans hiicreleri en biiyiik antijen saglayan dendritik hiicrelerdir. Bu hiicreler, kemik
iliginde tiretildikten sonra epidermiste bazal tabakada lokalize olurlar. Hiicre yiizeyine bir
antijen baglandiginda ise aktive olurlar ve epirdermisten dermise dogru go¢ ederek, lenf
nodiillerine ulasirlar ve T hiicrelerini duyarli hale getirirler. Boylece deri yolu ile immiin

yanit olusur (Benson 2012 pp.5-6).

Stratum spinosum epidermisin farklilasma siirecinde, keratinositlerin keratin
sentezlemeye ve yapisal olarak farklilagmaya basladiklar1 tabakasidir. Stratum
granulosum Keratinositlerin keratin sentezlemeye, yapisal olarak farklilasmaya devam

ettikleri ve yassilasmaya bagladiklar1 tabakadir (Williams 2003 p.8).

Stratum corneum (SC) 10-20 pm kalinliginda, yiiksek yogunlukta (1,4 g/cm®) ve
oldukea az miktarda su iceren (%10-%20, diger viicut hiicreleri yaklasik %70 su igerir)
epidermisin en dis tabakasidir (Benson 2012 p.7). Derinin bariyer fonksiyonundan
sorumlu tabakasi olarak tanimlanan SC; yaklasik %5-15 oraninda lipit, %75-80 protein
ve %5-10 bilinmeyen bilesenlerinden olusur (Hatfield ve Fung 1995).

SC’da bulunan korneositler keratin filametleri, su ve dogal nemlendirici faktorii
iceren yassilagmis Olii hiicrelerdir (Harding ve ark. 2000). Korneositlerin ¢evresi yogun
olarak c¢apraz bagli protein yapisinda olan ve hiicre zarfi “cell envelope” olarak
isimlendirilen bir tabaka ile ortiiliidiir. Tek sirali lipit tabaka ise bu protein tabakaya
kimyasal olarak kovalent baglidir (Rawlings 2003). Lipit tabaka, hidrofilik korneositler
ile lipofilik ekstraseliiler lipit matriks arasinda ara ylizey olusturarak SC i¢in kritik bir rol
tistlenir. Bununla birlikte korneodesmozomlar da korneositlerin birbirine tutunmasini

saglayarak SC’un kohezyonunda 6nemli oynar (Bouwstra ve Gooris 2010).

SC’da aslinda diisiik bir orana sahip hiicrelerarasi lipit bolge, ilag molekiillerinin
deriden gegcisi i¢in siirekli olan kivrimli ve ana gegis yoludur (Ponec ve ark. 2003). SC’da
temel lipitler; seramitler (CERs), kolesterol (CHOL) ve doymus uzun zincirli yag
asitlerinden (FFAs) olusur. Bu lipitler arasinda oran yaklasik olarak esittir (Weerheim ve
Ponec 2001). Ayrica, daha diisiik oranlarda, kolesterol siilfat, glukoseramitler ve

kolesterol esterler gibi diger lipitler de bulunur (Bouwstra ve Gooris, 2010).

Seramitlerin bag gruplari ¢ok kiiciiktiir ve birbirine komsu molekiiller ile yan yana
olan hidrojen baglarinin meydana getirdigi fonksiyonel gruplari igerir. Seramitler
birbirlerinden farkli yapiya sahip bas gruplar ile yag asidi zincirinin uzunluguna gore

ayrilir. Temel olarak sfingozin (S), fitosfingozin (P), 6-hidroksifingozin (H)



dihidroksisfingozin (D) yapilarindan birini igerir. Temel kismin kimyasal olarak bagl
oldugu yag asiti de ii¢ farkli yap1 gosterir. Bunlar hidroksilenmemis yag asiti (N), a-
hidroksi yag asiti (A) veya - hidroksi yag asiti (EO)’ dir. Tiim bu temel yap1 ve yag
asitleri bir zincir uzunluk dagilimi gosterir. Dort temel kissm N ve A yag asitleri ile
eslendirildiginde 8 seramit yapis1 asiga cikar ve bunlar; AS, AP, AH, AD ve NS, NP, NH
ve ND olarak isimlendirilir. Q- hidroksi yag asiti 34 karbounlu olup oldukg¢a uzun zincir
uzunluguna sahiptir. Ayrica bu yag asidine linoleik asit ester bagi ile baglidir. Bu grup
EO olarak adlandirilir ve seramitler EOS, EOH ve EOP olarak isimlendirilir (Bouwstra
ve Gooris 2010). Bu durumda, 2008 yilina kadar insan SC’unda seramitler i¢in 11 alt
siif tanimlanmistir (Masukawa ve ark. 2008). Ayrica, 2011 yilinda, van Smeden ve ark.

yaptiklari caligmada - hidroksi yag asiti ile dihidroksisfingozinden olusan

seramit EOD’yi taninlamislardir (van Smeden ve ark. 2011).

Epidermisin farklilagma siirecinde; keratinositler bazal tabakadan baglayarak
tistteki tabakalara dogru goc ederken, sekil ve icerik bakimindan degisimine ugrarlar ve
bir ¢ok yapisal protein ile lipit sentezler. Deskumasyon adi verilen bu siirecte yeni
hiicrenin stratum corneum’a ulagsmasi 14 ve bu hiicrenin stratum corneum’dan dokiilmesi
14 giin siirer (Williams 2003 p.9; Benson 2012 p.4).

2.1.1. Deriden Gegis Yollari

Ilag molekiillerinin deriden gegisi icin en dnemli tabaka epidermis, 6zellikle bu
tabakanin en iistteki SC tabakasidir. Derinin bariyer 6zelliginin yapisi ve fonksiyonu ile
ilgili pek ¢cok model vardir. 1975 yilinda Michaels ve arkadaslar tarafindan tugla ve harg
(brick and morter) modeli tanimlanmistir (Michaels ve ark. 1975). Bu modelde;
korneositlerin duvarin tuglalarini olusturdugu, seramitlerin, yag asitlerinin, kolesteroliin,
kolesterol esterlerinin de duvarin har¢ yapisini olusturdugu diistiniiliir (Williams 2003 p.

9; Benson 2012 p.7).
Ilag molekiilleri deriden gegerken ii¢ farkl yol izledigi ongoriilmektedir:
e Hiicreler aras1 yol (Interseliiler, Paraseliiler)
e Hiicre ici yol (Transseliiler, Intraseliiler yol)

e Yan gecit yollarn (Transappendal, Transfolikiiler, Shunt yollar: Ter bezleri, Yag
bezleri, Kil foliikiilleri) (Williams 2003 pp. 30-35; Roberts ve ark. 2007 pp.94-
100; Benson 2012 pp. 14-16).
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Sekil 2-3: Deriden gecis yollari: a) Yan gecit yolu b) Hiicre ici yol c) Hiicrelerarasi yol (Ng
ve Lau 2015 p.9)

Deriden gecis, aktif ve pasif gegis olmak lizere ikiye ayrilir.

Pasif diiflizyona dayali deriden gegis icin ilacin orta derece lipofilik olmasi (log
P 1-3) ve molekiil agirligimin 500 Dalton’un altinda olmas1 gerekir (Williams 2003 pp.
35-38; Brown ve ark. 2006; Korting ve Schéfer-Korting 2010). Ayn1 zamanda diisiik
erime noktasina sahip olmasi, suda ve yagda yeterli ¢oziiniirliikte olmas1 da gerekir

(Korting ve Schéfer-Korting 2010).

Hiicreler arasi yol, SC’da kii¢lik bir yiizey alanina sahip, stirekliligini koruyan
kivrimli ana gecis yoludur. SC lipitleri derinin bariyer 0Ozelligine katki saglar.
Dolayisiyla, molekiillerin hiicreler arasi lipit alanindan gegebilmesi i¢in hem lipofilik
ozellik (lipit zincirden difiizyon) hem de polar 6zellik (polar bas gruplarindan diflizyon)
gerekir. Asir1 polar yapidaki molekiiller i¢in diflizyondaki hiz sinirlayic1 bolge SC’da
polar yoldur ki bu da molekiillerin yag/su partisyon katsayisindan bagimsizdir. Daha az
polar yapili molekiiller ise lipit yoldan difiize olur ve permeasyonlar lipofilite artikca

artar (Benson 2012 p.16).

Hiicre i¢i yol SC’da polar yol olarak yer alir. Korneositlerin igindeki keratin
matriks polar bir alan olustururken, hiicrelerin ¢evresini saran lipit yap: lipofilik alan
meydana getirir. Dolayisiyla molekiil permeasyonu icin polar ve lipofilik cevreler

arasinda tekrarl1 bir sekilde partisyon ile karsilagir (Benson 2012 pp 15-16).

Yan gecit yolagini olusturan bilesenler deri yiizey alaninin %0,1-1’in1 kapsar. Su
ile dolu ter bezlerinin ve lipit 6zellikte sebum tasiyan folikiiler bezlerin varligina ragmen
yan geg¢it yollarinin deriden gegiste diisiik direngli oldugu kabul edilir. (Benson 2012 pp
14-15).
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Mlaglarin deriden gegisini etkileyen faktorler Tablo 2-1’de 6zetlenmistir.

Tablo 2-1: : Deriden gecisi etkileyen faktorler (Williams 2003 pp. 14-23; Degim 2007 pp.

344-346)
Formiilasyona ait
) . Derinin Etkin maddenin faktorler ve
Biyolojik . . L
fizyolojik fizikokimyasal deriden gecisi Digerleri
faktorler
durumu ozellikleri artirici
yaklasimlar

, L Etkin maddenin
Yas Hidratasyon Lipofilite o Sicaklik
tastyicaya ilgisi

Hidrojen bagi Penetrasyon
Irk Okliizyon
yapma yetenegi artiricilarin
Derinin ait 4 )
Patalojik Ilacin
oldugu viicut Molekiil agirligt
’ bozukluk konsantrasyonu
bolgesi
o Elektirksel yiikii ve
Cinsiyet
duyarlilig
Oktanol/su
Diyet partisyon katsayisi
(logP)
pH

Ilaclarin deriden aktif yontemle gegisi ise cesitli mekanik ve fiziksel yontemlerle
gerceklesir. Boylece lipofilik 6zelligi farkli ve molekiil agirligi yiiksek olan molekiillerin
gecisi saglanabilir. (Brown ve ark. 2006).

Deriden gecisis artirilmasinda kullanilan yontemler Tablo 2-2°de kisaca
gosterilmektedir [(*) Williams 2003 pp. 86-102; (**) Brown ve ark. 2006; (***) Degim
2007 pp.349-350; (****) Leite-Silva ve ark. 2012 ve Giingdr 2014 pp. 336-340].



Tablo 2-2: Deriden geg¢isin artirilmasinda kullamilan yontemler

. o Elektriksel e Fizikokimyasal Yenilikgi ila¢ tastyici
Kimyasal penetl;asyon artiricilar Mekanlk*iontemler metodlar Diger yfiltemler yontemler sistemler
( ) ( ) (-k-k) ( ) (***) (****)
Vezikiiller
S nanotasiyicilar
Siilfoksitler ve benzer kimyasallar Mlksrics);egrnn elebrazh ' Ultrasound _ (Lipozom,etozom,
(Dimetilsiilfoksit, (Makroflux® Iyontoforez (Sonoforez ve Iyonik 6zellikler transferzom,niozom)
Dimetilasetamit, Dimetilformamit) E-Trans®) ’ Fonoforez) SECosome: Siirfakta-
etanol-kolesteroldan
olusan nanozom
Terpenler . Eletrodelme Nanoemiilsiyonlar ve
(Limonen,Menton,Mentol) Deri abrasyonu (Elektroporasyon) Lazer radyasyon Asndoygunluk Mikroemiilsiyonlar
Fotomekanik .
Miseller

Pirolidonlar ve tiirevleri
Azon
Yag asitleri
(oleik asit, laurik asit, linoleik ve
linolenik asit)

Alkoller (etanol),
Yag alkolleri (miristil alkol)
Glikoller (propilen glikol)

Siirfaktanlar
Anyonik (sodyum lauril siilfat)
Katyonik (Setiltrimetil amonyum
bromit)
Non-iyonik (Tween 80, Tween 20)

Ure (hidrate edici)

Deri ponkisyonu ve

perforasyon, dalgalar

Deriyi esnetme Magnetophoresis

Deri ablasyonu Thermophoresis

Ignesiz enjeksiyon
(Powderject®, Ped-
O-Jet®, lject®,
Biojector2000®)

Radyofrekans

Enantiyo secicilik

Kuantum noktalari,
fulleren,
karbon tiipleri,

Dendrimerler,

Kat1 lipit nanopartikiiller
(SLN:Solid lipid
nanoparticle),
Nanoyapil lipit tasicilar
(NLC:Nanostructured
lipid carrier)
Mikro ve nano kiireler
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2.2. Atopik Dermatit Hastaligi Hakkinda Genel Bilgiler

Atopik dermatit (AD) insan derisinin epidermis bariyerini destekleyen
proteinlerin genetik bozukluguna bagh gelisen, kasintili, enflamasyonlu kronik bir deri
hastaligidir (P16tz ve Ring 2010). Atopos kelimesinin kokeni, Ingilizce yabanc (strange)
veya alisilmadik (unusual) kelimelerine dayanmaktadir (Alper ve Tiirk Gergeker 2011).
Derinin enflamasyonu anlamini tagiyan “dermatit” terimi de hastaligin olgusunun
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Moreno Gimenez 2000). AD, “atopik egzema”,
“alerjik dermatit”, “prurigo besnier”, “endojen dermatit” ve “ndrodermitit” olarak da

bilinir. AD hastaliginin isimlendirilmesindeki farklilik, patofizyolojisinin degisik

goriislerle aciklanmasindan kaynaklanir (P16tz ve Ring 2010).

AD lezyonlarinin gelisimi i¢in iki hipotez ortaya atilmustir. Birinci hipotez
(inside-outside hypothesis); hastalikta goriilen enflamatuvar yanitin derinin bariyer
ozelligindeki bozukluklara kars1 gelistigini vurgular. Ikinci hipotez (outside-inside
hypothesis) ise, derinin kurulugu ve bariyer 6zelligindeki bozukluklarin enflamasyona

neden oldugunu savunur (Van Bever ve Llanora, 2011).

Ayrica, AD’de enflamasyonun 0Once epidermisin yapisal ve fonksiyonel
ozelliklerinin degistiren kalitsal ve kazanilmis hasarlardan, ardindan da deri bariyeri
homeostazi i¢in olumsuz sonuglara yol acan bagisiklik sisteminin aktivasyonundan
kaynaklandigina dair yeni kanitlar da ortaya atilmistir. Bu gorliste AD patojenezinin bir
“dis-i¢-dig” (outside-inside-outside) dongiisii i¢inde yer aldigi ifade edilmistir (Elias ve
Steinhoff 2008).

AD yayginlhigimin gelismis iilkelerde yasayan ¢ocuklarda yaklasik %15-30 ya da
%20; eriskinlerde ise %2-10 ya da %1-3 oldugu bildirilmektedir (Bieber 2010; Ring ve
ark. 2012). Kentsel bolgelerde yasayan ¢ocuklarda AD goriilme sikliginin kirsal alanlarda
yasayanlara gore daha yiliksek oldugu bildirilmis ve bu durum hijyen hipotezi ile
aciklanmistir (Strachan 1989; Zutavern ve ark. 2005).

AD genetik ve cevresel faktorlerin birbiri ile etkilesimi sonucu gelisen karmagik
bir hastalik olarak tanimlanir (Bieber 2007). Genetik calismalarda AD ile iliskili
kromozomlar tanimlanmis (Haagerup ve ark. 2004), ayn1 zamanda gen mutasyonunun

AD ile ilgisi gosterilmistir (Kato ve ark. 2003; Leung ve ark. 2004).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zutavern%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16238789
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Ornegin epidermanin bariyer proteininin kodlandig: filaggrin (FLG) geni
epidermal farklilagsma kompleksi (1g21) iizerinde bulunur. Bu gende mutasyon geligsmesi
sonucunda gsiddetli ve diizelme egiliminde olmayan AD tablosu gelistigi One

stiriilmektedir (Barker ve ark. 2007; Morar ve ark. 2007).

AD hastaliginin gelisimini ve ciddiyetini gevresel faktorler de etkilemektedir
(Pl6tz ve Ring 2010). Ornek olarak inek siitii, yumurta ve alkol gibi baz1 igecek ve
yiyeceklerin tiikketimi (Ring ve ark. 2012), su, sabun ve deterjanlarin daha sik kullanimi,
ev tozu akarlari, evcil hayvanlar ve polenler ile maruziyet, ayrica patojen veya
stiperantijen etki olusturabilen Staphylococcus aureus gosterilebilir (Beltrani ve

Boguneiwicz 2003).

2.2.1. AD Patogenezi

AD’nin patogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte, hastaligin ortaya
¢ikmasinda immunoglobulin (1g) E ile olusan tip I reaksiyonlarin ve T hiicreleri ile olusan
tip IV reaksiyonlarin rol oynadigi belirtilmektedir (Lugovic ve ark. 2001). T hiicrelerinin
tirettigi sitokin tiplerine gore farkli T hiicreleri (ThO Th1l Th2 Th3) tanimlanmistir (Eales
2003 p.1-28). Bu hiicrelerden Thl ve Th2 nin baskinligi, hastaligin akut ve kronik
lezyonlu olma durumuna gore degismektedir (Leung ve ark. 2004). Ayn1 zamanda,
hastaliginin gelisiminde Langerhans hiicreleri ve dendritik hiicreler ile birlikte monosit,

makrofaj, eozinofil, mast hiicreleri, lenfositler, bazofiller, keratinositler de rol oynar
(Bieber 2010).

Atopik dermatit hastaligina bagli olarak deride gelisen immunopatolojik

degisikliklerin semas1 Sekil 2-4’de verilmistir.

. .
SAGLAM DER! e AKUT FAZ sl | KRONIK FAZ

Allerjenler ! Mikrobiyal
el
i -

_toksinler

sitokinkr  [L <A ko
Kemokinler o
\

Sekil 2-4: AD gelisiminde immiinolojik siire¢ (Leung ve ark. 2004)
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Alerjen maddeler veya otoalerjenler dendritik hiicreler yolu ile Th2 aktivitesini
artirirak atopik duyarlasmaya neden olur (Shreffler ve ark 2006). Bu kapsamda
keratinositlerden TSLP (Timik stromal lenfopoietin) salgilanarak T hiicrelerinin Th2
yoniindeki farklilasmasina yardime1 olur. Th2 hiicrelerinden IL-4, IL-5, IL-13 ve TNF-a
sitokinleri salgilanir ve akut faz meydana gelir (Bieber 2010). Kronik faz, eozinofillerin,
makrofajlarin ve dendritik hiicrelerin enflamasyonu ve infiltrasyonu ile sonuglanir. S6z
konusu hiicrelerde iiretilen IL-12 Th2 agirlikli akut enflamasyonun Thl agirlikli kronik
enflamasyona doniismesine yol agarak IFN-y (Interferon gama) diizeyinde artisa neden
olur (Leung ve ark. 2004). Biitiin bu reaksiyonlar, kronik enflamasyonun derideki T
hiicrelerinin artis1 ile meydana geldigini ve karmagik bir mediatér ag1 tarafindan

yonetildigini géstermektedir (Homey ve ark. 2006).

2.2.2. Atopik Dermatit Hastaliginda Derinin Durumu

AD, immiinolojik degisimlerin eslik ettigi, deri bariyer 6zelliginde meydana gelen
bozulmalar sonucu gelisen enflamasyon, kuruluk ve bakteriyel enfeksiyon ile karakterize
bir hastaliktir (Simpson ve ark. 2013).

Deskuamasyon’u diizenleyen proteazlar ve proteaz inhibitorleri arasindaki
dengenin bozulmasi, SC enzimlerini ve proteazlarin asirt ekspresyonu (Van Bever ve
Llanora 2011), seramit diizeylerinin azalmasi (Krakowski 2008) ve filagrin enziminde
degisikliklerin (mutasyon, polimorfizm, ekspresyon diisiikliigii vb.) meydana gelmesi
AD’li deride goriilen anomalilikler arasindadir (Ginger ve ark. 2005; Marenholz ve ark.

2006; Krakowski 2008; Van Bever ve Llanora 2011).

AD hastaliginda, SPINK 5 geninde olusan mutasyon sonucu bir serin proteaz
inhibitori olan LEKTI 1 (Lympho-epithelial Kazal-type-related inhibitor) kodlanamaz ve
asirt serin proteaz (SP) aktivasyonu gerceklesir. SP aktivasyonu sonucunda
korneodesmozomlart birbirine baglayan yapisal protein olan desmoglein 1 parcalanir.
(Jensen-Michael ve ark 2006 pp. 570-571). Diger enflmasyonlu deri hastaliklarinda
oldugu gibi AD’de de derinin pH degeri artar. Bu durum da serin proteazlarin

aktivitesinin artmasina yol agarak stratum corneum biitiinliigliniin bozulmasina katki

saglar (Jensen-Michael J. ve ark. 2006 p.572).

Serin proteaz ailesi tiyeleri olan ve deskuamasyonda anahtar rol oynayan SCCE

(stratum corneum kimotriptik enzim) ve SCTE (stratum corneum triptik enzim)
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peptidazlar1 ise SP aktivasyonu sonucu Stratum granulosum-stratum corneum ara
yiizeyine salinarak lameller cisimleri parcalar (Cork ve ark. 2009). Dolayisiyla, derinin
yapisinda bozulma ve stratum corneum tabakasinda incelme meydana gelir (Jensen-
Michael J. ve ark 2006 pp. 570-572; Cork ve ark. 2009).

Genetik Olarak Sitokin . .
FLG| aktivasyonu '_\_, nflamasyon
SPI IL-lra
: v
-~ ToH | J Biitiintiik/
P {itiintik
sabunlar —% = ’I‘SP ly 1DsGI Lt 3 :
FLGYL SPI| aktivitesi JKohezyon
= 4 ) 3
g Lipit .
Kazamlmis: Sp'i’ LLpt —»  VPemmeabilite
; N\ olusumu bariyeri
Mayt L B GlcCerase,
aSMase
|Lameller <«—— Premature
cisimeik apoptosis
sekresyonu,_ _PAR2 g //'
| »
[+ SPINKS v LUS‘»T‘I » ANSP aktivitesi

Sekil 2-5: Aktif serin proteazlarin stratum corneum fonksiyonlarim etkileyen
mekanizmalar (Elias ve Schmuth 2009).

DSG, desmoglein; FLG, filaggrin; LEKTI, lymphoepithelial Kazal-tip tripsi inhibitorii; PAR2, plasminojen aftivator
reseptorii tip 2; SPI, serin proteaz inhibitrii

Epidermisin bariyer fonksiyonunun bozulma sebeplerinden biri de filaggrin
geninde meydana gelen mutasyondur. Epidermal farklilagsma siirecinde filaggrin makro
fibrillerin agregasyonuna yardimci olarak, hiicre iskeletinin bozulmasima yol agar ve
keratinositlerin yassilagsmasina neden olur. Daha sonra bozulan ve sikisan keratinler
transglutaminaz enzimiyle ¢apraz baglanarak kornifiye zarfin iskeletini olusturan keratin
matriksi meydana getirir. Bu stiregte filaggrin, kaspaz 14 ile histidine doniisiir. Histidin
ise, urokanik asit (UCA) ve prolidin-5-karboksilik asiti (PCA) igeren ve NMF’yi (Natural
moisturizing factor, dogal nemlendirici faktdr) olusturan hidrofilik amino asitlere
doniisiir. UCA ve PCA hem SC’nin hidrasyonuna hem de suyun osmotik olarak
keratinositlere ¢ekilmesine yardimci olurlar. Bununla birlikte derinin asit ylizeyinin
devamliligini sagladiklar1 da disiiniilmektedir. Sonug olarak, filaggrin genindeki
mutasyon sonucu hem SC biitiinliigii bozulur hem de derinin su tutma kapasitesi azalir
(Sandilands ve ark. 2009). Bu kapsamda, deri iizerinden gerceklesen su kaybinin
(Transepidermal su kaybi, TEWL) 2-5 kat arttig1 belirtilmistir (Jensen-Michael J. ve ark
2006 p.571).
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Bozulmus lipit
» bariyer 4
', H,0 S H,0.
¥ NMF v NMF
«.
¢ H,0 Ho -
el I
Protez inhibitdrlerinin = Filaggrin
miktar1 azalir Smegin - w w = X = wle = of = - - - A
LEKTI, sistein A ! H
Pro-ﬂ\aggnn

Protezlarin miktan
artar dmegin SCCE

Sekil 2-6: : Bozulmus epidermal bariyer alerjenlerin girisine izin verir ve nem kaybina
neden olur (Cork ve ark 2009).

LEKTI, lymphoepithelial Kazal-tip tripsi inhibitorii; NMF, dogal nemlendirici faktor; SCCE, stratum corneum

kimotriptik enzimi

AD hastaliginda yiiksek oranda SC lipitlerinde yani kolesterol, serbest yag asitleri
ve Ozellikle seramitlerde (CER) azalma meydana gelir (Jensen-Michael J. ve ark 2006 p.
573). Yapilan ¢alismalarda AD’li deride gozlenen bozukluklar seramitlerin miktarinda
meydana gelen azalmalar ile iliskilendirilmistir (Yamamoto ve ark. 1991; Matsumoto ve
ark. 1998; Proksch ve ark. 2003; Vavrova ve ark. 2004; Janssens ve ark. 2011).
Seramitlerin AD’deki yetersizliklerinin nedeni kesin olarak aydinlatilamamaistir (Jensen-
Michael J. ve ark 2006 pp. 573). Seramitlerin yapiminda gorev alan enzimlerdeki
degisiklikler de SC’daki seramitlerin diizeyini etkilemektedir (Jensen-Michael J. ve ark
2006 pp. 573-575).

AD’li hastalarda normal saglikli deriye sahip bireylere gore, deskumasyon
siirecinde epidermisten daha fazla korneosit salinir. Dolayisiyla SC tabakasi incelir ve
korneosit alani kiigiiliir. Bu degisiklerin nedeni, farklilasma proteinlerinin (keratinler,
lorikrin involukrin ve filaggrin) ekspresyonunda meydana gelen degisimlere baglanir
(Jensen-Michael J. ve ark 2006 pp. 576-577).

Antimikrobiyal peptitler (AMP), deri lizerinde bulunan ve dogal bagisiklikta
onemli rol oynayan katyonik kiigiik polipeptitlerdir. Cogunlukla derideki
keratinositlerden tiretilen f- defensinler ve katelisidinler bakteri, mantar ve viral
patojenlere kars1 etkili olan iki 6nemli sinifi olusturur. AD’de bozulan epidermisin bariyer
kaynakli p-defensin 1 (HBD-1) ve p-defensin 2 (HBD-2) ile katelisidin (LL-37)
ekspresyonlarinin azaldig1 saptanmistir (Ong ve ark. 2002).
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Ekrin ter bezlerinin salgiladig ter, derinin bakteri florasin1 saglayarak dogustan
gelen bagisiklikta onemli rol oynamaktadir. AD hastalifinda ter igeriginin degistigi
kaydedilmistir. Dermisidin ve LL-37 azalan AMP’ler olarak saptanmustir (Schroder ve
Harder 2006). Terin igeriginde yer alan potasyum, sodyum, iire ve laktatin NMF kaynakli
ve serbest yag asitleri (FAAS) ile prolidon karboksilik asitin (PCA) ise filaggrin kaynakl

olarak azaldig tespit edilmistir (Sugawara ve ark. 2012).

Staphylococcus aureus (S. Aureus) saglikli insanlarin deri, aksilla, perine ve
burunlarinda yaygin olarak bulunan bir bakteridir (Giines ve Cetin 2012). Bu
mikroorganizmanin saglikli kisilerde tastyiciliginin %35 oraninda oldugu belirtilmistir.
AD’li hastalarin derisinde ise %90’min iizerinde oldugu saptanmistir (Leung 2000).
Ikincil deri enfeksiyonlarindan cogunlukla Staphylococcus aureus bakterisinin sorumlu
oldugu bildirilmistir (Walling ve Swick 2010).

2.3. Atopik Dermatit Hastaliginin Tedavisi Hakkinda Genel Bilgiler

Etkili bir AD tedavisi kisa donemdeki alevlenmeleri kontrol altina alacak, uzun
donemde ise alevlenmeleri minimalize ederek ve deri bakimi olusturarak derinin
devamliligini saglayacak sekilde planlanmasi 6nerilmektedir (Simpson 2010). Bunun igin
oncelikle tetikleyici ¢evresel alerjenlerin belirlenmesi ve bunlardan kaginilmasi onerilir.
Stresle basa ¢ikabilmek icin psikolojik desteginde tedaviye eklenebilecegi de belirtilir
(PI6tz ve Ring 2010). Gerek akut AD gerekse kronik AD vakalarinda topikal tedavi
uygulandigi, ancak hastaligin ¢ok siddetli oldugu durumlarda fototerapi veya sistemik

uygulanabilecegi bildirilmistir (Walling ve Swick 2010).

2.3.1. Topikal Tedavi

Topikal uygulama derideki patolojik bolgelerin hedef alindigi ve minimum
sistemik absorpsiyonun saglandig bir tedavi yaklasimi olarak kabul edilmektedir (Brown
ve ark. 2006 ; Colin Long 2007 p.41). Topikal uygulama tedavi uyuncunun yiiksek
oldugu, girisimsel olmayan, kolay ve acisiz bir ilag uygulama seklidir (Joshi ve ark.
2014). AD’te topikal tedavi kagint1 ve enflamasyonun, ayrica sekonder olarak gelisen deri

enfeksiyonlarinin giderilmesinden meydana gelir (Akdis ve ark. 2006).
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2.3.1.1. Derinin Nemlendirilmesi
AD’de deri olduk¢a kurudur ve bundan dolayr gelisen kasinti hastaligin
patogenezidir. Bu nedenle, 6ncelikle derinin nemlendirilmesi tedavide anahtar rol oynar

(Grilmalt ve ark. 2007; Eberlein ve ark. 2008).

2.3.1.2. Topikal Kortikosteroitler

Topikal kortikosteroidler antienflamatuvar tedavinin birinci basamagini
olusturmaktadir. Alevlenme donemlerini kontrol altina almak i¢in kisa stireli (5-7 giin)
kullanimlar1 Onerilmektedir. Steroit korkusu “Corticophobia” hastaligin tedavisinde
tedavi etkinligini azaltan ana problemdir. Topikal glukokortikosteroitlerin uzun siireli
kullanimlarinda deri atrofisinin goriildiigli ve tasiflaksi gelistigi kaydedilmistir (Fardet ve
ark. 2007). Bu nedenle derinin ince oldugu bolgelerde (periorbital ve genital) ve
cocuklarda dikkatli kullanilmalar1 6nerilmektedir (Pl6tz ve Ring 2010).

Glukokortikoitler enflamatuvar yanitta gorev alan sitokinlerin ekspresyonunu
degistirerek etki ederler. Bu ilaglar vazokonstriiktor (damar biiziicii) etkilerine gore I (en
giiclii) ve VII (en zayif) olmak iizere 7 sinifa ayrilir. Sinif VII ve VI i¢in hidrokortizon,
desonid, orta potens etkili sinif III-V igin triamsinolon, mometason, flutikazon, yiiksek
potens etkili smif I-II i¢in fluosinoid, deksametazon, betametazon dipropionat,

klobetasol, halobetasol 6rnek verilebilir (Walling ve Swick 2010).

Topikal kortikosteroit kullanimina enflamasyon azaldiginda ara verilmesi ancak
derinin nemlendirmesine devam edilmesi gerektigi belirtilmistir (Charman ve Williams

2003).

2.3.1.3. Topikal Kalsinérin Inhibitérleri

Pimekrolimus ve takrolimus topikal AD tedavisinde FDA onayli kalsindrin
inhibitorleridir. Bu 1ilaglar kalsiyum bagimli serin/treonin fosfataz “kalsinorin”
inhibisyonu yaparak T hiicrelerinin aktivasyonunu inhibe eder (Pl6tz ve Ring 2010).
Kalsindrin inhibitdrlerinin AD tedavisinde ikinci basamak terapide topikal kortikosteroit
tedavisine yanit vermeyen veya topikal kortikosteroitlerin uygun olmadigi hastalarda

kullanimlar1 6nerilmektedir (Simpson 2010).

10 Mart 2005 tarihinde, FDA, Halk Sagligi Danisma Kurumu bu ilaglarn
kullanimiyla ilgili giivenlik endiselerini agiklamistir (FDA Pediatrik Danigsma Kurulu,

2005). Ancak, Bieber ve ark. etkin maddelerin maliniteyi artirdigina dair klinik ¢alisma


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/vazokonstr%C3%BCkt%C3%B6r

19

olmadigini ifade etmistir (Bieber ve ark. 2005). Bu kapsamda ilaglarin 2 yasindan biiyiik
cocuklarda kullanilabilecekleri belirtilmistir (Ring ve ark. 2008).

%0,03 Protopic® merhemin 2 yas ve iistii hastalarda ve %0,1 Protopic® merhemin
15 yas iistii hastalarda kisa siireli olarak ikinci basamak tedavide; %0,1 Protopic®
merhemin orta-siddetli AD’de 2 yas ve Ustii hastalarda aralikli olarak uzun siireli
kullanilabilecegi bildirilmistir (Protopic® (Tacrolimus) merhem ABD Recete Bilgileri
2000 ve 2011).

Pimekrolimus kremin (Elidel® %1) kullanimi hafif-orta AD tedavisinde 2 yas ve
iistii seklinde bildirilmistir (Elidel® (Pimecrolimus) krem ABD Regete Bilgileri 2001 ve
2010).

Topikal kalsindrin inhibitorlerinin reseptor afinitelerinin yiiksek ve deri
absorpsiyonlarinin  daha diisiik oldugu belirtilmistir.  Bu nedenle topikal
kortikositeroitlerin uzun siireli kullanimlarina bagli gelisen (telenjiektazi, stria, deri
atrofisi ve dispigmentasyon, anaflaksi ile kontakt alerji) ve asir1 kullanimlarina bagl
olusan (hipofiz bezinini baskilanmaswyla tetiklenen Cushing sendromu) yan etkilere neden
olmadiklart bildirilmistir (Gutfreund ve ark. 2013). Kalsinérin inhibitdrlerinin endotel
hiicrelere ve fibroblastlara etki etmedikleri i¢in atrofojenik aktivitesinin olmadigi,
pimekrolimusun T lenfositleri ve mast hiicrelerini; takrolimusun T lenfositleri ve mast
hiicreleri, eozinofilleri, bazofilleri ve en onemlisi Langerhans hiicrelerini etkiledigi

belirtilmistir (Nghiem ve ark. 2002).

2.3.1.4. Antibakteriyel ve Antimikotik Tedavisi

AD’li hastalarin bakteriyel, fungal, viral deri enfeksiyonlarina yatkin olduklar: ve
bakteriyel siiper enfeksiyonlarn kizariklik ve kabuklanma ile karakterize deri
lezyonlarma neden oldugu bildirilmistir. Topikal antiseptikler triklosan, klorheksidin,
kristal viyole ve antibiyotik deri kremleri (fusidik asit) akut alevlenmeleri ve bakteriyel

impetiginizasyonu tedavi etmek i¢in recgete edilen ilaclardir (P16tz ve Ring 2010).

Fusidik asitin minimum inhibisyon konsantrasyonun diisiik olmasi ve doku
penetrasyonunu 1iyi olmasi sayesinde topikal uygulamada derideki S. Aureus
enfeksiyonlarina karsi etkili oldugu gosterilmistir (Akdis ve ark. 2006). Ayn1 zamanda
topikal antibiyotiklerin devamli kullaniminda direng gelisebilecegi de bildirilmis olup
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stafilokok enfeksiyonlarinin klinik tabloya eklendigi durumlarda kisa siireyle

uygulanmalar1 6nerilmistir (Darsow ve ark. 2010).

AD tedavisinde topikal korkositeroitler, topikal kalsinérin inhibitorleri ve UV ile
saglanan antienflamatuvar etkinin ayrica sitafilokok kolonizasyonunu azalttigi da
kaydedilmigtir. Bu durum S. Aureus kolonizasyonunun daha yiiksek oldugu AD’li
hastalarda kortikosteroitler ile antibakteriyel ilaglarin birlikte kullanimina yol agmistir
(Darsow ve ark. 2010).

Fusidik asitin topikal dozaj sekillerinde kullanilan hidrokortizon asetat,
betametazon valerat ve mometazon furoat ile kombine halde preparati mevcuttur (RX
Media Pharma Erisim tarihi: 29.01.2017) ancak kalsindrin inhibitorleriyle ile kombine

ticari bir preparatt mevcut degildir.

2.3.2. Fototerapi

Fototerapinin inatgt AD tedavisinde etkili oldugu ve ultraviyole 1smn (UV)
tedavisinin UVA-1, UVB veya her ikisinin kombinasyonu seklinde uygulandigi
bildirilmistir (Krutmann 2000). UVA-1’in enflamatuvar hiicrelerde apopitoz meydana
getirdigi, Langerhans hiicreleri ve dendritik hiicrelerin sayilarinda azalma sagladigi
gosterilmistir (Legat ve Wolf2009). UV tedavisinin 12 yas altindaki ¢ocuklarda uygulan-
mamast gerektigi bildirilmistir (Akdis ve ark. 20006).

2.3.3. Sistemik Tedavi

Sistematik tedavilerin, hastaligi ileri seviyede olan hastalarda akut ataklari
engellemek ve uzun donemde hastaligi baskilayabilmek i¢in kullanildig1 bildirilmistir
(Kutlubay ve ark. 2012). Kortikosterotlerin (prednison ve metilprednisolon), siklosporin,
metotreksat, azatiyopiirin mikofenolat mofetil gibi ilaglarin sistemik tedavide

uygulanabilecegi belirtilmistir (Walling ve Swick 2010).

2.4. Takrolimus Hakkinda Genel Bilgiler

Takrolimus ilk kez 1984 yilinda Streptomyces tsukubaensis isimli bir toprak
bakterisi tarafindan Japonya’nin Tsukuba bdlgesinde iiretilmistir. Ik olarak FK-506
olarak taninmis olup isim kokeni Tsukuba (toprak 6rneginin geldigi dag) ve macrolide
(makrolit yani ¢ok sayida fonksiyonel grubun baglandigi biiyiik halkali molekiil) ve
ayrica immiisiipresif olmasina dayanir (Ruzicka ve ark. 1999; Gupta ve ark. 2002).

Takrolimusun ilk olarak 1989 yilinda karaciger nakli yapilan bir hastada kullanildig:
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kayithidir (Thomson 1990). ilacin organ (bobrek, karaciger ve kalp) nakli yapilan
hastalarda dokunun reddini 6nlemek i¢in kullanildig1 bildirilmistir (Ruzicka ve ark. 1999;
Cather ve ark. 2001). Ayrica, sistemik ve topikal takrolimusun enflamatuar deri
hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecegi de gosterilmistir (Ruzicka ve ark. 1999).
Ormegin atopik dermatit, kontakt dermatit ve psériasis, steroidin indiikledigi rozase,
ichthyosis linearis circumflexa, piyoderma gangrenozum, bacak {ilseri, liken planus, sag
uzamasi (alopecia areata) gibi hastaliklarda topikal; Behget hastaligi, inat¢1 piyoderma
gangrenozum ve inat¢1 psoriasis vakalarinda sistemik uygulandigi belirtilmistir (Gupta

ve ark. 2002).

Takrolimusun etki mekanizmasi su ekilde aciklanmaktadir: takrolimus,
takrolimus baglayici proteine (macrophilin-12, FK506-binding) baglanir. Takrolimus ve
baglayici1 proteinin olusturdugu kompleks, kalsindrin inhibisyonuna neden olur.
Kalsindrin, sitokinlerin transkripsiyonel aktivasyonunda temel rol oynayan bir enzimdir.
Baskilanmas1 sonucu basta interlokin- 2 (IL-2) olmak tizere IL-4, IL-5 ve ayrica timor
nekroz faktorii-o. (TNF-a) ile interferon-y (INF-y) gibi inflamatuar sitokinlerin salimi
inhibe olur (Gutfreund ve ark. 2013).

Takrolimusun IL-2 sentezini azaltma giiciiniin siklosporinden 10 ile 100 kat daha
fazla oldugu bildirilmistir (Cather ve ark. 2001). Takrolimusun topikal uygulama sonrasi
emiliminin derinin fiziksel durumuna baglh oldugu gosterilmistir. Ornegin hasarli

dokudan emiliminin saglam dokuya gore 7 kat fazla oldugu saptanmistir (Kawashima ve

ark. 1996).

2.4.1. Takrolimusun Yapisi ve Ozellikleri

Kimyasal formiilii: 17-allil-1,14-dihidroksi-12-[2-(4-hidroksi-3-
metiloksisiklohegsil]-1-metilvinil]-23,25-dimetoksi-13,19,21,27-tetrametil-1-11,28-
dioksa-4-azatrisiklo- [22.3.1.0*°]octacos-18-en-2,3,10,16-tetron monohidrat

Kapal formiilii: C44HsoNO12.H20
Molekiil agirhgi: 822,03 g/mol
Erime noktasi: 123-130 °C

Log P: 4,5 (yaklasik)

Terapotik kategori: Immiinosupresan
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Goriiniim: Beyaz toz
Coziiniirliik: Aseton, kloroform ve etil oleat icinde ¢oziiniir; suda ¢oziinmez

izomerleri: Tautomeri mevcuttur.
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Sekil 2-7: Takrolimus’un kimyasal yapisi

Takrolimusun organik safsizhiklari: Takrolimus 8-propil analog, Askomisin,
Takrolimus 8-epimer, Askomisin 19-epimer ve Desmetil takrolimus (Takrolimus, lag
Ana Dosyas1 2014).

2.4.2. Takrolimus Iceren Miistahzarlar
Takrolimus igeren Tiirkiye pazarinda bulunan topikal miiztahzarlar Tablo 2-3’te
gosterilmektedir.

Tablo 2-3: Tiirkiye pazarinda bulunan takrolimus iceren miistahzarlar (RX Media
Pharma Erisim tarihi:29.01.2017)

Miistahzar Adi Etki/Yitililik Dozaj Formu Firma Ad
Protopic %0,03 Merhem/Topikal Leo Pharma ilag
Protopic %0,1 Merhem/Topikal Leo Pharma ilag
Tacrolin 20,03 Merhem/Topikal Farma Tek
Tacrolin %0,1 Merhem/Topikal Farma Tek

2.4.3. Takrolimus Iceren Yenilikci ila¢ Tasiyic1 Sistemler
Stratum corneum, molekiillerin deriden penetrasyonunda etkin bir bariyer
oldugundan smirli sayida molekiillerin pasif diflizyonuna imkan saglar. Bu durumun

iistesinden gelebilmek i¢in yenilikci mikro ve nano bazli tasiyict sistemler
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gelistirilmektedir (Leite-Silva ve ark. 2012). Atopik dermatit, seboreik dermatit ve
kontakt dermatiti gibi dermatit hastaliklarinin tedavisi i¢cin mevcut olan konvansiyonel
dozaj fomlarina alternatif olarak dermal penetrasyonun iyilestirilmesi igin lipozomlar,
niozomlar, transferzomlar, etazomlar, lipit nano partikiiller ve mikroemiilsiyonlar gibi

yenilik¢i tagtyicilar Onerilmistir (Senyigit ve ark. 2012).

Takrolimusun da yenilikgi tasiyici sistemler kullanilarak deriden penetrasyonunu
artirmaya yonelik calismalar mevcuttur. Bu ¢alismalarda takrolimus i¢ceren merhem ile
yenilik¢i  tasiyici  sistemler kiyaslanmis, hedef bolgede (deride) takrolimus
biyoyararlaniminin s6z konusu sistemlerle istatiksel olarak anlaml 6l¢iide fazla oldugu
bildirilmigtir. Takrolimusun dermal ve transdermal uygulamalara yonelik gelistirilen

yenilikgi tastyici sistemlerine ait calismalar Tablo 2-4’te 6zetlenmektedir.

Takrolimusun kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin atopik dermatit
tedavisindeki etkinligi in vivo kosullarda calisma yapilarak biyodagilim, etkinlik ve
giivenlik incelemeleri yapilmistir. Calismalarda takrolimusun biyodagiliminin sadece
hedeflenen bolge ile sinirli kaldigi ve sistemik dolasima ge¢medi8i saptanmistir.
Enflamasyonlarin baskilanmasi agisindan gelistirilen ilag¢ tasiyici sistemlerin etkinliginin
takrolimusun piyasa preparat1 Protopic® merheme gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Pople ve Sing 2012; Pople ve Sing 2013).

Lee ve ark. tarafindan ise takrolimus ytiklii topikal hidrojel formiilasyonlar1 ve
krem formiilasyonlar1  gelistirilmesine  yonelik  bir  arastirma  yapilmistir.
Formiilasyonlarin, piyasa preparati Protopic® merhem ile karsilagtirmali olarak in vitro
salim, in vitro deri permeasyon ve retansiyon ¢aligmalari yiiriitiilmiistiir. Deri iritasyon
testiyle formiilasyonlarin irittasyon potansiyelleri in vivo olarak incelenmistir (Lee ve ark.

2016).



Tablo 2-4: Takrolimus ile hazirlanan topikal/transdermal uygulamaya yonelik

nanotasiyici sistemler

24

Kullanilan

Nanot membran/ In vitro Model In vivo Referans
anotasiyici |
deri calisma hayvan  ¢alisma
Tim kalinlikta Penetrasyon
. oy s . Goebel ve
Mikroemiilsiyon Insan gbgiis calismasi, - - ark. 2011
derisi HET-CAM '
GalIsmast, - fare cals 2012
sigani
Salum Farmakodinamik
Transferzom Nylon 66 filtre T SD sican Calisma Lei ve ark.
calls KM fare  Permeasyon 2013
caligmasi
Permeasyon
. Dermagy! Lapteva ve
Misel edilmis insan ve - -
.. Penetrasyon ark. 2014
domuz derisi
Calismalari
Seliiloz  nitrat Salim Albino
Nano lipit tasivict membran caligmasi sigan CLSM Pople ve
PIEESYICL Domuz kulagi Permeasyon Albino  Deri iritasyon testi Singh 2010
derisi calismasi tavsan
. Deri penetrasyonun
Guinea DPK  yaklagimla
. . Domuzu
Selilloz  nitrat Salim . arastiritlmasi
. _ Albino : e
Modifiye edilmis membran calismast . Deride birikim ve Pople ve
7 o Wistar L :
nano lipit tasiyict Domuz kulagi Permeasyon rcan dagilimin Singh 2011
derisi caligsmasi sical goriintiilenmesi
Albino
(GS)
tavsan

Deri iritasyon testi

Tim kalinhikta deri: Adipoz doku ayrilmis deri, HET-CAM:Hen’s Egg Test-Chorioallantoic Membrane, Tavuk

yumurtasi-Korioallantoik membran testi), BALB/c: Ev faresinin laboratuvarda yetistirilen susu, SD: Sprague Dawley,

KM: Kun

Ming,

CLSM: Confocal Laser

dermatofarmakokinetik, GS: Gama sintigrafi yontemi

Scanning Microscopy,

Lazer taramali

mikroskop,

DPK:
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2.5. Fusidik Asit Hakkinda Genel Bilgiler

Fusidik asit, Fusidium coccineum’un fermentasyon {irlinlerinden izole edilen
fusidan yapili bir antibiyotiktir. Yapisal olarak steroide benzemesine ragmen steroit
aktivitisine sahip olmadigi belirtilmistir. Fusidik asit bakteride protein sentezini

ribozomlara baglanmadan inhibe eder ( Rigopoulos ve Larios 2008).

Fusidik asidin ilk oral dozaj sekli 1962 yilinda ve parenteral preparati ise 1969
yilinda tedavide kullanilmaya baslandig1 ayrica Tiirkiye’de 1998 yilinin baglarinda ilag

pazarinda kullanima sunuldugu bildirilmistir (Kocabeyoglu ve ark. 1999).

Fusidik asit, atopik dermatit ve kontakt dermatit gibi kiitan6z problemler sonucu
ortaya ¢ikan enfeksiyonlarda (sekonder enfeksiyon) kullanilan etkin ve giivenilir bir

antibiyotik olarak bildirmistir (Long 2008).

2.5.1. Fusidik Asit’in Yapisi ve Ozellikleri
Kimyasal  formiilii: ent-(172)-16a-(Asetiloksi)-3p,11B-dihidroksi-43,8,14-
trimetil-18-nor-5p,100-cholesta-17(20), 24-dien-21-oik acit hemihidrat

Kapal formiilii: C31H480s .2 H20

Molekiil agirhgi: 525,7 g/mol

Erime noktasi: 192 — 193°C

pKa: 5,35

Goriiniim: Beyaz toz

Coziiniirliik: Aseton, etil eter, metanol, metilen kloritte ¢oziiniir; suda ¢éziinmez

izomerism: iki tane steroizomeri vardir
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Sekil 2-8: Fusidik asit’in kimyasal yapisi
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Fusidik asit’in fermantasyon safsizliklari: Safsizlik E, Safsizlik F, Safsizlik G,

Safsizlik H, Safsizlik L ve Safsizlik M.

Fusidik asit’in bozunma safsizliklari:

Safsizlik A, Safsizlik B, Safsizlik C,

Safsizlik D, Safsizlik I, Safsizlik J, Safsizlik K ve Safsizlik O (Fusidik asit, Ilag Ana

Dosyas1 2011).

2.5.2. Fusidik Asit Iceren Miistahzarlar

Fusidik asit veya sodyum fusidat i¢eren topikal miistahzarlar Tablo 2-5’te ve

fusidik asit ve steroit iceren topikal miistahzarlar Tablo 2-6’da gosterilmektedir.

Tablo 2-5: Tiirkiye pazarinda bulunan fusidik asit (*sodyum fusidat) i¢eren topikal

miistahzarlar (RX Media Pharma Erisim tarihi:29.01.2017)

Miistahzar Adi Etki/Yitililik Dozaj Formu Firma Adi
Fucibest %2 Krem Triozer
Fucidin %2 Krem Abdi Ibrahim
Fucidin %2 Pomad* Abdi [brahim
Fucidox %2 Krem Dingsa Ilag
Fucidox %2 Pomad* Dingsa Ilag
Fucitec %2 Krem Bilim Ilag
Fucitec %2 Pomad* Bilim Ilag
Fusidas %2 Krem Berko Ilag
Stafine %2 Pomad* Kocak Farma
Stafine %2 Krem Kocak Farma
Tiremix %?2 Krem Pharmactive

(**)Fucidin Intertulle (Abdi Ibrahim) sodyum fusidat iceren gazlh bez olarak piyada mevcuttur (RX Media Pharma

Erisim tarihi:29.01.2017)


http://www.ilacabak.com/firmagoster.php?Id=14892

Tablo 2-6: Tiirkiye pazarinda bulunan fusidik asit ve steroit topical miistahzarlar (RX
Media Pharma Erigim tarihi:29.01.2017)

27

Miistahzar Adi Etki/Yitililik Dozaj Formu Firma Ad1

% 2 Fusidik asit
Fucicort ve Krem

Abdi Ibrahim

% 0,1 Betametazon
valerat

% 2 Fusidik asit

ve Abdi Ibrahim

Fucidin H Krem
%1 Hidrokortizon

asetat

% 2 Fusidik asit

Fucitec Plus @ Krem Bilim Ilag

% 0,1 Betametazon
valerat

% 2 Fusidik asit

M-Furo Fa ve Krem Orva llag

% 0,1 Mometazon
furoat

%2 Fusidik asit
Stafine Cort ve Krem Kogak Farma

%1 Betametazon
valerat

%2 Fusidik asit
Stafine H ve Krem Kocak Farma

%71 Hidrokortizon
asetat

% 2 Fusidik asit

ve Krem

Tirecort Pharmactive
% 0,1 Betametazon

valerat
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2.6. Merhemler Hakkinda Genel Bilgiler

En sik karsilasilan {i¢ yar1 kati1 topikal formiilasyon merhem, krem ve jeldir.
Ekzema, sedef hastalig1 ve dermatit gibi kronik dermatolojik bozukluklar i¢in okliizif
etkisi olan merhemler veya susuz sistemler siklikla tercih edilir. Bununla birlikte, bu
susuz karigimlar genellikle ¢ok yapiskan ve yaghdir ayrica zayif estetik 6zelliklere

sahiptir (Brown ve ark. 2012 p.270).

Yar1 kati formiilasyonlar okliizif 6zellikleri sayesinde Ozellikle emoliyentler
olarak son derece yararli olmakla birlikte, ilaglari ¢oziindiirme kapasiteleri diisiik oldugu
icin kullanimlari sinirlanir. Bu gibi durumlarda, ilag ¢oziiniirliigii, izopropil miristat veya
propilen glikol gibi hidrokarbonlarla kolay karisabilen ¢oziiciiler yardimiyla artirilabilir.
Susuz sistemler, beyaz yumusak parafin ve petrolatum gibi klasik hidrokarbon
sistemlerine ilaveten saf PEG (polietilen glikol) sistemleri veya trigliserit tiirevlerini de
icerebilir. Alternatif olarak, silikon bazli formiilasyonlar da kullanilabilir. Ancak
kapsamli ve giivenli bir giivenlik profili oldugu agiklanmasi ragmen silikonlarin topikal

formiilasyonlarda kullanimi sinirlidir (Brown ve ark. 2012 p.270).

Merhem formiilasyonlari farkli bazlarla hazirlanabilir (Williams 2003 pp.173-
174).

e Hidrokarbon sivaglari: Hidrokarbon bazli sistemler yumusak parafin ya da
yumusak, s1vi ve kat1 parafin karisimlarinin kullanilarak hazirlanir. Bunlar susuz
ozellikte olup deri yiizeyinde okliizif tabaka olusturarak, kuru ve pullu deride

emoliyent olarak yararl olurlar.

e Absorpsiyon sivaglari: Absorpsiyon bazli sistemler emiilsifiye edici yardimei
madde igerir, bu sayede su veya su bazli karigimlarla islanabilen uyumlu
formiilasyonlar olusur. Bunlar parafinler ve polihidrik alkollerle (sorbitan
monooleat gibi) hazirlanan yag i¢inde su sistemleridir. Yaklasik %15 miktarinda
su tutarak stratum corneumda okliizif 6zelligi saglar ve deriden nem kaybini

Onlerler.

e Su ile yikanabilen sivaglar: Emiilsifiye bazli sistemler absorpsiyon bazlilara
benzemekle birlikte su i¢cinde yag sistemleridir. Emiilsifiye edici madde su ile
karigabilen bir formiilasyon olusturarak derinin su ile yikanmasmi saglar.

Formiilasyon bilesiminde anyonik (sodyum lauril siilfat), katyonik (setrimid) veya
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iyonik olmayan (setomakrogol) siirfaktanlar kullanilabilir. Siirfaktanlar etkin
maddenin ¢dziinmesini saglayarak ve deri ylizeyini 1slatarak penetrasyon artirici
etki olusturur.

e Suda ¢oziinen sivaglar: Su bazli sistemler su ile ¢oziinebilen yliksek veya diisiik
molekiil agilikli polietilen glikol (makrogol) igerirler. Bu etilen glikol polimerleri
parafin analoglar1 olup kati mumlarin/vakslarin igine karisarak merhemlerin
kimyasal olarak stabil, deri sicakliginda yumusak ve kolay yayilabilen 6zelliklere
sahip olmasini saglar. Formiilasyon %10 civarinda su igerdiginde stabiliteleri

diisiiktiir ayrica fenol ve penisilin gibi bilesenlerle uyumsuzudurlar (Williams

2003 pp.173-174).

Merhem sivaglari tek bir madde veya bir karsim halinde formiile edilebilir.
Formiilasyon i¢in segilen sivag bazi 6zelliklere sahip olmalidir: 1) Deri {izerinde zararl
etkiler olusturmamalidir. Ornegin sulanma veya yaglanma hissi, leke olusumu ii) Erime
derecesi viicut sicakligina yakin olmalidir, stabil olmalidir iii) Kolay hazirlanabilmeli ve
kolay temizlenebilmelidir iv) Uygun bir pH degeri olmalidir v) Etkin madde ile ge¢imli
olmali, uygulama sonrasi etkin maddenin salimini engellememelidir (Geggil 1991 p.284;

Degim 2007 p.355).

Merhem {iretimi yapilirken merhem formiiliine gore steril veya semisteril iiretim
yapilabilir. Normal sartlarda, sogukta caligma ile eritme veya sicakta ¢calisma metotlari
uygulanabilir. Merhemler hazirlanirken genel olarak etkin madde hazirlanir, sivag

hazirlanir ve etkin madde ile sivag birlikte karistirilir (Geggil 1991 p.287).

Merhemlerde 1s1 ve 11k etkisi, pH degisimi, mikroorganizma bulagmasi veya
formiilasyon hatalarina bagli olarak fiziksel, kimyasal ve bakteriyolojik degisimler

olusabilir (Geggil 1991 p.290).

Olas1 degisimleri incelemek i¢in merhem sivaglarinda ve hazirlanan merhemde
bazi kontroller yapilir. Sivaglarda yapilan kontroller; erime derecesi tayini, sivagin
tuttugu su miktar1 tayini, asitlik derecesi, ester, iyot ve sabunlasma indeksleri seklinde

siralanabilir (Geggil 1991 pp.290-291).

Merhemlerde yapilan kontoller ise homojenite kontrolii, agirlik kontrolii, fiziksel
kontroller (renk degisimi, kokusma, katilagma veya sulanma), viskozite ve pH olarak

stralanabilir (Geggil 1991 p.291).
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e Homojenite kontrolii: Merhem formiilasyonu siiriildiigiinde deri {izerinde
homojen bir tabaka halinde yayilmali ve piitiirlii bir goriintiste (hava kabarcigi
veya ¢Oziinmeyen partiikiil kaynakli) olmamalidir. Gozle veya mikroskop ile

inceleme yapilabilir.

o Agirhik kontrolii: Tiplerin 6nce dolu sonra iclerinin tamamen temizlenmis

olarak bos halde tartilip preparat miktarinin hesaplandig1 kontroldiir.
e pH: Formiilasyon deriye uygulandiktan sonra ac1 hissi olugturmamalidir.

e Viskozite: Preparatin akiciligi ve tiipten ¢ikartilabilmesi igin gerekli kuvvet

belirlenmeli ve bu 0zellikler her numunede kontrol edilmelidir.

Merhemlerde ayrica kimyasal olarak miktar tayini (dozaj) kontrolii de yapilir

(Geggil 1991 p.291).

2.7. Mikroemiilsiyonlar Hakkinda Genel Bilgiler

2.7.1. Tanim

Mikroemiilsiyon terimi ilk kez 1943 yilinda Hoar ve Schulman tarafindan sabun
ve kisa zincirli alkolleri iceren saydam goriinimlii yag ic¢inde su dispersiyonunu
tanimlamak i¢in “Oleopathic Hydro-Micelle” olarak ifade edilmistir (Hoar ve Schulman
1943). 1948 yilinda Winsor, su, yag ve amfifilik bilesen i¢eren bu karisimlar i¢in Winsor
I, 11, IIT ve IV olarak dort farkli faz dengesi tanimlanmistir (Winsor, 1948). 1959 yilinda
da Schulman ve ark. bu yapilari mikroskop ile inceleyerek mikroemiilsiyon olarak

adlandirmistir (Schulman ve ark. 1959).

Mikroemiilsiyonlar; siirfaktan ve kosiirfaktan molekiilleri ile yiizeyler arasi bir
film olusturularak kararl hale getirilmis, yag ve/veya su mikro bdlgelerinden olusan,
termodinamik a¢idan dayanikli, saydam, izotropik ve diisiik viskoziteli koloidal
dispersiyonlardir (Hellweg 2002; Djekic ve ark. 2012; Kalaitzaki ve ark. 2014).
Mikroemiilsiyon damlaciklart miseller yapidan daha biiyiik oldugu icin “siskin miseller”

olarak da adlandirilirlar (Heisenberg 1995).

Mikroemiilsiyonlar, konvansiyonel emiilsiyonlardan yapisal ve fiziksel agidan

oldukga farkl koloidal sistemlerdir (Tablo 2-7) (Heuschkel ve ark. 2008).
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Tablo 2-7: Mikroemiilsiyonlar ve klasik emiilsiyonlar arasindaki farkhilhiklar (Heuschkel ve

ark. 2008)
Ozellik Mikroemiilsiyon Emiilsiyon
Goriinis Transparan/saydam Stit gériintimli
— Termodinamik olarak Termodinamik olarak

dayanikl dayaniksiz
Olusum Kendiliginden Enerji gerekir
Ara ylizey gerilimi Neredeyse 0 mN/m Yaklasik 50 mN/m
Mikroyapi Dinamik (dalgali ara yiizey) Statik (koalesansa kadar)
Optik izotropi Vardir Yoktur
I¢ faz biiyiikliigii <200 nm >500 nm

2.7.2. Mikroemiilsiyonlarin Yapisal Ozellikleri

Mikroemiilsiyonlarin saydam veya yari1 saydam olmalarinin nedeni, damlacik
bliyiiklerinin kiigiik olmasindan kaynaklanir (Heuschkel ve ark. 2008; Santos ve ark
2008). Mikroemiilsiyonlarin, damlacik biyiikliikleri; 60-200 nm (Lawrence ve Rees
2000); 5-100 nm (Moulik ve Paul 1998); 10-100 nm (Heuschkel ve ark. 2008); <150 nm
(Santos ve ark 2008); < 100 nm (Anton ve Vandamme 2011) olarak kayithdir.

Mikromeiilsiyonlarin olusumunda, serbest enerjinin negatif olmasi termodinamik
acidan kararli bir koloidal dagilim olusumunu saglar (Moulik ve Paul 1998, Heuschkel
ve ark. 2008). Termodinamik kararlilik, damlacik boyutlarinin uzun siire degismeden
kalmasina yardimci olur. Ayrica, mikroemiilsiyonlar, ¢cokme, flokiilasyon ve koalesansa

karsi da dayaklidirlar (Shukla ve ark. 2003a; Santos ve ark 2008).

Yag, su, siirfaktan ve kosiirfaktanlarin bir arada formiile edilmesiyle,
mikroemiilsiyon disinda hekzagonal veya lameler kristal faz gibi farkli koloidal yapilar
da olusabilmektedir (Kreilgaard 2002; Lawrence ve Rees 2000; Santos ve ark 2008).

Mikroemiilsiyonlar 1ile diger koloidal yapilar1 ayirt etmek icin polarize 151k
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mikroskobundan yararlanilmaktadir. Ayrica, hekzagonal veya lameler kristal faz yapilari

izotropik olmadiklar1 igin g¢iplak gbzle veya mikroskop goriintileri ile ayirt

edilebilmektedir (Santos ve ark 2008).
Mikroemiilsiyonlar yapilarina gore; su iginde yag (Y/S), yag icinde su (S/Y) ve
yag ve su fazi birbiri i¢ine gegmis durumda/gegisli (bicontinuous) mikroemiilsiyonlar

olmak {izere ii¢ tip olarak siniflandirirlar.

Su i¢inde yag mikroemiilsiyonu Yag i¢inde su mikroemiilsiyonu

Su i¢inde yag mikroemiilsiyonu

Sekil 2-9: Y/S, Bicontinuous, S/Y Mikroemiilsiyonlarin sematik gosterimi (Lawrence ve
Rees 2000)

Mikroemiilsiyonun S/Y veya Y/S tipinde olusumu bilesenindeki siirfaktanin
yapist ile iliskilidir. Siirfaktan molekiiliiniin hacmi V, uzunlugu | ve bas kisminin alani a
kabul edilirse, kritik topaklanma parametresi (critical packing parameter, CPP) esitlik 2-
1’de gibi ifade edilir (Lawrence ve Rees 2000).

CPP= V§ (2-1)

2.7.3. Mikroemiilsiyonlarin Bilesenleri

Mikroemiilsiyonlar hazirlanirken kullanilan bilesenler, toksik olmamalari,
birbirleri ile uyumlu olmalar1 ve optimum dermal absorpsiyon saglamalari (ilacin yiiksek
¢ozinlrligii ve yiliksek termodinamik aktivitesi kriterleri dikkate alinarak segilir.
Mikroemiilsiyon koloidal sisteminin olusabilmesi i¢in ii¢ temel kosul i) Su yag ara
yiizeyinde oldukga diisiik bir yiizey gerilimin olusturulmasi ii) Su yag ara yiizeyinde akici
bir siirfaktan filmi olusturulmasi iii) Ara yiizeydeki siirfaktan film ile yag fazi
molekiillerinin birbirleri ile biitiin olmalar1 ve birbirlerine penetre olmalar1 seklinde

siralanabilir (Kreilgaard 2002).

Mikroemiilsifikasyon i¢in optimum olarak belirlenmesi gereken 6zellikler i) yag-
sirfaktan, kosiirfaktan ve su fazimin Kkonsantrasyonlart ii) yag/siirfaktan ve
stirfaktan/kosiirfaktan oranlari iii) sicaklik iv) pH V) ilacin fizikokimyasal 6zellikleri (

logP, pKa ve polarite) olarak siralanir (Patravale ve Date 2009 p.261).
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Formiilasyonun bileseni se¢imlerinde dnemli kiterlerden biri de kullanilan yag,
strfaktan ve kosiirfaktan bilesenlerinin uygulama yolu ile uyumlu olmasimin

gerekliligidir (Patravale ve Date 2009 p.261).

2.7.3.1. Yag Faz

Mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanirken yag fazmnin sec¢imi diger
bilesenlerin se¢cimini de etkilebileceginden son derece onemlidir. Formiilasyonun yag
fazina yiiklenecek madde miktarini artirmak i¢in ¢ogunlukla etkin maddenin en iyi
¢oziindiigii yag tercih edilir (Vandamme 2002). Ornegin Barot ve ark. yaptiklari
calismada oleik asit, isopropil miristat, zeytin yagi ve hint yagi arasindan etkin madde
terbinafinin en yiiksek ¢6ziindiigii oleik asit segilerek in vitro permeasyon ¢alismalarina
devam edilmistir (Barot ve ark. 2012). Ayn1 zamanda bazi c¢alismalarda ilacin deriden
gecebilmesinin sadece yag fazi igindeki ¢oziiniirliige bagli olmadig1 ve yag fazinin deri
iizerindeki etkilerinden de kaynaklanabilecegi gosterilmistir (Lopes 2014). Ornegin
ketoprofen iceren farkli yaglarla (oleik asit, isopropil miristat, Miglyol 812, Miglyol 840)
hazirlanarak diger bilesenleri ile miktarlar1 sabit tutulan mikroemiilsiyonlarin
permeasyonlart karsilastirilmistir.  Calismada ilacin  yaglardaki ¢oziintirliigii ile
permeasyonu arasinda bir korelasyon olmadigi gosterilmistir (Zhang ve Mickniak-Kohn
2011).

Mikroemiilsiyonlarda yag fazi olarak; yag asitleri, yag alkolleri, yag asiti ve
alkollerin esterleri, orta zincirli tirgliseritler, gliserol ve asetik asitin triesterleri ve
terpenler kullanilmaktadir (Santos ve ark 2008). Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda
siklikla kullanilan yag fazlarina; isopropil miristat (Alvarez-Figueroa ve Blanco-Méndez
2001; Djordjevic ve ark. 2004; Podlogar ve ark. 2005; Gupta ve ark. 2005; Changez ve
ark. 2006, Liu ve ark. 2006; Giirbiiz ve ark. 2015), etil oleat (Alvarez-Figueroa ve
Blanco-Méndez 2001; Chen ve ark. 2006); izostearil izostearat (Kreilgaard ve ark. 2000;

Escribano ve ark. 2003) 6rnek verilebilir.

Kaprik ve Kkaprilik asitin orta zincirli trigliseritleri dermal uygulanan
mikroemiilsiyonlarda yag fazi olarak kullanilmaktadir (Paolino ve ark. 2002; Valenta ve
Schultz 2004). Oleik asit de penetrasyon artirict etkisi bilinen bir yag asitidir ve yaygin
olarak kullanilir (Peltola ve ark. 2003; Chen ve ark. 2004; Zhao ve ark. 2006; Tuncay ve
Ozer 2013; Erdal ve ark. 2016).



34

2.7.3.2. Siirfaktanlar

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda siirfaktan se¢imi de mikro yapiyi
etkileyebilecegi i¢in olduk¢a oldukca dnemlidir. Montenegra ve ark. yaptiklari caligmada
stirfaktanin lipofilitesinin ve yapisinin mikroemiilsiyonun ara yiizey dizilimini
etkileyerek etkin maddenin formiilasyondan salimini degistirilebildigini gostermistir

(Montenegro ve ark. 2011).

Secilen  siirfaktan/stirfaktanlarin hem yag fazi ile mikroemiilsiyon
olusturabilmesi, hem de etkin maddeyi ¢6zme kapasitesinin yiiksek olmasi beklenir.
Stirfaktanin  segilmesi, hazirlanmas1 hedeflenen mikroemiilsiyon tipine gore de
degismektedir. Hidrofilik-lipofilik denge degeri (HLB) diisiik olan siirfaktanlar yag
icinde su; HLB degeri yiiksek olanlar ise su icinde yag mikroemiilsiyonlarinin

hazirlanmasinda tercih edilir (Patravale ve Date 2009 p.263).

Mikroemiilsiyonlarin olusturulmasi i¢in, ayni zamanda uygulandigi deri tizerinde
iritasyon olusturma potansiyeli diisiik olan, bir baska deyisle kullanilmasi1 giivenli olan,
iyonik olmayan siirfaktanlar daha siklikla tercih edilmektedir (Santos ve ark 2008).
Sentetik siirfaktanlarin iritasyon potansiyeli; katyonik > anyonik > amfoterik > non-

tyonik siirfaktanlar olarak siralanmaktadir (Guinedi ve ark. 2005).

Mikroemiilsiyolarin olusturulmasi i¢in, gliserolmonooleat propilen glikol
(Arlacel 186); polioksietilen lauril eter (Brij 35), poliosietilen (20) sorbitan monolaurat
(Tween 20), polioksietilen (20) sorbitan monostearat (Tween 60), polioksietilen (20)
sorbitan monooleat (Tween 80), sorbitan monooleat (Span 80), Labrasol (Kaprilokaprol
polioksi gliserit), Plurol oleik (Poligliserol oleat), Plurol izostearik (Poligliseril-6-
izostearat), aerosil (Silikon dioksit), polietilen glikol 35 hint yagi (Kolliphor EL),
polietilen glikol 40 hint yag1 (Kolliphor RH 40) tercih edilen siirfaktanlardir (Kogan ve
Garti 2006; Santos ve ark 2008; Heuschkel ve ark. 2008).

Fosfolipit gibi dogal kaynakli siirfaktanlarin deri tizerindeki iritasyon
potansiyelinin diislik oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (Sahle ve ark. 2013).
Ayrica dogal ve yenilenebilir ham madde kaynaklarindan olusan alkil poli glikozitler
(APG) de biyolojik olarak pargalanabilen, deriye karsi hassas siirfaktanlar olarak

mikroemiilsiyon olusturulmasi i¢in kullanilmistir (Goebel ve ark. 2010).
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2.7.3.3. Kosiirfaktanlar
Yiizeyler arasi gerilimi tek bir yiizey etkin madde ile diisiirmek miimkiin olmadig1

i¢in, ikinci bir ylizey etkin madde olarak kosiirfaktanlar kullanilir (Heuschkel ve ark.
2008).

Kosiirfaktanlarin etkisi li¢ esasa dayanir: i) Kosiirfaktanlar ara yiizey filmi
tabakasina ve mikroemiilsiyon yapisina etki ederler. Ornegin kisa zincirli alkollerin bas
bolgeleri kuyruk bolegelerine gore daha c¢ok siser (pozitif kivrim), daha uzun zincirli
alkollerin ise kuyruk kismi bas kismindan daha ¢ok siser (negatif kivrim). Bu durum
mikroemiilsiyonlarin tipini etkiler. ii) Kosiirfaktanlar siirfaktan tabakasina penetre
olarak, ara ylizey filminin akigkanligini ve esnekligini artirir. iii) Kosiirfaktanlar kimyasal
yaptya etki ederek ve bu yapinin yag/su ¢oziiniirliigiinii degistirebilir (Patravale ve Date

2009 pp. 263-264).

Ayrica formiilasyona kosiirfaktan ilave edilmesi ile, bilesimdeki stirfaktan miktart
azalacagindan =~ mikroemiilsiyonlarin  iritasyon  olusturma  potansiyeli  de

diisiiriilebilmektedir (Djordjevic ve ark. 2004).

Etanol, 1,2-propandiol, 1,2-oktandiol, 1,2-hekzandiol, 2-etil-1,3-hekzandiol,
1izopropanol ve butanol kisa zincirli alkol yapisindaki kostirfaktanlardir (Santos ve ark
2008). Propilen glikol, butilen glikol, gliserol alkan diol ve triol yapisindaki
kosiirfaktanlardir. PEG 400 polietilen glikol yapisindakidir. Tetrahidro furfuril PEG eter
(Glikofurol/tetraglikol) ve dietilen glikol mono etil eter (Transcutol) glikol eterlerine
ornek kosiirfaktanlardir. Ozellikle Transcutol, amfifilik yapisi, penetrasyon artirict
ozelligi ve ¢oziicii etkisi ile oral, topikal ve transdermal uygulamalarda siklikla kullanilan

bir kostirfaktandir (Patravale ve Date 2009 p.265).

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda yer alan siirfaktan ile kosiirfaktan
konsantrasyonlar1 ve oranlari mikroemiilsiyonun olusumunu, damlacik boyutunu,
agregatlarin seklini ve su ¢oziindiirme kapasitesini etkilemektedir (Lawrence ve Rees

2000; Heuschkel ve ark. 2008 ; Djekic ve Primorac 2008; Hosmer ve ark. 2009).

2.7.3.4. Su fan
Mikroemiilsiyonlarda su fazi olarak ¢cogunlukla su tercih edilir. Baz1 durumlarda
viskozite artiricilar, penetrasyon artiricilar, koruyucular ve elektrolitler de sulu faza

eklenebilir (Santos ve ark. 2008). Ancak bu yardimci maddeler, hazirlanan
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mikroemiilyonun kosullarini etkileyebilir. izotonik hale getirme, mikroemiilsiyonlarin
bilesiminde iyonik siirfaktan bulundugunda, faz diyagramlarini, non-iyonik siirfaktan
oldugunda ise faz doniisiim sicakhigim1 degistirilebilir. Diger O6nemli faktor ise,
mikroemiilsiyonlarin faz davraniglarimi etkileyen pH degeridir (Patravale ve Date 2009

pp.265-266).

2.7.3.5. Etkin madde

Mikroemiilsiyon formiilasyonuna yiiklenen etkin maddenin logP, pKa, molekiiler
yapt ve molekiil agirlig1 gibi fizikokimyasal 6zellikleri mikroemiilsiyonun faz davranisini
ve yapisin etkiler. Baz1 durumlarda formiilasyonun iletkenlik ve reolojik ozellikleri de
yiiklenen etkin maddenin etkisi ile degisebilir. Etkin maddenin yiikleme miktari

mikroemiilsiyonun damlacik boyutunu etkiler (Patravale ve Date 2009 p.266-267).

2.7.4. Mikroemiilsiyon Hazirlanmasi ve Ucgen Faz Diyagramlarinin Olusturulmasi

Mikroemiilsiyonlar, su, yag ve siirfaktan-kosiirfaktan karigimi olmak iizere ii¢
farkli s1v1 bilesenden olusur. Mikroemiilsiyonu olusturan fazlarin oranlarini belirlemek
ve mikroemiilsiyon olusum bolgesini saptamak amaci ile iicgen faz diyagramlari

kullanilmaktadir (Sintov ve Shapiro 2004; Zhao ve ark. 2014; Erdal ve ark. 2016).

Mikroemiilsiyon hazirlanmasinda faz titrasyon yontemi ve faz inversiyon yontemi
kullanilir. Faz titrasyon yoOnteminde mikroemiilsiyon kendiliginden olusur ve faz
diyagrami ile gosterilir. Faz diyagraminin olusturulmasi, farkl: bilesenlerin birbirleri ile
karistirildiklarinda olabilecek etkilesimleri saptayabilmek i¢in faydali bir yaklagimdir
(Kumar ve ark. 2011). Bu yaklasimda dort veya daha ¢ok bilesen psédo-liggen faz

diyagramlariyla kullanilarak arastirilabilir (Lawrence ve Rees 2000).

Su ile titrasyon yontemi ile mikroemiilsiyonlarin olusturulmasi icin; manyetik
karistiric1 iizerinde sabit devirde karistirilan yag, siirfaktan ve kosiirfaktan karigimi
tizerine bulaniklik olusana kadar su ilave edilir ve tliggen faz diyagramlari olusturulur
(Sintov ve Shapiro 2004; Zhao ve ark. 2014; Erdal ve ark. 2016). Bir diger yontemde ise,
siirfaktan, yag ve su fazlar1 karistirilarak, sistem berrak olana kadar kosiirfaktan ile
titrasyon yapilarak tiggen faz diyagramlari olusturulur (Bhargava ve ark. 1987; Attwood
1994).

Faz inversiyon yonteminde mikroemiilsiyon disperse olan fazin asirisinin

eklenmesiyle ya da sicakligin yiikseltilmesiyle meydana gelir. Faz degisimi sirasinda
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siddetli fiziksel bir degisim gerceklesir. Hatta bu degisim damlacik boyutunu
degistirebileceginden ilacin in vitro ve in vivo salimina da etki edebilir (Kumar ve ark.
2011).

Ucgen faz diyagramlarmin her bir kdsest, ii¢ bilesenden birinin %100, digerlerinin
%0 oldugunu gosterir. U¢genin kenarlari iizerindeki her bir nokta, iki bilesenden olusan
bir karisima ait igerik oranlarmi verir. Uggenin i¢indeki herhangi bir nokta, toplami %100
olacak sekilde, ti¢ bileseni belli oranlarda iceren karisimi verir. Her bir kenar 100 esit
parcaya bollinerek, bir kenar {izerinde bilesenlerin hangisinin arttigini, hangisinin
azaldigin1 saptayabilmek i¢in; hep ayni yonde olmak iizere, her iic kenarin da saat
yoniinde veya tersi yonde hareket edilmesi gerekir. Uggen faz diyagramlarmin iki dnemli
ozelligi vardir. Bunlardan birincisi, herhangi bir kenardan karsi kdseye ¢izilen dogru
tizerindeki her noktada kenar1 olusturan bilesenlerin birbirine oran1 sabittir. ikinci 6zellik,
kenarlardan birine ¢izilen paralel tizerindeki her nokta i¢in bilesenlerden birinin orani
sabittir.  Sicakligin  degistirilmesi  bilesenlerin  birbirleriyle olan  karigimini
etkileyebileceginden, faz diyagramlar1 hazirlanirken sabit sicaklikta ¢alisilir (Sinko 2006
pp.54-55). Mikroemiilsiyon bolgelerinin tiggen faz diyagraminda gosterilisi Sekil 2-10°da
yer almaktadir (Smith ve ark. 2004).

Stirfaktan

S1va kristaller

Yag/Su ME Su/Yag ME

Perkole olmus veya
Bicontimious ME

T

Su Karisabilirlik bolgesi Yag

Ters misel
karisinu

Misel karigimi

Sekil 2-10: Yag, su ve siirfaktandan faz diyagrami (Smith ve ark. 2004)
Mikroemiilsiyonlarin faz davranislari, sicaklifin ve siirfaktan miktarinin bir
fonksiyonu olarak aciklanir. Sekil 2-10’da gosterilen karisabilirlik bolgesi i¢cinde iki ve

ti¢ fazli sistemler, disinda ise tek fazli sistemler olusur (Smith ve ark. 2004).



38

2 Fazh

o

2 Fazh

Sicakhk ve ya Tuzluluk

Siirfaktan (% agirlik)

Sekil 2-11: Yag, su ve siirfaktandan olusan ii¢lii karisimin sicakhigin ve siirfaktan
miktarinin bir fonksiyonu olarak faz davramsi1 (Smith ve ark. 2004)

Sekil 2-11°de gosterilen “fish cut” balik seklindeki faz diyagramina gore, diisiik
siirfaktan konsantrasyonlarinda biitiin sicaklik degerlerinde “2 fazlr” sistemler olusur.
Yiiksek stirfaktan konsantrasyonlarinda “1, 2 ve 3 fazli > sistemler olusur. Tek fazli bir
sistemin olusabilmesi i¢in gereken siirfaktan konsantrasyonu yag-su oranina, sicakliga ve

tuzluluga baglidir (Smith ve ark. 2004).

2.7.5. Mikroemiilsiyonlarin Olusum Teorileri

Mikroemiilsiyonlarin olusumu ve kararliligi lig teori ile agiklanir: i) Yiizeylerarasi
karisik film teorisi ii) Cozlniirliik teorisi iii) Termodinamik teorisi (Lawrence ve Rees
2000).

Mikroemiilsiyonlar, termodinamik ozellikler acisindan oldukg¢a 6zel koloidal
tagyicilardir ve herhangi bir enerji gerektirmeden olusurlar (Moulik ve Paul 1998).
Mikroemiilsiyonlarin olusumu sirasinda agiga ¢ikan serbest enerjinin kaynagi, su ve yag
ara yiizey gerilimini diisiirmek i¢in kullanilan siirfaktan olarak agiklanmistir (Lawrence

ve Rees 2000).

Gibss-Helmbholtz esitligine gore, kendiliginden olusan islemler negatif serbest

enerji ile nitelendirilir. Bu esitlik asagidaki gibi ifade edilir:

AG=yAA-TAS (2-2)
AG; serbest enerjiyi, y ara yiizey gerilimini, AA; olusum siirecindeki ara yiizey

gerilimindeki degisimi, AS; entropideki degisimi ve T ise sicaklig1 gostermektedir.

Mikroemiilsiyon olusumunda; ara yiizey alan1 6nemli 6l¢iide artarken, her zaman
pozitif degerli olmakla birlikte ara ylizey gerilimi azalir. Ara yiizey enerjisi (YA)
entropideki yliksek oranli degisim ile dengelendiginde, negatif serbest enerji olusur. Ara

yiizey gerilimini diislirmek i¢in sadece bir siirfaktan yeterli olamayacagi i¢in, ara ylizeye
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penetre olan ve ara yiizeyin akiciligini artiran amfifilik bir kostirfaktan da formiilasyon
bilesimine ilave edilir (Lawrence ve Rees 2000; Heuschkel ve ark. 2008; Santos ve ark.

2008).

2.7.6. Mikroemiilsiyonlarin Fizikokimyasal Ozellikleri

Mikroemiilsiyonlarin karakterizasyonu i¢in iletkenlik, damlacik boyutu ve
dagilimi, pH, viskozite, refraktif indeks Ol¢timleri yapilir. Ayrica, mikroemiilsiyonlar
gorsel olarak degerlendirilir, fiziksel kararliligin tayini i¢in, santrifiij islemi ve dondurma-

¢ozme dongiisii uygulanir (El-Hadidy ve ark. 2012).

Sag¢ilmis 151k bir diizlem boyunca polarize olur ve her bir partikiil 151k dalgasi
olusturur. Buna Tindal etkisi, 1518a Tindal 15181 denir (Attwood, 2002 p.75).
Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu ¢ok kiiciik oldugundan Tindal etki ¢ok diisiiktiir,

bu nedenle saydam goriiniirler (Shen ve ark. 2014).

Polarize 151k mikroskobu (PM) siv1 kristallerin karakterizasyonu i¢in oldukca
fazla kullanilan yontemlerdendir. Bu teknikte, anizotropik 6zellige sahip siv1 kristal fazlar
polarize 151k altinda degerlendirilerek karakterize edilir. Anizotropi, maddenin fiziksel
0zelliginin 6l¢iim yapilan yerine gore degismesidir. Bu ozellige dayanarak, farkli sivi
kristal fazlar farkli karakteristik bicimlerde goriiniirler (Beica ve ark. 2004). Liyotropik
stvi kristaller, yapilarindaki bilesenlerin oranlarina gore; lamellar, hekzagonal veya kiibik
stv1 kristal fazlardan birinde bulunabilirler. Molekiiler agregatlarin kiibik diizenlenmeye
sahip oldugu kiibik siv1 kristal fazlarda diizenlenme, miseller ve ters miseller fazlara
benzemektedir. Kiibik fazlarin en 6nemli 6zelligi, izotropik yap1 géstermeleri ve polarize
151k mikroskobunda karakterize edilememelidir (Burducea 2004). Yani mikroskop altinda
bakildig1 zaman karanlik bir goriintli elde edilir. Mikroemiilsiyonlar da izotropik yapiya
sahip olduklarindan polarize mikroskop altinda karanlik goriiniirler (Hathout ve ark.
2010a).

Mikroemiilsiyonlarin damlacik biiyiikleri ¢ok kiiclik oldugundan 151k mikroskobu
karakterizasyonlarinin tespiti i¢in elverisli olmamaktadir (Santos ve ark. 2008). Elektron
mikroskoplari, transmisyon elektron mikroskobu (TEM) (Changez ve ark. 2006) ve
dondurarak kurutma teknolojisiyle birlestirilmis sekli olan transmisyon elektron
mikroskobu (FF-TEM) (Jahn ve Strey 1988; Danino ve ark. 2001) sekilleriyle
kullanilarak mikroemiilsiyonlarin karakterizasyonu saptanir. Boyut olglimleri i¢in 151k

sacilim yontemleri de kullanilir. Bu yontemler, Kiiclik acili x 1511 sac¢ilimi (SAXS)
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(Podlogar ve ark. 2004), statik 151tk sagilimi (SLS), dinamik 11k sagilimi (DLS)
(Constantinides ve Scalart 1997; Ktistis 1998) ve kiigiik agili nétron sagilimi (SANS)
(Shukla ve ark. 2002) olarak siralanir.

Polidispersite  indeksi, partikiill bulylkligliniin  dagilimmi ifade eder.
Mikroemiilsiyonlarda ise damlacik boyutlarinin homojenligi hakkinda bilgi saglar

(Moulik ve Paul 1998).

Bir maddenin refraktif indeksi, bir ortamdan digerine gecen paralel 1$1n demetinin
yoniinde meydana gelen degisikligin (kirilma) saptanmasiyla belirlenir (Refraktometri,
Erigim tarihi 14.10.2016). Mikroemiilsiyonlarda yapilan refraktif indeks Ol¢iimleri ise
formiilasyonlarin saydamlig ile ilgili degerlendirmelerin yapilmasini saglar (Silva ve ark.

2009).

lletkenlik 6lgiimleri mikroemiilsiyonlarin siirekli fazinin degerlendirilmesi ve
perkolasyon esiginin belirlenmesi amaciyla yapilir. D1s fazi su olan mikroemiilsiyonlarin
elektriksel iletkenlikleri yiiksek degerlerdedir. Dis fazi yag olan mikroemiilsiyonlarin
iletkenlikleri degerleri ise oldukca diistiktiir veya yoktur (Moulik ve Paul 1998; Hathout
ve ark. 2010a).

Mikroemiilsiyonlarin pH degeri uygulanabilirligi agisindan degerlendirilebilir.
Formiilasyonun pH’smin derinin normal pH degerinden ¢ok yiiksek veya diisiik olmasi

deride iritasyona neden olabilir (Ge ve ark. 2014).

Mikroemiilsiyonlarin  viskoziteleri, siirfaktan filmin kalinhigi, damlacik
biiyiikliikleri hakkinda bilgi verir (Lawrence ve Rees 2000). Mikromeiilsiyonlar, Newton
tipt akis gosterirler. Viskozite degerleri, formiilasyon bilesenlerine ve en bastada bu
bilesenlerden sulu faza baghidir (Moulik ve Paul 1998). Mikroemiilsiyonlar akici
sistemler oldugundan viskozite artiricilar ile kivamlari artirilabilir. (Lopes 2014).
Viskozite artis1 etkin maddenin permeasyonunu artirabildigi gibi (Biruss ve Valenta
2008), etkin maddenin diflizyon hizin1 ve deriye partisyonunu da azaltabilir (Huang ve
ark. 2008).

Zeta potansiyel Ol¢limleri, koloidal dagilimlarin fiziksel stabilitelerinin
degerlendirilmesi i¢in Onemlidir. Mikroemiilsiyonlar {izerinde yapilan zeta Ol¢limleri
damlaciklarin yiikiinii gosterir ve flokiilasyon hakkinda dolayisiyla stabilite hakkinda
bilgi verir (Sabale ve Vora 2016). Koloidal partikiiller dispersiyon ortaminda iyon
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adsorbe ederler, bu nedenle pozitif ve ya negatif yliklenirler. Zeta potansiyeli partikiiliin

tizerindeki net etkili yiikii gosterir (Celebi 2007 p. 271).

Mikroemiilsiyonlarin fiziksel stabiliteleri belirli bir rpm hizda ve siirede santrifiij
edilerek ve/veya 2-3 giin art arda dondurma ¢6zme dongiisii (24 saat derin dondurucuda
[-5°C], 24 saat oda sicakliginda bekletme) uygulanarak test edilebilir (E1-Hadidy ve ark.
2012).

Mikroemiilsiyonlarin ~ karakterizasyonlar1, gerceklestirilen Olglimlerle tayin
edilebilir. Shukla ve ark. zor olanin formiilasyonlardaki hacim fraksiyonunun
belirlenmesi oldugunu ve nedeninin de siirfaktanlarin  partisyon katsayisinin
bilinmemesinden kaynaklandigini ileri stirmiislerdir. Bu yaklasima gore, siirfaktanin i¢
fazla biitiinlestigi farz edilir ve hacim fraksiyonu dagilan fazin (siirfaktan ve yag)
toplamimin formiilasyonda yer alan tiim bilesenlerin toplamina oranlanmasiyla belirlenir.
Hacim fraksiyon sabitinin 0,2 <® < 0,4 araliginda olmasiyla stabil ve kesin sekilli
damlaciklara sahip mikroemiilsiyonlar hazirlanabilecegi belirtilmistir (Shukla ve ark.

2003D).

2.7.7. Mikroemiilsiyonlarin Avantaj ve Dezavantajlari
Mikroemiilsiyonlar termodinamik olarak kararli, kolay hazirlanabilen, diisiik

viskoziteli, kii¢lik damlacik boyutuna sahip ilag tasiyict sistemlerdir.
Mikroemiilsiyonlarin avantajlari su sekilde siralanar:
e Termodinamik agidan kararli olduklarindan raf 6miirleri uzundur.
e Uretilmeleri kolaydir ve iiretim maliyetleri diisiiktiir.

e Kuvvetli ¢dziindiirme kapasitelerine sahiptirler. Hem hidrofilik, hem lipofilik

ozellikteki maddeler tek basina ve ya birlikte formiilasyona ytiklenebilir.

e llag yiikleme kapasiteleri yiiksek olmasi ve etkin maddenin i¢ fazda veya ara
yiizeyde bulunmasi sayesinde, rezervuar gibi davranarak uzun siireli ila¢ salimi
saglama amaci ile kullanilabilirler (Lawrence ve Rees 2000; Bagwe ve ark. 2001;
Kreilgaard 2002; Chen ve ark. 2006; Kogan ve Garti 2006; Chen ve ark. 2007;
Heuschkel ve ark. 2008; Heuschkel ve ark. 2009; Patravale ve Date 2009 pp.260-
261; Hathout ve Elshafeey 2012).

e Topikal, oral, nazal ve transdermal uygulamalar1 vardir (Kumar ve ark. 2011).
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e la¢ tasima kapasiteleri yiiksek oldugu i¢in etkin maddenin biyoyararlanimini

artirirlar (Araya ve ark. 2005).

e Terapotik oOzellik gosteren maddeleri enkapsiile ederek onlarin kimyasal,

fotokimyasal ve enzimatik stabilitesini artiririrlar.

e Dermal ve nazal uygulamalarda dermal ve mukozal bariyerlere penetre olarak

etkin maddenin terapdtik etkisini artirirlar (Patravale ve Date 2009 p.261).

Mikroemiilsiyonlarin dezavantajlari ise agsagidaki gibi siralanir:

e Yiksek oranda siirfaktan igermelerinden ya da formiilasyon bilesiminde
kullanilabilen penetrasyon artiricilardan dolayr alerjik ve iritan reaksiyonlara
neden olabilirler (Bagwe ark. 2001;Kreigaard 2002; Kogan ve Garti 2006).

e Mikroemiilsiyonlarin stabilitesi sicaklik ve pH gibi c¢evresel kosullardan
etkilenebilir (Muzaffar ve ark. 2013).

e Erime derecesi yiiksek maddeler i¢in ¢oziindiirme kapasiteleri kisitlidir (Muzaffar

ve ark. 2013).

2.7.8. Mikroemiilsiyonlarin Topikal/Transdermal Ila¢ Tasiyier Sistem Olarak
Uygulanmasi

Topikal ve transdermal uygulanan ilag tasiyict sistemler i¢in derinin en {ist
tabakasi olan SC temel bariyerdir. Derinin bariyer 6zelliginin iistesinde gelebilmek, ilag
molekiillerini hedeflenen deri tabakalarina ulagsmasni saglamak ve derinin gecirgenligi
artirmak i¢in konvansiyonel formiilasyonlara gore mikroemiilsiyonlar 6nemli ilag tastyici

sistemler olarak gosterilmektedir (Neubert 2011).

Mikroemiilsiyonlarin topikal ya da transdermal ilag tasiyici sistem olarak etkin
maddelerin deriden penetrasyonlarinin asagida belirtilen baz1 potansiyel mekanizmalarla
gerceklestirdikleri diisiinlilmektedir (Lehmann ve ark. 2001; Kreilgaard ve ark. 2000;
Yuan ve ark. 2006; Kogan ve Garti 2006; Teichmann ve ark. 2007; Santos ve ark 2008;
Patravale ve Date 2009 p.269).

e Mikroemiilsiyonlarda yiizeyler arasi gerilim yok kabul edilebilecek kadar az
oldugundan, stratum corneum’a ¢ok hizli bir sekilde penetre olduklari ve derinin

lipit mantosu ile kolaylikla karisabildikleri dngoriilmektedir.

e Hazirlanmalarinda kullanilan siirfaktan ve kostirfaktanlar stratum corneum lipit

matriksini sivilagtirabilmekte veya lipit ekstraksiyonuna yol agabilmektedirler.
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Bu duruma bagli olarak da topikal uygulanan mikroemiilsiyonlar etkin maddelerin

deriden ge¢isini 6nemli Ol¢iilerde iyilestirebilmektedirler.

e Hidrofilik ve lipofilik ilaglar1 yiliksek oranda c¢ozme kapasiteleri, ilacin

termodinamik aktivitesini, dolayisi1 ile konsantrasyon gradientini artirmaktadir.

e Konvansiyonel emiilsiyonlarda yiizeyler arasi membran filmde siirfaktanlar
arasinda olusan giiclii etkilesimler, etkin maddenin formiilasyonun i¢ ve dis fazlar
arasindaki hareketliligini sinirlamaktadir. Mikroemiilsiyonlarda ise ylizeyler arasi
filmin esneklige bagli olarak, etkin maddenin fazlar arasindaki difiizyonu,

SC’daki etkin maddenin dagilimini ve difiizyonunu kolaylastirmaktadir.

e SC’un lipofilik yapist goz oOniine alindiginda; yag damlaciklarimin Y/S tipi
mikroemiilsiyonlardan, S/Y sistemindeki su damlaciklarina oranla epidermise
daha kolay penetre olduklar1 diisiiniilmektedir. Yag, stratum corneumdaki cifte
tabakalarin hidrofobik kuyruklarina girerek ayri bolgeler olusturur ve boylelikle
SC’da molekiillerin deriden gecisini artiracak bolgeler meydana gelir. Hidrofobik
karakterdeki etkin maddelerin yag damlaciklarina yiiklenmesi ile epidermise

gegcislerinin arttig1 bilinmektedir.

Deri kanseri, akne, psoriasis, dermatit, mikrobiyal ve fungal enfeksiyonlarda
dermal ila¢ uygulanmasinin esas amaci, etkin maddenin derideki patolojik bolgelere
(epidermis veya dermis) tasiabilmesi ve ayn1 zamanda sistemik absorpsiyonun en aza
inidirilmesidir (Brown ve ark. 2006). Dolayis1 ile mikroemiilsiyon sistemine yiiklenen
etkin maddeden beklenen terapdtik etkinlige bagli olarak, deriden emilimin artmasi
istenilebilecegi gibi, maddenin formiilasyondan serbestleserek derinin  farkli

katmanlarinda birikmesi de tercih edilebilmektedir.

Etkin maddenin derinin tabakalarinda birikimini saglama potansiyeli bulunan
mikroemiilsiyonlar dermatolojik hastaliklarin topikal yol ile tedavisi agisindan avantajli
tasiycilar olarak gosterilmektedir. Mikroemiilsiyon sistemin yapisina, etkin maddenin
fizikokimyasal karakteristiklerine ve membran oOzelliklerine gore formiilasyonda
kullanilacak maddeler permeasyonu iyilestirici ya da geciktirici etki gosterebilmektedir

(Sahle ve ark. 2012; Sahle ve ark. 2013).
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2.8. Topikal Formiilasyonlarin In Vitro Salim ve Penetrasyon Calismalari
Dermatolojik iirlinlerde en az diizeyde sistemik etki ile derinin hedef
tabakalarinda beklenen ila¢ konsantrasyonlarinin saglanmasi, etkin bir tedavinin
gerceklesmesi acisindan topikal uygulanan iiriinlerin formiilasyon optimizasyonundaki
temel yaklasimdir (Shah ve Williams 2014 p. 61). Bu nedenle, topikal uygulanan
tirlinlerin gelistirilmesi i¢in formiilasyonlardan serbestlesen etkin maddenin ve derinin

tabakalarindaki dagiliminin degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir.

In vitro salim testleri, iiriinlerde kritik kalite 6zelliklerini belirlemek i¢in yapilir.
Uriin performans testlerinde etkin maddenin formiilayondan salimi degerlendirilerek in
vivo/in vitro korelasyon araciligi ile in vivo performansi hakkinda fikir sahibi olunur
(Shah ve Williams 2014 p. 62).

Bir etkin madenin deriden gecebilmesi igin SC bariyerini asmas1 gerekir. SC
bariyerinden penetrasyonu pasif difiizyon ile gerceklesir. Ilag molekiillerinin deriden

gecisi Fick’in Birinci Kanunu ile ag¢iklanir.

Fick’in Birinci Kanunu’na gore;

=%k p &= (23
J : gecis hizi= birim zamanda birim alandan gecen ilag miktar1 (mol/cm?.s)
S: membranin yiizey alan1 (cm?)

h: membranin kalinligi (cm)

D: membranda ilacin difiizitesi (cm?/s)

K: membran ve faz 1 arasindaki ilacin partisyon katsayisi

Cv-Ca: membranin her iki ylizeyi arasindaki konsantrasyon farki ifade etmektedir.

Etkin maddenin ortamdaki degisimi, doygunlugun ¢ok altindayken yani “sink
kosul” saglandiginda (pratikte ¢cogu durumda)

Cv >>>Cs,olur; k= % (permeabilite katsayisi; cm/S)

Bu durumda esitlik; J= k,.C, (2-4) seklinde olur (Hadgraft ve Guy 2003).
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2.8.1. In vitro Salim Calismalari

In vitro difiizyon ¢alismalarinda en sik kullanilan cihaz Franz tipi difiizyon
hiicresidir. Dikey, yatay ya da bir arada ¢alisacak sekilde tasarlanmis olabilirler. Hiicreler
su banyosuna oturtularak ya da isitma ceketleri yardimiyla (37°C) sabit sicaklikta
calistirtlirlar. Etkin maddeyi iceren dondr kompartman, reseptor kompartmandan bir
membran ile ayrilir. Reseptor fazdaki madde konsantrasyonunun artisi, membrandan
difiize olan madde miktarinin 6l¢iilmesi ve zamana gore grafige gecirilmesi ile belirlenir

(Degim 2007 p. 351).

2.8.2. In vitro Deriden Penetrasyon Calismalari

Topikal biyoyaralanimin 6l¢iilmesi oral uygulanan ilaglara gore daha karmasiktir.
Topikal olarak uygulanan ilaglarin dozu oldukea kiiciik miktardadir (2-5 mg/cm?). Bu
nedenle, serum ve idrar konsantrasyonlart geleneksel yontemler kullanilarak
hesaplanamamaktadir. Diger bir zor durum ise, etki bdlgesi SC olan antifungal ilaglar
hari¢ derinin hedef bolgesindeki istenilen ilag konsantrasyonun bilinmemesidir

(Herkenne ve ark. 2008).

Topikal biyoyararlanim ve biyoesdegerliligini klinik degerlendirmesi zaman alici
ve pahalidir. Mevcut olan yontemler su sekilde siralanir: i) Bantla soyma yontemi (tape
stripping) ii) Mikrodiyaliz yontemi iii) Deri biyopsisi iv) Bolgesel kesit ile v) Kil

folikiillerine ilag tasinmasi vi) Konfokal Raman Spektroskopu (Herkenne ve ark. 2008).

In vitro ¢alismalarda membran olarak insan derisi kullanimi hem etik ve yasal
siirlamalar hem de temin edilmesindeki zorluklar nedeniyle yaygin degildir. Bu durum
kemirgen (sagsiz fare, si¢an, guinea pig), siiriingen (yilan) ve memeli (maymun, kopek,
domuz) derileri gibi altenatif modellerin kullanimina yol agmistir. Domuz derisi kalinlig
ve permeabilite 6zellikleri agisindan insan derisine benzerdir, ayrica kesim evlerinden
temini kolaydir. Bu nedenle in vitro ¢alismalarda domuz derisi model membran olarak
cogunlukla kullanilir (Williams 2003 pp. 54-56).

2.8.2.1. Bant ile Soyma Yontemi (Tape stripping) Hakkinda Genel Bilgiler
Bantla soyma yontemi, SC tabakasinin girilimsel olmayan bir prosediirle
uzaklastirilmasi ve drneklenmesi islemidir. 0,2-1 um kalinliktaki mikroskopik tabakalar

deri ylizeyinden, deri lizerine uygulanan yapiskan bantlarla toplanir. Sadece lipit matriks
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icine gomiili 6li hiicreler uzaklastirildigindan, islem goreceli olarak acisiz ve girisimsel

olmayan bir uygulamadir (Wiedersberg ve Nicoli 2012 p.109).

Bantla soyma yontemi ile derinin bariyer fonksiyonu degerlendirilebilir, derinin
patololojisi arastirilabilir ve gen ekspresyonu goriintiilenebilir. Ayrica, pestisit ve
metaller gibi toksik maddelerin deriye maruziyeti de degerlendirilebilir (Wiedersberg ve

Nicoli 2012 p.109).

SC topikal uygulanan ilaglarin penetrasyonu i¢in en 6nemli bariyerdir. Bu
nedenle, dermatolojik hastaliklarda, bu tabakadaki ila¢ miktarlarinin canli epidermis ve
dermisteki ilag miktarlariyla iliskili oldugu hipotezi savunulmaktadir. Rougier ve ark. ilk
defa s6z konusu hipotezi test etmistir (Rougier ve ark. 1983; Wiedersberg ve Nicoli 2012
p.109). Bu nedenle bantla soyma yontemi, hedef dokusu SC olan, antifungaller,
ultraviyole filtreleri, keratolitikler ve antiseptikler gibi ilag molekiillerinin topikal
biyoyararlaniminin degerlendirilmesinde de kullanilmaktadir (Wiedersberg ve Nicoli

2012 p.109-110).

Stratum corneum

—/

Canli epidermis

Sekil 2-12: Bantla soyma yonteminin sematik gosterimi (Widerber ve Nicoli 2012 p.110)

Bantla soyma isleminde SC’undan uzaklastirilan bantlardaki boynuzsu tabakanin
ve etkin maddenin miktar1 i¢ ve disg faktorlere baghdir (Lademann ve ark. 2009).
Uygulama bolgesindeki korneositlerin biiyiikliigii (Goshi ve ark. 2000), korneositlerin
sayist sayist (Black ve ark. 2000), SC kalinlig1 (Schwindt 1998), lipit tabakanin miktar1
ve bilesimi (Greene ve ark. 1970) gibi anatomik 6zellikler 6nemlidir. Uygulama yapilan
derinin TEWL ve pH degerleri ile bu degerlerin degismesine yol acan mevsim kosullar

da g6z ontline bulundurulmalidir (Bommannan ve ark. 1990).

Uygulama yapilacak kisinin yas1, 1rki, deri tipi de dikkate alinmalidir (Lademann
ve ark. 2009). Bunlarla birlikte, topikal uygulanan madde miktari1 ve uygulama prosediirii,

(Weigmann ve ark. 1999) yapiskan bant tipi (Tsai ve ark. 1991), yapiskan bandi deriden
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ayirma kuvveti (Loffler ve ark. 2004; Breternitz ve ark. 2007) gibi dig faktorlere de
baglidir.

2.8.2.2. Bant ile Soyma Yonteminin Uygulanisi

Deriye uygulanan topikal formiilasyon penetrasyonundan sonra SC’un bant ile
soyulmas: islemine baslanir. Bantla soyma isleminden Once deriye temizleme islemi
uygulanmamalidir. Yapiskan bantlar, deride ayni alana art arda belirli bir basingla
uygulanir, sonra tek bir hareketle her defasinda farkli bir yonde olmak iizere uzaklastirilir.
Uzaklastiritlan bant hem SC miktari1 hem de topikal uygulanan etkin maddenin
miktarmin kapsar. ilk bant tamamen korneosit hiicreleri ile doludur, uzaklastirilan bant

sayisi artik¢a korneosit miktar1 azalir. (Lademann ve ark. 2009).

Bantla soyma isleminin uygulacagir bolge killi, kasli olmamali ve yara izi
bulundurmamalidir. Kill1 bir bolge kullanilacaksa killarin makas ile kesilmesi gerekir.
Prosediirde kullanilacak yapiskan bant sabit bir kalinlikta, degisebilen bir uzunlukta ve
uniform bir yapiya sahip olmalidir. Ayrica saydam ve esnek olmali, deri ile uyumlulugu

calisma oncesi saptanmalidir (Lademann ve ark. 2009).

Bantlarin deriden kaldirilma hiz ile ilgili standart bir gekme hiz1 olmalidir ¢linkii
bandin uzaklastirlma hizi alman SC miktarin1 etkiler. Ornegin bandin hizh
uzaklastirilmasi1 SC miktarini azalmasina; yavas uzaklastiriimasi SC miktarinin artmasina
yol agar. Bu nedenle deney yapilirken sabit bir hiz uygulamasi olduk¢a dnemlidir (Loffler
ve ark. 2004). Deri lizerine bandin bastirilmast i¢in rulo veya sabit bir agirlik kullanilmasi

ve deneyin ayni kisi tarafindan yapilmasi sonuglarda sapmayi en aza indirir (Breternitz
ve ark. 2007).

Bu prosediirde isleme baslamadan 6nce formiilasyon fazlasinin deri yiizeyinden
deriye zarar vermeyecek sekilde uzaklagtirilmasi gerekir. Ayrica ilk bantta deriden
absorbe olmamis etkin madde olabilecegi de dikkate alinmalidir. Ancak SC’a penetre
olan etkin madde miktarinin dogru bir sekilde degerlendirebilmek icin ilk bant da dahil
olmak tizere ¢alismada kullanilan her bant ile uzaklastirilan SC ve ilag miktarinin

saptanmast onemlidir (Marttin ve ark 1996; Lademann ve ark. 2009).

Bantla soyma yonteminde, banda yapisan stratum corneum miktarin1 saptamak

i¢in bantlarin tartilmasi1 (Bommannan ve ark. 1990), spektroskopik yontem (Weigmann
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ve ark. 1999), mikroskopik 6l¢timler (Lindemann ve ark. 2003) ve TEWL nin 6lgiilmesi
(Greene ve ark. 1970) gibi birgok yontem tavsiye edilmistir.

Bir formiilasyon i¢inde deriye uygulanan etkin maddenin bantla soyma yontemi
uygulanarak dermal tabakalardaki miktar tayini i¢in deriye uygulanan yapiskan bantlar
tek tek veya belirli sayilarda kombine halde ektraksiyon ¢ozeltisi i¢inde ekstre edilir ve
ardindan madde miktar1 uygun analitik yontemlerle saptanir (Herkenne ve ark. 2008;

Giirbiiz ve ark. 2015; Erdal ve ark. 2016).

2.9. Laser Taramah Konfokal Mikroskop ile Goriintiileme Teknigi

Laser taramal1 konfokal mikroskop (CLSM), deriye uygulanan tasiyici sistemlerin
ve biyomolekiillerin davranislarin1 incelemek i¢in kullanilan bir goriinteleme cihazidir.
Floresans proplarin kullanimiyla kimyasal ilaglar ile biyolojik molekiillerin davraniglari
degerlendirilir. Ornegin; i) biyolojik sistemlerde etkilesim ii) hiicresel alim iii)
penetrasyon derinligi iv) deri i¢indeki penetrasyon yollari V) ilaglarin ve biyomolekiillerin
deri penetrasyonunun 6lgiilmesi ve vi) bazi deri hastaliklar1 i¢in derinin morfolojik analizi

yapilarak topikal tedavilerin etkilerinin degerlendirilmesidir (Rossetti ve ark. 2013 p.99).

Floresans mikroskopta deri dokusunu arastirmak zordur ¢iinkii gelen 1s1k yansir
ve sacilir. Bu nedenle melanin ve diger kromoforlar goriiniir dalga boylarinda énemli
derecede soner (Cullander 1997 pp.23-37). CLSM bu sinirlamalarin iistesinde gelebilir
ciinkii yiiksek ¢oziiniirlilkte goriintiileme, girisimsel olmayan optik ayirma ve ii¢ boyutlu
yapilandirma gibi 6zellikleri floresans dl¢limlerin hassaslik, segicilik ve ¢ok yonliliigi
ile birlestirir (Pygall ve ark. 2007). Boylece deri i¢indeki farmasotik molekiillerin

davraniglarinin daha 1yi anlagilmasini saglar.

CLSM teknigi ile ilaglarin ve biomolekiillerin deri pentrasyonlarinin derinligi ve
yayilabilirligi hakkinda bilgi saglanirken ayrica penetrasyon sirasindaki deri iginde
izledikleri yollarda goriintiilenebilir. Bu durumda CLSM farkli tekniklerle birlikte
kullanilir (Rossetti ve ark. 2013 p.126). Bu tekniklere, raman spektroskopisi (Desai ve
ark. 2010), diferansiyel taramali kalorimetri ile dar ve genis acil1 x 15111 sagilimi (Foldvari
ve ark. 2010), okliizif caligmalar (Teeranachaideekul ve ark. 2008), taramali elektron
mikroskobu (Madsen ve ark. 2009) ayrica infrared spektroskobuyla birlestirerek
yiiriitiilen dermatofarmakokinetik analiz (Hathout ve ark. 2011) 6rnek verilebilir. S6z

konusu c¢aligmalarla tam olarak ilag ve deri etkilesimi aydinlatilmaya calisilmigtir.
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2.10. In Vivo Calhismalar

Insan derisinin yapisnin aydinlatilmas1 ve derinin bariyer islevini yiiriiten SC’un
incelenmesi 1) topikal uygulanan iriinlerle epidermanin biyokimyasi arasindaki
etkilesimlerin daha 1iyi anlagilmas: 1i) derinin bakim ve tedavisine yoOnelik
formiilasyonlarin gelistirilmesi iii) ilag molekiillerinin deriden gegislerinin incelenmesi

acisindan 6nemlidir. (Loden 2001).

Saglikli goniilliilerde deriye uygulanan formiilasyonun deri lizerindeki etkileri
hakkinda bilgi sahibi olmak igin biyofiziksel Ol¢iimler yapilir. Bu Olg¢iimler i) deri
tizerinden gergeklesen su kaybir (TEWL) ii) derinin hidrasyon seviyesi iii) derinin pH
degeri iv) derideki eritem ve melanin diizeylerinin (Galzote ver ark. 2008 p.467) v) ATR-
FTIR spektrometresi ile deri lipitlerinin yapisal diizeni analiz edilmesi olarak siralanir

(Schwarz ve ark. 2012).

Transepidermal su kaybi (TEWL) degerleri; sicaklik ve nem gibi Olglim
kosullarina, SC’un bariyer biitlinligii ve kalinligi gibi penetrasyonunu belirleyen

ozelliklere baglhdir (Galzote ver ark. 2008 p.470).

Derinin nem seviyesinin (hidrasyon) belirlenmesinde en ¢ok tercih edilen yontem
ise derinin elektriksel kapasitesinin Ol¢lilmesidir. SC’un nem derecesinin saptanmasi
dermatolojide fizyolojik ve terapdtik arastirmalar acisindan oldukg¢a onemli bir etkiye

sahiptir (Glingor ve ark. 2011).

Derinin bariyer islevi bozuldugunda veya deri biitiinliigiinii kaybettiginde TEWL
degerleri artmakta ve derinini hidrasyonu bozulmaktadir. TEWL ve deri hidrasyonu
Olctimleri ile SC bariyeri uygulanan tedavinin etkinligi acisindan degerlendirilebilir
(Jensen ve ark. 2009). Ornegin AD’li hastalarda TEWL’nin &lgiilmesi hastaligin
patofizyoloji hakkinda bilgi sahibi olunmasini saglar. AD’li bireylerde yapilan dlglimler
saglikli bireylerle karsilastirildiginda TEWL degerlerinde artis oldugu ve deri
hidrasyonunda ise diisme oldugu kaydedilmistir (Sakurai ve ark. 2002; Hon ve ark. 2008).

Deri, ter ve sebum bezleri sekrosyonun sagladigi asit bir manto (pH 4,5-6,5) ile
ortiiliidiir. Bu sayede kimyasal ve mikrobiyal koruma saglanir. Asit mantonun devamliligi
laktat-bikarbonat tamponuyla saglanir. pH degerindeki degisiklik bakteriyel invazyon,
hassaslasma ve dermatit gelisimine yol acar (Galzote ver ark. 2008 p.470). AD
hastaliginda da derinin pH degerinin arttig1 bunun da serin proteaz aktivisinde artisa yol

acarak epidermal bariyerde yapisal ve fonksiyonel degisiklere neden oldugu bildirilmistir
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(Elias  ve Schmuth 2009). Derinin pH 0lglimii yapilarak epidermal bariyer

degerlendirilebilir.

Normal bir deriyi dogru analiz etmek veya patoloji bir deride yeterli bir teshis i¢in
derinin renginin incelenmesi de 6nemlidir (Kitson 2008 p.14). Melanin pigmentlerinin
yapist ve miktari, kan dolasimi1 ve hemoglobin deri rengini etkileyen faktorler olarak
siralanabilir. Ayrica 1rk, cinsiyet, yas ve hormon miktari da deri rengi iizerinde etkilidir
(Yun ve ark. 2010). Derideki eritem ve melanin diizeylerinin 6l¢lilmesiyle derinin rengi

degerlendirilir.

2.11. In Vitro ve In Vivo Kosullarda ATR-FTIR (Hafifletilmis Toplam Yansimah
Kizilotesi Spektroskopisi/ Attenuated Total Reflectance Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) Spektroskopisi Analizleri

Infrared (IR) spekroskopisi, derinin, 6zelikle de SC’un bariyer fonksiyonun
degerlendirilmesinde kullanilan biyofiziksel bir yontemdir (Naik ve Guy 1997 pp. 87-
162). ATR-FTIR ise, 6zel bir IR teknigi olan hafifletilmis toplam yansitma
spektroskopisidir (Prasch ve Forster 2002) ve 6zellikle in vivo kosullarda derinin bariyer

islevinin arastirilmasi agisindan 6nemli bir yontemdir (Stuart 2004 pp.138-140).

ATR-FTIR yontemi ile yapilan analizlerde calisma prensibi, analizi yapilacak
ornegin IR’yi geciren 6zel bir kristal ylizeyi ile temasina dayanir. IR radyasyonun
penetrasyon derinligi 0,3-3 um arasindadir. Ancak, bu derinlik cihaza, ATR kristaline,
ilgilenilen dalga boyuna ve deri 6rneginin nem icerigine de baghdir. Bu nedenle, deri
numunesi ATR ile dogrudan analiz edildiginde, spektrumundan elde edilen bilgi kristal
ile temas eden ilk tabakalara ait olur. Daha derin tabakalarin yapisal biitiinliigii hakkinda
degerlendirme yapabilmek i¢in bant ile soyma yontemi kullanilmaktadir (Gilingor ve ark.

2011).

ATR-FTIR tekniginin Onemli bir avantaji Ornek hazirlanmasina gerek
duyulmamasidir. Dolayisiyla 6rnek hazirlanmasindan kaynakli olusacak hatalar ortaya

¢ikmaz (Pirot ve ark. 1997).

ATR-FTIR spektroskopisi, SC’da hiicreler arasi lipitlerin diizeninde meydana
gelen degisikliklerin molekiiler diizeyde dl¢lilmesini saglar. Farmasotik formiilasyonlar
gelistirilirken hem formiilasyon bilesenlerinin hem de formiilasyonun deri
konformasyonu tizerinde olusturdugu etkiler de bu teknik ile incelenebilmektedir
(Hathout ve ark. 2011; Schwarz ve ark. 2012; Schwarz ve ark. 2013; Erdal ve ark. 2016).



51

Deri orneklerinin  ATR-FTIR analizlerinde, SC yapisal biitiinliigiiniin
degerlendirilmesi i¢in en ¢ok hidrofobik alkil zincirlerine bagli lipit absorbans degerleri
bilgi vermektedir. SC’daki hiicrelerarasi lipitlerde meydana gelen alkil zincir diizenindeki
bozulmalar, karbon-hidrojen (CH2) asimetrik (2920 cm™*) ve simetrik (2850 cm™) gerilme
bantlariin dalga numaralarinin yiiksek degerlerde olmast ile karakterize olur. Bu durum
“blue shift” olarak tanimlanir (Naik ve Guy 1997 pp. 87-162).

Tipik olarak, hekzagonal tip cifte tabakali yapilar igin CH2 simetrik gerilme
bandina ait dalga numarasi degeri 2850 cm™’i gegmemektedir. Bu durum, SC’da diizenli
alkil zincirlerinin oldugunu gosterir. Dalga numarasmm 2852-2854 cm™ arasinda
bulunmasi ise siv1 kristalize faz durumuna gecisi gosterir. Yani SC’un hiicreler arasi
lipitlerinin alkil zincilerinin ¢ok hareketli oldugu ve derinin bariyer biitiinliigliniin de

onemli oranda azaldig1 anlasilir (Gay ve ark. 1994; Chen ve ark. 2000).

Ayrica, CH> gerilme bantlarinin altinda kalan alan da SC’daki lipit miktarlar
hakkinda; bu absorbanslarin bant genisligi ise lipitlerin yapisinin diizeni hakkinda bilgi

verir (Lawson ve ark. 1998; Laugel ve ark. 2000).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Takrolimus (Concord Biotech Limited)

Fusidik asit (Ecros, S.A.)

Oleik asit (Sigma-Aldrich)

Labrasol (Kaprilokapril makrogol-8 gliseritleri) (Gattefosse)

Kolliphor RH 40 (Cremophor RH 40, Makrogol-gliserol hidroksistearat) (BASF)
Kolliphor EL (Cremophor EL, Makrogol-gliserol risinoleat) (BASF)
Tween 20 (Polietilen glikol sorbitan monolaurat) (Sigma-Aldrich)
Tween 80 (Polietilen glikol sorbitan monooleat) (Sigma-Aldrich)
Transcutol P (Yiiksek saflikta dietilen glikol monoetil eter) (Gattefosse)
Capryol 90 (Propilen glikol monokaprilat Tip 11 NF) (Gattefosse)
Lauroglycol FCC (Propilen glikol monolaurat Tip | EP/NF ) (Gattefosse)
Labrafac PG (Propilen glikol dikaprilokaprat EP) (Gattefosse)

PEG 400 (Kollisolv PEG E 400, Polietilen glikol 400) (Sigma-Aldrich)
Propilen glikol (Merck)

Izopropil miristat (Merck)

Vazelin (Petroyag)

Balmumu (Kahl GmBh Co)

Kat1 parafin (Tuda Petrol)

S1v1 parafin (Tuda Petrol)

Butil hidroksi anisol (BHA) (Merck)

Butil hidroksi toluen (BHT) (Merck)

Vitamin E (BASF)
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Propilen karbonat (Sigma-Aldrich)
Disodyum EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit) (Merck)
Benzoik asit (Merck)

Asetonitril (Merck)

Orto fosforik asit (%85) (Merck)

Ter-butil metil eter (Merck)

Sodyum kloriir (Merck)

Potasyum kloriir (Merck)

Disodyum hidrojen fosfat (Merck)
Potasyum dihidrojen fosfat (Merck)

Ultra saf su (Elga, Pure Lab Option DV 25)
Tissue Freezing Medium (125 mL, Leica)

Nil Kirmizisi (Sigma-Aldrich)

3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Damlacik biiyikliigii ve dagilimi ile Zeta potansiyeli 6l¢iim cihazi (Malvern
Zetasizer-Nano ZS)

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) (Shimadzu, Model LC 20 AT ve
Waters 2696 Separations Module)

Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (LC-MS Agilent 6530 Q-TOF)
HPLC Kolonu (Czs, 150 x 4.6 mm, 3 um GL Sciences InertSustain)
HPLC Kolonu Kolon (Cig, 50x3 mm, 2,7 um, Poroshell EC)

HPLC On Kolonu (C1s, 10 x 2.1mm, 3 um, GL Sciences InertSustain)
HPLC On Kolonu (C1s, 10x4 mm, 3 pm, GL Sciences InertSustain)

Franz Difiizyon Hiicresi Sistemleri (PermeGear, VOA karistirici ile 4G-00-00-15-
12-VD tipi cam hiicreler ve V6A-02 karistirict 4G-00-00-25-14-VD tipi cam

hiicreler)
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e ATR-FTIR Spektroskopisi (Perkin EImer ZnSe Spectrum One)

e Polarize Mikroskop (Leica DM 2700 P) ve Mikroskop kamerast (Lieca DMC
2900)

e Ultrasonik Banyo (Bersonici ve Bandelin DK 1028 P)

o Teraziler (Denver Instruments, TB Series ile Matler Toledo Model XP205 ve
Model XP56)

e Santrifiij (Hettich, D-7200, Type 2041 ve Niive NF 412)

e Orbital Karstirici (Thermo Electron Corporation, Model 420 ve Heidolph
UNIMAX 2010)

e Etiiv (BINDER)
e Manyetik Karistiric1 (IKA-Werke, RT 15)

e pH metre ve Kondiiktometre (Oakton Eutech Instruments Bench 2700 series ile

Mettler Toledo mV/ORP ve TDS/SAL/Resistivity)
e Su Banyosu (ThermoHaake SWB 25)
e Mekanik Karistirict (Heidolp RZR 20151 Control)
e Brookfield Viskozimetri DVIII +Rheometer serisi
e Distile Su Cihaz1 (Elga, Pure Lab Option DV 25)
o Refraktometre (Abbe 5 Refraktometre b+S Code 44-571)
e Elektrikli Dermatom (Zimer Electirc Dermatom, UK)
e Mikropipetler 100-1000 ul ve 10-200 ul (Eppendorf)

e Konfokal Lazer Taramali Mikroskop (CLSM) (Leica TCS SPE 5)

Kriyomikrotom Cihazi (Leica CM 1850 UV)

3.1.3. Kullanilan Malzemeler
e Tek Kullanimlik Kiivet

e Zeta Kiivveti (Folded Capillary Cell)

e HPLC Omek Siseleri
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e Mikropipet Uglar

e (Cam Malzeme (Beher, Erlen, Cam Sise, Balon Joje, Pipet)

e Eppendorf Tiipleri (1,5 mL ve 2 mL)

e Spatiil (ince ve Kalin Uglu)

e Plastik Tiip ve Kapaklar1 (15 mL ve 50 mL)

e Damlalik ve Puar

e Yapiskan Bant (Scotch 3M Book Tape 3 M, 845, St. Paul, MN, USA)
e Domuz Derisi (Yerel Bir Kesim Evinden Saglanmistir)

e Seliiloz Nitrat Membran Filtre (0,45 um, 50 mm, Sartorius)

Millex-LCR Filtre (PTFE, 0,45 um; 4 mm ve 13 mm ¢ap, Milipore)

3.1.4. Kullanilan Bilgisayar Programlari

e Microsoft Excel 2010
e Microsoft Word 2010
e GraphPad Prism 5.01

e Grapher 9.6.1001

3.2. Yontemler
3.2.1. On Formiilasyon Calismalar

3.2.1.1. Etkin Maddelerin infrared (IR) Spektrumu

FTIR spektroskopisi kati maddelerin parmak izlerinin (fingerprint) belirlenmesini
saglar (Takka ve ark. 2007 p. 127). Bu ¢aligmada toz halde takrolimus ile fusidik asit ayr1
ayr1 olarak ve karisim halinde cihaza yerlestirildi. Sistem absorpsiyon modunda
calistirldi. 100 Newton kuvvet uygulanarak 4000-650 cm™ dalga boyu araliginda, 4 cm™

¢ozilintirliikte spektrum alindi.

3.2.1.2. Etkin Maddelerin Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC) Analizleri
Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), bir madde 6rneginin fiziksel ve kimyasal
degisimlere bagli, sicakligin fonksiyonu olarak yapinin kaybettigi veya kazandigi 1s1y1

gosterir. Yontemin esasi; test ornegi ile referansin ayni sicaklikta kalmalarini saglamak
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icin gereken enerjinin Ol¢iilmesidir (Takka ve ark. 2007 p. 127). Toz halde takrolimus ve
fusidik asit ayr1 ayr1 olarak ve fiziksel karisim halinde aliiminyum kapsiil i¢ine konuldu
ve preslendikten sonra alete yerlestirildi. 50-300 °C sicaklik araliginda, 10 °C/dk hizinda,

azot gazi akisi altinda termogramlar alindi.

3.2.1.3. Etkin Maddelerin Mikroemiilsiyon ve Merhem Formiilasyonlar:
Bilesenlerindeki Coziiniirliik Calismalar:

Takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerinin mikroemiilsiyon ve merhem
formiilasyonlarinda kullanilmas: planlanan yag, siirfaktan ve kosiirfaktanlardaki
¢Oziiniirliikleri incelendi. Bu amagla eppendorf tiiplere Tablo 3-1’de yer alan yardimci
maddelerden takrolimus ile calisirken 500°ser ve fusidik asit i¢in 1000°er puL alindi,
tizerlerine etkin maddelerin asir1 miktarlar1 ayr1 ayr1 eklendi. Etkin maddelerin yardimc1
maddelerdeki ¢oziiniirliigli “calkalama metodu” ile incelendi. Etkin madde-yardimci
madde karisimlar1 oda sicakliginda orbital karistiricida 300 rpm hizda 24 saat siire ile
calkalandi. Siirenin sonunda, tiipler 15,000 rpm hizda 10 dk. siire ile santrifiij edilerek,
fiziksel karisimlarda ¢dziinmeden kalan etkin madddelerin ¢oktiiriilmesi sagland. Ustteki
stv1 kisim plastik tiiplere alindi, asetonitril ve su karisimi (70:30, h:h) ile seyreltildi,
vorteks ile Karigtirildi. Seyreltilen 6rnekler 0,45 pm Millex-LCR (PTFE) filtre ile
siizilerek HPLC siselerine alindi. Bu islem her bir karisim igin 3 defa tekrarlandi.
Hazirlanan 6rnekler HPLC yontemi ile analiz edildi.

Tablo 3-1: Etkin maddelerin mikroemiilsiyon ve merhem formiilasyonlari bilesenlerindeki
coziiniirliik calismalarinda kullamilan yardimci maddeler

Oleik asit, Capryol 90, Lauroglycol FCC, Labrafac PG, Tween 80
Yardimer Maddeler  TWween 20, Labrasol, Kolliphor EL, Kolliphor RH 40, PEG-400

Transcutol P ve Propilen glikol

3.2.1.4. Etkin Maddelerin Coziinme Ortamlarindaki Coziiniirliik Calismalari

In vitro salim ¢alismalarinda reseptor faz olarak fizyolojik kosulu taklit eden
izotonik hale getirilmis pH 7,4 fosfat tamponu (PBS, Phosphate buffered saline) tercih
edilir. Ancak etkin maddelerin ¢oziiniirliiklerinin diisiik olmas1 durumunda, ¢6ziinme
ortaminin sonsuz seyrelme (sink) kosulunu saglamasi i¢in, propilen glikol (Hosmer ve
ark. 2009), etanol (Lei ve ark. 2013) ve PEG 400 (Choa ve Shin 2012) gibi gesitli
yardimci ¢6ziicii maddeler ¢oziinme ortamina eklenebilmektedir. Takrolimus ve fusidik

asitin diisiik ¢oziiniirligii nedeniyle, pH 7,4 PBS’e %30 oraninda propilen glikol, etanol
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ve PEG 400 eklenerek farkli ¢oziinme ortamlart hazirlandi. Her ¢oziinme ortamindan
eppendorf tiiplere 1000’er pL alinarak, iizerlerine takrolimus ve fusidik asit etkin
maddelerinin asir1 miktarlar1 ayr1 ayri eklendi. Yontem 3.2.1.3.’te anlatildig1 sekilde

calisildi.

3.2.1.5. Etkin Maddelerin Mikroemiilsiyon ve Merhem Formiilasyonlari Bilesenleri
ile Safsizhik Calismalar:

Takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerinin, mikroemiilsiyon ve merhem
formiilasyonlarinda kullanilmas1 planlanan yardimci maddeler ile arasindaki etkilesimin
arastirilmasi i¢in safsizlik ¢aligmasi yapildi. Takrolimus ve fusidik asitin ve Tablo 3-2’de
verilen yardimci maddeler ile karisimlari hazirlandi. Bu karisimlarda; etkin maddeler
pazarda mevceut tiriinlerindeki konsantrasyonlarinda (%0, 1 takrolimus ve %2 fusidik asit)
yardimc1 maddeler ise hazirlanacak formiilasyonlarda kullanilabilecek en yiiksek
konsantrasyonda olacak sekilde ilave edildi. Bu dogrultuda, etkin maddelerin tek tek ve
bir arada olacak sekilde Tablo 3-2’de verilen yardimeir maddelerle siispansiyon halde
karigimlart hazirlandi. Bu karisimlardaki etkin maddelerin stabiliteleri 40+2°C sicaklik

ve %75+5 bagil nem kosulunda, 15 giin ve/veya 30 giin siire ile izlendi.

Safsizlik caligmalarinda, ayrica etkin maddeler kat1 halde tek olarak ve iki etkin
maddenin toz karisimlar1 hazirlanarak, ayni sicaklik ve nem kosulunda 30 giin ve 60°C
sicaklikta etiivde 7 giin bekletildi. Belirtilen siireler sonunda siispansiyon halde ve kati
halde fiziksel karisimlar balon jojelere alindi. Asetonitril ve su ¢oziicii karigimi (70:3;
h:h) ile seyreltildi, vorteks ile karigtirildi. Seyreltilen 6rnekler siringa ucu (Millex-LCR,
PTFE, 0,45 um Milipore) filtre ile siiziilerek HPLC siselerine alindi ve HPLC’de analiz
edildi.

Tablo 3-2: Etkin maddelerin mikroemiilsiyon ve merhem formiilasyonlar bilesenleri ile
safsizlik calismalarinda kullanilan yardimel maddeler

Oleik asit, Capryol 90, Kolliphor EL, Kolliphor RH 40, Transcutol P,

Yardimer Maddeler Propilen glikol, Propilen karbonat, Triasetin

3.2.2. Etkin  Madde Yiiklenmemis Mikroemiilsiyon = Formiilasyonlarimin
Optimizasyon Calismalan

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarin1 olusturmak icin literatiirde kayith su ile

titrasyon yontemi kullanildi (Butani ve ark. 2014). Yag, siirfaktan ve kositirfaktan karigimi
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manyetik karistiricida karisirken, bulaniklik olusuncaya kadar damla damla saf su
eklendi. Her su ilavesi sonrasinda suyun tamamen karigmasi i¢in bir siire beklendi, su
ilavesi tamamlandiginda, karistmin agirligi tartilarak sisteme eklenen su miktari
hesaplandi. Bulaniklik olusan karisimlarda ise c¢alisma tekrarlanarak berrakligin
korundugu su miktarlart saptandi. Mikroemiilsiyon formiilasyonlari hazirlanirken Tablo
3-3’te verilen yag, siirfaktan, kosiirfaktan ve bu maddelerin farkli oranlardaki karisimlar
ile formiilasyon ¢alismalar1 yapildi.

Tablo 3-3: Mikroemiilsiyonlarin formiilasyon ¢alismalarinda kullanilan bilesenler (yag,
siirfaktan, kosiirfaktan ve oranlar)

Siirfaktan- Yag:
Siirfaktan Kosiirfaktan
Yag Kosiirfaktan [S:KoS]
S) (KosS)
Oram (S:KoS) Oram
o Tween 80
Oleik asit,
Tween 20 PEG-400 11 1:9
Capryol 90,
Labrasol Transcutol P 1:2 2:8
Lauroglycol FCC d ) )
* Kolliphor EL Propilen glikol 2:1 3.7

Labrafac PG )
* Kolliphor RH 40

(*) Kolliphor RH 40 (Cremophor RH 40) ve Kolliphor EL (Cremophor EL) yardimc1 maddeleri hem siirfaktan hem
kosiirfaktan olarak mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda kullanilabilirler (Zhang ve Michniak-Kohna 2011; Giirbiiz ve
ark. 2015).

Hazirlanan formiilasyonlarin gorsel olarak incelenmesinin ardindan, faz ayrimi
olmayan, berrakligmmi koruyan ve %25-%50 aralifinda su igeren mikroemiilsiyon
formiillerinin damlacik boyutu ve polidisperiste indeksleri (PDI) 6l¢iildii. S6z konusu
mikroemiilsiyonlarin yag, siirfaktan (S) ve kosiirfaktan (KoS) bilesimleri ile S:KoS ile

Yag:S-KoS oranlari, Tablo 3-4, Tablo 3-5 ve Tablo 3-6’da sunulmaktadir.



59

Tablo 3-4: Bir siirfaktan ve bir kosiirfaktan iceren mikroemiilsiyon formiilleri

Formiil Yag S:KoS Su Yag:
kodu fam Siirfaktan Kosiirfaktan Oram fam S-KoS
Oram
OLT Labrasol Transcutol P 1:1 1:9
OLCeL Labrasol Kolliphor EL 1:1 1:9
OLCg -1 Labrasol Kolliphor EL 2.1 1:9
OLCgn Labrasol Kolliphor RH 40 1:1 1:9
OCruT Kolliphor RH 40 Transcutol P 1:1 1:9
OTeoT Tween 80 Transcutol P 1:1 1:9
OTeoT-1 Tween 80 Transcutol P 1:1 2:8
OTeoT-2 o Tween 80 Transcutol P 1:1 3:7
OTeoT-3 " Tween 80 Transcutol P 1:2 1:9
OTeT-4 Tween 80 Transcutol P 1:2 2:8
oTT Tween 20 Transcutol P 1:1 1:9
oTT-1 Tween 20 Transcutol P 1:1 2:8
OCeT Kolliphor EL Transcutol P 1:1 1.9
OCe. T-1 Kolliphor EL Transcutol P 1:1 2:8
OCe. T-1 Kolliphor EL Transcutol P 1:2 Su 1:9
OCg.T-3 Kolliphor EL Transcutol P 1:2 2:8
LrcLCeL Labrafac Labrasol Kolliphor EL 1:1 1:9
LpcLCeL-1 PG Labrasol Kolliphor EL 1:1 2:8
CLT (1:1) Labrasol Transcutol P 1:1 1:9
CLT (1:1)-1 Labrasol Transcutol P 1:1 2:8
CLT (1:1)-2 Labrasol Transcutol P 1:1 3.7
CLT (1:2) Capryol Labrasol Transcutol P 1:2 1:9
CLT (1:2)-1 90 Labrasol Transcutol P 1:2 2:8
CLT (2:1) Labrasol Transcutol P 2:1 1:9
CLT (2:1)-1 Labrasol Transcutol P 2:1 2:8
LLT (1:1) Labrasol Transcutol P 1:1 1:9
LLT (1:1)-1 Lauro Labrasol Transcutol P 1:1 2:8
LLT (2:1) gllfgl Labrasol Transcutol P 2:1 1:9

LLT (2:1)-1 Labrasol Transcutol P 2:1 2:8
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Tablo 3-5: iki kosiirfaktan iceren mikroemiilsiyon formiilleri

Yag:
Formiil Yag Kosiirfaktan S:KoS Su &
Siirfaktan ] S-KoS
kodu faz kombinasyonu Oram  fazi
Oram
OTT-PEG ) 1:2 1:9
Oleik PEG
OTT-PEG-1 ] Tween 20  Transcutol P 11 Su 1:9
asit 400
OTT-PEG-2 2:1 1:9
Tablo 3-6: Iki siirfaktan iceren mikroemiilsiyon formiilleri
Yag:
Formiil Yag Siirfaktan S:KoS Su
4 Kosiirfaktan S-KoS
kodu faz1 kombinasyonu Oram fan
Oram
OLT-CeL ) 4 1:1 1:9
Oleik Kolliphor
OLT-Cg.-1 ) Labrasol Transcutol P 1:2 Su 1:9
asit EL
OLT-CgL-2 1:1 2:8

3.2.2.1. Ucgen Faz Diyagramlarimin Cizilmesi

Formiilasyon calismalar1  verileri  dogrultusunda, mikroemiilsiyonlarin
olusturulmasinda  kullanilacak yag fazi, siirfaktan ve  kosiirfaktanlar ile
sirfarktan:kostirfaktan  oranlar1  belirlendi. Mikroemiilsiyonlardaki  bilesenlerin
konsantrasyon araligini belirleyebilmek i¢in {iggen faz diyagramlar (Sintov ve Shapiro

2004; Zhao ve ark. 2014; Erdal ve ark. 2016) hazirland.

Mikroemiilsiyon formiilasyonlari; siirfaktan-kosiirfaktan (S:KoS) oranlart 1:2,
1:1, 2:1 olarak, yag fazinin S-KoS karigimina orani ise 1:9, 2:8, 3.7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3,
8:2, 9:1 olacak sekilde calisildi. Ucgen faz diyagramlarmnin olusturulmas: igin
mikroemiilsiyonlar hazirlanirken yontem 3.2.2.°de belirtilen “su ile titrasyon yontemi”
kullanild1. Her Y:S-KoS:Su karisimi gorsel agidan tek fazli veya iki fazli olmasina gore
degerlendirildi. Bu ¢caligmada bulaniklagsma faz ayrimi olarak diisiiniildii (Hathout ve ark.
2010a). Bulaniklasan ve faz ayrimi olusan karisimlar berrak olarak yeniden hazirlandi.
Bu dogrultuda ilave edilen toplam su miktar1 ile 6nceden belirlenen miktarda hazirlanan
Y:S-KoS karistmimin agirligi toplanarak toplam icerik agirligi belirlendi. Boylece her
sistem icin kullanilan yardimc1 maddelerin yiizdeleri hesaplandi. Bu veriler yardimiyla

ticgen faz diyagramlari ¢izildi.
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3.2.2.2. Mikroemiilsiyonlarin Sec¢ilmesi

Onformiilasyon c¢alismalar1 kapsaminda yapilan ¢oziiniirlik ve safsizlik
caligmalar1 verileri ile etkin madde yiiklii olmayan mikroemiilsiyonlarin su tutma
kapasiteleri, damlacik boyutu ve dagilimlari, fiziksel goriintimleri dikkate alinarak, ayrica
ticgen faz diyagramlar1 da kullanilarak belirlenen mikroemiilsiyon formiilasyonlari etkin

madde yliklemek tizere se¢ildi.

S6z konusu mikroemiilsiyonlardan yag fazi Capryol 90, siirfaktan1 Labrasol,
kosiirfaktan Transcutol P olan ve S:KoS oranlarnt 1:1, 2:1, 1:2 belirlenen

mikroemiilsiyonlar sirastyla “CLT (1:1)” “CLT (2:1)” ve “CLT (1:2)” olarak kodlandu.

Yag fazi oleik asit olanlar ise siirfaktan bilesimi Labrasol:Kolliphor EL (SI:SlI=
2:1), kostirfaktan1 Transcutol P ve S:KoS oran1 1:1 olan mikroemiilsiyon “OLT-CEL”
olarak; strfaktant Labrasol, kostirfaktani Transcutol P ve S:KoS orani 1:1 olan
mikroemiilsiyon “OLT” olarak; siirfaktan1 Tween 20, kosiirfaktan bilesimi Transcutol
P:PEG 400 (KoSI:KoSII=3:1) ve S:KoS oran1 1:2 olan mikroemiilsiyon “OTT-PEG”
olarak; siirfaktam1 Tween 20, kosiirfaktan1 Transcutol P ve S:KoS orami 1:1 olan

mikroemiilsiyon “OTT” olarak kodlandi.

3.2.3. Etkin Madde Yiiklenmemis Merhem Formiilasyonlarimn Optimizasyon
Cahismalan

Merhem formiilasyonlar1 hazirlanirken Tablo 3-7°de verilen sivag, siirfaktan ve
coziictilerin farkli oranlardaki karisimlar: ile formiilasyon gelistirme calismalar1 yapildi.
Formiilasyonlar hazirlanirken oda sicakliginda kati olan sivaglar eritildi. Daha sonra
¢oziicii veya coziiciiler bu yagh faza eklenerek oda sicakliginda manyetik karistirict
yardimiyla karistirildi ve fomiilasyonun homojen olmasi saglandi. Elde edilen merhemler

oda sicakliginda bir siire bekletilerek formiilasyon biitiinliigii agisindan degerlendirildi.

Tablo 3-7: Merhemlerin formiilasyonlarinda kullanilan yag, siirfaktan, ¢oziiciiler

Sivag Siirfaktan (S) Coziicii
Capryol 90
] Setostearil alkol Transcutol P
Vazelin . .
Balmumu Propilen glikol

S1v1 parafin o
Kat1 parafin Triasetin

Propilen karbonat
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Hazirlanan merhem formiilasyonlarindan ¢6ziiciisii Transcutol P ve Capryol 90
olan ve sivag olarak vazelin, siv1 parafin, balmumu ve/veya setostearil alkol kullanilarak
hazirlanan merhemler “MR-TC” olarak kodland1 (MR-TC-1, MR-TC-2, MR-TC-3, MR-
TC-4, MR-TC-5, MR-TC-6 ve MR-TC-7).

Coziictisii Triasetin olan sivag olarak vazelin, s1v1 parafin, balmumu ve/veya kati
parafin-propilen glikol kullanilarak hazirlanan merhemler “MR-TA” olarak kodlandi
(MR-TA-1, MR-TA-2, MR-TA-3, MR-TA-4 ve MR-TA-5).

Coziictisii Propilen karbonat olan ve vazelin, sivi parafin, balmumu ve/veya kati
parafin-propilen glikol kullanilarak hazirlanan merhemler “MR-PC” olarak kodlandi
(MR-PC-1, MR-PC-2, MR-PC-3, MR-PC-4 ve MR-PC-5).

3.2.4. Etkin Maddelerin Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar
Tayini Yonteminin Gelistirilmesi Calismalar

Formiilasyonlar1 gelistirilen takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerinin yapilan
analizlerinde Orneklerdeki miktarlarinin hesaplanmasi i¢in Amerika Farmakopesi’nde
(USP, Amerika Farmakopesi 2013) takrolimus igin kayitli yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi kullanildi. Her iki etkin maddenin tek bir analiz ile ayni
kromatogramda piklerinin elde edilerek miktarlarinin hesaplanmasi i¢in USP’de kayitli

yontemde bazi degisiklikler yapilarak yontem belirlendi.

HPLC yonteminin gelistirilmesi caligmalari kapsaminda; kayitl yontemdeki
hareketli fazin bilesiminde bulunan organik ¢oziicii oranlari artirilarak, kromatogramdaki
her iki etkin maddeye ait piklerin alikonma zamanlarinin daha 6ne ¢ekilmesi saglandi.
Her iki etkin maddenin analizlerde giivenilir bir sekilde miktar tayini limitlerini artirmak
ve aym zamanda piklerin keskinligi koruyarak kromatogramlar1 elde etmek igin,

uygulanan 6rneklerin enjeksiyon hacmi artirildi.

Gelistirilen HPLC yontemi; takrolimus ve fusidik asitin ¢oziiniirliik ¢aligsmalari,
miktar tayini ve stabilite ¢aligmalarinda hazirlanan orneklerdeki etkin maddelerin
miktarlarmin hesaplanmasinda ve safsizlik analizleri i¢in kullanildi. Ayrica, bu yontem
in vitro salim ve in vitro deriden penetrasyon calismalarinda elde edilen 6rneklerdeki

fusidik asit miktar tayini i¢in kullanildi.
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3.2.4.1. Analiz Cahsma Kosullar:

Takrolimus ve fusidik asitin belirtilen 6rneklerdeki analizlerinde 150 x 4.6 mm,
boyutlarinda ve 3 um partikiil biiyiikliige sahip C18 HPLC kolonu kullanildi. Ayirca, in
vitro deriden penetrasyon ¢alismalarinda, ¢alismada kullanilan deri dokusundan gelen
kirlilikleri 6nlemek i¢in 10 x 4 mm boyutlarinda, ayn1 partikiil biiylikliigiine sahip Ci1s 6n
kolonu kullanildi. Kolon sicaklig1 60°C’ye ayarlandi. Hareketli fazin akis hiz1 1,5 mL/dk.

olarak uygulandi.

Analizler, her iki madddeyi i¢eren formiilasyonlarin miktar tayini ve stabilite
calismalarinda hazirlanan 6rnekler icin 205 nm ultraviyole dalga boyunda yliriitiildii.
Ayn1 formiilasyonlarin safsizlik analizleri takrolimus i¢in ayni1 dalga boyunda (205 nm)
fusidik asit i¢inse 260 nm’de gergeklestirildi. Diger caligmalardaki tiim Ornekler i¢in

analizler 220 nm’de yapildu.

3.2.4.2. Hareketli Fazin Hazirlanmasi
Takrolimus ve fusidik asitin miktar tayininde USP 36’da takrolimus i¢in kayith

yontemde verilen gradient kosullar1 optimize edildi.

Analizlerde kullanilan hareketli faz; A hareketli fazin ve B hareketli fazin gradient
olarak kullanilmasiyla hazirlandi. A fazi ¢6zeltisinin hazirlanmasi i¢in %85°lik orto
fosforik asit ¢ozeltisinden 0,4 mL alindi1 ve 500 mL ultra saf su bulunan 1000 mL’lik
balon jojeye aktarilarak karistirildi ve hacmine ultra saf su ile tamamlandi (Cozelti 1). B
faz1 ¢oOzeltisinin hazirlanmasi igin, asetonitril ile ter-butil metil eter (810:190; h:h)
oraninda karistirildi (Cozelti IT). A hareketli fazi; Cozelti I: Cozelti I (4:1; h:h) oraninda,
B hareketli fazi; Cozelti 1:Cozelti II (1:4; h:h) oraninda karistirilarak hazirlandi. Her iki

faz da kullanilmadan 6nce en az 15 dk. ultrasonik banyoda degaze edildi.

Takrolimus ve fusidik asit safsizliklari i¢in ayn1 hareketli faz kullanildi. Gradient

kosullar1 miktar tayini yontemine gore tekrar optimize edildi.

3.2.5. Takrolimusun HPLC Miktar Tayini Yonteminin Validasyon Calismalari
Analitik yontem validasyonu, bir test yonteminin kesin ve dogru bir sekilde

stirekli olarak bekleneni gerceklestirdiginin kanitlanmasidir (ICH Tripartite Guideline

Q2(R1) 2005). Kullanilan analitik yontemin validasyonu i¢in dogrusallik (linearity),

kesinlik (precision), dogruluk/geri kazanim (accuracy), secicilik (specificity), teshis limiti
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(detection limit), miktar tayini limiti (quantification limit) ve stabilite parametreleri

calisild.

3.2.5.1. Standart Orneklerin Hazirlanmasi

Miktar tayini yonteminin validasyonu i¢in 10 mg takrolimus hassas olarak tartilip
balon joyeye alind1. Uzerine asetonitril ve su karisimi (70:30; h:h) ilave edildi, vorteks ile
kanigtirilarak  ¢oziindiirtildii. Hacim 10 mL’ye tamamlanarak 1000 pg/mL
konsantrasyonda takrolimus igeren stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 1000 uL
mikropipetle alinarak eppendorf tiibe aktarildi, iizerine 1000 pL asetonitril ve su karisimi
(70:30; h:h) ilave edilerek 2 mL’ye seyreltildi ve 500 ng/mL konsantrasyonda ara stok

¢Ozeltisi hazirlandi.

500 pg/mL konsantrasyondaki ara stok c¢ozeltiden seri seyreltmeler yapilarak
strastyla 1000, 800, 1000, 1000, 800, 1000 uL alind1 ve her biri asetonitril ve su karigimi
(70:30; h:h) ile 2 mL’ye seyreltildi. Boylece sirasiyla 250, 100, 50, 25, 10 ve 5 ug/mL
konsantrasyonlarda standart c¢ozeltiler hazirlandi. Seyreltmelerin her basamaginda

standart ¢ozeltiler once vorteks ile karistirildi, sonra seyreltmeleri yapildi.

3.2.5.2. Dogrusallik
Bir analitik yontemde elde edilen bulgularin 6rnek ¢ozeltisi igindeki madde
konsantrasyonu ile belli bir aralikta olmas1 yontemin dogrusalligi olarak tanimlanir (ICH

Tripartite Guideline Q2(R1) 2005).

Miktar tayini yonteminin dogrusalligi i¢in yontem 3.2.5.1.°de anlatildig1 gibi
takrolimus stok cozeltisi ve ara stok ¢Ozeltisi hazirlandi. Bu ara stok ¢6zeltiden seri
seyreltmeler yapilarak 250, 100, 50, 25, 10 ve 5 pg/mL konsantrasyonlarda standart

¢Ozeltiler hazirlandi.

Hazirlanan standart ¢ozeltiler HPLC’ye enjekte edildi. 6 farkli konsantrasyonun
3 ayr1 enjeksiyon ile elde edilen pik alanlar1 hesaplanarak standart egri ¢izildi. Dogru
denklemi, determinasyon katsayis1 (r?), standart sapma (SD) ve relatif standart sapma
(RSD) degerleri hesaplandi.

3.2.5.3. Kesinlik
Bir analitik yontemde, belirli bir ¢alisma kosullarinda hazirlanan ayni 6rnek

cozeltisinden birden fazla seyreltme ile elde edilen bir serinin Olgiimleri arasindaki
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uyumun yakinlig1 kesinlik olarak tanimlanir. SD veya % RSD degerleri ile ifade edilir.
Yontemin kesinligi icin RSD degeri %2 den kiiciik olmalidir (ICH Tripartite Guideline
Q2(R1) 2005).

Analitik yontemin kesinliginin tayini i¢in yontem 3.2.5.1.°de belirtildigi gibi
takrolimus stok ve ara stok ¢ozeltileri hazirlandi. Ara stok ¢ozeltiden 5, 25 ve 50 ug/mL

konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi ve asagida belirtildigi sekilde calisildi.

Giin i¢i kesinlik: Belirtilen konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltiler 3 kez analiz

edildi. Elde dilen pik alanlarinin ortalamalari, SD ve % RSD degerleri hesaplandi.

Giinler aras1 Kesinlik: Bir giin i¢inde yapilan kesinlik ¢aligmalar1 2. ve 3.

giinlerde tekrarlandi.

3.2.5.4. Dogruluk
Elde edilen deney sonuglarinin gercek degere veya kabul edilen bir referansa olan

yakimlhigidir (ICH Tripartite Guideline Q2(R1) 2005).

Kullanilan analitik yontemin dogrulugu takrolimus yiiklii dért mikroemiilsiyon
formiilasyonu ile calisildi. Bunun i¢in mikroemiilsiyonlarin plasebo formiilasyonlari
hazirlandi. Her bir plasebodan 0,5 g tartilarak 10 mL’lik balon jojelere aktarildi.
Uzerlerine 1000 pg/mL takrolimus stok ¢dzeltisinden 1’er mL hacimde ilave edildi ve
balon jojeler asetonitril ve su 70:30 (h:h) ile hacmine tamamlandi, vorteksle karistirildi.
Boylece etkin madde+formiilasyon igeren %100’liilk konsantrasyonlarda c¢ozeltiler
hazirlandi. Her bir ¢ozelti siringa ucu (0,45 um, PTFE, Millex-LCR, Milipore) filtre ile
stiziilerek HPLC’de analiz edildi. Caligma ii¢ kez tekrarlandi. Dogru denklemi yardimiyla

cozeltilerdeki takrolimus konsantrasyonu hesaplandi.

3.2.5.5. Secicilik
Analitik yontemin segiciligi analiz edilecek maddeyi 6rnekte varlig: tespit edilmis
ve analiz edilecek madde ile girisim yapabilecek diger bilesenlerden farkli olarak 6lgme

yetenegi olarak tanimlanir (S6giit-Ertag ve Kayal1 2005).

Bu amaca yonelik etkin madde icermeyen formiilasyonlar asetonitril ve su 70:30
(h:h) ile ekstre edildikten sonra HPLC’de analiz edildi. Etkin madde takrolimusun pik

verdigi alana girisim yapip yapmadiklar1 saptandi.
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3.2.5.6. Teshis Limiti (TL) ve Miktar Tayini Limiti (MTL)

Analitik yontemin en diisiik derisimleri tespit edebilme kabiliyetidir.
Degerlendirme, teshis limiti (TL) ve miktar tayini limiti (MTL) olarak yapilir. Teshis
limiti (Dedection limit, DL) analiz edilecek maddenin analitik bir islemle tayin
edilebilecek en diisik miktar1 veya konsantrasyonudur. Miktar tayini limiti
(Quantification limit, QL) analiz edilecek maddenin analitik bir islemle uygun dogruluk
ve kesinlikle tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyonudur (ICH Tripartite Guideline
Q2(R1) 2005).

TL ve MTL hesab1 i¢in 3 tane kalibrasyon dogrusunun egimlerine ait standart

sapma degerleri asagidaki denklemlere yerlestirildi.

3,30

TL= %

3-1)

MTL=22 (3-2)

o = Kalibrasyon dogrusunun egimine ait standart sapma degeri

S= Ortalama kalibrasyon dogrusu egimi

3.2.5.7. Stabilite

Hazirlanan Orneklerin analizi siiresince iclerindeki takrolimusun dayanakli
oldugundan emin olmak i¢in stabilite caligmas1 yapildi. Calismada 6rneklerin hazirlanma
sliresi ve analiz siiresi i¢in gereken siire dikkate alinarak 6rnekleme zamanlar1 0. 24. 48.
ve 72. saat olarak belirlendi. Bu amagla yontem 3.2.5.1.’de belirtildigi gibi takrolimus
stok ve ara stok c¢ozeltileri hazirlandi. Bu ara stok ¢ozeltiden 50 pg/mL konsantrasyonda

standart ¢ozeltiler hazirlandi.

3.2.6. Fusidik Asitin HPLC Miktar Tayini Yonteminin Validasyon Calismalari
Kullanilan analitik yontemin validasyonu i¢in dogrusallik (linearity), kesinlik

(precision), deri ve bant 6rneklerinden etkin maddenin geri kazanimi (accuracy), segicilik

(specificity), teshis limiti (detection limit), miktar tayini limiti (quantification limit) ve

stabilite parametreleri ¢alisildi.

3.2.6.1. Standart Orneklerin Hazirlanmasi
Miktar tayini yonteminin dogrusallig1 icin 10 mg fusidik asit hassas olarak tartilip
balon joyeye alindi. Uzerine asetonitril ve su karisgimi (70:30; h:h) ilave edildi, balon

jojede vorteks ile kanistirilarak ¢ozilindiiriildii. Hacim 10 mL’ye tamamlanarak 1000
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ng/mL konsantrasyonda fusidik asit igceren stok c¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden
1000 pL mikropipetle alinarak 10 mL’lik baska bir balon jojeye aktarildi ve asetonitril ve
su 70:30 (h:h) ile hacmine tamamlandi. Boylece, 100 pg/mL konsantrasyonda fusidik asit
ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ara stok ¢ozeltiden de asetonitril ve su karigimi (70:30;
h:h) ile seri seyreltmeler yapilarak 25, 10, 5, 2,5 1, 0,5 ve 025 pg/mL
konsantrasyonlarda standart cozeltiler hazirlandi. Seyreltmelerin her basamaginda
standart ¢ozeltiler once vorteks ile karigtirildi, sonra seyreltmeleri yapildi. Seyreltmelerin

homojen olmasi saglandi.

3.2.6.2. Dogrusallik

Miktar tayini yonteminin dogrusalligi icin yontem 3.2.6.1.°de anlatildig1 gibi
fusidik asit stok c¢ozeltisi hazirland1 (1000 pg/mL). Bu stok ¢ozeltiden 100 pg/mL
konsantrasyonda ara stok cozeltisi ve seri seyreltmelerle 25, 10, 5, 2,5, 1, 0,5 ve 0,25
ug/mL konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler asetonitril ve su 70:30 (h:h) ile hazirland.
7 farkli konsantrasyonun 3 ayr1 enjeksiyon ile elde edilen pik alanlar1 hesaplanarak

standart egri ¢izildi. Dogru denklemi, 12, SD ile RSD degerleri hesapland.

3.2.6.3. Kesinlik

Analitik yontemin kesinliginin tayini i¢in yontem 3.2.6.1.°deki gibi fusidik asit
stok ve ara stok c¢ozeltileri hazirlandi. Ara stok ¢ozeltiden 5, 2,5 ve 1 pg/mL
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Giin i¢i kesinlik ile giinler arasi1 kesinlik

yontem 3.2.5.3.’te kesinlik boliimiinde anlatildig gibi ¢aligildi.

3.2.6.4. Deriden ve Banttan Fusidik asidin Geri Kazanimi (Dogruluk)

In vitro deriden penetrasyon ¢alismalarinda deri numunelerinden bantla soyma
islemiyle uzaklastirilan fusidik asit miktarin1 saptamak i¢in bilinen konsantrasyonlar
kullanilarak ekstraksiyon yonteminin dogrulugu calisildi. Bu amacla tiim kalinlikta
domuz derilerinin ve bantlarin (Scotch 3M Book Tape 3 M, 845) ilizerlerine bilinen
konsantrasyonda fusidik asitin aseton i¢indeki ¢ozeltisinden eklendi (25 pg/mL ve 125
png/mL, n=3). Deri ile bant 6rnekleri ¢eker ocakta bekletilerek aseton uguruldu ve 6rnekler
10’ar mL asetonitril ve su karigimi (70:30; h:h) ile 18 saat oda sicakliginda ekstrakte
edildi. Deri ve bant ekstraktlari siringa ucu (0,45 um, PTFE, Millex-LCR, Milipore) filtre
ile siiziilerek HPLC siselerine alind1 ve HPLC’de analiz edildi.
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Analitik yontemin dogrulugu calisilirken kullanilan deri ve bant Grnekleri
penetrasyon calismasinda kullanilan Franz diflizyon hiicrelerinin alanlarma (4,91 cm?)
yakin olacak sekilde (2,3 x2,3=5,29 cm?) kesildi. Boylece, deri ve bant iizerindeki bilinen

fusidik asit konsantrasyonlar1 pg/cm? olarak hesaplandi.

3.2.6.5. Secicilik
Yontemin seciciligi i¢in, yontemde kullanilan domuz derisi ve yapiskan bant
asetonitril ve su 70:30 (h:h) ile ekstre edildikten sonra HPLC’de analiz edildi. Orneklerin

fusidik asitin pik verdigi alana girisim yapip yapmadiklari saptandi.

3.2.6.6. Teshis Limiti (TL) ve Miktar Tayini Limiti (MTL)
TL ve MTL hesabr i¢in 3 tane kalibrasyon dogrusunun egimlerine ait standart

sapma degerleri 3.2.5.6.’da belirtilen denklemler ile hesaplanda.

3.2.6.7. Stabilite

Penetrasyon ¢aligsmasi ve analiz siiresince numunelerdeki fusidik asitin dayanikli
oldugundan emin olmak i¢in stabilite ¢alismasi yapildi. Bu amagla yontem 3.2.6.1.°deki
gibi fusidik asit stok ve ara stok ¢ozeltileri hazirlandi. Ara stok ¢ozeltiden 25 pg/mL
konsantrasyonda ornek ¢ozeltiler hazirlandi. 0. 24. 48. 72. saatlerde HPLC kolonuna
enjekte edildi. Elde edilen pik alanlari kullanilarak fusidik asit konsantrasyonunda

degisiklik olup olmadig: ve farkli bir pik olusup olusmadig saptandi.

3.2.7. Fusidik Asitin In Vitro Salim Calismalarinda Kullamlan HPLC Miktar Tayini
Yonteminin Validasyon Calismalar

Kullanilan analitik yontemin validasyonu i¢in dogrusallik (linearity), kesinlik
(precision), dogruluk/geri kazanim (accuracy), secicilik (specificity), teshis limiti
(detection limit), miktar tayini limiti (quantification limit) ve stabilite parametreleri

calisild.

3.2.7.1. Standart Orneklerin Hazirlanmasi
In vitro salim ¢alismasinda sonsuz seyrelme kosulunu saglamak i¢in pH 7,4 PBS
ve etanol 70:30 (h:h) ¢o6zeltisi kullanildi. Bu ¢ozelti, reseptor faz olarak isimlendirildi ve

standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilda.

Miktar tayini yonteminin dogrusallig1 icin 10 mg fusidik asit hassas olarak tartilip

balon joyeye alindi. Uzerine asetonitril ve su karigimi (70:30; h:h) ilave edildi, balon
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jojede vorteks ile karistirilarak ¢oziindiiriildii. Hacim 10 mL’ye tamamlanarak 1000
ng/mL konsantrasyonda fusidik asit igceren stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden
1000 pL mikropipetle alinarak eppendorf tiibe aktarildi, lizerine 1000 pL reseptor faz
cozeltisi ilave edilerek 2 mL’ye seyreltildi ve 500 ug/mL konsantrasyonda ara stok
¢ozeltisi hazirlandi. 500 pg/mL konsantrasyondaki ara stok ¢ozeltiden seri seyreltmeler
yapilarak sirasiyla 1000, 800, 1000, 1000, 800, 1000 pL alind1 ve her biri reseptdr faz ile
PBS: Etanol 70:30 (h:h) 2 mL’ye seyreltildi. Boylece sirasiyla 250, 100, 50, 25, 10 ve 5
ng/mL konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Seyreltmelerin her basamaginda

standart ¢ozeltiler Once vorteks ile karistirildi, sonra seyreltmeleri yapildi.

3.2.7.2. Dogrusallik

Miktar tayini yonteminin dogrusalligi i¢cin yontem 3.2.7.1.°de anlatildig1 gibi
fusidik asit stok ¢Ozeltisi ve ara stok c¢ozelsitisi hazirlandi. Bu ara stok ¢ozeltiden seri
seyreltmeler yapilarak 250, 100, 50, 25, 10 ve 5 ug/mL konsantrasyonlarda standart

¢Ozeltiler hazirlandi.

Hazirlanan standart ¢6zeltiler HPLC’ye enjekte edildi. 6 farkli konsantrasyonun
(250, 100, 50, 25, 10 ve 5 pg/mL) 3 ayr1 enjeksiyon ile elde edilen pik alanlar1 hesaplandi,
standart egri ¢izildi. Dogru denklemi, r?, SD ile RSD degerleri hesapland.

3.2.7.3. Kesinlik

Analitik yontemin kesinliginin tayini i¢in yontem 3.2.7.1.°de belirtildigi gibi
fusidik asit stok ve ara stok ¢ozeltileri hazirlandi. Ara stok ¢ozeltiden 5, 25 ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Giin i¢i kesinlik ile giinler aras1 kesinlik

yontem 3.2.5.3.’te Kesinlik boliimiinde anlatildig: gibi ¢aligildi.

3.2.7.4. Dogruluk

Kullanilan analitik yontemin dogrulugu i¢in in vitro salim ¢aligmasinda salim
Ozellikleri arastirilan ¢oziiclisii Propilen karbonat olan ve sivag olarak vazelin, sivi
parafin, balmumu, kat1 parafin iceren takrolimus ve fusidik asit yiikli merhem
formiilasyonunun plasebosu yontem 3.2.5.4. anlatildig1 sekilde hazirlandi. Plasebodan
0,5 g tartilarak 10 mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine 1000 pg/mL fusidik stok
cozeltisinden 1 mL hacimde ilave edildi ve balon joje reseptdr faz ile hacmine
tamamlandi, vorteksle karistirildi. Etkin madde+formiilasyon igeren %100’liik

konsantrasyondaki ¢6zelti siringa ucu (0,45 pm, PTFE, Millex-LCR, Milipore) filtre ile



70

stiziilerek HPLC’de analiz edildi. Calisma {i¢ kez tekrarlandi. Dogru denklemi yardimiyla

cozeltilerdeki fusidik asit konsantrasyonu hesaplandi.

3.2.7.5. Secicilik
Yontemin segiciligi i¢in etkin maddeleri igermeyen formiilasyon reseptor fazla
ekstre edildikten sonra HPLC’de analiz edildi. Etkin madde fusidik asidin pik verdigi

alana girisim yapip yapmagi saptandi.

3.2.7.6. Teshis Limiti (TL) ve Miktar Tayini Limiti (MTL)
TL ve MTL hesabr i¢in 3 tane kalibrasyon dogrusunun egimlerine ait standart

sapma degerleri 3.2.5.6.’da belirtilen denklemler ile hesaplanda.

3.2.7.7. Stabilite

In vitro salim c¢aligmasi siiresince numunelerdeki fusidik asitin dayanikli
oldugundan emin olmak i¢in stabilite ¢alismasi yapildi. Bu amacla 3.2.7.1.’de anlatildig
gibi fusidik asit stok ¢ozeltisi hazirlandi (1000 pg/mL). Bu stok ¢6zeltiden reseptor fazla
seyreltme yapilarak 10 ng/mL konsantrasyonda 6rnek ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltiler
0. 2. 4.6. 8. 24. ve 48. saatlerde HPLC kolonuna enjekte edildi. Elde edilen pik alanlari
kullanilarak, 48 saat siire ile fusidik asit konsantrasyonunda degisiklik olup olmadig: ve

farkli bir pik olusup olusmadig: saptandi.

3.2.8. Takrolimusun Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (LC-MS) ile Miktar
Tayini Yonteminin Gelistirilmesi

Siv1 kromatografisi kiitle spektrometrisi (LC-MS) HPLC yonteminin kiitle
spektrometrisi yontemi ile kombinasyonudur. Ayrimi tam gerceklesmemis analitler icin
daha kesin bir teshis ve kantitatif tayin imkan1 saglamaktadir. Bu yontemde HPLC ile
fizikokimyasal Ozelliklerine goére ayrilan molekiiller kiitle detektorii ile analiz

edilmektedir (Anilmert 2014 p.63).

Takrolimus i¢eren formiilasyonlarin in vitro salim ¢alismasi ile in vitro deriden
penetrasyon calismasi orneklerinin analizinde LC-MS yontemi kullanildi. S6z konusu
caligmalar i¢in litaratiirde takrolimus i¢in kayitli (Goebel ve ark. 2011) LC-MS yontemi
bazi degisiklikler yapilarak kullanildi. Hem in vitro salim hem de in vitro deriden
penetrasyon ¢alismalarinda elektrospray voltaji artirildi. In vitro salim calismasi igin
hareketli fazdaki formik asit yiizdesi artirildi. In vitro deriden penetrasyon galismasi igin

ise enjeksiyon hacmi artirildu.
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3.2.8.1. Analiz Cahsma Kosullari

Analizlerde 50 x 3 mm boyutlarinda 2,7 um partikiil biiyiikliigtine sahip C1g kolon
kullanildi. Penetrasyon ¢alismalarina ait 6rneklerdeki deriden gelen kirlilikleri 6nlemek
icin ayrica 10 x 2,1 mm, 3 um partikiil biiyiikliigiine sahip C1g 6n (koruyucu) kolonu
kullanildi. Kolon sicakligi 60°C sicakliga ayarlandi. Sistemin akis hiz1 0,2 mL/dk. olarak
uygulandi.

Kiitle spektrometrik dedeksiyonu elektrospray iyonizasyon ile pozitif modda
yapildi. Elektrospray voltaji 5000 V ve fragmantor voltaj 250 V olarak; elektrospray
iyonizasyonun gaz sicakligi 250°C ve gaz akis1 10 L/dk olarak calisildi. Internal standart
olarak Agilent marka 2,5 mM HP-0921 kodlu ¢6zelti kullanildi. Bu ¢ozelti asetonitril:su
karisiminda (90:10; h:h) 2,5 mM hexakis (1H, 1H, 3H-tetrafluoropropoxy)phosphazine’
den olusmaktadir. S6z konusu ¢ozeltide yer alan ve analizde diizeltme i¢in kullanilan
kiitleler 122 ve 922°dir.

3.2.8.2. Hareketli Fazin Hazirlanmasi

In vitro salim ¢aligmasi ile in vitro deriden penetrasyon ¢alismasi i¢in analizlerde
kullanilacak hareketli faz, A hareketli faz1 ve B hareketli faz1 olarak 35:65 (h:h) oraninda
hazirlandi ve gradient kosulda caligildi. In vitro deriden penetrasyon ¢alismasinda A
hareketli faz1 %0,005°lik formik asit ¢ozeltisi olarak hazirlandi. In vitro salim ¢alismasi
icin ise A hareketli fazindaki formik asit ¢ozeltisinin yiizdesi artirildi. Her iki ¢alisma i¢in

B hareketli faz1 %100 asetonitril olarak kullanildi.

3.2.9. Takrolimusun In vitro Salim Cahsmalarinda Kullanilan LC-MS Miktar
Tayini Yonteminin Validasyonu

Kullanilan analitik yontemin validasyonu i¢in dogrusallik (linearity), teshis limiti

(detection limit), miktar tayini limiti (quantification limit) parametreleri ¢aligildi.

3.2.9.1. Standart Orneklerin Hazirlanmasi

In vitro salim ¢alismasinda sonsuz seyrelme kosulunu saglamak i¢in yontem
3.2.7.1°de oldugu gibi izotonik pH 7,4 PBS ve etanol karigimi1 (70:30; h:h) reseptor faz
olarak kullanildi. Standart ¢ozeltilerde ayn1 reseptdr faz ¢oziicli sistemi ile seyreltilerek

hazirlandi.

Miktar tayini yonteminin validasyonu i¢in 10 mg takrolimus hassas olarak tartilip

balon joyeye alindi. Uzerine asetonitril ve su karigtmi (70:30; h:h) ilave edildi, balon
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jojede vorteks ile karistirilarak ¢ozlindiirtildii. Hacim 10 mL’ye tamamlanarak 1000
ng/mL konsantrasyonda takrolimus igeren stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden
1000 pL mikropipetle alinarak eppendorf tiibe aktarildi, lizerine 1000 pL reseptor faz
ilave edilerek 2 mL’ye seyreltildi ve 500 pg/mL konsantrasyonda 1. Ara stok ¢dzeltisi
hazirlandi. 1. Ara stok ¢ozeltiden 1000 pL mikropipetle alinarak 10 mL’lik balon jojeye
aktarild1 ve hacmine reseptor faz ile tamamlandi. Boylece 50 pg/mL konsantrasyonda 2.
Ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. 2. Ara stok ¢ozeltiden 1000 pL mikropipetle alinarak 10
mL’lik balon jojede hacmine reseptor faz ile tamamlanarak 5 pg/mL (5000 ng/mL)
konsantrasyonda 3. Ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ara stok ¢ozeltiden 1000, 800, 1000,
1000, 800, 1000 1000 800 1000 pL alind1 ve her biri reseptdr faz ile 2 mL’ye seyreltildi.
Seri seyreltmelerle 2500, 1000, 500, 250, 100, 50, 25, 10 ve 5 ng/mL

konsatrasyonlarindaki standart ¢ozeltiler hazirlandi.

3.2.9.2. Dogrusallik
Miktar tayini yonteminin dogrusalligi icin yontem 3.2.9.1.’de anlatildig1 gibi
takrolimus stok ve ara stok¢ozeltileri ile standart ¢ozeltileri hazirlandi. Standart ¢ozeltiler

LC-MS’te analiz edildi. Dogru denklemi, r2, SD ile RSD degerleri hesaplandi.

3.2.9.3. Teshis Limiti (TL) ve Miktar Tayini Limiti (MTL)
TL ve MTL hesab1 igin 3 tane kalibrasyon dogrusunun egimlerine ait standart

sapma degerleri 3.2.5.6.’da belirtilen denklemler ile hesaplandi.

3.2.10. Takrolimusun In vitro Deriden Penetrasyon Cahsmalarinda Kullanilan LC-
MS Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

Kullanilan analitik yontemin validasyonu i¢in dogrusallik (linearity), kesinlik
(precision), deri ve bant 6rneklerinden etkin maddenin geri kazanimi (accuracy), se¢icilik
(specificity), teshis limiti (detection limit), miktar tayini limiti (quantification limit)

parametreleri ¢aligildi.

3.2.10.1. Standart Orneklerin Hazirlanmasi

Miktar tayini yonteminin validasyonu i¢in 10 mg takrolimus hassas olarak tartilip
balon joyeye alindi. Uzerine asetonitril ve su karigimi (70:30; h:h) ilave edildi, balon
jojede vorteks ile karistirilarak ¢oziindiiriildii. Hacim 10 mL’ye tamamlanarak 1000
png/mL konsantrasyonda takrolimus igeren stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden

1000 pL mikropipetle alinarak eppendorf tiibe aktarildi, tizerine 1000 pL asetonitril ve
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su karisimi (70:30; h:h) ilave edilerek 2 mL’ye seyreltildi ve 500 pg/mL konsantrasyonda
1. Ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. 1. Ara stok ¢ozeltiden 1000 uLL mikropipetle alinarak 10
mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi. Boylece 50 pg/mL
konsantrasyonda 2. Ara stok ¢Ozeltisi hazirlandi. 2. Ara stok ¢ozeltiden 1000 pL
mikropipetle alinarak, 10 mL’lik balon jojede hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi ve 5 pg/mL
(5000 ng/mL) konsantrasyonda 3. Ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ara stok ¢ozeltiden
1000, 800, 1000, 1000, 800, 1000 1000 800 1000 uL alindi ve her biri asetonitril ve su
karisimi (70:30; h:h) ile 2 mL’ye seyreltildi. Seri seyreltmelerle 2500, 1000, 500, 250,
100, 50, 25, 10 ve 5 ng/mL konsatrasyonlarindaki standart ¢ozeltiler hazirlandi.

3.2.10.2. Dogrusallik
Miktar tayini yonteminin dogrusalligi i¢in yontem 3.2.10.1.’de anlatildig1 gibi
takrolimus stok ve ara stok ¢ozeltileri ile standart ¢ozeltileri hazirlandi. Standart ¢ozeltiler

LC-MS’te analiz edildi. Dogru denklemi, r2, SD ile RSD degerleri hesaplandi.

3.2.10.3. Kesinlik

Analitik yontemin kesinlik tayini i¢in yontem 3.2.10.1.°de anlatildig1r gibi
takrolimus stok ve ara stokg¢ozeltileri hazirlandi. 3. Ara stok ¢ozeltiden 1000, 250, 25
ng/mL konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Giin igi kesinlik ile glinler arasi

kesinlik yontem 3.2.5.3.’te Kesinlik boliimiinde anlatildig: gibi ¢alisildu.

3.2.10.4. Deriden ve Banttan takrolimusun Geri Kazanim (Dogruluk)

Penetrasyon calismasinda deri numunelerinden bantla soyma islemiyle
uzaklastirilan takrolimus miktarin1 saptamak icin, etkin maddedin deri 6rneklerinden
ekstraksiyonu i¢in uygulanan yonteminin dogrulugu ¢alisildi. Bu amagla, tam kalinlikta
domuz derilerinin ve bantlarin (Scotch 3M Book Tape 3 M, 845) iizerlerine takrolimusun
asetondaki ¢ozeltisinden iki farkli konsantrasyonda (50 ng/mL ve 250 ng/mL, n=3)
olacak sekilde eklendi. Etkin madde ilave edilerek hazirlanan deri ve bant 6rnekleri ¢ceker
ocakta bekletilerek 6rneklerdeki aseton ucuruldu. Uzerlerine 7’ser mL asetonitril ve su
karisimi (70:30; h:h) eklendi ve 18 saat oda sicakliginda ekstrakte edildi. Deri ve bant
ekstraktlar siringa ucu (0,45 um, PTFE, Millex-LCR, Milipore) filtre ile siiziilerek LC-
MS’te analiz edildi.



74

Analitik yontemin dogrulugu c¢aligilirken yontem 3.2.6.4.°te belirtildigi gibi
kullanilan deri ve bant 6rnekleri 2,3 x2,3=5,29 cm? boyutlarinda kesildi. Béylece, deri ve

bant iizerindeki bilinen takrolimus konsantrasyonlar1 ng/cm? olarak hesaplandi.

3.2.10.5. Secicilik
Yontemin segiciligi igin deri ve bant asetonitril ve su 70:30 (h:h) ile ekstre edilerek
LC-MS’te analiz edildi. Orneklerin takrolimusun pik verdigi alana girisim yapip

yapmadiklar1 saptandi.

3.2.10.6. Teshis Limiti (TL) ve Miktar Tayini Limiti (MTL)
TL ve MTL hesabi i¢in 3 tane kalibrasyon dogrusunun egimlerine ait standart

sapma degerleri 3.2.5.6.’da belirtilen denklemler ile hesapland.

3.2.11. Takrolimus ve Fusidik Asit Yiikli Mikroemiilsiyonlarin Optimizasyon
Cahismalan

Mikroemiilsiyonlara etkin madde yiiklemesinin farkli yontemlerle yapilmaktadir.
Etkin madde, yag:siirfaktan:kosiirfaktan i¢inde ¢oziindiiriiliir ve su ile titre edilir (Chen
ve ark. 2006). Etkin madde, siirfaktan:kostirfaktan karistminda ¢oziindiiriiliir, sonra yag
fazi eklenip su ile titre edilebilir (Hathout ve Elshafeey 2012). Once,
yag:strfaktan:kosiirfaktan karisimi su ile titre edilir ve bos mikroemiilsiyon hazirlanir,
sonra etkin madde eklenir ve ¢oziinmesi saglanir (Zhu ve ark. 2008). Her yontemde

sistemin dengeye gelmesi beklenir.

On formiilasyon ¢aligmalar1 ile Yontem 3.2.2.2.°de belirtilen 6zellliklere gore
secilen mikroemiilsiyonlara takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerinin yiiklemesi
yapildi. Bu amagla yag:siirfaktan:kostirfaktan karisimina etkin maddeler ilave edilerek
coziindiirildi. Yontem 3.2.2.°de belirtildigi gibi lizerine su ilave edilerek
mikroemiilsiyonlar olusturuldu. Karistirma islemi oda sicakliginda 720 rpm hizla, 12-18

saat siireyle manyetik karistict (IKA-Werke, RT 15) kullanilarak gergeklestirildi.

Etkin maddeler takrolimus (USP 36, 2013) ve fusidik asitin (Avrupa farmakopesi,
EP 8.0, 2012) molekiiler yapilarinda oksidasyona ag¢ik gruplarin olmasi nedeniyle
mikroemiilsiyonlara antioksidan madde mikroorganizma iiremesine kars1 da
antimikrobiyal koruyucu madde eklenmesine karar verildi. Bu amagla, eklenecek bu
yardimc1 maddelerin etkinligini arastirmak ve formiilasyon i¢cindeki oranlarini belirlemek

icin kisa stireli 40+£2°C sicaklik %7545 bagil nem kosulunda stabilite ¢alismalar1 yapildi.
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Optimizasyon c¢aligsmalar1 i¢in; 6n formiilasyon c¢alismalart verilerine gore;
stirfaktan miktar1 daha az ve su orani miktar1 daha fazla olan yag fazi Capryol 90,
stirfaktan1 Labrasol, kosiirfaktani Transcutol P olan S:KoS orani1 1:2 olan mikroemiilsiyon
formiilasyonu [CLT(1:2)] secildi. Segilen antioksidan madde/ler ve antimikrobiyal
koruyucu madde yag:siirfaktan:kosiirfaktan karisimina eklenerek mikroemiilsiyonlar
yukarida belirtildigi sekilde su ile titrasyon yontemi ile hazirlandi. Karistirma igin
mekanik bir karistirict (Heidolp RZR 20151 Control) kullanildi. Hazirlanan her
mikroemiilsiyonun stabilitesi 3 ay siireyle 40+2°C, %75+5 kosulunda izlendi. Stabilite
caligmalar1 kapsaminda mikroemiilsiyon formiilasyonundaki etkin maddelerin miktar
tayini ve safsizlik ¢aligsmalar1 yapildi. Fiziksel stabiliteleri icin de pH ile damlacik boyutu

ve dagilim1 degerlendirildi.

[lk olarak mikroemiilsiyon formiilasyonuna topikal formiilasyonlarda
kullanilabilen yardimeir maddelerden antioksidan madde olarak butil hidroksi anisol
(BHA) (Rowe ve ark. 2009 p.73) ve antimikrobiyal koruyucu madde olarak benzoik asit
(Rowe ve ark. 2009 p.61) eklendi. Mikroemiilsiyon “CLT (1:2)-A” olarak kodlandi.
Antimikrobiyal koruyucu madde se¢imi mikroemiilsiyon formiilasyonunun pH degeri
dikkate alinarak yapildi. Literatirde takrolimusun yiiksek pH degerlerinde diisiik
oranlarda ¢6ziindiigii ve bunun nedeninin etkin maddenin stabilitesinden kaynaklandig:
belirtilmistir (Goebel ve ark. 2011). Dolayisiyla optimum aktivitesini pH < 4,5 degerinde
gosterebilen benzoik asit antimikrobiyal koruyucu madde olarak (Rowe ve ark. 2009
p.61) secildi.

Ikinci olarak; mikroemiilsiyon formiilasyonundaki BHA miktar artirildi. Ayrica
topikal preparatlarda iceriginde su olan formulasyonlara ilave edilebilen selat yapici
madde olarak disodyum etilendiamin tetraasetik asit (Rowe ve ark. 2009 p.243) eklendi.
Mikroemiilsiyon “CLT (1:2)-B” olarak kodland.

Son olarak mikroemiilsiyon formiilasyonuna BHA disinda antioksidanlar
eklenerek ve formiilasyondaki antioksidan miktari artirilarak devam edildi. Bu kapsamda
topikal preparatlarda kullanildigi bilinen butil hidroksi toluen (BHT) (Rowe ve ark. 2009
p.75) ve Vitamin E (Rowe ve ark. 2009 p.31) formiilasyon bilesimine eklendi.

Yapilan bu calismalar dogrultusunda; mikroemiilsiyon formiilasyonunda etkin
maddelerin stabil kalabilmesi i¢in gerekli antioksidan, koruyucu ve selat yapict maddeler

ile bu maddelerin oranlari1 belirlendi. Bu veriler dikkate alinarak, takrolimus ve fusidik
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asit etkin maddelerini bir arada i¢eren biitiin mikroemiilsiyonlara belirlenen oranlarda bu
yardimct maddeler eklenerek, mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin optimizasyonu
yapildi. S6z konusu mikroemiilsiyonlarin formiilasyon kodlar1 korundu ve “CLT (1:1)”
“CLT (2:1)” ve “CLT (1:2)” kodlar1 etkin maddeler yiiklii, antioksidan ve koruyucu

madddeleri igeren mikroemiilsiyonlar i¢in de kullanildu.

3.2.12. Takrolimus Yiiklii Mikroemiilsiyonlarin Optimizasyon Calismalari

On formiilasyonlar ¢alismalar1 ile yontem 3.2.2.2.°de belirtilen dzellliklere gore
secilen mikroemiilsiyonlara sadece takrolimus yiiklemesi yapildi. Takrolimus yiikli
mikroemiilsiyonlara, Yontem 3.2.11.’de yapilan calismalar ile secilen ve miktarlart
saptanan  antioksidan ve koruyucu maddeler ilave edildi. S6z konusu
mikroemiilsiyonlarin formiilasyon kodlar1 korundu ve “OLT-CEL” “OLT”, “OTT-PEG”
ve “OTT” kodlar etkin madde yiiklii, antioksidan ve koruyucu maddeleri igeren

mikroemiilsiyonlar i¢in de kullanildi.

3.2.13. Takrolimus ve Fusidik Asit Yiiklii Merhemlerin Optimizasyon Calismalari
Formiilasyonlar hazirlanirken oda sicakliginda kati olan sivaglar eritildi. Etkin
madde takrolimus ¢6ziicii veya ¢oziicliler i¢cinde oda sicakliginda ya da 1s1 kullanilarak
¢oziindiiriildii. Etkin madde fusidik asit eriyik sivagda sicaklik kontrolu yapildiktan sonra
(<40°C) dagitildi. Bunun nedeni fusidik asitin 1s1 hassasiyetinin olmasidir (Fusidik asit
[lag Ana Dosyasi 2011). Daha sonra yag fazl iki karisim oda sicakliginda mekanik
karistirici (Heidolp RZR 20151 Control) ile karistirildi ve homojen olmasi saglandi.

Coziicii faz1 Capryol 90 ile Transcutol P olan ve sivag olarak vazelin, sivi1 parafin,
balmumu kullanilarak hazirlanan merhemlerden, formiilasyon kodu “MR-TC-5" olan
merhem etkin maddeler yiiklenerek hazirlandi. Merhem fomiilasyonunun stabilitesi 3 ay
sireyle 40+£2°C sicaklik, %75+5 bagil nem kosulunda izlendi. Stabilite caligmalar
kapsaminda formiilasyonlarda etkin maddelerin miktar tayini ve safsizlik ¢alismalari

yapildi. Fiziksel stabiliteleri i¢in de formiilasyonlarin pH’s1 degerlendirildi.

Daha sonra etkin maddelerin oksidasyona agik gruplar tasimas: (EP 8.0, 2012;
USP 36, 2013) bilgisi dikkate alinarak formiilasyon bilesimlerine antioksidan (BHA)
ilave edildi. MR-TC-5 formiilasyonunun yiiksek sicaklik degerlerindeki fiziksel
stabilitesini artirmak i¢in formiilasyona kati parafin eklendi. Ayrica takrolimusun

¢oziindiirme basamaginda uygulanan islem degistirilerek hazirlama yontemi de optimize
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edildi. Sivagda yer alan yardimci maddelerden sivi parafin miktart artilirken (%5-15
yerine %15-25) vazelin miktar1 azaltildi (%60-70 yerine %25-35). Bu dogrultuda
¢oziiciisii Transcutol P ile Capryol 90 olan BHA ve kat1 parafin ekli (%10-20), takrolimus

ve fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonu hazirlandi ve MR-CT-8 olarak kodlandh.

Ayni zamanda ¢0ziiclisii Triasetin olan ve sivag olarak vazelin, sivi parafin,
balmumu ve kati parafin igceren formiilasyonu kodu “MR-TA-5" olan merhem

formiilasyonu, etkin maddeler yiiklenerek ve BHA eklenerek hazirland.

MR-TC-8 ve MR-TA-5 kodlu merhem fomiilasyonlarinin stabilitesi 404+2°C

sicaklik, %75+5 bagil nem kosulunda 1 ay siireyle izlendi.

Formiilasyon optimizasyon c¢alismalarina formiilasyona farkli antioksidanlar
(BHT ve Vitamin E) eklenerek ve formiilasyondaki miktarlari (BHA) artirilarak ayrica

formiilasyon bilesenlerinin yiizde miktarlar: ayarlanarak devam edildi.

Bu kapsamda MR-TC-8 formiilasyon bilesenlerinin miktarlar1 dikkate alinarak
¢oziicii faz1 Capryol 90 ile Transcutol P olan ve sivag olarak vazelin, sivi parafin,
balmumu (%5-15 yerine %4-10), kat1 parafin iceren, BHA, BHT ve Vitamin E eklenen,
takrolimus ve fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonu hazirlandi ve “MR-TC-9” olarak

kodlandi.

Ayni zamanda c¢oziiciisii Propilen karbonat olan ve sivag olarak vazelin, sivi
parafin, balmumu ve kati parafin igeren formiilasyon kodu MR-PC-5 merhem
formiilasyonunda sivagda yer alan sivi parafin miktar1 artirildi (%40-50 yerine %45-55)
ve kat1 parafin miktar1 azaltildi (%10-20 yerine %5-15). Merhem formiilasyonu etkin
maddeler yiiklenerek ve BHA, BHT ve Vitamin E eklenerek yeniden hazirlandi ve “MR-
PC-6” olarak kodlandi.

Optimizasyon ¢alismalart MR-TC-9 ve MR-PC-6 merhem formiilasyonlar ile
yiiriitiildii. S6z konusu formiilasyonlarin stabilitelerinin 6 ay siireyle 2-8°C sicaklik
25°C#2 sicaklik ve %60+5 bagil nem; 30°C+£2 sicaklik ve %65+5 bagil nem, 40°C+2
sicaklik  ve %75+5 bagll nem kosullarinda kapsamli bir sekilde izlenip

degerlendirilmesine karar verildi.

3.2.14. Etkin Madde Yiiklii Mikroemiilsiyonlarin Karakterizasyon Calismalar:
Optimizyonu yapilan mikroemiisiyonlarin fiziksel goriiniisii, refraktif indeksi,

pH’s1, iletkenligi, damlacik boyutu, polidispersite indeksi (PDI), zeta potansiyeli,
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viskozitesi ve fiziksel stabilitesi degerlendirildi. Polarize 11k mikroskop ile incelendi ve

hacim fraksiyonlar1 hesaplandi.

3.2.14.1. Fiziksel Goriiniis
Mikroemiilsiyon formiilasyonlar fiziksel goriiniis, homojenite ve renk 6zellikleri

acisindan oda sicakliginda degerlendirildi.

3.2.14.2. Refraktif Indeks
Mikroemiilsiyonlarin refraktif indeks (RI) degerleri Abbe 5 refraktometresi ile
oda sicakliginda olgiildii. Refraktometre prizmasinin iizerine birkag damla formiilasyon

damlatild1 ve kapagi kapatildi. Goriintii netligi i¢in yan kol kullanild1.

Refraktometre cihazinin g6z merceginde, goriintiiyii ikiye bdlen bir ¢izgi bulunur;
6lgme yapilirken aydinlik ve karanlik ara yiizeyi mercekteki ¢izgi ile iist liste gelinceye
kadar prizma agis1 dondiiriiliir. Bu durumdaki prizmanin konumu sabit skaladan saptanir
(Refraktometri, Ref. E makaleleri, Erisim tarihi 14.10.2016). Bu Olglim esasina
dayanarak formiilasyonlarin RI degerler kaydedildi, 6¢iimler her formiilasyon icin 3 kez
tekrarlanarak aritmetik ortalama ve SD degetleri saptand1. Ol¢iimler dncesi cihaz ultra saf

su (RI: 1,333) ile kalibre edildi.

3.2.14.3. pH
Mikroemiilsiyonlarin pH 6l¢limleri oda sicakliginda her formiilasyon i¢in 3 kez
tekrarlanarak gerceklestirildi, 6lgiimlerin aritmetik ortalama ve SD degerleri saptandi.

Olgiimlerin 6ncesinde pH 4, 7 ve 10 standartlar1 kulanilarak cihazin kalibrasyonu yapildi.

3.2.14.4. Tletkenlik

Mikroemiilsiyonlarin iletkenlik dl¢iimleri oda sicakliginda her formiilasyon i¢in
3 kez tekranarak gerceklestirildi, 6l¢limlerin aritmetik ortalama ve SD degerleri saptandi.
Olgiimlerin dncesinde 1423 uS iletkenlik degerindeki kalibrasyon ¢dzeltisi kullanilarak

cihaz kalibre edildi.

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin karakterizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda yag
fazina eklenen su fazi ile degisen iletkenligi degerlendirmek icin % 0,9 NaCl ¢ozeltisi
hazirlandi (Zhang ve Michniak-Kohn 2011). Bu ¢d6zelti her mikroemiilsiyonun
yag:siirfaktan:kosiirfaktan karigtimima % 5 oraninda eklendi. Ekleme sonrasi manyetik

karistiric1 tlizerinde sistemin dengeye gelmesi i¢in beklendi ve sonra eklenen su fazi



79

miktar1 kaydedildi. Sistemin iletkenligi su faz1 %0 iken ve her %5’lik su faz1 eklendikten

sonra 3 defa 6l¢iidii. Su fazina bagli degisen iletkenlik dl¢iimleri grafik ile degerlendirildi.

3.2.14.5. Damlacik Boyutu ve Polidispersite indeksi

Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu (PS) ve polidispersite indeksleri (PDI)
dinamik 1s1k sa¢ilimi esasina dayanan Malvern Zetasizer Nano-ZS cihazi kullanilarak
olgiildii. Ol¢iim dncesi mikroemiilsiyonlar 0,45 pm Millex-LCR (PTFE) siringa ucu filtre
ile siiziildii ve dengeye gelmeleri i¢in 10 dakika beklendi. 25°C’de 173°C agida 10 saniye
siireli 11 taramayla 3 kez tekrarlanarak dlgiimler yapildi. Olgiimlerin aritmetik ortalama

ve SD degerleri saptandi.

3.2.14.6. Zeta Potansiyeli
Formiilasyonlarin zeta potansiyel degerlerinin 6l¢limleri Malvern Zetasizer Nano-
ZS cihaz1 kullanlarak, 25°C’de 20 taramayla 3 kez tekrarlanarak yapildi. Olgiimlerin

aritmetik ortalama ve SD degerleri saptandi.

3.2.14.7. Viskozite
Mikroemiilsiyonlarin akig 6zellikleri aragtirmak i¢in viskoziteleri oda sicakliginda

Brookfield viskozimetresinde SC4-18 mil (spindle) ile 50 rpm’ de ¢aligilarak Sl¢iildii.

3.2.14.8. Fiziksel Stabilite

Mikroemiilsiyonlar 5000 rpm hizda 15 dk. Santrifiij (Niive NF 415) edildi. islem
sonrast mikroemiilsiyonlarda faz ayrimi olup olmadigi gorsel olarak degerlendirildi.
Ayrica, dondurma-¢ézme dongiisiiniin ii¢ defa tekrarlanmasiyla mikroemiilsiyonlar 24
saat oda sicakliginda [22-25°C] ve 24 saat derin dondurucuda [-18°C] bekletildi. Bu
calismada da formiilasyonlar homojenite, faz ayrimi ve bulaniklik agisindan gorsel olarak

incelendi.

3.2.14.9. Polarize Isik Mikroskobu

Izotropik yap1 gdsteren ve bunun sonucu olarak uzayda belirli bir ydnelim
gostermeyen mikroemiilsiyonlar, polarize 151k mikroskobu ile incelenerek karanlik
goriintii elde edildi. Olgiim 6ncesi formiilasyonlar damlalik yardimiyla lama damlatild

ve ¢apraz polarize 151k altinda Leica 5x Pol mercek ile incelendi.
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3.2.14.10. Hacim Fraksiyonunun Belirlenmesi

Karakterizasyonlar1, yapilan ol¢timlerle tayin edilebilen mikroemiilsiyonlarin
hacim fraksiyonlarinin hesaplamayla bulunabilir (Shukla ve ark. 2003b). Segilen
formiilasyonlarda siirfaktan ve yag fazinin toplami formiilasyonda yer alan biitiin
bilesenlerin toplamina oranlanmasiyla her bir formiilasyon i¢in hacim fraksiyonu

bulundu.

3.2.15. Mikroemiilsiyonlardan Etkin Maddelerin In Vitro Deriden Penetrasyon
Cahsmalan

Derinin tabakalarindaki takrolimus ve fusidik asit miktarlarini1 saptamak i¢in tam
kalinlikta domuz derisi kullanilarak in vitro deriden penetrasyon calismalar1 yapildi.
Calismada kullanilan deriler, kullanilacaklari zamana kadar -20°C’de muhafaza edildi.
Calisma oncesi ise derin dondurucudan ¢ikartilarak oda sicakliginda bir siire bekletildi,
daha sonra tizerlerindeki killar makas yardimiyla kesildi, alttaki yagl tabaka (hipodermis)
deriye zarar vermeyecek sekilde nester yardimiyla uzaklastirildi. Biitiin deri 6rnekleri
calismada kullanilan PermeGear Franz tipi diflizyon hiicrelerinin (14 mL hacim ve etkin
difiizyon alani 4,91 cm?) boyutunda kesilerek reseptor faz icinde bekletildi. Reseptor faz
olarak izotonik haldeki pH 7,4 PBS ¢o6zeltisi kullanildi. PBS ¢6zeltisi ultrasonik banyoda
degaze edildikten sonra hiicrelere dolduruldu ve her bir hiicreye birer magnet konuldu.
Domuz derileri, stratum corneum’da ve kismi istte kalacak sekilde Franz difiizyon
hiicrelerine reseptdr ve dondr kompartmanlar arasina yerlestirildi. Hiicrelerin iizerinde

hava boslugu olup olmadig1 kontrol edildi. Su banyosu 37°C’de sabitlendi.

Calismada, gelistirilen takrolimus ve fusidik asit igeren mikroemiilsiyonlar [CLT
(1:1), CLT (2:1) ve CLT (1:2)] ile sadece takrolimus i¢eren mikroemiilsiyonlarin (OLT-
CEL, OLT, OTT ve OTT-PEG) in vitro kosullarda deriden penetrasyonu, pazarda
bulunan takrolimus (Protopic® merhem) ve fusidik asit (Fucidin® krem) iceren ticari

tirlinler ile karsilastirmali olarak incelendi.

Formiilasyonlarin uygulama miktarlar1 1 gram ve ya 1000 uL belirlendi (cm?’ye
0,204 gram veya 0,204 uL). Her bir formiilasyon i¢in en az 6 hiicre ¢alisildi. 12 saatlik
uygulama siiresi sonunda reseptdr fazdan bir defa 6rnek alindi ve takrolimusun ile fusidik

asidin deriden gecislerinin degerlendirilmesinde kullanildu.

Uygulama siiresinin sonunda Franz diflizyon hiicrelerinden alinan derilerin

tizerinde kalan formiilasyon fazlasi kagit pegete yardimiyla uzaklastirildi. Etkin
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maddelerin stratum corneum’da ve derinin daha derin tabakalarindaki birikimlerini
saptamak i¢in derilere ardisik olarak 20 kez yapiskan bant (Scotch 3M Book Tape 3M,
3.8x4 cm) belirli bir basingta uygulanarak bantla soyma islemi gergeklestirildi. Bantlar
5’erli gruplar halinde toplanarak tiiplere alindi. Canli epidermis+dermis ise ayri olarak
tiiplere alindi. Tiim 6rnekler 10°ar mL asetonitril ve su karigimi (70:30; h:h) ile 18 saat
orbital karistiricida karistirildi. Ektraksiyon islemi Oncesi ve sonrasinda tiipler 2’ser
dakika vortekslendi. Hem bantlardaki etkin maddelerin miktarlar1 hem derilerdeki etkin
maddelerin miktarlar1 analiz edildi. Takrolimus etkin maddesinin deri ve bant
orneklerindeki miktar tayini icin LC-MS analizi; fusidik asit etkin maddesi i¢inse HPLC

analizi yapild1.

In vitro deriden penetrasyon calismalarinda her iki etkin maddenin de 1s1k

hassasiyeti oldugundan ¢alisma siiresince 151k korumasi saglandi.

3.2.16. Etkin Madde Yiiklii Mikroemiilsiyonlarin ATR-FTIR (Azaltilmis Toplam
Yansimalh Fourier Doniisiimlii Kizilotesi) Spektrometresi ile Deri Uzerindeki
Etkilerinin In vitro Kosullarda Incelenmesi Calismalari

ATR-FTIR ¢alismalarinda, domuz derisinin dorsal bdlgesi dermatom (Zimmer™
Electrical Dermatom) edilerek kullanildi. 750 pm kalinhigindaki kesitler ¢alisma oncesi
reseptor faz icinde (pH 7,4 PBS) bekletildi. Calismada deri kesitleri, Franz tipi diflizyon
hiicrelerinin (12 mL hacim ve etkin difiizyon alani 1,77 cm?) boyutunda kesilerek reseptor

ve dondr kompartmanlar arasina yerlestirildi. Su banyosu 37°C’ye sabitlendi.

Calismada, gelistirilen takrolimus ve fusidik asit igeren mikroemiilsiyonlar [CLT
(1:1), CLT (2:1) ve CLT (1:2)] ile sadece takrolimus i¢ceren mikroemiilsiyonlarin (OLT-
CEL, OLT, OTT ve OTT-PEG) in vitro kosullarda deriden penetrasyonu, pazarda
bulunan takrolimus (Protopic® merhem) ve fusidik asit (Fucidin® krem) iceren ticari

tirlinler ile karsilastirmali olarak incelendi.

Formiilasyon miktarlar1 hiicrelerdeki difiizyon alanina gére 0,36 gram veya 360
uL belirlendi (cm?’ye 0,204 gram veya 0,204 pL). Her bir formiilasyon igin en az 2 hiicre
calisildi. Inkiibasyon siiresi sonunda deri yiizeyindeki formiilasyon fazlas1 kuru bir kagit

pecete yardimi ile uzaklastirildi.

Her bir deri kesiti, ATR-FTIR cihazi (Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR
Spectrometer, Shelton, CT, USA) ile analiz edildi. 4000-650 nm araliginda alinan her bir

spektrum 10 taramanin bilesiminden olustu. Deri lipitlerinden kaynaklanan CH> simetrik
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(2850 cm™) ve CH, asimetrik (2920 cm™) gerilme bantlarinin absorbanslarmdaki
degisimler degerlendirildi. 12 saatlik uygulama sonrasinda stratum corneum hiicrelerarasi
lipitlerinin yapisal diizeni ve akiskanliginda meydana gelen degisiklikler saptandi.

Degerlendirme i¢in Perkin Elmer version 6.0.2 yazilimi kullanildi.

3.2.17.Nil Kirmuzi Yiikli Mikroemiilsiyonlarm Derinin Tabakalaridaki
Penetrasyonun Konfokal Mikroskop Goriintiileme Teknigi (CLSM) ile Incelenmesi
Cahsmalan

Deri permeasyonunun gerceklestigi yollart ve permeasyonun kapsaminin
incelemek icin konfokal mikroskop goriintiileme teknigi kullanildi. Yontemde tiim
kalinlikta domuz derisi ile g¢alisildi. Yontem 3.2.13.°te anlatildigi gibi domuz derisi
calisma Oncesi hazirlandi. Calismada deri kesitleri, Franz tipi diflizyon hiicrelerinin (12
mL hacim ve etkin difiizyon alam 1,77 cm?) boyutunda kesilerek reseptor ve donor

kompartmanlar arasina yerlestirildi. Su banyosu 37°C’ye sabitlendi.

Donor faz olarak nil kirmizisi ile hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlari ile
nil kirmizis1 eklenmis PBS siispansiyonu uygulandi. Formiilasyon miktarlari hiicrelerdeki
difiizyon alanina gore belirlendi (360 pL). Her bir formiilasyon i¢in en az 2 hiicre ¢alisildi.
12 saatlik uygulama siiresi sonunda deri yiizeyindeki formiilasyon fazlasi kuru bir kagit

pecete yardimi ile uzaklastirildi.

Her bir deri kesiti, kiiciik parcalar halinde kesildi ve “doku dondurma ortami”
¢oOzeltisi kullanilarak kriyomikrotom cihazi i¢inde donduruldu. Dondurulma sonrasi deri
numuneleri, cihazin kesit alma boliimiine yerlestirildi ve sabitlendi. Daha sonra deri
ornekleri 20 pm kalinliginda dikey olarak (xz diizlemde) kesildi ve lam {izerine alindi.
Ornekler lazer taralamali konfokal mikroskop altinda incelendi. Nil Kirmizis1 floresan
0zellige sahip olup 543 nm dalga boyunda uyarilir ve 630 nm dalga boyunda floresan
sinyali saptanir (Park ve ark. 2008). Bu ozellikler dikkate alinarak deri Ornekleri

mikroskop altinda tarand1 ve 10x biiyiitme 6l¢egi kullanilarak xz diizlemde goriintiilendi.

3.2.18. Etkin Madde Yiiklii Mikroemiilsiyonlarin Stabilite Calismalari

Iag sekillerinin gelistirilmesinde dikkat edilmesi gereken énemli noktalardan biri
etkin maddenin ve etkin madde ve tasiyici sistemin olusturdugu tirliniin stabilitesidir. Her
etkin madde kimyasal biitiinliigiinii veya belirtilen potensini, dnceden saptanmis sinirlar

icinde korumalidir (Acartiirk 2007 p.141).
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Bu amagcla hazirlanan formiilasyonlar belirlenen siirelerde ve kosullarda olmak
tizere stabilite kabinlerinde bekletildi. Her siire sonunda 6n goriilen kimyasal analizleri
(etkin madde geri kazanimlar1 ve safsizlik analizleri) ve fiziksel 6l¢timleri (pH, iletkenlik,

viskozite, PS, PDI, RI ve zeta potansiyeli) yapilarak baslangi¢ verileri ile karsilastirildi.

3.2.18.1. Takrolimus ve Fusidik Asit Yiikli Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun
Stabilitesinin Degerlendirilmesi

Iki etkin maddeyi de igeren mikroemiilsiyonun [CLT (1:2)] stabilitesi 2-8°C
sicaklik 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nem; 30°C+£2 sicaklik ve %65+5 bagil nem,
40°C+2 sicaklik ve %75+5 bagil nem kosullarinda 6 ay siire ile izlendi. Kimyasal
stabilitesinin degerlendirilmesi kapsaminda formiilasyon i¢indeki etkin madde miktarini
saptamak i¢in miktar tayini ¢alismalari, formiilasyondaki safsizliklari belirlemek igin
safsizlik calismalar1 yapildi. Bu galigmalar yontem 3.2.4.1.°de belirtilen HPLC analizi
kosullarinda yiiriitiildii. Hareketli faz yontem 3.2.4.2.’de anlatildig1 gibi hazirlandi.

Miktar tayini yonteminde 25 mg takrolimus tartilarak 50 mL’ lik bir balon jojede
asetonitril ve su karisimi (70:30; h:h) ile hacmine tamamlandi ve stok ¢ozelti hazirlandi
(0,5 mg/mL Takrolimus stok ¢ozeltisi). Benzer sekilde 20 mg fusidik asit tartilarak 50
mL’ lik bir balon jojede ayni ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi ve stok ¢6zelti hazirlandi

(0,4 mg/mL Fusidik asit stok ¢ozeltisi).

Takrolimus stok ¢ozeltisinden 2 mL, fusidik asit stok ¢ozeltisinden 4 mL alinarak
20 mL’ lik bir balon jojeye aktarildi. Daha sonra balon joje asetonitril ve su karisimi
(70:30; h:h) ile hacmine tamamlanarak standart ¢ozelti hazirland1 (0,05 mg/mL
takrolimus; 0,08 mg/mL fusidik asit standart ¢ozeltisi).

Mikroemiilsiyondaki takrolimus miktarinin saptanmasi i¢in 2,5 g formiilasyon
tartildi. 50 mL’lik bir balon jojeye aktarilarak, {izerine bir miktar asetonitril ve su karigimi
(70:30; h:h) ilave edildi. Ultrasonik banyoda bekletilerek ¢6ziinme saglandi, balon joje
ayni ¢oziicii ile hacmine tamamlandi (0,05 mg/mL Takrolimus numune ¢ozeltisi). Fusidik
asit miktariin saptanmasi i¢in 50 mL’lik bir balon jojeye 4 mL Takrolimus numune
¢ozeltisi’den aktarild1 ve hacmine asetonitril ve su karigimi (70:30; h:h) ile tamamlandi

(0,08 mg/mL Fusidik asit numune ¢6zeltisi).

Hem takrolimus hem de fusidik asit numune ¢ozeltileri siringa ucu (Millex-LCR,
PTFE, 0,45 um Milipore) filtre ile siiziilerek HPLC siselerine alindi. Ornekler HPLC ile

analiz edildi.
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Hesaplamalar asagidaki esitlikler ile yapildi.

Ry Wy 2 50
LX=2x =x— 3-3
Rs” 507 207 wy (3-3)

mg/g Takrolimus =
Rn : Numune ¢dzeltisinden elde edilen takrolimus pikinin alani
Rs : Standart ¢ozeltiden elde edilen takrolimus pikinin alam
Ws : Takrolimus ¢alisma standardinin tartimi, mg

WNn : Numune tartimi, g

v Lx 2y (3-4)
N

mg/g Fusidik Asit = % X y

s 507200 W,

Rn : Numune ¢ozeltisinden elde edilen fusidik asit pikinin alani
Rs: Standart ¢6zeltiden elde edilen fusidik asit pikinin alani
Ws : Fusidik asit ¢aligsma standardinin tartimi, mg
Wn: Numune tartimi, g

Formiilasyonun safsizlik calismalar1 i¢in hem etkin maddeleri icermeyen
plasebolart hem de tek etkin madde iceren plasebolart hazirlandi. Plasebo formiilasyonlar
etkin madde igeren formiilasyonlarla es zamanli olarak stabilite kabinlerine yerlestirildi

ve stabiliteleri takip edildi.

Safsizlik yonteminde 25 mg takrolimus tartilarak 50 mL’lik bir balon jojede
asetonitril ve su karisimi (70:30; h:h) ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL
alarak 50 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlandi (0,01
mg/mL Takrolimus stok ¢ozeltisi). Fusidik asit stok ¢ozeltisi miktar tayini yonteminde

oldugu gibi hazirland1 (0,4 mg/mL Fusidik asit stok ¢ozeltisi).

Takrolimus stok ¢ozeltisinden 5 mL, fusidik asit stok ¢ozeltisinden 2,5 mL
almarak 100 mL’ lik bir balon jojeye aktarildi. Daha sonra balon joje asetonitril ve su
karisimi (70:30; h:h) ile hacmine tamamlanarak standart ¢ozelti hazirlandi (0,0005
mg/mL Takrolimus; 0,01 mg/mL Fusidik asit standart ¢ozeltisi).

Mikroemiilsiyondaki etkin maddelerin safsizliklarinin arastirilmasi icin 2,5 g
formiilasyon tartildi. 25 mL’lik bir balon jojeye aktarilarak, miktar tayininde belirtildigi
gibi hazirlandi1 (0,1 mg/mL Takrolimus; 2,0 mg/mL Fusidik asit numune ¢ozeltisi). Hem
takrolimus hem de fusidik asit numune ¢6zeltileri HPLC siselerine 0,45 mm Millex-LCR
(PTFE) filtre ile siiziilerek alindi, HPLC ile analiz edildi.
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Safsizlik ¢alismalart kapsaminda degerlendirme icin stabiliteleri takip edilen
plasebo formiilasyonlar da mikroemiilsiyon numune ¢o6zeltisinde oldugu gibi

hazirlanarak HPLC’de analiz edildi.
Hesaplamalar asagidaki esitlikler ile yapildi.

Takrolimus;

% Bilinen safsizlik = II:—N X %x;—()xl—zoxﬁxloo (3-5)
S N

Rn : Numune ¢6zeltisinden elde edilen bilinen safsizlik pik alani
Rs: Standart ¢ozeltisinden elde edilen takrolimus pik alani

Ws : Takrolimus ¢alisma standart tartimi (mg)

Wh : Numune tartimi, g

% En Biiyiik Bilinmeyen Safsizlik = II:—NX % x % x Wso x ;/—5 x100 (3-6)
S N

Rn : Numune ¢dzeltisinden elde edilen bilinmeyen safsizlik pik alam
Rs: Standart ¢ozeltisinden elde edilen takrolimus pik alani

Ws : Takrolimus ¢alisma standart tartimi (mg)

Wh : Numune tartimi, g

Fusidik asit;

- Ry _Ws 25 25 25 100
% Bilinen safsizlik==— X =x—x—x— X — 3-7
% ifsiz Rg © 507 1007wy~ wy T 20 (3-7)

Rn : Numune ¢dzeltisinden elde edilen bilinen safsizlik pik alani
Rs: Standart ¢ozeltisinden elde edilen fusidik asit pik alan

Ws : Fusidik asit caligma standart tartimi (mg)

Wh : Numune tartimi, g

v Ry Ws 25 25 25 100
% Bilinmeyen safsizlik== R—: X 5_;x1_00x7,\,x VNX >0 (3-8)

Rn : Numune ¢dzeltisinden elde edilen bilinmeyen safsizlik pik alani
Rs: Standart ¢ozeltisinden elde edilen fusidik asit pik alam
Ws: Fusidik asit ¢aligsma standart tartimi (mg)

Whn : Numune tartimi, g

% Toplam Safsizhklar =} Bilinen Safsizliklar + ) Bilinmeyen Safsizhiklar (3-9)
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Mikroemiilsiyonun fiziksel stabilitesinin degerlendirilmesi i¢in pH, iletkenlik,

viskozite, PS, PDI, RI ve zeta potansiyeli 6l¢timleri yapildi.

3.2.18.2. Takrolimus Yiiklii Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Stabilitesinin
Degerlendirilmesi

Takrolimus iceren dort mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin (OLT-CEL OLT,
OTT-PEG ve OTT) stabiliteleri 2-8°C sicaklik ile 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nem
kosullarinda 3 ay siire ile takip edildi. Kimyasal stabilitesinin degerlendirilmesinde
formiilasyon i¢indeki etkin madde miktarin1 saptamak i¢in miktar tayini ¢alismalari

yapildi.

Miktar tayini yonteminde 5 mg takrolimus tartilarak 10 mL’lik bir balon jojede
asetonitril ve su 70:30 (h:h) ¢6ziiciisii ile hacmine tamamland1 ve stok ¢ozelti hazirlandi
(0,5 mg/mL Takrolimus stok ¢ozeltisi). Stok ¢ozeltiden 1 mL alinarak 10 mL’lik bir balon
jojeye aktarildi. Daha sonra balon joje ayni ¢oziicii ile hacmine tamamlanarak standart

¢ozelti hazirlandi (0,05 mg/mL Takrolimus standart ¢cozeltisi).

Mikroemiilsiyonlardaki  takrolimus miktarinin saptanmasi1 i¢in her bir
formiilasyondan 0,5 g tartildi. 10 mL’lik bir balon jojelere aktarilarak yontem
3.2.16.1.”de anlatildig1 gibi hazirland1 (0,05 mg/mL Takrolimus numune ¢ozeltisi).

3.219.In vivo Kosullarda Etkin Madde Yiiklenmemis Mikroemiilsiyon
Formiilasyonunun Deri Uzerindeki Etkilerinin Biyofiziksel Yontemlerle
Incelenmesi

Deriye uygulanan mikroemiilsiyonun deri iizerindeki etkileri hakkinda bilgi
sahibi olmak i¢in 10 saglikli goniillinin 6n kol bolgesindeki derisi {izerine
formiilasyonlarin uygulanmasi 6ncesinde ve sonrasinda biyofiziksel 6l¢iimler ile ATR-
FTIR &l¢iimleri yapildi. S6z konusu in vivo ¢alismalar igin olusturulan protokol, Istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 14.08.2015
tarihli ve 13 sayil1 toplantisinda incelenerek etik yonden uygunlugu 18.05.2015 tarihli ve

1314 numaral: etik kurul onay yazisi ile bildirilmistir.

Olgiim oncesi, saghikli goniillii dlgiimlerin yapilacagi odaya alindi. On kol
bolgesinde 2x2cm’lik alan belirlendi ve isaretlendi. Goniillii 20 dakika stire ile odada
kalmasi saglanarak, goniilliiniin derisinin oda kosullar1 ile uyumlanmasi saglandi. (21-

23°C, %40-45 bagil nem). Isaretlenen uygulama alaninda kontrol dlgiimleri yapilarak
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bazal degerler belirlendi. Bu dl¢iimler deri hidratasyonunun, deri pH ve renginin 6l¢iimii,
transepidermal su kaybi dl¢cimii ve deri lipitlerinin yapisal diizeninin dl¢timii seklinde
yapildi, sonuglar kaydedildi. Ol¢iimler en az ii¢ kere tekrarladi. TEWL degerlendirilmesi
i¢in tek seferde 60 6l¢lim kaydedildi. ATR-FTIR analizi iginse tek 6l¢iim yapildi.

Etkin maddeleri igermeyecek sekilde hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonu
bir siire bekledikten sonra saglikli goniilliiniin 6n kolunda 2x2 cm olarak belirlenenen ve
isaretlenen ayni alana 300 pL miktarinda tek sefer uygulandi. 1 saat uygulama siiresinin
sonunda formiilasyon fazlasi kagit pecete yardimu ile silindi. 20 dakika stire ile beklenerek
derinin ortam kosulu ile uyumlanmasi saglandi. Daha sonra uygulama bolgesinde

belirtilen ol¢timler belirtilen sayilarda tekrarlandi, sonuglar kaydedildi.

3.2.20. Etkin Madde Yiiklii Merhemlerin Fiziksel Kontrolleri
Optimizyonu yapilan merhem formiilasyonlarinin goriintis, pH ve viskoziteleri

incelendi.

3.2.20.1. Goériiniis
Merhem formiilasyonlar1 fiziksel goriiniis, homojenite ve renk 0&zellikleri

acisindan oda sicakliginda degerlendirildi.

3.2.20.2. pH

Merhem formiilasyonlarinda pH degeri, potansiyometrik titrasyon ile pH tayini
metoduna gore yapildi ve %10’luk ¢ozeltiden degerlendirildi. Bu amacla; 1,00 g merhem
beher icine tartilarak iizerine 10 mL saf su ilave edildi. 70°C sicakliktaki manyetik
karistiricidda 30 dakika karigtirildi. Daha sonra sicakligin dengelenmesi igin bir siire
beklendi ve filtre kagidiyla deney tiipiine siiziildii. S6z konusu siiziintiiniin pH degeri

25°C’de normal elektrot veya katilara uygun elektrot ile dlgiildii.

3.2.20.3. Viskozite
Merhem formiilasyonlarinin akis 6zellikleri arastirmak icin viskoziteleri 29-30°C

Brookfield viskozimetresinde TF mil (spindle) ile 10 rpm’ de ¢alisilarak 6lgiildii.

3.2.21. Etkin Madde Yiiklii Merhemlerin Stabilite Calismalari

Optimizasyon ¢alismasi tamamlanan merhemlerin (MR-TC-9 ve MR-PC-6)
stabiliteleri 2-8°C sicaklik 25°C+2 sicaklik ve %6045 bagil nem, 30°C+2 sicaklik ve
%65+5 bagil nem, 40°C+2 sicaklik ve %75+5 bagil nem kosullarinda 6 ay siire ile
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izlendi. Her siire sonunda 6n goriilen kimyasal analizleri (etkin madde geri kazanimlar1
ve safsizlik analizleri) ve fiziksel 6l¢iimleri (pH ve viskozite) yapilarak baslangig verileri

ile karsilagtirildi.

Merhem formiilasyonlarindaki takrolimus ve fusidik asit miktarlarinin saptanmasi
icin caligmalar, yontem 3.2.18.1.’de “Takrolimus ve Fusidik Asit Yiikli Mikroemiilsiyon

Formiilasyonunun Stabilitesinin Degerlendirilmesi” boliimiinde anlatildig: gibi yapildi.

Bu kapsamda, etkin maddelerin ayni konsantrasyonlarda stok ve standart
coOzeltileri hazirlandi. Merhem formiilasyonlar1 da aymi miktarda tartilarak ayni
konsantrasyonlara sahip numune ¢ozeltileri hazirlandi. Farkli olarak, balon joje igine
tartilan ve tlizerine bir miktar asetonitril ve su karisimi (70:30; h:h) ilave edilen
formiilasyonlarin erimesi i¢in 20 dakika calkalayicili su banyosunda 70°C’de bekletildi.
Bu siire sonunda buz banyosuna alinarak sogutuldu. Oda sicakligina gelmesi icin
beklendi. Asetonitril ve su karigimi (70:30; h:h) ile tamamlanarak GF/A (Glass-
Microfiber 110 mm) filtre kagidindan siiziildi (0,05 mg /mL Takrolimus numune
¢ozeltisi). Fusidik asit numune c¢ozeltisi igin 50 mL’lik bir balon jojeye 4 mL
““Takrolimus numune ¢6zeltisi’den aktarildi ve hacmine asetonitril ve su karisimi (70:30;
h:h) ile tamamlandi. GF/A (Glass-Microfiber 110 mm) filtre kagidindan siiziildii (0,08

mg/mL Fusidik asit numune ¢ozeltisi).

Merhem formiilasyonlarinin safsizlik c¢alismast i¢in de ayni miktarda
formiilasyonlar tartilarak ayni1 konsantrasyonlarda numune ¢ozeltileri miktar tayini
yonteminde belirtilen erime ve sogutma prosediirlerine gore hazirlandi (0,1 mg/mL
Takrolimus numune ¢ozeltisi; 2,0 mg/mL Fusidik asit numune ¢ozeltisi). Benzer sekilde,
safsizlik caligmalarinda stabiliteleri takip edilen her iki merhem formiilasyonu i¢in de
plasebo formiilasyonlari, merhem numune ¢dzeltileri gibi hazirlanarak HPLC’de analiz
edildi. Hesaplamalar da yontem 3.2.18.1.°de beliritlen Esitlikler (3-3)-(3-9)’a gore

yapilarak sonuglar degerlendirildi.

Fiziksel stabilitelerin degerlendirilmesi i¢in pH ve viskozite 6l¢limleri sirasiyla

yontem 3.2.20.2. ve yontem 3.2.20.3’te anlatildig1 gibi yapildu.

Yapilan caligmalar dogrultusunda ii¢ aylik stabilite ¢iktilarina gére birim formiil
belirlendi. MR-PC-6 kodlu merhem formiilasyonu ile in vitro salim ve in vitro deriden

penetrasyon caligsmalar1 yapildi.
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3.2.22. Merhem Formiilasyonundan Etkin Maddelerin Sentetik Membrandan In
Vitro Salim Cahismalar:

In vitro salim caligmalar1 yontem 3.2.21.°de yiiriitiilen stabilite ¢alismalari ile
belirlenen takrolimus ve fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonu (MR-PC-6) ve pazarda

bulunan ticari iiriinler ile karsilastirmali olarak incelendi.

Yontem 3.2.1.3.°te anlatildigi gibi sonsuz seyrelme kosulunu saglamak ig¢in
reseptor faz (PBS:Etanol karisimi (70:30; h:h) belirlendi. Salim ¢aligmalar1 PermeGear
Franz tipi difiizyon hiicrelerinin (14 mL hacim ve etkin difiizyon alam 4,91 cm?) ile
seliiloz nitrat yapisinda membranlar (0,45 pm 50 mm Sartorious®) kullanilarak yapildi.
Etkin maddelerin salim profili, Fick’in Birinci Yasasi’na gore ve Higuchi kinetik

modeline gore degerlendirildi.

J= dM/S at= D (dc/dx) “Fick’in Birinci Yasas1” (3-10)
J=Molekiillerin bir bolgeden diger bir bolgeye difiizyon hizi yani birim zamanda (t) birim
alandan (S) gecen madde miktarin

D=Difiizyon katsayis1, (cm?/saniye) molekiiliin bulundugu ortamda birim zamanda ne
kadarlik bir alan1 gegebildigini veya ortamdan uzaklasma yetenegini

dc/dx= Konsantrasyon gradyani-derisimi (miktar/hacim, g/cm®) ve x, molekiiliin yiizeye
paralel olarak katettigi mesafeyi (cm)

1313

isareti, molekiil hareketinin daha az yogun boélgeye dogru oldugunu, yogun bdlgeden
uzaklastik¢a derisimin azaldigini ve bu nedenle J degerinin her zaman “+” olacagini ifade
eder (Tirnaksiz 2007 p. 114).

Q=k. t.¥2 “Higuchi kinetik modeli” (3-11)
Q= Birim yiizeyden salinan ilag miktarini
k= salim hiz1 sabitini
t= zamani temsil eder (Higuchi 1963; Capan 2002 pp. 46-47).

Caligmalarda, su banyosu 37°C’ye ayarlandi. Reseptor faz ultrasonik banyoda
degaze edildikten sonra hiicrelere dolduruldu, her bir hiicreye manyetik karigtirict
birakildi. Membranlar ¢alisma 6ncesi derinin en iist tabakasi1 stratum corneum’un taklit
edilmesi amagli izopropil miristat (IPM) icinde 30 dakika bekletildikten sonra hiicrelere
yerlestirildi (Pople ve Singh 2010; Pople ve Singh 2011). Formiilasyonlar 1 gram olacak

sekilde tartilarak donér faza yerlestirildi. Her bir formiilasyon i¢in en az 6 hiicre ¢alisildi.

Donor faz olarak pazarda mevcut olan iiriinler Protopic® merhem, Fucidin®

merhem, fomiilasyonlar olarak takrolimus ve fusidik asit yiiklii merhem ile etkin
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maddelerin birbirlerinin salim hizin1 etkileyip etkilemedigini aragtirmak i¢in (EI
Maghraby ve ark. 2014) sadece takrolimus yiiklii merhem ve sadece fusidik asit ytiklii
merhem uygulandi. Fusidik asit etkin maddesini karsilastirabilmek i¢in pazarda bulunan
iirlin olarak su icermeyen formu olan Fucidin merhem kullanildi. 1. 2. 4. 6. ve 8.
saatlerde 0,3 mL 6rnek alindi ve yerine ayn1 miktarda reseptér faz ilave edildi. Ornekler
seyreltilmeden siringa ucu filtrelerden (0,45 pm, PTFE, Millex®-LCR) siiziildii.
Takrolimus etkin maddesinin salim karakteristigi i¢cin numuneler LC-MS’de; fusidik

asitin salim karakteristigi i¢in numuneler HPLC ‘de analiz edildi.

3.2.23. Merhem Formiilasyonundan Etkin Maddelerin Domuz Derisinden In Vitro
Penetrasyon Calismalari

Dermal tabakalardaki etkin maddelerin miktar tayini yontem 3.2.15.’te anlatildig1
gibi yapildi. In vitro deriden penetrasyon calismalar1 yontem 3.2.21.°de yiritiilen
stabilite calismalar1 ile belirlenen takrolimus ve fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonu
(MR-PC-6) ile yiirtitiildii. Bu dogrultuda, gelistirilen takrolimus ve fusidik asiti bir arada
iceren merhem formiilasyonun in vitro kosullarda deriden penetrasyonu, pazarda
bulunan takrolimus (Protopic® merhem) ve fusidik asidin sodyum tuzu (Fucidin®

merhem) igeren ticari iirlinler ile karsilagtirmali olarak incelendi.

3.2.24. Etkin Madde Yiikli Merhem Formiilasyonunun ATR-FTIR (Azaltilns
toplam Yansimali Fourier Doniisiimlii Kizilotesi) Spektrometresi ile Deri
Uzerindeki Etkilerinin In vitro Kosullarda Incelenmesi Calismalari

Merhem formiilasyonunun bilesenlerinin deri iizerindeki etkileri ATR-FTIR
spekroskopisi ¢alismasi ile incelendi. Calisma, yontem 3.2.16.’da anlatildig: gibi yapildi.
Caligsmalarda, yontem 3.2.23.°te oldugu gibi gelistirilen takrolimus ve fusidik asiti bir
arada igeren merhem formiilasyonunun (MR-PC-6) in vitro kosullarda deri tizerindeki
etkileri, pazarda bulunan takrolimus (Protopic® merhem) ve fusidik asidin sodyum tuzu

(Fucidin® merhem) igeren ticari iiriinler ile karsilastirmali olarak incelendi.

3.2.25. istatiksel Analiz

In vitro salim c¢alismalarinin sonuglari GraphPad Prism 5.01 programi
kullanilarak Two Way Anova, Bonferroni Multiple Comparison Test uygulamasi ile
istatiksel olarak analiz edildi. In vitro deriden penetrasyon g¢alismalarinin sonuglari
GraphPad Prism 5.01 programi kullanilarak One Way Anova, Tukey Multiple

Comparison Test uygulamasi ile istatiksel olarak analiz edildi. Mikroemiilsiyon ve
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merhem formiilasyonlarinin etkin madde miktar tayini bulgulari ise ayni program
uygulanarak One Way Anova, Dunnett’s Multiple Comparison Test uygulamalari ile
istatistiksel analiz edildi. In vivo ¢alismalarda uygulama oncesi ve formiilasyon
bilesenlerinin uygulanmasi sonrast deri iizerindeki degisimlerin istatistiksel
degerlendirilmesi i¢in ayn1 program kullanilarak, non-parametrik t testi, Wilcoxon isaret
sirama testi (Wilcoxon signed rank test) uygulandi. Yapilan tiim ¢alismalarda anlamli

fark sinir1 p < 0,05 belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. On Formiilasyon Calisma Bulgular

4.1.1. Etkin Maddelerin infrared (IR) Spektrumu Bulgulari
Yontem 3.2.1.1.°de anlatildig1 sekilde yapilan ¢alismada elde edilen takrolimus,

fusidik asit ve her iki etkin maddenin fiziksel karisimina ait FT-IR spektrumu Sekil 4-

1’de goriilmektedir.

Sekil 4-1: Takrolimusun (A), fusidik asidin (B) ve her iki etkin maddenin fiziksel
karisiminin (C) IR spektrumu

4.1.2. Etkin maddelerin Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC) Analizlerine Ait
Bulgular

Yontem 3.2.1.2.°de anlatildig1 sekilde yapilan ¢aligmada takrolimus, fusidik asit

ve her ikisinin karisimina ait termogramlar Sekil 4-2 ve Sekil 4-3’te gosterilmektedir.
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(505) 1)

Sekil 4-2: Takrolimus (I) ve Fusidik asidin (II) DSC termogramlari

Sekil 4-3: Takrolimus ve Fusidik asit karisiminin DSC termogrami

4.1.3. Etkin Maddelerin Mikroemiilsiyon ve Merhem Formiilasyonlari
Bilesenlerindeki Coziiniirliik Calismalarina Ait Bulgularn

Yontem 3.2.1.3.te anlatildigr gibi c¢aligma yapildi. Bu c¢alismayla etkin
maddelerin formilasyonlarda kullanilan yardimci maddeler igindeki ¢oziiniirliikleri
saptand1. Calisma bulgular1 Tablo 4-1 ile Tablo 4-2 ve Sekil 4-4 ile Sekil 4-5te

gosterilmektedir.



Tablo 4-1: Takrolimusun yardimci maddelerdeki ¢oziiniirliigii (n=3)
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Yardimci madde mg/mL £SD
Capryol 90 67,29 +£1,37
Lauroglycol FCC 21,91 +0,04
Yaglar o
Oleik asit 14,48 £0,26
Labrafac PG 17,88 £0,07
Kolliphor RH 40 15,76 £0,02
Kolliphor EL 15,91 £0,38
Siirfaktanlar Tween 80 45,88 £0,26
Tween 20 51,78 £0,40
Labrasol 161,67 £6,87
Propilen glikol 59,39+0,75
Kosiirfaktanlar PEG-400 68,21+2,93
Transcutol P 322,71 £2,70
400+
B Capryol %0
3 - 3 Lauroglycol FCC
& 3007 = B3 Olkikasit
g —| D Labrafac PG
5 200 E Kolliphor RH 40
E = Kolliphor EL
> 100+ — @ Tween 80
- = Tween 20
0-E sl [ES] Labrasol
Yag fazi Siirfaktan Kosiirfaktan ~ &2 Propilen glikol
@D PEG-400
= Transcutol P

Sekil 4-4: Takrolimusun yardimci maddelerdeki ¢oziiniirliigii



Tablo 4-2: Fusidik asidin yardimc1 maddelerdeki ¢oziiniirliigii (n=3)
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Yardimci madde mg/mL+SD
Capryol 90 98,08+1,32
Lauroglycol FCC 62,21+3,46
Yaglar o
Oleik asit 27,924+0,30
Labrafac PG 6,62+0,00
Kolliphor RH 40 57,42+0,07
Kolliphor EL 56,12+1,94
Siirfaktanlar Tween 80 58,21+0,23
Tween 20 105,87+0,31
Labrasol 126,97+0,22
Propilen glikol 87,96+1,29
Kosiirfaktanlar PEG-400 122,39+2,93
Transcutol P 353,04+7,58
400-
B3 Capryol 90
= E EEE Lauroglycol FCC
£ 3004 ] o
W — B Okikasit
R E @™ Labrafac PG
= 2004 E Kolliphor RH 40
E —| 3 Kolliphor EL
:g 100 = =4 O Tween 80
— €& Tween 20
01k - 53] Labrasol
Yag fan Siirfaktan Kosiirfaktan [ Z2Z Propilen glikol
I PEG-400
B Transcutol P

Sekil 4-5: Fusidik asidin yardimc1 maddelerdeki ¢oziiniirliigii



96

4.1.4. Etkin Maddelerin Coziinme Ortamlarindaki Coziiniirliik Calismalarina Ait
Bulgular:

Yontem 3.2.1.4.°te belirtildigi gibi ¢alisilarak in vitro salim ¢aligmalarinda sonsuz
seyrelme kosulunu saglayan ¢6ziinme ortami belirlendi. Calisma bulgular1 Tablo 4-3’te
sunulmaktadir. Elde edilen bulgulara gore, sink kosulun saglanmasi agisindan

PBS:Etanol karigimi (70:30; h:h) reseptor faz olarak belirlendi.

Tablo 4-3: Etkin maddelerin reseptor fazlardaki ¢oziiniirliik bulgulari (n=3)

Reseptor Ortam Takrolimus (mg/mL) Fusidik asit (mg/mL)
PBS:Etanol (70:30) 0,51+0,00 2,57+0,11
PBS:Propilen glikol (70:30) 0,12+0,02 1,34+0,09
PBS:PEG 400 (70:30) 0,17+0,01 0,41+0,18

4.1.5. Etkin Maddelerin Mikroemiilsiyon ve Merhem Formiilasyonlar1 Bilesenleri
ile Safsizhik Calismalarina Ait Bulgular

Yontem 3.2.1.5.’te anlatildig gibi ¢aligilarak, etkin madde ve yardime1r maddeler
arasindaki etkilesim incelendi. Calismalarda etkin madde takrolimus i¢in, Tautomer 19-
epimer, Takrolimus 8-propil ve Takrolimus 8-epimer safsizliklari ¢alisildi. Fusidik asit
icin ise G ve | safsizliklari ¢aligildi. Bulgular toplam safsizlik olarak sunuldu. S6z konusu

bulgular Tablolar 4-4, 4-5, 4-6 gosterilmektedir.

Tablo 4-4: Etkin maddelerin toplam safsizhik degerleri (%)

Toplam Safsizhk (%)
Etkin maddeler

Baslangic 40°C %75 RH 60°C
zamani 30 giin sonra 7 giin sonra
Takrolimus 0,0 0,0 0,0
Fusidik asit 0,98 1,0 1,6

Fusidik asit: Takrolimus 1,1 1,0 1,6
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Tablo 4-5: Fiziksel karisimlarda etkin maddelerin toplam safsizhik degerleri (%)

Toplam Safsizhik (%)

Fiziksel karisimlar Baslangic 40°C %75 RH
zamani 15 giin
Takrolimus:Oleik asit 0,48 29
Takrolimus: Kolliphor RH 40 0,0 24,3
Takrolimus :Kolliphor EL 0,0 29,6
Takrolimus :Propilen glikol 0,0 0,17
Fusidik asit:Oleik asit 0,74 15
Fusidik asit : Kolliphor RH 40 0,92 3,6
Fusidik asit :Kolliphor EL 0,72 2,5
Fusidik asit :Propilen glikol 0,90 3,1
Fusidik asit: Takrolimus:Oleik asit 0,97 5,3
Fusidik asit :Takrolimus: Kolliphor RH 40 0,97 45,7
Fusidik asit: Takrolimus :Kolliphor EL 0,92 35,4
Fusidik asit : Takrolimus :Propilen glikol 0,99 3,0

Tablo 4-6: Fiziksel karisimlarda etkin maddelerin toplam safsizhik degerleri (%)

Toplam Safsizlik (%)

Fiziksel karisimlar Baslangic 40°C %75 RH 40°C %75 RH
zamani 15 giin 30 giin
Takrolimus: Transcutol P 0,0 45 5,6
Takrolimus: Capryol 90 0,0 0,0 0,88
Takrolimus:Propilen karbonat 0,0 0,0 0,40
Takrolimus: Triasetin 0,0 0,0 0,34
Fusidik asit:Transcutol P 0,80 1,8 1,6
Fusidik asit: Capryol 90 0,68 0,71 0,82
Fusidik asit: Propilen karbonat 0,70 0,84 0,83
Fusidik asit: Triasetin 0,90 1,1 1,6
Fusidik asit: Takrolimus: Transcutol P 0,89 1,8 2,6
Fusidik asit: Takrolimus:Capryol 90 0,89 1,4 1,8
Fusidik asit: Takrolimus:Propilen karbonat 0,91 0,80 2,6

Fusidik asit:Takrolimus: Triasetin 1,0 0,94 2,6
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4.2. Etkin Madde  Yiiklenmemis  Mikroemiilsiyon = Formiilasyonlarinin
Optimizasyon Calismalarina Ait Bulgular

Mikroemiilsiyonlar yontem 3.2.2.°de anlatildigi gibi c¢alisilarak hazirland.
Mikroemiilsiyonlarin optimizasyonu i¢in, su tutma kapasitesinin yiiksek olmasina énem
verildi. Bu amagla yag:siirfaktan:kosiirfaktan oranlar1 1:9, 2:8, 3:7 olarak c¢alisilarak su
icinde yag mikroemiilsiyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan formiilasyonlarin gorsel olarak
incelenmesinin ardindan, faz ayrimi olmayan, berrakligin1 koruyan ve toplamda %25-
%50 araliginda su iceren mikroemiilsiyon formiillerinin damlacik boyutu ve
polidisperiste indeksleri (PDI) 6l¢iildii. Bu 6l¢iimlere ait bulgular Tablo 4-7, Tablo 4-8
ve Tablo 4-9°da gosterilmektedir.

Tablo 4-7: Tek siirfaktan ve kosiirfaktan iceren mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu ve
dagilimi (PDI) sonuglar: (n=3)

Formiil kodu Damlacik boyutu (nm) Polidispersite indeksi (PDI)
OLT 3,40+3,20 0,28+0,00
OLCeL 12,50+6,14 0,18+0,01
OLCg.-1 11,98+5,49 0,37+0,03
OLCgru 22,0+3,09 0,43+0,01
OCguT 13,5£1,07 0,42+0,01
OTgoT 9,81+0,42 0,36+0,02
OTgoT-1 9,62+3,04 0,37+0,01
OTgoT-2 30,06+0,77 0,32+0,01
OTgoT-3 5,79£1,99 0,47+0,00
OTgT-4 10,95+0,46 0,18+0,01
oTT 4,13+0,94 0,55+0,01
OTT-1 3,53+0,30 0,47+0,01
OCe, T 7,45+0,61 0,16+0,01
OCg T-1 14,65+1,43 0,49+0,03
OCg, T-1 149,23+4,87 0,23+0,03
OCg, T-3 21,89+0,41 0,16+0,01
LpcLCeL 4,49+1,11 0,86+0,01
LpcLCpg-1 45,01+1,06 1,00+0,01
CLT (1:1) 2,64+0,98 0,37+0,01
CLT (1:1)-1 4,98+0,79 0,28+0,02
CLT (1:1)-2 3,91+0,61 0,21+0,00
CLT (1:2) 3,71+0,72 0,25+0,01
CLT (1:2)-1 441%1,78 0,1240,01
CLT (2:1) 3,58+0,53 0,19+0,01
CLT (2:1)-1 10,97+2,24 0,05+0,01
LLT (1:1) 4,95+0,14 0,4140,01
LLT (1:1)-1 16,38+1,45 0,22+0,01
LLT (2:1) 2,99+0,51 0,26:0,00

LLT (2:1)-1 10,03+6,22 0,28+0,03




99

Tablo 4-8: iki kosiirfaktan iceren mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu ve dagilimi
olciim (PDI) sonuglar: (n=3)

Formiil kodu Damlacik boyutu (nm) Polidispersite indeksi (PDI)
OTT-PEG 9,22+0,49 0,22+0,01
OTT-PEG-1 6,38+1,91 0,09+0,01
OTT-PEG-2 15,42+9,65 0,13+0,05

Tablo 4-9: iki siirfaktan iceren mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu ve dagihm 6lciim
(PDI) sonuglarr (n=3)

Formiil kodu Damlacik boyutu (nm) Polidispersite indeksi (PDI)
OLT-CeL 6,38+0,19 0,32+0,01
OLT-Ce.-1 5,95+1,05 0,42+0,01
OLT-Cg-2 17,42+4,07 0,39+0,18

Formiilasyon ¢alismalari verileri dogrultusunda, hem takrolimus hem de fusidik
asit etkin maddelerini bir arada igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlari i¢in her iki etkin
maddeyi de en yliksek ¢oziindiirme kapasitesine sahip, yag fazi1 Capryol 90 (Takrolimus
67,29 mg/mL ve Fusidik asit 98,08 mg/mL) ile hazirlanan S:KoS orani sirasiyla 1:1, 2:1
ve 1:2 olan mikroemiilsiyonlarla [CLT (1:1), CLT (2:1) ve CLT (1:2)] ¢alisilmaya karar

verildi.

Yag faz1 olarak, penectrasyon artirict etkiye sahip oleik asit ile hazirlanan
mikroemiilsiyonlar degerlendirildi. Bu mikroemiilsiyonlardan siirfaktan olarak Tween 80
icerenlerde (OTgoT, OTgoT-1, OTgoT-2, OTgoT-3 ve OTgoT-4) bir siire sonra jellesme

gbzlendi.

Yag faz1 oleik asit, siirfaktan veya kosiirfaktan olarak Kolliphor RH igeren
mikroemiilsiyonlar (sirasiyla OCryT veya OLCrn) ise damlacik boyutu ve dagilimi

acisindan uygun olmalarina ragmen akiskanliklar yetersiz bulundu.

Yag fazi, siirfaktan ve kosiirfaktan olarak sirasi ile oleik asit, Kolliphor EL ve
Transcutol P iceren mikroemiilsiyonlara (OCg T, OCgLT-1, OCgLT-2 ve OCgLT-3), ikinci
slirfaktan olarak Labrasol eklenmesiyle hazirlanan mikroemiilsiyonlarin (OLT-Cg, OLT-
CeL-1, OLT-CEgL-2) daha yiiksek su tutma kapasitelerine sahip olduklari (yaklasik olarak
%30 —%40 ) saptandi.
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Yag fazi, siirfaktan ve kosiirfaktan olarak sirasi ile oleik asit, Tween 20 ve
Transcutol P igeren mikroemiilsiyonlara (OTT, OTT-1) ikinci kosiirfaktan olarak PEG
400’in eklenmesiyle hazirlanan mikroemiilsiyonlarda (OTT-PEG, OTT-PEG-1, OTT-
PEG-2) PDI'nin azaldigi (0,55—0,22) ve formiilasyonlarin akiskanliklarinin artigi

saptandi.

Bu veriler kapsaminda; yag fazi, siirfaktan ve kosiirfaktan olarak sirasi ile oleik
asit, Labrasol veya Labrasol+Kolliphor EL, Transcutol P iceren mikroemiilsiyon

formiilasyonlar1 (OLT-CEL ve OLT) ile calisilmaya karar verildi.

Ayni zamanda yag fazi, siirfaktan ve kosiirfaktan olarak sirasi ile oleik asit, Tween
20 ve Transcutol P veya Transcutol P+PEG 400 iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlari

(OTT ve OTT-PEG) daha sonraki yapilacak ¢alismalar i¢in segildi.

4.2.1. Ucgen Faz Diyagramlarimin Cizilmesine Ait Bulgular
Mikroemiilsiyonlardaki bilesenlerin konsantrasyon araligini belirleyebilmek i¢in

licgen faz diyagramlar1 yontem 3.2.2.1.’de anlatildig1 gibi c¢alisilarak hazirlandi.

Yag fazi, siirfaktan ve kosiirfaktan olarak sirasi ile; Capryol 90, Labrasol, ve
Transcutol P, S:KoS oranlar ise 1:1, 2:1, 1:2 olan mikroemiilsiyonlarin ii¢ggen faz
diyagramlarinin ¢izilebilmesi i¢in kullanilan formiilasyon bilesenleri ile miktarlar
Tablolar 4-10, 4-11 ve 4-12’de bu mikroemiilsiyonlara ait faz diyagramlari Sekil 4-6, 4-
7 ve 4-8’de gosterilmektedir.

Yag fazi, stirfaktan ve kosiirfaktan olarak sirasi ile; oleik asit, Labrasol:Kolliphor
EL (SL:SII= 2:1) ve Transcutol P, S:KoS oran1 1:1 olan mikromiilsiyonlarin {icgen faz
diyagramlarinda kullanilan formiilasyon bilesenleri ile miktarlar1 Tablo 4-13’te, faz
diyagrami Sekil 4-9°da gosterilmektedir. Yag fazi, stirfaktan ve kosiirfaktan olarak sirasi
ile; oleik asit, Labrasol ve Transcutol P, S:KoS oran1 1:1 olan mikromiilsiyonlarin {iggen
faz diyagramlarinda kullanilan formiilasyon bilesenleri ile miktarlar1 Tablo 4-14te, faz

diyagrami Sekil 4-10’da gosterilmektedir.

Yag fazi, siirfaktan ve kosiirfaktan olarak sirasi ile; oleik asit, Tween 20 ve
Transcutol P:PEG 400 (KoSI:KoSII=3:1), S:KoS oran1 1:2 olan mikromiilsiyonlarin
ticgen faz diyagramlarinda kullanilan formiilasyon bilesenleri ile miktarlar1 Tablo 4-
15°te, faz diyagrami Sekil 4-11°de gosterilmektedir. Yag fazi, siirfaktan ve kosiirfaktan

olarak sirasi ile; oleik asit, Tween 20 ve Transcutol P ve S:KoS oram1 1:1 olan
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mikromiilsiyonlarin tiggen faz diyagramlarinda kullanilan formiilasyon bilesenleri ile

miktarlart Tablo 4-16°da, faz diyagrami Sekil 4-12°de gosterilmektedir.

Tablo 4-10: Yag fazi1 Capryol 90, Labrasol: Transcutol P orani 1:1 olan mikromiilsiyonlara
ait iicgen faz diyagramlarimin cizilebilmesi icin kullanilan formiilasyon

bilesenleri ile yiizde miktarlar:

Labrasol :Transcutol P

Yag:[S:Ko-S] Capryol 90 @:1) Su
1:9 6,4 56,5 37,1
2:8 14,1 55,8 20,1
3:7 22,8 54,3 22,9
4:6 33,0 49,3 17,7
5:5 42,2 42,7 151
6:4 53,0 35,4 11,6
7:3 61,8 29,1 91
8:2 73,6 19,5 6,9
9:1 86,3 111 2,7

1

Yii

Sekil 4-6: Yag fazi1 Capryol 90, Labrasol:Transcutol P oram 1:1 olan mikroemiilsiyonlara

ait iicgen faz diyagram



Tablo 4-11: Yag fazi1 Capryol 90, Labrasol: Transcutol P oram 2:1 olan
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mikroemiilsiyonlara ait iicgen faz diyagramlarimn cizilebilmesi icin kullanilan

formiilasyon bilesenleri ile yiizde miktarlari

Labrasol :Transcutol P

Yag:[S:Ko-S] Capryol 90 2:1) Su
1:9 2,4 21,5 76,1
2:8 12,5 48,9 38,6
3.7 23,0 53,0 24,0
4:6 32,3 50,9 16,8
5:5 42,9 43,0 14,1
6:4 51,8 36,6 11,6
7:3 61,1 27,7 11,3
8:2 71,8 19,5 8,6
9:1 86,5 12,0 15

X Axis

Sekil 4-7: Yag fazi1 Capryol 90, Labrasol:Transcutol P orani 2:1 olan mikroemiilsiyonlara

ait iicgen faz diyagram
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Tablo 4-12: Yag faz1 Capryol 90, Labrasol: Transcutol P orani 1:2 olan mikromiilsiyonlara

ait iicgen faz diyagramlarimin cizilebilmesi icin kullanilan formiilasyon

bilesenleri ile yiizde miktarlar:

Yag:[S:Ko-S] Capryol 90 Labrasol :Transcutol P s
(1:2)
1:9 4,7 38,9 56,4
2:8 11,4 45,0 43,7
37 19,2 46,3 34,6
4:6 29,1 44,2 26,6
55 40,3 40,5 19,2
6:4 47,6 34,6 17,8
7:3 57,4 27,2 155
8:2 70,2 17,5 123
9:1 78,1 10,8 111

Sekil 4-8: Yag fazi1 Capryol 90, Labrasol/Transcutol P oram 1:2 olan mikromiilsiyonlara

ait iicgen faz diyagram



Tablo 4-13: Yag faz1 Oleik ait, Labrasol- Kolliphor EL:Transcutol P orami 1:1 olan

mikromiilsiyonlara ait iicgen faz diyagramlarimn cizilebilmesi icin kullamilan
formiilasyon bilesenleri ile yiizde miktarlari
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Labrasol —Kolliphor EL:Transcutol P

Yag:[S:Ko-S] Oleik asit Su
(1:1)
1:9 3,7 30,7 65,6
2:8 13,6 54,7 31,7
3.7 24,0 56,6 19,4
4:6 32,6 49,9 17,5
5:5 42,5 43,6 13,9
6:4 53,6 36,8 9,6
7:3 62,6 28,1 9,3
8:2 71,2 19,7 91
9:1 79,9 11,6 8,5

Sekil 4-9: Yag faz1 Oleik ait, Labrasol- Kolliphor EL:Transcutol P oram 1:1 olan

mikroemiilsiyonlara ait iicgen faz diyagrami
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Tablo 4-14: Yag faz1 Oleik ait, Labrasol :Transcutol P orani 1:1 olan mikromiilsiyonlara

ait iicgen faz diyagramlarimin cizilebilmesi icin kullanilan formiilasyon
bilesenleri ile yiizde miktarlari

Labrasol :Transcutol P

Yag:[S:Ko-S] Oleik asit Su
(1:1)
19 43 36,7 59,0
2:8 14,1 56,3 29,6
3.7 23,8 56,2 20,0
4:6 32,6 49,5 17,9
5:5 44,0 43,9 12,1
6:4 54,1 36,5 9,5
7:3 64,8 28,0 7,2
8:2 74,9 19,8 5,2
9:1 85,4 10,7 3,9

S:KoS

Sekil 4-10: Yag faz1 Oleik ait, Labrasol :Transcutol P oram 1:1 olan mikroemiilsiyonlara

ait iicgen faz diyagram



Tablo 4-15: Yag faz1 Oleik ait, Tween 20: Transcutol P-PEG 400 orani 1:2 olan
mikromiilsiyonlara ait iicgen faz diyagramlarinin ¢izilebilmesi i¢in kullanilan

formiilasyon bilesenleri ile yiizde miktarlari
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Yag:[S:Ko-S] Oleik asit Tween 20:Transcutol P-PEG 400 Su
(1:2)
1:9 53 449 49,8
2:8 15,6 61,3 23,1
3.7 22,9 53,2 23,9
4:6 31,4 46,7 21,9
5:5 40,9 40,9 18,1
6:4 50,0 34,3 15,7
7:3 59,0 26,6 14,4
8:2 71,7 15,9 12,5
9:1 80,9 11,4 7,7

Sekil 4-11: Yag faz1 Oleik ait, Tween 20:Transcutol P-PEG 400 oran1 1:2 olan

mikroemiilsiyonlara ait iicgen faz diyagram
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Tablo 4-16: Yag faz1 Oleik ait, Tween 20:Transcutol P orani 1:1 olan mikromiilsiyonlara
ait iicgen faz diyagramlarimin cizilebilmesi icin kullanilan formiilasyon

bilesenleri ile yiizde miktarlar:

Tween 20: Transcutol P

Yag:[S:Ko-S] Oleik asit Su
(1:1)
1:9 7,7 7,7 84,6
2:8 18,6 18,6 62,8
3.7 32,9 32,9 34,3
4:6 38,0 38,0 24,0
5:5 43,8 43,8 12,4
6:4 45,7 45,7 8,6
7:3 46,5 46,5 7,1
8:2 47,5 47,5 50
9:1 47,9 47,9 4,2

Sekil 4-12: Yag faz1 Oleik ait, Tween 20:Transcutol P orani 1:1 olan mikroemiilsiyonlara

ait iicgen faz diyagram
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4.2.2. Mikroemiilsiyonlarin Secilmesine Ait Bulgular

Yontem 3.2.2.2.°de belirtildigi gibi, Onformiilasyon c¢alismalar1 kapsaminda
yapilan ¢oziiniirliik ve safsizlik ¢aligsmalar1 verileri ile mikroemiilsiyonlarin su tutma
kapasiteleri, damlacik boyutu ve dagilimlari, fiziksel goriiniimleri dikkate alinarak ayrica
ticgen faz diyagramlarindaki mikroemiilsiyon olusum alanlar1 degerlendirilerek etkin
madde/maddeler yiiklenecek mikroemiilsiyonlar se¢ildi. Secilen mikroemiilsiyonlar

Tablo 4-17 ve Tablo 4-18’de gosterilmektedir.

Tablo 4-17: Yag fazi1 Capryol 90 olan mikroemiilsiyonlara ait formiilasyon bilesenlerinin

yiizdeleri*
Formiilasyon
CLT-(1:1) CLT-(2:1) CLT-(1:2)
Bilesenleri

Capryol 90 5-10 5-10 5-10
Labrasol 25-35 30-40 15-20
Transcutol P 25-35 15-20 25-35
Su 25-35 35-45 35-45

(*) Tabloda yer alan formiilasyonlar SanTez projesi kapsamindan hazirlanmig olup CLT-(1:2) mikroemiilsiyonu igin
patent basvurusu yapilmistir. Bu nedenle formiilasyonlarin bilesenlerinin yiizde degerleri aralik olarak sunulmaktadir

(Patent bagvuru numaralari; TR201510399 ve TR201513223)

Tablo 4-18: Yag fazi Oleik asit olan mikroemiilsiyonlara ait formiilasyon bilesenlerinin

yiizdeleri
Formiilasyon
OLT-CEL OLT OTT-PEG oTT
Bilesenleri
Oleik asit 58 6,7 5,8 6,7
Labrasol 17,6 30,4 - -
Kolliphor EL 8,2 - - -
Tween 20 - - 17,6 30,4
Transcutol P 25,8 30,4 26,4 30,4
PEG 400 - - 8,8 -
Su k.m.100 k.m.100 k.m.100 k.m.100

4.3. Etkin Madde Yiiklenmemis Merhem Formiilasyonlarimin Optimizasyon
Calismalarina Ait Bulgular

Yontem 3.2.3.’te anlatildig1 gibi merhem formiilasyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan

merhemlerin formiilasyon bilesenleri aralik olarak Tablo 4-19, Tablo 4-20 ve tablo 4-
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21°de sunulmaktadir. Tablolarda yer alan merhem formiilasyonlar1 SanTez projesi
kapsamindan hazirlandig1 ve patent bagvurusu yapildigi i¢in bilesenlerin yiizde degerleri
aralik olarak verilmistir (Patent bagvuru numarasi TR201510398).

Tablo 4-19: Formiilasyon ¢alismalarinda hazirlanan ¢éziiciisii Transcutol P ve Capryol 90
olan merhem formiilasyonlarimin kodlar ve yiizdeleri

Madde isimleri MR- MR- MR- MR- MR- MR- MR-
TC-1 TC-2 TC-3 TC-4 TC-5 TC-6 TC-7
Transcutol P 5-15 5-15 5-15 5-15 5-15 5-15 5-15
Capryol 90 5-15 10-25 5-15 5-15 5-15 5-15 10-25
Sivi parafin 5-15 10-20 5-15 5-15 5-15 5-15 10-20
Vazelin 60-70 55-65 60-70 55-65 60-70 60-70 60-70
Setostearil alkol 5-15 5-15 5-15 5-15 - - -
Balmumu - - - - 5-15 5-15 5-15

Tablo 4-20: Formiilasyon ¢alismalarinda hazirlanan ¢oziiciisii Triasetin olan merhem
formiilasyonlarinin kodlari ve yiizdeleri

Madde isimleri MR-TA-1 MR-TA-2 MR-TA-3 MR-TA-4 MR-TA-5

Triasetin 5-15 5-15 5-15 5-15 5-15
Siv1 parafin 45-60 45-60 40-60 40-60 40-50
Propilen glikol - 5-15 - 5-15 -

Balmumu 5-15 5-15 4-10 4-10 4-10
Kat1 parafin - - 3-10 3-10 10-20
Vazelin 20-35 20-35 25-35 25-35 25-35

Tablo 4-21: Formiilasyon ¢alismalarinda hazirlanan ¢oziiciisii Propilen karbonat olan
merhem formiilasyonlarinin kodlar ve yiizde miktarlari

Madde isimleri MR-PC-1 MR-PC-2 MR-PC-3 MR-PC-4 MR-PC-5

Propilen karbonat 5-15 5-15 5-15 5-15 5-15
Sivi1 parafin 45-60 45-60 40-60 40-60 40-50
Propilen glikol - 5-15 - 5-15 -

Balmumu 5-15 5-15 4-10 4-10 4-10
Kat1 parafin - - 3-10 3-10 10-20

Vazelin 20-35 20-35 25-35 25-35 25-35
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4.4. Etkin Maddelerin Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar
Tayini Yonteminin Gelistirilmesine Ait Bulgular

Formiilasyonlarin degerlendirilmesi kapsaminda yapilan ¢alismalarda hazirlanan
orneklerdeki takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerinin miktarlariin hesaplanmasi

i¢cin yontem 3.2.4.’te anlatildig1 gibi c¢alisildi.

Ilk olarak hareketli fazdaki organik fazin yiizdesi artirildi. Hareketli faz,
analizlerde A hareketli faz1 %65 ve B hareketli faz1 %35 oranlarinda gradient olarak
caligildi. Daha sonra her iki etkin maddenin analizlerde giivenilir bir sekilde miktar tayini
limitlerini artirmak ve ayn1 zamanda piklerin keskinligi koruyarak kromatogramlari elde

etmek icin, uygulanan 6rneklerin enjeksiyon hacmi artirilarak 100 pL olarak uygulanda.

Takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerinin safsizlik analizleri i¢in de ayni
hareketli faz kullanildi. Gradient kosullari miktar tayini yontemine gore tekrar optimize

edilerek A hareketli faz1 %70 ve B hareketli faz1 %30 oranlarinda gradient olarak calisildi.

4.5. Takrolimusun HPLC ile Miktar Tayini Yonteminin Validasyon Bulgular:

4.5.1. Standart Orneklerin Hazirlanmas
Yontem 3.2.5.1.°de anlatildig: gibi ¢alisilarak 250, 100, 50, 25, 10 ve 5 pg/mL

konsantrasyonlarda standart ¢cozeltiler hazirlandi.

4.5.2. Dogrusallik

Yontem 3.2.5.2.°de anlatildig1 gibi ¢alisilarak elde edilen standart egri grafigi
Sekil 4-13’te, standart egri hazirlanmasinda kullanilan ortalama pik alani degerleri,
standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (%RSD) sonuglar1 Tablo 4-22°de, dogru

denklemi ve determinasyon katsayisi ise Tablo 4-23’te verilmektedir.

8000000.0+

6000000.0+
5 4000000.0+
< .

2000000.0+

0.0

0 100 200 300
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4-13: Takrolimusun dogrusallik cahsmasindan elde edilen standart egri grafigi
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Tablo 4-22: Takrolimusun miktar tayini yonteminin dogrusalligina ait bulgular (n=3)

Konsantrasyon SD RSD
Ortalama Alan

(ng/mlL) =) (%)

5 144568,00 1690,26 1,17

10 295429,00 1512,53 0,51

25 744397,33 7288,49 0,98

50 1509125,33 24541,92 1,63

100 2978592,67 13979,64 0,47

250 7530945,33 51898,06 0,69

Tablo 4-23: Takrolimusun dogrusallik ¢calismasinda elde edilen determinasyon katsayisi ve
dogru denklemi

Dogru denklemi y=30129x-8959,4

Determinasyon katsayisi (12) 1L

(y= Alan x= Konsantrasyon)

4.5.3. Kesinlik
Yontem 3.2.5.3.’te kesinlik boliimiinde anlatildig1 sekilde ¢alisilarak elde edilen

glin i¢i ve gilinler arasi kesinlik bulgulari sirasiyla Tablo 4-24 ve Tablo 4-25te

verilmektedir.

Tablo 4-24: Takrolimusun miktar tayini yontemine ait giin ici kesinlik bulgular1 (n=3)

Konsantrasyon SD RSD
Ortalama Alan

(ng/mL) (€] (%)

5 143678,33 1691,39 1,18

25 740808,00 2709,18 0,37

50 1500236,33 24541,92 1,64

Tablo 4-25: Takrolimusun miktar tayini yontemine ait giinler arasi kesinlik bulgular1
(n=3)

Konsantrasyon Birinci ikinci  Uciincii Ortalama SD RSD
(ng/mL) giin giin giin Alan @) (%)

5 144315 144959 141761  143678,33 1691,39 1,18

25 739537 738968 743919  740808,00  2709,18 0,37

50 1486897 1485253 1528559 1500236,33 24541,92 1,64
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Yontem 3.2.5.4.te anlatildig1 sekilde calisilarak her formiilasyonun %100’k

konsantrasyon i¢in geri kazanma degerleri ile SD ve % RSD degerleri Tablo 4-26’da

sunulmaktadir.

Tablo 4-26: Plasebo formiilasyonlarin %100 konsantrasyonlari i¢cin dogruluk ¢alismasi

(n=3)
Formiilasyon Konsantrasyon % Geri kazanim SD RSD
adi (ng/mL) ortalamalar @) (%)
Plasebo 1 100 99,08 0,08 0,08
Plasebo 2 100 98,85 0,14 0,14
Plasebo 3 100 98,91 0,04 0,04
Plasebo 4 100 98,80 1,00 1,01

4.5.5. Secicilik

Yontem 3.2.5.5.te anlatildigir sekilde c¢alisilarak etkin madde igermeyen

formiilasyonlarin, etkin madde takrolimus pikinin alikonma zamaninda girisim

yapmadiklari saptandi.

4.5.6. Teshis Limiti (TL) ve Miktar Tayini Limiti (MTL)
Yontem 3.2.5.6.’da anlatildig1 sekilde yapilan ¢aligmalar gére TL= 0,0200 pg/mL
ve MTL=0,0607 ng/mL olarak bulundu.

4.5.7. Stabilite

Yontem 3.2.5.7.°de beliritildigi sekilde calisilarak takrolimusun stabilitesi

incelendi. 50 pg/mL konsantrasyonda 6rnek ¢ozeltilerin stabilite bulgular: Tablo 4-27°de

verilmektedir.

Tablo 4-27: Takrolimusun stabilite bulgular

Konsantrasyon Ortalama SD RSD
Zaman Alan
(ng/mL) Alan (€3] (%)
0. saat 1485525
24. saat 1485065
50 1485569,25 449,34 0,03
48. saat 1486159
72. saat 1485528
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4.6. Fusidik Asitin HPLC Miktar Tayini Yonteminin Validasyon Bulgulari

4.6.1. Standart Orneklerin Hazirlanmasi
Yontem 3.2.6.1.°de anlatildig1 gibi ¢alisilarak 25, 10, 5 2,5, 1, 0,5 ve 0,25 pg/mL

konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi.

4.6.2. Dogrusallik
Yontem 3.2.6.2.°de anlatildig1 gibi ¢alisilarak elde edilen standart egri grafigi

Sekil 4-14’te, standart egri hazirlanmasinda kullanilan ortalama pik alani degerleri,
standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (%RSD) sonuglar1 Tablo 4-28’te, dogru

denklemi ve determinasyon katsayisi ise Tablo 4-29°da verilmektedir.

20000001
15000004
8
< 10000004
5000004
0 T T 1
0 10 20 30
Konsantrasyon (png/mL)

Sekil 4-14: Fusidik asitin dogrusallik calismasindan elde edilen standart egri grafigi

Tablo 4-28: Fusidik asitin miktar tayini yonteminin dogrusalligina ait bulgular (n=3)

Konsantrasyon SD RSD
Ortalama Alan

(ng/mlL) ) (%)

0,25 16476,33 369,40 2,24

0,5 34251,33 588,86 1,72

1 65770,00 991,10 1,51

2,5 165860,67 559,84 0,34

5 332910,67 921,60 0,28

10 663840,67 455,33 0,07

25 1636870,33 3017,01 0,18
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Tablo 4-29: Fusidik asitin dogrusallik cahismasinda elde edilen determinasyon katsayisi ve
dogru denklemi

Dogru denklemi y= 65489x+2584,4

Determinasyon katsayis1 (r?) 1

y= Alan x= Konsantrasyon

4.6.3. Kesinlik
Yontem 3.2.6.3. te anlatildig: sekilde galisilarak elde edilen giin i¢i ve giinler arasi

kesinlik bulgulari sirasiyla Tablo 4-30 ve Tablo 4-31’de verilmektedir.

Tablo 4-30: Fusidik asitin miktar tayini yontemine ait giin ici kesinlik bulgular: (n=3)

Konsantrasyon SD RSD
Ortalama Alan

(ng/mL) =) (%)

1 65281,33 272,91 0,42

2,5 165458,00 392,35 0,24

5 349075,67 5672,74 1,63

Tablo 4-31: Fusidik asitin miktar tayini yontemine ait giinler arasi kesinlik bulgular1 (n=3)

Konsantrasyon Birinci ikinci  Ugiincii  Ortalama SD RSD
(ng/mL) giin giin giin Alan @) (%)

1 65282 67743 65753 66259,33 1306,30 1,97

2,5 162701 163738 162754 163064,33 584,01 0,36

5 330128 330429 330187 330248,00 159,50 0,05

4.6.4. Deriden ve Banttan Fusidik asidin Geri Kazanimi (Dogruluk)
Yontem 3.2.6.4.°te anlatildig1 sekilde ¢aligilarak deri ve bantlardaki geri kazanim
miktarlar1 ve yiizdeleri ile SD degerleri Tablo 4-32 ve Tablo 4-33’te sunulmaktadir.

Tablo 4-32: Fusidik asitin bant numunelerinden geri kazanimi (n=3)

Uygulanan miktar/cm? Geri kazanilan miktar/cm? Geri kazanilan %
(ng) Ortalama £SD (ug) Ortalama £SD (ug)
4,73 4,86+0,06 102,75+1,21
23,63 22,23+0,23 94,06+0,98

(%) Standart sapma
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Tablo 4-33: Fusidik asitin deri numunelerinden geri kazanim (n=3)

Uygulanan miktar/cm? Geri kazanilan miktar/cm? Geri kazanilan %
(ng) Ortalama £SD (ng) Ortalama £SD (ng)
4,73 4,39+0,06 92,82+1,23
23,63 21,42+0,37 90,65+1,56

(+) Standart sapma

4.6.5. Secicilik
Yontem 3.2.6.5.’te anlatildig1 sekilde calisilarak derinin ve bandin fusidik asit
pikinin alikonma zamaninda girisim yapmadigi saptand1. Sekil 4-15’te segicilik ¢aligmasi

bulgular1 gosterilmektedir.

Sekil 4-15: Fusidik asitin seg¢icilik calismasi ile elde edilen blank, bos deri, bos bant ve 100
pg/mL’lik standart cozeltilerine ait cakistirilmis kromatogramlar

4.6.6. Teshis Limiti (TL) ve Miktar Tayini Limiti (MTL)
Yontem 3.2.6.6."da belirtildigi sekilde yapilan ¢caligmalar gére TL=0,0057 pg/mL
ve MTL=0,0174 ug/mL olarak bulundu.

4.6.7. Stabilite
Yontem 3.2.6.7.°de anlatildigi sekilde ¢alisilarak fusidik asidin stabilitesi
incelendi. 25 pg/mL konsantrasyonda o6rnek ¢ozeltilerin stabilite bulgular1 Tablo 4-34’de

verilmektedir.
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Tablo 4-34: Fusidik asidin stabilite bulgular

Konsantrasyon Ortalama SD RSD
Zaman Alan
(ng/mL) Alan @) (%)
1. saat 1597601
24. saat 1600535
25 1600697,00 6315,78 0,39
48. saat 1595089
72. saat 1609563

4.7. Fusidik Asitin In Vitro Salim Cahsmalarinda Kullamilan HPLC Miktar Tayini
Yonteminin Validasyon Bulgular:

4.7.1. Standart Orneklerin Hazirlanmasi
Yontem 3.2.7.1.°de anlatildig1 gibi calisilarak 250, 100, 50, 25, 10 ve 5 ug/mL

konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi.

4.7.2. Dogrusallik

Yontem 3.2.7.2.°de anlatildigr gibi calisilarak elde edilen standart egri grafigi
Sekil 4-16’da, standart egri hazirlanmasinda kullanilan ortalama pik alan1 degerleri,
standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (%RSD) sonuglar1 Tablo 4-35’de, dogru

denklemi ve determinasyon katsayisi ise Tablo 4-36’da verilmektedir.

200000001

15000000+

100000004

Alan

50000004

0 100 200 300
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4-16: Fusidik asitin dogrusallik calismasindan elde edilen standart egri grafigi
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Tablo 4-35: Fusidik asitin miktar tayini yonteminin dogrusalhgina ait bulgular (n=3)

Konsantrasyon SD RSD
Ortalama Alan

(ng/mlL) (] (%)

5 313815,33 4047,79 1,29

10 626919,00 12046,54 1,92

25 1576614,33 26555,65 1,68

50 3157022,00 55449,91 1,76

100 6295434,33 76437,02 1,21

250 15625091,67 186145,75 1,19

Tablo 4-36: Fusidik asitin dogrusallik calismasinda elde edilen determinasyon katsayisi ve
dogru denklemi

Dogru denklemi y= 62491x+16513

Determinasyon katsayist (r?) 1

y=Alan x= Konsantrasyon

4.7.3. Kesinlik
Yontem 3.2.7.3.’de anlatildig1 gibi ¢aligilarak elde edilen giin i¢i ve giinler aras1

kesinlik bulgulari sirasiyla Tablo 4-37 ve Tablo 4-38’de verilmektedir.

Tablo 4-37: Fusidik asitin miktar tayini yontemine ait giin ici kesinlik bulgular1 (n=3)

Konsantrasyon SD RSD
Ortalama Alan

(ng/mL) (€] (%)

5 312590,33 3986,65 1,28

25 1571416,00 29713,41 1,89

50 3140113,33 64346,56 2,05

Tablo 4-38: Fusidik asitin miktar tayini yontemine ait giinler arasi kesinlik bulgular: (n=3)

Konsantrasyon Birinci ikinci  Uciincii  Ortalama SD RSD
(ng/mL) giin giin giin Alan &) (%)

5 314993 316163 311499  314218,33 2426,58 0,77

25 1588121 1605804 1554824 1582916,33 25885,45 1,64

50 3152920 3212656 3102194 3155923,33 55292,21 1,75
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4.7.4. Dogruluk

Yontem 3.2.7.4.°te belirtildigi sekilde ¢alisilarak merhem formiilasyonun
%100’1iik konsantrasyon icin geri kazanma degerleri ile SD ve % RSD degerleri Tablo
4-39°da sunulmaktadir.

Tablo 4-39: Merhem plasebo formiilasyonunun %100 konsatrasyonlari i¢cin dogruluk

calismasi
Formiilasyon Konsantrasyon % Geri kazanim SD RSD
Adi (ng/mL) ortalamalar @) (%)

Merhem Plasebo
100 100,60 1,23 1,23
Formiilasyonu

4.7.5. Secicilik
Yontem 3.2.7.5.te anlatildigi sekilde ¢aligilarak etkin madde igermeyen

formiilasyonun fusidik asit pikinin alikonma zamaninda girisim yapmadigi saptandi.

4.7.6. Teshis Limiti (TL) ve Miktar Tayini Limiti (MTL)
Yontem 3.2.7.6.’da anlatildig1 sekilde yapilan ¢alismalar gére TL=0,0389 pg/mL
ve MTL=0,1178 ng/mL olarak bulundu.

4.7.7. Stabilite
Yontem 3.2.7.7.°de belirtildigi gibi ¢aligilarak fusidik asidin stabilitesi incelendi.
25 pg/mL konsantrasyonda ornek c¢ozeltilerin stabilite bulgulart Tablo 4-40’ta

verilmektedir.

Tablo 4-40: Fusidik asitin stabilite bulgulari

Konsantrasyon Ortalama SD RSD
(ug/mL) Zaman Alan Alan @ %)

0. saat 630347,00

2. saat 629986,00

4. saat 646880,00
25 6. saat 647456,00 631937,29  12122,68 1,92

8. saat 613530,00

24, saat 623424,00

48. saat 631938,00
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4.8. Takrolimusun Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (LC-MS) ile Miktar
Tayini Yonteminin Gelistirilmesine Ait Bulgular

Takrolimus i¢eren formiilasyonlarin in vitro salim ¢alismasi ile in vitro deriden
penetrasyon caligmasi orneklerinin analizinde litaratiirde takrolimus i¢in kayithh LC-MS

yontemi (Goebel ve ark. 2011) baz1 degisiklikler yapilarak kullanildi.

Hem in vitro salim hem de in vitro deriden penetrasyon ¢alismalarinda
elektrospray voltaji artirildi ve 5000 volt olarak ¢aligildi In vitro salim ¢alismasi igin
hareketli fazdaki formik asit ylizdesi artirilarak hareketli faz A %0,1’lik formik asit
¢ozeltisi olarak hazirlandi. In vitro deriden penetrasyon ¢alismasi i¢inse enjeksiyon hacmi

artirtlarak 10 pL gulandi.

4.9. Takrolimusun In Vitro Salim Calismalarinda Kullamlan LC-MS Miktar Tayini
Yontemin Validasyon Bulgular:

4.9.1. Standart Orneklerin Hazirlanmasi
Yontem 3.2.9.1.°de anlatildig1 gibi ¢alisilarak 2500, 1000, 500, 250, 100, 50, 25,

10 ve 5 ng/mL konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi.

4.9.2. Dogrusallik
Yontem 3.2.9.2.°de anlatildig1 gibi c¢alisilarak elde edilen standart egri grafigi

Sekil 4-17°de, standart egri hazirlanmasinda kullanilan ortalama pik alan1 degerleri,
standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (% RSD) sonuclar1 Tablo 4-41°de, dogru

denklemi ve determinasyon katsayisi ise Tablo 4-42’de verilmektedir.
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Sekil 4-17: Takrolimusun dogrusallik ¢calismasindan elde edilen standart egri grafigi
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Tablo 4-41: Takrolimusun miktar tayini yonteminin dogrusalligina ait bulgular (n=3)

Konsantrasyon SD RSD
(ng/mL) Ortalama Alan @ %)
5 44543,67 8745,71 19,63
10 65642,00 12100,87 18,43
25 119724,00 21177,10 17,69
50 171656,33 32544,59 18,96
100 322749,67 68303,28 21,16
250 735419,00 189257,23 25,73
500 1426260,00 362742,56 25,43
1000 2818991,00 722373,27 25,63
2500 7303602,00 1335934,68 18,29

Tablo 4-42: Takrolimusun dogrusallik calismasinda elde edilen determinasyon katsayisi ve
dogru denklemi

Dogru denklemi y=2897,1x+16140

Determinasyon katsayis1 (%) 0,9997

y=Alan x= Konsantrasyon

4.9.3. Teshis Limiti (TL) ve Miktar Tayini Limiti (MTL)
Yontem 3.2.9.3.te anlatildig1 sekilde yapilan ¢aligmalar gére TL= 0,6229 ng/mL
ve MTL=1,8877 ng/mL olarak bulundu.

4.10. Takrolimusun In Vitro Deriden Penetrasyon Calismalarinda Kullanilan LC-
MS Miktar Tayini Yonteminin Validasyon Bulgular:

4.10.1. Standart Orneklerin Hazirlanmasi
Yontem 3.2.10.1.°de anlatildig1 gibi ¢alisilarak 2500, 1000, 500, 250, 100, 50, 25,

10 ve 5 ng/mL konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandu.

4.10.2. Dogrusalhik
Yontem 3.2.10.2.°de anlatildig1 gibi ¢alisilarak elde edilen standart egri grafigi

Sekil 4-18’de, standart egri hazirlanmasinda kullanilan ortalama pik alan1 degerleri,
standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (% RSD) sonuglar1 Tablo 4-43’te, dogru

denklemi ve determinasyon katsayisi ise Tablo 4-44°te verilmektedir.
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Sekil 4-18: Takrolimusun dogrusallik calismasindan elde edilen standart egri grafigi

Tablo 4-43: Takrolimusun miktar tayini yonteminin dogrusalligina ait bulgular (n=3)

Konsantrasyon SD RSD
(ng/mL) Ortalama Alan ® %)
5 44959,67 2994,66 6,66
10 70402,00 7766,40 11,03
25 159749,67 8974,45 5,62
50 311009,33 21541,58 6,93
100 596882,67 11559,06 1,94
250 1472236,00 116535,70 7,92
500 2903390,33 155983,53 5,37
1000 5563435,67 451619,87 8,12
2500 11622616,67 433774,63 3,73

Tablo 4-44: Takrolimusun dogrusallik calismasinda elde edilen determinasyon katsayisi ve
dogru denklemi

Dogru denklemi y=4697,8+209616

Determinasyon katsayis1 (%) 0,9934

y=Alan x= Konsantrasyon
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4.10.3. Kesinlik
Yontem 3.2.10.3.°te belirtildigi sekilde ¢alisilarak elde edilen giin i¢i ve glinler
arasi kesinlik bulgular1 sirasiyla Tablo 4-45 ve Tablo 4-46’da verilmektedir.

Tablo 4-45: Takrolimusun miktar tayini yontemine ait giin ici kesinlik bulgular1 (n=3)

Konsantrasyon SD RSD
Ortalama Alan

(ng/mL) ® (%)

25 172750,33 8537,37 4,94

250 1524407,00 20167,88 1,32

1000 6162902,67 257002,49 4,17

Tablo 4-46: Takrolimusun miktar tayini yontemine ait giinler arasi kesinlik bulgular:

(n=3)
Konsantrasyon Birinci ikinci Uciincii Ortalama sSD RSD
(ng/mL) giin giin giin Alan &) (%)
25 172750,33 151736,67  184896,33 169794,44 16776,29 9,88
250 1524407 1061211,33 1303689,33 1296435,89 231683,01 17,87
1000 6162902,67 5399812  5315290,67 5626001,78 466886,38 8,30

4.10.4. Derideki ve Banttaki Takrolimusun Geri Kazanim (Dogruluk)
Yontem 3.2.10.4. te anlatildigi sekilde calisilarak deri ve bantlardaki geri kazanim
miktarlari ve ylizdeleri ile SD degerleri Tablo 4-47 ve Tablo 4-48’de sunulmaktadir.

Tablo 4-47: Takrolimusun bant numunelerinden geri kazanimi (n=3)

Uygulanan miktar/cm? Geri kazanilan miktar/cm? Geri kazanilan %
(ng) Ortalama £SD (ng) Ortalama +SD (ng)
9,45 9,61+0,54 101,71 +5,69
47,26 41,5145,33 87.82+11,27

(+) Standart sapma
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Tablo 4-48: Takrolimusun deri numunelerinden geri kazanimi (n=3)

Uygulanan miktar/cm? Geri kazanilan miktar/cm? Geri kazanilan %
(ng) Ortalama £SD (ng) Ortalama +SD (ngQ)
9,45 8,65+0,42 91,51+4,48
47,26 45,42+11,36 96,12+24,05

(£) Standart sapma

4.10.5. Secicilik

Yontem 3.2.10.5.’te anlatildign sekilde calisilarak etkin madde igermeyen
formiilasyonlarin, derinin ve bandin takrolimusun pikinin alikonma zamaninda girisim
yapmadig1 saptandi. Sekil 4-19 ve Sekil 4-20’de segicilik c¢alismast bulgulari

gosterilmektedir.

x104 [-£:

Courts vs. Accuisibon Time (mir)

Sekil 4-19: Takrolimusun secicilik ¢alismasi ile elde edilen blank, bos deri, bos bant ve 250
ng/mL’lik standart ¢ozeltilerine ait kromatogramlar (ECI’ya gore) (ECI:
Extracted ion chromatogram: Ekstrakte iyon kromatogrami)

Sekil 4-20: Takrolimusun secicilik ¢alismasi ile elde edilen blank, bos deri, bos bant ve 250
ng/mL’lik standart ¢ozeltilerine ait kromatogramlar (TIC’ye gore) (TIC: The
total ion current chromatogram: Total iyon kromatogram)
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4.10.6. Teshis Limiti (TL) ve Miktar Tayini Limiti (MTL)
Yontem 3.2.10.6.°da belirtildigi sekilde yapilan ¢alismalar goére TL= 0,1361
ng/mL ve MTL= 0,4124 ng/mL olarak bulundu.

4.11. Takrolimus ve Fusidik Asit Yiikli Mikroemiilsiyonlarin Optimizasyon
Calismalarina Ait Bulgular

Yontem 3.2.11.°de anlatildig1 gibi etkin maddelerin yiikli oldugu antioksidan
madde/ler ve koruyucu madde iceren mikroemiilsiyonlar hazirlandi. Mikroemdilsiyonlara
ilave edilen bu yardimci maddelerin etkinligini arastirmak ve formiilasyon i¢indeki

optimium miktarlarini belirlemek i¢in stabilite ¢calismalar1 yapildi.

[k olarak, takrolimus ve fusidik asit yiikli, BHA ve benzoik asit eklenen
mikroemiilsiyon “CLT (1:2)-A” hazirlandi ve stabilitesi izlendi. Mikroemiilsiyona ait
stabilite ¢alismasi bulgular1 Tablo 4-49 ve Tablo 4-50’de sunulmaktadir.

Tablo 4-49: CLT (1:2)-A mikromiilsiyonunun stabilite calismasina ait ait geri kazamim
(%) ve toplam safsizhik (%) bulgular

CLT (1:2)-A
Zaman
Geri Kazanim (%) Toplam Safsizhk

noktalari __ i
Fusidik asit Takrolimus (%)
Baglangic 102,5 106,4 0,80
1. Ay (40C %75 RH) 99,5 87,8 1,8
2. Ay (40C %75 RH) 99,5 83,7 5,2
3. Ay (40C %75 RH) 98,0 78,4 6,8

Tablo 4-50: CLT (1:2)-A mikroemiilsiyonunun stabilite ¢alismasina ait damlacik boyutu
ve dagilimi ile pH bulgulan

CLT (1:2)-A
Zaman :
Damlacik Boyutu Polidispersite Indeksi
noktalar1 pH
(nm) (PDI)
Baslangic 4,68+ 0,01 0,12 £0,01 4,06
1. Ay (40C %75 RH) 3,40 +£0,06 0,20 +£0,01 4,10
2. Ay (40C %75 RH) 3,65+ 0,08 0,22+0,00 418

3. Ay (40C %75 RH) 4,11 0,80 0,22 +0,02 4,05
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Yapilan calismalar dogrultusunda, formiilasyonun zorlayict kosullara maruz
birakilmast safsizlik miktarinda artisa neden olmustur. Etkin maddelerin
formiilasyonlardaki geri kazanim bulgulan fusidik asit i¢in uygun iken takrolimus i¢in
diisiiktiir. Formiilasyonun fiziksel stabilitesinin degismedigi elde edilen pH ile damlacik

boyutu ve dagilimi bulgularindan anlasilmaktadir.

Optimizasyon ¢aligmalarina 3.2.11.’de anlatildig1 gibi BHA miktari artirilarak ve
Disodyum EDTA ekenerek devam edildi. Hazirlanan “CLT (1:2)-B” mikroemiilsiyonun
stabilite ¢alismas1 bulgular1 Tablo 4-51 ve Tablo 4-52°de sunulmaktadir.

Tablo 4-51: CLT (1:2)-B mikroemiilsiyonunun stabilite calismasina ait geri kazanim (%)
ve toplam safsizlik (%)bulgular:

CLT (1:2)-B
Zaman
Geri Kazanim (%) Toplam Safsizhik

noktalari i i
Fusidik asit Takrolimus (%)
Baglangic 105,5 98,6 1,7
1. Ay (40C %75 RH) 98,5 91,8 2,8
2. Ay (40C %75 RH) 98,0 89,5 3,9
3. Ay (40C %75 RH) 97,5 82,3 4,6

Tablo 4-52: CLT (1:2)-B mikromiilsiyonunun stabilite calismasina ait damlacik boyutu ve
dagilim bulgular:

CLT (1:2)-B

Zaman — — :

Damlacik boyutu Polidispersite indeksi
noktalari pH

(nm) (PDI)

Baglangic 4,88 +0,09 0,19+ 0,02 4,50
1. Ay (40C %75 RH) 4,41+0,03 0,14+0,00 4,27
2. Ay (40C %75 RH) 4,37+0,13 0,19+0,01 4,32
3. Ay (40C %75 RH) 4,41+0,06 0,16+0,02 4,32

Bir 6nceki ¢alisma bulgularina benzer sekilde formiilasyonun zorlayici kosullara
maruz birakilmasi safsizlik miktarinda artisa olmustur. Ancak artan BHA ve eklenen

Disodyum EDTA ile CLT (1:2)-B mikroemiilsiyonunun safsizlik yiizdesinde saptanan
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artisin CLT (1:2)-A’ya gore daha diisiik oldugu goriilmektedir. Etkin maddelerin
formiilasyonlardaki geri kazanim bulgular1 fusidik asit i¢cin uygun iken takrolimus igin
yine diisiiktiir ancak ilk ¢alisma verilerden daha yiiksektir. Yapilan optimizasyonla
formiilasyon fiziksel stabilitesinin etkilenmedigi elde edilen pH ile damlacik boyutu ve

dagilim1 bulgularindan goriilmektedir.

Formiilasyon optimizasyon ¢aligmalarina yontem 3.2.11.’de anlatildig gibi farkl

antioksidanlar eklenerek ve birim formiilasyondaki antioksidan miktar1 artirilarak devam
edildi.
Yapilan ¢aligmalar dogrultusunda etkin maddelerin mikroemiilsiyon iginde stabil

kalabilecegi antioksidan, koruyucu ve selat yapict maddeler ile bunlarin ylizdeleri

belirlendi.

Takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerinin bir arada yiiklendigi ve
optimizasyonu tamamlanan mikroemiilsiyonlarin kodlari, formiilasyon bilesenleri ve
yiizdeleri Tablo 4-53’te gosterilmektedir.

Tablo 4-53: Takrolimus ve Fusidik asit etkin maddelerinin bir arada yiiklendigi
mikroemiilsiyonlara ait formiilasyon bilesenlerinin yiizde araliklari

Formiilasyon *Formiilasyon Kodlar:

Bilesenleri CLT-(1:1) CLT-(2:1) CLT-(1:2)
Takrolimus 0,1 0,1 0,1
Fusidik asit 2 2 2
Capryol 90 5-10 5-10 5-10
Labrasol 25-35 30-40 15-20
Transcutol P 25-35 15-20 25-35
Su 25-35 35-45 35-45
Benzoik asit 0,1-0,2 0,1-0,2 0,1-0,2
BHA 0,01-0,02 0,01-0,02 0,01-0,02
BHT 0,01-0,1 0,01-0,1 0,01-0,1
Vitamin E 0,01-0,05 0,01-0,05 0,01-0,05
Sodyum EDTA 0,01-0,05 0,01-0,05 0,01-0,05

(*) Tabloda yer alan formiilasyonlar SanTez projesi kapsamindan hazirlanmig olup CLT-(1:2) mikroemiilsiyonu i¢in
patent basvurusu yapilmistir. Bu nedenle formiilasyonlarin bilesenlerinin yiizde degerleri aralik olarak sunulmaktadir

(Patent bagvuru numaralari; TR201510399 ve TR201513223).
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4.12. Takrolimus Yiiklii Mikroemiilsiyonlarin Optimizasyonu Calhismalarmma Ait
Bulgular

Yontem 3.2.12.°de anlatildigr gibi takrolimus yiikli mikroemiilsiyonlar
hazirlandi. Etkin madde takrolimusun molekiiler yapisinin oksidasyona acik gruplarin
olmas1 nedeniyle formiilasyonlara antioksidan madde ayrica mikrobiyal liremeye karsi
antimikrobiyal koruyucu madde eklendi. Hangi yardimci1 maddelerin hangi miktarlarda

eklenecegine Bulgu 4.11. *de saptanan ¢iktilara gore karar verildi.

Takrolimus yiiklenen ve optimizasyonu tamamlanan mikroemiilsiyonlarin

kodlar1, formiilasyon bilesenleri ve yilizdeleri Tablo 4-54’te gosterilmektedir.

Tablo 4-54: Takrolimus yiiklenen mikroemiilsiyonlara ait formiilasyon bilesenlerinin
yiizde arahiklari

Formiilasyon (*) Formiilasyon Kodlari

Bilesenleri OLT-CEL OLT OTT-PEG oTT
Takrolimus 0,1 0,1 0,1 0,1
Oleik asit 5,8 6,7 5,8 6,7
Labrasol 17,6 30,4 - -
Kolliphor EL 8,2 - - -
Tween 20 - - 17,6 30,4
Transcutol P 25,8 30,4 26,4 30,4
PEG 400 - - 8,8 -
Su 42,18 32,08 40,98 32,08
Benzoik asit 0,1-0,2 0,1-0,2 0,1-0,2 0,1-0,2
BHA 0,01-0,02 0,01-0,02 0,01-0,02 0,01-0,02
BHT 0,01-0,1 0,01-0,1 0,01-0,1 0,01-0,1
Vitamin E 0,01-0,05 0,01-0,05 0,01-0,05 0,01-0,05
Sodyum EDTA 0,01-0,05 0,01-0,05 0,01-0,05 0,01-0,05

(*) Tabloda yer alan formiilasyonlardan kat1 yardimci maddelerin yiizdeleri SanTez projesi kapsamindan hazirlanan ve
patent bagvurusu yapilan CLT-(1:2) mikroemiilsiyonu ile ayni oldugu i¢in formiilasyonlarin bilesenlerinin yiizde

degerleri aralik olarak sunulmaktadir (Patent bagvuru numaralari; TR201510399 ve TR201513223).

4.13. Takrolimus ve Fusidik Asit Yiiklii Merhemlerin Optimizasyon Calismalarina
Ait Bulgular

Yontem 3.2.13.’te anlatildigr gibi MR-TC-5 merhem formiilasyonu etkin

maddeler takrolimus ve fusidik asit yiiklenerek hazirlandi. Merhem formiilasyonunun
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stabilitesi 3 ay stireyle 40+2°C, %75+5 kosulunda izlendi. Kimyasal ve fiziksel stabilite

calismasina ait bulgular Tablo 4-55’te sunulmaktadir.

Tablo 4-55: Takrolimus ve fusidik asit yiiklii MR-TC-5 kodlu merhem formiilasyonuna ait

stabilite bulgulari
Zaman MR-TC-5
noktalari Geri Kazamim (%) Toplam safsizhk pH
Fusidik asit ~ Takrolimus (%)
Baslangic 101,5 103,1 1,8 6,36
1. Ay (40C %75 RH) 100,5 85,8 2,1 6,42
2. Ay (40C %75 RH) 91,0 74,6 4,5 6,47
3. Ay (40C %75 RH) 90,0 70,8 4,9 6,35

Elde edilen sonuglara gore etkin maddelerin geri kazanimlarinda azalma oldugu
ve safsizlik miktarinda ise artis oldugu goriildi. Bu durumun formiilasyon bilesimine
antioksidan eklenmemesinden kaynaklanabilecegi diistintildii. Ayrica, takrolimustaki
azalmanin daha fazla olmasi, hazirlama asamasinda ¢oziicii amagli kullanilan yardime1

maddelere uygulanan prosesten dolay1 olabilecegi sonucuna varildi.

Bu ciktilar dogrultusunda, yontem 3.2.13.’te belirtildigi gibi MR-TC-5
formiilasyon bilesimine BHA ve kati parafin eklenerek, sivag ylizdesi ayarlanarak,
hazirlama prosesi degistirilerek, takrolimus ve fusidik asit yiikklenen MR-TC-8 kodlu
merhem formiilasyonu hazirlandi. Coziiciisii Triasetin olan MR-TA-5 kodlu merhem
formiilasyonu ise etkin maddeler ytiklenerek ve BHA eklenerek hazirlandi. Merhemlerin
1 ay siireyle 40+£2°C, %75+5 kosulunda izlenen stabilite bulgular1 Tablo 4-56 ve Tablo
4-57 sunulmaktadir.

Tablo 4-56: Takrolimus ve fusidik asit yiiklii MR-TC-8 kodlu merhem formiilasyonuna ait
stabilite bulgular

MR-TC-8
Zaman noktalan Geri Kazamim (%) Toplam safsizlik pH
Fusidik asit ~ Takrolimus (%)
Baslangic 104,5 99,0 1,0 5,78

1. Ay (40C %75 RH) 100,5 88,5 2,1 5,77
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Tablo 4-57: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii MR-TA-5 kodlu merhem formiilasyonuna
ait stabilite bulgular:

MR-TA-5
Zaman noktalar1 Geri Kazanmim (%) Toplam safsizhk pH
Fusidik asit ~ Takrolimus (%)
Baslangic 103,0 98,9 1,3 5,85
1. Ay (40C %75 RH) 99,5 93,1 1,5 5,90

Elde edilen sonuglara gore etkin maddelerin, her iki merhem formiilasyonunda
(MR-TC-8 ve MR-TA-5) da geri kazanimlarinda azalma oldugu ancak séz konusu
azalmanin bir onceki merhem formiilasyonuna (MR-TC-5) gore daha diisiik oldugu
goriildii. Dolayisiyla yapilan optimizasyon sayesinde etkin maddelerin stabilitelerinde

artis saglandigi sonucuna varildi.

Yontem 3.2.13.’te belirtildigi iizere, formiilasyon optimizasyon c¢aligmalarina
formiilasyona farkl: antioksidanlar (BHT ve Vitamin E) eklenerek ve/veya formiilasyon
bilesenlerinin yiizde miktarlar1 degistirilerek devam edildi. Bu kapsamda ¢oziiciisii
Transcutol P ile Capryol 90 olan “MR-TC-9” ile ¢6ziiciisii Propilen karbonat olan “MR-
PC-6” kodlu iki merhem formiilasyonu hazirlandi. Optimizasyonu tamamlanan bu

formiilasyonlarin yiizde bilesenleri (%) Tablo 4-58’te gosterilmektedir.
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Tablo 4-58: Optimizasyonu tamamlanan merhem formiilasyonlarimin bilesenleri ve yiizde
degerleri

*Formiilasyon yiizdeleri
Formiilasyon Bilesenleri

MT-TC-9 MR-PC-6
Takrolimus 0,1 0,1
Fusidik asit 2 2
Capryol 90 5-15 -
Transcutol P 5-15 -
Propilen karbonat - 5-10
S1v1 parafin 15-25 45-55
Kat1 parafin 10-20 5-15
Vazelin 25-35 25-35
Balmumu 4-10 4-10
BHA 0,01-0,02 0,01-0,02
BHT 0,01-0,1 0,01-0,1
Vitamin E 0,01-0,05 0,01-0,05

(*) Tabloda formiilasyon bileseni verilen Merhem SanTez projesi kapsamindan hazirlanmis olup formiilasyon i¢in
patetent bagvurusu yapilmistir. Bu nedenle formiilasyon bilesenlerinin yiizde degerleri aralik olarak sunulmaktadir

(patent bagvuru numaras1 TR201510398).

4.14. Etkin Madde Yiiklii Mikroemiilsiyonlarin Karakterizasyon Calismalarina Ait
Bulgular

Mikroemiilsiyonlar fiziksel goriiniis, refraktif indeks, pH, iletkenlik, damlacik
boyutu, polidispersite indeksi (PDI), zeta potansiyeli, viskozite ve fiziksel stabilite
acisindan degerlendirildi ve polarize 151k mikroskop ile incelendi. Mikroemiilsiyonlarin

hacim fraksiyonlar1 hesaplandi.

4.14.1. Fiziksel Goriiniis

Yontem 3.2.14.1.°de anlatildigt gibi, mikroemiilsiyonlar gorsel agidan
degerlendirildi. Mikroemiilsiyonlardan yag fazi Capryol 90 olan formiilasyonlarin
renksiz, saydam ve homojen goriiniimlii oldugu ve yag fazi1 oleik asit olan
formiilasyonlarin kullanilan yagdan dolayr sarimtrak renkte, saydam ve homojen

goriiniimlii oldugu gozlendi. Mikroemiilsiyonlarda bulaniklik ve faz ayrimi goriilmedi.
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4.14.2. Refraktif indeks (RI)
Yontem 3.2.14.2.°de anlatildig1 sekilde calisilarak mikroemiilsiyonlarin RI
dlgiimleri yapildi. Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4-59 ve 4-60°ta verilmektedir.

Tablo 4-59: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyonlarin refraktif indeks
degerleri (n=3)

Refraktif indeks
Formiilasyon kodu

Bos Mikroemiilsiyonlar Yiiklii mikroemiilsiyonlar
CLT-(1:2) 1,404+0,00 1,404+0,00
CLT-(1:1) 1,409+0,00 1,409+0,00
CLT-(2:1) 1,415+0,00 1,415+0,00

Tablo 4-60: Takrolimus yiiklii mikroemiilsiyonlarin ait refraktif indeks degerleri (n=3)

Refraktif indeks
Formiilasyon kodu

Bos Mikroemiilsiyonlar Yiiklii Mikroemiilsiyonlar
OLT-CEL 1,405+0,00 1,405+0,00
OLT 1,415+0,00 1,415+0,00
OTT-PEG 1,410+0,00 1,410+0,00
oTT 1,418+0,00 1,418+0,00

4.14.3. pH
Yontem 3.2.14.3.°te anlatildigi sekilde calisilarak mikroemiilsiyonlarin pH
olgiimleri yapildi. Olgiim sonuglar1 Tablo 4-61 ve 4-62°de verilmektedir.

Tablo 4-61: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyonlarin pH degerleri (n=3)

pH
Formiilasyon kodu
Bos Mikroemiilsiyonlar Yiiklii Mikroemiilsiyonlar
CLT-(1:2) 4,58+0,05 4,34+0,02
CLT-(1:1) 4,97+0,08 4,71+£0,03

CLT-(2:1) 4,25+0,07 4,09+0,03
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Tablo 4-62: Takrolimus yiiklii mikroemiilsiyonlarin pH degerleri (n=3)

Formiilasyon kodu P

Bos Mikroemiilsiyonlar Yiiklii Mikroemiilsiyonlar
OLT-CEL 4,37+£0,07 4,41+0,02
OLT 4,39+0,04 4,42+0,07
OTT-PEG 4,90+0,15 4,92+0,10
oTT 5,11£0,13 5,21+0,06

4.14.4. Tletkenlik
Yontem 3.2.14.4.te anlatildigt sekilde calisilarak mikroemiilsiyonlarin
elektriksel iletkenlik &lgiimleri yapildi. Olgiim sonuglari Tablo 4-63 ve 4-64’te

verilmektedir.

Tablo 4-63: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyonlarin iletkenlik degerleri

(n=3)
Tletkenlik (uS/cm)
Formiilasyon kodu
Bos Mikroemiilsiyonlar Yiiklii Mikroemiilsiyonlar
CLT-(1:2) 20,12+0,08 19,52+0,07
CLT-(1:1) 13,53+0,15 12,23+0,10
CLT-(2:1) 25,46+0,24 23,72+0,13

Tablo 4-64: Takrolimus yiiklii mikroemiilsiyonlarin iletkenlik degerleri (n=3)

Iletkenlik (uS/cm)
Formiilasyon kodu
Bos Mikroemiilsiyonlar Yiiklii Mikroemiilsiyonlar
OLT-CEL 37,57+0,43 37,02+0,48
OLT 18,10+0,16 17,30+0,10
OTT-PEG 49,85+1,38 49,17+4,24
oTT 45,38+0,57 44,87+0,12

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarimin iletkenliginin % 0,9 NaCl c¢ozeltisi ile
degerlendirmesi yontem 3.2.14.4’te anlatildig1 gibi ¢alisildi. Calisma bulgular1 Tablo 4-
65 ile Tablo 4-71 araliginda ve Sekil 4-21 ile Sekil 4-27 araliginda sunulmaktadir.
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Tablo 4-65: Yag faz1 Capryol 90, Labrasol: Transcutol P orani 1:1 olan mikroemiilsiyonun
eklenen su fazi miktarlari ile 6lciilen iletkenlik degerleri bulgular: (n=3)

CLT (1:1)

Su yiizdesi Iletkenlik (uS) SD ()
0,00 1,41 0,01
3,40 14,67 0,05
6,32 31,03 0,05
9,37 55,15 0,16
14,30 110,63 0,65
18,44 178,57 0,45
20,57 220,03 0,72
22,71 275,50 0,35
24,69 330,17 0,60
26,80 396,17 1,96
29,66 510,23 1,80
32,66 647,67 3,59
34,05 727,77 2,08
35,57 809,80 0,89
38,14 978,47 1,44
40,51 1147,00 5,35
42,73 1331,67 3,06
44,79 1513,00 2,00
46,63 1684,33 5,77
49,23 1968,67 3,21
51,68 2268,67 13,32
53,05 243433 8,02
54,41 2635,00 13,00

CLT (1:1)

30001

iletkenlik (uS/cm)

0 20 40 60
Su yiizdesi

Sekil 4-21: Yag faz1 Capryol 90, Labrasol:Transcutol P oram: 1:1 olan mikroemiilsiyonun
eklenen su faz1 miktarlarina karsi degisen iletkenlik olciimleri
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Tablo 4-66: Yag faz1 Capryol 90, Labrasol: Transcutol P oram 2:1 olan mikroemiilsiyonun

eklenen su fazi miktarlari ile 6lciilen iletkenlik degerleri bulgular: (n=3)

CLT (2:1)

Su yiizdesi iletkenlik (uS) SD
0,00 1,07 0,01
3,49 11,24 0,06
6,63 25,21 25,21
9,65 44,66 0,12
12,55 70,41 0,10
15,00 97,64 0,35
19,73 175,83 0,65
21,90 221,83 0,40
23,74 270,20 0,36
25,78 330,30 0,46
27,92 406,50 1,31
31,39 561,60 1,54
34,79 744,73 2,74
36,75 869,40 0,95
38,16 972,17 1,01
41,49 1232,67 0,58
43,55 1417,67 4,16
46,12 1676,33 1,53
48,02 1893,67 4,51
50,68 2223,33 11,72
54,45 2753,67 7,09
57,87 3274,67 41,19
63,13 424733 9,07
67,24 5107,33 10,69

CLT (211)
6000+

iletkenlik (uS/cm)

20

40
Su yiizdesi

60

80

Sekil 4-22: Yag faz1 Capryol 90, Labrasol:Transcutol P oram 2:1 olan mikroemiilsiyonun

eklenen su faz1 miktarlarina karsi degisen iletkenlik 6lciimleri
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Tablo 4-67: Yag faz1 Capryol 90, Labrasol: Transcutol P oram 1:2 olan mikroemiilsiyonun
eklenen su fazi miktarlari ile 6lciilen iletkenlik degerleri bulgular: devami (n=3)

CLT (1:2)

Su yiizdesi iletkenlik (uS) SD (¢)
0,00 1,59 0,01
3,80 22,98 0,32
6,92 46,72 0,55
10,09 77,33 0,10
12,76 114,47 0,38
15,26 151,77 0,35
17,73 196,40 0,92
19,99 246,17 1,35
22,28 303,77 0,74
25,84 420,70 0,78
27,92 496,80 1,06
31,35 650,60 3,70
34,91 839,93 2,50
37,44 993,83 3,82
40,05 1163,53 3,01
43,07 1425,67 3,51
44,70 1573,67 5,03
46,97 1790,00 7,94
51,28 2307,00 52,68

CLT (1:2)

2500+

iletkenlik (uS/cm)

60

Su yiizdesi

Sekil 4-23: Yag faz1 Capryol 90, Labrasol:Transcutol P oram 1:2 olan mikroemiilsiyonun
eklenen su faz1 miktarlarina karsi degisen iletkenlik olciimleri



Tablo 4-68: Yag faz1 Oleik ait, Labrasol- Kolliphor EL:Transcutol P orami 1:1 olan
mikroemiilsiyonun eklenen su fazi miktarlari ile dlgiilen iletkenlik degerleri

bulgular1 (n=3)
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OLT-CEL
Su yiizdesi Iletkenlik (uS) SD
0,00 1,79 0,03
3,47 13,29 0,07
6,62 30,07 0,02
9,83 53,96 0,25
12,66 84,06 0,16
15,40 121,20 0,35
17,69 160,70 0,44
20,14 212,30 0,35
22,50 271,23 0,92
25,31 355,73 0,32
27,31 430,97 1,71
28,85 495,63 0,78
30,35 561,00 1,51
32,04 645,07 1,85
34,67 790,90 1,48
36,19 885,70 1,41
38,96 1069,33 2,31
40,28 1171,33 2,31
41,45 1261,33 2,52
45,55 1644,67 0,58
46,98 1799,33 0,58
50,02 2135,67 5,03
53,42 2541,67 6,03
57,64 3071,00 5,00
OLT-CEL
40001
g
2
=
=
£
=
o

Sekil 4-24: Yag faz1 Oleik ait, Labrasol- Kolliphor EL:Transcutol P oram 1:1 olan

20

40
Su yiizdesi

60

80

mikroemiilsiyonun eklenen su faz1 miktarlaria karsi degisen iletkenlik dlciimler
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Tablo 4-69: Yag fazi Oleik ait, Labrasol :Transcutol P orani 1:1 olan mikroemiilsiyonun

eklenen su fazi miktarlari ile 6lciilen iletkenlik degerleri bulgular: (n=3)

OLT
Su yiizdesi iletkenlik (uS) SD
0,00 1,01 0,02
2,77 9,25 0,04
5,20 20,05 0,04
7,40 32,73 0,04
10,24 54,36 0,18
13,10 84,58 0,44
15,56 117,57 0,72
18,95 175,20 0,82
21,05 219,33 0,47
23,15 271,73 1,46
25,05 328,27 2,30
26,89 389,70 2,57
28,85 464,13 1,99
30,23 520,83 2,90
31,15 560,57 1,86
33,33 666,10 2,17
37,62 924,43 2,80
41,50 1214,67 5,77
45,46 1565,33 2,52
50,11 2059,67 18,15
53,96 2522,00 10,58
OLT (1:1)
3000+

iletkenlik (uS/cm)

20

Su yiizdesi

40

60

Sekil 4-25: Yag fazi Oleik ait, Labrasol :Transcutol P orani 1:1 olan mikroemiilsiyonun

eklenen su faz1 miktarlarina karsi degisen iletkenlik 6lciimleri



Tablo 4-70: Yag faz1 Oleik ait, Tween 20:Transcutol P-PEG 400 orani 1:2 olan
mikroemiilsiyonun eklenen su fazi miktarlari ile dlgiilen iletkenlik degerleri

bulgular1 (n=3)
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OTT-PEG
Su yiizdesi iletkenlik (uS) SD
0,00 2,83 0,03
4,04 16,78 0,02
6,58 32,10 0,07
12,64 88,09 0,46
17,21 155,87 0,59
19,40 198,93 1,15
22,04 263,00 1,35
23,72 300,77 2,54
25,57 358,27 2,20
27,42 421,73 2,78
29,72 509,30 2,85
31,27 576,13 1,40
33,02 656,67 413
34,59 735,67 3,26
35,92 810,70 2,88
37,81 924,50 2,93
38,96 1001,53 3,93
40,02 1071,67 3,21
41,60 1188,00 3,00
42,91 1290,67 6,03
43,95 1368,00 3,61
45,55 1507,33 3,79
46,96 1612,00 2,65
OTT-PEG
2000+
E‘ 1500
(IJ:
=
=
Z
2
o

Sekil 4-26: Yag faz1 Oleik ait, Tween 20:Transcutol P-PEG 400 oram 1:2 olan

10

20 30
Su yiizdesi

40

50

mikroemiilsiyonun eklenen su faz1 miktarlaria karsi degisen iletkenlik dlciimler
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Tablo 4-71: Yag fazi Oleik ait, Tween 20:Transcutol P orani 1:1 olan mikroemiilsiyonun

eklenen su fazi miktarlari ile 6lciilen iletkenlik degerleri bulgular: (n=3)

oTT
Su yiizdesi iletkenlik (uS) SD
0,00 2,49 0,01
2,49 10,68 0,03
4,67 20,36 0,04
6,74 31,90 0,10
9,88 57,25 0,23
10,99 67,62 0,14
12,75 87,71 0,30
14,38 108,53 0,47
16,01 134,40 0,80
19,31 198,07 0,29
22,22 272,17 1,25
25,66 377,50 0,53
27,30 439,40 1,48
30,84 596,77 1,63
32,55 687,17 3,61
35,30 843,97 0,29
36,53 935,30 7,97
38,01 1039,67 2,08
40,71 1248,33 8,14
42,68 1440,67 22,37
45,69 1723,33 10,07
49,99 2246,67 17,79
54,29 2783,33 15,01
oTT
30001
E 2000+
£
=
=
£ 10004
=
04 T T 1
0 20 40 60
Su yiizdesi

Sekil 4-27: Yag faz1 Oleik ait, Tween 20:Transcutol P orani 1:1 olan mikroemiilsiyonun

eklenen su faz1 miktarlarina karsi degisen iletkenlik olciimleri
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4.14.5. Damlacik Boyutu ve Polidispersite indeksi
Yontem 3.2.14.5.te anlatildig1 sekilde ¢alisilarak mikroemiilsiyonlarin damlacik

boyutu ve PDI dl¢iimleri yapildi. Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4-72 ve 4-73’te verilmektedir.

Tablo 4-72: Takrolimus ve fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyonlarin PS ve PDI degerleri

(n=3)
Bos Mikroemiilsiyonlar Yiiklii Mikroemiilsiyonlar
Formiilasyon
Damlacik Damlacik
kodu PDI PDI
boyutu (nm) boyutu (nm)
CLT-(1:2) 4,198+0,017 0,103+0,015 4,668+0,019 0,093+0,017
CLT-(1:1) 2,503+0,016 0,265+0,025 2,713+0,018 0,283+0,027
CLT-(2:1) 6,756+0,019 0,134+0,021 7,176+0,021 0,145+0,023

Tablo 4-73: Takrolimus yiiklii mikroemiilsiyonlarin PS ve PDI degerleri (n=3)

Bos Mikroemiilsiyonlar

Yiiklii Mikroemiilsiyonlar

Formiilasyon
Damlacik Damlacik
kodu PDI PDI
boyutu (nm) boyutu (nm)

OLT-CEL 6,590+0,075 0,209+0,007 6,820+0,086 0,219+0,006
OLT 4,290+0,265 0,185+0,048 4,180+0,276 0,180+0,037

OTT-PEG 7,706+0,029 0,251+0,008 7,924+0,018 0,248+0,007
OoTT 4,164+0,480 0,528+0,218 4,074+0,590 0,530+0,109

4.14.6. Zeta Potansiyeli

Yontem 3.2.14.6.°da anlatildig1 sekilde calisilarak mikroemiilsiyonlarin zeta

potansiyeli 6l¢iimleri yapildi. Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4-74 ve 4-75’te verilmektedir.

Tablo 4-74: Takrolimus ve fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyonlarin zeta potansiyeli
degerleri (n=3)

Formiilasyon Zeta potansiyeli (mV)
kodu Bos Mikroemiilsiyonlar Yiiklii Mikroemiilsiyonlar
CLT-(1:2) -0,110+0,331 -0,098+0,232
CLT-(1:1) -0,120+0,672 -0,028+0,463
CLT-(2:1) -0,513+0,533 -0,556+0,443
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Tablo 4-75: Takrolimus yiiklii mikroemiilsiyonlarin zeta potansiyeli degerleri (n=3)

Formiilasyon Zeta potansiyeli (mV)
kodu Bos Mikroemiilsiyonlar Yiiklii Mikroemiilsiyonlar
OLT-CEL 0,170+0,453 0,130+0,564
OLT 0,045+0,230 0,033+0,110
OTT-PEG -0,078+0,210 -0,069+0,140
OoTT 0,049+0,358 0,038+0,169

4.14.7. Viskozite

Yontem 3.2.14.7.’de anlatildig: sekilde ¢alisilarak mikroemiilsiyonlarin viskozite

dlgiimleri yapildi. Olgiim sonuglar1 Tablo 4-76 ve 4-77°de verilmektedir.

Tablo 4-76: Takrolimus ve fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyonlarin viskozite degerleri

(n=3)
Formiilasyon Viskozite (cp)
kodu Bos Mikroemiilsiyonlar Yiiklii Mikroemiilsiyonlar
CLT-(1:2) 17,89+0,06 18,39+0,04
CLT~(1:1) 26,03+0,11 25.16+0,09
CLT-(2:1) 20,69+0,05 21,48+0,03

Tablo 4-77: Takrolimus yiiklii mikroemiilsiyonlarin viskozite degerleri (n=3)

Formiilasyon Viskozite (cp)
kodu Bos Mikroemiilsiyonlar Yiiklii Mikroemiilsiyonlar
OLT-CEL 32,14+0,27 33,64+0,16
OLT 29,45+0,15 28,33+0,04
OTT-PEG 46,05+0,19 44,55+0,08
oTT 54,06+3,46 55,62+2,57

4.14.8. Fiziksel stabilite

Yontem 3.2.14.8.°de anlatildig1 sekilde c¢alisilarak mikroemiilsiyonlarin
stabiliteleri arastirildi. Santrifiij islemi sonucunda mikroemiilsiyonlarda faz ayrimi
gbzlenmedi. Daha sonra mikroemiilsiyonlara dondurma-¢c6zme dongiisii uygulanarak
sicaklik testi gerceklestirildi. Formiilasyonlarda faz ayrimi1 olusmadi ve homojenitede bir

degisiklik gozlenmedi.
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4.14.9. Polarize Isik Mikroskobu
Yontem 3.2.14.9.°da anlatildig1 sekilde ¢alisildi. Mikroemiilsiyonlar c¢apraz

polarize 151k altinda Leica 5x Pol mercek ile incelenerek karanlik goriintiiler elde edildi.

4.14.10. Hacim Fraksiyonunun Belirlenmesi

Yontem 3.2.14.10.’da belirtildigi gibi her formiilasyonun hacim fraksiyonu (®)
hesaplandi. CLT (1:1) CLT (2:1) ve CLT (1:2) formiilasyonlarin1 ® degerleri sirasiyla
0,37; 0,41 ve 0,23 olarak hesaplandi. OLT-CEL ve OTT-PEG i¢in @ degeri 0,23 olarak,
OLT ve OTT igin 0,37 olarak bulundu.

4.15. Mikroemiilsiyonlardan Etkin Maddelerin In Vitro Deriden Penetrasyon
Calismalarina Cahsmalarina Ait Bulgular

Formiilasyonlarin uygulanmasin1 takiben, derinin tabakalarinda biriken
takrolimus ve fusidik asit miktarlarin1 degerlendirmek icin Yontem 3.2.15.’te anlatildig1
gibi in vitro kosullarda deriden penetrasyon c¢alismalart gergeklestirildi. Takrolimus ve
fusidik asit ytikli CLT (1:1), CLT (2:1), CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyonlar ile
takrolimusun piyasa preparati Protopic® merhemin ve fusidik asitin piyasa preparati
Fucidin® kremin 12 saat siire ile domuz derisine uygulanmas: sonrasinda, Stratum
corneum ve canli epidermis+dermis tabakalarinda biriken takrolimus ve fusidik asit
miktarlar1 Tablo 4-78 ve Tablo 4-79°da verilmektedir. Ayrica sadece takrolimus yiiklii
OLT-CEL, OLT, OTT-PEG, OTT kodlu mikroemiilsiyonlar ile takrolimusun piyasa
Protopic® merhemin 12 saat uygulanmasi sonrasinda dermal tabakalarda saptanan

takrolimus miktarlar1 Tablo 4-80°de verilmektedir.

Stratum corneum’da ve canli epidermis+dermis tabakakalarinda saptanan
takrolimus ile fusidik asit miktarlarinin karsilastirilmasinin yapildig: grafikler sirasiyla
Sekil 4-28 ve Sekil 4-29; ayrica takrolimusun ayni tabakalardaki miktarlarinin
karsilagtirilmasinin yapildigr grafik Sekil 4-30°da sunulmaktadir.

In vitro penetrayon ¢alismalar1 sonunda, takrolimusun ile fusidik asidin deriden
gecislerinin degerlendirilmesi igin reseptor fazdan (PBS pH 7.4) 6rnek alindi ve analizi
yapildi. Her iki etkin madde de reseptor fazda kullanilan analitik yontem ile tespit
edilemedi. Analitik yontemin her iki etkin madde i¢in teshis limitleri dikkate alindiginda

takrolimus <0,1 pg/mL ve fusidik asit < 0,5 pg/mL olarak degerlendirildi.
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Tablo 4-78: Takrolimus ve fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonlar: ve piyasa
preparatlari ile gerceklestirilen 12 saat in vitro penetrasyon ¢calismalarim takiben
derinin tabakalarindaki takrolimus ve fusidik asit miktarlari

Takrolimus Fusidik asit
(ng/cm?) (ng/em?)
Formiilasyon kodu Canli Canli
Stratum . . Stratum . .
epidermis epidermis
corneum . corneum .
dermis dermis
CLT (1:1) 2,98+0,81 1,8340,12 252,25 +36,64 26,22+5.46
CLT (2:1) 3,76+1,56 1,77+0,23 274,99 +41,25 19,53+2,57
CLT (1:2) 7,92+1,12 2,59+0,45 506,27 £91,47 65,07+ 4,27
Protopic® merhem 3,00+0,98 1,89+0,43 - -
Fucidin® krem - - 288,66 +81,75 17,72+3,29

Tablo 4-79: Takrolimus ve fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonlar: ve piyasa
preparatlari ile gergeklestirilen 12 saat in vitro penetrasyon ¢alismalarini takiben
derinin tabakalarindaki takrolimus ve fusidik asidin toplam miktarlar

Takrolimus Fusidik asit
Formiilasyon kodu (ng/cm?) (ng/em?)
Toplam deri Toplam deri
CLT (1:1) 4,81+0,81 278,47+49,63
CLT (2:1) 5,53+1,69 294,52451,12
CLT (1:2) 10,51+1,23 571,34+100,07
Protopic® merhem 4,89+1,28 -

Fucidin® krem - 306,37+86,59
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Sekil 4-28: Takrolimus ve fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonlari ile piyasa
preparatimn (Protopic® merhem) in vitro domuz derisinden 12 saat
penetrasyonunu takiben takrolimusun deri tabakalarindaki birikim miktarlari
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Sekil 4-29: Takrolimus ve fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonlari ile piyasa
preparatimin (Fucidin® krem) in vitro domuz derisinden 12 saat penetrasyonunu
takiben fusidik asitin deri tabakalarindaki birikim miktarlar
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Tablo 4-80: Takrolimus yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonlar: ve piyasa preparati ile
gerceklestirilen 12 saat in vitro penetrasyon ¢alismasini takiben derinin
tabakalarindaki takrolimus miktari

Formiilasyon Takrolimus (ug/cm?)
kodu Canli epidermis
Stratum corneum ] Toplam deri
dermis
OLT-CEL 6,98+1,85 2,95+0,96 9,93+0,90
OLT 6,55+2,00 2,26+0,96 8,81+1,18
OTT-PEG 2,07+0,28 4,43+0,32 6,50+0,48
OoTT 0,87+0,09 2,92+0,44 3,78+0,50
Protopic® merhem 3,00+0,98 1,89+0,43 4,89+1,28
151

OLT-CEL

&3 OLT

£ OTT-PEG

oo OTT

Z2 Protopic merhem

=
T

Takrolimus miktari (ug/cm?)

AM.".

Sekil 4-30: Takrolimus yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonlari ve piyasa preparatinin
(Protopic® merhem) in vitro domuz derisinden 12 saat penetrasyonunu takiben
takrolimusun deri tabakalarindaki birikim miktarlar:
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4.16. Etkin Madde Yiiklii Mikroemiilsiyonlarm ATR-FTIR (Azaltilmis Toplam
Yansimah Fourier Doniisiimlii Kizilotesi) Spektrometresi ile Deri Uzerindeki
Etkilerinin In vitro Kosullarda Incelenmesi Cahismalarina Ait Bulgular

ATR-FTIR c¢alismast Yontem 3.2.16.’da anlatildigi gibi ¢alisildi. In vitro
penetrasyon calismasi ile 12 saat sonra CHz asimetrik (2920 cm™) ve simetrik (2850 cm

1) gerilme bantlarindaki degisimleri Tablo 4-81°de verilmektedir.

Tablo 4-81: ATR-FTIR sonugclarina gore bant degisimleri

CH; asimetrik CHa2 simetrik
Formiilasyon Kodu

gerilme bandi (cm™) gerilme bandi (cm™)

CLT (1.1) 2922,14+2,54 2852,87 +2,14
CLT (2:1) 2919,54 1,19 2853,42 £3,22
CLT (1:2) 2923,54 £0,35 2854,38 £2,16
OLT-CEL 2923,22 1,65 2853,65 £2,39

OLT 2923,12 +0,54 2855,53 £0,25
OTT-PEG 2921,28 £0,11 2853,12 0,02

oTT 2920,63 1,68 2852,10 £1,74

Protopic® merhem
Fucidin® krem

Kontrol derisi

2918,64+0,23
2918,34+0,73
2919,31 +0,18

2850,10 +0,22
2850,36 +0,32
2851,54 +0,21

4.17. Nil Kirmzi

Mikroemiilsiyonlarin

Derinin

Tabakalarindaki

Penetrasyonun Konfokal Mikroskop Goriintiilleme Teknigi (CLSM) ile
incelenmesi Calismalarna Ait Bulgular

In vitro penetrasyon ¢aligsmalari verileri dikkate alinarak takrolimus ve fusidik asit
yiiklii, en yliksek deri penetrasyonuna sahip CLT (1:2) mikroemiilsiyonunun
yayilabilirligi yontem 3.2.17.°de anlatildig1 gibi calisildi ve CLSM ile gosterildi.
Takrolimus yiiklii mikroemiilsiyonlardan ise toplam deri penetrasyonu en yiiksek olan
OLT-CEL ve derin deri tabakalarindaki penetrasyonu en yiiksek olan OTT-PEG
mikroemiilsiyonlarinin yayilabilirligi aynm1 sekilde c¢alisilarak gosterildi. Calisma

bulgulart Sekil 4-31°de sunulmaktadir.
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Sekil 4-31: Nil kirmz yiiklii CLT (1:2), OLT-CEL ve OTT-PEG mikroemiilsiyonlar ile
PBS siispansiyonunun uygulandigi domuz derilerinin xz ekseninde alinan
kesitlerine ait CLSM gériintiileri A) Nil kirmizis1 yiiklii PBS siispansiyonu uygunan
deriye ait goriintii B) Nil kirmizis1 yiiklit CLT (1:2) mikroemiilsiyonu uygunan deriye
ait goriintii
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Sekil 4-31: Nil kirmiza yiiklii CLT (1:2), OLT-CEL ve OTT-PEG mikroemiilsiyonlar ile
PBS siispansiyonunun uygulandigi domuz derilerinin xz ekseninde alinan
kesitlerine ait CLSM gériintiileri C) Nil kirmizis1 yiiklii OLT-CEL
mikroemiilsiyonu uygunan deriye ait goriintii D) Nil kirmizis1 yiiklit OTT-PEG
mikroemiilsiyonu uygunan deride kil kdkiinde birikime ait goriintii
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Sekil 4-31: Nil kirmz yiiklii CLT (1:2), OLT-CEL ve OTT-PEG mikroemiilsiyonlar ile
PBS siispansiyonunun uygulandigi domuz derilerinin xz ekseninde alinan
kesitlerine ait CLSM gériintiileri E) Nil kirmizisi yiikli OTT-PEG
mikroemiilsiyonu uygunan deriye ait goriintii

4.18. Etkin Madde Yiikli Mikroemiilsiyonlarin Stabilite Calismalarina Ait
Bulgular

Yontem 3.2.18.°de anlatildig: sekilde calisilarak mikroemiilsiyonlarin fiziksel ve

kimyasal stabilitesi degerlendirildi.

4.18.1. Takrolimus ve Fusidik Asit Yiikli Mikromeiilsiyon Formiilasyonunun
Stabilitesinin Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Takrolimus ve fusidik asit yiikli CLT (1:1) CLT (2:1) ve CLT (1:2) kodlu
mikroemiilsiyonlarm in vitro deriden penetrasyon ¢alismasi bulgulari dikkate alinarak,
derideki birikimi her iki etkin madde i¢in de daha yiikksek olan CLT (1:2) kodlu
mikroemiilsiyonun stabilitesi 2-8°C sicaklik 25°C=2 sicaklik ve %60+5 bagil nem (RH)
; 30°C=£2 sicaklik ve %65+5 bagil nem (RH), 40°C=£2 sicaklik ve %7545 bagil nem (RH)
kosullarinda olmak iizere 6 ay siire ile izlendi. Formiilasyona ait baslangig¢ verileri Tablo

4-82’de ve stabilite bulgular1 Tablo 4-83 ile Tablo 4-92 araliginda sunulmaktadir.
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Tablo 4-82: CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonunun geri kazanim, toplam

safsizlik ve fiziksel 6zelliklerine ait baslangic bulgular:

incelenen ozellikler Baslangi¢c Bulgulari
Geri kazanim-Fusidik asit (%) 102,5
Geri kazanim-Takrolimus (%) 97,5
Toplam Safsizlik (%) 1,3
Viskozite (cP) 18,39 £0,04
Iletkenlik (uS/cm) 19,52 +0,07
pH 4,34 £0,02
Damlacik boyutu (nm) 4,67+0,02
PDI 0,093+0,017
Zeta potansiyeli (mV) -0,098+0,232
Refraktif indeks 1,404+0,00

Tablo 4-83: CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonunun stabilite ¢
takrolimus icin geri kazanim bulgulari (%)

alismasinin

CLT (1:2)
Takrolimus Geri Kazamim (%)
Zaman
2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH
Noktalan

1. Ay 96,6 96,5 94,6
2. Ay 93,2 91,6 91,2
3. Ay 92,1 90,4 89,0

6. Ay 97,3 97,0 92,4

40°C %75 RH

89,5
89,1
79,8
66,0
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Tablo 4-84: CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonunun stabilite ¢alismasinin
fusidik asit icin geri kazanim bulgular (%)

CLT (1:2)
Fusidik asit Geri Kazamim (%)
Zaman
Noktalart 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH

1. Ay 99,5 99,5 99,0 98,5
2. Ay 101,0 100,5 100,0 99,0
3. Ay 99,5 98,5 99,5 100,0
6. Ay 101,5 101,5 100,0 98,0

Tablo 4-85: CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonunun stabilite calismasina ait
toplam safsizlik bulgulari (%)

CLT (1:2)
Toplam Safsizhik (%)
Zaman
Nokdi®, 2-8°C 25°C %60 RH 30°C %65 RH  40°C %75 RH

1. Ay 15 1,8 2,0 3,3
2. Ay 1,4 1,8 2,2 4,5
3. Ay 0,86 1,3 2,1 4,9
6. Ay 1,1 2,5 3,5 9,3

Tablo 4-86: CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonunun stabilite ¢caliymasina ait
viskozite bulgulari (cP)

CLT (1:2)
Viskozite (cP)
Zaman
2-8°C 25°C %60 RH 30°C %65 RH 40°C %75 RH
Noktalar

1. Ay 18,76 19,32 15,18 17,88
2. Ay 14,22 14,77 12,36 16,66
3. Ay 20,09 21,45 20,64 19,53

6. Ay 19,5 19,1 16,4 16,5
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Tablo 4-87: CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonunun stabilite calismasina ait
iletkenlik bulgular1 (uS/cm)

CLT (1:2)
Tletkenlik (uS/cm)
Zaman
Noktalart 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH
1. Ay 20,2 18,98 19,53 19,69
2. Ay 19,47 19,41 19,58 19,62
3. Ay 21,8 22,8 23,2 23,9
6. Ay 20,9 20,4 20,4 21,0

Tablo 4-88: CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonunun stabilite calismasina ait

pH bulgular:
CLT (1:2)
pH
Zaman
Noktaldl 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH
1. Ay 4,49 4,47 4,46 4,43
2. Ay 4,48 4,47 4,45 4,41
3. Ay 4,34 4,30 4,27 4,21
6. Ay 4,32 4,30 4,27 4,17

Tablo 4-89: CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonunun stabilite calismasina ait
damlacik boyutu bulgular: (nm)

CLT (1:2)
Damlacik Boyutu (nm)
Zaman
Noktalart 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH

1. Ay 4,70+0,13 4,55+0,01 4,50+0,01 4,52+0,01

2. Ay 5,10:0,37 4,50+0,04 5,13+0,08 4,50+0,01

3. Ay 4,53+0,02 4,63+0,01 6,09+0,10 5,42+0,39

6. Ay 4,50:0,02 4,54+0,03 4,27+0,01 4,74+0,07
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Tablo 4-90: CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonunun stabilite calismasina ait
polidispersite indeksi bulgulari

CLT (1.2)
Polidispersite Indeksi (PDI)
Zaman
Noktalart 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH

1. Ay 0,125+0,010 0,092+0,026 0,096+0,010 0,086+0,007
2. Ay 0,178+0,038 0,090+0,009 0,204+0,008 0,100+0,004
3. Ay 0,102+0,012 0,114+ 0,007 0,226+0,006 0,213+0,029
6. Ay 0,103+0,017 0,117+0,005 0,101+0,013 0,162 +£0,027

Tablo 4-91: CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonunun stabilite calismasina ait
zeta potansiyeli bulgular1 (mV)

CLT (1:2)
Zeta Potansiyeli (mV)
Zaman
Noktadl 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH

1. Ay 0,436+0,308 -0,438+0,395 -0,004+0,976 0,160+0,401
2. Ay 0,100+0,251 0,414+0,391 0,173+0,381 -0,306+0,049
3. Ay -0,129+0,143 -0,060+0,147 0,039+0,441 -0,076+0,701
6. Ay 0,168+0,272 -0,122+0,576 0,281+0,746 -0,009+0,217

Tablo 4-92: CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonunun stabilite calismasina ait
refraktif indeks bulgular

CLT (1:2)
Refraktif indeks (RI)
Zaman
Noktalar 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH

1. Ay 1,406+0,00 1,406+0,00 1,406+0,00 1,406+0,00
2. Ay 1,406+0,00 1,406+0,00 1,406+0,00 1,406+0,00
3. Ay 1,406+0,00 1,406+0,00 1,406+0,00 1,406+0,00
6. Ay 1.4040.00 1.4040.00 1.405+0.00 1.405+0.00
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4.18.2. Takrolimus Yiikli Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Stabilitesinin
Degerlendirilmesine Ait Bulgular

yikli OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu

mikroemiilsiyonlarin stabiliteleri 2-8°C sicaklik ile 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nem

Takrolimus

(RH) kosullarinda 3 ay siire ile izlendi. Formiilasyonlara ait baslangi¢ verileri Tablo 4-

93’te ve stabilite bulgular1 Tablo 4-94 ile Tablo 4-101 araliginda sunulmaktadir.

Tablo 4-93: OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyon
formiilasyonlariin geri kazanimlarina ve fiziksel 6zelliklerine ait baslangi¢

bulgular1
. Bulgular
Incelenen ozellikler
OLT-CEL OLT OTT-PEG oTT
Geri kazanim
) 106,81+0,12 101,55+0,77 100,75+1,07 100,42+0,67
Takrolimus (%)
Viskozite (cP) 33,64 £016 28,33+0,04 44,55+0,08 55,62+2,57
Iletkenlik (uS/cm) 37,02+0,48 17,30+0,10 49,17+4,24 44.87+0,12
pH 4,41+0,02 4,42+0,07 4,92+0,10 5,21+0,06
Damlacik boyutu (nm) 6,82+0,09 4,18+0,28 7,92+0,02 4,07+0,59
PDI 0,219+0,006 0,180+0,037 0,248+ 0,007  0,530+0,109
Zeta potansiyeli (mV) 0,130+0,564 0,033+0,110 -0,069+0,140 0,038+0,169
Refraktif indeks 1,405+0,00 1,415+0,00 1,410+0,00 1,418+0,00
Tablo 4-94: OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyon
formiilasyonlarimin geri kazamimlarina ait stabilite bulgular
Geri Kazamim (%)
Stabilite Zaman
OLT-CEL OLT OTT-PEG OTT
Kosullar Noktalar:
2-8°C 1. Ay 106,39+1,08 104,58+0,45  98,95+1,52 97,04+3,70
2. Ay 106,65+1,41 103,98+0,63 101,34+0,75 102,00+3,34
3. Ay 103,75 +£1,94  103,08+1,22 103,02+3,30 100,02+0,96
25°C 1. Ay 105,21+£2,30 104,57+0,19  97,77+1,01 98,55+2,02
%60 RH 2. Ay 106,33+0,18 103,03+0,38 101,31£1,25  99,57+1,69
3. Ay 106,46+0,19 104,35+0,76  100,42+0,06  101,17+0,53
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Tablo 4-95: OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin viskozite él¢ciimlerine ait stabilite bulgulari (cP)

Viskozite (cP)

Stabilite Zaman
OLT-CEL OLT OTT-PEG oTT
Kosullar Noktalar
1. Ay 42,11+£2,16 28,01+0,12 55,67£2,52 56,47+0,03
2-8°C 2. Ay 40,01+2,83 33,95+1,26 49,53+0,93 58,01+0,00
3. Ay 36,81+0,18 32,93+0,63 51,82+1,74 53,43+0,30
5500 1. Ay 34,10+£0,51 27,41£1,54 45,75+1,62 56,02+0,05
2. Ay 33,11+0,48 28,45+0,15 52,01£1,71 53,24+0,03
%60 RH
3. Ay 32,93+0,53 24,64+0,90 48,37+1,33 55,75+0,23

Tablo 4-96: OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin iletkenlik 6lciimlerine ait stabilite bulgular: (uS/cm)

Iletkenlik (uS/cm)

Stabilite Zaman
OLT-CEL OLT OTT-PEG OTT
Kosullari Noktalar
1. Ay 36,66+0,37 17,52+0,05 51,07+0,55 44,36+0,13
2-8°C 2. Ay 36,80+0,17 18,40+0,09 53,36+0,24 44,45+0,21
3. Ay 41,54+0,36 20,30+0,03 53,71%0,52 45,82+0,21
550C 1. Ay 40,90+1,33 19,42+0,11 52,08+0,20 45,75+0,03
2. Ay 45,99+0,12 22,19+0,04 54,19+0,75 46,50+0,10
%60 RH
3. Ay 53,13+0,17 27,99+0,10 56,94+0,24 48,00+0,14
Tablo 4-97: OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyon
formiilasyonlarimin pH dl¢iimlerine ait stabilite bulgular
pH
Stabilite Zaman
OLT-CEL OLT OTT-PEG OTT
Kosullar: Noktalan
1. Ay 4,37+0,03 4,42+0,05 4,96+0,07 5,28+0,04
2-8°C 2. Ay 4,38+0,03 4,48+0,05 5,01+0,02 5,25+0,02
3. Ay 4,39+0,03 4,46=0,07 5,00+0,04 5,26+0,04
550C 1. Ay 4,26+0,01 4,37+0,04 4,96+0,07 5,31+0,04
2. Ay 4,24+0,04 4,31%0,03 5,05+0,02 5,32+0,05
%60 RH
3. Ay 4,25+0,03 4,41+0,02 5,08+0,02 5,35+0,03




Tablo 4-98: OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin damlacik boyutlarina ait stabilite bulgulari (nm)
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Damlacik Boyutu (nm)

Stabilite Zaman
OLT-CEL OLT OTT-PEG oTT
Kosullari Noktalan
1. Ay 6,81+0,03 4,99+0,08 8,70+0,02 4,51+0,12
2-8°C 2. Ay 7,01%0,00 4,00+0,01 7,79+0,10 10,19+£2.99
3. Ay 6,93+0,05 4,06+0,03 8,18+0,08 8,66+3,36
5500 1. Ay 6,9140,04 4,30+0,04 8,83+0,09 5,72+1,22
2. Ay 6,85+0,01 4,11+0,04 8,66+0,05 8,07+1,65
%60 RH
3. Ay 7,02+0,04 4,07+0,01 8,95+0,14 3,58+0,12
Tablo 4-99: OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin polidispersite indekslerine ait stabilite bulgular:
Polidispersite Indeksi (PDI)
Stabilite Zaman
OLT-CEL OLT OTT-PEG oTT
Kosullar: Noktalan
1. Ay 0,212+0,006  0,247+0,010  0,250+0,010  0,537+0,040
2-8°C 2. Ay 0,247+0,003 0,146+0,002  0,249+0,006  0,489+0,091
3. Ay 0,220+0,005 0,176+0,005  0,240+0,011  0,280+0,019
5500 1. Ay 0,226+0,011 0,207+0,012  0,237+0,008  0,447+0,206
50
2. Ay 0,213+0,009  0,179+0,014  0,245+0,010  0,257+0,028
%60 RH
3. Ay 0,210+£0,009  0,175+0,007  0,252+0,014  0,545+0,034
Tablo 4-100: OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin zeta potansiyellerine ait stabilite bulgular1 (mV)
Zeta Potansiyeli (mV)
Stabilite Zaman
OLT-CEL OLT OTT-PEG oTT
Kosullar: Noktalan
1. Ay -0,020+0,390  0,150+0,540  0,420+0,500 -0,240+0,510
2-8°C 2. Ay -0,234+0,861  -0,099+0,072 0,467+0,053 -0,262+0,202
3. Ay -0,090+0,880  0,510+0,160  0,170+£0,220 -0,090£0,350
5500 1. Ay -0,206+0,641  0,066+0,535 0,146+0,654 -0,175%1,408
%60 RH 2. Ay -0,924+0,763  0,117+0,922 -0,263+0,602 -0,209+0,318
0
3. Ay 0,100+£0,280  -0,020+0,420 0,120£0,220 -0,170+0,590
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Tablo 4-101: OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin refraktif indeks olciimlerine ait stabilite bulgular:

Refraktif indeks (RI)

Stabilite Zaman
OLT-CEL OLT OTT-PEG oTT
Kosullar Noktalan
1. Ay 1,405+0,00 1,415+0,00 1,409+0,00 1,418+0,00
2-8°C 2. Ay 1,404+0,00 1,415+000 1,407+0,00 1,417+0,00
3. Ay 1,405+0,00 1,415+0,00 1,409+0,00 1,418+0,00
5500 1. Ay 1,405+0,00 1,416+0,00 1,408+0,00 1,418+0,00
2. Ay 1,405+0,00 1,415+0,00 1,408+0,00 1,417+0,00
%60 RH
3. Ay 1,405+0,00 1,416+0,00 1,408+0,00 1,418+0,00

4.19. In vivo Kosullarda Etkin Madde Yiiklenmemis Mikroemiilsiyonun Deri
Uzerindeki Etkilerinin Biyofiziksel Yontemlerle Incelenmesine Ait Bulgular

Yontem 3.2.19.°da anlatildig1 sekilde calisilarak, 10 saglikli goniilliiniin 6n
kolunda uygulanma dncesi ve formiilasyonlarin uygulanmasini takiben uygulama sonrasi
olmak tizere, deri hidratasyonu, transepidermal su kaybi ile deri pH ve renginin
Olgtimlerini kapsayan biyofiziksel élgtimler ile ATR-FTIR oGlgtimleri yapildi. Calismaya
ait bulgular Tablo 4-102, Tablo 4-103 ve Tablo 4-104’te verilmektedir. Sonuglar ayrica

grafik halinde Sekil 4-32 ile Sekil 4-38 araliginda sunulmaktadir.

Tablo 4-102: Biyofiziksel dl¢iimlerin uygulama oncesi sonuglar: (bazal degerler)

Korneometer Mexameter TEWL oH
Eritem Melanin (g.h/m?)

Gonlli 1 36,27+ 0,79 152 223 5,6+0,13 5,55+ 0,1

Gontlli 2 27,23+0,9 130 120 6,1+0,21 5,37 £0,06
GoOniillii 3 32,92 £ 1,29 135 162 10,4+0,11 5,48 £0,01
Goniilli 4 27,63+ 7,89 128 253 9,0+0,10 5,41+ 0,04
Goniilli 5 31,5+0,75 162 257 6,30+0,19 5,32 £0,05
Gonilli 6 31,05 +0,41 208,25 136,25 9,6+0,17 4,68 £0,05
Gontilli 7 26,77 £12,84 198 97,67 9,3 £0,08 5,82+ 0,04
Goniillii 8 25,55 £0,8 199 103,75 10,9 £0,07 5,97 £0,06
Gontilli 9 28,1 £0,58 152 105 10,5 +0,04 5,81+ 0,07
Gontilla 10 39,0+ 0,54 112,75 71,5 9,4 +£0,07 5,67 £0,04




Tablo 4-103: Biyofiziksel 6l¢iimlerin uygulama sonrasi sonugclari
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Korneometer Mexameter TEWL pH
Eritem Melanin (9.h/m?)
Goniilli 1 40,63 + 1,74 156 216 13,2+0,14 5,81 +£0,04
Goniilli 2 35,6 +£22.,01 130 120 19,2+0,22 5,49 +£0,01
Goniilli 3 32,8+ 16,22 137 208 14,8+0,28 5,28 +0,05
Goniilli 4 53,1 +3.,82 110 223 24,1 £0,12 5,21 +0,03
Goniilli 5 50,3 +£2,67 164 250 23,8 £0,11 5,46 + 0,09
Goniilli 6 44,65 +0,84 227 132,25 13,4 +£0,07 4,64 +0,75
Goniilli 7 39,13 £2,2 1955 118,5 9,8+ 0,07 5,34 +0,17
Goniillii 8 39,2 +1,73 215 112 12,9 +0,06 5,49 £0,24
Goniilli 9 36,45 +£1,57 202,25 104,5 16,3 +£0,07 5,61 £0,0
Goniilli 10 48,57 +2,16 1345 86,5 14,5+ 0,05 5,54 £0,08
801

Korneometer

N Y X b 6 AR 9

Sekil 4-32: Korneometre 6l¢iimlerinin uygulama 6ncesi ve sonrasi sonuclari

N v DY X b o A9

Goniilliiler

Goniilliiler

E3 Uygulama 6ncesi
E23 Uygulama sonrasi

&2 Uygulama 6ncesi
E3 Uygulama sonrasi

Sekil 4-33: pH 6l¢iimlerinin uygulama 6ncesi ve sonrasi sonuclari
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E3 Uygulama oncesi

EZ3 Uygulama sonrasi
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Sekil 4-34: TEWL élciimlerinin uygulama éncesi ve sonrasi sonuglari (g.h/m?)
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Sekil 4-35: Mexameter (Eritem) olciimlerinin uygulama 6ncesi ve sonrasi sonuclari

B3 Uyguma Oncesi

EE3 Uygulama Sonrasi
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Sekil 4-36: Mexameter (Melanin) 6l¢ciimlerinin uygulama oncesi ve sonrasi sonuclari



Tablo 4-104: ATR-FTIR él¢iimlerin uygulama oncesi ve sonrasi sonuglari
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Goniilli 1

Goniilli 2

Goniilli 3

Goniilli 4

Goniilli 5

Goniilli 6

Goniilli 7

Goniillii 8

Goniilli 9

Goniilli 10

Uygulama Oncesi
Uygulama Sonrast
Uygulama Oncesi
Uygulama Sonrast
Uygulama Oncesi
Uygulama Sonrasi
Uygulama Oncesi
Uygulama Sonrast
Uygulama Oncesi
Uygulama Sonrast
Uygulama Oncesi
Uygulama Sonrast
Uygulama Oncesi
Uygulama Sonrast
Uygulama Oncesi
Uygulama Sonrast
Uygulama Oncesi
Uygulama Sonrasi
Uygulama Oncesi

Uygulama Sonrasi

CH; asimetrik CHy; simetrik
2920,41 2851,95
2920,16 2872,72
2919,59 2850,63
2920,21 2870,70
2919,92 2851,31
2918,37 2873,11
2919,83 2850,92
2919,71 2869,22
2920,87 2852,32
2920,40 2873,29
2921,14 2851,52
2922,88 2854,43
2922,93 2851,52
2921,61 2857,69
2922,42 2850,63
2923,01 2856,86
2920,69 2854,14
2921,47 2852,45
2920,21 2850,63
2919,80 2851,42

2924
2922-
2920 FiF

20184}

Asimetrik gerilme bantlari

29161E

N 9% % % 9 o0 A
Goniilliler

Sekil 4-37: ATR-FTIR ol¢iimlerinde asimetrik gerilme bantlarimin uygulama éncesi ve

sonrasi sonuglari
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2880- o
Uyguma Oncesi

B33 Uygulama Sonrasi

5
S 2870 : 3
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2840- el Eapl_bapd etk L
I T N SIS
Goniilliiler

Sekil 4-38: ATR-FTIR ol¢iimlerinde simetrik gerilme bantlarimin uygulama 6ncesi ve
sonrasi sonugclari

4.20. Etkin Madde Yiiklii Merhemlerin Fiziksel Kontrollerine Ait Bulgulari

Formiilasyon optimizayonu tamamlanan merhem formiilasyonlarinin (MT-TC-9

ve MR-PC-6) goriiniisleri incelendi, pH ve viskoziteleri 6l¢iildii.

4.20.1. Goriiniis
Merhem formiilasyonlar1 gorsel acidan degerlendirildiginde, her iki

formiilasyonunun da beyaz renkte, kokusuz ve siiriilebilir/yayilabilir oldugu goriildii.

4.20.2. pH
Yontem 3.2.20.2.°de anlatildig1 gibi merhem formiilasyonlariin pH o6l¢iimleri

yapildi. Bulgular Tablo 4-105’te gosterilmektedir.

4.20.3. Viskozite
Yontem 3.2.20.3.°de anlatildigr gibi merhem formiilasyonlarinin viskozite
Olgtimleri yapildi. Bulgular Tablo 4-105’te gosterilmektedir.

Tablo 4-105: Optimizasyonu tamamlanan merhem formiilasyonlarinin pH ve viskozite
olciim sonuclari

Fiziksel Kontroller MT-TC-9 MR-PC-6

pH 5,74 6,20
Viskozite 28072,14 23057,58
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4.21. Etkin Madde Yiiklii Merhemlerin Stabilite Calismalarina Ait Bulgular
Optimizasyon g¢alismasi tamamlanan merhemlerin yontem 3.2.21.’de anlatildig1
gibi 2-8°C sicaklik, 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nem (RH), 30°C£2 sicaklik ve
%65+5 bagil nem (RH), 40°C=£2 sicaklik ve %75+5 bagil nem (RH), kosullarinda 6 ay
stire stabiliteleri izlendi. Her siire sonunda 6n goriilen kimyasal analizleri (etkin madde
geri kazanimlar1 ve safsizlik analizleri) ve fiziksel 6l¢timleri (pH ve viskozite) yapilarak

baslangig verileri ile karsilastirildi.

Merhem formiilasyonlarinin baglangi¢ zamani ve stabilite noktalarina ait caligma

bulgular1 Tablo 4-106 ile Tablo 4-116 araliginda sunulmaktadir.

Tablo 4-106: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklenen merhem formiilasyonlarinin geri
kazanim, toplam safsizlik ve fiziksel 6zelliklerine ait baslangic bulgulari

. Baslangic Bulgular:
Incelenen ozellikler
MT-TC-9 MR-PC-6

Geri kazanim-Fusidik asit (%) 100,3 101,5
Geri kazanim-Takrolimus (%) 98,3 99,8
Toplam Safsizlik (%) 11 1,4
Viskozite (cP) 28072,14 23057,58
pH 5,74 6,20

Tablo 4-107: MT-TC-9 kodlu merhem formiilasyonunun stabilite calismasinin takrolimus
icin geri kazanim bulgulari (%)

MT-TC-9

Takrolimus Geri Kazanim (%)

Zaman
2-8°C 25°C %60 RH 30°C %65 RH 40°C %75 RH
Noktalar
1. Ay 97,5 97,0 94,9 91,4
2. Ay 97,4 97,1 95,8 80,7
3. Ay 98,1 95,6 91,9 70,2

6. Ay 94,5 92,9 84,7 66,1
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Tablo 4-108: MT-TC-9 kodlu merhem formiilasyonunun stabilite calismasinin fusidik asit
icin geri kazanim bulgulari (%)

MT-TC-9
Fusidik asit Geri Kazamim (%)
Zaman
Noktalart 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH

1. Ay 98,5 98,0 99,0 97,0
2. Ay 100,0 101,5 99,0 90,0
3. Ay 98,5 100,0 101,0 87,5
6. Ay 97,5 98,0 96,0 90,0

Tablo 4-109: MT-TC-9 kodlu merhem formiilasyonunun stabilite ¢alismasina ait toplam
safsizlik bulgular: (%)

MT-TC-9
Toplam Safsizhk (%)
Zaman
Noktalart 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH

1. Ay 1,6 12 14 18
2. Ay 1,2 15 16 23
3. Ay 1,6 19 18 27
6. Ay 1,4 1.4 23 3.9

Tablo 4-110: MT-TC-9 kodlu merhem formiilasyonunun stabilite ¢calismasina ait viskozite

bulgular (cP)
MT-TC-9
Viskozite (cP)
Zaman
Noktalart 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH

1. Ay 27434, 8 26703,7 34661,4 372379
2. Ay 33367,9 34511,4 37735,7 33180,4
3. Ay 28175,2 30106,1 27809,7 27031,7

6. Ay 28559,5 29618,7 36648,4 29565,9
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Tablo 4-111: MT-TC-9 kodlu merhem formiilasyonunun stabilite calismasina ait pH

bulgular1
MT-TC-9
pH
Zaman
Noktalar: 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH
1. Ay 5,76 5,93 5,80 5,99
2. Ay 5,70 5,83 5,72 5,96
3. Ay 5,72 5,84 6,03 577
6. Ay 6,11 6,60 5,80 5,81

Tablo 4-112: MR-PC-6 kodlu merhem formiilasyonunun stabilite calismasinin takrolimus
icin geri kazanim bulgulari (%)

MR-PC-6

Takrolimus Geri Kazanim (%)

Zaman
2-8°C 25°C %60 RH 30°C %65 RH 40°C %75 RH
Noktalar1
1. Ay 99,4 99,4 98,9 97,4
2. Ay 99,7 99,1 98,6 91,6
3. Ay 99,5 99,2 98,1 91,4
6. Ay 100,6 100,3 98,4 92,9

Tablo 4-113: MR-PC-6 kodlu merhem formiilasyonunun stabilite calismasinin fusidik asit
icin geri kazamim bulgular: (%)

MR-PC-6

Fusidik asit Geri Kazamim (%b)

Zaman
2-8°C 25°C %60 RH 30°C % 65 RH 40°C %75 RH
Noktalar
1. Ay 102,5 102,0 103,0 102,5
2. Ay 103,0 103,0 102,5 103,5
3. Ay 103,0 103,0 102,5 103,5

6. Ay 102,8 102,5 102,0 106,5
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Tablo 4-114: MR-PC-6 kodlu merhem formiilasyonunun stabilite caliymasina ait toplam
safsizlik bulgular: (%)

MR-PC-6
Toplam Safsizhik (%)
Zaman
Noktalart 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH

1. Ay 1,3 1,5 1,2 1,3
2. Ay 1,6 15 1,6 18
3. Ay 1,4 15 1,3 1,9
6. Ay 0,60 0,60 0,56 2,8

Tablo 4-115: MR-PC-6 kodlu merhem formiilasyonunun ¢alismasina ait viskozite

bulgular (cP)
MR-PC-6
Viskozite (cP)
Zaman
e 4 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH

1. Ay 26225,7 22082,8 26160,0 19973,9
2. Ay 21679,7 23179,4 24051,1 18736,6
3. Ay 23854,3 20948,7 18942,8 18417,9
6. Ay 23638,7 20920,5 18221,1 17096,4

Tablo 4-116: MR-PC-6 kodlu merhem formiilasyonunun stabilite calismasina ait pH

bulgulan
MR-PC-6
pH
Zaman
Noktalart 2-8°C 25°C %60 RH  30°C %65 RH  40°C %75 RH
1. Ay 6,17 6,27 6,10 6,17
2. Ay 6,27 6,20 6,28 6,29
3. Ay 6,26 6,32 6,39 6,42

6. Ay 6,46 6,38 6,48 6,10
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Elde edilen ¢iktilar gore; formiilasyondaki etkin maddelerin geri kazanimlarinin
daha yiiksek ve toplam safsizliklarinin daha diisiik oldugu Takrolimus ve Fusidik asit
yiiklii ¢oziiciisii Propilen karbonat olan merhem formiilasyonu (MR-PC-6) ile in vitro

salim ve in vitro deriden penetrasyon ¢alismalarinin yiiriitiilmesine karar verildi.

4.22. Merhem Formiilasyonundan Etkin Maddelerin Sentetik Membrandan In
Vitro Salim Calismalarina Ait Bulgular

Yontem 3.2.22.°de anlatildigi gibi in vitro salim g¢alismalar1 yapildi. Caligma
bulgulart Tablo 4-117 ile Tablo 4-118’de ve Sekil 4-39 ile Sekil 4-42 araliginda
sunulmaktadir.

Tablo 4-117: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii merhem (MR-PC-6), Protopic® merhem ve

sadece Takrolimus yiiklii merhem formiilasyonlarindan takrolimusun in vitro
salim bulgulari

Takrolimus ve
- Sadece Takrolimus yiiklii
Fusidik asit yiiklii Protopic™ Merhem
Merhem Formiilasyonu
Merhem Formiilasyonu

Saat Ortalama SD(+) Ortalama  SD (%) Ortalama SD (+)
1 1,06 0,41 0,58 0,15 1,29 0,32
2 1,58 0,47 0,79 0,19 1,88 0,47
4 2,29 0,45 1,16 0,21 2,78 0,77
6 3,14 0,32 1,56 0,26 3,32 0,93
8 4,10 0,44 2,07 0,50 3,58 0,73
5-

-®— Takrolimus ve Fusidik asit Yiikli
Merhem Formiilasyonu
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Sekil 4-39: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii merhem (MR-PC-6), Protopic® merhem ve
sadece Takrolimus yiiklii merhem formiilasyonlarindan takrolimusun Fick’in
Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profilleri



Takrolimus miktarn ug/cm:Z

Zaman'?
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t

Takrolimus ve Fusidik asit

Yiikli

Merhem Formiilasyonu

Protopic Merhem

Sadece Takrolimus Yiikli
Merhem Formiilasyonu
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Sekil 4-40: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii merhem (MR-PC-6), Protopic® merhem ve
sadece Takrolimus yiiklii merhem formiilasyonlarindan takrolimusun Higuchi
Kinetik modeline gore in vitro salim profilleri

Tablo 4-118: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii merhem (MR-PC-6), Fucidin® merhem ve
sadece Fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonlarindan fusidik asidin in vitro

salim ¢calismalar1 bulgular:

Saat

Takrolimus ve

Fucidin® Merhem

Sadece Fusidik asit yiiklii

Merhem Formiilasyonu

Fusidik asit yiiklii
Merhem Formiilasyonu
Ortalama SD
56,70 7,36
80,83 7,18
111,97 10,72
136,80 13,67
157,85 12,17

Ortalama

24,53
29,09
36,29
41,45
46,23

SD
6,17
8,18
9,48
9,96

11,00

Ortalama

51,55
78,24
102,45
130,54
152,97

SD
9,55
12,97
22,77
27,74
27,60
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Sekil 4-41: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii merhem (MR-PC-6), Fucidin® merhem ve
sadece Fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonlarindan fusidik asidin Fick’in
Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profilleri

-@— Takrolimus ve Fusidik asit Yiiklii
Merhem Formiilasyonu

- Fucidin Merhem

150 —4— Sadece Fusidik Asit Yiikli
Merhem Formiilasyonu
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o
?

N .1

0 T T
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Zaman*?2

Sekil 4-42: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii merhem (MR-PC-6), Fucidin® merhem ve
sadece Fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonlarindan fusidik asidin Higuchi
Kinetik modeline gore in vitro salim profilleri
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4.23. Merhem Formiilasyondan Etkin Maddelerin Domuz Derisinden In Vitro
Penetrasyon Calismalarina Ait Bulgular

Dermal tabakalardaki etkin maddelerin miktar tayini, yontem 3.2.23.’de anlatilan
sekilde yapildi. Penetrasyon calismalarina ait bulgular Tablo 4-119 ile Tablo 4-120’de
ve Sekil 4-43 ile Sekil 4-44°de sunulmaktadir.

Tablo 4-119: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonu (MR-PC-6) ve
piyasa preparatlari ile yapilan 12 saat in vitro penetrasyon ¢alismalarim takiben
derinin tabakalarindaki takrolimus ve fusidik asit miktarlar

Takrolimus Fusidik asit
(ng/cm?) (ng/em?)
Formiilasyon kodu Canli Canli
Stratum ’ ] Stratum ] ]
epidermis epidermis
corneum ) corneum )
dermis dermis

Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii
Merhem formiilasyonu (MR-PC-6)
Protopic® merhem 3,00£0,98 1,89+0,43 - -
Fucidin® merhem - - 234,73+65,58 27,68+6,62

5,39£0,61  2,18+0,86 239,82+23,91 29,90+8,59

Tablo 4-120: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonu (MR-PC-6) ve
piyasa preparatlari ile yapilan 12 saat in vitro penetrasyon ¢alismalarim takiben
derinin tabakalarindaki takrolimus ve fusidik asitin toplam miktarlar

Takrolimus Fusidik asit
Formiilasyon kodu (ng/cm?) (ng/cm?)
Toplam Deri Toplam Deri
Takrolimus ve Fusidik asit ytiklii
7,56£1,25 269,72+30,59

Merhem formiilasyonu (MR-PC-6)
Protopic® merhem 4,89+1,28 -
Fucidin® merhem - 262,41+£74,98
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Protopic Merhem

8- T =3 Takrolimus ve Fusidik asit
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Sekil 4-43: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonu (MR-PC-6) ve piyasa
preparatimin (Protopic® merhem) in vitro domuz derisinden 12 saat
penetrasyonunu takiben takrolimusun deri tabakalarindaki birikim miktarlari

4001 .

% &3 Fucidin Merhem
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Sekil 4-44: Takrolimus ve Fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonu (MR-PC-6) ve piyasa
preparatimin (Fucidin® merhem) in vitro domuz derisinden 12 saat
penetrasyonunu takiben fusidik asidin deri tabakalarindaki birikim miktarlar
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4.24. Etkin Madde Yiikli Merhem Formiilasyonunun ATR-FTIR (Azaltilms
Toplam Yansimah Fourier Doniisiimlii Kizilotesi) Spektrometresi ile Deri
Uzerindeki Etkilerinin In vitro Kosullarda Incelenmesi Calismalarina Ait
Bulgular

Merhem formiilasyonunun bilesenlerinin deri itizerindeki etkileri ATR-FTIR
spekroskopisi ile yontem 3.2.24.’te anlatiltildig: sekilde c¢alisilarak yapildi. Elde edilen
bulgular Tablo 4-121°de gosterilmektedir.

Tablo 4-121: ATR-FTIR sonuclarina gore bant degisimleri

CH; asimetrik gerilme CH; simetrik gerilme
Formiilasyon Kodu
band: (ecm™) bandi (cm™?)
Takrolimus ve Fusidik asit ytikli
Merhem formiilasyonu 2917,63 +0,25 2849,60+0,16
(MR-PC-6)
Protopic® merhem 2918,64+0,23 2850,10 +0,22
Fucidin® merhem 2918,88+0,63 2850,28+ 0,72

Kontrol derisi 2919,31 +0,18 2851,54 £0,21
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5. TARTISMA

Atopik dermatit (AD) derinin bariyer 6zelligini destekleyen proteinlerin genetik
bozuklugunu iceren kasintili, kronik, enflamatuvar bir dermatolojik hastaliktir (P16tz ve
Ring 2010). AD, immiinolojik degisimlerin eslik ettigi, genetik ve cevresel faktorlerin
birbiri ile etkilesimi sonucu gelisen karmasik bir hastalik olarak tanimlanir (Bieber 2007).
Hastalifin patogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte, ortaya ¢ikmasinda
immunoglobulin (Ig) E ile olusan tip I reaksiyonlarin ve T hiicreleri ile olusan tip IV

reaksiyonlarin etkili oldugu belirtilmektedir (Lugovic ve ark. 2001).

AD hastaliginda, derinin Stratum corneum tabakasinda bulunan seramitlerde
yetersizlik ve bariyer 6zelliginde bozulma goriiliir (Simpson ve ark. 2013). Spesifik

olarak, hastalik kuru bir deri ve derinin diisiik su tutma kapasitesi ile tanimlanir (Jensen-

Michael J. ve ark 2006 p. 571).

Prevelans: ikinci diinya savasindan beri artmakta olan AD hastaliginda, deride
asirt Staphylococcus aureus kolonizasyonu goriilmektedir (Leung 2000). Bu durum,
alerjik duyarlasmaya ve enflamasyona neden olarak AD hastalarinda ikincil bakteri

enfeksiyonlarinin gelisimine yol agmaktadir (Walling ve Swick 2010).

AD tedavisinin temelini, alerjenler ve kimyasallar gibi hastalig1 tetikleyici
faktorlerden kacinilmasi ve derinin nemlendirilmesi ile saglanan deri hidrasyonu
olusturur. Deride enflamasyon varliginda ise, topikal ilag tedavisi (topikal

kortikosteroitler ve topikal kalsindrin inhibitdrleri) uygulanir (Akdis ve ark. 2006).

Topikal kortikosteroitler hastaligin akut alevlenmelerinin tedavisinde yarar/risk
oran1 dikkate alinarak kisa siireli yer almaktadir (Akdis ve ark. 2006). Kalsindrin
inhibitorleri ise (pimekrolimus ve takrolimus) AD’nin ikinci basamak tedavisinde topikal
kortikosteroit tedavisine yanit vermeyen veya topikal kortikosteroitlerin uygun olmadigi

hastalarda kullanilmaktadir (Simpson 2010).

Dermatolojik hastaliklarin tedavisinde topikal uygulama, derideki patolojik
bolgelerin hedef alindig1 ve en az diizeyde sistemik absorpsiyonun saglandigi bir tedavi
yaklasimi olarak kabul edilmektedir (Williams 2003 p.193; Brown ve ark. 2006; Colin
Long 2007 p.41). AD hastaligimin topikal tedavisi; kasmti ve enflamasyonun
baskilanmasimin yaninda, hastalikta ikincil olarak gelisen deri enfeksiyonlarinin

giderilmesini de kapsar (Akdis ve ark. 2006).
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Takrolimus, Streptomyces tsukubaensis isimli bir bir toprak bakterisinden
fermente edilen makrolit lakton yapisinda immiinosiipresan etkili bir ilactir (Ruzicka ve
ark. 1999; Gupta ve ark. 2002). Sistemik ve topikal olarak enflamasyonlu deri
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Ruzicka ve ark. 1999). Takrolimus; AD,
kontakt dermatit ve psériasis’te topikal olarak, inat¢1 psériasis ve Behget hastaliginda

oral yol ile uygulanmaktadir (Assmann ve ark. 2000; Gupta ve ve ark. 2002).

Takrolimus kalsindrin inhibisyonuna yol agarak enflamatuvar sitokinlerin
salimin1 engeller (Gutfreund ve ark. 2013). Takrolimusun T lenfositleri ve mast hiicreleri,
eozinofilleri, bazofilleri ve en Onemlisi Langerhans hiicrelerini etkiledigi; endotel
hiicrelere ve fibroblastlara etki etmedigi bildirilmistir (Nghiem ve ark. 2002). Bu nedenle,
topikal steroit tedavisinde olusan deri atrofisi, kalsindrinin kolajen sentezinde rol
oynamamasindan dolay1 takrolimus ile meydana gelmez (Bekersky ve ark. 2001).
Takrolimus’un iilkemizde ve diinyada orijinal {iriin olarak %0,03 ve %0,1 takrolimus
iceren Protopic® isimli merhem seklinde topikal preparatlart mevcuttur (RX Media
Pharma Erisim tarihi:29.01.2017).

Takrolimus; 822,03 g/mol molekiiler agirhginda (USP 36, 2013), sudaki
¢cozlinirligl zayif (4 pg/mL) (Li ve ark. 2012) ve lipofilik karakterde (log P 3,19-5,59)
bir etkin maddedir (Tacrolimus — DrugBank, Erisim tarihi: 23.01.2017). Asirt lipofilik
karakterde bir etkin maddenin topikal uygulamasinin ardindan Stratum corneum
tabakasina partisyonunun yiiksek olmasi beklenir (Jadoul ve ark. 1995). Ancak, s6z
konusu etkin madde takrolimus gibi sudaki ¢oziiniirliigii diisiik ve yliksek molekiil
agirlikli bir madde oldugunda (Silva-Cunha ve ark. 2014), stratum corneumdan canli
epidermis ve dermis tabakalarina difiizyon hizi azalir (Jadoul ve ark. 1995). Dolayisiyla,
topikal uygulanan takrolimusun derideki hedef bolgelere (epidermiste bulunan
Langerhans hiicrelerine ve epidermis ve dermiste bulunan T hiicrelerine) ulagmasi

fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 zorlagsmaktadir (Lapteva ve ark. 2014).

Bu durumda, takrolimusun topikal AD tedavisinin etkinligini artiracak,
konvansiyonel dozaj sekli olan merhem preparatina alternatif yenilik¢i topikal
formiilasyonlarinin gelistirilmesi 6nem tagimaktadir. Bu yaklagima yonelik olarak son
yillarda arastirmalar yapilmistir (Pople ve Singh 2010; Goebel ve ark. 2011; Pople ve
Singh 2011; Li ve ark. 2012; Lei ve ark. 2013; Lapteva ve ark. 2014).
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Yenilik¢i nano boyutlu ilag tasiyict sistemlerin gelistirilmesinde, etkin maddenin
etkinliginin artirilmasi kadar toksik etkilerinin azaltilabilmesi de 6nemlidir (Senyigit ve
ark. 2012). Senyigit ve ark. gii¢lii bir kortikosteroit olan klobetasol-17-propionat yiiklii
lesitin-kitozan yapili nanopartikiilleri, piyasa preparatina gére 10 kat doz azaltilmasi
yaparak hazirlamiglardir. Gelistirdikleri formiilasyonda ilacin etkinliginin artirildigini ve
doza bagl yan etkilerin azaltildigint domuz kulagi derisi kullanarak in vitro permeasyon
calismalariyla gostermislerdir (Senyigit ve ark. 2010). Gelistirilen nanopartikiillerin
antienflamatuvar etkileri ve tolerabiliteleri ise Wistar si¢anlarda in vivo calismalar

yapilarak degerlendirilmistir (Senyigit ve ark. 2016).

Fusidik asit, Fusidium coccineum’un fermentasyon {irlinlerinden izole edilen
fusidan yapili bir antibiyotiktir. Etki mekanizmasi, bakteride protein sentezini
ribozomlara baglanmadan baskilanmasina dayanir (Rigopoulos ve Larios 2008). Fusidik
asidin topikal preparatlari (krem ve merhem), AD ve kontakt dermatit gibi deri
hastaliklar1 sonucu ortaya ¢ikan enfeksiyonlarda (ikincil enfeksiyonlar) yaygin olarak

kullanilmaktadir (Long 2008).

Fusidik asit; molekiil agirligi 525,7 g/mol olan, suda ¢oziintirliigii cok diistik (EP
8.0, 2012), lipofilik 6zellikte (log P 4,42-4,97) (Fusidic Acid — DrugBank, Erisim tarihi:
23.11.2016) bir etkin maddedir.

Epidermal lipitlerin meydana getirdigi penetrasyon bariyerinin dermal
absorpsiyonu etkilemesinden dolayr hem yenilik¢i tasiyicilarin hem de kombine
yaklagimlarin topikal biyoyararlanimi artirabilmesi ve sistemik yan etkilerin azaltilmasi
acisindan avantajli olabilecegi ifade edilmistir (Senyigit ve ark. 2012). AD tedavisinde
de, topikal uygulanan etkin maddelerin birlikte kullanim1 bir tedavi secenegi
olusturmaktadir. Gilinlimiizde, fusidik asidin topikal kortikosteroitlerle kombine
preparatlart mevcuttur (RX Media Pharma Erisim tarihi:29.01.2017). AD tedavisinde
takrolimus ve fusidik asiti bir arada i¢eren kombine bir preparat mevcut degildir (RX
Media Pharma Erisim tarihi:29.01.2017) ve gelistirildigi takdirde tedavi agisindan yeni

bir secenek olusturma potansiyeli mevcuttur.

Mikroemiilsiyonlar; yag, su, siirfaktan ve kosiirfaktan molekiillerinden olusan
yiizeyler aras1 bir film ile stabilize edilmis, termodinamik agidan kararli, saydam,
izotropik ve diisiik viskoziteli koloidal dispersiyonlardir (Djekic ve ark. 2012; Fanun

2012; Kalaitzaki ve ark. 2014). Mikroemiilsiyonlarin 6nemli avantajlari arasinda yer alan
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kendiliginden olusma Ozellikleri ve hazirlanmalarinda bir enerji  kaynagi
gerektirmemeleri (Heuschkel ve ark. 2008), endiistriyel iiretimlerinde 6lgek biiyiitiilmesi
acisindan da kolaylik saglamaktadir (Patravale ve Date 2009 p.261). Ayrica,
mikroemiilsiyonlar, lipofilik maddelerin stratum corneum ve daha derin deri tabakalarina
ulagmasini saglayan, nano boyutta damlacik biiyiikliigiine sahip ve yenilik¢i 6zellikte

potansiyel topikal ilag tasiyicilar arasinda yer alirlar (Neubert 2011).

Mikroemiilsiyonlarin ilag molekiillerinin deriden gecisini iyilestirmesine yonelik
potansiyel etki mekanizmalar1 one siiriilmiistiir. ilk olarak, mikroemiilsiyonlarm hem
hidrofilik hem de lipofilik yapidaki maddeler i¢in yliksek ¢oziindiirme kapasitesine sahip
oldugu belirtilir (Hathout ve Nasr 2013). Bu 6zellik, mikroeemiilsiyonlarin genis yiizey
alan1 ve aym tek fazli sistemde farkli polariteye sahip ¢esitli mikro alanlara sahip
olmastyla agiklanir (Sahle ve ark. 2013). Boylece, etkin maddenin doygun veya asir
doygun bulunmasini saglayarak termodinamik aktivitesini artirdig1 ve tasiyici sistemden
Uygulama alan1 deriye dogru biiyilk bir konsantrasyon gradienti olusturduklari
belirtilmektedir (Peltola ve ark. 2003; Teichmann ve ark. 2007; Heuschkel ve ark. 2008).
Ikinci olarak, mikroemiilsiyon bilesenlerinin gii¢lii penetrasyon artiric1 etkiye sahip
olmasi (Hathout ve Elshafeey 2012) ve bu bilesenlerin stratum corneum’daki lipit diizeni
etkilemesi (Baroli ve ark. 2000) ile ila¢c molekiillerinin stratum corneum’dan derinin daha
derin tabakalarmma difiizyon hizim artirmasi Ongoriilmektedir. Ugiincii olarak,
mikroemiilsiyonlarin  sahip olduklart diigiik yiizey gerilimleri nedeniyle ilag
molekiillerinin deriye yiiksek oranda temasinin iyi bir yayilabilirlik sagladigi ortaya
atilmistir (Heuschkel ve ark. 2008). Dordiincii olarak ise, ara yiizeyde siirekli ve
kendiliginden olusan dalgalanma, ila¢ molekiillerinin hareketliligini ve diflizyonun hizini

artirmaktadir (Kitagawa ve ark. 2009).

Merhemler, topikal tedavide yaygin olarak kullanilan yar1 kati topikal
formiilasyonlardir.  Sahip olduklar1 okliizif (ortiicii) ozellikleri sayesinde ekzema,
psoriasis ve dermatit gibi kronik dermatolojik bozukluklarda siklikla tercih edilirler.
Merhemlerin sagladigi ortiicii etki, 6zellikle emoliyentler olarak son derece yararl
olmakla birlikte, hidrokarbon bazli merhemler derideki hidrasyonu artirarak, etkin

maddenin permeasyonunu artirabilir (Williams 2003, p.173).

Topikal uygulanan preparatlarin formiilasyon optimizasyonundaki temel

yaklasimi; hastaliga bagli derinin hedef tabakalarinda beklenen etkin madde
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konsantrasyonlarinin saglanmasi ile etkin bir tedavi gergeklestirilirken, sistemik dolagima
en az diizeyde katilim saglanmasidir (Shah ve Williams 2014 p. 61). Bu nedenle, topikal
uygulanan iirlinlerin gelistirilmesi i¢in formiilasyonlardan serbestlesen etkin maddenin
derinin tabakalarindaki dagiliminin ve lokalizasyonunun degerlendirilmesi olduk¢a 6nem

tasimaktadir.

Bu doktora tez ¢alismasinin amaci; tek takrolimus ve takrolimus ile fusidik asit
etkin maddelerini bir arada i¢eren, topikal uygulamaya yonelik yenilik¢i mikroemiilsiyon
sistemlerinin ~ gelistirilmesi,  gelistirilen =~ mikroemiilsiyonlarin  fizikokimyasal
Ozelliklerinin arastirilmasi, optimize edilen formiilasyonlarin fiziksel ve kimyasal
stabilitelerinin izlenmesi, in vitro penetrasyon c¢alismalarinin ardindan bantla soyma
yontemi kullanilarak (tape stripping) etkin maddelerin derinin farkli tabakalarinda
dagilimlarinin kantitatif olarak degerlendirilmesi, mikroemiilsiyonlarin deri {izerinde
olusturduklart etkilerin ATR-FTIR spektrometresi ile incelenmesi, CLSM goriintiileme
teknigi ile takrolimus gibi lipofilik karakterde bir model fliioresan maddenin (Nil
Kirmizis1) optimize edilen mikroemiilsiyonlar ile deri iizerine uygulandiginda, deriden
penetrasyon derinligi, derinin tabakalarindaki dagilimi ve lokalizasyonu hakkinda bilgi
saglanmasi, ayrica in vitro galismalar dogrultusunda secilen mikroemiilsiyonun deri
tizerindeki etkilerinin biyofiziksel yontemler ile in vivo saglikli goniilliiler iizerinde

incelenmesini kapsamaktadir.

Ayn1 zamanda takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerini bir arada iceren ve
okliizif ozelligi yiiksek olan merhem formiilasyonlarmin da gelistirilmesi, bu
formiilasyonlarin fizikokimyasal 6zellikleri ile stabilitelerinin degerlendirilmesi, sentetik
membranlar kullanilarak optimize edilen merhem formiilasyonlarindan etkin maddelerin
salim karakteristiginin incelenmesi, in vitro deriden penetrasyon g¢alismalariyla etkin
maddelerin deriden penetrasyon derinligi ve birikiminin saptanmasi, ATR-FTIR
analizleri ile formiilasyon bilesenlerinin deri tiizerindeki etkileri hakkinda bilgi

saglanmas1 da amaglanmistir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda yiiriitiilen ¢aligmalar ile AD tedavisine yonelik;
takrolimus ile fusidik asit etkin maddelerini bir arada igeren ve 6zellikle takrolimusun,
derinin hedef tabakalarindaki lokalizasyonunu ve dagilimini iyilestiren, pazarda mevcut
preparatlara alternatif teskil edecek, yenilik¢i topikal Triinlerin gelistirilmesi

hedeflenmistir.
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Formiilasyonlarin optimizasyonu i¢in Oncelikle 6n formiilasyon c¢alismalari
yiriitilldii. Bu kapsamda; takrolimus ve fusidik asit ile her iki etkin maddenin fiziksel toz
karisiminin IR spektrumlart alindi. Sekil 4-1°de sunulan IR spektrumlariyla elde edilen
piklerin DMF verileri ile uyumlu oldugu goriildii (Fusidik asit Ilagc Ana Dosyas1, 2011;
Takrolimus ilag Ana Dosyas1, 2014). Ayica, diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC)
analizleri gergeklestirildi. Takrolimus ve fusidik asit ayr1 ayr1 olarak ve her ikisinin
fiziksel karisimi analiz edilerek DSC termogramlari elde edildi. Bulgulara gore,
takrolimus ve fusidik asit i¢in erime noktalar1 sirasi ile 119,7-138,5°C ve 136,28 — 149,89
°C (Sekil 4-2) olarak saptandi. Her iki etkin maddenin karigiminin termogrami

incelenerek (Sekil 4-3) etkin maddelerin birbiriyle etkilesmedigi belirlendi.

On formiilasyon galigmalar1 dogrultusunda, etkin maddelerin mikroemiilsiyon ve
merhem formiilasyonlarinda kullanilmasi planlanan yardimct maddelerdeki (Tablo 3-1)
¢oziintrlikleri kantitatif olarak hesaplandi (Tablo 4-1 ile Tablo 4-2 ve Sekil 4-4 ile Sekil
4-5). Bulgulara gore, hem takrolimus hem de fusidik asidin yardimci maddelerdeki
¢ozliniirliiklerinin siralama agisindan benzer oldugu saptandi. Her iki etkin maddenin de
yag faz1 maddelerindeki ¢oziintirliigii; sirast ile Capryol 90> Lauroglycol FCC> Oleik
asit> Labrafac PG olarak bulundu. Kosiirfaktanlardaki ¢oziiniirliikleri ise, sirasi ile
Transcutol P> PEG-400 >Propilen glikol olarak bulundu. Her iki etkin maddenin
stirfaktanlardaki ¢oziiniirliigli de sirasi ile Labrasol >Tween 20 >Tween 80 seklindedir.
Takrolimusun diger iki siirfaktandaki ¢oztniirliigi ise Kolliphor EL> Kolliphor RH 40
sirasi ile elde edilirken, fusidik asitin ¢oziintrligi Kolliphor RH 40°de Kolliphor EL’¢e
gore daha yiiksek bulundu.

In vitro salim ¢alismalarinda kullanilacak ¢éziinme ortaminin sonsuz seyrelme
(sink) kosulunu saglayacak sekilde secilmesi i¢in her iki etkin maddenin farkli ¢6ziinme
ortamlarindaki ¢oziiniirliigii saptandi (Tablo 4-3). Elde edilen bulgulara gore, reseptor faz
olarak sink kosulu saglayan izotonik hale getirilmis fosfat tamponu (PBS; pH 7,4):Etanol
karigimi (70:30; h:h) belirlendi.

Takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerinin yardimci maddelerle (Tablo 3-2)
aralarindaki etkilesimin arastirilmasi i¢in, safsizlik ¢alismalar1 40+2°C sicaklik ve %75+5
bagil nem kosulunda 15 giin ve/veya 30 giin; iki etkin maddenin kendi aralarindaki
etkilesimin arastirilmasi i¢in, ayni sicaklik ve bagil nem kosulunda 30 giin ve 60°C

sicaklikta etiivde 7 giin izlendi. Bulgular Tablo 4-4, Tablo 4-5 ve Tablo 4-6’da
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gosterilmistir. Etkin madde yardimcr madde karisimlarinin toplam safsizlik bulgulari
baslangi¢ verileriyle kiyaslandiginda artis oldugu goriildi. Bu durumun zorlayici
kosullardan kaynaklandig1 diisiiniildii. Dolayis1 ile s6z konusu yardimci maddelerin
mikroemiilsiyon ve merhem formiilasyonlarinda kullanilabileceklerine karar verildi.
Etkin maddeler ayr1 olarak toz halde ve bir aradaki toz karisimlart degerlendirildiginde;
takrolimusun safsizliklarinda artis olmadigi, dolayisi ile takrolimusun sicakliga bagh
olarak etkilenmedigi, fusidik asitin ise safsizliklarinda saptanan artisin DMF verileriyle
benzerlik gdsterdigi bulundu (Fusidik asit Ilagc Ana Dosyasi, 2011; Takrolimus Ila¢ Ana
Dosyasi, 2014).

Mikroemiilsiyon formiilasyon optimizasyon ¢alismalarinda Tablo 3-3’de yer alan
yardimc1 maddeler kullanildi. Mikroemiilsiyonlar literatiirde kayith “titrasyon yontemi”
kullanilarak hazirland1 (Butani ve ark. 2014). Mikroemiilsiyonlarin bilesenlerinin
seciminde; etkin maddelerin ¢oziintirliik ve safsizlik ¢alismalar ile siirfaktan:kostirfaktan
ve yag faz1 bilesenlerinin deriyle etkilesimi dikkate alindi. Hazirlanan
mikroemiilsiyonlar, su tutma kapasiteleri, tiirbidite, jellesme durumu, damlacik boyutlari

ve polidispersite indeksleri (PDI), fiziksel karaliliklar1 agisindan degerlendirildi.

Formiilasyonlar gelistirilirken 6ncelikle AD hastaliginda derinin ileri derecede
kuru olma durumu (Hanifin ve Tofte 1999) dikkate alinarak, mikroemiilsiyonlarin su
tutma kapasitesinin yiiksek olmasina 6nem verildi. Bu amagla yag:siirfaktan-kosiirfaktan
oranlar1 1:9, 2:8, 3:7 olarak belirlendi ve su i¢inde yag mikroemiilsiyonlar1 hazirlandi
(Tablo 3-4, Tablo 3-5 ve Tablo 3-6). Hazirlanan formiilasyonlarin goérsel olarak
incelenmesinin ardindan, faz ayirimi olmayan, berrakligini1 koruyan ve toplam %25-%50
araliginda su iceren mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu ve polidispersite indeksleri

olgtildii (Tablo 4-7, Tablo 4-8 ve Tablo 4-9).

Mikroemiilsiyonlar hazirlanirken formiilasyon bilesenlerinin se¢iminde; etkin
maddenin farkli yaglar, stirfaktanlar ve kosiirfaktanlardaki ¢coziintirliigli de dikkate alinir
(Butani ve ark. 2014; Ge ve ark. 2014). Bu durum, ¢6ziiniirliiglin ilacin deri permeasyon
oranin1 dogrudan etkilemesiyle agiklanir (Ge ve ark. 2014), ¢iinkii sadece c¢oziinen ilag
deriye niifuz edebilir (Yuan ve ark. 2006, Butani ve ark. 2014). Calismamizda
mikroemiilsiyon bilesenlerinin se¢iminde etkin maddelerin bu bilesenlerdeki

¢Oziiniirlikleri de dikkate alindi.
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Ayrica, gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda siirfaktanlarin iritasyon
olusturma potansiyeli dikkate alinarak (Guinedi ve ark. 2005), deride istenmeyen yan
etkilerin olusmasini Onleyebilmek i¢in non-iyonik siirfaktanlar tercih edildi. Segilen
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin tamaminda kosiirfaktan olarak; dermal ve
transdermal ugulamalarda siklikla kullanilan, biyolojik olarak uyumlu, toksik olmayan,
polar ve apolar ¢oziiciilerle karigabilen ve ¢ozilindiirme etkisi gii¢lii olan Transcutol P

(Giingor ve Bergisadi 2004; Hathout ve ark. 2010a; Wan ve ark. 2015) maddesi kullanildi.

Her iki etkin madde i¢in de ¢6ziindiirme kapasiteleri en yiiksek olan yag, siirfaktan
ve kostirfaktan fazi olarak sirasi ile; Capryol 90, Labrasol ve Transcutol P (Tablo 4-1 ve
Tablo 4-2) secilerek “CLT (1:1)”, “CLT (2:1)” ve “CLT (1:2)” kodlu mikroemiilsiyonlar
hazirlandi (Tablo 4-17).

Kimyasal ismi propilen glikol mono kaprilat olan Capryol 90’nin  hem
mikroemiilsiyonlarda (Fouad ve ark. 2013) hem de nanolipit tasiyici sistemlerde (Pople
ve Singh 2011) yag fazi olarak kullanildig1 kayithdir. Hastalikta derinin durumu da
dikkate alindiginda, topikal uygulamaya yonelik formiilasyon bilesiminde yer alan
siirfaktan ve kosiirfaktanlarin yliksek stabilite, diisiik toksisite ve diisiik iritasyon
Ozelliklerine sahip, biyolojik olarak pargalanabilir olmasi 6nemlidir. Labrasol ve
Transcutol P bu 6zellikleri tasiyan yilizey etkin madde ve kosiirfaktan olarak kayithidir

(Hathout ve Elshafeey 2012).

Bazi ¢aligsmalarda mikroemiilsiyonlara yiiklenen etkin maddenin yag fazi i¢indeki
¢oziinlirliigl ile deriye penetrasyonu arasinda dogrudan bir iliski olmadig1 ve etkin
maddenin deriden penetrasyonundaki artisinin, yag fazinin deri iizerindeki etkilerinden
dolayr oldugu da gosterilmistir (Lopes 2014). Oleik asit, deriye uygulanan
formiilasyonlarda sikilikla kullanilan, penetrasyon artict 6zellige sahip bir bilesendir.
Deri tizerindeki etki mekanizmasi; stratum corneum’daki hiicrelerarasi lipitlerin diizenini
bozmas1 veya lameller kati-sivi faz ayrimi olusturmasi olmak iizere iki olasikla
aciklanmistir (Naik ve ark. 1995). Bu o0zelligi nedeni ile yag fazi olarak
mikroemiilsiyonlarda siklikla kullanilmaktadir (Peltola ve ark. 2003; Chen ve ark. 2004;
Zhao ve ark. 2006; Tuncay ve Ozer 2013; Erdal ve ark. 2016). Ayrica, Touitou ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada oleik asitin, Langerhans hiicrelerini etkileyerek deri tlizerinde

immiinosiipresan bir etki olusturabilecegini de gostermistir (Touitou ve ark. 2002).
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Dolayisiyla  formiilasyonda  kullanilacak  bilesenlerin  se¢iminde  fayda/risk

degerlendirilmesi 6nemlidir (Kogan ve Garti 2006).

Bu verilere dayanarak, penetrasyon artirict etkisi ve AD hastaliginda
epidermisteki Langerhans hiicrelerini etkileyebilmesi nedeniyle, yag fazi “oleik asit” olan
mikroemiilsiyonlar da hazirlandi. Ancak, yag faz1 oleik asit olan ve siirfaktan olarak
Tween 80 igeren mikroemiilsiyonlarda (OTgoT, OTgoT-1, OTgoT-2, OTgoT-3 ve OTgoT-
4) bir siire sonra jellesme gozlendi. Yag fazi oleik asit, siirfaktan veya kosiirfaktan olarak
Kolliphor RH igeren mikroemiilsiyonlar (sirasiyla OCryT veya OLCrn) akigskanlik

acisindan yetersiz bulundu.

Yag fazi, siirfaktan ve kostirfaktan olarak sirasi ile oleik asit, Kolliphor EL ve
Transcutol P igceren mikroemiilsiyonlara (OCgLT, OCgLT-1, OCgLT-2 ve OCg.T-3; su
tutma kapasiteleri yaklasik olarak %30), ikinci siirfaktan olarak Labrasol eklenmesiyle
hazirlanan mikroemiilsiyonlarin (OLT-Cg, OLT-Cgr-1, OLT-Cg-2) su tutma
kapasitelerinin arttig1 (yaklasik olarak %40 ) goriildii. Elde edilen bu bulgularin 1s181nda,
stirfaktan olarak diistik toksik etkiye sahip, non-iyonik yapidaki Labrasol (Fouad ve ark.
2013) ile non-iyonik oOzellikteki Kolliphor EL (Ren ve ark. 2014) igeren

mikroemiilsiyonlar hazirlandi.

Yag fazi, siirfaktan ve kosiirfaktan olarak sirasi ile oleik asit, Tween 20 ve
Transcutol P i¢eren mikroemiilsiyonlara (OTT, OTT-1; PDI<0,55) ikinci kosiirfaktan
olarak PEG 400’lin eklenmesiyle hazirlanan mikroemiilsiyonlarda (OTT-PEG, OTT-
PEG-1, OTT-PEG-2) partikiil biiyiikliigii dagiliminin daha homojen oldugu (PDI<0,22)
ve formiilasyonlarin akiskanliklarinin arttigi saptandi. Bu nedenle non-iyonik Tween 20
(Hathout ve ark. 2010a) kullanilarak mikroemiilsiyonlar hem Transcutol P ile hem de
non-iyonik ozellikte, etkin maddelerin ¢dziinmesine yardimci olan PEG 400

(Ngawhirunpat ve ark. 2013) ile hazirlandu.

Bu veriler dikkate alinarak; yag fazi oleik asit, kosiirfaktan1 Transcutol P,
stirfaktan1 Labrasol olan “OLT” kodlu mikroemiilsiyon ile, siirfaktan bilesimi Labrasol
ve Kolliphor EL olan “OLT-CEL” kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlandi.
Ayn1 zamanda, yag fazi oleik asit, siirfaktan1 Tween 20, kostirfaktan1 Transcutol P olan
“OTT” kodlu mikroemiilsiyon ile kosiirfaktan bilesimi, Transcutol P ve PEG 400 olan
“OTT-PEG” kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 da hazirlandi (Tablo 4-18).
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Ucgen faz diyagramlari, mikroemiilsiyonlardaki bilesenlerin konsantrasyon
araligini belirleyebilmek icin olusturulur (Sintov ve Shapiro 2004; Zhao ve ark. 2014;
Erdal ve ark. 2016). Mikroemiilsiyon bolgesi, berrak ve seffaf formiilasyonlarin
bulundugu alan olarak tanimlanir (Constantinides ve Scalart 1997). Yukarida agiklandigi
lizere karar verilen yag (Capryol 90 ve oleik asit), siirfaktan (Labrasol, Kolliphor EL,
Tween 20) ve kosiirfaktanlar (Transcutol P, PEG 400) kullanilarak iiggen faz
diyagramlar1 ¢izildi. Mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 siirfaktan:kosiirfaktan (S:KoS)
oranlar1 1:2, 1:1, 2:1 olarak, yag fazinin S:KoS karisimina orani ise 1:9:, 2:8, 3:7, 4:6,
5:5,6:4,7:3, 8:2, 9:1 olacak sekilde segildi.

Yag faz1 Capryol 90, siirfaktan1 Labrasol, kostirfaktan1 Transcutol P ve S:KoS
oranlar1 1:1, 2:1, 1:2, olan mikroemiilsiyonlarin iicgen faz diyagramlarinin ¢izilebilmesi
icin kullanilan formiilasyon bilesenleri ile miktarlar1 Tablolar 4-10, 4-11 ve 4-12’de bu
mikroemiilsiyonlara ait faz diyagramlar1 Sekil 4-6, 4-7 ve 4-8’de gosterilmektedir. Yag
faz1 oleik asit, siirfaktanlar1 Labrasol:Kolliphor EL (SI:SII= 2:1), kosiirfaktan1 Transcutol
P ve S:KoS oran1 1:1 olan mikromiilsiyonlarin tiggen faz diyagramlarinda kullanilan
formiilasyon bilesenleri ile miktarlar1 Tablo 4-13’te, faz diyagrami Sekil 4-9’da
gosterilmektedir. Yag fazi oleik asit, siirfaktan1 Labrasol, kosiirfaktan1 Transcutol P ve
S:KoS orani 1:1 olan mikromiilsiyonlarin ti¢gen faz diyagramlarinda kullanilan
formiilasyon bilesenleri ile miktarlar1 Tablo 4-14’te, faz diyagrami Sekil 4-10’da
gosterilmektedir. Yag fazi oleik asit, slirfaktan1 Tween 20, kosiirfaktanlar1 Transcutol
P:PEG 400 (KoSI:KoSII= 3:1) ve S:KoS orani 1:2 olan mikromiilsiyonlarin {iggen faz
diyagramlarinda kullanilan formiilasyon bilesenleri ile miktarlar1 Tablo 4-15’te, faz
diyagram1 Sekil 4-11’de gosterilmektedir. Yag fazi oleik asit, siirfaktan1 Tween 20,
kosiirfaktan1 Transcutol P ve S:KoS orani 1:1 olan mikromiilsiyonlarin iiggen faz
diyagramlarinda kullanilan formiilasyon bilesenleri ile miktarlar1 Tablo 4-16’da, faz
diyagrami Sekil 4-12°de gosterilmektedir. Elde edilen iiggen faz diyagrami verilerine
dayanarak, mikroemiilsiyon olusum bdlgeleri belirlendi ve etkin maddelerin yiiklenmesi

i¢cin mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin se¢iminde bu alanlar da dikkate alindu.

Coziniirlik ve safsizlik galismalar1 verileri ile etkin madde yiiklii olmayan
mikroemiilsiyonlarin su tutma kapasiteleri, damlacik boyutu ve dagilimlar, fiziksel

goriinlimleri dikkate alinarak, ayrica liggen faz diyagramlar1 verileri degerlendirilerek



182

etkin madde yiiklenecek “CLT (1:1)”, “CLT (2:1)” ve “CLT (1:2)” ayrica “OLT”, “OLT-
CEL”, “OTT” ve “OTT-PEG” kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 se¢ildi.

Secilen mikroemiilsiyonlarin su yiizdeleri %30-%45 aralifinda degismektedir
(Tablo 4-17 ve 4-18). Topikal uygulanan mikroemiilsiyonlarin stratum corneum
tizerindeki hidratasyonu, s6z konusu deri bariyerinden ilacin permeasyonunu da
artirabilmektedir (Zhu ve ark. 2008). Dolayisiyla mikroemiilsiyonlardaki su miktar1 gerek
hedef hastaliktaki derinin durumu gerekse ilag molekiillerinin deriden gecirgenligi

tizerindeki katkilar1 agisindan énemlidir.

Goebel ve ark. yaptiklar1 caligmada deri ile uyumlu mikroemiilsiyonlarin
hazirlanabilmesi i¢in yag fazinin en az %5 olmasi gerektigini ve siirfaktanin %30 degerini
asmamas1 gerektigini bildirmislerdir (Goebel ve ark. 2011). Tez ¢alismasinda segilen
mikroemiilsiyonlarin yag miktarlar1 (%5<) ve slirfaktan miktarlar1 (<%30) bu a¢idan
uygun olarak degerlendirilmistir. [CLT (2:1) mikroemiilsiyonunda siirfaktan miktar
<%35 olarak belirtilmistir. Santez projesi kapsaminda TR201510399 ve TR201513223
numaralartyla patent basvurusu yapildigi i¢in formiilasyonlar i¢in kesin birim formiil

verilmemistir. |

Tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilmesi planlanan takrolimus ve fusidik asit etkin
maddelerini bir arada igeren merhem formiilasyonlar1 da 6nformiilasyon c¢aligsma verileri
dikkate alinarak yapildi. Tablo 3-7’de yer alan yardimci maddeler ile farkli ¢oziiciiler
degisik oranlarda kullanilarak merhem formiilasyonlar1 hazirlandi. Merhem
formiilasyonlar1 ¢6ziicii olarak Transcutol P ve Capryol 90; sivag olarak vazelin, sivi
parafin, balmumu kullanilarak (“MR-TC”); ¢o6ziicli olarak triasetin ve sivag olarak
vazelin, sivi parafin, balmumu ve/veya kat1 parafin-propilen glikol kullanilarak (“MR-
TA”); ¢oziicii olarak propilen karbonat ve sivag olarak vazelin, siv1 parafin, balmumu
ve/veya kat1 parafin-propilen glikol (“MR-PC”) kullanilarak, etkin madde yiiklemesi
yapilmadan hazirland1 (Tablo 4-19, Tablo 4-20 ve Tablo 4-21). Merhemlerin fiziksel
kararlilig1 oda sicakliginda 30 giin siire bekletilerek degerlendirildi. Bu siire sonunda
yapilan degerlendirmede, hazirlanan merhemlerde herhangi bir faz ayrimi, erime veya

renk degisimi olmadig saptandi.

Calismamizda gelistirilen formiilasyonlardaki takrolimus ve fusidik asit etkin
maddelerinin analizlerinde, orneklerdeki miktarlarinin hesaplanmasi igin Amerika

Farmakopesi’nde (USP, 2013) takrolimus i¢in kayith yiiksek basingli s1vi kromatografisi
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(HPLC) yontemi, yapilan bazi degisiklikler ile optimize edilerek kullanildi. Gelistirilen
HPLC yontemi; takrolimus ve fusidik asitin ¢oziiniirliik ¢alismalari, miktar tayini ve
stabilite calismalarinda hazirlanan O6rneklerdeki etkin maddelerin  miktarlarinin
hesaplanmasinda ve safsizlik analizlerinde, ayrica, in vitro salim ve in vitro deriden
penetrasyon c¢alismalarindan elde edilen Orneklerdeki fusidik asit miktar tayini igin
kullanildi. Bu kapsamda dogrusallik (linearity), kesinlik (precision), dogruluk/geri
kazanim (accuracy), secicilik (specificity), teshis limiti (detection limit), miktar tayini
limiti (quantification limit) ve stabilite parametreleri ¢alisilarak yontem valide edildi
(ICH Tripartite Guideline Q2(R1) 2005).

Takrolimusun HPLC miktar tayini yonteminin dogrusallig1 elde edilen standart
egrinin (Sekil 4-13) determinasyon katsayisi (> =1) (Tablo 4-23) ve uygun (<%2) RSD
degerleri (Tablo 4-22) ile gosterilmistir. Yontemin teshis limiti (TL= 0,0200 pg/mL) ve
miktar tayini limiti (MTL= 0,0607 pg/mL) saptandi. Yontemin validasyonu, calisilan
diger parametreler ile de gosterildi (Tablo 4-24 — Tablo 4-27).

Fusidik asidin de HPLC miktar tayini yonteminin dogrusallig: elde edilen standart
egrinin (Sekil 4-14) determinasyon katsayisi (12 =1) (Tablo 4-29) ve uygun (<%2) RSD
degerleri (Tablo 4-28) ile gosterilmistir. Yontemin teshis limiti (TL= 0,0057 pg/mL) ve
miktar tayini limiti (MTL= 0,0174 pg/mL) saptandi. Yontemin validasyonu, ¢alisilan
diger parametreler ile de gosterildi (Tablo 4-30, Tablo 4-31 ve Tablo 4-34). S6z konusu
HPLC yontemi, in vitro deriden penetrasyon c¢alismalarinda deri numunelerinden bantla
soyma islemiyle uzaklastirilan fusidik asit miktarini belirlemek i¢in de kullanildigindan
yonteminin dogrulugu, bant ve deri 6rneklerinden etkin maddenin yiiksek geri kazanim
degerleri ile (>%90) gosterildi (Tablo 4-32 ve Tablo 4-33) ve uygun olduguna karar
verildi (Kamitani ve ark. 2013; Lapteva ve ark. 2014). Secicilik ¢caligsmalari ile de derinin
ve bandin fusidik asit pikinin alikonma zamaninda girisim yapmadig: saptandi (Sekil 4-

15).

Fusidik asitin in vitro salim calismasinda kullanilan HPLC miktar tayini
yonteminin dogrusalligi elde edilen standart egrinin (Sekil 4-16) determinasyon katsayisi
(r?=1) (Tablo 4-36) ve uygun (<%2) RSD degerleri (Tablo 4-35) ile gosterildi. Yontemin
teshis limiti (TL= 0,0389 pg/mL) ve miktar tayini limiti (MTL=0,1178 pg/mL) saptandi.
Yontemin validasyonu calisilan diger paramtereler ile de gosterildi (Tablo 4-37 - Tablo
4-40).
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Takrolimus i¢eren formiilasyonlarin in vitro salim g¢alismasi ile in vitro deriden
penetrasyon caligsmast Orneklerinin analizinde ise literatiirde takrolimus icin kayith
(Goebel ve ark. 2011) LC-MS yontemi optimize edilerek kullanildi. In vitro salim
calismasi 6rnekleri i¢in yonteminin dogrusalligi elde edilen standart egrinin (Sekil 4-17)
determinasyon katsayis1 (r?=0,0997) (Tablo 4-42) ve (<%25,73) RSD degerleri (Tablo 4-
41) ile gosterildi. Yontemin teshis limiti (TL= 0,6229 ng/mL ) ve miktar tayini limiti
(MTL=1,8877 ng/mL) saptandi. In vitro penetrasyon calismasi i¢in ydnteminin
dogrusallig1 elde edilen standart egrinin (Sekil 4-18) nin determinasyon katsayisi

(r2=0,0993) (Tablo 4-44) ve (< %11,03) RSD degerleri (Tablo 4-43) ile gosterildi.

S6z konusu analitik yontem in vitro deriden penetrasyon ¢alismalarinda deri
numunelerinden bantla soyma islemiyle uzaklastirilan takrolimus miktarini belirlemek
icin kullanildigindan yonteminin dogrulugu, bant ve deri 6rneklerinden etkin maddenin
yiiksek geri kazanim degerleri ile (>%87) gosterildi (Tablo 4-47 ve Tablo 4-48) ve uygun
olduguna karar verildi (Kamitani ve ark. 2013; Lapteva ve ark. 2014). Secicilik
calismalar1 ile de derinin ve bandin takrolimus pikinin alikonma zamaninda girisim
yapmadigi saptandi (Sekil 4-19 ve Sekil 4-20). Yontemin teshis limiti (TL= 0,1361
ng/mL) ve miktar tayini limiti (MTL= 0,4124 ng/mL) saptandi. Yontemin validasyonu
calisilan diger parametreler ile de gosterildi (Tablo 4-45 ve Tablo 4-46). LC-MS-MS
yonteminin uygulandigi bir baska tez ¢alismasinda da validasyon verilerinde hesaplanan
RSD degerlerinin %2’den daha biiyiik oldugu ve determinasyon katsayisinin r?>0,99
goriilmiistiir (Anilmert 2014 pp. 99-115). Bu nedenle yontemin validasyon bulgularinda
elde edilen r? ve RSD degerlerinin uygun olduguna karar verildi.

Mikroemiilsiyon hazirlanirken etkin maddenin formiilasyona yiiklenmesi ilgili
farkli yaklagimlar mevcuttur (Chen ve ark. 2006; Zhu ve ark. 2008; Hathout ve Elshafeey
2012). Calismamizda yag:siirfaktan:kosilirfaktan  karigiminda  etkin  maddeler
¢ozlindiiriildi. Bu karisimin {izerine su, titrasyon yontemiyle ilave edildi. Daha sonra
sistemin dengeye gelmesi i¢in oda sicakliginda 720 rpm hiz ile 12-18 saat manyetik
karisticida (IKA-Werke, RT 15) karigtirildi.

Etkin maddeler takrolimus (USP 36, 2013) ve fusidik asitin (EP 8.0, 2012)
molekiiler yapilarinda oksidasyona agik gruplarin olmasi nedeniyle mikroemiilsiyonlara
antioksidan madde/ler; mikroorganizma iiremesine karsi da antimikrobiyal koruyucu

madde eklendi. S6z konusu yardimci maddelerin formiilasyon ig¢indeki etkinligini
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arastirmak ve oranlarini belirlemek igin Onformiilasyon c¢alismalar1 verilerine gore
stirfaktan miktar1 daha az ve su miktar1 daha fazla olan “CLT(1:2)” kodlu mikroemiilyon
formiilasyonu seg¢ildi. Yag faz1 Capryol 90, siirfaktan1 Labrasol, kosiirfaktan1 Transcutol
P ve S:KoS orani 1:2 olan bu mikroemiilsiyon, optimizasyon ¢alismalar1 i¢in su ile
titrasyon yontemi esas alinarak ve mekanik karistirict (Heidolp RZR 20151 Control)
kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan formiilasyonlarin stabiliteleri kisa siireli olarak

izlendi.

Ik olarak, takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerinin yiiklendigi ve topikal
formiilasyonlarda kullanilabilen yardimci maddelerden antioksidan madde olarak butil
hidroksi anisol (BHA) (Rowe ve ark. 2009 p.73) ve antimikrobiyal koruyucu madde
olarak benzoik asit (Rowe ve ark. 2009 p.61) igeren CLT (1:2)-A kodlu mikroemiilsiyon
hazirlandi. Formiilasyonun kimyasal ve fiziksel stabilitesi 40+2°C sicaklik %75+5 bagil

nem kosulunda 3 ay siireyle izlendi.

Formiilasyonun fiziksel stabilitesinin uygun oldugu, pH degeri ile damlacik
boyutu ve dagilimi bulgulari ile saptandi1 (Tablo 4-50). Ancak, formiilasyonun zorlayici
kosullara maruz birakilmasi toplam safsizlik miktarinda artisa neden oldu (Tablo 4-49).
Etkin maddelerin formiilasyonlardaki geri kazanim bulgular1 fusidik asit i¢in uygunken
(sirastyla baslangig, 1. 2. 3. ay i¢in %102,5 ; %99,5 ; %99,5 ; % 98,0) takrolimus icin
diisiik oldugu (sirasiyla baslangig, 1. 2. 3. ay i¢in %106,4 ; %87,8 ; %83,7 ; %78,4)
goriildi.

Daha sonra, mikroemiilsiyon bilesimindeki BHA miktar1 artirildi ve ayrica
disodyum etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) eklenerek CLT (1:2)-B kodlu
mikroemiilsiyon formiilasyonu hazirlandi. Formiilasyonun kimyasal ve fiziksel stabilitesi

40+2°C sicaklik %75+5 bagil nem kosulunda 3 ay siireyle izlendi.

Onceki ¢alisma bulgularina benzer sekilde formiilasyonun zorlayici kosullara
maruz birakilmasinin toplam safsizlik miktarinda artisa neden oldugu, ancak s6z konusu
artisin, daha onceki CLT (1:2)-A formiilasyonuna gore daha diisiik oldugu goriildii (Tablo
4-51). Aym sekilde, formiilasyondaki fusidik asit geri kazanim bulgular1 uygun
bulunurken (sirastyla baglangic, 1. 2. 3. ay icin %105,5 ; %98,5 ; %98,0 ; %97,5)
takrolimus i¢inse yine diistik oldugu (sirasiyla baslangig, 1. 2. 3. ay i¢in %98,6 ; %91,8 ;
%89,5 ; %82,3) ancak ilk formiilasyona gore iyilesme oldugu saptandi. Formiilasyonun
fiziksel stabilitesinin etkilenmedigi goriildii (Tablo 4-52).
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Formiilasyon optimizasyonu igin son olarak, farkli antioksidanlarin ilavesi ve
formiilasyonda kullanilan antioksidan miktarinin artirilmasi yolu izlendi. Bu kapsamda
topikal preparatlarda kullanilan butil hidroksi toluen (BHT) (Rowe ve ark. 2009 p.75) ve
Vitamin E (Rowe ve ark. 2009 p.31) formiilasyon bilesimine eklendi.

Yapilan ¢aligmalar dogrultusunda etkin maddelerin mikroemiilsiyon iginde stabil
kalabilecegi antioksidan, koruyucu ve selat yapict maddeler ile bunlarin yiizdeleri
belirlendi. Buna gore takrolimus ve fusidik asit etkin maddelerinin bir arada yiiklendigi
ve optimizasyonu tamamlanan mikroemiilsiyonlarin kodlari, formiilasyon bilesenleri ve

yiizdeleri Tablo 4-53’te gosterilmistir.

Takrolimus yiklii mikroemiilsiyon formiilasyonlarina da, optimizasyon
caligmalar1 kapsaminda belirlenen antioksidanlar ve antimikrobiyal koruyucu madde
ilave edilerek optimize edildi (Tablo 4-54).

Takrolimus ve fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonlarinin optimizasyonu i¢in;
farkli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan merhemlerin stabilitelerinin 40+2°C sicaklik
%75+5 bagil nem kosullarinda izlenerek degerlendirilmesine karar verildi. Ilk olarak
formiilasyon bilesimi Tablo 4-19°da yer alan MR-TC-5 kodlu merhem formiilasyonu
takrolimus ve fusidik asit birlikte yiiklenerek hazirlandi ve stabilitesi izlendi. Bulgulara
gore etkin maddelerin geri kazanimlarinda azalma oldugu ve toplam safsizlik miktarinda
ise artis oldugu goriildii (Tablo 4-55). Bu durumun formiilasyonun zorlayict kosullara
maruz birakilmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Ayrica, takrolimustaki azalmanin
daha fazla olmasmin, hazirlama asamasinda ¢oziici amagl kullanilan yardimei
maddelere (Capryol 90 ve Transcutol P) uygulanan prosesinden dolayir olabilecegi
sonucuna varildi. (Merhem formiilasyonlar1 i¢in Santez projesi kapsaminda
TR201510398 numaras1 Patent basvurusu yapildigindan tretim islem basamaklar

ayrintili olarak verilmemistir.)

Merhem formiilasyonlarinin optimizasyonu i¢cin MR-TC-5 kodlu formiilasyona
antioksidan madde olarak BHA ilave edildi. Formiilasyonun yiiksek sicaklik
degerlerindeki fiziksel stabilitesini artirmak i¢in bilesimine kati parafin eklendi.
Formiilasyondaki sivi parafin miktar1 artirildi, vazelin miktar1 azaltildi ve hazirlama
prosesi degistirildi. Yapilan optimizasyonlarla takrolimus ve fusidik asit yiikliit MR-TC-
8 kodlu merhem formiilasyonu hazirlandi. Ayn1 zamanda, formiilasyon bilesimi Tablo 4-

20°de yer alan MR-TA-5 kodlu merhem formiilasyonu, takrolimus ile fusidik asit
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yiklenerek ve BHA eklenerek hazirlandi. MR-TC-8 ve MR-TA-5 kodlu
formiilasyonlarin kimyasal ve fiziksel stabiliteleri 40+2°C sicaklik %75+5 bagil nem
kosulunda 1 ay siireyle izlendi. Merhemlerde etkin maddelerin geri kazanimlarinda
azalma oldugu ancak s6z konusu azalmanin bir 6nceki merhem formiilasyonuna (MR-
TC-5) gore daha diisiik oldugu goriildii (Tablo 4-56 ve Tablo 4-57). Sonug olarak, yapilan

optimizasyon ¢alismalari ile etkin maddelerin stabilitelerinde artis saglandigi saptandi.

Merhem  formiilasyonlarinin  optimizasyon ¢alismalarina  formiilasyon
bilesimlerine farkli antioksidanlar (BHT ve Vitamin E) eklenerek ve/veya formiilasyon
bilesenlerinin oranlar1 degistirilerek devam edildi. Bu kapsamda takrolimus ve fusidik
asit yukll, ¢oziicli olarak Transcutol P ile Capryol 90 kullanilan “MR-TC-9” kodlu
merhem formiilasyonu ile ¢oziicii olarak Propilen karbonat kullanilan MR-PC-5 merhem

formiilasyonu hazirlandi (Tablo 4-58).

Etkin madde yiiklii mikroemiilsiyonlarin karakterizasyon ¢aligmalar1 yapilarak
fizikokimyasal 6zellikleri belirlendi. Bunun i¢in mikroemiilsiyonlarin fiziksel goriinisii
incelendi. Refraktif indeks, pH, iletkenlik, damlacik boyutu, polidispersite indeksi (PDI),
zeta potansiyeli ve viskozite Olgiimleri yapildi. Fiziksel stabiliteleri degerlendirildi.

Ayrica, polarize 151k mikroskobu ile incelendiler ve hacim fraksiyonlar1 hesaplandi.

Mikroemiilsiyonlardan yag fazi Capryol 90 olan formiilasyonlarin renksiz,
saydam, homojen oldugu ve yag fazi oleik asit olan formiilasyonlarin kullanilan yagdan
dolayr sarimtrak renkte, saydam, homojen oldugu gozlendi. Formiilasyonlar

hazirlandiktan sonra oda sicakliginda incelendiginde bulaniklik ve faz ayrimi goriilmedi.

Mikroemiilsiyonlarda yapilan refraktif indeks (RI) dl¢iimleri formiilasyonlarin
saydamlig1 ile ilgili degerlendirmelerin yapilmasimi saglar (Silva ve ark. 2009).
Mikroemiilsiyon formiilasyonundaki yag ve siirfaktan miktarmin refraktif indeks
degerlerinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Chen ve ark. 2004). Calismamizda
takrolimus ve fusidik asit ytiklii, stirfaktan miktarlar1t CLT (2:1) > CLT (1:1) > CLT (1:2)
seklinde siralanan mikroemiilsiyonlarin RI degerleri sirasiyla olarak 1,415 ; 1,409 ve
1,404 olgiilereck benzer bir bulgu bulundu (Tablo 4-59). Takrolimus yiikli
mikroemiilsiyonlarda da stirfaktan miktariyla orantili olarak RI sonuglarinin arttigi
goriildli. Ayrica, bu mikroemiilsiyonlarda su miktar1 daha yiiksek olan OLT-CEL ve
OTT-PEG igin RI degerleri sirastyla 1,405 ve 1,410 olarak ; su miktar1 daha diisiik olan
OLT ve OTT igin RI degerleri sirasiyla 1,415 ve 1,418 olarak bulundu (Tablo 4-60).
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Dolayisiyla artan su miktariyla RI degerlerinde diisiis saptandi. Ayni zamanda
mikroemiilsiyonlara etkin madde/ler yliklenmesiyle RI degerlerinin degismedigi goriildii

(Erdal ve ark. 2016).

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin pH degerlerinin derinin normal pH
degerinden c¢ok yiikksek veya diisiik olmasmin deride iritasyona yol acabildigi
bilinmektedir (Ge ve ark. 2014). Bu nedenle, genelikle topikal formiilasyonlarmn pH
araligi 5-7 arasinda tercih edilmektedir (Brown ve ark. 2012 p.268). AD gibi
enflamasyonlu deri hastaliklarinda, derinin pH degerinin alkaliye kaymasi (Jensen-
Michael J. ve ark 2006 p.572) durumunda ise daha diisiik pH degerlerindeki
formiilasyonlarin da deri tarafindan tolere edilebilecegi bilinmektedir (Brown ve ark.

2012 p.268).

Ayn1 zamanda, formiilasyonun pH degeri etkin maddelerin stabilitesini de
etkileyebilmektedir. Takrolimusun diisiik pH degerinde (pH 4,8) daha stabil oldugu
gosterilmistir (Goebel ve ark. 2011). Calismamizda optimize edilen mikroemiilsiyonlarin
etkin maddeler yiiklenmeden pH degerleri 4,25-5,11 araliginda iken; etkin madde/ler
yiiklendiginde ise pH 4,09-5,21 araliginda oldugu saptandi (Tablo 4-61 ve Tablo 4-62).
Formiilasyonlara sadece takrolimus yiiklendiginde, mikroemiilsiyonun pH degerinin
hafif bir artis gosterdigi; her iki etkin madde ile yiliklendiklerinde ise hafif bir azalma
oldugu goriildi. Elde edilen stabilite verileri ve hedef hastalikta derinin durumu dikkate
alinarak, optimize edilen formiilasyonlarin pH araligi kabul edilebilir olarak

degerlendirildi.

Tletkenlik Slgiimleri mikroemiilsiyonlarin siirekli fazinin degerlendirilmesi igin
yapilmaktadir (Peltola ve ark. 2003). Dis faz1 su olan mikroemiilsiyonlarin elektriksel
iletkenlikleri yiiksek deger gosterir (Hathout ve ark. 2010a). Calismamizda bos
mikroemiilsiyonlarin iletkenlik 6l¢lim sonuglart 13,53- 49,85 puS/cm araliginda etkin
madde/ler yiiklii olanlarin ise 12,23-49,17 uS/cm araliginda oldugu saptandi (Tablo 4-63
ve Tablo 4-64).

Genellikle formiilasyon bilesimindeki su miktar: arttikca iletkenlik degerleri de
artar (Hathout ve ark. 2010a). Caligmamizda takrolimus ve fusidik asit yiikli
mikroemiilsiyonlarin bilesimindeki su miktar1t CLT (1:2) > CLT (2:1) > CLT (1:1) olarak
siralanirken, formiilasyonlarin iletkenlik degerleri CLT (2:1) > CLT (1:2) >CLT (1:1)

olarak bulundu. Dolayisiyla formiilasyon bilesiminde yer alan siirfaktan miktarinin da
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onemli oldugu sonucuna varild1 [Siirfaktan miktart CLT (2:1) > CLT (1:2)]. S6z konusu
bilgiyle benzerlik ¢calismamizdaki OLT-CEL ve OLT mikroemiilsiyonlar1 ile OTT-PEG
ile OTT mikroemiilsiyonlar1 arasinda saptandi. Etkin madde takrolimus yiiklii iken su
yiizdesi % 42,18 olan OLT-CEL ile su ylizdesi % 32,08 OLT mikroemiilsiyonlarin
iletkenlik degerleri sirasiyla 32,02 uS/cm ve 17,30 pS/cm olarak 6l¢iildii. Benzer sekilde,
su ylizdesi % 40,98 olan OTT-PEG ile su yiizdesi % 32,08 OTT mikroemiilsiyonlarin
iletkenlik degerleri sirasiyla 49,17 uS/cm ve 44,87 uS/cm olarak 6l¢iildii.

Aynmi  zamanda, OLT-CEL formiilasyonunun su yiizdesinin OTT
mikroemiilsiyonundan yiiksek olmasina (%42,18 > %32,08) ragmen iletkenlik degerinin
daha distik (37,02 uS/cm < 44,87 uS/cm) oldugu gorildi. Bu sonucun
mikroemiilsiyonlarda yer alan yardimci maddelerin kimyasal yapilariin farkh
olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Djekic ve Primorac, yag fazi izopropil
miristat, siirfaktan1  Labrasol olan 7 farkli kosiirfaktan ile hazirladiklar:
mikroemiilsiyonlarda su miktarlarini birbirine yakin yiizdelerde tutarak (%25) iletkenlik
degerlerini 6l¢miis ve genel olarak <25 pS/cm olarak bulmuslardir. Kosiirfaktan olarak
Plurol oleik ve Plurol izostearik iceren mikroemiilsiyonlarda su yiizdeleri yiiksek olmakla
birlikte (yaklasik %35 ve %36) iletkenlik degerleri oldukga yiiksek (yaklasik 217 uS/cm
ve 238 uS/cm) bulunmustur. Bu durum kosiirfaktanlarin siirfaktan ile sinerjik bir etki
olusturarak kondiiktiviteyi artirdig1 yoniinde agiklanmistir (Djekic ve Primorac 2008).
Dolayisyla OTT-PEG ve OTT formiilasyonlarinda kosiirfaktan Transcutol P ve siirfaktan

Tween 20 arasinda bdyle bir sinerjik etki oldugu diisiiniilebilir.

Iletkenlik galigmalar1 kapsaminda yag fazina eklenen su fazi ile degisen iletkenligi
degerlendirmek i¢in mikroemiilsiyonlarin yag:siirfaktan:kostirfaktan karisimlart % 0,9
NaClI ¢ozeltisiyle titre edildi (Zhang ve Michniak-Kohn 2011). Benzer bir ¢alisma %0,1
NaCl ¢ozeltisi kullanilarak da yapilmistir (E1 Maghraby ve ark 2014). Bu ¢aligmalarda
elde edilen iletkenlik egrisi diisiik, orta ve yliksek olmak iizere {i¢ boliime ayrilir. Bu
bolgeler sirasiyla S/Y, gegisli (bicontinuous) ve Y/S mikroemiilsiyonlarini temsil eder.
S/Y bolgesi kiigiik ve lineerdir. Su miktar arttik¢a damlaciklar birbirlerine baglanarak
kiimelenir ve dogrusallik bozulur. Egride, lineer boliimden lineer olmayana ge¢is noktasi
perkolasyon esigi olarak adlandirilir. Mikroemiilsyonun mikroyapist degismeye
baslayarak gecisli yap1 olusur. Su igerigi arttik¢a yap1 degiserek Y/S mikroemiilsiyonlari
meydana gelir (Zhang ve Michniak-Kohn 2011; ElI Maghraby ve ark 2014).
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Calismamizda optimize edilen CLT (1:2), CLT (2:1), CLT (1:1) ayrica OLT-CEL, OLT,
OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyonlar i¢in belirtilen gegisler gosterildi. Su fazina
baglh degisen iletkenlik 6lgtimleri grafik ile degerlendirildi. (Sekil 4-21 — Sekil 4-27).

Mikroemiilsiyonlarin kii¢lik damlacik boyutuna sahip olmasinin deri ile temas
eden ylizey alanin artmasini saglayarak deriden gecisi olumlu yonde etkiledigi
belirtilmistir (Paolino ve ark. 2002; Peltola ve ark. 2003). Calismamizda optimize edilen
mikroemiilsiyonlarin bos ve etkin madde/ler yiiklii olarak damlacik boyutlar1 <10 nm
olarak o6l¢iildii (Tablo 4-72 ve Tablo 4-73). Literatiirde mikroemiilsyonlara etkin madde
yiikklenmesiyle damlacik boyutlarinda artis oldugu bildirilmistir. (Sintov ve Shapiro
2004). Calismamizda genel olarak, etkin madde yiiklenmesiyle damlacik boyutlarinda az
da olsa bir artig goriildii (Tablo 4-72 ve Tablo 4-73).

Polidispersite indeksinin (PDI) sifira yakin olmasi mikroemiilsiyon
damlaciklarinin homojen ve olduk¢a dar bir dagilima sahip oldugunu gostermektedir
(Patel ve ark. 2013). Calismamizda mikroemiilsiyonlarin bos halde ve etkin madde/ler
yiiklii olarak PDI degerleri 6lciildii. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarin PDI degerleri
0,28’ten kiigiik bulundu (Tablo 4-72 ve Tablo 4-73). Elde edilen bu verilere dayanarak
mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu dagilimlarinin homojen olduguna karar verildi.
Sadece OTT formiilasyonunun PDI degerinin bos ve yiiklii olarak PDI degerleri sirasiyla
0,528 ve 0,530 olarak bulundu ve verilerin literatiirle uyumlu oldugu goriildii (Hathout
ve ark. 2010a).

Caligmamizda mikroemiilsiyonlarin bos ve etkin madde/ler yiiklii olarak zeta
potansiyelleri Olciildii. Takrolimus ve fusidik asit yiikli mikroemiilsiyonlarin sifir
bolgesinde negatif isaretli ve takrolimus yiiklii mikroemiilsiyonlarin sifir bolgesinde
pozitif isaretli (OTT-PEG hari¢) olarak bulundu (Tablo 4-74 ve Tablo 4-75).
Mikroemiilsiyonlar termodinamik bakimdan kararli sistemlerdir ve zeta potansiyel
Ol¢timlerinden elde ettigimiz sonuglar, non-iyonik siirfaktan i¢geren mikroemiilsiyonlarin
yiiklii olmadig1 (Boonme ve ark. 2016) ve stabilitesinin zeta potansiyel degerine bagh

olmadig1 (Aggarwal ve ark 2013) bilgileriyle uyumlu bulunmustur.

Mikroemiilsiyonlarin viskoziteleri, stirfaktan filmin kalinligi ve damlacik
bliyiikliikleri hakkinda bilgi verir (Lawrencea ve Rees 2000). Viskozite degerleri,
formiilasyon bilesenlerine ve bu bilesenlerden 6zellikle sulu faza baglidir (Moulik ve Paul

1998). Calismamizda mikroemiilsiyonlarin bos ve etkin madde/ler yiikli olarak
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viskoziteleri 6l¢iildii. Takrolimus ve fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyonlarda su igerigi
arttiginda viskozite degerlerinin diistiigli gézlendi (Tablo 4-76). En yiiksek viskozite
degeri sirasiyla 54,06 cp ve 55,62 cP degerlerinde, bos ve takrolimus yiikli OTT
formiilasyonunda saptandi (Tablo 4-77). Daha yiiksek su igerigine sahip OTT-PEG
(%40,98) mikroemiilsiyonunun viskozite degerinin OTT’ye gore daha diisiik oldugu
goriildii; bu formiilasyonun bos ve etkin madde yiiklii olarak viskozitesi sirasi ile 46,05
cP ve 44,55 cP olarak olgiildii (Tablo 4-77). Bu bulgu, viskozitenin su igerigiyle birlikte
sirfaktan:kostirfaktan oranina da bagli oldugunu gostermektedir. Moghimipour ve ark.
yaptiklar1 caligmada artan su miktar1 ve S/CoS oranmin viskoziteyi artirdigini

belirtmislerdir (Moghimipour ve ark 2013).

Mikroemiilsiyonlar izotropik yap1 gosterdikleri i¢in (Kogan ve Garti 2006; Santos
ve ark. 2008) uzayda belirli bir yonelim gostermemekte ve polarize 151k mikroskobu ile
incelendiklerinde karanlik goriintii vermektedirler. Calismamizda optimize edilen
formiilasyonlar, polarize 151k mikroskobu ile incelendiklerinde karanlik goriinti

verdiklerinden izotropik yapilar1 kanitlanmistir.

Mikroemiilsiyonlarin fiziksel stabilitelerin degerlendirilmesi i¢in santrifiij islemi
ile dondurma-¢6zme dongiisii, ti¢ defa olacak sekilde (24 saat oda sicakliginda [22-25°C]
ve 24 saat derin dondurucuda [-18°C] bekletme) uygulandi. Formiilasyonlarda faz ayrimi
olusmadi ve homojenitede bir degisiklik gozlenmedi. Mikroemiilsiyonlarin  stabil

olduguna karar verildi.

Shukla ve ark. mikroemiilsyonlarda hacim fraksiyon sabitinin 0,2 <® < 0,4
araliginda olmasiyla kararli ve kesin sekilli damlaciklara sahip formiilasyonlarin
hazirlanabilecegi belirtmistir (Shukla ve ark. 2003b). Bu bilgiye dayanarak segilen
formiilasyonlarda hacim fraksiyonu (®) hesaplandi. CLT (1:1) CLT (2:1) ve CLT (1:2)
formiilasyonlarin1 ®@ degerleri sirasiyla 0,37; 0,41 ve 0,23 olarak bulundu. OLT-CEL ve
OTT-PEG i¢in ® degeri 0,23 olarak OLT ve OTT i¢in 0,37 olarak bulundu. Elde edilen

sonuglara gére mikroemiilsiyonlarin stabil ve kesin sekilli olduguna karar verildi.

Derinin tabakalarindaki takrolimus ve fusidik asit miktarlarini saptamak icin tiim
kalinlikta domuz derisi kullanilarak in vitro deriden penetrasyon g¢aligmalari yapildi.
Calismalarda, gelistirilen takrolimus ve fusidik asit yiiklii mikroemiilsiyonlar [CLT (1:1),
CLT (2:1) ve CLT (1:2)] ile tek basina takrolimus yiiklii mikroemiilsiyonlarin (OLT-
CEL, OLT, OTT ve OTT-PEG) in vitro kosullarda deriden penetrasyonu, pazarda
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bulunan ticari iiriinler Protopic® merhem (takrolimus igerir) ve Fucidin® krem (fusidik

asit igerir) ile karsilastirmali olarak incelendi.

Lapteva ve ark., takrolimus yiiklii polimerik misel formiilasyonlarmin domuz
derisinden in vitro salim calismalarinda 12. saat ve 24. saat 6rneklerindeki takrolimus
miktarlarin1 karsilastirmis ve istenmeyen yan etkileri 6nlemek icin ¢alisma siiresini 12
saat olarak belirlemislerdir (Lapteva ve ark. 2014). Bu bilgiye dayanarak ¢alismamizda

in vitro penetrasyon ¢alisma siiresi 12 saat olarak belirlendi.

Bantla soyma yontemi stratum corneum tabakasmin girisimsel olmayan bir
prosediirle uzaklastirilmast ve O6rneklenmesi islemidir (Wiedersberg ve Nicoli 2012
p.109). Bu teknikle topikal formiilasyon sekillerinin deri tabakalarindaki birikimleri
arastirilmaktadir (Erdal ve ark. 2014; Giirbiliz ve ark. 2015; Erdal ve ark. 2016). Bu
yontemde, topikal uygulanan tiim ilaclarin, stratum corneumun uzaklastirilmasi ile
stratum corneum’daki ve derinin daha derin tabakalarindaki miktarlart kantitatif olarak
saptanabilmektedir (Wiedersberg ve Nicoli 2012 pp.109-110).

In vitro penetrasyon calismasi sonunda; uygulama yapilan deri yiizeyindeki
formiilasyon fazlast kagit pecete yardimiyla tamamen artik kalmayacak sekilde
uzaklastirildi. Daha sonra derilere ardisik olarak 20 kez yapiskan bant (Scotch Book Tape
3M, 845, 3.8x4 cm) ile soyma islemi uygulandi. Bantlar gruplar halinde, canli
epidermis+dermis ise ayr1 olarak tiiplere alindi. Tiim 6rneklerin asetonitril ve su karisimi
(70:30; h:h) ile ektraksiyon yapildi. Stratum corneum’daki (20 banttaki toplam etkin
madde miktar1, pg/cm?) ve canlh epidermis+dermis tabakalarinda saptanan etkin
maddelerin miktarlart analiz edildi (Tablolar 4-78, 4-79 ve 4-80 ile Sekiller 4-28, 4-29
ve 4-30).

Takrolimus ve fusidik asit ylikli CLT (1:2) mikroemiilsiyonunun 12 saat
penetrasyon calismasi sonunda; takrolimusun stratum corneum’a penetre olan, canli
epidermis+dermis tabakalarinda lokalize olan ve toplam deride biriken miktarlari sirasi
ile 7,92+1,12 pg/em?, 2,59+0,45 pg/cm?, 10,51£1,23 pg/cm? olarak saptandi. Bu degerler
ile takrolimusun derideki birikiminin her iki etkin maddenin yiikli oldugu diger
mikroemiilsiyonlardan [CLT (1:1) ve CLT (2:1)] ve Protopic® merhemden anlaml
derecede farkli oldugu bulundu (p <0,05). Diger taraftan, CLT (1:1) ve CLT (2:1) kodlu
mikroemiilsiyonlar ile Protopic® merhemden takrolimusun, stratum corneum ve canli

epidermis+dermis tabakalar ile toplam derideki penetrasyonlari arasinda anlamli bir fark
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bulunmadi p>0,05). Benzer sekilde fusidik asidin de Stratum corneum ve canl
epidermis+dermis tabakalari ile toplam derideki birikimi ayni1 formiilasyon [CLT (1:2)]
i¢in diger mikroemiilsiyonlardan [CLT (1:1) ve CLT (2:1)] ve Fucidin® kremden daha
yiiksek olarak saptandi (p <0,05).

Ayni zamanda, canli epidermis+dermis tabakalarinda lokalize olan fusidik asidin
miktarlar karsilastirildiginda; siralama CLT (1:2) > CLT (1:1) > CLT (2:1) > Fucidin®
krem seklinde (sirasiyla 65,07+4,27 pg/cm? > 26,22+5,46 pg/cm? > 19,53+2,57 pg/cm?
> 17,72+3,29 pg/cm?) bulundu. Bu bilgilere gore de CLT (1:1) mikroemiilsiyonundan
lokalize olan fusidik asit miktarinin CLT (2:1) ve konvansiyonel iiriine gore anlamli

derecede yiiksek oldugu saptandi (p <0,05).

Takrolimus ve fusidik asit yiiklii CLT (1:2) mikroemiilsiyonunun derideki ilag
lokalizasyonunu artirmasi, penetrasyon artirici etkisi oldugu bilinen (Giingér ve Bergisadi
2004; Trommer ve Neubert 2006) ve formiilasyon bilesiminde kosiirfaktan olarak
kullanilan Transcutol P ile agiklanabilir. CLT (1:1) ve CLT (2:1) mikroemiisiyonlarinda
da kosiirfaktan olarak Transcutol P yer almakla birlikte miktar1 daha diisiiktiir. Ayn1
zamanda formiilasyonlarin viskozite (Tablo 4-76) bulgulari karsilastirildiginda CLT (1:2)
mikroemiilsiyonunun vizkozitesinin daha diisiik oldugu goriilmektedir (p<0,001). Diistik
vizkozite degeri etkin maddenin formiilasyon i¢cinde daha hareketli olmasina yol agarak
daha hizli salimini saglar (Butani ve ark. 2014). Dolayisiyla ayn1 inkiibasyon siiresinde
CLT (1:2) mikroemiilsiyonundan serbestleserck deriye penetre olan etkin maddelerin

miktarlariin daha fazla olmasinda viskozite degerlerinin de etkili oldugu diisiinebilir.

Takrolimus yiiklii OLT-CEL ve OLT mikroemiilsiyonlarinin 12 saat penetrasyon
calismas1 sonunda canli epidermis+dermis tabakalarina penetre olan takrolimusun
miktarlar1 sirastyla 2,95+0,96 pg/cm? ve 2,26+0,96 pg/cm? olarak Protopic® merhemden
(1,89+0,43 pg/cm?) daha yiiksek saptandi ancak istatistiksel agidan bu fark anlamli
bulunmadi (p>0,05). Ayn1 mikroemiilsiyonlarda stratum corneum’a ve toplam deriye
penetre olan takrolimus miktar: ise Protopic® merhemden anlamli derecede yiiksek
bulundu (p<0,05). Goebel ve ark. hazirladiklart mikroemiilsiyonlarda takrolimusun deri
permeasyonundaki artisin  nedenlerinden birinin, formiilasyonlarinda yer alan
penetrasyon artiricilarin (1,2-alkandioller) etkisi oldugunu belirtmislerdir (Goebel ve ark.
2011). Dolayis1 ile; ¢alismamizda hazirlanan mikroemiilsiyonlarin deride daha yiiksek

ilac lokalizasyonuna sahip olmasi formiilasyon bilesiminde yer alan penetrasyon artirici
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ozellikteki (Oleik asit, Labrasol ve Transcutol P) maddelerden (Hathout ve Elshafeey

2012) kaynakli oldugu diistintilebilir.

Ayni zamanda, termodinamik aktivite viskozite olarak da ifade edilebilir yani
disiik viskoziteli tasiyicilar i¢inde ilacin hareketliligi artar, bu durumda da ilag
molekiillerinin deriden permeasyonu artabilmektedir (Zhu ve ark. 2008). Bu nedenle,
optimize edilen mikroemiilsiyonlarin pazardaki ticari iiriin Protopic® merhemden c¢ok
daha diisiik viskozite degerlerine sahip olmalari nedeniyle mikroemiilsiyonlardan
takrolimusun salimin1  ve derideki lokalizasyonunu artirmis olabilecegi de

distiniilmektedir.

Takrolimus yiikli OTT-PEG ve OTT mikroemiilsiyonlarinin 12 saat penetrasyon
calismas1 sonunda canli epidermis+dermis tabakalarina penetre olan takrolimusun
miktarlar sirasiyla 4,43+0,32 pg/cm? ve 2,92+0,44 ng/cm? olarak Protopic® merhemden
(1,89+0,43 pg/cm?) anlaml olarak yiiksek bulundu (p<0,05). Bu durumun daha énce de
aciklandig1 gibi formiilasyon bilesiminde yer alan penetrasyon artirict maddelerin
(Hathout ve Elshafeey 2012) ve viskozitenin etkisi ile (Zhu ve ark. 2008) olabilecegi

sonucuna varilmaistir.

Bununla Dbirlikte, OTT-PEG mikroemiilsiyonundan takrolimusun deri
penetrasyonunun, OTT mikroemiilsiyonundan anlamli decede yiiksek olmasi OTT-
PEG’de kullanilan PEG-400’iin Transcutol P ile sinerjik bir etki olusturmasindan
kaynaklanabilir. Mura ve ark. hidrofilik jel formiilasyonlarda penetrasyon artic1 olarak
Transcutol P maddesinin tek basina ve Propilen glikol ile birlikte kullanarak, etkin madde
klonazepamin deri permeasyonuna etkilerini karsilastirmistir. Calismada, Transcutol P ile
permeasyonun artigini ve Propilen glikol ile birlikteliginde ise artisin daha fazla oldugunu

gostermislerdir (Mura ve ark. 2000).

Optimum bir takrolimus formiilasyonundan beklenen tedavi etkinligi; uygulanan
formiilasyonun hem etkin maddeyi epidermis ve dermiste bulunan T hiicrelerine
ulastirmasi, hem de minumum sistemik etki gostererek yan etkilere yol agmamasidir
(Lapteva ve ark. 2014). Calismamizda hazirladigimiz mikroemiilsiyonlarin (takrolimus
ve fusidik asit iceren ve takrolimus iceren) da gerek deri penetrasyonlarinin
konvansiyonel iiriinlere (Protopic® merhem ve Fucidin® krem) gére daha yiiksek olmasi
gerekse reseptor fazda etkin maddelerin kantitatif degerlendirilen hassasiyeti yliksek bir

analitik yontem ile saptanmamasi bu yaklagimin saglandigin1 géstermektedir.
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Dermal olarak uygulanan formiilasyonlarin deri iizerindeki etkileri ATR-FTIR
analizleri ile in vitro kosullarda incelenerek arastirilabilir (Hathout ve ark. 2010b). Bu
kapsamda, dermatom edilen domuz derisinin dorsal bolgesi Franz difilizyon hiicrelerine
yerlestirilerek in vitro penetrasyon ¢alismalar1 kosullarinda ¢alisildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda derilerin lizerinde kalan formiilasyon fazlasi kagit pegete yardimiyla tamamen

uzaklastirilarak her bir deri kesiti ATR-FTIR ile analiz edildi.

Deri lipitlerinden kaynaklanan CH> simetrik (2850 cm™) ve CH; asimetrik (2920
cm™?) gerilme bantlarinin absorbanslar stratum corneum hiicrelerarasi lipit zincirlerin
belirli bir diizende oldugunu gosterir. S6z konusu bantlarin dalga numaralarinin daha
yiiksek degerlerde saptanmasi (blue shift) lipit alkil zincirlerinin diizensizlik derecesinin

arttigini1 gosterir (Hathout ve ark. 2011; Schwarz ve ark. 2012; Erdal ve ark. 2014 p.113).

Uygulanan formiilasyonlarin deri lizerindeki etkilerini karsilastirabilmek i¢in
formiilasyon uygulamasi yapilmayan deri (kontrol derisi) ATR-FTIR analiziyle
incelendi, asimetrik ve simetrik gerilme bantlar1 sirasiyla 2919,31+0,18 cmt ve 2851,54
+0,21 cm™ olarak kaydedildi. Takrolimus ve fusidik asit yiiklii CLT (1:1), CLT (2:1) ve
CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyonlarin uygulanmasindan sonra hem simetrik hem de
asimetrik gerilme bantlarinin dalga numaralarininin kontrol derisine gore daha yiiksek
degerlere kaydigr goriildii (Tablo 4-81). S6z konusu mikroemiilsiyonlar arasinda en
yiiksek kayma degerlerinin, in vitro deriden penetrasyon ¢alismalarinda etkin maddelerin
deri lokalizasyonlarinin (stratum corneum, canli epidermis+dermis ve toplam deri) en
fazla oldugu “CLT (1:2)” kodlu mikroemiilsiyonunda (asimetrik gerilme bandi 2923,54
+0,35 cm™ ve simetrik gerilme bandi 2854,38 +2,16 cm™) tespit edildi. Bulgular
istatiksel olarak degerlendirildiginde ise CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyonun asimetrik
gerilme bandindaki degisimin kontrol derisinden ve CLT (2:1) mikroemiilsiyonundan

fazla olmasi anlamli bulundu (p<0,05).

Takrolimus  yikli OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu
mikroemiilsiyonlarin ~ ATR-FTIR  analiz  verileri degerlendirildiginde;  biitiin
mikroemiilsiyonlarin hem simetrik hem de asimetrik gerilme bantlarinin daha yiiksek
degerlere kaydig1 goriildii (Tablo 4-81). Degisimler istatiksel agidan degerlendirildiginde
OLT mikroemiilsiyonunun hem asimetrik (2923,12+0,54 cm™) hem de simetrik (2855,53
+0,25 cm™) bantlarindaki degisimler kontrol derisine gore anlamli bulundu (p<0,05).

Ayn1 zamanda, OLT-CEL mikroemiilsiyonunda sadece asimetrik gerilme bandinda
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(2923,22 £1,65 cm™) ve OTT-PEG mikroemiilsiyonunda ise sadece simetrik gerilme
bandinda (2856,69 £1,15 cm™) 6l¢iilen degisimler kontrol derisine gére anlamli bulundu
(p<0,05).

Her iki etkin maddeninin de piyasadaki iiriinleri (Protopic® merhem ve Fucidin®
krem) asimetrik ve simetrik gerilme bantlarinda anlamli bir degisme meydana getirmedi

(p>0,05).

Elde edilen bulgular mikroemiilsiyonlarin formiilasyon bilesiminde yer alan Oleik
asit, Transcutol P ve Labrasol veya Tween 20 yardimci maddelerinin etkisiyle
aciklanabilir. S6z konusu maddelerin kimyasal yapilarinda bulunan oksijen, seramitlerin
bas gruplariyla tercihen hidrojen bagi yaparak lipit cifte tabakada yanal/boyuna
(lateral/transverse) bulunan hidrojen baglarinin pargalanmasina neden olurlar (Hathout
ve ark. 2011; Hathout and Elshafeey 2012).

Topikal bir formiilasyona yiiklenen etkin maddenin derideki penetrasyon derinligi
veya yayilabilirligi, etkin maddeye benzer lipofilitede olan ve fliioresan veren model bir
boyanin formiile yiiklenmesinden sonra konfokal mikroskop (CLSM) ile goriintiileme
calismas1 yapilarak degerlendirilebilir (Hathout ve ark. 2011; Lapteva ve ark. 2014;
Giirbiiz ve ark. 2015).

CLSM galismasi igin mikroemiilsiyonlarin in vitro deriden penetrasyon ¢alisma
bulgular dikkate alindi. Bu dogrultuda; optimize edilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari
arasindan; hem takrolimus hem de fusidik asit yiiklenen mikroemiilsiyonlardan en yiiksek
stratum corneum, canli epidermis+dermis tabakalar1 ve toplam deri penetrasyonuna sahip
CLT (1:2) formiilasyonu secildi. Tek takrolimus yiliklenen mikroemiilsiyonlardan en
yiikksek toplam deri penetrasyonuna sahip OLT-CEL ile canli epidermis+dermis

tabakalarinda en ytiksek penetrasyona sahip OTT-PEG formiilasyonlar1 secildi.

Model boya olarak lipofilik 6zelligi takrolimus ile benzer olan Nil Kirmizi
kullanildi (Pople ve Singh 2010; Lapteva ve ark. 2014). Sekil 4-31°de Nil Kirmizist yiikli
CLT (1:2), OLT-CEL ve OTT-PEG mikroemiilsiyonlar1 ile PBS siispansiyonunun
uygulanmasinin ardindan domuz derilerinin xz ekseninde alinan kesitlerine ait CLSM
goriintiileri gosterilmistir. Bu ¢aligmayla Nil Kirmizis1 yiiklii mikroemiilsiyonlarin daha
yiiksek bir dagilima sahip oldugu ve deride en yliksek takrolimus lokalizasyonu saglayan
OTT-PEG mikroemiilsiyonunun kil kokii ¢evresinde de birikim olusturdugu goriildii

(Sekil 4-31, E).
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Takrolimus ve fusidik asit yiiklii optimizasyonu yapilan CLT (1:1) CLT (2:1) ve
CLT (1:2) kodlu mikroemiilsiyonlarin in vitro deriden penetrasyon ¢aligma bulgulari
dikkate alinarak CLT (1:2) formiilasyonunun stabilitesi takip edildi. Stabilite ¢alismasi,
2-8°C sicaklik, 25°C+2 sicaklik ve %6045 bagil nem, 30°C=£2 sicaklik ve %65+5 bagil
nem, 40°C=+2 sicaklik ve %7545 bagil nem kosullarinda 6 ay siire ile yiiriitiildii. Kimyasal
stabilitesinin degerlendirilmesi kapsaminda formiilasyon igindeki etkin maddelerin
miktarin1 saptamak i¢in miktar tayini ¢alismalari, formiilasyondaki safsizliklar

belirlemek i¢in safsizlik caligmalar1 yapildi.

Mikroemiilsiyondaki baslangi¢ noktasina ait etkin madde geri kazanimlari,
takrolimus i¢in %97,5 ve fusidik asit i¢in % 102,5 olarak bulundu (Tablo 4-82).
Takrolimus geri kazanim yiizdeleri 1. 2. 3. ve 6. ay stabilite noktalari i¢in 2-8°C sicaklik
kosulunda % 92,1 - %97,3 araliginda; 25°C=2 sicaklik ve %60+5 bagil nemde %90,4-
%97,0 araliginda; 30°C+£2 sicaklik ve %65+5 bagil nemde %89,0-%94,6 araliginda;
40°C=2 sicaklik ve %75+5 bagil nemde %66,0-%89,5 araliginda bulundu (Tablo 4-83).
Bu verilere gore, etkin maddenin formiilasyon i¢inde daha zorlayici sicaklik ve nem

kosullarindan etkilenebilecegi sonucuna varildi.

Fusidik asit geri kazanim yiizdeleri 1. 2. 3. ve 6. ay stabilite noktalar1 i¢in 2-8°C
sicaklik kosulunda %99,5-%101,5 araliginda; 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nemde
%98,5-%101,5 araliginda; 30°C+2 sicaklik ve %65+5 bagil nemde %99,0-%100,0
araliginda; 40°C+2 sicaklik ve %75+5 bagil nemde %98,0-%100,0 araliginda bulundu
(Tablo 4-84). Bu verilere gore fusidik asitin formiilasyon iginde daha kararli oldugu

sonucuna varildi.

CLT (1:2) formiilasyonunun baslangi¢ toplam safsizlik degeri % 1,3 olarak
bulundu. 1. 2. 3. ve 6. ay stabilite noktalari i¢in 2-8°C sicaklik kosulunda toplam safsizlik
%0,86-%1,5 araliginda; 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nemde %1,3-%2,5 araliginda;
30°C+£2 sicaklik ve %65+5 bagil nemde %2,0-%3,5 araliginda; 40°C+2 sicaklik ve
%75+5 bagil nemde %3,3-%9,3 araliginda bulundu (Tablo 4-85). Bulgulara gore artan

sicaklik ve nem degerlerinin toplam safsizlik yilizdelerini artirdig1 goriildii.

CLT (1:2) mikroemiilsiyonunun fiziksel stabilitesinin degerlendirilmesi i¢in pH,
iletkenlik, viskozite, PS, PDI, RI ve zeta potansiyeli 6l¢giimleri de yapildi. Formiilasyonun
baslangic viskozitesi 18,39 cP olarak bulundu ve stabilite noktalarinda yapilan viskozite

Ol¢timlerinin 12,36-21,45 cP aralifinda degistigi kaydedildi (Tablo 4-86). Baslangi¢
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iletkenlik 6l¢iim degeri 19,52 puS/cm olan formiilasyonun stabilite siiresince iletkenlik
degerleri 18,98 -23,9 uS/cm araliginda bulundu (Tablo 4-87). Formiilasyonun baglangic
pH degeri 4,34 olarak stabilite pH degerleri 4,17- 4,49 araliginda kaydedildi (Tablo 4-
88). Mikroemiilsiyonun baslangic damlacik biiylkligi 4,67 nm ve stabilite
noktalarindaki olgtimlerde damlacik boyutu 4,27-6,09 nm araliginda (Tablo 4-89) ve
ayrica baglangi¢ PDI degeri 0,093 olarak, stabilite noktalarindaki PDI degerleri 0,086-
0,226 araliginda (Tablo 4-90) bulundu. Mikroemiilsiyonuin baslangi¢ zeta potansiyeli -
0,10 mV bulundu ve stabilite noktalarindaki zeta potansiyeli sifir bolgesinde kaydedildi
(Tablo 4-91). Mikroemiilsiyonun baslangi¢ refraktif indeks degeri 1,404 olarak, stabilite
noktalarindaki RI degerleri 1,404-1,406 olarak bulundu (Tablo 4-92). Fiziksel 6l¢iim
sonuglar1 degerlendirildiginde CLT (1:2) mikroemiilsiyounun termodinamik agidan stabil

oldugu goriildii.

Takrolimus igeren dort mikroemiilsiyon formiilasyonunun (OLT-CEL OLT,
OTT-PEG ve OTT) stabiliteleri 2-8°C sicaklik ile 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nem
kosullarinda 3 ay siire ile takip edildi. Kimyasal stabilitenin degerlendirilmesinde
formiilasyon ic¢indeki etkin madde miktarim1 saptamak icin miktar tayini c¢aligmalari

yapild.

OLT-CEL, OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyonlarin baslangi¢ geri kazanim
yiizdeleri sirasiyla %106,81+0,12, %100,75+1,07 ve %100,42+0,67 bulundu (Tablo 4-
93). Mikroemiilsiyonlarin 2-8°C sicaklik ile 25°C+£2 sicaklik ve %60+5 bagil nem
kosullarinda 1. 2. ve 3. ay stabilite noktalarindaki geri kazanimlar1 baglangi¢ degeriyle
istatiksel agidan karsilastirildiginda degisim anlamli bulunmadi (p>0,05). Dolayisiyla

etkin maddenin formiilasyonlar i¢inde stabil olduguna karar verildi (Tablo 4-94).

OLT formiilasyonunun takrolimus i¢in 2-8°C sicaklik kosulunda 1. ve 2. ay geri
kazanimlar ile 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nem kosulunda 1. ve 3. ay geri
kazanimlar1 baglangi¢ degeriyle karsilastirildiginda; degisimler istatiksel agidan anlaml
(p<0,05) bulundu. Formiilasyonun baslangi¢ geri kazanim yiizdesi %101,55 olarak
(Tablo 4-93) ve takrolimus stabilite noktalarindaki geri kazanim yiizdeleri %103,03-
%104,58 araliginda (Tablo 4-94) saptanmustir. Geri kazanim degigmelerinin dngdriilen
limitleri i¢inde oldugundan (%90-%110) etkin maddenin formiilasyon iginde stabil

olduguna karar verildi.
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OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve OTT kodlu mikroemiilsiyonlarin fiziksel
stabilitesinin degerlendirilmesi i¢in pH, iletkenlik, viskozite, PS, PDI, RI ve zeta
potansiyeli olglimleri hem baslangi¢c zamaninda (Tablo 4-93) hem de stabilite sonrasi
yapildi.

OLT-CEL formiilasyonunun baslangi¢ viskozitesi 33,64 cP olarak bulundu ve
stabilite noktalarinda yapilan viskozite 6l¢timlerinin 32,93-42,11 cP araliginda degistigi
kaydedildi (Tablo 4-95). Baslangi¢ iletkenlik O6l¢iim degeri 37,02 uS/cm olan
formiilasyonun stabilite siiresince iletkenlik degerleri 36,66-53,13 uS/cm araliginda
bulundu (Tablo 4-96). Formiilasyonun baslangic pH degeri 4,41 olarak stabilite pH
degerleri 4,24- 4,39 araliginda kaydedildi (Tablo 4-97). Mikroemiilsiyonun baslangig
damlacik biyiikliigii 6,82 nm ve stabilite noktalarindaki 6l¢iimlerde damlacik boyutu
6,81-7,02 nm araliginda (Tablo 4-98) ve ayrica baslangic PDI degeri 0,219 olarak,
stabilite noktalarindaki PDI degerleri 0,210-0,247 araliginda (Tablo 4-99) bulundu.
Mikroemiilsiyonuin baslangi¢ zeta potansiyeli 0,130 mV bulundu ve stabilite
noktalarindaki zeta potansiyeli sifir bolgesinde daha ¢ok negatif degerlerde kaydedildi
(Tablo 4-100). Mikroemiilsiyonun baslangig refraktif indeks degeri 1,405 olarak stabilite
noktalarindaki degerleri 1,404-1,405 araliginda bulundu (Tablo 4-101).

OLT formiilasyonunun baslangi¢ viskozitesi 28,33 cP olarak bulundu ve stabilite
noktalarinda yapilan viskozite Olgiimlerinin 24,64-33,98 cP aralifinda degistigi
kaydedildi (Tablo 4-95). Baslangi¢ iletkenlik oOlgiim degeri 17,30 uS/cm olan
formiilasyonun stabilite siiresince iletkenlik degerleri 17,52-27,99 uS/cm araliginda
bulundu (Tablo 4-96). Formiilasyonun baslangic pH degeri 4,42 olarak stabilite pH
degerleri 4,31-4,48 araliginda kaydedildi (Tablo 4-97). Mikroemiilsiyonun baslangi¢
damlacik biyiikliigii 4,18 nm ve stabilite noktalarindaki 6l¢iimlerde damlacik boyutu
4,00-4,99 nm araliginda (Tablo 4-98) ve ayrica baglangic PDI degeri 0,180 olarak
stabilite noktalarindaki PDI degerleri 0,146-0,247 araliginda (Tablo 4-99) bulundu.
Mikroemiilsiyonun baslangic zeta potansiyeli 0,033 mV bulundu ve stabilite
noktalarindaki zeta potansiyeli sifir bolgesinde daha ¢ok pozitif degerlerde kaydedildi
(Tablo 4-100). Mikroemiilsiyonun baslangig refraktif indeks degeri 1,415 olarak stabilite

noktalarindaki degerleri 1,415-1,416 araliginda bulundu (Tablo 4-101).

OTT-PEG formiilayonunun baslangi¢ viskozitesi 44,55 cP olarak bulundu ve

PR

stabilite noktalarinda yapilan viskozite dl¢limlerinin 45,75 -55,67 cP araliginda degistigi
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kaydedildi (Tablo 4-95). Baslangi¢ iletkenlik Ol¢iim degeri 49,17 uS/cm olan
formiilasyonun stabilite siiresince iletkenlik degerleri 51,07-56,94 pS/cm araliginda
bulundu (Tablo 4-96). Formiilasyonun baslangic pH degeri 4,92 olarak stabilite pH
degerleri 4,96-5,08 araliginda kaydedildi (Tablo 4-97). Mikroemiilsiyonun baslangi¢
damlacik biyiikligi 7,92 nm ve stabilite noktalarindaki 6l¢iimlerde damlacik boyutu
7,79- 8,95 nm araliginda (Tablo 4-98) ve ayrica baslangi¢ PDI degeri 0,248 olarak
stabilite noktalarindaki PDI degerleri 0,237-0,252 araliginda (Tablo 4-99) bulundu.
Mikroemiilsiyonuin baslangi¢ zeta potansiyeli - 0,069 mV bulundu ve stabilite
noktalarindaki zeta potansiyeli sifir bolgesinde daha ¢ok pozitif degerlerde kaydedildi
(Tablo 4-100). Mikroemiilsiyonun baslangig refraktif indeks degeri 1,410 olarak stabilite
noktalarindaki degerleri 1,407-1,409 araliginda bulundu (Tablo 4-101).

OTT formiilasyonunun baslangi¢ viskozitesi 55,62 cP olarak bulundu ve stabilite
noktalarinda yapilan viskozite Olglimlerinin 53,24-58,01 cP araliginda degistigi
kaydedildi (Tablo 4-95). Baslangi¢ iletkenlik Ol¢iim degeri 44,87 uS/cm olan
formiilasyonun stabilite siiresince iletkenlik degerleri 44,36-48,00 pS/cm araliginda
bulundu (Tablo 4-96). Formiilasyonun baslangic pH degeri 5,21 olarak stabilite pH
degerleri 5,25-5,35 araliginda kaydedildi (Tablo 4-97). Mikroemiilsiyonun baslangi¢
damlacik biiyiikligi 4,07 nm ve stabilite noktalarindaki 6l¢iimlerde damlacik boyutu
3,58-10,19 nm araliginda (Tablo 4-98) ve ayrica baslangic PDI degeri 0,530 olarak
stabilite noktalarindaki PDI degerleri 0,257-0,545 araliginda (Tablo 4-99) bulundu.
Mikroemiilsiyonuin bagslangic zeta potansiyeli 0,038 mV bulundu ve stabilite
noktalarindaki zeta potansiyeli sifir bolgesinde tiim degerler negatif olarak kaydedildi

(Tablo 4-100). Mikroemiilsiyonun baslangig refraktif indeks degeri 1,418 olarak stabilite
noktalarindaki degerleri 1,417-1,418 araliginda bulundu (Tablo 4-101).

Fiziksel ol¢lim sonuglar1 degerlendirildiginde; OLT-CEL, OLT, OTT-PEG ve

OTT mikroemiilsiyonlarinin termodinamik ag¢idan stabil olduguna karar verildi.

Tez galigmasi kapsaminda in vivo galismalar icin iki etkin maddenin birlikte
yiiklendigi, in vitro kosullarda en yiiksek stratum corneum, canli epidermis+dermis
tabakalar1 ve toplam deri penetrasyonuna sahip ve ayrica stabilitesi takip edilen CLT (1:2)
mikroemiilsiyonu se¢ildi. Mikroemiilsiyon bilesiminde yer alan yardimci maddelerin deri
tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in mikroemiilsiyon, etkin maddeler yiiklenmeden

hazirlandi. 10 saglikli goniilliiniin 6n kol bdlgesinde secilen alanda formiilasyon
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uygulanmadan 6nce ve uygulandiktan 1 saat sonrasi olmak iizere uygulama Oncesi ile
uygulama sonrasi seklinde biyofiziksel 6l¢limler (deri hidratasyonu, deri pH ve renginin
Olclimii, transepidermal su kaybi1 6l¢iimii) (Galzote ve ark. 2008 p.467) ile deri lipitlerinin
yapisal diizeninin degerlendirilmesi amaciyla ATR-FTIR analizleri (Schwarz ve ark.
2012) yapildi. Uygulama 6ncesi alinan 6l¢iim sonuglart her goniillii i¢in kontrol degeri

olarak kullanild.

Korneometer Olgiimleriyle derinin hidrasyon seviyesi degerlendirildi. Tim
gontllilerde uygulama sonrasinda hidrasyonun arttigi saptandi (p<0,05). pH
Ol¢iimlerinde bazi goniillerde artma bazilarinda azalma oldugu goriildi ve degisimler
istatiksel agidan anlamli bulunmadi (p>0,05). Mexameter Ol¢iimleriyle elde edilen eritem
ve melanin degerlerinde de bazi goniillerde artma bazilarinda azalma oldugu goriildii.
Melanin ve eritem degisimler istatiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bulunmadi
(p>0,05). TEWL ol¢imlerinin ise tim goniillillerde arttigr kaydedildi (p<0,05). Bu
artisin, mikroemiilsiyon uygulamasi sonrasi artan deri hidrasyonuna bagli oldugu

diistiniildii (Tablo 4-102 ve Tablo 4-103 ile Sekil 4-32-Sekil 4-36 aralig1).

In vivo ATR-FTIR oOl¢iimlerinde asimetrik gerilme bantlarinda degisimler
istatiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bulunmadi (p>0,05). Simetrik gerilme
bantlarinda ise artis oldugu saptandi (Goniillii 9 harig, uygulama 6ncesi ve uygulama
sonrasi 2854,14 cm™ ve 2852,45 cm™ araliginda). S6z konusu degisimler istatiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 4-104 ile Sekil 4-37 ve Sekil 4-38).
Simerik gerilme bantlari, deri lipitlerinin alkil zincirlerinde meydana gelen diizensizlige
daha hassastir ve bu bantin daha yiiksek dalga numaralarinda saptanmasi, alkil zincirlerin
hareketliliginin arttigina isaret eder. In vivo ¢alisma sonucunda elde edilen bu bulgu, in
Vitro penetrasyon ¢alismasinin sonunda gergeklestirilen ATR-FTIR analizinin sonucu ile

uyumlu bulunmustur.

Optimizasyon caligmast tamamlanan takrolimus ve fusidik asit yiikli
merhemlerin (MR-TC-9 ve MR-PC-6) fiziksel kontrolleri yapildiktan sonra (Tablo 4-
105) kimyasal stabiliteleri 2-8°C sicaklik, 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nem, 30°C+2
sicaklik ve %65+5 bagil nem, 40°C+2 sicaklik ve %75+5 bagil nem kosullarinda 6 ay
stire ile izlendi. Kimyasal stabilitenin degerlendirilmesi i¢in etkin madde miktar tayini

caligmalar1 ve safsizlik ¢aligmalar1 yapildi.
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MR-TC-9 kodlu merhem formiilasyonunun baslangi¢ noktasina ait etkin madde
geri kazanimlari takrolimus i¢in % 98,3 ve fusidik asit i¢in % 100,3 olarak bulundu (Tablo
4-106). Takrolimus geri kazanim yiizdeleri 1. 2. 3. ve 6. ay stabilite noktalar1 i¢in 2-8°C
sicaklik kosullunda %94,5-%98,1 araliginda; 25°C+£2 sicaklik ve %60+5 bagil nemde
%92,9-%97,1 araliginda; 30°C+2 sicaklik ve %65+5 bagil nemde %384,7-%95,8
araliginda; 40°C+2 sicaklik ve %75+5 bagil nemde %66,1-%91,4 araliginda bulundu
(Tablo 4-107). Bu verilere gore takrolimusun formiilasyon i¢inde daha zorlayici sicaklik

ve nem kosullarindan etkilenebilecegi sonucuna varildi.

Fusidik asit geri kazanim yiizdeleri 1. 2. 3. ve 6. ay stabilite noktalar1 i¢in 2-8°C
sicaklik kosullunda %97,5-%100 araliginda; 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nemde
%98,0-%101,5 araliginda; 30°C+2 sicaklik ve %65+5 bagil nemde %96,0-%101,0
araliginda; 40°C£2 sicaklik ve %75+5 bagil nemde %87,5-%97,0 araliginda bulundu
(Tablo 4-108). Bu verilere gore formiilasyon iginde fusidik asidin de daha zorlayici
sicaklik ve nem kosullarindan etkilenebilecegi ancak takrolimusa gore daha stabil oldugu

sonucuna varildi.

Formiilasyonunun baglangi¢ toplam safsizlik degeri % 1,1 olarak bulundu. 1. 2. 3.
ve 6. ay stabilite noktalar1 ig¢in 2-8°C sicaklik kosulunda toplam safsizlik %1,2-% 1,6
araliginda; 25°C+£2 sicaklik ve %60+5 bagil nemde %1,2 -%1,9 araliginda; 30°C+2
sicaklik ve %65+5 bagil nemde %1,4-%2,3 araliginda; 40°C+£2 sicaklik ve %7545 bagil
nemde %1,8-%3,9 araliginda bulundu (Tablo 4-109). Bulgulara gore artan sicaklik ve

nem degerlerinin toplam safsizlik yiizdelerini artirdig1 goriildii.

MR-TC-9  kodlu  merhem  formiilasyonunun fiziksel stabilitesinin
degerlendirilmesi i¢in pH ve viskozite dl¢limleri yapildi. Baslangi¢ viskozitesi 28072,14
cP olarak bulundu ve stabilite noktalarinda yapilan viskozite dl¢timlerinin  26704-37238

cP araliginda degistigi kaydedildi (Tablo 4-110). Baslangic pH degeri 5,74 olarak

bulundu ve stabilite noktalarinda yapilan pH 6l¢iimlerinin  5,70-6,60 aralifinda degistigi
kaydedildi (Tablo 4-111).

MR-PC-6 kodlu merhem formiilasyonunun baslangi¢ noktasina ait etkin madde
geri kazanimlari takrolimus i¢in %99,8 ve fusidik asit i¢in %101,5 olarak bulundu (Tablo
4-106). Takrolimus geri kazanim yiizdeleri 1. 2. 3. ve 6. ay stabilite noktalar1 i¢in 2-8°C
sicaklik kosullunda %99,4-%100,6 araliginda; 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nemde
%99,1-%100,3 araliginda; 30°C+2 sicaklik ve %65+5 bagil nemde %98,1-%98,9
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araliginda; 40°C+2 sicaklik ve %75+5 bagil nemde %91,4-%97,4 araliginda bulundu
(Tablo 4-112). Bu verilere gore, takrolimusun formiilasyon i¢inde daha zorlayici sicaklik

ve nem kosullarindan etkilenebilecegi sonucuna varildi.

Fusidik asit geri kazanim yiizdeleri 1. 2. 3. ve 6. ay stabilite noktalar1 i¢in 2-8°C
sicaklik kosullunda %102,5-%103,0 araliginda; 25°C+2 sicaklik ve %60+5 bagil nemde
%102,0-% 103,0 araliginda; 30°C+2 sicaklik ve %65+5 bagil nemde %102,0-%103,0
araliginda; 40°C+£2 sicaklik ve %75+5 bagil nemde %102,5-%106,5 araliginda bulundu
(Tablo 4-113). Bu verilere gore, fusidik asidin formiilasyon i¢inde stabil oldugu sonucuna

varildi.

Formiilasyonunun baglangi¢ toplam safsizlik degeri % 1,4 olarak bulundu. 1. 2. 3.
ve 6. ay stabilite noktalar1 i¢in 2-8°C sicaklik kosulunda toplam safsizlik %0,6-%1,3
araliginda; 25°C£2 sicaklik ve %60+5 bagil nemde %0,6-%1,5 araliginda; 30°C+2
sicaklik ve %6545 bagil nemde %0,56-%1,6 araliginda; 40°C+2 sicaklik ve %75+5 bagil
nemde %1,3-%2,8 araliginda bulundu (Tablo 4-114). Bulgulara goére artan sicaklik ve

nem degerlerinin toplam safsizlik yiizdelerini artirdig1 goriildii.

MR-PC-6  kodlu  merhem  formiilasyonunun fiziksel stabilitesinin
degerlendirilmesi i¢in pH ve viskozite 6l¢glimleri yapildi. Baslangig viskozitesi 23058 cP
olarak bulundu ve stabilite noktalarinda yapilan viskozite 6l¢imlerinin 17096-26226 cP
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araliginda degistigi kaydedildi (Tablo 4-115). Baslangi¢ pH degeri olarak 6,20 bulundu

ve stabilite noktalarinda yapilan pH Olc¢iimlerinin 6,10-6,48 aralifinda degistigi
kaydedildi (Tablo 4-116).

Merhem formiilasyonlarindan elde edilen ¢iktilara dayanarak; etkin maddelerin
geri kazanimlarinin daha yiiksek ve toplam safsizliklarinin daha diistik oldugu, ¢oziicii
olarak Propilen karbonat kullanilan takrolimus ve fusidik asit yiikli MR-PC-6 kodlu
merhem formiilasyonu etkin maddelerin piyasa preparatlar ile karsilastirmali olarak in

vitro salim ve in vitro deriden penetrasyon ¢alismalart i¢in segildi.

MR-PC-6 kodlu merhem formiilasyonundan etkin maddelerin serbestlesme
hizlar1 sentetik membranlar kullanilarak in vitro kosullarda degerlendirildi. Etkin
maddelerin birbirlerinin salim hizim1 etkileyip etkilemedigini arastirmak igin (EIl
Maghraby ve ark. 2014) sadece takrolimus yiiklii merhem ve sadece fusidik asit yiiklii

merhem formiilasyonlarinin da in vitro salim galismalar1 yapildi.
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Takrolimus ve fusidik asit yiiklii merhem (MR-PC-6), Protopic® merhem ve
sadece Takrolimus yiikli merhem formiilasyonlarindan takrolimusun in vitro salim
bulgular1 (Tablo 4-117) Fick’in Birinci Yasasi’na (Sekil 4-39) ve Higuchi Kinetik
modeline (Sekil 4-40) gore istatiksel agidan degerlendirildiginde, MR-PC-6 kodlu
merhem formiilasyonu ile sadece Takrolimus yiikli merhem formiilasyonu arasinda
anlaml1 bir fark bulunmadi (p>0,05). Hem MR-PC-6 formiilasyonundan hem de sadece
Takrolimus igeren merhem formiilasyonundan takrolimus salimi, pazarda mevcut
Protopic® merhemden anlamli derecede yiiksek bulundu (p <0,05). Bu durum Protopic®

merhemin daha yiiksek viskozite degerine sahip olmast ile agiklanabilir.

Takrolimus ve fusidik asit yiikli merhem (MR-PC-6), Fucidin® merhem ve
sadece Fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonlarindan fusidik asidin in vitro salim
bulgular1 (Tablo 4-118) Fick’in Birinci Yasasi’na (Sekil 4-41) ve Higuchi Kinetik
modeline (Sekil 4-42) gore istatiksel agidan degerlendirildiginde; MR-PC-6 kodlu
merhem formiilasyonu ile sadece Fusidik asit yiikli merhem formiilasyonu arasinda
anlaml1 bir fark bulunmadi (p >0,05). Fusidik asidin hem MR-PC-6 formiilasyonundan
hem de sadece Fusidik asit iceren merhem formiilasyonundan salimi ise pazarda mevcut
olan Fucidin® merhemden anlamli derecede yiiksek bulundu (p <0.05). Benzer sekilde bu
durum da Fucidin® merhemin (30905,9 cp) MR-PC-6 formiilasyonuna (23058 cP) gore
daha yiiksek viskozite degerine sahip olmasi ile aciklanabilir. Tarek ve ark. hazirladiklar
topikal formiilasyonlarda polimer konsantrasyonunu arttikca; Ozsoy ve ark. ise
emiilsiyon bazli topikal merhem formiilasyonlarinda vazelin miktar arttik¢a viskozitenin

arttigin1 ve buna bagli olarak ilag salim hizinin azaldigini gdstermislerdir (Ozsoy ve ark.
2004; Tarek ve ark. 2011).

Takrolimus ve fusidik asit yiiklii merhem formiilasyonunun (MR-PC-6) ve piyasa
preparatlarinin  (Protopic® merhem ve Fucidin® merhem) 12 saat in vitro deriden
penetrasyon caligmalar1 yapilarak derinin tabakalarinda biriken etkin maddelerin
miktarlar1 saptandi. MR-PC-6 merhem formiilasyonundan Stratum corneum’a penetre
olan takrolimusun miktar1 Protopic® merheme gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(p<0,05). MR-PC-6 merhem formiilasyonundan serbestlesen ve stratum corneum’a
penetre olan takrolimus miktarinin daha yiiksek olmas1; bu formiilasyonunun Protopic®
merhemden daha diisiik viskozite degerine sahip olmasi ve dolayisi ile difiizyon hizinin

artmast ile aciklanabilir. MR-PC-6 ve Protopic® merhemleri, canli epidermis+dermis



205

tabakalarina penetre olan takrolimus miktarlart agisindan karsilastirildiginda ise
aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig: saptandi (p>0,05). Bu durum; her iki
merhem preparatinin takrolimusu derinin derin tabakalarina ulastirma potansiyellerinin

benzer oldugunu gostermektedir (Tablo 4-119 ve Sekil 4-43).

MR-PC-6 merhem formiilasyonundan ve Fucidin® merhemden fusidik asidin
stratum corneum’a ve canli epidermis+dermis tabakalarina penetre olan fusidik asit
miktarlarinin ise benzer oldugu goriildii (p>0,05) (Tablo 4-119 ve Sekil 4-44).

MR-PC-6 merhem formiilasyonunun ve etkin maddelerin piyasa preparatlarinin
deri tizerindeki etkilerinin degerlendirmesi i¢in yapilan ATR-FTIR analizlerinde gerilme

bantlarinda herhangi bir artis tespit edilmedi (Tablo 4-121).

Sonug olarak bu tez kapsaminda yiiriitillen calismalar ile; tek takrolimus ve
takrolimus ile fusidik asiti birlikte igeren, AD tedavisine yonelik yenilik¢i nano boyutlu
koloidal ilag tasiyict sistemler gelistirilmistir. Optimize edilen mikroemiilsiyon tipi bu
formiilasyonlarin fiziksel ve kimyasal agidan kararlilig1 kanitlanmistir. Gelistirilen nano
boyutlu ilac¢ tasiyici sistem ile Ozellikle takrolimusun derinin hedef tabakalarindaki
dagiliminin ve lokalizasyonunun iyilestirildigi gosterilerek, AD tedavisi i¢in alternatif
teskil edebilecek yenilik¢i bir liriin gelistirilmistir. Ayrica, bu tez projesinde; ilk defa
takrolimus ile fusidik asiti bir arada igeren merhem formiilasyonu da gelistirilmis ve

pazara sunulmak iizere alternatif yeni bir iiriin olarak onerilmistir.
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ilgili patent bagvurusuna diger bulug sahipleri olarak eklenmesini
talep ediyoruz.

1.Adi1 Soyadi : Sevgi Glngdr
T.C.K.No 33046085526
Uyrugu TR
Adres : istanbul Universitesi Eczacihk Fakdltesi Farmasttik
Teknoloji Anabilim Dall 34116 Beyazit-istanbul

2.Ad1 Soyadi : Meryem Sedef Erdal
T.C.K.No :42155124712

Aciklama Uyrugu TR .

Bagvury/belge ile ilgili dizeltiimesini isteciginiz Adres : Istanbul Universitesi Eczacilk Fakiltesi Farmasotik
hgt)aléb‘ilgiyi (yayindaki bibliyografik bilgi hatas Teknoloji Anabilim Dal 34116 Beyazit-Istanbul

vb.) belirtiniz.

3. Adi Soyadi : Sinem Glngdrdik
T.C.K.No :44710258900
Uyrugu PR,
Adres : istanbul Universitesi Eczacilik Fakiltesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali 34116 Beyazit-Istanbul

BULUSCU BEYANLART:

) Hizmet lligkisi

[0 Devir intikal

X sozlegme Geredi
{3 Bagvuru Sahibi

) Firma Sahibi/Ortad

Talep
Bagvury patent vekill aracihfiyla yapihyorsa bu

Yukarida bilgileri verilen bagvuru ile ilgili talebimin isleme alinmasii arz
kisimda vekil irnzast bulunmalidir, Vekil araciigiyla 9 g 9 ? :

yapiimiyorsa, bagvuru sahibi (tlizel kisi ise) kasest ederim,

ve yetkill bir kisinin imzasq, bagvury sahibi (gercek .

Kisl ise) imzast bulunmalidir, Bagvury sahibi birden E frmiza /K \ Tarih

ok ise, her birinin imzasi/kagesi bulunmalidir £ i a’/ age / ™y (giin/ay/yi)

e YUUO(‘L U MARI«A Vi p;\mm-
N e o
s, ) 25/07/2016
b)-)o

Hata Dijzeltme Formu ve eklerini asagldalq adrese gonderiniz: P
TURK PATENT ENSTITUSO, Patent Dairesi Bagkanldl, Hipodrom Cad, Mo:115 06330, Yeaimahaile - ANKARA

TRE'nin banka hesap aumaralanna veww.Lp2.gov.te ¢ adresinden erigebil

Formda yer alan kutucuklan isaretieyeblimek i utucuklznn Gzeringe ikiamaniz gerekmektedir
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HATA DUZELTME 272.0% 14k
FORMU DOo\b-6T - 24284

Patent/Faydal model basvurusu/belgesi ile llgili Patent Sicilindeki bilgi hatasinin giderilmesi igin kulianilmasi gereken formdur.

Basvuru / Belge No

Bagvuru / Belge Sahibi
Gergek Kisi ise ad ve soyad), tizel kigi ise kurulusun tam
ve agtk unvanini yaziniz.

TC Kimlik / Vergi No
Gergek kisiler igin T.C. kimlik no, tizel kigiler igin vergi
no ve dairesini giriniz.

Vekil Ad1 Soyad1 ~ Sicil No
Patent vekili varsa, vekil adi-soyady/firma unvant ile
vekil sicil numarasini giriniz.

201510399 Conre (Menv2p('y

Samiye EYUBOGLU
EYUBOGLU MARKA VE PATENT DANISMANLIK A.S.

HITIT-3840305340

Cinnah Caddesi No:47/3
06690 Cankaya/ANKARA

Agiklama
Bagvuru/belge ile ligill diizeltiimesin! istediginiz hatali
bilglyi (yayindaki bibliyografik bifgi hatast vb.} belirtiniz.

2015 10399 sayili 2015-GE-310266 evrak numarasina
kayith ve patentin diger bulug sahipleri boliminin sehven bos
birakildidi patent bagvuru talebimize iligkin olarak, asagida
bilgilerl yer alan Sevgi Giingér, Meryem Sedef Erdal ve
Sinem Giingérdiik’ Gn ilgili patent bagvurusuna diger buiug
sahipleri olarak eklenmesini talep ediyoruz.

1.Adi Soyadi: Sevgi Glingdr
T.C.K.No: 33046085526
Uyrugu: TR

Adres: Istanbul Universitesi Eczaciik Fakiitesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dall 34116 Beyazit-istanbul

2.Ads Soyadi: Meryem Sedef Erdal
T.C.K.No: 42155124712
Uyrugu: TR

Adres: Istanbul Universitesi Eczaciik Fakuitesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali 34116 Beyazit-Istanbul

3.Adi Soyadi: Sinem Glingérdik
T.C.K.No: 44710258900
Uyrugu: TR

Adres: Istanbul Universitesi Eczacilik Faklltesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dall 34116 Beyazit-Istanbul

Talep

Bagvuru: patent vekiil araciigiyla yapiltyorsa bu kisimda
vekil imzas| bulunmalidir, Vekil aracilifiyla yapiimiyorsa,
bagvuru sahibi (tiizel kigi Ise) kagest ve yetkili bir kiginin

Yukarida bilgileri verilen basvuru ile ilgili talebimin isleme alinmasinl
arz ederim.



iy

OITURK
T | pATENT

= ENSTTUS Alant
HATA DUZELTME 0509, 2246
FORMU 2916-GE-

Patent/Faydal model bagvurusu/belgesi ile ilgili Patent Sicilindeki bilgi hatasinin giderilmes] igin kullantmasi gereken formdur.

Bagvuru / Belge No

Bagvuru / Belge Sahibi

Gergek kisi ise ad ve soyad), itizel Kisi ise

kurulugun tam ve agik unvanini yaziniz.

TC Kimlik / Vergi No

Gergek kisifer icin T.C. kimlik no, tizel kigiler icin
vergi no ve dairesini giriniz.

vekil Adi Soyadt ~ Sicil No

Patent vekili varsa, vekli adi-soyadi/firma unvani ile
vekil sicil numarasini giriniz.

2015 10399

Samiye EYUBOGLU
EYUBOGLU MARKA VE PATENT DANISMANLIK A.S.

HITIT-3840305340

Cinnah Caddesi No:47/3 06690 Cankaya/ANKARA

Agiklama

Bagvury/belge ile ilgili diizeltiimesini istedidiniz
natal bilgiyi (yayindaki bibliycgrafik bilg hatasi
vb.) belirtiniz.

2015 10399 sayill 2015-GE-310266 evrak numarasina kayith ve
patentin dier bulus sahipleri bdltmuniin sehven bog birakildig
patent basvuru talebimize iliskin olarak, asadida bilgileri yer alan
Sevgi Giingdér, Meryem Sedef Erdal ve Sinem Giingorditk' Gn
ilgili patent bagvurusuna diger bulug sahipleri olarak eklenmesini
talep ediyoruz.

1,Ad1 Soyads : Sevgi Glingor
T.C.K.No : 33046085526
Uyrugu : TR
Adres : istanbul Universitesi Eczacilik Fakuitesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dall 34116 Beyazit-Istanbul

2.Ad1 Soyadi ; Meryem Sedef Erdal
T.C.K.No :42155124712
Uyrudu ¢ TR
Adres : istanbul Universitesi Eczacilik FakUitesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dall 34116 Beyazit-istanbul

3, Adi Soyadi @ Sinem Glngordik
T.C.K.NG 44710258900
Uyrugu 3 TR
Adres : istanbul Universitesi Eczacilik Fakultesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali 34116 Beyazit-Istanbul

BULUSCU BEYANLARI:

O Hizmet Iliskisi

[ oevir intikal
Sozlesme Geregi
O Bagvuru Sahibi

) Firma Sahibi/Ortad

Talep

Bagvuru patent vekili aracihfjiyla yapihyorsa bu
xisimda vekil imzas) bulunmahdir. Vekil araciiglyla
vapiimiyorsa, bagvuru sahibi (tizel kigi ise) kagesi
ve yetkili bir kiginin imzast, bagvuru sahibi {gercek
Kisi ise) imzasi bulunmahdir. Bagvuru sahibi birden
ok ise, her birinin imzasi/kasesi bulunmalidir

Yukarida bilgileri verilen basvuru ile iigili talebimin isleme abnmasini arz
ederim.

o T Tarin
sz?,,/ Kage Joe 7y (gtn/ay/yil)
/ EYUBOELU w2 /P}\TENT
/ s S i\,x‘;;_r,?’-
;;;?‘"ZJ"EA‘M ) 25/07/2016
/

{ Cirvryle
»[ ‘u'?u'('nz

Hata Dizeltme Formu ve exlerini asadidaki adrese gonderiniz:

TORK PATENT ENSTITUSU, Patent Dairesi Baskanhidy, Hipedrom Cad. No:115 06330, Yenimahalle - ARKARA

TPEnin banka hesap numaralanna yiwstpe.qoy tr adresinden erigebilirsiniz

Formda yer alan kutucuklar xiare(}evub)lmek igin kutucuklann tizering Slf( tikiamaniz gerekmektedil
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FORMU 20\b - Gg - 28425 3-

Patent/Faydalt model bagvurusu/belgesl ile lgili Patent Sicilindeki bilg: hatasinin giderilmesi igin kuifaniimasi gereken formdur.

Bagvuru / Belge No

Basvuru / Belge Sahibi
Gergek kigi Ise ad ve soyad|, tizel kisl ise Kurulusun tam
ve agik unvanmn yazmiz,

TC Kimlik / Vergi No
Gergek Kisiler igin T.C. kimlik no, tiizel kisiler igin vergi
no ve dairesinl giriniz.

Vekil Adi Soyadi - Sicil No
Patent vekili varsa, vekil adi-soyadi/firma unvant ile
vekil sicil numarasini giriniz.

201513223 egm A

Samiye EYUBOGLU
EYUBOGLU MARKA VE PATENT DANISMANLIK A.S.

HITIT-3840305340

Cinnah Caddesi No:47/3
06690 Cankaya/ANKARA

Agiklama
Bagvuru/belge ile iigili diizeltiimesini istediginiz hatal
bilgiyi (yayindaki bibliyografik bilgi hatasi vb.) befirtiniz.

2015 13223 sayih 2015-GE-387810 evrak numarasma
kayith ve patentin diger bulus sahipleri bdliumdinin sefiven bos
birakildigi patent bagvuru talebimize iliskin olarak, asagida
bilgileri yer alan Sevgi Giingdr, Meryem Sedef Erdal ve
Sinem Giingordiik' Un ilgili patent bagvurusuna diger bulus
sahipleri olarak eklenmesini talep ediyoruz.

1.Adr Soyadi: Sevgi Glingor

T.C.K.No: 33046085526

Uyrugu: TR

Adres: Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiitesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali 34116 Beyazit-Istanbul

2.Adi Soyadi: Meryem Sedef Erdal
T.C.K.No: 42155124712
Uyrugu: TR

Adres: [stanbul Universitesi Eczacihk Fakdltesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dal 34116 Beyazit-Istanbul

3.Adi Soyadi: Sinem Giingdrdik
T.C.K.No: 44710258900
Uyrugu: TR

Adres: Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik
Teknoloji Anabilim Dait 34116 Beyazit-Istanbul

Talep

Bagvuru patent vekill aracihdiyla yapiliyorsa bu kisimda
vekil imzasi bulunmalidir. Vekif araailifiyla yapilmiyorsa,
basvuru sahlbi (tlzef kisi ise) kasesi ve yetkili bir Kiginin

Yukarida bilgileri verilen bagvuru ile ilgili talebimin isleme alinmasini
arz ederim.
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patent/Faydah model bagvurusu/belgesi ife ilgifi Patent Sicilindeki bilgi hatasinin giderilmesi igin kullanilmasi gereken formdur.

Basvuru / Belge No

Basvuru / Belge Sahibi

Gergek Kisi ise ad ve soyad), tuzel Kigi ise
kurulusun tam ve aglk unvanint yazmiz.

TC Kimlik / Vergi No

Gergek Kigiler igin T.C. kimlik no, tdzel kigiler igin
vergl no ve dairesini giriniz.

Vekil Adi Soyads - Sicil No

Patent vekili varsa, vekil adi-soyady/firma unvant ile
vekli sicll numarasini giriniz.

2015 13223

Samiye EYUBOGLU
EYUBOGLU MARKA VE PATENT DANISMANLIK A.S.

HITIT-3840305340

Cinnah Caddesi No:47/3 06690 Gankaya/ANKARA

Aciklama

Bagvuru/belge ile iloili dlizeltiimesini istediginiz
hatal bilgiyi {yaymcaki bibliyografik bilgi hatasi
vb,) belirtiniz.

2015 13223 saylli 2015-GE-387810 evrak numarasina kayitl ve
patentin diger bulug sahipleri baliminlin sehven bos birakildig
patent bagvuru talebimize iliskin olarak, asagida bilgileri yer alan
Sevgi Giingdr, Meryem Sedef Erdal ve Sinem Gungordiik' Gn
iigili patent bagvurusuna dider bulus sahipleri olarak eklenmesini
talep ediyoruz.

1.Adi Soyadi : Sevgi Gingor
T.C.K.No :33046085526
Uyrugu : TR
Adres : Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali 34116 Beyazit-Istanbui

2.Adi Soyadi : Meryem Sedef Erdal
T.C.K.No :42155124712
Uyrugu : TR
Adres : istanbul Universitesi Eczacik Fakiitesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dah 34116 Beyazit-istanbul

3. Adi Soyadi : Sinem Gungordik
T.C.K.No :44710258900
Uyrugu TR
Adres : istanbul Universitesi Eczacilik Fakltesi Farmasdtik
Teknoloji Anabitim Dall 34116 Beyazit-Istanbul

BULUSGU BEYANLARI:

O iizmet lligkisi

O Devir Intikal

& sozlesme Geredi
[ Basvuru Sahibi

0 Firma Sahibi/Ortad

Talep

Bagvuru patent vekifi araciigiyla yapibyorsa bu
kisimda vekil imzasi bulunmalidir, Vekil araciligiyla
yapilmiyorsa, bagvuru sahibi {tlzel Kisi ise) kagesi
ve yetkill bir kisinin imzas), bagvury sahibi (gercek
Kigi ise) imzas) bulunmalidir. Bagvuru sahibl birden
ok ise, her birinin imzasi/kagesi bulunmalidi

Yukarida bilgileri verilen bagvuru ile ilgili talebimin igleme ainmasini arz
ederim,

) g Tarih
e )_U ?a/ Kase Yy (gn/ay/yil}

1 EYUBQGLU MARKA VI PATER:

J .D/\uui?‘rf?rf 1&}(,5;??” X

[ g Z; Y i ) 25/07/2016

Hata Dizeltme Formy ve ekierini agagidaki adrese ganderiniz;
TURK PATENT ENSTITUSU, Patent Dairesi Bagkanhidi, Hipodrom Cad. No:115 06330, Yenimanalie - ANKARA

(2E'min banka hesap numaralanna p 19e.qov. ki adresinden erisgbilirsiniz

Formda yer alan kutucuklan igaretieyebilmeX igin kutucuklann Uzerine gift tklamaniz riefei(mektodir
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PATENT/FAYDALI MODEL BILGI/HATA DUZELTME 230

FORMU

1.BASVURU BILGiSI

“Ekte sunulan belgelerin ashna uygun oldufunu kabul ve beyan ederim.”

Basvuru/Belge Numarast

Bagvuru Sahibi/TC-Vergi Numarast

Vekil Bilgisi

2015013223
1)( 2000395378 ) T.C NO( 41050713922 ) BULENT KARAAGAG / Otlukbeli Cad. Arnavutkdy

Yol Sk. No:5 Maya Residance 1 Blok D.3 Etiler ISTANBUL TR

(922 ) M( 1376 ) SAMIYE EYUBOGLU
{ EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN, A§.)

N

“Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 21.07.2016 15:54:41 tarihinde elekronik olarak imzalanarak TPE kayitlarjna alinmjbtir.
*Evrak ve (2 ) adet eki erjinalinin aynysjdir ve imza gegerlilik kontrolinden baparyyia gesmibtir.(TPE Bilgi iplem)
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20

244

imzasi, basvuru sahibi (gercek Kisi ise) imzas) 2 Tarin
bulunmahidir. Basvuru sahibi birden ok ise, her birinin Imza / Kage (gn/ay/yil)
imzasi/kasesi bulupnmahdir s

o gyl A by

/’V:{vuayo/r,um';'}nmv P
RIDGLAA LY 5
. ) 21/07/2016

Flata Diizekme Formu ve eklerini asagniaki adrese génderiniz:
TURK PATENT ENSTITUSL, Patent Dairesi Bagkaniidi, Hipodrom Cad. No:115 06330, Yenimahalle - ANKARA

Agiklamalar -
TPE'nin banka hesap numaralanina yww.tne,gov.tr adresinden erigedilirsiniz
Formda yer alen kutucuklari isaretieyebilmelk icin kutucuklarin Gzerine cift tidamaniz gerekmektedic

54 Hipodrom Cad. No:115 06330 Yenimahalle-Ankara
R (+90-312) 3031000 Fax (+90-312) 3031220 Ocak 2015
Bu formlart bilgisayarda doldurunuz ve ciktsini kullaniniz.
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AR
2016-GE-298556

Q4 -p.. 1SS

25.07.2016

3
TORK 9A1s:n£§a"strrrUs(J
3

PATENT EKSIK BELGE/JCRET TAMAMLAMA

BASVURU FORMU ok

L.TALEP BILGISi

“Ekte sunulan belgelerin ashna uygun oldugunu kabui ve beyan ederim.”

Bagvuru/Belge Numarast

Bagvuru Sahibi/TC-Vergi Numarasy

Vekil Bilgisi

Ekler

2015/10398

1} (2000261396 ) T.C NO( 41050713922 ) BULENT KARAAGAC / Otlukbeli Cad. Asnavuikdy
Yol Sk, No:5 Mays Residance 1 Blok D.3 Etiler ISTANBUL TR

P(922 ) M( 1376 ) SAMIYE EYUBQGLU
{ EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. AS. )

Diger,

2.0DEME BILGIST

Odeme Sekli
Dekont/Odeme Tarihi
Dekont/Provizyon Numarasi

Tutar

3.FATURA BILGISI

Fatura Kesilecek TC-Vergi Numaras:

*Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 25.07.2016 16:00:21 tarihinde elekronik olarak imzalanarak TPE Kayjtlarjna aijnmibiyr,
==Eyrak ve ( 1) adet eki orjinalinin aynjsidjr ve imza gegerlitik kontrolinden baparjyla gegmiptir.(TPE Bilgi [plem)



B R
2016-GE-307621

29.07.2016
S . S PATENT/FAYDALI MODEL DEVIR _—
&> TALEP FORMU
LTALEP BILGISI

“Ekte sunulan belgelerin aslina uygun oldugunu kabul ve beyan ederim.”

Bagvuru/Belge Numarasi

Bagvuru Sahibi/TC-Vergi Numarasi

2015/10398

1)( 2000261396 ) T.C NO( 41050713922 ) BULENT KARAAGAG / Otlukbeli
Cad. Amavutkdy Yol Sk. No:§ Maya Residance | Blok D.3 Etiler ISTANBUL TR

Devir Alan Sahip Bilgisi / TC — Vergi Numarasi BILIM ILAC SANAYT TICARET A S.
Talep Cesidi Tam Devir,
i § P(922) M( 1376 ) SAMIYE EYUBOGLU
Vekil Bilgisi (EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. AS. )

2.ODEME BILGisi

Odeme Sekli
Dekont/Odeme Tarihi
Dekont/Provizyon Numarasi

Tutar

Havale

29.07.2016

01155

S00

3.FATURA BILGIiSI

Fatura Kesilecek TC-Vergi Numaras:

3840305340 EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.$.

Devir Alan Diger Sahip Bilgileri

**Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 29.07.2016 17:24:52 tarihinde elekronik olarak imzalanarak TPE kayitlartna alinmigtir.
“**Evrak ve (2 ) adet eki orjinalinin aynisidir ve imza gegerlilik kontrolinden basariyla gegmistir.(TPE Bilgi iglem)
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T.C.
Tiirk Patent Enstitiisii
Patent Dairesi Baskanhg:

Say1 : 39616753-2015/10398 /E.2016-OE-483582 25.10.2016
Konu : Devir

SAMIYE EYUBOGLU (EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.S.)
CINNAH CAD. NO:47/3 CANKAYA/ANKARA
ilgi: 2016-GE-307621 ve 2016-GE-413670 evrak sayili dilekgeleriniz.

ilgide kayitl dilekgeleriniz lizerine asagida numarast verilen dosyada devir islemi
yapilmis olup, 14/10/2016 tarihinde ilgili Sicile kaydedilmistir.

Saygilarimla.
Goktug YAZICI
Enstitii Baskani a.
Patent Uzman Yardimeisi
DOSYA NUMARASI
2015/10398

EK:

1 - Degisikligi Ggsteren Onayh Tablo

Evrak bilgisine http://www.tpe.gov.ir adresinden "tyz1166D8D86" DYS No ve Evrak tarihinden erigebilirsiniz.
i . i
e~imzalidir’

Cevaplarda; ilgili yazimn ciktifn daire, tarih ve sayimin tam olarak y | rica olunur.

Hipodrom Caddesi No: 115 Yenimahalle 06330 ANKARA - Telefon: (0 312) 303 10 00 Fax :(0312)303 11 30
c-posta: bilgiedinme(@tpe.gov.tr - Elektronik Ag: www.{pe.gov.ir



DEGISIKLIGI GOSTEREN TABLO
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%
. C]> TURK
[®T PATENT
& ENSTITUSU
!
2015/10398
-
SICILE
I%%’I ESKi YENI KAYIT
TARIHI
BULENT KARAAGAC BILIM ILAC SANAYI TICARET A.$.
Devir Otlukbeli Cad. Arnavutkdy Yol Sk. No:5 Kaptanpasa Mahallesi Zingirlikuyu Caddesi R
Maya Residance 1 Blok D.3 Etiler [stanbul No:184 34440 Beyoglu Istanbul




1A RRVREA 0 O B AR WA
2015/10398 LGE_

21.08.2015

<
TORK PATENT [@2] ENSTITUSO
&

PATENT BASVURU FORMU

P201

1. BASVURU BIiLGISI

Bagvuru $ekli/Ana Bagvuru Numarasi
Erken Yayin Talebi

Bulus Bashg:
Tiirk¢e Ceviri Siire Talebi
Referans No

Patent Simfi

Tarifname Dili
Tarifname
istem

Ozet

Resim

Yeni Bagvuru

Yok

TOPIKAL FORMULASYONLAR

Yok

104-P-0155

TUR

L Sayta
18 Adet
1 Sayfa

null Sayfa

2. BASVURU SAHIBI

Adi-Soyady/Unvam
Adres
Uyrugu

TC Kimlik/Vergi Numarasi

BULENT KARAAGAG
Otlukbeli Cad. Arnavutkdy Yol Sk. No:5 Maya Residance 1 Blok D.3 Etiler ISTANBUL TR
TR Sahip Tiirit Gergek

41050713922 Sahip Profili

3. BULUS SAHIBi

Adi-Seyadi

Adres

BULENT KARAAGAC

Otlukbeli Cad. Arnavutkéy Yol Sk. No:5 Maya Residance | Blok D.3 Etiler TR

TC Kimlik Numarasi 41050713922 Sahip Profili
Uyrugu TR Beyan Basvuru Sahibi
4, RUCHAN BILGILERI
Riichan Cesidi Ulke Sergi Adi/ Bagvuru Numarasi Tarih
5, PATENT VEKILi
Vekil Bilgisi P(922 ) M( 137¢ ) SAMIYE EYUBOGLU

(EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.S.)

6.ODEME BiLGISI

“*Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 21.08.2015 19:30:32 tarihinde elekronik olarak imzalanarak TPE kayitlarina alinmistir.
***Evrak ve (4 ) adet eki orjinalinin aynisidir ve imza gegerlilik kontroltinden basariyla gegmistir.(TPE Bilgi Islem)



250

Odeme Sekli Havale
Dekont/Qdeme Tarihi 21082015
Dekont/Provizyon Numarasi F00658
Tutar 40.0
7.FATURA BILGISI
Fatura Kesilecek TC - Vergi Numarasi 3840305340 EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.$

8.DIGER BASVURU SAHIPLERI

(Bagvuru Sahibinin Birden Fazla Olmas: Durumunda Bilgiler Bu Alanda Yer Alacakur)

9. DIGER BULUS SAHIPLERI
(Birden Fazla Bulus Szhibi Olmasi Durumunda Bilgiler Bu Alanda Yer Alacaktir)

10. DIGER RUCHAN BILGILERI
(Birden Fazla Riighan Olmasi Durumunda Bilgiler Bu Alands Yer Alacaktir)




e

b

e e
2016-GE-294284

21.07.2016
TOWMT@—‘WWN PATENT/FAYDALI MODEL BILGUHATA DUZELTME 230
5 FORMU
1,BASVURU BILGISI

~Ekte sunulan belgelerin aslma uygun oldugunu kabul ve beyan ederim.”

Bagvuru/Belge Numarasi 2015/10399

11(2000261396 ) T.C NO( 41050713922 ) BULENT KARAAGAG / Otlukbeli Cad. Arnavutkdy
Bagvuru Sahibi/TC-Vergi Numaras Yol Sk. No:S Maya Residaace | Blok D.3 Esiler ISTANBUL TR

R, (922 ) M( 1376 } SAMIYE EYUBOGLU
Vekil Bilgisi (EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.S. )

“*Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 21.07.2016 16:03:20 tarininde elekronik alarak imzalanarak TPE kayjtiarjna aljnmjptjr.
=~Eyrak ve (2 ) adet eki orjinalinin aynjsjdir ve imza gegerliiik kontroltinden baparjyla gegmiptir (TPE Bilgi Iplem)
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imzasi, bagvuru sahibi (gergek kisi ise) imzasi
bulunmalidir, Bagvuru sahibi birden gok ise, her birinin
imzasi/kagesi bulinmahidir

imza / Kase

- -

7 o
'YUOQGLL‘I 4“"":}5;"5}”"“
QNS v

Af

252

Tarih
(gtn/ay/yil)

21/07/2016

Hata Duzeltme Formu ve eklerini agadidaki adrese gonderiniz:
TURK PATENT ENSTITOSD, Patent Dairesi Bagkanhds, Hipodrom Cad. N

15 06330, Yenimahalle - ANKARA

TPE'nin banka hesap numaralanna wwertpz.qov.tr 2dresinden erigebilirsiniz

Fermda yer alan kutucuklar isaretieyebiimek icin kutucukiana bzerine gift tidamaniz gerekmektedir

B4 Hipodrom Cay, No:135 06330 Yenimahalie-Ankara
‘B (+90-312) 3031000 Fax (+90-312] 3031220

Ocak 2015

Bu formiari bilgi da doldurunuz ve giktisin kuktaniniz.




253

AR
2016-GE-298531

{oY4-¢. 0156

25.07.2016

]
TORK PATENT (23] ENSTITUSO
75‘

PATENT EKSIK BELGE/UCRET TAMAMLAMA

BASVURU FORMU k24

LTALEP BILGISi

~Ekte sunulan belgelerin asiina uygun oldugunu kabul ve beyan ederim.”

Basvuru/Belge Numarast

Bagvuru Sahibi/TC-Vergi Numaras:

Vekil Bilgisi

Ekler

2015/10399

1) (2000261396 ) T.C NO( 41050713922 ) BULENT KARAAGAG / Otlukbeli Cad. Arnavatkdy
Yol Sk. No:5 Maya Residance 1 8lok D.3 Eniler ISTANBUL TR

P(922) M( 1376 ) SAMIYE EYUBOGLU
{ EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. AS. )

2.0DEME BILGIST

Odeme Sekli
Dekont/Odeme Tarihi
Dekont/Provizyon Numaras:

Tutar

3.FATURA BILGISI

Fatura Kesileeek TC-Vergi Numaras;

Bulastin  oefen ellods

**Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 25.07.2016 15:54:44 tarininde elekronik olarak imzalanarak TPE kayitianina aljinmipijr.
**Evrak ve (1) adet eki orjinalinin aynysidir ve imza gegerlilik kontrolinden baparjyla gegmiptir (TPE Bilgi Iplem)
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1 T T R
2016-GE-307648

29.07.2016
T0RK p;.rem@]‘énmmsu PATENT/FAYDALI MODEL DEVIR P66
TALEP FORMU
LTALEP BILGIST

“Ekte sunulan belgelerin ashna uygun oldugunu kabul ve beyan ederim.”

Basvuru/Belge Numarasi

Basvuru Sahibi/TC-Vergi Numarasi

2015/10399

132000261396 ) T.C NO(41050713922 ) BULENT KAR:\AG_AC / Otlukbeli
Cad. Amavutkty Yol Sk. No:5 Maya Residance | Blok D.3 Etiler [STANBUL TR

Devir Alan Sahip Bilgisi / TC — Vergi Numarasi BILIM ILAQ SANAYI TICARET A.$
Talep Cesidi Tam Devir,

22 ) M( 1376 ) SAMIYE EYUBOGLU
Vekil Bilgisi P(922 ) M( 1376 ) SAMIYE EYUBOGLU

( EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.S. )

2.ODEME BiLGISi

(Odeme Sekli
Dekont/Odeme Tarihi
Dekont/Provizyon Numarasi

Tutar

Havale

29.07.2016

FO1148

500

3.FATURA BILGISI

Fatura Kesilecek TC-Vergi Numarasi

3840305340 EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A§.

Devir Alan Diger Sahip Bilgileri

“*Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 29.07.2016 17:28:39 tarihinde elekronik olarak imzalanarak TPE kayitlarina alinmistir.
“*Eyrak ve (2 ) adet eki orjinalinin aynisidir ve imza gegerlilik kontrolunden basariyla gegmistir. (TPE Bilgi Islem)
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T.C.
TURK PATENT ENSTITUSU
Patent Dairesi Baskanhig

Sayr :39616753/E.2016-OE-517899 16.11.2016
Konu : Devir

SAMIYE EYUB()(;LU (EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.S.)
CINNAH CAD. NO:47/3 CANKAYA/

flgi: 2016-GE-307648 evrak sayih dilekgeniz.

Ilgide kayith dilekgeniz tizerine asagida numaras: verilen dosyada devir islemi yapiloug
olup, 29/07/2016 tarihinde ilgili Sicile kaydedilmigtir.

Saygilarimla.
Gokee KUZGUN
Enstiti Bagkan a.
Patent Uzman Yardimcis:
DOSYA NUMARASI
2015/10399

EK:

Degigikligi Gosteren Onayl: Tablo

Evrak bilgisine hup:/wwiw.ipe.gov.tr adresinden "hsrg1 72420ED™ DY'S No ve Evrak tarihinden ¢rigebilirsiniz
1 Y T
"e~imzalidir'
Cevaplarda; ilgili yazumn giktids daire, tarih ve sayinin tam olarak yazilmas: rica olunur,

Hipodrom Caddesi No: 115 Yenimahalie 06330 ANKARA - Tdlefon: (0 312) 303 10 00 Fax :(0 312) 303 |1 3¢
c-posta: bilgiedinmef@pe.gov.tr - Elcktronik Ag: www.tpe.gov.tr

06 ARALIK 2015




(ST TURK DEGISIKLIGI GOSTEREN TABLO
I®] | pATENT ~
& ENSTITUSU
2015/10399
; SICILE
LR ESKI YENI KAYIT
TURH TARIHI
. BILIM ILAC SANAYI VE TICARET
BULENT KARAAGAG ANONIM SIRKETI
Pevi 2016/07/29
CVIL' | Otlukbeli Cad. Amavutkéy Yol Sk. No:5 Kaptanpasa Mahallesi, Zincirlikuyu
Maya Residance 1 Blok D.3 Etiler Istanbul Caddesi, No:184 Beyogiu Istanbul
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U O RAVRER A
—2015/10399

21.08.2015

A0 R 11
2015-GE-310266

TORK PATENT (@B ENSTITUSU

PATENT BASVURU FORMU P201

1. BASVURU BILGISI

Bagvuru $ekli/Ana Bagvuru Numarasi
Erken Yaymn Talebi

Bulus Bashg:
Tiirk¢e Ceviri Siire Talebi
Referans No

Patent Smmifi

Tarifname Dili
Tarifname
istem

Ozet

Resim

Yeni Bagvuru

Yok

TOPIKAL FORMULASYONLAR

Yok

104-P-0156

TUR

11 Sayfa
24 Adet
1 Sayla

null Sayta

2. BASVURU SAHIBI

Adi-Soyadi/Unvam

Adres

Uyrugu

TC Kimlik/Vergi Numarasi

BULENT KARAAGAQ
Otlukbeli Cad. Arnavutky Yo! Sk, No:5 Maya Residance t Blok D.3 Etiler ISTANBUL TR
TR Sahip Tiirii Gergek

41050713922 Sahip Profili

3. BULUS SAHIBI

Adi-Soyad

BULENT KARAAGAC

Adres Otlukbeli Cad. Amavatkéy Yol Sk. No:5 Maya Residance 1 Blok D.3 Etiler TR
TC Kimlik Numarasi 41050713922 Sahip Profili
Uyrugu TR Beyan Bagvuru Sahioi
4. RUCHAN BILGILERI
Riichan Cesidi Ulke Sergi Adi/ Bagvuru Numarasi Tarih

5. PATENT VEKILI

P(922 ) M( 1376 } SAMIYE EYUBOGLU

Vekil Bilgisi ( EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A S.)

6.ODEME BiLGisi

“*Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 21.08.2015 19:41:10 tarihinde elekronik olarak imzalanarak TPE kayitlarina alinmistir.
**Evrak ve (4 ) adet eki orjinalinin aynisidir ve imza gegerlilik kontrolinden basariyla gegmistir.(TPE Bilgi Islem)
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Odeme Sekli Lavale
Dekont/(deme Tarihi 21082015
Dekont/Provizyon Numarasi F00657
Tutar 40.0
7.FATURA BILGISI
Fatura Kesilecek TC - Vergi Numarasi 3840305340 EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.§.

8.DiGER BASVURU SAHIPLERI

(Basvuru Sahibinin Birden Fazla Olmasi Durumunda Bilgiler Bu Alanda Yer Alacakur)

9. DIGER BULUS SAHIPLERI
(Birden Fazla Bulus Sahibi Olmasi Durumunda Bilgiler Bu Alanda Yer Alacaktur)

10. DIGER RUCHAN BIiLGIiLERI

(Birden Fazla Riighan Olmas: Durumunda Bilgiler Bu Alanda Yer Alacakur)
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\ UL AEATADRENT LB DTN
2018-GE-294257

O EATENT [T ENSTIT PATENT/FAYDALI MOll;)(l)Z}}{., !\?{},GUHA'I‘A DUZELTME

P230

1.BASVURU BILGISI
“Ekte sunulan belgelerin ashna uygun oldugunu kabul ve beyan ederim.”

Basvuru/Belge Numarasi 2015/13223

11(2000395378 } T.C NO(41050713922) BDLENT KARAAGAG / Otiukbeii Cad. Armavutkdy
Bagvuru Sahibi/TC-Yergi Numaras Yol Sk. No:5 Maya Residance | Blok D.3 Etiler iSTANBUL TR

P(922 ) M( 1376 ) SAMIYE EYUBOGLU

Vekil Bilgist { EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A S. )

N

**Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 21.07.2016 15:54:41 tarihinde elekronik olarak imzalanarak TPE kayjtiarina aljinmiptyr.
**Evrak ve (2 ) adet eki orjinalinin aynisidjr ve imza gegerlilik kontrolinden baparyyla gegmiptir.(TPE Bilgi iplem)



P

Imzast, bagvuru sahibl (gercek kisi ise) imzasi i Tarih
bulunmalidir. Bagvuru sahibi birden ok ise, her birinin mza [ Kage (gun/ay/yil)
imzasi/kasesi bulunmalidir

f Cavian S
[ stz

21/07/2016

iiata Dizeltme Formu ve eklerini asagidaki adrese gondertniz:
Agtkl " TURK PATENT ENSTITUSU, Patent Dairesi Baskanhd, Hipodrom Cad. No:115 06330, Yenimahalle - ANXKARA
fklamalar

TPE'nin banka hesep numaraianna wwhv.tpe.gov.tr adresinden erisebilirsiniz

Formda yer alan kutucukian |'=amtlcyd)ilr\'-ek igin kutucuklann (izerine ift bilamaniz gerekmektedi

&4 Hipodrom Cad. No:115 06330 Yenimahalie-Ankara
‘B (+50-312) 3031000 Fax (+90-312) 3031220
Bu formian bilgisayarda doldurunuz ve giktisint kullaniniz,

Ocak 2015
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1 AR A
2016-GE-307759

29.07.2016

]
TURK PATE NTE;.] ENSTITOS0

=

PATENT/FAYDALI MODEL DEVIR

TALEP FORMU P206

1.TALEP BILGISI

“Ekte sunulan belgelerin ashna uygun oldugunu kabul ve beyan ederim.”

Basvuru/Belge Numarasi

Bagvuru Sahibi/TC-Vergi Numarasi

2015/13223

1)(2000395378 ) T.C NO(41050713922 ) BULENT KARAAGAC  Otlukbeli
Cad. Arnavutkdy Yol Sk. No:5 Maya Residance 1 Blok D.3 Etiler ISTANBUL TR

Devir Alan Sahip Bilgisi / TC — Vergi Numarasi BILIM ILAC' SANAYI TICARET A.$
Talep Cesidi Tam Devir,
Vekil Bilgisi P(922 ) M( 1376 ) SAMIYE EYUBOGLU

(EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN.AS. )

2.0DEME BiLGiSI

Odeme Sekli
Dekont/(deme Tarihi
Dekont/Provizyon Numarasi

Tutar

Havale

29.07.2016

01159

500

3.FATURA BILGisi

Fatura Kesilecek TC-Vergi Numaras:

3840305340 EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.$.

Devir Alan Diger Sahip Bilgileri

**Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 29.07.2016 17:50:12 tarihinde elekronik olarak imzalanarak TPE kayitlarina alinmistir.
***Evrak ve (2) adet eki orjinalinin aynisidir ve imza gegerlilik kontrolinden basartyla gegmistir.(TPE Bilgi Islem)
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T.C.
TURK PATENT ENSTITUSU
Patent Dairesi Baskanhgi

Sayr :39616753/E.2016-OE-481725 24.10.2016
Konu : Devir

SAMIYE EYLTBO('}LU (EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.5.)
CINNAH CAD. NO:47/3 CANKAYA/ ANKARA

ilgi:  a) 2016-GE-307759 ve
b) 2016-GE-413875 evrak sayil dilekgeleriniz.

llgide kayithi dilekgeleriniz {izerine agagida numarasi verilen dosyada devir islemi
yapilmis olup, 14/10/2016 tarihinde ilgili Sicile kaydedilmistir,

Saygilanmla.
Hakan KONCA
Enstiti Bagkan: a.
Patent Uzman Yardiumcist
DOSYA NUMARALARI
2015/13223

EK:

1 - Degigikligi Gosteren Onayh Tablo

Evrak bilgisine hitpy/www.tpe.gov i adresinden "qoqg1663CTCT” DYS No ve Eviak tihinden erigebilivsiniz,

g ~imzalidiv'

Cevaplardu; ilgili yazimn gkads daire, tarib ve sayimn tam olarak yaatmas rica olunur,

Hipedrom Caddesi No: 115 Yenimahalle 06330 ANKARA - Telefon: (0”312) 303 1000 Fax (0 312)303 1130

c-postat - Elektronik Ag: ~nor
3 7%

262



263

-~ DEGISIKLIGI GOSTEREN TABLO
1] | pATENT 3 -
2015/13223
: , _ SICILE
ey ESKI YENI KAYIT
TARIHI
BULENT KARAAGAG BILIM [LAC SANAYI TICARET AS.
. AW .| 2016/10/14
Devir Otlukbeli Cad. Arnavutkéy Yol Sk, No:S Kaptanpaga Mahallesi Zincirlikuyu Caddesi
Matya R:s;dafmce 1 Bél!:)’l;1 DO%/ Et;)ler istagbul No:184 34440 Beyoglu Istanbul




(A ERRR AR
—2010/13223

22.10.2015

&
TORK PATENT [d] ENSTITOSO

P

PATENT BASVURU FORMU

P201

1. BASVURU BILGISi

Bagvuru Sekli/Ana Bagvuru Numaras:
Erken Yayimn Talebi

Bulus Baghg1

Tiirkge Ceviri Siire Talebi
Referans No

Patent Smufi

Tarifname Dili
Tarifname
istem

Ozet

Resim

Yeni Bagvuru

Yok

TOPIKAL FORMULASYONLAR

Yok

104-P-0166

TUR

11 Sayfa
22 Adet

1 Sayfa

null Sayfa

2. BASVURU SAHIBI

Adi-Soyadi/Unvam

Adres

Uyrugu

TC Kimlik/Vergi Numarasi

BULENT KARAAGAC

Otlukbeli Cad. Arnavutkdy Yol Sk. No:5 Maya Residance | Blok D.3 Eiter ISTANBUL TR
TR Sahip Tiirit
Sahip Profili

Gergek

41050713922

3. BULUS SAHIBI

Adi-Soyadi

BULENT KARAAGAQ

Adres Otlukbeli Cad. Arnavutkdy Yol Sk. No:5 Maya Residance | Blok D.3 Etiler TR
TC Kimlik Numarasi 41050713922 Sahip Profili
Uyrugu TR Beyan Bagvuru Sahibi
4. RUCHAN BILGILERI
Riichan Cesidi Ulke Sergi Adi / Bagvuru Numarasi Tarih
5. PATENT VEKILI
Vekil Bilgisi P{922 ) M( 1376 ) SAMIYE EYUBOGLU

( EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. AS. )

6.ODEME BILGISI

**Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 22.10.2015 16:25:35 tarihinde elekronik olarak imzalanarak TPE kayitlarina alinmistir.

***Evrak ve (4 ) adet eki orjinalinin aynisidir ve imza gegerlilik kontrolinden basariyla gegmistir.(TPE Bilgi Islem)

T
2015-GF-387810
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Odeme Sekli Havale
Dekont/Odeme Tarihi 22.10.2015
Dekont/Provizyon Numarasi F00258
Tutar 40.0
7.FATURA BILGISI

Fatura Kesilecek TC - Vergi Numarasi

3840305340 EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.$

8.DIGER BASVURU SAHIPLERI

(Bagvuru Sahibinin Birden Fazla Olmasi Durumunda Bilgiler Bu Alanda Yer Alacakur)

9. DIGER BULUS SAHIPLERI

(Birden Fazla Bulus Sahibi Olmas: Durumunda Bilgiler Bu Alanda Yer Alacaktir}

10. DIGER RUCHAN BILGILERI

(Birden Fazla Riighan Olmasi Durumunda Bilgiler Bu Alanda Yer Alacaktir)
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A

I EIURER IR R

1oy - -otbe

25.07.2046
TORK pATEm‘["'\ENSTITOSU PATENT EKSiK BELGE/UCRET TAMAMLAMA P224
& BASYURU FORMU

LTALEP BiLGIST
«Ekte sunulan belgelerin ashna uygun oldugunu kabul ve beyan ederim.”

Bagvuru/Belge Numarasi 201513223

Bagvuru Sahibi/TC-Vergi Numaras 1) (200038
Yol Sk. No:

3 ) T.CNO(41050713922 ) I3U[.ENT KARAAGAC 7 Otlukbeli Cad, Arnavitkdy
aya Residaace | Blok D.3 Etiler ISTANBUL TR

Vekil Bilgisi P{922) M( 1376 ) SAMIYE EYUBOGLU
( EYUBOGLU MARKA VE PATENT DAN. A.$.)

Ekler Diger.

2.ODEME BILGISI

Odeme Sekli
Dekont/Odeme Tarihi
Dekont/Provizyon Numarasi

Tutar

3.FATURA BILGIisi

Fatura Kesilecek TC-Vergi Numaras

Eﬂww byeyens e lplends

~*Talep SAMIYE EYUBOGLU tarafindan 25.07.2016 15:52:63 tarininde elekronik ofarak imzatanarak TPE kayjtlarjna alinmibtjr.
“+Eyrak ve ( 1) adet eki orjinalinin aynjsjdjr ve imza gegerlilik kontrolinden baparjyla gesmiptir.(TPE Bilgi Iplem)
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TELIF HAKKI iZNi





