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OZET

Saribey, G. (2013). Etodolak’in topikal mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
gelistirilmesi ve in vitro karakterizasyonu c¢alismalar1. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Teknoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu c¢alismanin amaci; artrit, osteoartrit gibi agr1 ve enflamasyona neden olan
hastaliklarin tedavisinde oral yol ile kullanilan etodolak’in topikal uygulamaya yonelik
mikroemiilsiyon formiilasyonlarmni gelistirmek, optimize edilen formiilasyonlarin
fizikokimyasal 6zelliklerini incelemek ve etodolak’in domuz derisinden in vitro gegisini

degerlendirmektir.

Etodolak igeren mikroemiilsiyonlarin formiilasyonlarinda; yag faz1 olarak
izopropilmiristat (IPM) veya oleik asit (OA), sirfaktan (S) olarak Labrasol ve ko-
stirfaktan (Ko-S) olarak Transcutol P kullanildi. Mikroemiilsiyonlar su ile titrasyon
metoduna gore hazirlandi. On formiilasyon calismalar1 dikkate almarak belirlenen
S/Ko-S oranlart (1:1; 1:2; 3:2; 4:1) kullanilarak, tiggen faz diyagramlart ¢izildi.
Hazirlanan formiilasyonlarin damlacik biiytkliikleri ve dagilimi, pH, iletkenlik, reolojik
ozellikleri, refraktif indeks degerleri, optik izotropileri ve fiziksel stabiliteleri
degerlendirildi. Fizikokimyasal ozellikleri ve fiziksel stabiliteleri degerlendirilerek
optimize edilen formiilasyonlardan etodolak’in salim ve domuz derisinden in vitro
permeasyon karakteristigi Franz difiizyon hiicreleri ile incelendi. Zamanin fonksiyonu
olarak deriden gecen kiimiilatif etodolak miktarlar1 ile olusturulan permeasyon profilleri
ile aki, permeasyon katsayis1 ve gecikme siireleri hesaplandi. Mikroemiilsiyonlarin
stratum corneum tabakasi lizerinde olusturduklar1 yapisal degisiklikler ATR-FTIR
spektroskopi analizleri ile degerlendirildi.

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde; siras1 ile yag fazi, S ve Ko-S olarak OA,
Labrasol ve Transcutol P iceren etodolak yiiklii mikroemiilsiyonun, ilacin oral
uygulanan preparatlarina alternatif, topikal tasiyici bir sistem olarak Onerilebilecegi

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Etodolak, Mikroemiilsiyon, Topikal, NSAI ilaglar, Deriden emilim

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 19204
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ABSTRACT

Saribey. G. (2013). Development of topical microemulsion formulations of etodolac and
in vitro characterisation studies. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Pharmaceutic Technology. Mater’s Thesis. Istanbul

The aim of this study was to develop microemulsions intended for topical delivery of
etodolac which is used orally on the treatment of diseases such as arthritis and
osteoarthritis that causes pain and inflammation; to characterize the physicochemical
properties of the microemulsions optimised and to assess in vitro permeation

characteristics of etodolac from these formulations.

Etodolac loaded microemulsions were composed of either oleic acid (OA) or
isopropylmyristat (IPM); Labrasol and Transcutol P as oil phase, surfactant (S) and co-
surfactant (Co-S), respectively.Microemulsions were prepared with water titration
method. Based on the pre-formulation study data, ratios of S/Co-S were determined
(1:1, 1:2, 3:2, 4:1) and pseudo ternary phase diagrams were plotted. Microemulsions
were prepared and characterized for droplet size, polidispersity index, pH, conductivity,
viscosity, refractive index, optical isotropy and physical stability. In vitro release and
permeation of etodolac from microemulsion formulations which are optimised based on
their physicochemical properties and physical stability were determined using with
Franz diffusion cells. The cumulative amounts of etodolac permeated across porcine
skin were determined as a function of time. Flux, permeation coefficient and lag time
values of etodolac were calculated from the linear part of the permeation profiles
obtained. The effects of microemulsions on the integrity of stratum corneum structure

were evaluated with ATR-FTIR spectroscopy analysis.

The data obtained in this study was interpretted, it was shown that microemulsions of
etodolac composed of OA as oil phase, Labrasol as S, and Transcutol P as Co-S can be

suggested as an alternative topical carrier for etodolac.

Key Words: Etodolac, Microemulsion, Topical, NSAI Drugs, Absorbtion through skin

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 19204



1. GIRIS VE AMAC

Steroit yapida olmayan antienflamatuvar (NSAI) ilaclar, osteoartrit, romatoid
artrit, tendonit, tenosinovit, burkulma, incinme gibi akut ve kronik iskelet-kas sistemi
hastaliklarinda oldukca yaygin bir sekilde tedavide kullanilmaktadir (Moore ve ark
1998; Lionberger ve Brennan 2010). NSAI ilaglarin analjezik ve antienflamatuvar
etkileri prostaglandin biyosentezinin inhibisyonuna baglhdir. Ancak, sistemik etkinin
saglanabilmesi i¢in gerekli dozda NSAI ilaglarin oral yol ile kullanilmasi dispepsiden
mide kanamasina kadar ciddi gastrointestinal (GI) yan etkilere yol agabilmektedir
(Hooper ve ark 2004; Lionberger ve Brennan 2010). NSAI ilaglarin topikal
uygulanmasi ile serum konsantrasyonundaki azalma, prostaglandin inhibisyonuna bagh
olarak meydana gelen yan etkilerin de azalmasini saglar. Ayrica topikal tedavi ile olasi
akut bobrek yetmezligi, nefrotik sendrom, NSAI ilag gastropatisi, kanama zamaninin
uzamasi ve sivi retansiyonu gibi yan etkiler ve ilag-ilag etkilesimi olasiligi da

azalmaktadir (Heyneman ve ark 2000; Lionberger ve Brennan 2010).

Etodolak, indol tiirevi segici siklooksijenaz-2 enzimi (COX-2) inhibitorii NSAI
bir ilagtir. Antienflamatuvar ve antiromatizmal etkilerinden dolayr tedavide tablet
seklindeki preparatlar1 ile oral yoldan kullanilmaktadir (Martindale 2005). COX-2
inhibitérii NSAI ilaglarin, yan etkileri azalttigi ancak tamamen ortadan kaldirmadigi
bilinmektedir. Se¢ici COX-2 inhibitdrii olmasima ragmen oral yoldan kullanildiginda
etodolak, GI sistem iizerinde yan etkilere neden olmaktadir. Ustelik COX-2 inhibisyonu
istenen artrit, osteoartrit gibi hastaliklarda tedavinin uygulandig: hastalar belli bir yasin
tizerindedir ve genellikle coklu hastaliklar1 nedeniyle kronik ilag¢ tedavileri soz
konusudur. Dolayisi ile bu hastalarda zaten mevcut bir GI hasardan bahsetmek ¢ogu
zaman miimkiindiir (Fosbol ve ark 2008). Ayrica yapilan ¢alismalar COX-2
inhibitorlerinin sanildig1 kadar glivenli olmadigimi gostermektedir (Sousa ve ark 2008).
Bu nedenle, NSAI ilaclarin topikal uygulanmasi; gerek ilaglarin GI sistem iizerindeki
yan etkilerinin ortadan kaldirilmasi, gerekse hedef bolgeye (enflamasyonlu deri dokusu
gibi) ilacin dogrudan ulastirilmasi agisindan avantajlidir. Bu yaklasimla, ¢ogu NSAI
ilacin topikal uygulanan dozaj sekilleri ila¢ pazarinda yer almaktadir. Etodolak’in

topikal bir preparati pazarda heniiz bulunmamaktadir. Sadece etodolak-lidokain



kombinasyonu seklinde patentli topikal yama preparatinin Faz III ¢alismalarinin devam

ettigi bildirilmistir (www.clinicaltrials.gov).

flag molekiillerinin deriden gegisi icin diisiik molekiil agirligma (<500 Da),
diisiik erime derecesine (<200°C) ve orta derecede lipofilik karaktere (logP 1-3) sahip
olmas1 gerektigi literatiirde kayithidir (Naik ve ark 2000; Brown ve ark 2006). Bu agidan
etodolak molekiil agirligi (287.4 Da), lipofilik 6zelligi (log P 2.5) ve erime derecesi
(142-148 °C) gibi fizikokimyasal Ozellikleri nedeni ile topikal formiilasyonunun

gelistirilmesi icin uygun bir adaydir (www.drugbank.ca).

Topikal uygulama pek ¢ok avantaji beraberinde getirir: Oncelikle ilk gecis etkisi
ortadan kalkar, girisimsel bir yol degildir, hasta uyuncu yiiksektir, doz miktar1 azalir,
etki yerindeki ilacin konsantrasyonu artar, pH ve tokluk gibi GI sisteme bagli durumlar
ortadan kalkar, kolayca uzaklastirilabilir (Wiechers 1989; Heyneman ve ark 2000;
Kreilgaard 2002; Li ve ark 2006; Bachhav ve Patravale 2010). Ancak, topikal uygulama
icin deri bariyerinin asilmasi gerekir. Derininin bariyer fonksiyonu, en dig kisminda
bulunan ince ve benzersiz biyolojik bir membran olan stratum corneum tarafindan
saglanir (Naik ve ark 2000).

Derinin bariyer 6zelligini geri doniisiimlii olarak ortadan kaldirmak ve ilag
molekiillerinin deriden geg¢isini arttirmak i¢in ¢esitli yaklasimlar kullanilmaktadir
(Kreilgaard 2002; Santos ve ark 2008). Mikroemiilsiyonlar, gerek formiilasyonlarinin
bilesiminde bulunan yardime1 ¢6ziicli ve ylizey etkin maddelerin stratum corneum un
gecirgenligini artirmasi, gerekse etkin maddenin formiilasyondaki termodinamik
aktivitesinin yiiksek olmasi ve ilaglarin deriye partisyonunu arttirmasi agisindan 6nemli
avantaj saglayan ilag tasiyicilar olarak gosterilmektedir (Peltola ve ark 2003; Kogan ve
Garti 2006).

Mikroemiilsiyonlar, termodinamik olarak dayanikli, diisiik viskoziteli, saydam,
cok kiiciik damlacik biiyiikliigiine sahip ve kendiliginden olusan sistemlerdir. Genellikle
yag fazi, su fazi, silirfaktan (yiizey etkin madde) ve ko-siirfaktan olmak tizere dort
bilesen icermektedirler. Mikroemiilsiyonlarin istiinliikleri arasinda; kolayca hazirlanip
uygulanmalar1, ila¢ yiikleme kapasitelerinin yiiksek olmasi, siirfaktan ve ko-
siirfaktanlarin etkisiyle deri permeabilitesini artirmalar1 ve dolayist ile emilimi
kolaylastirmalar1 siralanabilir (Santos ve ark 2008; Goebel ve ark 2011; Hathout ve ark
2011).



Mikroemiilsiyonlarin ~ hazirlanmasinda  iiggen  faz  diyagramlart  ile
mikroemiilsiyon olugma alanlar1 belirlenir ve hazirlanmalarinda genellikle su titrasyon
yontemi  kullanilir (Rosano ve ark 1988). Mikroemiilsiyonlarin yapisinin
karakterizasyonunda degisik yontemler kulanilabilir. Mikroemiilsiyonlarin reolojik
davranig, bulaniklik, elektriksel iletkenlik, refraktif indeks, pH, faz ayrismasi ve
damlacik boyutlar1 gibi 6zelliklerinin incelenmesi, optimizasyonlari agisindan 6nemlidir

(Moulik ve Paul 1998; Hathout ve ark 2010a).

Bu tez ¢alismasinin amaci; fizikokimyasal ve farmakolojik 6zellikleri nedeni ile
uygun Ozelliklere sahip bir molekiil olan etodolak’mn, yan etkilerin azaltilmasi, hasta
uyuncunun arttirllmast agisindan topikal uygulamaya yonelik mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve karakterizasyonu calismalar1 ile etodolak yiiklii
mikroemiilsiyonlarin  optimize edilmesidir. Optimize edilen formiilasyonlardan
etodolak’m in vitro deriden gegisi incelenecek ve mikroemiilsiyon bilesenlerinin derinin
yapisal biitinligii iizerindeki etkileri ATR-FTIR spektroskopisi ile degerlendirilerek,
etodolak’in  konvansiyonel oral uygulanan ilag sekillerine alternatif olarak

mikroemiilsiyon seklinde bir topikal tagiyicisinin gelistirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deri Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Derinin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Deri, toplam vyiizey alam yaklagik olarak 1,7-2 m? ve agirligi 9 kg olan viicudun
en biiyiik organidir. insan viicudunun yaklasik %10’unu olusturur (Williams 2003 pp 1-
25; Degim 2007; Benson 2012).

Deri yiizeyinin pH degeri 4-6 arasindadir (Li ve ark 2006). Derinin pH degeri de
viicudun farkli bolgelerine gore farklilik gosterir. Ayrica derinin pH’s1t  derinin
nemliligine de baglidir. Nemli bolgelerde pH da yiiksektir. Derinin asidik pH’sina
karsin viicudun i¢ kisimlarinin pH degeri yaklagik olarak nétrdiir ve 7,35 ile 7,40
arasinda degismektedir (Yosipovitch ve Maibach 1996).

Asit bir manto olarak tanimlanan derinin mikroorganizma ve mantar
enfeksiyonlara karsi koruyucu gorevi vardir (Yosipovitch ve Maibach 1996; Waller
ve Maibach 2006). Dogal bir bariyer gibi viicudumuzu dogrudan temas halinde oldugu
dis cevreden gelebilecek mikrobiyolojik etkenlere karsit korur ve enfeksiyonlara karsi
ilk koruma etkisi saglar. Bu bariyer etki viicudumuzu sadece mikrobiyolojik degil ayni
zamanda fiziksel ve kimyasal dis etkenlere kars1 da korur (Brodell ve Rosenthal 2008;
Benson 2012). Bunun yani sira ter bezlerinin yardimi ile viicut 1sisim1 diizenler ve
terleme yoluyla da sivi ve elektrolit dengesini korur ayrica atiklarin uzaklastirilmasini
saglar (Degim 2007). Deri ayn1 zamanda karbondioksit, oksijen ve azot gibi gazlarin
diflizyonunda da gorev alir. Kan basincini denetler ultraviyole 1sinlarina karsi da iyi bir
koruyucudur (Agabeyoglu 2002). Deri, ¢evresel faktorlerin neden oldugu oksidatif
strese karst kismen de olsa kendini korur (Tan ve ark 2011). Sahip oldugu enzim
sistemleri ile de ila¢ metabolizmasindaki yerini alir. Bagisiklik sisteminde de rol alan

bir organdir (Williams 2003 pp 1-25).

Deri bariyerinde meydana gelebilecek hasar ya da bozulmalar, ciddi problemlere
neden olabilir (Brodell ve Rosenthal 2008). Bu bozulmalar bariyer fonksiyonunu
etkiler, deride enflamasyon ve kuruluga sebep olur. Derinin normal yap1 ve

fonksiyonunu korumak derideki homeostaziyi saglamak agisindan olduk¢a onemlidir

(Obata ve ark 2009).



Viicudun farkli anatomik bdolgelerinde deri fonksiyonu degisebilir. Farkli cografi
bolgelerde iklime gore (iklim adaptasyonu sonucu) deri farkli yapit ve fonksiyonlar
gosterebilir. Kan dolasimindaki hormonlar da derinin durumunu etkileyebilir.

Kadinlarin aylik hormon degisimi buna 6rnek gosterilebilir (Rawlings 2006).

2.1.2. Derinin Tabakalari

Insan derisi anatomik olarak ve fonksiyonel agidan etkilesim halinde olan iki ana
tabakadan meydana gelir (Brodell ve Rosenthal 2008). En altta yer alan yag tabakasi ile
beraber distan ice 3 tabakalidir (Sekil 2-1) (Williams 2003 pp 1-25; Obata ve ark 2009).

e Hipodermis (deri alt1 yag tabakasi)

e Dermis

e Epidermis

= = == E=— = b Stratum corneum !

— - — — q H
T - 7—# 7 Stratum granulosum % EPIDERMIS
= L -":g:'° e ] ||

(l’hv-—n-u-q-‘.._

Stratum spinosum i
} Stratum basale
\
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|

|
I

» HIPODERMIS

Sekil 2-1: Derinin tabakalar1  (Williams 2003, pp 1-25)

2.1.2.1. Hipodermis
Deri alt1 yag dokusu olarak da bilinen bu tabaka, biiyiik miktarlarda yag iiretir ve

depolarken dermis ve viicudun i¢ organlar arasinda koprii gorevi goriir. Fiziksel soklara



kars1 mekanik koruma saglar. Ayrica 1s1 yalitmindan da sorumludur. Ana kan

damarlari, sinirler de bu tabakada yer alir (Williams 2003 pp 1-25; Degim 2007).

2.1.2.2. Dermis

Dermis, deriye gili¢ veren, sinir hiicreleri, kan damarlari, sa¢ folikiilleri, ter
bezleri, yag bezleri gibi yapilar1 barindiran kalin fibréz kisimdir. Mast hiicreleri ve
makrofaj larmm bulundugu bu tabaka enflamatuvar reaksiyon ve immun yanitin

olusmasini saglar. Dermis in iskelet yapisi kollajen, lifler ve ekstraseliiler matriksten

olusur (Jager ve ark 2007; Brodell ve Rosenthal 2008).

2.1.2.3. Epidermis

Epidermis, incinmeler sonrasinda kolayca yenilenebilen, nemi igeride tutarken
digaridan yabanci maddelerin girisini engelleyen, 50-150 pm kalinliginda, koruyucu bir
ortidir. Langerhans hiicreleri ve merkel hiicreleri bu kisimda yer alir (Jager ve ark
2007; Brodell ve Rosenthal 2008).

Epidermis; stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum
lucidum ve stratum corneum olmak iizere 5 tabakadan meydana gelir (Sekil 2-1)
(Degim 2007; Brodell ve Rosenthal 2008).

Epidermis in en dis tabakasi olan stratum corneum, derinin bariyer
fonksiyonundan sorumlu olan, 10-20 um kalinhiginda (Jager ve ark 2007; Obata ve ark
2009) ve 10-15 tabakadan olusan, deri ylizeyine dogru yassilagan ve 6len hiicrelerden
meydana gelen bir tabakadir (Wiechers 1989; Agabeyoglu 2002; Williams 2003 pp 1-
25).

Stratum corneum, hem lipofilik hem de hidrofilik bolgeler iceren heterojen ve
secici gecirgen bir yapidir (Wiechers 1989). Stratum corneum un yaklasik % 75-80’ini
olusturan ve korneositlerin icerisinde yer alan proteinler ile geriye kalan % 5-15’lik
kismini olusturan lipitler, derinin bariyer fonksiyonunda rol alir (Williams 2003 pp 1-
25). Stratum corneum un ana hiicreleri olan korneositler derinin su tutma kapasitesinden
sorumludur. Stratum corneum un st kisimlan alt kisimlarina gére daha az su igerir.
Ancak lipitler i¢in durum tam tersidir. Ust kisimlarda yer alan lipitler daha fazladir ve
daha heterojendir. Buna bagli olarak gecisin azalmasini saglayan daha siki bir yapi

gozlenir (Norlén 2001; Rawlings ve Harding 2004; Obata ve ark 2009).



Stratum corneum un agirlik¢a yaklasik % 10’luk kismint olusturan lipit tabakasi
yasamin slrdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan permeabilite bariyerini saglar. Bu tabakali
yapimin olusmasini saglayan Kkolesterol ve seramitlerin (Norlén 2001; Obata ve ark
2009) bariyer fonksiyonunu saglayabilmeleri; asir1 hidrofobik oluslari, hiicrelerarasi
yerlesimleri ve organizasyonlarina dayandirilabilir (Grubauer ve ark 1989).
Hiicrelerarasi lipit bilesiminin korunmasi derinin homeostazisinin korunmasi agisindan

onemlidir (Obata ve ark 2009).

2.1.3. Derinin Bariyer Fonksiyonunu Etkileyen Diger Faktorler

Derinin bariyer fonksiyonunu etkileyebilen bazi faktorler vardir: Yas, cinsiyet,
derinin rengi, irk, transepidermal su kaybi1 (TEWL) degeri, gevresel faktorler (UV,
giines 15181 vs.). (Williams 2003 pp 1-25; Waller ve Maibach 2005; Rawlings 2006;
Obata ve ark 2009; Benson 2012).

llerleyen yas ile beraber stratum corneum un seramit ve kolesterol miktarlarinda
meydana gelen azalmaya bagli olarak tabakali lipit yapisi bozulur ve derinin bariyer
fonksiyonu azalir. Radyasyon, giines 15181 gibi olas1 bir hasar durumunda derinin lipit
bilesiminde meydana gelen degisimler de bariyer fonksiyonunu azaltir (Williams 2003
1-25; Obata ve ark 2009; Benson 2012).

Viicudun farkli anatomik bolgelerinde bariyer etkisi fakliliklar gosterir (Benson
2012). Derinin rengi ile bariyer fonksiyonu arasindaki iligkiyi aydinlatmak i¢in yapilan
caligmalar, daha koyu tenli derideki seramit miktarinin daha diisiik olmasina ragmen
bariyer fonksiyonunun daha giiglii oldugunu gostermistir. Bunun nedeni olarak bariyer
etkisinin sadece seramitler ile degil yapinin tamamu ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Asyal1 derisi ile beyaz irk derisi benzer TEWL degeri gostermesi ve benzer miktarda
seramit igermesine ragmen, bariyer fonksiyonu daha zayiftir. Sonug olarak Asyali derisi
daha ince stratum corneum a ve daha fazla ekrin beze sahip oldugu igin daha hassas
olabilir. Epidermis ile derimisin yapilari arasindaki farkliliklar 6zellikle 151k etkisi ile

(fotoyaslanma) yaslanma durumunda ortaya ¢ikar (Rawlings 2006).

2.1.4. Deriden Emilim
Ilaglarm deriden gegisi icin en dnemli tabaka epidermis, 6zellikle de en iistiinde yer alan
stratum corneum tabakasidir. Derinin bariyer 6zelliginin yapist ve fonksiyonu ile ilgili

pek ¢ok model vardir. ilk model Michaels ve arkadaslar1 tarafindan 1975 yilinda



olusturulan ‘fugla ve har¢’ modelidir (Wiechers 1989; Wertz 2000; Barry 2001; Norlén
2001; Williams 2003 pp 1-25; Obata ve ark 2009; Benson 2012). Deri bariyeri, arasinda
har¢ tabakasi olan tuglalar ile oriilmiis duvar1 andiran bir yap1 olarak tanimlanmaktadir
(Wiechers 1989; Waller ve Maibach 2006). Bu modelde korneositler ve hidrate
keratinler, duvarin tuglalarini olustururken, seramitler, yag asitleri, kolesterol, kolesterol
esterleri gibi ¢ok tabakali lipit bilesimi ise bu duvarin harg¢ olarak isimlendirilen ve
tuglanin igine gémiilmiis olan kismini olusturur (Barry 2001; Waller ve Maibach 2006;
Benson 2012). Deriden gececek olan molekiillerin sahip oldugu 6zelliklerine baglh

olarak izleyecegi ana yollar, ‘tugla’ veya ‘har¢’ kismi olacaktir (Sekil 2-2).

L ilave yollar
Hiicre ici yol Kl folilciili

Hiicreler arasi vol —~

Stratum lucidum
Stratum granulosum Epidermis

Stratum spinosum

Stratum basale

Sekil 2-2: Stratum corneumun ‘tugla ve har¢’ yapis1  (Agabeyoglu 2002 ve Jager ve ark
2007°den esinlenerek ¢izilmistir)

Ila¢ molekiillerinin deriden gecerken izleyecekleri ii¢ cesit yol vardir (Wiechers
1989; Williams 2003 pp 1-25; Degim 2007) (Sekil 2-2);

e Hiicreler arasi yol (interseliiler yol)

e Hiicre i¢i yol (transseliiler yol, intraseliiler yol)



e Yan gegis yollar1 (Shunt yollar: ter bezleri, yag bezleri, kil folikiilleri)

Deriden gegis, aktif ve pasif ge¢is olmak tizere ikiye ayrilabilir. Bir ilacin pasif
difiizyon esasina dayali olarak deriden gecisi i¢in uygun bir ilag tasiyici ile derinin
permeasyonunun arttirtlmasi s6z konusudur. Bunun igin ilacin orta dercede lipofilik
ozellikte (log P 1-3) ve molekiil agirligimin 500 Dalton (Da) un altinda olmasi gerekir.
Pasif diflizyon esasi ile deriden gegise uygun olan maddeler, derinin yapisindaki protein
ve lipitlerle etkileserek hiicreler arasi yolu tercih ederler (Brown ve ark 2006; Jager ve
ark 2007). Hiicreler arasi yol egri-biigrii bir yoldur ve diflizyon yetenegi olan, kiigiik ve
yiiksiiz molekiiller i¢in uygundur. Pek ¢ok molekiil bu yolu tercih eder (Agabeyoglu
2002; Williams 2003 pp 27-49; Jager ve ark 2007).

flacin deriden aktif yontemle gegisi ise gesitli mekanik ve fiziksel yontemler ile
gerceklesir. Iyontoforez gibi elektriksel yontemler, abrasyon, ablasyon, perforasyon gibi
mekanik yontemler ve de ultrason gibi enerji gerektiren yontemler, lipofilik 6zelligi

farkli ve molekiil agirlig: yiiksek olan peptidler, oligoniikleotitler i¢in uygundur (Brown

ve ark 2006).

Yan gegis yollar1 (shunt yollar) olarak tanimlanan ter bezleri, kil folikiilleri ve
bagli olduklar1 yag bezlerinden olusur. Bu yollar, ¢ok kiigiik bir alan1 olusturduklar1 i¢in
(%0,1°den daha az yiizey alani) deriden emilim {izerinde 6nemli derecede etkiye sahip
degillerdir (Wiechers 1989; Williams 2003 pp 27-49). Yani kil folikiilleri, iyi birer gegis
yolu olmasina ragmen deri yoluyla uygulanacak ilaglarin stratum corneum u asmasi
gerekir (Barry 2001). Yan gegis yollari; iyonik yapilar ve bilyiik polar bilesimler i¢in
onemli olabilir (Wiechers 1989). Molekiiller; deri yiizeyindeki hiicre c¢ikintilart,
mikroorganizmalar, sebumlar gibi permeasyonu 6énemli derecede etkilemeyen yapilarla

da temas eder (Barry 2001).

2.1.5. Deriden Gegis Kinetigi

Bir etkin maddenin deriden gegebilmesi igin stratum corneum u agmasi gerekir.
Stratum corneum dan penetrasyon pasif diflizyonla gerceklesir. Bu da Fick’in birinci
kanunu ile agiklanabilir. /n vivo ortamu taklit etmek isteyen aletlerde ¢dziinme
ortamindaki derisim doygunlugun ¢ok altinda olmalidir yani ‘sink kosul’ saglanmalidir.

Bu durumda ¢6ziinme hiz1 degismez. Fick’in birinci kanununa gore;
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d C.—-C:

(J/ ): d—? _KeDe %
(J/A) :gecis hiz1 = birim zamanda birim alandan gecen ila¢ miktar: (mol cm™ s™)
A: membranin yiizey alani(cm?)
AX: membranin kalinligi (cm)
D: membranda ilacin difiizitesi (cm™ s™)
K: membran ve faz 1 arasindaki ilacin partisyon katsayisi
Ci - C2 : membranin her iki yiizeyi arasindaki konsantrasyon farki (mol cm™)

Ortamindaki derigimi doygunlugun ¢ok altinda iken yani ‘sink kosul’ saglandig1

zaman (pratikte ¢ogu durumda); Cy >> C;.
Bu durumda esitlik;
(9= Kp X C; (k)=
Kp: Permeabilite katsayisi
Kp;
Hiz birimidir. Birimi cm h™
Heterojen bir hiz sabitidir.

Hem partisyon hem de diflizyon karakteristiginin her ikisini de iceren bir

parametredir (Hadgraft ve Guy 2003).

2.1.6. Deriden Gegisin Degerlendirilmesinde Kulamlan Deri Modelleri

In vitro calismalarda membran olarak insan derisi gerek etik yaklasimlar gerekse
teminindeki zorluklar nedeniyle c¢ogunlukla kullanilamamaktadir. Bu durumda
genellikle memeli, kemirgen ve siiriingen hayvanlarin derileri model membran olarak
kullanilmaktadir (Williams 2003 pp 54-56; Barbero ve Frasch 2009). In vitro
calismalarda ¢ogunlukla sagsiz fare ya da sigan derisi kullanilmistir. Ancak, sagsiz fare
derisi insan derisinden oldukga farklidir; lipit igerigi ¢cok fazla olup difiizyon esnasinda
biitiinliigli hizla bozulmaktadir. Bu nedenle insan derisiden permeasyonda model

membran olarak kabul edilemez (Williams 2003 pp 54-56). Kemirgenlerin derisi ise
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insan derisine kiyasla daha gecgirgendir (Barbero ve Frasch 2009). Kobay farelerinin
derileri insan stratum corneum una benzer kalinliktadir. Kulak arkasi bolgesinde ise kil
folikiilii ve yag bezleri (yan ge¢it yollar1) yoktur. Siiriingenlerden yilan belirli
donemlerde derisini yeniledigi i¢in yasamlarina son verilmeden derileri kullanilabilir.
Ancak derisindeki yiiksek [-keratin igeriginden dolayr Stratum corneum yapilari
farklidir (Williams 2003 pp 54-56). Maymun ve domuz gibi memeli derileri
kemirgenlerden daha iyi modeller olarak tanimlanmaktadir. Domuz derisinin kalinligi,
lipit igerigi insan derisine benzerdir. Morfolojik ve fonksiyonel &zellikleri yaninda,
besin olarak tiikeldigi icin etik nedenlerin de etkisiyle, domuz derisi insan derisine en
yakin model membran olarak in vitro permeasyon c¢alismalarinda siklikla tercih
edilmektedir (Williams 2003 pp 54-56; Barbero ve Frasch 2009).

2.2. Deri Yolu ile Tla¢c Uygulamalarina Ait Genel Bilgiler

flaglarin deri yolu ile uygulanmasi, insan derisinin sagladigi genis yiizey
alaninin da etkisi ile alternatif bir uygulama olarak yillardir tedavide kullanilmaktadir.
Deri yolu ile ilaglarin uygulanmasinda topikal ve transdermal olmak tizere iki yaklagim
s6z konusudur (Moore ve ark 1998; Cao ve ark 2011). Topikal uygulamada, ilaglarin
derinin ylizeyinde ve/veya derinin hedef tabakalarinda lokalizasyonu saglanirken,
transdermal uygulama ile ilaglarin oncelikle epidermisi asarak dermise ulagmasi ve
buradaki kan damarlari ile sistemik dolasima gegisi saglanir. Topikal olarak uygulanan
ilaglar, oncelikle formiilasyondan serbestleserek derinin stratum corneum tabakasina
difiize olur, ardindan da canli epidermise ulasirlar. Epidermise kadar ulasan ilaglar
dermal mikrodolasima gecer ya da daha derin dokulara penetre olur. Bu sekilde ilaglarin
deri altindaki dokularda lokalizasyonu saglanarak etkin konsantrasyonlarina
ulagabilecegi gosterilmistir (Brown ve ark 2006; Lee ve Maibach 2006). Bu nedenle
giniimiizde NSAI ilaglar gibi bir ¢ok ilag molekiiliiniin topikal olarak tedavide
kullanilmasi miimkiin olmaktadir. Transdermal olarak uygulama ile sistemik etki
saglanabilmesi amaciyla giiniimiizde 6zellikle kronik tedavide kulanilan ilaglarin yama
tipi preparatlar1 pazarda bulunmaktadir. Ancak derinin en dis tabakasinin dogal bariyer
gorevi nedeniyle hala smirli sayida ilacin sistemik etkili transdermal preparati

gelistirilmistir.

2.2.1. IlaclarinTopikal / Transdermal Uygulamanin Avantajlar

[laglarm topikal olarak uygulanmasinin avantajlari;
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Topikal uygulamada formiilasyonun siiriilebilirliginin artmasina bagl

olarak ilag permeasyonu i¢in genis yiizey alani saglanir.

Sistemik dolasima gegen ila¢ miktar1 azaltilir ve/veya ortadan kalkar.
Oral yol ile kullanimda goriilen yan etkiler azalir ve/veya ortadan kalkar.
Gl sistem korunur.

Sistemik dolagima hizli giris olmayacagi i¢in yan etkiler azalabilir.

Etki edecegi dokuda konsantrasyonu artar.

Kontrollii ve siirekli ilag salimi saglanabilir.

Oral yolu kullanamayan hastalar i¢in alternatif yoldur.

Gerekli durumlarda tedavinin hizla sonlandirilmasi miimkiindir.

flacin kontrollii ve sabit salimmin gergeklesebilmesine bagli olarak
uygulanan ilacin dozu azalabilir dolayist ile hasta uyuncu artabilir
(Wiechers 1989; Heyneman ve ark 2000; Naik ve ark 2000; Kreilgaard
2002; Brown ve ark 2006; Jager ve ark 2007; Lionberger ve Brennan
2010; Alam ve ark 2011; Okyar ve ark 2011).

[aglarm transdermal olarak uygulanmasinin avantajlari;

Gl sistemdeki pH degisimleri, tokluk durumunda besinlerin varligi, GI

sistemin motilitesi gibi durumlarin etkisi topikal uygulama ile ortadan
kalkar.

flag-ilag etkilesimleri azalir.

Karaciger ilk gecis etkisi ortadan kalkacagi igin ilacin ayni dozla elde

edilen biyoyararlanimi artar.
Kontrollii ve siirekli ilag dagitimi saglar.

[lacin kontrollii ve sabit saliminin gerceklesebilmesine bagh olarak ilacin

uygulanan dozu azalabilir dolayisi ile hasta uyuncu artabilir.
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e Oral yolu kullanamayan hastalar i¢in alternatif yoldur (Wiechers 1989;
Guy 1996; Heyneman ve ark 2000; Lee ve Maibach 2006; Jager ve ark
2007; Lionberger ve Brennan 2010).

2.2.2. Topikal/Transdermal Uygulamada Ilaglarin Deriden Gegisini Etkileyen
Faktorler

Lipofilik ozellik: Tlacin lipofilik &zelligi yag/su partisyon katsayisi (log P) ile
tanmimlanir ve bu deger logaritmik oktanol-su dagilim katsayisidir (Barry 2001; Lee ve
Maibach 2006; Li ve ark 2006). Ilacin daha derin dokulara penetre olmasini saglayan
igsel bir faktor olarak gosterilmektedir. Molekiiliin hidrojen bagi yapma yetenegi
arttikca ve molekiil lizerindeki pozitif yiik arttikca yagda ¢oziiniirlik de artmaktadir.
Yagda iyi ¢oziinen maddeler ise, lipit yapidaki membran tabakalarindan daha kolay
gecebilmektedirler (Naik ve ark 2000; Degim 2007; Tas ve ark 2007). Madde ne kadar
lipofilik ise log P degeri o kadar yiiksektir (Barry 2001; Lee ve Maibach 2006). Genel
olarak deri yolu ile uygulanmasi istenen ilaglarin log P degerlerinin 1-3 arasinda olmasi
istenir (Naik ve ark 2000; Brown ve ark 2006). Topikal uygulanmak istenen ilaglarla
ilgili yapilmis olan ¢aligmalara gore NSAI ilaglar ve salisilatlarin log P degeri 2-3
arasinda iken perkiitan emilimlerinin en yiiksek oldugu bulunmustur (Hadgraft ve ark
2000).

Molekiil agwrligr: Tlaglarin epidermise ulasabilmesinde molekiil hacmi ve
molekiil agirligr da rol oynamaktadir. Molekiil agirligi biiyiiditkge ilacin klirensinin
azaldig1 bildirilmektedir. 600 Da ve daha diisiik molekiil agirhgindaki ilaglar, deriden
gegis icin uygun adaylar olarak gosterilmektedir (Barry 2001; Williams 2003 pp 36-37
Lee ve Maibach 2006; Lionberger ve Brennan 2010).

Erime sicakhigi: ilag molekiillerinin erime noktasinin diisiik olmas: sudaki
¢Oziiniirliigl ile iliskilidir. Buna bagli olarak ideal ¢oziiniirlik elde edilebilir (Barry
2001). Deriden gegis i¢in ilaglarin sudaki ¢oziintirliigliniin >I1mg/mL olmasi istenir

(Naik ve ark 2000).

Permeabilite Katsayist: 1laglarin permeabilite katsayilarinin iyonize olmayan
kismi ile dogru orantili oldugu ve log P degeri ile ise parabolik bir iliski gosterdigi
bildirilmistir (Lee ve Maibach 2006; Barry 2001).

Iyonizasyon: Zayif asit ve bazik karakterdeki ilaglarin iyonizasyonu deriden

gecisleri agisindan o6nemlidir. Yiiklii molekiillerin stratum corneum dan gegisinin
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iyonize olmayan sekillerine gore dnemli oranda daha az oldugu bildirilmistir (Hadgraft

ve ark 2000; Barry 2001).

pH: Ilaglarin iyonizasyonu bulunduklar1 ortamin pH sina baghdir (Hadgraft ve
ark 2000; Degim 2007).

Sicaklik: Sicaklik arttikca deriden emilim artar (Brown ve ark 2006; Degim
2007).

Okliizyon: Stratum corneum un hidratasyonu ilaglarin penetrasyon oranini
arttirir. Su, bir penetrasyon arttirict madde olarak gosterilmektedir. Stratum corneum un
siki ve diizenli yapisini genisleterek ilaglarin deriden gegisini arttirir (Barry 2001; Zhai
ve Maibach 2001).

Derinin yapisi: ilaglarin gegisinde insan viicudundaki farkli bolgeler gecis
acisindan farklilik gosterebilir. Bunun nedeni farkli boélgelerdeki derinin su ve lipit
iceriginin farkli olmasidir. Ayrica cinsiyete ve yasa gore de farkliliklar

goriilebilmektedir (Wiechers 1989; Williams 2003 pp 14-18; Degim 2007).
Ilacin konsantrasyonu

Deriden pasif diflizyon esasina gore gecen ilaglarin tasiyici igerisindeki
miktarlarinin (konsantrasyon gradiyenti) itici giic olarak etki gosterdigi bilinmektedir
(Wiechers 1989; Hadgraft 1999).

Formiilasyonda kullanilan penetrasyon arttirict maddeler: Cesitli kimyasal
maddeler, derinin gegirgenligini geri doniisimlii olarak degistirerek ilaglarin deriden
gecisini  arttirmaktadirlar.  Bu maddeler permeasyon arttirict maddeler olarak
tanimlanmaktadir. Bazi topikal ve transdermal {irlinler, yiiksek oranda derideki lipitlerle
etkilestigi bilinen etanol gibi ¢oziiciileri icerir (Wiechers 1989; Hadgraft 1999; Degim
2007; Otto ve ark 2009).

2.3. Antienflamatuvar Ilaglar Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.1. Antienflamatuvar Ilaglar

Antienflamatuvar ilaglar farkli, heterojen kimyasal ve fonksiyonel gruplardan
olusmaktadir. Antienflamatuvar ilaglarin etki ve yan etkileri gogu organik asit yapisinda
olan heterojen yapilardan kaynaklanmaktadir. Aspirin bu grup ilaglarin prototipi olarak

tanimlanmaktadir. Bu nedenle antienflamatuvarlar ‘aspirin benzeri ilaglar’ ya da daha
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sik kullanilan ifadeyle ‘steroit yapisinda olmayan antienflamatuvar ilaglar’ olarak
tanimlanirlar (Carlucci 2009) ve genellikle NSAI ilaglar seklinde kisaltilarak ifade

edilirler.

2.3.2. NSAI llaclarin Etki Mekanizmasi

NSALI ilaglarin etkisi farkli mekanizmalarla agiklanmaktadir. NSAI ilaglarin ana
mekanizmasinin, otokoitlerle baglantili olan prostaglandin (PG) lerin biyosentezinde rol
alan siklooksijenaz (COX) enziminin inhibisyonu oldugu diisiiniilmektedir (Carlucci
2009).

Aragidonik asitten PG sentezlenmesinde ana enzim olan COX, ilk defa 1976
yilinda saflastirilarak elde edilmis ve 1988 yilinda klonlanmigtir. 1991 yilinda
laboratuvarlarda yapilan pek ¢ok calisma sonucunda, diger bir COX g¢esidi daha
kesfedilmis ve COX-2 enzimi olarak isimlendirilmistir. COX enziminin her iki izomeri
de yapisal olarak birbirine ¢ok benzemektedir. Ancak substratlari, inhibitor segicilikleri
ve hiicre icerisindeki yerlesimleri agisindan farklilik gostermektedirler (Vane ve ark
1998; Dannhardt ve Kiefer 2001). COX-1 enzimi 6zelikle midede olmak iizere viicudun
pekcok yerinde bulunur. Doku ve hiicrelerde goriilen COX-1 hiicreleri korur. Mide
mukozasi igin hiicre koruyucudur. COX-2 ise normal sartlarda dokularda g¢ok az
miktarda bulunur. Bilyiime faktoriiniin uyarilmasi, endotoksinler nedeniyle ve

enflamasyon durumunda salgilanir (Vane 1996; Matsuyama ve ark 2010).

PG sentez mekanizmasinin baslangic maddesi olan arasidonik asit, hiicre
membranindaki fosfolipitlerin i¢inde bulunan, 20 karbonlu ester halinde, ¢coklu doygun
olmayan bir yag asitidir. Hiicre membraninda bulunan fosfolipitler, fosfolipaz A;
enziminin etkisiyle hidroliz oldugu sirada arasidonik asit salimi1 gerceklesir (Tosun
2005). PG sentez mekanizmasinda rol alan enzim, prostaglandin endoperoksit sentaz ya
da yag asidi siklooksijenaz dir (COX). COX, PG sentezinin hiz sinirlayict enzimidir. Bu
enzim, aragidonik asidi kararli olmayan ara {iriin prostaglandin G, ye doniistiirtir. PGGy,
COX un peroksidaz aktivitesi ile hizla prostaglandin H, (PGH;) ye doniistiiriir
(Dannhardt ve Kiefer 2001; Hawkey 2002; Carlucci 2009). PGH; bir ara iiriin olup, PG
D, Ez Fag, 12 ve Tromboksan A; (TxAz)’nin oOnciisiidiir. PGH, bir dizi enzim ve
nanoenzimlerin etkisi ile PGE,, PGF,, PGD,, PGI, ve TxA; ye doniisiir (Vane ve ark
1998; Dannhardt ve Kiefer 2001).
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2.3.3. NSAI ilaclarin Simiflandirilmasi
NSAI ilaglar kimyasal gruplarina gore siniflandirilirlar (Okyar ve ark 2011);

o Salisilik asitler (Asetil salisilik asit)

e P-aminofenol tiirevleri (Asetaminofen)
e Fenilpropiyonik asitler (Ibuprofen)

e Fenilasetik asit tlirevleri (Diklofenak)
e Indolasetik asit (Indometazin)

e Fenamatlar (Etofenamat)

e Oksikamlar (Piroksikam)

e Pirazolonlar (Metamizol)

2.3.4. NSAI ilaclarinYan Etkileri

NSAI ilaglar diinya {izerinde en yaygin kullanilan ilaglardir. Bildirilen ila¢ yan
etkilerinin dortte biri bu ilaglardan kaynaklanmaktadir. Bilinen ve en sik rastlanilan yan
etkisi ise GI sistem ile ilgili sikayetleridir (Heyneman ve ark 2000; Hooper ve ark
2004). Gl sistem ile ilgili sikayetlerin ana mekanizmasinin, PG sentezinin inhibisyonu
oldugu kabul edilmistir. PG sentezi, mide mukozasindaki kan akisinin artmasi sonucu,
mukus ve bikarbonat sekresyonunun stimulasyonu ile koruyucu etki gosterir. Bunun
aksine prostaglandin eklemlerde, agr1 ve bazi enflamasyon bilesenlerine neden olur

(Hawkey 2002).

Ingiltere’de yapilan arastirmalara gore her y1l 2000 kisi NSAI ilaglarin yol agtig1
iilser kanamalar1 ve mide delinmeleri nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. Ileri yas,
gecirilmis tlser hikayesi gibi risk faktorleri de onemlidir. NSAI ilaglarin GI sistem
tizerindeki etkileri, doza bagli olarak artmaktadir. GI dokunun tamamini etkileyerek,
yiiksek diizeyde dispepsi ve GI doku boyunca mukoza hasarina neden olurlar. Ayrica
sivl retansiyonu, hipertansiyon, bobrek hasarma neden olmaktadirlar. NSAI ilaglarin
kullanilmasma bagli olarak renovaskiiler yan etkiler de goriilebilmektedir. Bu yan
etkilerin tedavi maliyetleri 6zellikle yash niifus igin oldukga yiiksektir (Hawkey 2002;

Lionberger ve Brennan 2010).
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COX-1 i etkilemeden sadece COX-2 inhibisyonu yapan NSAI ilaglarin yan
etkileri daha diistiktiir ancak tamamen ortadan kalkmamistir. COX-2 inhibisyonu
genellikle artrit, osteoartrit gibi enflamasyon durumlarinda tercih edilir. Bu tip hastalar
belirli bir yasin ilizerindedir ve genellikle ¢oklu hastaliklari nedeniyle kronik ilag
tedavisi altindadirlar. Bu durumda ise Gl bir hasarin olasilig1 oldukga yiiksektir (Fosbol
ve ark 2008). Dolayisi ile COX-2 inhibitorlerinin Gl sistem {izerindeki diisiik olan
olumsuz etkilerinin yeniden artmasi beklenir. Yapilan c¢alismalar da COX-2
inhibitdrlerinin sanildig1 kadar giivenli olmadigim gostermektedir. Ozellikle uzun siireli
tedavinin uygulanmasinin gerektigi kronik enflamatuvar hastaliklarinda Kkullanilan
COX-2 inhibitorii NSAI ilaclarin, diger NSAI ilaglara gore mide lezyonlarini da igeren
birgok yan etkilere neden oldugu bildirilmektedir. Giivenli olarak gosterilen NSAI
ilaglarm bile Gl sistemin farkli noktalarindaki firgamsi yiizeyli membran (Brush Border
Membran, BBM)’larda biyofiziksel degisikliklere yol agarak intestinal toksisite
gosterdikleri hipotezi de mevcuttur (Sousa ve ark 2008).

Sekil 2-5: NSAI ilaglar ile tedaviye bagh iilserasyon oranlar1 (Cheatum ve ark 1999)

COX-2 nin renin-anjiyotensin siteminin dengesi {izerinde etkisi vardir. Bu
etkiden dolayr hipertansiyon ve bobrek yetmezligine neden olabilir (Dannhardt ve

Kiefer 2001).
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2.3.5. NSAI ilaclarin Diger Farmakolojik Etkileri

NSALI ilaglarin agr kesici, ates diisliriicli, antienflamatuvar etkilerinin yani sira
farkli farmakolojik etkiler gosterdiklerine dair arastirmalar mevcuttur. Ornegin
mefenamik asitin Amiloid B peptidi iceren Alzheimer hastasi farelerde 6grenme ve
hafiza zayifligin1 gelistirdigi i¢in Alzheimer hastalifinda terapotik ajan olarak
kullanildig1 rapor edilmistir. Enflamasyon yolagi Alzheimer hastaliginin patofizyolojisi
ile birlestigi i¢in NSAI ilaglar ile tedavinin Alzheimer riskini azalttig1 diisiiniilmektedir
(Sevgi ve ark 2009). Hipokampiis ve korteks gibi hafiza ile ilgili bolgelerde COX-2
miktarmin, biriken B-Amiloid proteinine bagli oldugu bulunmus ve Alzheimer
hastaliginin tedavisi igin umut verici oldugu disiiniilmistir (Dannhardt ve Kiefer
2001).

Prostaglandinler (PGs), 16kotrienler ve lipoksinlerle beraber enflamasyon yaniti
esnasinda goriilen plazma protein sizintisi, 6dem ve vazodilatasyona katkida bulunan

lipit mediatorlerdir (Matsuyama ve ark 2010).

COX-2, insanlarin kolon, meme, prostat ve akciger neoplastik hiicrelerinde
gozlenmistir. Selekoksib’in anjiyogenez modeli bir sigandaki potansiyel anti-
anjiyogenetik etkisi, yapilan c¢alismalar sonucunda gosterilmistir. Yani COX-2

inhibitori ilaglarina anti-anjiyogenezis etkilerinden bahsedilebilir.

Ayrica COX-2 nin kolon karsinogenezisinde de etkili oldugu bildirilmistir.
Yapilan ¢alismalardan elde edilen verilere gére COX-2 nin santral sinir sistemindeki
(SSS) enflamasyon ve agri durumlarinda da 6nemli rol iistlendigi One siirtilmiistiir

(Dannhardt ve Kiefer 2001).

Cevresel karsinojen olarak bilinen Ultraviyole (UV) B isinlarinin etkisiyle
deride COX-2 salgilanir ve oksidan trlinlerin miktar1 artar. Selekoksib ile yapilan
calismalar sonucunda topikal yol ile uygulanan COX-2 inhibitérlerinin UV ye bagh deri
kanseri gelisme riskini azalttig1 bildirilmistir (Wilgus ve ark 2003).

2.3.6. NSAI ilaclarin Topikal Uygulanmasi

NSAI ilaglar burkulma, zorlanma, spor agrilari, osteoartrit, romatizma gibi akut
ve kronik iskelet kas sistemi hastaliklarinda yaygin bir sekilde kullanilir (Moore ve ark
1998). Bu ilaglarin oral yol ile kullanimi olduk¢a etkilidir. Ancak GI mukozada

meydana getirdigi iilserasyon ve iritasyon gibi yan etkileri, oral kullanimlarini kisitlar
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(Ustiindag-Okur ve ark 2011). NSAI ilaglarin deri yolu ile uygulanmas: GI sistem
tizerindeki, iritasyonun Onlenmesi, sistemik toksisitesinin azaltilmasi ve daha iyi
terapotik etki saglanmasi agisindan 6nemli avantajlar saglar (Moore ve ark 1998;
Lionberger ve Brennan 2010). Bu nedenle NSAI ilaglarin 6zellikle iskelet kas sistemi
hastaliklarinda jel, krem, sprey, seklinde topikal preparatlari ile uygulanmasi her zaman

tercih edilmektedir (Massey ve ark 2010).

Topikal NSAI ilaglarin etkinligi deriden penetre olarak doku ya da eklem
baglanti noktalarina ulasmalar1 ve agriya neden olan enflamasyon bdlgesinde etkin
konsantrasyonlarina ulagmalar1 gerekmektedir (Massey ve ark 2010). Boylece topikal
uygulanan NSAI ilaglarin sistemik dolasima ¢ok daha az miktarda gegmesi beklenir
(Heyneman ve ark 2000). Genel olarak topikal uygulama ile elde edilen kan serum
konsantrasyonunun oral kullanimda elde edilen kan serum Kkonsantrasyonunun
1/20’sinden daha disiik oldugu kayithdir (Massey ve ark 2010). Topikal uygulanan
NSALI ilaglarin plazma konsantrasyonlarinin oral uygulamay: takiben ulasilan plazma
konsantrasyonlarindan ¢ok daha diisiik oldugu bildirilmistir (Moore ve ark 1998; Lee ve
Maibach 2006). Topikal uygulama ile elde edilen biyoyararlanim ve en yiiksek plazma
konsantrasyonu, oral uygulamaya oranla sirasiyla %5 ve %15°ten azdir (Heyneman ve
ark 2000). Diger taraftan oral yol ile karsilastirildiginda topikal uygulama sonrasi
dermisteki ilag konsatrasyonu daha yiiksektir. Uygulama bolgesinin altindaki kas
dokusunda biriken ilag miktar1 degiskendir; ancak en az oral yolla uygulanan miktara
esittir. Topikal yolla uygulanan NSAI ilaglar sinoviyal siviya kadar ulagir (Heyneman
ve ark 2000; Lee ve Maibach 2006) ve topikal NSAI ilaglarin uygulama bolgesindeki
yan etkileri plasebo ile benzerdir (Massey ve ark 2010). Topikal uygulamanin etkinligi
ile ilgili yapilan calismalara gore topikal ve oral NSAI ilag tedavisi ile elde edilen etki
arasinda pek fark bulunamamistir ve topikal uygulanan NSAI ilaglarin analjezik
etkilerinin plasebolardan ¢ok daha iyi oldugu diistiniilmektedir (Lionberger ve Brennan
2010).

Topikal uygulanan NSAI ilaglarin, uygulandigi bolgedeki dokularda terapotik
konsantrasyona ulagirken diisiik serum seviyesi sagliyor olmalar1 pek ¢ok avantaji
beraberinde getirir: Serum konsantrasyonunun yiiksek olmasina bagli olarak meydana
gelen yan etkiler azalir. NSAI ilaglara bagli olan toksisite dozla iligkili oldugu i¢in

serum konsantrasyonundaki azalmayla beraber prostaglandin inhibisyonuna bagl
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olarak meydana gelen yan etkilerin de azaldig: disiiniiliir. Bu yan etkiler arasinda akut
bobrek yetmezligi, nefrotik sendrom, NSAI ilag gastropatisi, kanama zamaninin
uzamasi ve sivi retansiyonu yer alir ve ilag ilag etkilesimleri de azalmis olur (Heyneman
ve ark 2000). Topikal uygulama ile sistemik yan etkiler azalirken deri reaksiyonlar1 gibi
daha kolay tolere edilebilir lokal yan etkiler gozlenebilir (Lionberger ve Brennan 2010).

2.4. Etodolak Hakkinda Genel Bilgiler

2.4.1. Etodolak’in Yapis1 ve Ozellikleri
Kimyasal Formiilii: 1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b] indol-1-asetik asit

Kapali Formiilii. C17H21NO3
Molekiil Agirligi: 287,4
Erime Noktast . 146,5°C

Log P: 2,5

pKa: 4,65

Sudaki ¢oziiniirliigii: 16mg/L

(www.drugbank.ca; Martindale 2005)

CHs
Sekil 2-6: Etodolak’in kimyasal yapis1  (Carlucci 2009)
Etodolak, beyaz kristal seklindedir, pratik olarak suda ¢6ziinmez, alkolde (%96)

ve asetonda iyi ¢ozinilir (Martindale 2005). Etodolak, S ve R enantiyomerlerinin

rasemik karisimlarindan olusur. S ve R enantiyomerlerinin antienflamatuvar etkileri
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incelendiginde hem rasemik hem de S enantiyomerinin COX-2 iizerinde etkisi vardir;
diger taraftan COX-1 iizerindeki etkileri zayiftir. R enantiyomerinin hem COX-1 hem de
COX-2 tizerine etkisi yoktur. Etodolak’in COX-2 inhibitor aktivitesi, antienflamatuvar
etkisi ve anti-allodini etkisi S enantiyomerinden kaynaklanmaktadir (Shi ve ark 2004;
Inoue ve ark 2011).

2.4.2. Etodolak’im Farmakolojik Ozellikleri

2.4.2.1. Endikasyonlar1 Yan Etkileri Kullanim Dozu

Etodolak agri, ates ve enflamasyona karsi kullanilan NSAI bir ilagtir.
Piranokarboksilik asit grubu NSAI ilaglar arasinda yer alir (Balfour ve Buckley 1991;
Inoue ve ark 2011). Osteoartrit ya da romatoid artrit tedavisinde (Carlucci 2009; Lee ve
ark 2008), operasyon sonrasi agrilarda, ankilozan spondilitte, gut hastaliginda, travmatik
incinmelerde (Balfour ve Buckley 1991) kullanilir. Etodolak’in, osteoartrirt ya da
romatoid artrit tedavisinde diger NSAI ilaglara gore klinik kullanimi daha genistir
(Carlucci 2009).

Romatoid artrit ve osteoartrit gibi hastaliklarin tedavisinde Onerilen kullanim
dozu boliinmiis halde 600-1000 mg arasindadir. En yiiksek kullanim dozu giinliik 1200
mg’dir. Akut agrt durumunda 6-8 saat arayla 200-400 mg dozda kullanimi
Onerilmektedir (Martindale 2005).

Diger NSALI ilaglarda oldugu gibi etodolak’in en yaygin goriilen yan etkisi GI
sistem (dispepsi, abdominal agri, mide bulantisi) ilizerinedir (Balfour ve Buckley 1991;
Inoue ve ark 2011). Gl sistem rahatsizliklarini takiben en sik goriilen yan etkiler; bas
agrisi, bag donmesi, dokiintli ve kizarikliktir. Abdominal agr1 ve dispepsi orani diger
NSAI ilaglarin meydana getirdigi etkiye benzerdir. Ancak aspirinin neden oldugu yan

etkiye gore daha azdir (Schattenkirchner 1990; Balfour ve Buckley 1991).

2.4.2.2. Farmakokinetik Ozellikleri
Absorbsiyonu

Saglikli yetiskinlerde oral yol ile uygulanan etodolak hizli ve iyi absorbe olur
(Boni ve ark 1999) ve 1-2 saat igerisinde en yiiksek plazma konsantrasyonuna ulasir.
Etodolak’m plazma konsantrasyonu-zaman egrisi altinda kalan alan, doza bagli olarak

dogrusal sekilde artar (Brocks ve Jamali 1994). Etodolak oral yol ile 200 ve 400 mg
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dozlarda uygulandiktan 2 saat sonra elde edilen plazma konsantrasyonlar: sirasiyla

yaklasik olarak 12 - 15 mg/L ve 21 mg/L dir (Balfour ve Buckley 1991).
Dagilimi

Diger NSAI ilaglar gibi etodolak da yiiksek oranda (yaklasik %99) plazma
proteinlerine baglanir (Balfour ve Buckley 1991; Boni ve ark 1999). insanlardaki
dagilim hacmi 0,3 - 0,5 L/kg iken oral klirensi (cL/F) 0,39 - 0,41 L/sa/kg’dir (Balfour ve
Buckley 1991; Boni ve ark 1999). S-enantiyomerinin genis dagilimmdan dolay1 dagilim
hacmi birgok NSAI ilacin dagilim hacminden yiiksektir (Brocks ve Jamali 1994).
Jitvenil romatoid artritli hastalarda serbest ila¢g miktarinin saglikli yetigkinlere gére daha
yiiksek oldugu, buna ragmen oral klirensin yas ile iligkili olmadigr bulunmustur (Boni
ve ark 1999). Etodolak’in artritli hastalarda hizla sinoviyal siviya penetre oldugu
bulunmustur. Yapilan hayvan deneyleri ile de enflamasyonlu dokuda ila¢ aliminin
artabilecegi sonucuna varilmistir. Sonug olarak degismeyen etodolak ile beraber agil
glukronitlerinin 6nemli konsantrasyonlarda plazmada ve artritli hastalarin sinoviyal

stvilarinda bulundugu bildirilmistir (Balfour ve Buckley 1991).
Metabolizmast ve Metabolitleri

Etodolak, aktif olmayan oksidatif metabolitlerine, biiyiik oranda ve hizla,
karacigerde metabolize olur (Lee ve ark 2008). Etodolak insan viicudunda

hidroksilasyon ve agil glukronidasyon ile metabolize olur (Carlucci 2009).

Etodolak’in monohidroksillenmis metabolitlerinden 6-hidroksi, 7-hidroksi ve 8-
hidroksi bilinmekte idi. Daha sonralar1 bu metabolitlerin agil glukronitleri olan etodolak
glukronit bulunmustur. Yapilan g¢alismalar sonucu 4-iireido etodolak’in varhigindan
bahsedilmistir. Bu ¢alismalara ek olarak Strickmann ve Blaschke 5-hidroksi etodolak
adin1 verdikleri metaboliti, insan idrarindan izole etmislerdir (Sekil 2-7) (Strickmann ve
Blaschke 2001).
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HOOC
TR TR TR A
etodolak H H H H
5-hidroksi etodolak OH H H H
| 6-hidroksi etodolak H OH H H
7-hidroksi etodolak I H H OH H
B-(1*-hidroksietil) etodolak ] H | H | H OH

Sekil 2-7: Etodolak ve metabolitleri  (Strickmann ve Blaschke 2001)

Atilimi

Etodolak’in viicuttan atiliminin ana yolu bdbreklerdir. Oral yoldan verilen
etodolak’m eliminasyon yar1 dmrii yaklasik 6 - 7 saattir (Boni ve ark 1999). Ilk 24 saat
icerisinde uygulanan dozun yaklagik %601 ve 7 giin icerisinde %731 konjuge etodolak
ve hidroksillenmis metabolitleri olarak idrarda goriilmiistiir (Balfour ve Buckley 1991).

Kolesistektomi yapilan hastalarin safralarinda konjuge etodolak’in az bir
miktarina rastlanmistir. Yapilan c¢aligmalar ile, bobrek fonksiyonlarmin ya da
yaslanmanin etodolak’in farmakokinetigi iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi
gosterilmigtir.  Acil glukronitler, bobrekten atiliyor olmasina ragmen bdbrek

fonksiyonlarinda bozukluk oldugu gézlenmemistir (Brocks ve Jamali 1994).

2.4.3. Diger Farmakolojik Etkileri ve Kullanim Alanlari

Etodolak’in etkisi COX-2’nin selektif inhibisyonuna bagli prostaglandin
sentezini bloke etmesine dayanir. Ayni zamanda enflamasyon bdlgesinde meydana
gelen serbest radikalleri temizleme etkisi, antioksidan 6zelligi de vardir (Garcia ve ark
2006).

Enflamasyon esnasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretildigi ve bu tiirlerin
kontrolsiiz sekilde saliminin doku hasarina yol actigi ile ilgili bilgiler vardir. Bu nedenle

NSAI ilaglarin COX-2 ve lipooksijenaz enzimlerini inhibisyonu ile meydana gelen

antienflamatuvar etkilerinin yani sira, antioksidan etkileri de arastiriimaktadir (Lﬁcio ve
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ark 2008). Etodolak, Helicobacter pylori ile enfekte olmus mukozada mide kanseri

gelisimini doza bagl olarak inhibe edebilecegi gosterilmistir (Magari ve ark 2005).

Enflamasyon durumunda goézlenen COX-2 ayni zamanda pek cok kanser
durumunda agiga ¢ikar. COX -2 nin apopitoz inhibisyonu da dahil pek¢ok mekanizma
ile timor olusumuna katkida bulundugu bildirilmistir. COX-2 inhibitorii etodolak’n, in
vitro ve in vivo insan prostat kanser hiicrelerinde hiicre apopitozunu baslatarak
antitimor etki gosterdigi de kayithdir. Ayrica mesane kanseri tizerindeki etkinligi ile

ilgili veriler elde edilmistir (Okamoto ve ark 2008).

Etodolak’in, antilosemik aktivitesi ile dikkat ceken bir NSAI ilag oldugu
bildirilmistir. Etodolak’in antitimor etkisinin oldugunu rapor eden ¢alismalarin
ardindan bu etki iizerine yeni caligmalar yapilmistir. Prostat ve kolon kanseri
hiicrelerinde de ayni aktivitenin elde edildigi gosterilmistir. COX-2 {izerinde etkisiz olan
R (-) enantiyomerinin antitimor potansiyeli gosterdigi diisiiniilmektedir. Yapilan
calismanin sonucunda indol-piran analoglarinin kanser tedavisinde yeni bir ila¢ siifi

olusturabilecegi gosterilmistir (Lindhagen ve ark 2007).

Etodolak, noropatik agrisi olan farelerde mekanik allodiniye karsi etkili
bulunmustur. Bu etkinin COX inhibisyonu ile bir ilgisi olmadigi i¢in diger NSAI ilaglar
icin gecerli degildir. Etodolak’in néropatik agridaki etkinliginin  kendisi ile
karsilastirildigi  pregabalinin  etki mekanizmasindan farkli oldugu bulunmustur.

Etodolak’in noropatik agrida klinik agidan kullanilabilecegi rapor edilmistir (Inoue ve
ark 2009).

Ayrica kandaki trik asit seviyesini diisiirerek gut hastaliginin tedavisinde

kullanildig1 da rapor edilmistir (ibrahim ve ark 2010).

2.4.4. Etodolak’in Farkh Uygulama Yollan1 ile filgili Literatiirlerdeki Kayith
Cahismalar

Etodolak gilinlimiizde tedavide oral yolla tablet seklindeki preparatlar: ile
kullanilmaktadir. Oral tedavinin dezavantajlarinin tistesinden gelmek ve ozellikle
spesifik artrit, osteoartrit gibi kronik hastaliklarin tedavisinde topikal, rektal gibi
alternatif uygulama yollarmin istiinliiklerini saglamak {izere yapilmis olan arastirmalar
literatlirlerde kayitlidir. Ayrica oral kullanim ile emilimi ve biyoyararlanimininin

arttirhmasi i¢in yapilmis calismalar da vardir.
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Kayith ¢alismalardan birinde deri alt1 bolgesinde topikal etki elde etmek amaci
ile penetrasyon arttirict mentol, anetol ve karvakrol gibi terpenler kullanilarak etodolak
jel formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan jellerin viskoziteleri incelenmistir. /n
vitro c¢alismalar selilloz membran ile ex vivo c¢alismalar ise si¢an derisi kullanilarak
yapilmigtir. Lipofilik ilaglarin deriden gegisinde penetrasyon arttiricilarin lipofilik
ozelligi belirleyici faktor oldugu bildirilmistir. Bu yaklasimla ¢alisma sonucunda mentol
ve karvakrol gibi hidrofilik terpenlerin deriden gegisi anlamli derecede arttirmadigi
ancak hidrofobik 6zellikte bir terpen olan anetol’iin gegis lizerinde oldukga etkili oldugu
saptanmistir. Bu ¢alismadan, %1 anetol igeren topikal jel formiilasyonlar1 hazirlanmig
ve GI sistem iizerinde yan etkiler meydana getiren oral kullanima alternatif olabilecegi

sonucu ¢ikarilmistir (Tas ve ark 2007).

Poloksamer ve biyoadezif polimerlerden meydana gelen rektal etodolak termojel
sistemleri gelistirilmis, in vitro ve in vivo olarak degerlendirilmistir. Bu jel sistemlerinin
jel kuvvetleri ve mukoadezif kuvvetleri 6l¢iilmiistiir. Formiilasyondan salimlart USP
palet yontemi ile calisilmistir. Bu formiilasyonlarin antienflamatuvar etkileri ve hiicre
tizerindeki toksisiteleri siganlar iizerinde in vivo olarak denenmistir. 6 saat sonra yapilan
degerlendirmelere gore antienflamatuvar etkilerinin oldugu belirtilmistir. Etodolak’in
supozituvardan Fick’in birinci yasasmna gore salindigi sonucuna varilmistir. Normal
supozituvarlarla karsilastirildiginda  sicanlarda  etodolak’in  poloksamer jelden
emiliminin daha hizli oldugu bulunmustur. Polimerin akigkanligi ve biyoadezif kuvveti
bunun nedeni olarak gosterilmistir. Etodolak’in supozituvart rektal dokuda hasar
yaratmamistir. Sonug olarak in situ etodolak ve mukoadezif polimerlerin akiskan jel
supozituvarmin, etodolak’in rektal dozaj formu olarak giivenilir ve etkili oldugu

bildirilmistir (Barakat 2009).

Etodolak yiikli Poli (d,I-laktit-ko-glikolit) (PLGA) nanopartikiilleri, etodolak’in
mide tizerindeki yan etkilerini azaltmak amaciyla hazirlanmistir. Formiilasyonun ilag
yiikleme kapasitesinin %17 oldugu bulunmustur. Nanopartikiil formiilasyonu 144 saate
kadar uzayan kontrollii salim profili gdstermistir. Bu sonuglardan, etodolak yiikli
PLGA nanopartikiillerinin bu antienflamatuvar ila¢ i¢in umut vaadedici tasiyict

sistemler olabilecegi sonucu ¢ikarilmistir (Cirpanli ve ark 2009).

Suda c¢oziiniirliigii zayif olan etodolak’in emiliminde hiz sinirlayic1 basamak

¢oziinme hizidir. Oral yoldan kullanimda ¢6ziinme hizin1 dolayisi ile biyoyararlanimini
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arttirmak i¢in 2-hidroksipropil B-siklodekstrin ve trometamin kullanilarak ¢ignenebilir
etodolak tabletleri hazirlanmistir. Sonug olarak yiiksek kan konsantrasyonu (Cpmax) Ve
daha kisa zaman (Tmax , yaklasik 2 saat) elde edilmistir (Ibrahim ve ark 2010).

2.5. Mikroemiilsiyonlar Hakkinda Genel Bilgiler

2.5.1. Mikroemiilsiyonlarin Tarihgesi ve Tanimi

Mikroemiilsiyonlar ile ilgili ilk calisma 1943 yilinda Ingiliz kimyager
Schulmann ve Hoar tarafindan yapilmistir. Schulmann ve Hoar; su, katyonik siirfaktan
(setil trimetill amonyum bromit), yag fazi ve alkol kullanarak emiilsiyon benzeri yapilar
hazirlamiglardir (Kreilgaard 2002). Su ile karigsmayan organik sivilar ve amfifilik
maddeler, su ile karigtirildiklarinda 6ncelikle iki fazli bulanik bir emiilsiyon olusur. Bir
slire sonra bu sistem sulu faz ve organik faz olmak iizere ikiye ayrilir (Schwuger ve
Stickdornt 1995). 1950 yilinda Schulmann dayanikli olmayan iki fazli bu yapilara orta
zincirli alkol ilave ederek 1s181 geciren ve dayanikli emiilsiyonlar hazirlamistir
(Comoglu ve Goniil 1997). 1959 yilinda ise Schulmann ve arkadaslar1 hazirladiklart bu
yapilar1 mikroskop ile inceleyerek ‘mikroemiilsiyon’ olarak isimlendirmiglerdir
(Kreilgaard 2002). 1981 yilinda Danielsson ve Lindman ise mikroemiilsiyonlari,
yapilarinda bulunan yag ve suyun optik agidan izotropik ve tek fazli ¢ozeltiler olarak

tanimlamiglardir (Kogan ve Garti 2006; Santos ve ark 2008).

Mikroemiilsiyonlar su, yag, siirfaktan ve genellikle kisa ya da orta zincirli
alkollerden secilen ko-siirfaktan olmak tizere dort bilesenden meydana gelmektedir
(Kreilgaard 2002). Genel bir ifadeyle mikroemiilsiyonlar, uygun oranlarda yag fazi, su
fazi, stirfaktan ve ko-siirfaktandan olusan, 15181 gegirebilen dispersiyon sistemlerdir
(Cao ve ark 2011).

2.5.2. Mikroemiilsiyonlarin Yapisi ve Ozellikleri

Mikroemiilsiyonlar siirfaktan ve ko-siirfaktan ile stabilize edilmis su ve yagdan
olusan seffaf, izotropik ve diisiik viskoziteli dagilimlardir (Moulik ve Paul 1998;
Kreilgaard 2002; Kogan ve Garti 2006). Emiilsiyonlarin aksine mikroemiilsiyonlar
olduk¢a kararli kolloidal dispersiyonlardir. Bu sistemler, ko-siirfaktan kullanilmadan
yalmiz siirfaktan ile stabilize edilebilirler. Ancak ko-siirfaktan kullanilmasi,
mikroemiilsiyonlarda yiizeylerarasi gerilimin daha fazla diisiiriilebilmesini saglar
(Santos ve ark 2008).
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Mikroemiilsiyonlarin ~ damlacik  biyiikligii  farkli  kaynaklarda  farkli
gosterilmistir. Bazen 1-100 nm arasinda (Kawakami ve ark 2002) bazen 10-100 nm’dir
(Kreilgaard 2002; Chen ve ark 2006; Zhao ve ark 2011; Goebel ve ark 2011). Genel
olarak mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutlarinin, 200 nm’den kiigiik oldugu
bildirilmistir (Prince 1970).

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin damlacik boyutu 200 nm’nin altinda oldugu
igin (goriniir dalga boyunun altinda) elektron veya 1sitk mikroskobu ile
goriintlilenemiyor olmalarina ragmen 15181 dagitabilme 6zelliklerinden dolay1 varliklari
kolayca goriilebilirler. Bu Tyndall Etkisi’ yansiyan 1sikta puslu mavi olarak ya da gecen
1sikta kirmizi-turuncu olarak goriiliir ve bu durum mikrofotometre ile Slgiiliir (Prince

1970; Kreilgaard 2002).

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin damlacik boyutunun bu kadar kiiglik
olmasi, bu formiilasyonlarin ¢okme, flokiilasyon ve koalesense karsi kararliliklarinin

artmasini saglar (Hathout ve ark 2010a).

Mikroemiilsiyonlarin S/Y veya Y/S yapisint siirfaktanlar belirler (Rosano ve ark
1988). Mikroemiilsiyon bilesenlerinin oran ve miktarlar1 dis fazin su veya yag olmasina
bagl olarak degisir. Mikroemiilsiyonlarda sulu fazda su ile karigabilen ya da suda
¢oziinebilen maddeler de yer alabilir (Yazan 2002). Bilesenlerinin oranlarina bagh
olarak mikroemiilsiyonlar normal, ters misel ya da bicontinuous yapida olabilirler
(Esposito ve ark 2003).

Siirfaktan, su ve yag arasindaki film tabakasi tarafindan absorbe edilir. Ko-
siirfaktan da yiizeylerarasinda karisik ¢ift yonlii film olusturmak iizere etkilesim yapar.
Ko-siirfaktan dinamik durumda etkilidir. Dispersiyon olusumunun baslangicinda
olusum i¢in gerekli olan yiizeyleraras1 gerilimi gecici olarak disiiriir. Ardindan ko-
stirfaktan dagilimi esitlendigi zaman, ylizeylerarasi film tabakasinin bir parcasi olarak
yiizeylerarasina siirfaktanla birlikte dagilir. Bu noktada sistem termodinamik agidan
kararli, sigsmis misel karisimi (Y/S) ya da ters misel karisimi (S/Y) olabilir (Rosano ve

ark 1988).

Mikroemiilsiyonlarin, klasik emiilsiyonlardan farkli yap1 ve ozellikleri Tablo 2-1 de
Ozetlenmistir (Prince 1970; Rosano ve ark 1988; Comoglu ve Goniil 1997; Moulik ve
Paul 1998; Heuschkel ve ark 2008; Santos ve ark 2008).
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Tablo 2-1: Emiilsiyonlar ile mikroemiilsiyonlar arasindaki farklihiklar

Ozellikler Emiilsiyon Mikroemiilsiyon

Goriiniim Bulanik-opak Seffaf

Optik izotropi Anizotrop Izotrop

Damlacik Boyutu >500 nm <200nm

Stabilite Termodinamik agidan Termodinamik  agidan
kararli degil kararli, uzun raf omrii

Hazirlama Yiiksek enerji ister Spontan

Yiizeylerarasi Gerilim 50 mN m™ Neredeyse 0 mN m™

Mikroyapi Statik Dinamik

) ) Newton tipi akig
Viskozite Yiiksek viskozite ) .
gosteren diisiik viskozite

Faz iki fazli Tek fazhi

2.5.3. Mikroemiilsiyonlarin Formiilasyonu

Mikroemiilsiyon formiilasyonunun hazirlanmasinda kullanilacak bilesenlerin
genel olarak toksik olmayan, birbirleri ile uyumlu, optimum formiilasyon

olusturabilecek 6zelliklere sahip olmasi istenir (Kreilgaard 2002).

2.5.3.1. Yag Fazinin Secilmesi

Yag asitleri, alkoller, yag asidi ve alkollerin esterleri, orta zincirli trigliseritler,
asetik asit, terpenler mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin yag fazi1 olarak
kullanilabilirler. En yaygin kullanilan esterler, izopropil miristat (IPM), izopropil
palmitat ve etil oleattir (Kogan ve Garti 2006; Santos ve 2008).

Formiilasyon bilesenleri segilirken mikroemiilsiyonun kullanim amaci ve yolu

da dikkate alinir. Dermal uygulamaya yonelik hazirlanan mikroemiilsiyonlarda doymus
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ve doymamis yag asitleri penetrasyon arttirict etkilerinden dolayr tercih edilirler
(Kreilgaard 2002; Kogan ve Garti 2006). Oleik asit, penetrasyon arttirici etkisi bilinen,
en sik kullanilan yag asididir (Kogan ve Garti 2006). Kaprik ve Kkaprilik asitin orta
zincirli trigliseritleri de pek ¢ok dermal formiilasyonda yag fazi olarak tercih edilir
(Santos ve ark 2008).

2.5.3.2. Sulu Fazin Secilmesi

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda sulu faz olarak genellikle su kullanilir.
Bazi durumlarda sulu faz olarak pH 7,4 fosfat tamponunun kullanildig: formiilasyonlar
vardir (Kogan ve Garti 2006). Suyun yani sira sodyum kloriir, tamponlar, koruyucular,

penetrasyon arttiricilar da sulu fazi olusturur (Santos ve ark 2008).

2.5.3.3. Siirfaktan ve Ko-Siirfaktanin Sec¢ilmesi

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda kullanilan siirfaktan ve ko-siirfaktanlarin
giivenli ve iritasyon potansiyellerinin oldukca diisiik olmasi istenir. Bu nedenle iyonik
olmayan siirfaktanlarin kullanilmasi, iyonik siirfaktanlara gore daha uygundur. Anyonik
stirfaktanlar iritasyon 6zellikleri ile bilinirken katyonik olanlar hiicre iizerindeki toksik
etkileri ile dikkat ¢ekerler (Lawrence 1996; Kreilgaard 2002; Kogan ve Garti 2006;
Santos ve ark 2008). Iyonik siirfaktanlara alternatif olarak fosfolipitler kullanilabilir.
Lesitin ile yapilmis ¢aligmalar, insan derisi lizerindeki iritasyon potansiyelinin diisiik
oldugunu goéstermistir (Santos ve ark 2008). Tween 80, Tween 20, Span 20, Azone,
Labrasol, Plurol izostearik, Plurol oleik, Aerosil iyonik olmayan siirfaktanlara 6rnek
gosterilebilir (Kogan ve Garti 2006; Santos ve ark 2008).

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda ko-siirfaktan kullanilmasi sarti yoktur.
Ancak ko-siirfaktan kullanildigi zaman yiizeyleraras1 gerilimin biiytikligiinii ii¢ dort
kata kadar dusiiriir (Santos ve ark 2008). Esnek arayiizey goriisiine gore
mikroemiilsiyonlar su/yag/stlirfaktan {i¢liisiiniin karistirilmasi ile olugan biiyiik halkalara,
stv1 kristallerin birlesmesi sonucu ortaya ¢ikan karisik ve sivi bir yapiya sahiptir. Ancak,
birlesme ko-siirfaktan eklenmesi ile uyarilmaktadir (Yazan 2002). Ayrica
mikroemiilsiyonlarin yiiksek siirfaktan igerigi, deri iritasyonuna neden olabilir. Ko-
sirfaktan ilavesi ile siirfaktan orani disiiriilerek iritasyon potansiyeli azaltilabilir

(Djordjevic ve ark 2004).
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Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda ko-siirfaktan olarak genellikle orta zincirli
olarak siniflandirilan karbon sayis1 5-10 arasinda degisen alkoller kullanilir (Rosano ve
ark 1988). En yaygin kullanilan alkol, etil alkoldiir. Deri yolu ile uygulanan
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda stratum corneum un lipit yapisini ekstraksiyon ile
bozarak ilacin akisini arttirdigi disiiniilmektedir (Kogan ve Garti 2006). Ko-siirfaktan
olarak kullanilan diger alkoller; 1,2-propandiol, 1,2-oktandiol, 1,2-hekzandiol, 2-etil-
1,3-hekzandiol, izopropanol ve biitanoldiir (Santos ve ark 2008).

2.5.4. Mikroemiilsiyonlarin Hazirlanmasi

Mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 i¢in Ongdriilmiis genel kurallar yoktur
(Kawakami ve ark 2002). Mikroemiilsiyonlarda makroemiilsiyonlarda oldugu gibi HLB
sistemi kullanilarak siirfaktan ve ko-siirfaktanlarin belirlenmesi pek kullanigh degildir,
mikroemiilsiyon formiilasyonu ampirik bir istir (Yazan 2002). Ancak genelleme
yapilacak olursa su i¢inde yag mikroemiilsiyonlar1 hazirlayabilmek i¢in kullanilan
stirfaktanlarn HLB degerleri 12-18 arasinda olmalidir. Bir diger gereklilik ise

formiilasyonda kullanilan maddelerin toksik 6zellikte olmamasidir.

Alkil zincirlerinin sayist ve uzunlugu arttikca polarite azalir. Yag fazinin
polaritesinin yiiksek olusu mikroemiilsiyon formiilasyonu hazirlamak i¢in elverislidir.
Ester ve eterlerin mikroemiilsiyon olusturma farkliliklari yag fazinin penetrasyonu
arttirmasindaki degisiklige baglidir. Ester yapisi, polar yagin siirfaktan tabakasi igerisine
penetrasyonunu engeller. Yag fazinin siirfaktan tabakasina penetrasyonu ne kadar fazla

olursa damlacik boyutu o kadar kiigiik olur (Kawakami ve ark 2002).

Su ve yag birbiri ile karismaz, bu tiir sistemlerde iki sivi, iki ayr1 tabaka
olusturmaya meyillidir. Bu iki faz1 bir araya getirmek i¢in yiiksek enerji gerekir (Rao ve
ark 2009). Su ve yagdan olusan sistemlerin yiizeylerarasi gerilimi 30-50 dynes/cm
olacak kadar yiiksektir (Prince 1970). Bu gerilimi ortadan kaldirmak i¢in siirfaktanlar
kullanilir. Siirfaktanlar aktif yapilardir ve suyu seven (hidrofilik) ve yagi seven
(lipofilik) kisimlardan olusur. Bas kisimlar1 polar ve kuyruk kisimlari apolardir. Bu
nedenle su ve yag fazi arasinda dagilarak gerilimi ortadan kaldirir ve bu iki fazin
karismasini saglarlar. Siirfaktanlar, hidrofilik gruplari sulu faza lipofilik gruplar yagh
faza veya havaya gelecek sekilde ara yiizeye tutunurlar. Daha sonra miselizasyon olarak

bilinen agregasyon yontemi ile solventle arasindaki uyusmazligi azaltir (Rao ve ark

2009).
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Stirfaktan  ve  ko-siirfaktandan  (alkol) olusan bir ¢ift emiilsifiyerin
mikroemiilsiyon olarak isimlendirilen bir emiilsiyon sistemi olusturmasi Griffin’in HLB
semasi ile agiklanabilir. Griffin’e gore bir emiilsifiyerin HLB degeri onun “su ve yaga
olan bagil eszamanlh ilgisi” dir. Bagka bir deyisle iki farkli faz arasindaki dagilim
potansiyelidir. Kisa zincirli fraksiyonlar suda daha az ¢6ziiniir ve Ko-siirfaktan gibi
davranirlar. Uzun zincirli fraksiyonlar ise suyu daha ¢ok severler ve siirfaktan gibi
davranirlar. Bu siirfaktan benzeri olan emiilsifiyerlerin biiyiik bir kismi ylizeylerarasi
tabakaya dagilirken az bir kismi da su fazina dagilarak adsorbsiyon esitliginin

saglanmasina katkida bulunur (Prince 1970; Yuan ve ark 2006).

Mikroemiilsiyonlarin olusumunun gegici yiizeylerarast negatif gerilimden
kaynaklandig1 seklinde agiklanabilir. Yiizeylerarasi alani arttiracak daha fazla enerji
kalmayana dek var olan yag fazi kullanilarak olabildigince kii¢iik damlacik boyutu elde

edilir. Bu esitlenme negatif gerilim sifirlanana kadar devam eder (Prince ve ark 1970).

Gibbs-Helmholtz  esitligine  gére  mikroemiilsiyonlarin ~ kendiliginden

olusabilmeleri negatif serbest enerji AG ile miimkiindiir.

AG=yAA-TAS (2-1)

Burada AG serbest enerji olusumunu, y yiizey gerilimini, AA olusum esnasinda

yiizeylerarasi alan degisimini, AS entropideki degisimi, T ise zamani gosterir.

Yiizeylerarasi alan olan A’da belirgin artis ile mikroemiilsiyonlar meydana gelir.
Yiizeylerarasi gerilim olan vy bariz bir sekilde diiserken sistemin entropisindeki dramatik
degisim ile yiizeyleraras1 enerji yani yA aciga cikar. Bu kadar disiik yiizeylerarasi
gerilim i¢in tek basina siirfaktan yeterli degildir. Ko-siirfaktanlar amfifilik yiizeylerarasi
tabakaya penetre olarak akiskanligi arttirir (Heuschkel ve ark 2008; Santos ve ark 2008;

Lawrence ve Rees 2012).

Mikroemiilsiyonlar hazirlanirken bilesenlerin karistirilma sirasi farkli sekillerde
siralanmistir. Rosano ve arkadaslarina gore mikroemiilsiyon hazirlanirken oncelikle
sadece yagda c¢oziinebilen bir silirfaktan secilir, ardindan su fazi1 eklenir. Bu yag ve su
karisimi ko-siirfaktan ile titre edilir (Comoglu ve Goniil 1997). Bir baska yaklagim ise
faz diyagramlar1 hazirlamaktir (Rosano ve ark 1988; Patel ve ark 2011).
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Ucgen faz diyagramlar1 hazirlanirken su ile titrasyon yontemi kullanilir.
Diyagramlar1 olusturmak i¢in sabit siirfaktan/ko-stirfaktan orani belirlenir ve bu karisim
yag fazi ile farkli oranlarda karistirilir. Karistirma islemi devam ederken titrasyon
yontemine gore damla damla su ilave edilerek mikroemiilsiyonlar hazirlanir. Bu islem

sonrast liggen faz diyagrami iizerinde mikroemiilsiyon alani olusturulur.

2.5.5. MikroemiilsiyonlarinKarakterizasyonu

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin yapilariin ¢esitlilik gostermesine ve
damlacik boyutlarinin kiigiik olmasina bagl olarak karakterizasyonlar1 olduk¢a zordur
(Moulik ve Paul 1998; Kreilgaard 2002; Heuschkel ve ark 2008; Santos ve ark 2008).
Mikroemiilsiyonlarin yapilar1 ile ilgili bilgi edinebilmek i¢in indirekt ol¢iim

tekniklerinden faydalanilir (Kreilgaard 2002).

Hoar ve Schulmann 1943 yilinda hazirlamis olduklar1 sisteme mikroemiilsiyon
ismini verirken elektron mikroskobundan yararlanmislardir (Kreilgaard 2002). Elektron
mikroskobu farkli hazirlama metotlara gore biocontinuous ya da damlacik seklindeki
mikroemiilsiyonlarin yapisal farkliliklarin1 =~ goriintiilemek i¢in  kullanilir.  Ancak
hazirlama teknigindeki kisilerden kaynaklanan hatalar1 dikkate almamak her zaman
miimkiin degildir ve elde edilen goriintiileri yorumlamak i¢in ileri diizeyde deneyim
gerekir (Gradzielski 2008; Heuschkel ve ark 2008). Bu nedenlerle elektron mikroskobu
yerine TEM tercih edilebilir. Mikroemiilsiyonlarin temel yapilarina karar verebilmek
icin polarize 151k mikroskoplart ile optik agidan izotropik olup olmadiklar

degerlendirilir (Moulik ve Paul 1998; Santos ve ark 2008).

Statik ve dinamik 151k sagilimi (SLS, DLS), kiiciik acili nétron ve X-Ray

sacilmi  (SANS, SAXS) gibi  sagilim  teknikleri =~ mikroemiilsiyonlarin
karakterizasyonlarinda kullanilabilir (Moulik ve Paul 1998; Gradzielski 2008).

Damlacik boyutu, polidipersite indeksi, iletkenlik, viskozite, IR, kalorimetre de

mikroemiilsiyonlarin yapilarinin aydinlatilmasi i¢in kullanilir (Moulik ve Paul 1998).

Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutlar1 200 nm’nin altindadir. Polidispersite
indeksi, mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutlarinin homojenligi hakkinda bilgi verir

(Prince 1970; Moulik ve Paul 1998).

Iletkenlik &lciimleri mikroemiilsiyonlarm siirekli fazinin degerlendirilmesi igin

kullanilir. Ayrica perkolasyon esiginin belirlenmesi i¢in de iletkenlik Ol¢timleri
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kullanilir. D1g faz1 su olan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin elektriksel iletkenlikleri
yiiksek iken dig fazi yag olan mikroemiilsiyonlarda iletkenlik ya ¢ok zayiftir ya da
yoktur (Moulik ve Paul 1998; Kreilgaard 2002; Heuschkel ve ark 2008; Santos ve ark
2008).

Mikroemiilsiyonlarin reolojik ozellikleri olduk¢a onemlidir. Newton tipi akis
gosteriler. Mikroemiilsiyonlarin viskoziteleri bilesenlerine 6zellikle de sulu faza baghidir
(Moulik ve Paul 1998). Ayrica mikroemiilsiyonlarin viskozite degerleri, ilacin salimi
tizerinde de etkilidir (Santos ve ark 2008).

2.5.6. Mikroemiilsiyonlarin Verilis Sekilleri

Mikroemiilsiyonlar; perkiitan, okiiler, oral, parenteral topikal, transdermal,
vajinal, pulmoner uygulanmak iizere hazirlanabilirler. Mikroemiilsiyonlarin damlacik
boyutlarinin oldukg¢a kiiciik olmasi parenteral uygulama icin uygunluk gosterir. Bu
durum, suda az ¢6ziinen maddelerin mikroemiilsiyon sistemi icerisinde intra venéz (1V)
yoldan verilebilirligi agisindan onem tasir. Ayrica lipofilik 6zellikte maddelerin
korneadan gegisini iyilestirebilirler (Kantarci ve ark 2002; Kawakami ve ark 2002;
Yazan 2002; Santos ve ark 2008; Lawrence ve Rees 2012).

2.5.7. Mikroemiilsiyonlarin Avantajlar

Mikroemiilsiyonlar; termodinamik stabilite (uzun raf 6mrii), kolay hazirlama
(Paolino ve ark 2002; Santos ve ark 2008), diisiik viskozite (Goebel ve ark 2011), giizel
goriiniim (Comoglu ve Goniil 1997), genis yiizey alami (yiiksek ¢oziintirliik kapasitesi)
ve dislik damlacik blyiikligii gibi 6zelliklerinden dolay:r ilaglar i¢in uygun tasiyici
sistemlerdir (Kogan ve Garti 2006; Heuschkel ve ark 2008; 2009; Cao ve ark 2011).

J Mikroemiilsiyonlarin en 6nemli avantajlarindan biri kuvvetli ¢6zebilme
kapasiteleridir. Bu ozellikleri ile hem hidrofilik, hem lipofilik hem de amfifilik

maddeleri ¢6zebilirler, yani yiiksek ¢ozlniirliik kapasitesi saglarlar.

. Mikroemiilsiyonlar,  diger sistemlerde  ¢Oziinemeyen ilaglarin

kombinasyonunu igeren farmasdétik formiilasyonlarin olusturulmasini saglayabilir.

o Coziiniirlik kapasitesinden dolay: ilaglarin deriye karsi termodinamik

aktiviteleri artabilir.
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o Termodinamik ag¢idan kararli olduklarindan olusumlar1 i¢in minimum

enerjiye ihtiyag¢ duyarlar.
o Termodinamik aktivitelerinden dolay1 raf 6miirleri uzundur.
o Uretilmeleri kolaydir, biiyiik miktarlarda elde edilebilirler.
o Maliyetleri digiiktiir.

J llag yiikleme kapasiteleri yiiksek oldugu igin ilag rezervuari gibi

davranirlar. Ayrica deri tabakalarinda biriken ilag miktar1 yiiksektir.

o flacin derideki lokalizasyonunu destekleyen rezervuar etkisinden dolay1

arzu edildigi durumlarda uzatilmis salim saglayabilirler.
. Ila¢ hedeflendirme ve kontrollii salim amaci ile genis kullanimlar1 vardir.
. Mag ilk gecis etkisinden korunmus olur.

o Soliisyon, krem ve jel formlarma gore belirgin sekilde ilaglarin

absorbsiyonunun arttigina dair raporlar vardir.

. Damlacik boyutlari ¢ok kiigiik oldugundan temas yiizeyi artar.

o Biyolojik membranlardan gegis artmig olur, biyoyararlanim artar

o Daha diisiik doz ve miktarlarda ilag ile terapdtik etki saglanabilir.

o Buna bagli olarak klinik potansiyel artar, toksik etki azalir.

. Mikroemiilsiyonlar, kat1 dozaj sekillerini yutmakta zorluk ¢eken yaslilar

ve ¢ocuklar i¢in de kullanim kolayligina sahiptir.

J Mikroemiilsiyonlar ayrica yiiksek c¢oOziiniirlik kapasitesi saglama
ozelliklerinden dolayr kismen ¢oziinebilen ilaglarin i.v uygulamast i¢in de

kullanilmaktadirlar.

. [laveten kolayca hazirlanip uygulanmalari,viicutta kalis siirelerinin uzun
olmasi, siirfaktan ve ko-siirfaktanlarin etkisiyle hiicre permeabilitesini artirmalart
ve dolayist ile emilimi kolaylastirmalart mikroemdiilsiyonlarin avantajlar1 arasinda
sayilabilir (Comoglu ve Goniil 1997; Bolzinger ve ark 1998; Rhee ve ark 2001;
Kantarc1 ve ark 2002; Kawakami ve ark 2002; Paolino ve ark 2002; Esposito ve
ark 2003; Peltola ve ark 2003; Chen ve ark 2006; Kogan ve Garti 2006; Yuan ve
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ark 2006; Heuschkel ve ark 2008; Rao ve ark 2009; Cao ve ark 2011; Neubert
2011; Ustiindag-Okur ve ark 2011; Zhao ve ark 2011 Rhee ve ark 2001; Alam ve
ark 2010).

2.5.8. Mikroemiilsiyonlarin Dezavantajlari

Yiiksek miktarda YEM igeriyor olmalar1 olas1 toksisite durumunu akla getirir
(Kreilgaard 2002; Yazan 2002). Alerjik ve iritan reaksiyonlara neden olabilirler
(Kreilgaard 2002). Mikroemiilsiyon hazirlamada kullanilan yag, siirfaktan ve ko-
stirfaktanlarin toksik etkileri, tahris etme potansiyelleri ve heniiz agiklanamamis etki

mekanizmalar1 kullanimlarin kisitlar (Patel ve ark 2011).

2.5.9. Mikroemiilsiyonlarin Topikal Uygulanmasi

Mikroemiilsiyonlar, ilaglarin g¢esitli yollarla uygulanmasina olanak taniyor
olmasia ragmen bu sistemler yaygin bir sekilde topikal uygulama i¢in ¢alisilmaktadir
(Baroli ve ark 2000). Mikroemiilsiyonlarin kiitandz ila¢ uygulamalari i¢in tastyici olarak
kullanilmast bu formiilasyonlarin potansiyelleri anlasildikca daha popiiler hale
gelmektedir (Kreilgaard 2002). Topikal uygulanan mikroemiilsiyonlar farkli
mekanizmalarla ilacin sistemik ya da lokal dagitimini arttirirlar. Ik olarak bilesim ve
yapilar1 klasik topikal formiilasyonlar olan kremler, merhemler, jeller, losyonlarla
kiyaslandiginda biiyiik miktarlarda ilacin hapsedilmesine imkan tanir (Baroli ve ark
2000; Cao ve ark 2011). Mikroemiilsiyon bilesenlerinin penetrasyon arttirict 6zellikleri
vardir (Cao ve ark 2011; Chen ve ark 2006) ve mikroemiilsiyonlar kendi bilesenlerinin
permeasyon aktivitesini arttirir (Zhao ve ark 2011). Derideki ilag dagitimini arttirir ve
derinin st tabakalarinda yiiksek ilag konsantrasyonu olusturur (Chen ve ark 2006; Cao
ve ark 2011). Hem ¢dziinen madde konsantrasyonu hem de ilacin stratum corneum daki
partisyonunun artis1 mikroemiilsiyonlari, ilag permeabilitesini arttirmak icin faydal
tastyicilar yapar. Bu enerji zengini sistemdeki ilag¢ yiizeylerarasi siirfaktan filmden
difiize olabilir ve bu termodinamik igslem stratum corneum a difiizyon ve partisyonu
arttirabilir (Alam ve ark 2009).

[laglarm stratum corneum a penetrasyonu igin kullandiklar1 ana yolun
hiicreleraras1 (interseliiler) lipit alan1 oldugu genis olarak kabul edilmistir. Bu sonug,
yapilan ¢alismalar g6z Oniinde bulundurularak ve lipit ekstraksiyonu ile stratum

corneum un bariyer Ozelliginin azalmasindan yola g¢ikilarak elde edilmistir.
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Mikroemiilsiyon bilesenleri stratum corneum daki hiicreler arasi lipitlerle agik bir

sekilde etkilesir ve bariyerden ilacin tasinmasini kolaylastirir (Hathout ve ark 2010b).

Deri, 0zellikle en distaki stratum corneum tabakasi dogal bir bariyer fonksiyonu
gostermesi nedeniyle gecirgenligi az olan bir membrandir. Bu nedenle deri yolu ile
ilaglarin uygulanmasinda hiz sinirlayici basamak olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Kreilgaard 2002). Topikal uygulamanin basarili olabilmesi i¢in ilaglarin bu bariyeri
asabilmesi gerekmektedir. Ancak ilaglarin derinin hedef tabakalarinda etkin
konsantrasyon seviyelerine ulagsmasi genellikle ¢ok zordur. Bunu saglayabimek icin
cesitli fiziksel ve kimyasal yaklagimlar gelistirilmistir. Bu yaklagimlar arasinda ilaglarin
asirt doymus cozeltilerinin ve Otektik sistemlerin hazirlanmasi ve formiilasyonlara
permeasyon arttirict maddelerin ilave edilmesi yaninda, lipozomlar, niozomlar,
mikrosiingerler, nanopartikiiller, mikroemiilsiyonlar, nanoemiilsiyonlar gibi yeni ilag
tasiyict sistemlerin optimizasyonu da yer almaktadir. Bu yeni tasiyici sistemler ilaglarin
hedeflendirilmesi, kontrollil ilag salim1 saglanmas1 acgisindan etkilidir (Kreilgaard 2002;

Chen ve ark 2006; Kogan ve Garti 2006; Santos ve ark 2008; Elshafeey ve ark 2009).

Alkollerin mikroemiilsiyonlara dahil edilmesi deri irritasyonundan dolay1
kullanimlarini kisitlayabilir (Sintov ve Botner 2006). Kisa ya da orta zincirli alkollerin
mikroemiilsiyonlarda ko-siirfaktan olarak kullanilmas1 farmasoétik agidan kabul
edilebilir degildir. Buna karsin iyonik olmayan siirfaktanlarin biyolojik olarak kabul
edilebilir olmasi mikroemiilsiyonlarda kullanilmasina imkan tanir (Kreilgaard 2002;

Djordjevic ve ark 2004).

2.5.10. Mikroemiilsiyonlarin Deriden Gegcisi Arttirma Mekanizmasi
Mikroemiilsiyonlarla yapilan ¢aligmalar, klasik formiilasyonlara gore ¢ok daha
fazla permeabilite artis1 oldugunu gosterir. Mikroemiilsiyonlarin avantajlarmi agiklayan
pek¢ok mekanizmadan behsedilir. Oncelikle icerisine fazla miktarda ila¢ hapsedildigi
i¢in deriye karsi olan termodinamik aktivite artar. ikinci olarak ilacin termodinamik
aktivitesindeki artis deriye partisyonunu sagliyor olabilir ve igciincii olarak
mikroemiilsiyon igerigi stratum corneum un bariyer 6zelligini azaltabilir ve penetrasyon
arttiric1 etkisinden dolayr ilacin permeasyonunu arttirir. Ayrica mikroemiilsiyonun
hidratasyon etkisi de formiilasyonun permeasyon yetenegini arttirabilir (Zhu ve ark
2008). Genelleme yapilacak olursa mikroemiilsiyonlarin igerdigi su miktar1 arttikga

penetrasyon orani artar. Bu formiilasyonlardan ilacin salimini etkileyen faktorler
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arasinda fizikokimyasal yapilari, deri ile etkilesimleri, hapsedilen ilag miktarlari yer alir.
Mikroemiilsiyonlar yiiksek derecede dinamik yapilardir, monomer yapidaki siirfaktan
ya da yaglar deriye difiize olabilir ve ge¢is arttirici olarak etki edebilirler. Bu sekilde ya
stratum corneum un lipit yapisin1 bozarak bariyer fazdan difiizyonu kolaylastitir ya da
derideki ilacin ¢Oziiniirligiinii arttirir yani ilacin deri ile tasiyic1 arasindaki dagilim
katsayisini arttirir. Stratum corneum lipitlerinin bozulmasi hem transdermal hem de
dermal ilag alimim arttirir. Ancak tasiyici, gecis arttirict olarak deri tizerindeki ilacin
dagilimin arttirirsa dermal alimda artis olur (Kreilgaard 2002). Mikroemiilsiyonlarda,
makroemiilsiyonlarda oldugu gibi partisyon katsayisi ile beraber yag ve su fazi arasinda
Olciilebilir bir ylizeylerarasi gerilim yoktur. Bu sekilde yiizeylerarast gerilimin ¢ok
diisiik olmas1 ya da olmamasi1 mikroemiilsiyonlarin stratum corneum tabakasina hizla
penetre olarak burada bulunan derinin lipit Ortiisiine karistigini diisiindiirmektedir.
Mikroemiilsiyonlarda hem lipofilik hem de hidrofilik bolgeler vardir, bu durum
mikroemiilsiyonlarin stratum corneum a daha iyi penetrasyonunu agiklayabilir
(Lehmann ve ark 2001).

Mikroemiilsiyonlarin etki mekznimalar ile ilgli bir baska yaklagim Peltola ve
arkadaslar1 tarafindan su sekilde anlatilmistir: Mikroemiilsiyonlar ilag rezervuari gibi
davranarak ilaci i¢ fazdan dis faza oradan da deri ylizeyine salar. Ya da mikroemiilsiyon
damlaciklar1 deri yiizeyinde pargalanir, bozulur ve icerisindeki ilaci serbest birakir. Ya
da -ki en kuvvetli tahmin budur- Etkin madde mikroemiilsiyon olmadan direkt
damlaciktan stratum corneum ile birlesir (flizyon) ardindan permeasyon artist olur
(Peltola ve ark 2003).

Tablo 2-2: Pazarda yer alan mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 (Desai ve ark 2012)

Ticari Ad1 Etkin Madde  Farmakolojik etki Firma Ad1
Sandummine Neoral®  Siklosporin Immiin sistem destekleyici Novartis

Gengraf® Siklosporin Immiin sistem destekleyici Abbott Lab.
Norvir® Ritonavir Antiretroviral(Anti-HIV) Abbott Lab

Fortovase® Saquinavir Antiretroviral(Anti-HIV) Hoffman-La Roche




Tablo 2-3: Dermal yol ile uygulanmak iizere literatiirlerde yer alan bazi NSAI ila¢

mikroemiilsiyonlari
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Etkin madde

Nedeni

Makalenin Yazan

Niflumik asit (Topikal)
Piroksikam (Topikal)
Ketoprofen (Transdermal)
Ketoprofen (Topikal)

Diklofenak (Transdermal)

Ibuprofen (Topikal)

Diklofenak (Transdermal)
Meloksikam (Transdermal)
Indometazin (Transdermal)
Diklofenak (Transdermal)
Naproksen (Topikal)

Naproksen (transdermal)

Biocontinuous ME

Siklodekstrin ME

Yan etkiler

Lesitin ME

Gastropati

Yan etkiler, ilk gecis etkisi,
diger topikallerle diisiik

permeasyon

ME formiilasyonu

Yan etkiler

Gl etkiler

ME formiilasyonu

Yan etkiler

Deriden gegisin arttirilmasi

Bolzinger ve ark 1998
Dalmora ve ark 2001
Rhee ve ark 2001
Paolino ve ark 2002

Escribano ve ark 2003

Chen ve ark 2006

Sintov ve Botner 2006
Yuan ve ark 2006
Maghraby 2010

Silva ve ark 2010
Ustiindag-Okur ve ark 2011

Tian ve ark 2012
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Tablo 2-4: Dermal yolla uygulanmak iizere literatiirlerde yer alan bazi mikroemiilsiyonlar

Etkin madde Nedeni flac grubu Makalenin Yazari
(Topikal) Ik gecis etkisi ve biyoyararlanim  Steroit

Triptolit Toksik ve yan etkiler Immunosupresan Chen ve ark 2004
Vinposetin Ik gecis etkisi islzéebmvaSkuler Hua ve ark 2004
Tetrakain HCI Oral ve parenteral kullammdaki

(Transd N yan etkiler Lokal anestezik  Changez ve ark 2006
ransderma

Kafein Hipodermise hedeflendirme Kozmetik iirtin ~ Bolzinger ve ark 2008

Hidrokortizon Okaliptus yagi ile

Kortikosteroit Magrabhy 2008
(Transdermal) Mikroemiilsiyon granny

Pensiklovir

(dermal) Zay1f ¢oziiniirlitk Antiviral Zhu ve ark 2008

Testosteron Alternatif Steroit Hathout ve ark2010

Nikardipin HCl 11k gecis etkisi ve Antihipertansif ~ Wu ve ark 2010

Paenol Mikroemiilsiyon jel Cm. tl.b binda Luo ve ark 2011
¢esitli amaclarla

Buspiron . oy s s .

HCI(Transdermal) Mikroemiilsiyon Anksiyolitik Tsai ve ark 2011
Kardiyovaskiiler

Tetrametilpirazin Mikroemiilsiyon ve Zhao ve ark 2011
Serebrovaskiiler

2.5.10.1. Mikroemiilsiyonlarin Deri Uzerindeki Etkilerinin Infrared (IR)
Spektroskopisi ile Incelenmesi

IR spektroskopisi derinin, ozellikle de en dig tabakasi olan Stratum corneum un
bariyer 6zelliginin daha iyi anlasilabilmesine yonelik arastirmalarda kullanilan ve yapisi

ile ilgili 6nemli bulgular saglayan biyofiziksel bir yontemdir.
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Stratum corneum ile yapilan spektroskopik calismalarda en ¢ok lipitlerin alkil
zincirlerinden kaynaklanan absorbanslar ile bilgi elde edilir. Stratum corneum daki
hiicreler arasi lipitlerin alkil zincir diizeninde sicakliga bagli olarak bozulmalar
meydana gelir ve karbon-hidrojen (CH,) asimetrik (2920 cm™) ve simetrik (2850 cm™)
gerilme bantlarinin dalga numaralarinin daha yiiksek degerlere kaymasina (blue shift)
neden olur. Bu bantlarin altinda kalan alan lipit miktar1 ile ilgili bilgi verirken bant
genisligi stratum corneum lipitlerinin yapisal diizeni hakkinda bilgi verir. CH, simetrik
gerilme bandina ait dalga numarasinin 2850 em™ 4 gecmemesi tabakali yapilar i¢in
karakteristiktir ve diizenli alkil zincirlerinin gostergesidir. Derinin hidratasyonu
hakkinda bilgi veren su molekiillerinin OH bantlarina ait absorbsiyon o&l¢liimii
yapilabilir. OH bantlar1 yaklasik 3300 cm™ de absorbans verir. Amit | (1645 cm™) ve
Amit 11 (1545 cm™) absorbanslari C=0O ve N-H gerilme bantlari ile ilgili bilgi verirler.
Lipitlerin C=O gerilme bantlarindan kaynaklanan absorbanslar 1740 cm™ ve 1710 cm™
de goriiliir ve sebum lipitlerinin gdstergesidir. 2100 cm™*deki OH gerilme bandna ait
absorbans yine stratum corneum un su igeriginin tayinine yonelik kullanilir. Elde edilen
bu piklerin diisiik spektral aralifa kaymasi ‘red shift’ olarak isimlendirilirken yiiksek
spektral aralia kaymasi ‘blue shift’ olarak isimlendirilir (Brancaleon ve ark 2001;
Hathout ve ark 2010b; Kaushik ve Michniak-Kohn 2010; Giingér ve ark 2011).

Fourier Doniistimlii IR Spektroskopi (FTIR) yontemi ile IR spektroskopisine
gore daha iyi ¢oziiniirliik elde edilmesini, hizli, hassas ve dogru analiz yapilmasini
saglamaktadir. Cok bilesenli Orneklerin calisilmasi i¢in de uygundur. FTIR’nin
Transmisyon ve Hafifletilmis Toplam Yansitma (ATR) olmak {izere iki farkli teknigi
vardir. Transmisyon tekniginde ornek IR 1sminin gecis yolu iizerine konulmaktadir.
ATR, derinin bariyer &zelliginin arastirilmasinda énemli ve 6zel bir IR teknigidir. In
vitro 6l¢iimlerin yani sira in vivo degerlendirmeler i¢in de oldukga faydali bir tekniktir.
ATR- FTIR yonteminde ornek IR’ye gecirgen olan 6zel bir kristal yiizeyi ile temas
ettirilir. Radyasyonun penetrasyon derinligi cihaza, kristaline, dalga boyuna ve derinin
hidratasyon seviyesine gore 0,3-3 pum arasindadir. Bu nedenle elde edilen spektrum,

kristal ile temas eden ilk tabakalara aittir (Giingor ve ark 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Kulullanilan Kimyasal Maddeler

Etodolak (Nobel fla¢ Sanayi ve Ticaret A.S den temin edilmistir)
Izopropil Miristat (IPM) (Merck)

Oleik Asit (Sigma-Aldrich)

Labrasol (Kaprilokaproil macrogol-8 gliseritleri) (Gattefossé)

Transcutol P (Yiiksek saflikta dietilen glikol monoetil eter) (Gattefossé)

Tween 80 (Polietilen glikol sorbitan monooleat) (Sigma-Aldrich)
Tween 20 (Polietilen glikol sorbitan monolaurat) (Sigma-Aldrich)
Etil Oleat (Fluca Chemica)

Cremophor RH 40 (Makrogol-gliserolhidroksistearat) (Gattefossé)
Cremophor EL (Makrogol-gliserol risinoleat) (Gattefossé)

Labrafac Lipophile WL 1340 (Orta zincirli Kaprik / Kaprilik Trigliserit)
(Gattefossé)

Plurol oleik CC 497 (Poligliseril-3 oleat) (Gattefossé)
Asetonitril (HPLC Safliginda) (Merck)

O-Fosforik Asit (Merck)

1,2-propandiol (Propilen glikol) (Merck)

Polietilen Glikol (PEG) (Merck)

Sodyum Kloriir (Riedel de Haen)

Potasyum Kloriir (Lachema)

Na,HPO, (Merck)

KH,PO,4 (Merck)
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3.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

3.1.2.1. Kullanilan Aletler

UV Spektrofotometresi (Shimadzu, Model 1601)

Damlacik Biiyiikliigii Olgiim Aleti (Malvern Zetasizer-Nano ZS)
Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi (Shimadzu, Model LC 10A)
Kolon (Oktadesilsilan, ACE C8 4,6 %150 mm, 5um)

Franz Diflizyon Sistemi (PermeGear, V6A Stirrer)

ATR-FTIR Spektroskopisi (Perkin EImer ZnSe spectrum one)
Ultrasonik banyo (Bersonic)

Terazi (Denver Instruments, TB-Series)

Santrifiij (Hettich, D-7200, Type 2041)

Orbital Calkalayic1 (Thermo Electron Corporation, Model 420)
Manyetik karistirici (IKA®-Werke, R 15)

pH Metre / Kondiiktometre (Eutech Instruments, PC 2700)
Viskozimetre (Brookfield R/S Plus SST)

cryo-TEM (FEI Tecnai BioTWIN)

Distile Su Aleti (Elga, Pure Lab Flex)

Nutche Erleni siizme sistemi (Sartorius D-3400)

Refraktometre (Abbe 5 Refraktometre B +S Code:44-571)
Reometre (Brookfield R/S Plus SST)

Polarize 151k mikroskobu (Olympus CX31-P)

Dermatom (Zimmer™ Electric Dermatom)

3.1.2.2. Kullanilan Malzemeler

UV Spektrofotometre kiiveti

Zetasizer Kiiveti (disposible)
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e HPLC Vialleri
e Mikropipet ve Uglar1

e Cam Malzeme (Beher, Erlen, Meziir, Cam sise, Pipet, Balon joje, Petri

kutusu vs.)

e Eppendorf (1,5- 2 mL)

e Domuz derisi

e 0,22 um Membran Filtre (GSWP)

e 0,45um Membran Filtre (HVLP)

e 0,45 pm Millex® -LCR (PTFE) Filtre

3.1.2.3. Kullanilan Bilgisayar Programlar:

Microsoft Office Word 2007
Mecrosoft Office Excel 2007
GraphPad Prism 5

Triplot v1-4-2

3.2. YONTEM

3.2.1. Etodolak’n Infrared (IR) Spektrumu
Bu ¢alisma i¢in Perkin Elmer FTIR Spektrofotometresi kullanildi. Toz halde
etodolak, alete yerlestirildi ve 100 Newton kuvvet uygulanarak 4000-600 cm™ dalga

boyu araliginda spektrumu alindi.

3.2.2. Analitik Yonteminin Gegerlilik Testi (Validasyonu)

Amerikan Farmakopesi (USP XXIII/NF)’nde yer alan tanima gore bir analitik
yontemin gecerlilik testi (validasyonu), bir analiz yonteminin performans o6zelliklerini
istenilen analitik uygulamada, belirlenen gerekli kosullarda sagladigini gostermek igin
yapilan islemlerin tiimiidiir. Analitik yontemin kabul edilebilirligini gostermek icin
kullanilan  analitik parametreler: Dogrusallik (Linearity), Kesinlik (Precision),

Tekrarlanabilirlik  (Reproducibility), Dogruluk (Accuracy), Segicilik (Selectivity),
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Duyarlilik Limiti (Sensitivity Limit), Saklanan 6rneklerin stabilitesi (Stability) dir (Shabir
2003; ICH Hormonised Guideline 2005).

pH 7.4 izotonik fosfat tamponu (PBS)’nu ingiliz Farmakopesi (BP)’ne gore
hazirlandi. Etodolak’in pH 7.4 izotonik fosfat tamponunda diisiik ¢oziiniirliikte olmasi
nedeniyle daha sonra yapilacak in vitro salim ve permeasyon ¢alismalarinda sonsuz
seyrelme kosulunu saglamak icin pH 7.4 PBS’e %30 oraninda 1,2- propandiol (propilen
glikol) ilave edildi. pH 7.4 PBS ve 1,2- propandiol (70:30) karisim1 ‘reseptor faz’ olarak
isimlendirildi. Propilen glikol, topikal preparatlarda deriden permeasyonu arttiran
ve/veya ¢Oziniirligli zayif olan ilaglar i¢cin yaygin sekilde kullanilan bir yardimci
¢ozicidir (Watkinson ve ark 2009). Propilen glikol, topikal formiilasyonlarda ¢6ziicii
ya da yardimcr ¢oziicii olarak toplam konsantrasyonun %5-80’1 oraninda kullanilabilir
(Rowe ve ark 2009).

3.2.2.1. Etodolak’in Ultra-Viyole (UV) Spektrofotometresi ile Miktar Tayin
Yonteminin Gelistirilmesi ve Gegerlilik Testi (Validasyonu)

Coziicii sitemi olarak reseptor faz kullanildi. Bu ¢dziicii sisteminde en yiiksek

absorpsiyonu veren dalga boyu taramasi yapildi.
Dogrusallhik

Gegerlilik testi parametrelerinin ilki olan dogrusallik, belirli bir konsantrasyon
araliginda yontem sonucu elde edilen verilerin numune igerisindeki maddenin miktar
ya da konsantrasyonu ile dogru orantili olmasidir. Dogrusalligin belirlenebilmesi i¢in en

az 5 konsantrasyon gereklidir (ICH Harmonised Tripartite Guideline 2005).

50 mg etodolak tartilip yaklagik 1 mL pH 7.4 PBS ve 1,2-propandiol karigimi
(70:30) ile ultrasonik banyoda ¢oziindiiriildii. Hacmi balon jojede 50 mL’ye
tamamlandi. Elde edilen 1000 pg/mL konsantrasyonda stok ¢ozeltiden 1mL alinarak 10
mL lik balon jojede hacmi tamamlandi ve 100 pg/mL konsatrasyonda ara stok
hazirlandi. Bu ara stoktan, her birinden 3 tane olmak tizere 0,25; 0,5; 1; 1,5 ve 2 mL
hacimlerde alinarak 10 mL’lik balon jojelerde pH 7.4 izotonik PBS ve 1,2-propandiol
(70:30) karisimi kullanilarak hacimleri tamamlandi. Ayrica spektrofotometrenin diger
kiiveti de bu ¢ozelti ile doldurularak, konsantrasyona karsi absorbans degerleri 280

nm’de analiz edildi.
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Konsantrasyonlara karsilik gelen ortalama absorbans degerlerine karsi standart
egri cizildi, en kiiciik kareler yontemiyle hesaplanarak dogru denklemi bulundu ve tayin
katsayisi (rz), standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (%RSD) degerleri
hesaplanda.

Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, belirli ¢alisma kosullarinda hazirlanan ayni
ornek ¢ozeltisinden birden fazla seyreltme ile elde edilen bir serinin Olgiimleri
arasindaki uyumun yakimligini ifade eder (ICH Harmonised Tripartite Guideline 2005).
SD veya % RSD degerleri ile ifade edilir. Analitik yontemin kesinliginin tayini igin
dogrusallik bolimiinde anlatildigi gibi ¢alisildi. 2,5; 5; 10; 15; 20 pg/mL
konsantrasyonlarda stok ¢ozelti hazirlandi. SD ve %RSD degerleri elde edildi.

Giin ici kesinlik: Etodolak’in 2,5; 5; 10; 15; 20 ug/mL konsantrasyonlarda stok

¢ozeltilerden 3’er adet hazirland1 ve 280 nm’de analiz edildi.

Giinler arast kesinlik: Giin igerisinde yapilan kesinlik c¢aligmalar1 farkli

giinlerde tekrarlanarak 3 giinliik sonuclar elde edildi, degerlendirildi.

3.2.2.2. Etodolak’in Yiiksek Basinch Sivi Kromatografi (HPLC) ile Miktar Tayini
Yonteminin Gelistirilmesi ve Gegerlilik Testi (Validasyonu)

Hazirlanan mikroemiilsiyonlardaki etkin madde miktar1 ve in vitro salim ve
permeasyon ¢alismalarinda Orneklerdeki etkin maddenin analizi i¢in ~ Amerikan
Farmakopesi (USP)’nde kayith olan yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemi modifiye edilerek kullanildi.

Hareketli faz olarak asetonitril (ACN):su:fosforik asit (500:500:0.25 h/h)
kullanildi. Farmakope yonteminde 4,6 x 250 mm uzunlugunda Sum partikiil boyutuna
sahip oktadesilsilan (interstil ODS-3 C18) kolon kullanilarak yapilan 6n g¢alismalarda
etkin madde pikinin alikonma siiresi 12,5 dakika olarak belirlendi. Alikonma siiresini
kisaltmak i¢in 4,6x150 mm uzunlugunda 5 pm partikiil boyutuna sahip oktadesilsilan
(ACE 5, C18) kolonu kullanildi. Hareketli fazin dakikadaki akis hizi yontemde
belirtildigi gibi 1,5 mL idi. Enjeksiyon hacmi 25 pL olarak uyguland: ve 25 °C’de UV
dedektor 274 nm dalga boyuna ayarlandi (USP Etodolac / Official Monographs 2009).
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Dogrusalhik

Validasyon parametrelerinin ilki olan dogrusallik, belirli bir konsantrasyon
araliginda yontem sonucu elde edilen verilerin numune igerisindeki maddenin miktari
ya da konsantrasyonu ile dogru orantili olmasidir. Dogrusalligin belirlenebilmesi i¢in en
az 5 konsantrasyon gereklidir (Shabir 2003; ICH Harmonised Tripartite Guideline
2005).

Etodolak’in HPLC validasyonu reseptor faz olan pH 7.4 PBS ve 1,2-propandiol
(70:30) karigimi ile ve ¢oziiniirlikk ¢alismasinda kullanilan ACN ile ayr1 ayri yapildi.

10 mg etodolak tartilip yaklastk 1 mL reseptdr faz ile ultrasonik banyoda
¢oOziindiiriildii. Hacmi balon jojede 10 mL’ye tamamlandi. Elde edilen 1000 pg/mL
konsantrasyondaki stok ¢6zeltiden 100; 50; 25; 10; 5; 1; 0,5; 0,25; 0,1 pg/mL araliginda
standartlar hazirlandi. Hazirlanan stadartlar, filtrelerden suizilerek viallere dolduruldu.
1,5 mL/dk akis hiz1 ile 274 nm’de analiz edildi. Ayni islem reseptor faz yerine ACN
kullanilarak da yapildi.

Konsantrasyonlara karsilik gelen egri pik altinda kalan alan degerlerine karsi
standart egri ¢izildi, en kiigiik kareler yontemiyle hesaplanarak dogru denklemi bulundu
ve tayin katsayisi (rz), standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (%RSD) degerleri
hesaplandi.

Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, belirli calisma kosullarinda hazirlanan aymi
ornek c¢ozeltisinden birden fazla seyreltme ile elde edilen bir serinin oOlclimleri
arasindaki uyumun yakinlhigini ifade eder (Shabir 2003; Sogiit-Ertas ve Kayali 2005;
ICH Harmonised Tripartite Guideline 2005). Kesinlik igin kabul edilen Kriter analizin
tipine baglidir. Eczacilikta, kalite kontrol analizi i¢in bagil standart sapma % 1 den daha
iyl olan kesinlik kolaylikla basarilabilirken, biyolojik 6rnek i¢in % 15° den fazla ve
diger konsantrasyon seviyelerinde % 10 bagil standart sapma ile kesinlik saglanabilir

(Sogiit-Ertas ve Kayali 2005).

Calismada ACN ve reseptor faz ile ayri ayrt olmak iizere 100 pg/mL
konsantrasyonda 6 adet 6rnek hazirlandi. 274nm’de HPLC’de analiz edildi.

Giin i¢i ve glinler aras1 kesinlik olmak tizere iki farkli kesinlikten bahsedilebilir.

Giin i¢i elde edilen degerlerin ortalamasi almarak giin ici SD ve %RSD hesaplandi.
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Farkli giinlerde ayni calismanin tekrarlanmasi ile elde edilen sonuglarin ortalamasi
alinarak giinler arast SD ve % RSD hesapland1 (Shabir 2003; ICH Harmonised
Tripartite Guideline 2005).

Dogruluk

Dogruluk, yontem ile elde edilen degerlerin ger¢ek degere yakinligini ifade eder
(Shabir 2003; Sogiit-Ertas ve Kayali 2005; ICH Harmonised Tripartite Guideline 2005).
Kabul edilebilir kriter, dogruluk i¢in nominal degerden %15°den fazla sapmanin

olmamasidir (S6giit-Ertas ve Kayali 2005).

Kullanilan analitik yontemin dogrulugu i¢in %50, %100 ve %1501k
konsantrasyonlar hazirlandi. Segicilik i¢in formiilasyonlarda kullanilan yardimci
maddelerin maksimum degerleri alindi. Izopropil miristat (IPM) ve oleik asit iceren
formiilasyonlar i¢in ayri1 ayri c¢alisildi. Formiilasyonlardaki % 5°lik ilag miktarini
saglayacak olan 20’ser mg formiilasyon ve hazirlanan 1000 ug/mL’lik stok ¢ozeltiden
0,5 .1, 1,5 mL’lik hacimlerde alinarak 10 mL’lik balon jojelerde hacmi 10 mL’ye
tamamlandi. Bu sekilde %50, %100 ve %150’lik konsantrasyonlar elde edilmis oldu.
Hazirlanan 6rnekler 274 nm’de okutuldu. Calisma 3 defa tekrarlandi, ACN ve reseptor
faz ile ayr1 ayrt yapildi. Dogru denklemi yardimiyla ¢ozeltilerdeki etodolak

konsantrasyonlari hesaplandi.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, ayni kisi tarafindan ayni sartlarda kisa zaman iginde sabit bir
ornegin belli bir yontem kullanilarak yapilan bir dizi islemin, kesinligi olarak
tanimlanir. Tekrarlanabilirlik, kesinligin bir gostergesidir (ICH Harmonised Tripartite
Guideline 2005; Sogiit-Ertag ve Kayali 2005).

Secicilik
Yontemin seciciligi; analiti, girisim yapabilme olasiligi olan ydntemdeki

bilesenlerden farkli olarak olgme yetenegidir (Shabir 2003; Sogiit-Ertas ve Kayali
2005).

Segicilik i¢in bos mikroemiilsiyon formiilasyonu 25 pL hacimde kolona enjekte

edildi. Pik olup olmadig1 gozlendi.
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Teshis Limiti ve Miktar Tayini Limiti

Analitik yontemin en diislik derisimleri saptayabilme yetenegidir. Teshis limiti
(TL, LOQ) ve miktar tayini limiti (MTL, LOD) olarak degerlendirilir. Test
orneklerindeki analitin tayin edilebilen en kii¢liik miktar1 veya konsantrasyonu teshis
limitini (LOQ) verir. Miktar tayini limiti (LOD) analitik bir yontemle analitin, uygun
dogruluk ve kesinlikle tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyonudur (Shabir 2003;
ICH Harmonised Tripartite Guideline 2005; Shabir ve ark 2007)

Teshis limiti ve miktar tayin limiti i¢in en az 3 tane kalibrasyon dogrusunun

egim ve kesisim noktalarina ait standart sapmalar (SD) kullanildi. Asagidaki formiiller

yardimiyla hesaplanda.
TL= 3,3 SD/ Ort (3-1)
MTL= 10 SD/ Ort (3-2)

SD:Dogru egimlerinin standart sapmasi

Ort: Dogru egimlerinin ortalamasi

(Shabir 2003; Shabir ve ark 2007)

Orneklerin Stabilitesi

10 mg etodolak tartildi1 ve balon jojede 10 mL’ye tamamlanarak stok ¢ozelti elde
edildi. Bu stok ¢o6zeltiden 100 pg/mL konsantrasyonda 6rnek hazirlandi. Hazirlanan
orneklerin 0 ve 24 saatte HPLC analizi ile elde edilen piklerinin alanlar1 degerlendirildi.
Ayrica giin igerisinde reseptdr faz ile hazirlanan 100 pg/mL konsantrasyonda standart
ile aym1 konsantrasyonda 9 ve 23 giin once hazirlanarak oda sicakliginda muhafaza

edilen standartlar ayn1 anda analiz edilerek degerlendirildi.

3.2.3. Coziiniirliik Calismasi

Etodolak’in mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin bilesiminde kullanilacak yag ve
yizey etkin maddeler (YEM) igerisindeki ¢ozinirligii incelendi. Bu amagla,
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda kulnilacak yardimci maddelerden eppendorflere
I’er mL alindi, iizerlerine asir1 miktarda etodolak eklenerek 25°C’de orbital
calkalayicida 300 rpm’de ¢alkalanarak 24 saat bekletildi. Siire sonunda her karigim 15

dk 15000 rpm’de santrifiij edilerek ¢oziinmeden kalan etodolak’in ¢6kmesi saglandi.
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0,45um siringa ucu filtreler ile siiziildiikten sonra, iistte kalan siiziintiiden alinarak ACN
ile seyreltmeler yapildi. Bu islem her bir karisim i¢in 3 defa tekrarlandi. Hazirlanan
ornekler HPLC yo6ntemi ile analiz edildi. Coziiniirliik ¢alismasinda kullanilan maddeler

Tablo 3-1¢de gosterilmistir.

Tablo 3-1: Mikroemiilsyon hazirlamada kullanilmak iizere uygun yag fazi, siirfaktan ve
ko-siirfaktanin secilmesi i¢in yapilan ¢oziiniirlik c¢alismasinda kullamilan
maddeler ve HLB degerleri

HLB Degerleri
IPM 111
Yag fan Oleik Asit 1
Etil Oleat 11,3
Labrasol 14
Transcutol P -
Yiizey Etkin Madde ve Cremophor RH 40 (1) 14-16
Yardima Yiizey Etkin Madde Cremophor EL 12-14
(Siirfaktan ve Ko-Siirfaktan) Tween 20 16,7
Tween 80 15
Labrafac lipo WL 1349 1
Plurol oleik 6

HLB: hidrofilik-lipofilik denge

(www.gattefosse.com; www.sigmaaldrich.com; www.pharma-ingredients.basf.com)

3.2.4. On Formiilasyon Calismalar

Calismamizda etodolak’in optimum formiilasyonu/larimi belirlemek igin farkli
oranlarda yardimcit maddeler kullanilarak mikroemiilsiyon formiilasyonlari hazirlandi
(Tablo 3-2). Siirfaktan ve ko-siirfaktan olarak belirlenen maddeler yag fazi igerisine

ilave edildi ve manyetik karistirict yardimiyla bir siire karistirildi. Berrak karigimlarda


http://www.gattefosse.com/
http://www.sigmaaldrich.com/
http://www.pharma-ingredients.basf.com/
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bulaniklasma gozlenene kadar titrasyon yontemine gore damla damla su ilavesi yapildi.
Bulanik karisimlarda ise berraklik elde edildigi andan tekrar bulaniklik meydana gelene
kadar kullanilan su miktarlar1 kaydedildi. Elde edilen formiilasyonlar, su tutma
kapasiteleri, damlacik boyutlari, siirfaktan/ ko-siirfaktan oran ve yiizdeleri, yag fazi
yiizdeleri gibi pek ¢ok agidan degerlendirildi. Ayrica liggen faz diyagrami da optimum

formiilasyonu se¢mek i¢in kullanildi.

Tablo 3-2: On formiilasyon c¢alismalar1 esnasinda kullamlan yardimei maddeler ve

oranlari

Yag Fazi Siirfaktan Ko-Siirfaktan S/Ko-S Y/(S/Ko-S)
IPM Cremophor RH 40 Transcutol P 1.1 4:1
IPM Cremophor EL Transcutol P 1.1 4:1
IPM Cremophor RH 40 Plurol Oleik 2:1 9:1
IPM Tween 20 Transcutol P 11 1:6
IPM Tween 80 Transcutol P 11 1:8
IPM Tween 80 Labrasol 1:1 1:8
IPM Tween 80 Span 20 2:3 1:10
IPM Labrasol Transcutol P 1:1 1:2
Oleik asit Labrasol Transcutol P 1:1 1:2

3.2.5. Mikroemiilsiyonlarin Hazirlanmasi

On formiilasyon calismalarindan elde edilen sonuglar ve etkin maddenin
¢cozlinirligi ile ilgili veriler dogrultusunda yag fazi olarak IPM veya oleik asit
kullanildi. Ayn1 sekilde on formiilasyon c¢aligmalarina gore kullanilacak olan

siirfaktan/ko-siirfaktan orami1 belirlendi. Yag fazina once siirfaktan ardindan ko-
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stirfaktan belirlenen oranlarda eklendi. Formiilasyonlarin hazirlanmasinda su titrasyon
yontemi kullanilarak bulaniklagsma noktasina kadar karisima damla damla su eklendi.
Titrasyon islemi manyetik karistirictda 1000 rpm de kanistirilarak gergeklestirildi.
Hazirlanan mikroemiilsiyonlar ile dnce iiggen faz diyagramlar1 hazirlandi. Ardindan bu
diyagramlardan elde edilen mikroemiilsiyon alanlarma ve mikroemiilsiyonlarin
incelenen ozelliklerine (damlacik boyutu, su tutma kapasiteleri gibi) gore kullanilacak

olan formiilasyonlar segildi.

3.2.6. Ucgen Faz Diyagramlarinin Olusturulmasi

Ucgen faz diyagramlar1 {i¢ farkli bilesenin her birinin {iggenin bir kosesine
yerlestirildigi ve bu noktalarda agirlikga %100 oranda oldugu diyagramlardir.
Mikroemiilsiyon formiilasyonu hazirlamada yaygin olarak iicgen faz diyagramlarindan
faydalanilir. Kullanilmasina karar verilen bilesenlerden sabit orandaki siirafaktan/ko-
stirfaktan (S/K0-S) karisimi bu faz diyagraminin bir bilesenini, yag fazi ikinci bilesenini
ve sulu faz ya da su faz iiciincii bilesenini olusturur. Bu ii¢ bilesenin toplami 100°diir.
Bu durumda bilesenlerden birinin miktarinin artmasi, ayni bilesenin ylizdesinin
artmasina neden olurken diger bilesenlerin yiizdelerini azaltir. Mikroemiilsiyon sayisini
tek tek belirlemek zor oldugu i¢in tiggen faz diyagrami lizerinde sinirlari belirlenen alan
icerisinden formiilasyonlar, kullanilmak tizere secilir (Rosano ve ark 1988; Tirnaksiz
2007; Patel ve ark 2011).

Mikroemiilsiyonlarin hazirlanmasinda su ile titrasyon metodu kullanildi.
Hazirlanan karisimlar oda sicakliginda manyetik karistirici lizerinde sisteme damla
damla su ilave edilerek titre edildi. Orneklerin berrak ya da bulanik olusuna gore
degerlendirme yapildi. Su ilavesine berraklik kayboluncaya kadar devam edildi. Sivi,
berrak ve faz ayrimi olmayan Ornekler mikroemiilsiyon olarak degerlendirildi. Bu
sekilde denenen her sistem ig¢in mikroemiilsiyon alani belirlendi. S/Ko-S degeri 1:1
oraninda sabit tutuldu. Yag fazinin S/Ko-S karisimina orani 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4,
7:3, 8:2, 9:1 olacak sekilde oda sicakliginda faz diyagramlar1 hazirlandi ve bu veriler

kullanilarak Triplot 4 programu ile ¢izildi.

3.2.7. Secilen Mikroemiilsiyonlara Etodolak Yiiklenmesi
Mikroemiilsiyonlara ila¢ yiiklenmesi iki sekilde yapilir. Birinci yaklagima gore
etkin madde yag fazinda coziindiiriiliir ve daha sonra su ile titrasyon yapilir. Ikinci

yaklasima gore ise bos mikroemiilsiyonlara ilag sonradan eklenir ve dengeye gelmesi
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beklenir (Chen ve ark 2006). Calismamizda 6nce bos mikroemiilsiyonlar hazirlandi ve
bu mikroemiilsiyonlara %5 ve %3 olarak belirlenen etodolak, tartilarak ilave edildi.

Manyetik karistiricida, dengeye ulasabilmesi i¢in 72 saat beklendi.

3.2.8. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Secilmesi
Yontem 3.2.6°da anlatildig1 sekilde hazirlanan formiilasyonlar faz diyagramlari
da kullanilarak su tutma kapasiteleri, damlacik boyutlar, fiziksel goriiniimleri de

dikkate alinarak secildi.

3.2.9. Secilen Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Calismalar
Secilen formiilasyonlarin refraktif indeks degerleri, damlacik boyutu, damlacik
boyutu dagilimi, pH, iletkenlikleri, reolojik 6zellikleri, polarize 11tk mikroskobu ve

cryo-TEM goriintiileri degerlendirildi.

3.2.9.1. Refraktif Indeks Degerlerinin Olciilmesi

Refraktif indeks, mikroemiilsiyonlarin saydamligi ile ilgili degerlendirmeleri
yapabilmemizi saglar (Silva ve ark 2010). Etodolak yiiklii mikroemiilsiyonlarin refraktif
indeks degerleri Abbe 5 refraktometresi ile dl¢iildii. Refraktometre prizmasinin {izerine
bir damla formiilasyon damlatildi ve kapagi kapatildi. Goriintii netligi saglanana kadar
ayarlama yapildi ve elde edilen deger okundu. Her formiilasyon igin 3’er yeni dl¢iim

yapilarak SD degerleri hesaplandi.

3.2.9.2. Damlacik Boyutunun Incelenmesi
Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu; dinamik 151k sa¢ilimi esasina dayanan
Malvern ZetaSizer Nano-ZS cihazi kullanilarak degerlendirildi. Damlacik boyutunun

100 nm’nin altinda olmasi beklendi.

Malvern ZetaSizer Nano-ZS cihazi ile yapilan degerlendirmede oleik asit ile
hazirlanan formiilasyonlar i¢in tek kullanimlik kiivetler, IPM ile hazirlanan
formiilasyonlar igin ise cam kiivetler kullanildi. Bos ve etodolak yiikli
mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutlari belirlendi. Etodolak yiikli
mikroemiilsiyonlarin ~ damlacik  boyutlarinin ~ dengeye  ulasma  zamanii
gozlemleyebilmek amaciyla etodolak’in yiiklendigi giin ve 72 saat sonrasinda olmak
tizere iki ayr1 6l¢iim yapildi. Herbiri i¢in yaklasik 15 tarama olmak iizere toplamda 3’er

Olctim yapildi.
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3.2.9.3. Polidispersite Indeks Degerinin Olciilmesi
Malvern ZetaSizer Nano ZS kullanilarak damlacik boyutu dl¢iimii ile eszamanli

olarak polidispersite indeks degerleri 6lciildii. Olgiimler 3’er defa yapildi.

3.2.9.4. pH’min Incelenmesi

Secilen mikroemiilsiyonlarin pH o6lgtimleri Oakton Eutech Instruments Bench
2700 series pH metre/kondiiktometresi ile yapildi. Olgiim 6ncesi pH 4, 7 ve 10
kullanilarak kalibrasyon yapildi. Cam prop, bos ve etodolak yiiklii formiilasyonlarin
bulundugu beherlere daldirildi ve pH degeri sabitlenene kadar beklendi. Olgiimler 3’er
defa yapildi.

3.2.9.5. Tletkenligin Incelenmesi

Mikroemiilsiyonlarin iletkenlik degerleri Oakton Eutech Instruments Bench
2700 serisi pH metre/kondiiktometresi kullanilarak mikrosiemens (uS) olarak oSlgiildii.
Kalibrasyon i¢in 1413 uS iletkenligi olan soliisyon kullanildi. Bos ve etodolak yiiklii
formiilasyonlar icin iletkenlik degerleri belirlendi. Elektrot mikroemiilsiyonlarin
bulundugu beherlere daldirildi ve degerin sabitlenmesi beklendi. Olgiimler 3’er defa

yapildi.

Mikroemiilsiyon formiilasyonu ile sulu faz hacim fraksiyonu arasindaki
bagintiyr degerlendirebilmek igin su orani oldukga yiiksek olan O-F formiilasyonu
secildi. Formiilasyondaki su miktart % 0 iken iletkenlik Ol¢iimii yapildi. Kademeli

olarak su orani arttirtldi ve iletkenlik degisimi gozlendi, grafik {izerinde degerlendirildi.

3.2.9.6. Reolojik Ozelligin Incelenmesi

Mikroemiilsiyonlarin dinamik viskoziteleri Brookfield R/S-SST Reometre
kullanilarak 6lctildii ve akis 6zellikleri belirlendi. Her formiilasyon i¢in 6l¢tim yapildi.
0,7 mL formiilasyon tabaka {izerine damlatildi. Silindir—tabaka sistemi kullanilarak O-
200 1/s kayma orani araliginda ve ayrica 600 1/s sabit kayma oraninda 6l¢iim yapildi.
RHEO3000 yazilimi1 kullanildi.

3.2.9.7. Optik izotropinin Degerlendirilmesi
Mikroemiilsiyonlarin  optik izotropisi Olympus CX31-P polarize 151k
mikroskobu ile degerlendirildi. Lamel {izerine damlatilan formiilasyonlar 10x objektif

(30 W) ile goriintiilendi.
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3.2.9.8. Mikroemiilsiyonlarin cryo-TEM Goriintiileri
200 nm capinda bakir 1zgaralarin {izerine 6rnekten bir damla damlatild1 ve 10
dakika boyunca filtre kagidindaki asir1 sivinin ugurulmasi igin bekletildi. Damlaciklar,

fosfotungustik boya ile boyanarak elektron mikroskobu ile incelendi.

3.2.9.9. Stabilitenin incelenmesi

Fiziksel  stabilitenin ~ degerlendirilebilmesi  i¢in ~ mikroemiilsiyonlar,
‘yikklenmemis ilag santrifiij ile ayrilir’ ilkesine gore (Cirpanli ve ark 2009) Hettich
Zentrifiigen D-7200 santrifiij aleti kullanilarak 15000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi ve
faz ayriminin gergeklesip ger¢eklesmedigi gozlendi. Ayrica oda sicakliginda muhafaza
edilen mikroemiilsiyonlarin 1 aylik ve 3 aylik siireler sonunda damlacik boyutlarindaki

degisimler dlgiilerek stabiliteleri degerlendirildi.

3.2.10. in vitro Salim Cahsmasi
In vitro salim calismalar1 0,22 um gdzenek biiyiikliigiine sahip (GSWP Type)
seliiloz membranlar kullanilarak c¢alisildi. Salim profili Higuchi kinetik modeline gore

degerlendirildi.

Q=k. t*? (3-3)

Burada; Q birim ylizeyden salinan ilag miktarini, k salim hiz sabitini ve t zaman

temsil eder (Capan 2002).

Elde edilen sonuglar dogrultusunda domuz derisi kullanilarak c¢alisilacak
formiilasyonlar belirlendi. Membrandan salim ¢alismalar1 i¢in uygulanan formiilasyon
miktar1 0,2 mL, alinan 6rneklerin hacmi 0,3 mL idi ve 1, 2, 3, 4, 5 ve 6’inc1 saatlerde

ornekler alinarak HPLC ile analiz edildi.

3.2.11. In vitro Permeasyon Calismasi

750 um kalinhiginda Zimmer™ Electric Dermatom kullanilarak dermatom
edilen domuz derileri kullanilacak zamana kadar -20°C’de muhafaza edildi.
Dondurucudan ¢ikarilan deriler, kullanmadan once bir miiddet oda sicakliginda
bekletildi. % 0,9 ’luk NaCl ¢ozeltisinde % saat bekletilerek hidrate edildi. Hiicrelerinin

hacmi 12 mL, difiizyon alan1 1,77 cm? ve dénme hizi 500 rpm olan PermeGear Franz
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Difiizyon Sistemi kullanilarak in vitro permeasyon gozlendi. %70 pH 7,4 izotonik PBS
ve %30 1,2-propandiol iceren reseptor faz, ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra
hiicrelere dolduruldu, her bir hiicreye manyetik karistirici kondu. Domuz derileri,
stratum corneum kismi istte kalacak sekilde hiicrelerin iizerine hava boslugu
olusturmadan yerlestirildi. Hiicrelerin etrafinda kalan kisimlar kesildi. Su banyosu
37°C’ye ayarland1 ve dengenin saglanabilmesi i¢in yarim saat beklendi. Etodolak igeren
formiilasyondan 0,1 mL stratum corneum un {izerini kaplayacak sekilde mikropipet
yardimiyla uygulandi ve tizerleri parafilm ile kapatildi. Her bir formiilasyon i¢in 3 hiicre
ile calisildl. 1, 2, 4, 6, 8 ve 24 ’linci saatlerde 0,3 mL Ornek alind1 ve yerine ayni
miktarlarda reseptor faz ilave edildi. Ornekler seyreltilmeden 0,45 pm gdzenek
biiytikliigiine sahip Millex® -LCR (PTFE) filtrelerden siiziildii ve 274 nm’de HPLC’de

analiz edildi.

Ortamdaki derigimi doygunlugun ¢ok altinda oldugu yani ‘sink kosul’ saglandigi

icin; Co>> C;:

Bu durumda Fick’in birinci yasasindan hareketle;

(J)= Kp X Ci (kp) == (3-4)

Esitligi elde edilir. Bu esitlige gore ky: Permeabilite katsayisidir.

Kp; Hiz birimidir ve birimi cm h™

Bu denklemde J kiimiilatif ilag miktarin1 veren egrinin lineer iken egimini, k,
permeasyon katsayisint ve C uygulanan formiilasyondaki ilag miktarmi temsil eder
(Hadgraft ve Guy 2003).

3.2.12. ATR FTIR Spektroskopisi

Perkin ElImer ATR-FTIR spektroskopisi kullanildi. Yontem 3.2.11°de anlatildig:
sekilde yapilan in vitro permeasyon c¢alismasi sonrasinda mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin uygulandigi deriler, formiilasyonlarin ugurulmasi i¢in ¢eker ocakta
bekletildi. Her ATR spektrumu ortam sicakliginda yaklasik 40 defa tarandi. Olgiimiin
spektrum araligi 4000-600 nm olarak belirlendi. Analiz i¢in Perkin Elmer version 6.0.2
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yazilimi kullanildi. Deri lipitlerinden kaynaklanan CH, simetrik ve asimetrik bantlarin
absorbanslarindaki degisimler, su molekiillerine ait O-H bantlarindaki degisimler

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Etodolak’in Infrared (IR) Spektrumu
Yontem 3.2.1°de anlatildigi sekilde yapilan c¢alismada etodolak’in FT-IR
spektrumu Sekil 4-1° de goriilmektedir.

40000 pe m]u u] prjululn] 1500 1000 as0.0

Sekil 4-1: Etodolak’mn IR spektrumu

4.2. Analitik Yontemin Gecgerlilik Testi (Validasyonu)

pH 7,4 izotonik PBS ve 1,2-propandiol (70:30) kullanilarak stok ¢ozelti ve
standartlar hazirlandi. PBS hazirlamak i¢in maddelerden BP’de belirtilen miktarlarda
tartilarak 500 mL hacimli bir balon jojeye alindi. Uzerine hacmi tamamlayacak kadar
distile su ilave edildi. Magnet yardimiyla manyetik karistiricida 10 dk karistirildi. pH
metre ile pH degerin Olciildii. pH ayar i¢in gereklilik halinde NaOH c¢ozeltisi veya
derisik fosforik asit kullanilarak pH 7,4’e ayarlandi.

4.2.1. Etodolak’in UV Spektrofotometresi ile Miktar Tayini Yonteminin Gegerlilik
Testi (Validasyonu)

Dogrusalhk

UV spektrofotometresi kullanilarak etodolak’in absorbans verdigi dalga boyu
taramasi1 yapildi. Literatiirde de kayitli olan 280 nm dalga boyu olarak tayin edildi
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(Cirpanlt ve ark 2009). Etodolak’in yontem 3.2.2.1°de anlatildig1 sekilde ¢aligilarak elde
edilen konsantrasyonlara karsilik gelen ortalama absorbans degerlerine karsi standart
egri grafigi Sekil 4-2’de, en kiiglik kareler yontemiyle hesaplanarak bulunan ve egrinin
hazirlanmasinda kullanilan absorbans degerleri, standart sapma (SD) ve bagil standart
sapma (%RSD) degerleri Tablo 4-1°de, tayin katsayisi (r°) ve dogru denklemi ise Tablo

4-2°de verilmistir.

Tablo 4-1: UV Spektrofotometre validasyonu icin reseptor faz ile yapilan dogrusalhk
calismasina ait absorbans degerleri

Absorbans
[0)

Konsantrasyon 1 n2 n3 Ortalama SD #) RSD (%)
(ng/mL)

2,5 0,065 0,067 0,065 0,066 0,001 1,76
5 0,133 0,136 0,136 0,135 0,002 1,28
10 0,279 0,280 0,279 0,279 0,001 0,21
15 0,427 0,428 0,426 0,427 0,001 0,23
20 0,577 0,572 0,574 0,574 0,003 0,44

0,7

0.6 y=0,029x- 0,009

' R2=0,9999

0,5

w 0,4

g

g 0,3

=]

< 0,2

0,1

0
0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon {pg/mL)

Sekil 4-2: UV Spektrofotometre validasyonu icin reseptor faz ile yapilan ¢alismaya ait
kalibrasyon egrisi



Tablo 4-2: Veriler dogrultusunda elde edilen r* ve dogru denklemi.

r’=0,9999

y=0,0291 x -0,0095

Kesinlik

y= Alan degeri

x= Konsantrasyon (pg/mL)

R?= Determinasyon katsay1st
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Yontem 3.2.2.1°de anlatildig1 sekilde kesinlik ¢aligsmasi yapildi. Giin i¢i kesinlik

calismasina ait konsantrasyonlara karsilik gelen ortalama absorbans degerleri ile elde

edilen standart sapma (SD), bagil standart sapma (%RSD) degerleri Tablo 4-3’te

verilmistir.

Tablo 4-3: UV Spektrofotometre validasyonu i¢in reseptor faz ile yapilan giin ici kesinlik

calismasi verileri

Konsantrasyon Absorbans
SD()  RSD (%)

(ng/mL) ni n2 n3 Ortalama

2,5 0,072 0,070 0,072 0,071 0,001 1,62

5 0,148 0,147 0,152 0,149 0,003 1,78

10 0,309 0,301 0,297 0,302 0,006 2,02

15 0,446 0,445 0,449 0,447 0,002 0,47

20 0,591 0,589 0,584 0,588 0,004 0,61

Giinler arast kesinlik: Giin igerisinde yapilan kesinlik c¢aligmalar1 farkl

giinlerde tekrarlanarak 3 giinliikk sonuclar elde edildi. Giinler aras1 kesinlik ¢alismasina
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ait konsantrasyonlara karsilik gelen ortalama absorbans degerleri ile elde edilen standart

sapma (SD), bagil standart sapma (%RSD) degerleri Tablo 4-4’te verilmistir.

Tablo 4-4: UV Spektrofotometre validasyonu icin reseptor faz ile yapilan giinler arasi
kesinlik ¢alismasi verileri

Konsantrasyon Absorbans
SD ) RSD (%)

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

2,5 0,069 0,070 0,067 0,069 0,002 2,22

5 0,139 0,144 0,136 0,140 0,004 2,89

10 0,278 0,284 0,280 0,281 0,003 1,09

15 0,411 0,431 0,428 0,423 0,011 2,55

20 0,550 0,576 0,572 0,566 0,014 2,47

4.2.2. Etodolak’in HPLC ile Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesi ve Gegerlilik
Testi (Validasyonu)

Yontem 3.2.2.2°de anlatildigr sekilde etodolak’in, hem ACN hem de reseptor faz
kullanilarak HPLC ile gecerlilik testi yapildi. Yapilan gegerlilik testine gore alikonma
zamani reseptor faz ile hazirlanan standartlar i¢in 4,5 dk (Sekil 4-3) olarak ve ACN ile

hazirlanan standartlar igin 4,4 dk (Sekil 4-4) olarak saptandi.
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Oetector A 27 anm

: /|

oo 10 2o B am S0 &0 7o min

Sekil 4-3: Reseptor faz ile hazirlanan etodolak’in kullanilan metoda gore alikonma zamam

fd
=l=ctar & o7dnm

T

S0

{

oo 1l 20 s 4o sl 50 7o min

Sekil 4-4: ACN ile hazirlanan etodolak’in kullanilan metoda gore alikonma zamam

Dogrusalhik

Reseptor Faz icin Dogrusallik: Yontem 3.2.2.2°de anlatildigr sekilde ve
belirlenen konsantrasyon degerlerinde standartlar hazirlanarak HPLC ile analiz edildi.
Her konsantrasyon degeri igin egri altinda kalan alan degerlerine karsi standart egri
grafigi Sekil 4-5’te, en kiiciikk kareler yontemiyle hesaplanarak bulunan ve egrinin
hazirlanmasinda kullanilan alan degerleri, standart sapma (SD) ve bagil standart sapma
(%RSD) degerleri Tablo 4-5’te, tayin katsayisi (r°) ve dogru denklemi ise Tablo 4-6°da

verilmisgtir.
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Tablo 4-5: HPLC validasyonunda reseptor faz ile hazirlanan o6rnekler i¢in yapilan
dogrusallik calismasina ait egri altinda kalan alan degerleri

Konsantrasyon
Ortalama Alan SD(%) RSD (%)

(ng/mL)
0,25 6765,5 187,38 2,77
0,5 12781 451,13 3,53
1 24567 821,66 3,34
5 128319 1714,03 1,34
10 250773,5 445407 1,78
25 645240,5 13230,67 2,05
50 1293593,5 30462,87 2,35
100 2573849,5 39191,39 1,52

3000000

y=25773x-753,0
2500000 R2=1

2000000

1500000

Alan

1000000

500000

0

0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4-5: Reseptor faz ile hazirlanan 6rnekler icin kalibrasyon egrisi



64

Tablo 4-6: Veriler dogrultusunda elde edilen r’ ve dogru denklemi

rl= 0,9999 y= Alan degeri

y=25772,7x-753,06 x= Konsantrasyon (ug/mL)

R?= Determinasyon katsay1s

ACN i¢in Dogrusallik: Yontem 3.2.2.2°de anlatildigir sekilde ve belirlenen
konsantrasyon degerlerinde standartlar hazirlanarak HPLC ile analiz edildi. Her
konsantrasyon degeri icin egri altinda kalan alan degerlerine kars1 standart egri grafigi
Sekil 4-6’da, en kiiclik kareler yontemiyle hesaplanarak bulunan ve egrinin
hazirlanmasinda kullanilan alan degerleri, standart sapma (SD) ve bagil standart sapma
(%RSD) degerleri Tablo 4-7’de, tayin katsayisi (r?) ve dogru denklemi ise Tablo 4-8’de

verilmigtir.

Tablo 4-7: HPLC validasyonunda ACN ile hazirlanan 6rnekler i¢cin yapilan dogrusallik
caliymasina ait egri altinda kalan alan degereleri

Konsantrasyon
Ortalama Alan SD(+) RSD (%)
(ng/mL)
1 24250 1197,84 4,94
5 132840,5 4578,52 3,45
25
258825 9107,54 3,52
50
658357,5 19941,12 3,03
100

1303960 64328,33 4,93




3000000

2500000

2000000

1500000

Alan

1000000

500000

o

y=26370x-3303,65
RZ=1

20

40 60 80 100

Konsantrasyon (ug/mL)

120

Sekil 4-6: ACN ile hazirlanan 6rnekler icin kalibrasyon egrisi

Tablo 4-8: Veriler dogrultusunda elde edilen r’ ve dogru denklemi

r’=0,9999

y=26370,47x-3303,65

y= Alan degeri

x= Konsantrasyon (pg/mL)

Kesinlik

R?= Determinasyon katsay1si
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Etodolak’in gecerlilik testi icin ACN ve reseptor faz ile ayr1 ayri olmak lizere

100 pg/mL konsantrasyonda 6 adet standart hazirlandi ve 274 nm’de HPLC ile analiz

edildi. Elde edilen alan degerleri, SD ve % RSD degerleri Tablo 4-9 ve Tablo 4-10°da

verilmistir.

Gegerlilik testinin kesinligi i¢in yapilan ¢alismanin farkli giinlerde tekrarlanmasi

ile giinler arasi kesinlik sonuglari elde edildi SD ve % RSD hesapland:1 (Tablo 4-11 ve

Tablo 4-12).
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Tablo 4-9: HPLC validasyonu icin reseptor faz ile yapilan kesinlik ¢cahsmasina ait egri
altinda kalan alan degereleri (100 pg/mL)

Alan Ortalama SD (%) RSD (%)

2575828
2571607
2658598
2609260 33706,32 1,29
2635573

2604965

2608989

Tablo 4-10: HPLC validasyonu i¢in ACN ile yapilan kesinlik ¢alismasina ait egri altinda
kalan alan degereleri (100pg/mL)

Alan Ortalama SD (%) RSD (%)

2790300
2888533
2894193
2884025,5 46984,39 1,63
2910609

2905441

2915077
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Tablo 4-11: HPLC validasyonunda reseptor faz ile hazirlanan érnekler icin yapilan giinler
arasi kesinlik calismasina ait egri altinda kalan alan degereleri (100pg/mL)

Giin Alan Ortalama SD () RSD (%)

1.Giin 2575828
2.Giin 2616111
3.Giin 2571784
2590102 16475,63 0,64
4.Giin 2600353

5.Giin 2584418

6.Giin 2592121

Tablo 4-12: HPLC validasyonunda ACN ile hazirlanan érnekler i¢cin yapilan giinler arasi
kesinlik calismasina ait egri altinda kalan alan degereleri (100 pg/mL)

Giin Alan Ortalama SD (%) RSD (%)

1.Giin 2790300

2.Giin 2762068

3.Giin 2757587
2746979 30057,17 1,10
4.Giin 2712871
5.Giin 2745765
6.Giin 2713283
Dogruluk

Yontem 3.2.2.2°de anlatildigi sekilde yontemin dogrulugu c¢alisildi. Her

konsantrasyon i¢in geri kazanma degeri (%), standart sapma (SD) ve bagil standart
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sapma (% RSD) degeri reseptor faz kullanilarak oleik asit igin Tablo 4-13’te ve IPM
icin Tablo 4-14°te verilirken ACN kullanilarak oleik asit i¢in Tablo 4-15’te ve IPM igin
Tablo 4-16°da verilmistir.

Tablo 4-13: Yag faz1 oleik asit olan formiilasyonlar i¢cin reseptor faz ile HPLC validasyonu
dogruluk ¢calismasi

Konsantrasyon Geri Kazanma Geri Kazanma (%) SD (%) RSD (%)
%50 49,91 99,83 1,07 1,07
%100 98,40 98,40 1,89 1,92
%150 151,40 100,93 0,66 0,65

Tablo 4-14: Yag faz1 IPM olan formiilasyonlar icin reseptor faz ile HPLC validasyonu
dogruluk ¢calismasi

Konsantrasyon Geri Kazanma Geri Kazanma (%) SD (%) RSD (%0)
%50 50,65 101,31 1,36 1,34
%100 102,04 102,04 0,69 0,67
%150 153,13 102,09 0,62 0,60

Tablo 4-15: Yag faz1 oleik asit olan formiilasyonlar icin ACN ile HPLC validasyonu
dogruluk ¢alismasi

Konsantrasyon Geri Kazanma Geri Kazanma (%) SD (%) RSD (%0)
%50 52,44 104,87 2,47 2,36
%100 100,85 100,85 2,40 2,38

%150 146,89 97,92 2,21 2,26
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Tablo 4-16: Yag fazi IPM olan formiilasyonlar i¢cin ACN ile HPLC validasyonu dogruluk

calismasi
Konsantrasyon Geri Kazanma Geri Kazanma (%) SD (%) RSD (%)
%50 51,18 102,35 1,56 1,52
%100 102,25 102,25 0,71 0,69
%150 155,02 103,35 1,41 1,37
Secicilik

Belirtilen kosullarda yapilan calismalar sonucunda, formiilasyonda kullanilan

diger maddelerin etodolak’in alikonma zamaninda girisim yapmadig: tespit edildi.
Tekrarlanabilirlik

Giinler arasi kesinlik tekrarlanabilirligin gostergesidir. Elde edilen verilere gore

etodolak’in HPLC gecerlilik testi yontemi kesindir ve dolayisi ile tekrarlanabilirdir.
Teshis Limiti ve Miktar Tayin Limiti
Denklem (3-1) ve (3-2)’ye gore sirasiyla
TL=0,04 (reseptor faz) ve TL=0,06 (ACN)

MTL= 0,13 (reseptor faz) ve MTL= 0,19 (ACN ) “dir.

Orneklerin Stabilitesi

Kullanilan yonteme gore standartlar 24 saat boyunca kararlidir. Ayrica, reseptor

faz ile hazirlanmis ve oda sicakliginda saklanmis ¢ozeltilerin 1, 9 ve 23 giin sonra bile

kararliligin1 korudugu saptandi (Tablo 4-17, Tablo 4-18 ve Tablo 4-19).



Tablo 4-17: Reseptor faz ile hazirlanms ¢ozeltilerin stabilitesi

70

Konsantrasyon (ug/mL) Zaman Alan SD () RSD (%)
0sa 2606298

100 11681,4 0,45
24 sa 2589778

Tablo 4-18: ACN ile hazirlanms ¢ozeltilerin stabilitesi

Konsantrasyon (ug/mL) Zaman Alan SD () RSD (%)
0sa 1947560

100 13234,9 0,68
24 sa 1928843

Tablo 4-19: Reseptor faz ile hazirlanmis ve oda sicakhiginda saklanmus cozeltilerin

belirtilen siireler sonunda stabilitesi

Konsantrasyon (ug/mL) Zaman Alan SD (3) RSD (%)
1.glin 2524641
100 9 giin sonra 2550188 15133,54 0,60

23 giin sonra 2523358

4.3. Coziiniirliik Calismasi

Yontem 3.2.3’te anlatildigi sekilde yapilan ¢oziiniirlik ¢alismasina ait degerler

Tablo 4-20’de verilmistir. Elde edilen degerlere gore ve yardimci maddelerin 6zellikleri

dikkate alinarak on formiilasyon calismalarinda kullanilabilecek yardimci maddeler

belirlendi.
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Tablo 4-20: Etodolak’in yardimcr maddelerin icerisindeki ¢oziiniirliik degerleri

Yardimcr madde mL’deki ¢oziiniirliik degerleri (+ SD)
IPM 12,56 mg = 0,57
Oleik Asit 11,63 mg + 1,07
Etil Oleat 2,38 mg + 0,17
Labrasol 86,63 mg + 2,75
Transcutol P 34,50 mg + 2,72
Tween 20 2,13 mg+0,12
Tween 80 0,61 mg+ 0,08
Labrafac lipo WL 1349 3,40mg + 0,38
Plurol oleik 12,76 mg + 0,24
Cremophor RH 40 0,41 mg + 0,09
Cremophor EL 0,68 mg+0,18

4.4. On Formiilasyon Cahsmalari
Coziintirliik calismalarinda elde edilen degerler de dikkate alinarak optimum
formiilasyonu/lar1 belirlemek icin farkli oranlarda hazirlanan formiilasyonlara ait

bilgiler Tablo 4-21°de verilmistir.
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Tablo 4-21: Farkh oranlarda yag, siirfaktan ve ko-siirfaktan kullamilarak hazirlanan

mikroemiilsiyonlar

N Yag Sonug¢
Siirfaktan Ko-S Su S/IKo-S  Y/(S/Ko-S)

° Faz Once  Sonra
1 IPM  Cremophor RH40 Transcutol P 9%5,7 11 4:1 Bulamk  Jellesme
2 IPM Cremophor EL  Transcutol P %6,3 1:1 4:1 Bulanik Bulaniklasma
3 IPM  Cremophor RH40 Plurol Oleik  %.... 2:1 9:1 Bulanmk Bulanik
4 IPM Tween 20 Transcutol P % 3,25  1:1 1:6 Berrak ME
5 IPM Tween 80 Transcutol P % 4,33  1:1 1:8 Berrak ME
6 IPM Tween 80 Labrasol % 4,35 1:1 1:8 Berrak ME
7 IPM Tween 80 Span20  %2,63 2:3 1:10 Berrak ME
8 IPM Labrasol Transcutol P %3,4 11 1:2 Berrak ME
9 OleikA Labrasol Transcutol P %6,28  1:1 1:1 Berrak ME

Oleik A: Oleik asit S:siirfaktan, Ko-S: Ko-siirfaktan, Y: Yag Fazi, Bulamk: Su ilavesine Ragmen Berraklasmama,
Bulamklasma: Kismen Berraklagip Tekrar Bulaniklasma ME:Mikroemiilsiyon

e | no’lu formiilasyonda bulaniklik gozlendi ve su ilavesi ile jellesme meydana

geldi.

e 2 no’lu formiilasyonda bulaniklik gézlendi ve su ilavesi ile azalan bulaniklik su

ilavesi devam ettikge artti.

¢ 3 no’lu formiilasyonda bulaniklik gézlendi ve su ilavesine ragmen degismedi.

Tablo 4-21°de gosterilen formiilasyonlarin su tutma kapasiteleri ¢ok diisiik
oldugu i¢in ayrica jellesme/faz ayrimi gozlendigi igin ve yani sira Tablo 4-20°de yer

alan verilere gore etodolak’in en ¢ok ¢oziindiigli yardimc1 maddeler, mikroemdiilsiyon
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bilesenleri olarak secildi. Yag fazi olarak hem IPM hem de oleik asitin kullanildig1
formiilasyonlar hazirlandi. Bu caligmada hazirlanan mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinda Labrasol siirfaktan olarak kullanilirken Transcutol P, ko-siirfaktan
olarak kullanildi. Birbirleri ile olumsuz etkilesimleri olmadig1 gézlenen IPM, Labrasol,
Transcutol P veya Oleik Asit, Labrasol, Transcutol P’den olusan mikroemiilsiyonlar

farkli oranlarda hazirland.

Tablo 4-22: Yag fazi oleik asit olan formiilasyonlarin en yiiksek su icerdigi andaki
mikroemiilsiyon formiilasyon bilesenleri ve miktarlar

N Oleik Asit Labrasol Transcutol P Alabildigi Su
S/IKo-S  Y/(S/Ko-S)

0 % Oran % Oran %  Oran %

1 1322 1 52,88 4 13,22 1 20,68 4:1 1:5

2 10,75 1 53,75 5 10,75 1 24,74 5:1 1:6

3 25,65 2 51,30 4 12,83 1 10,22 4:1 2:5

4 27,95 1 27,95 1 27,95 1 16,15 1:1 1:2

5 20,92 1 41,84 2 20,92 1 16,32 2:1 1:3

6 18,9 1 37,80 1 18,9 2 24,4 1:2 1:3

7 46,86 2 23,43 1 23,43 1 6,28 11 11
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Tablo 4-23: Yag fazi IPM olan formiilasyonlarin en yiiksek su icerdigi andaki
mikroemiilsiyon formiilasyon bilesenleri ve miktarlari

N [|PM Labrasol Transcutol P Alabildigi Su
S/Ko-S  Y/(S/Ko-S)

O % Oran %  Oran % Oran %

1 23,05 1 2305 1 46,1 2 7,82 1:2 1:3

2 32,2 1 32,2 1 32,2 1 3,45 1:1 1:2

3 23,8 1 47,6 2 23,8 1 4,75 2:1 1:3

4 48,72 2 24,36 1 24,36 1 2,55 1:1 11

5 38,56 2 19,28 1 38,56 2 3,60 1:2 2:3

6 39,70 2 39,70 2 19,85 1 0,73 2:1 2:3

7 23,05 1 23,05 1 46,1 2 7,80 1:2 1:3

4.5. Mikroemiilsiyon ~ Formiilasyonlarimin  Hazirlanmas1i  ve Ucgen Faz
Diyagramlariin Olusturulmasi

Etodolak’in ¢oziiniirliik verileri ile 6n formiilasyon calismasindan elde dilen
veriler dikkate alindigt zaman siirfaktan/ko-siirfaktan oraninin  1:1  oldugu
formiilasyonlarin hazirlanmasina karar verildi. Secilen S/Ko-S orani ile hazirlanabilecek
mikroemiilsiyon alanmi belirlemek i¢in Yontem 3.2.4 ve 3.2.5’e gore iiggen faz
diyagramlan ¢izildi. Ucgen faz diyagramlarinin cizilmesinde kullamlan formiilasyon
bilesenlerinin miktar ve oranlart oleik asit igeren formiilasyonlar igin Tablo 4-24’te ve

IPM igeren formiilasyolar i¢in Tablo 4-25’te verilmistir.
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Tablo 4-24: Yag fazi oleik asit olan ve iicgen faz diyagrami olusturarak mikroemiilsiyon
alanininin belirlenmesinde kullanilan formiilasyon bilesenleri ve miktarlari

N Oleik Asit Labrasol Transcutol P Su
S/Ko-S Y/(S/Ko-S)

O o Oran % Oran % Oran %

1 8865 9 4,925 0,5 4925 05 1,50 1:1 9:1
2 78,76 8 98 1 9,85 1 1,54 11 8:2
3 66,08 7 1416 15 1416 15 5,60 11 7:3
4 5394 6 1798 2 1798 2 10,10 11 6:4
5 4454 5 22,27 25 2227 25 10,92 11 5:5
6 34,76 4 26,07 3 26,07 3 13,10 11 4:6
7 24774 3 28,87 35 28,87 35 17,52 1:1 3:7
8 1421 2 28,43 4 2843 4 28,93 11 2:8
9 480 1 21,62 45 2162 45 51,96 11 1:9

Oleik Asit

Sekil 4-7: Tablo 4-24 kullanilarak cizilen iicgen faz diyagram
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Tablo 4-25: Yag fazi IPM olan ve ii¢gen faz diyagrami olusturarak mikroemiilsiyon
alanininin belirlenmesinde kullanilan formiilasyon bilesenleri ve miktarlari

N IPM Labrasol Transcutol P Su
S/Ko-S  Y/(S/Ko-S)

O % Oran % Oran % Oran %

1 - 9 - 0,5 - 0,5 Bulanik -faz ayrimi 1:1 9:1
2 - 8 - 1 - 1 Bulanik -faz ayrimi 1:1 8:2
3 - 7 - 1,5 - 15 Bulanik-faz ayrimi  1:1 7:3
4 59,19 6 19,73 2 19,73 2 1,35 1:1 6:4
5 4929 5 24,65 2,5 24,65 25 1,41 1:1 55
6 3939 4 29,54 3 29,54 3 1,53 1:1 4:6
7 2928 3 34,16 35 34,16 35 2,40 1:1 3:7
8 1931 2 38,62 4 38,62 4 3,45 1:1 2:8
9 907 1 40,82 4,5 40,82 45 9,29 1:1 1:9
IPM
S/Ko-S
S T e e

Sekil 4-8: Tablo 4-25 kullanilarak cizilen iicgen faz diyagram



4.6. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Secilmesi

Elde edilen iiggen faz diyagraminin
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egri icerisinde kalan mikroemiilsiyon

alanindan (Sekil 4-7), oleik asit igeren O-A, O-B, O-C formiilasyonlar1 se¢ildi. Ayrica

su yiizdesinin etkisinin degerlendirilebilmesi i¢cin O-F ve Transcutol P’nin etkisinin

degerlendirilebilmesi i¢in O-D ve O-E formiilasyonlar1 (Sekil 4-9) segildi.

0-A

Y/(5/Ko-S)
1:1:1

0-B

Oleik Asit; 6,8

Y/(5/Ko-3)
1:45:45

Yi(SKo-5)
1:22

Y/(5/Ko-5)
112

0-E

Y/(S/Ko-S)
112

0-F

Oleik Asit; 6

Yi(SKo-8)
1:45:45

Sekil 4-9: Yag faz1 oleik asit olan secilmis formiilasyonlarin bilesenleri ve miktarlari
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Tablo 4-25’ten elde edilen liggen faz diyagraminin (Sekil 4-8) egri icerisinde
kalan alandan yola ¢ikilarak IPM igeren I-A formiilasyonu (Sekil 4-10) segildi. Ayrica
oran degisiminin formiilasyonlar tizerindeki etkisini degerlendirmek {izere 1-B ve I-C

formiilasyonlar1 da hazirlanarak degerlendirildi.

I-A VIS Ko-S) I-B YASKo-5)
1:5:5 o4
IPM; 8,2 IPM; 7,91
I-
C Y/(S/Ko-S)
1:8:2

TranscutolP;  IPM; 8,07
16,14

Sekil 4-10: Yag fazi IPM olan se¢ilmis formiilasyonlarin bilesenleri ve miktarlar:

4.7. Secilen Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarina Etodolak Yiiklenmesi

Secilen ve yontem 3.2.5’te anlatildig1 sekilde hazirlanan formiilasyonlara % 5
olarak belirlenen etodolak, tartilarak ilave edildi. Yalniz se¢ilen formiilasyonlardan O-
F’nin su oran1 ¢ok yiiksek oldugu i¢in % 5 oraninda etodolak ilave edildigi zaman bir
kisminin ¢oziinmeden kaldig1 tespit edildi ve oran % 3’e diistiriildii. Sistemin dengeye

gelebilmesi i¢in 72 saat beklendi.
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4.8. Secilen Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Cahsmalar

4.8.1. Refraktif Indeksin Degerlendirilmesi
Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin refraktif indeks degerleri Yontem

3.2.9.1°de anlatildig: sekilde yapilarak elde edilen degerler Tablo 4-26°da verilmistir.

Tablo 4-26: Etodolak yiiklii mikroemiilsiyonlarin refraktif indeks degerleri

Formiilasyon Refraktif Indeks (ETD yiiklii ME)
O-A 1,4400+0
O-B 1,4220+0
O-C 1,4335+0
O-D 1,4305+0
O-E 1,4280+0
O-F 1,4110+0

4.8.2. Damlacik Boyutu ve Polidispersite Indeksinin Degerlendirilmesi

Yontem 3.2.9.2°de anlatildig1 sekilde damlacik boyutu ve polidispersite indeksi
Olgtimleri yapildi. Damlacik boyutuna ait veriler Tablo 4-27°de ve polidispersite
indeksine ait veriler Tablo 4-28’de gosterilmistir. Oleik asit ile hazirlanan
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin damlacik boyutu dlgiimlerine ait grafikler Sekil 4-
11 ve Sekil 4-22 arasinda gosterilmistir. Etodolak ilavesi ile damlacik boyutlarinda asiri
artis gozlenen IPM ile hazirlanan formiilasyonlarin damlacik boyutu dl¢iimlerine ait

grafiklere yer verilmedi.



Tablo 4-27: Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu (25°C)
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Damlacik Boyutu (nm)

Formiilasyon

ETD Yiikli ME ETD Yiikli ME
Bos ME

(Giin icerisinde) (72 saat sonra)
I-A 5,51+0,66 80,82+12,43 125,87+16,95
I-B 7,71.+£0,1 156,90+65,80 76,67 (Tek 6lglim)
I-C 11,62+2,89 3524,30+£2654 Olgiim yapilmadi
I-A (%1) 5,51+0,66 104,37+3,39 Olgiim yapilmad:
O-A 3,42+0,1 13,58+3,57 12,07+0,53
O-B 4,41+0,08 6,28+0,08 5,97+0,07
O-C 3,59+0,05 5,17+0,68 4,95+0,86
O-D 3,4240,01 6,12+0,59 3,41+0,12
O-E 4,57+0,19 4,96+0,10 6,35+0,01

O-F 5,40+0,04 10,25+0,02 10,02+0,12




81

Boyut (d.nm}: % Hacim Genislil{d.nm}):
Z-Ortalama(d.nm): 3524 Pik 1: 3,024 100,0 1,008
Pdli: 0,303 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0,0 0,000
Hacime Kars1 Boyut Dagilim
20 ................. .................. s s e S iy e A _ ....................................
Gt e ................ AR A A AR e e KA A vti o AR A R A b A LA A e A kb AR
% b % :
S 04 - ................. .................. e A S
d
5 &
5 ......................................................................................
0
0.1 gl 10 100 1000 10000
Bovut (d.nm)
—— oA |

Sekil 4-11: O-A formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi

Boyut (d.nm): % Hacim  Genislik (d.nm):
Z-Ortalama (d.nm): 12,12 Pik 1: 2,661 100,0 0,8389
Pdl: 0297 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0,0 0,000
Hacime Kars1 Boyut Dagilimi
20 ................. .................. .... ....................................
T et O T R /\ ......... ...................................
€ 1 i z :
§ 11T SR P RITRA A \ ........ R S P A T e 1S T e b R SR st st Lt Pt e R
g | : : :
jesi : : :
5 ................. ................ .....................................................
0 ; / ; ' .
0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)
[—— ETDVikuO-A |

Sekil 4-12: ETD yiiklii O-A formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi




Boyut {d.nm}: % Hacim  Genislik (d.nm):

Z-Ortalama (d.nm}): 4401 Pik 1: 4072 100.0 1,179
Pdl: 0231 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0,0 0,000

Hacime Kars: Boyut Dagihim
25 ................. .................. . ................. .................

Hacim (%)

100 1000 10000
Boyut (d.nm)
[—— o= |

Sekil 4-13: O-B formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi

Boyut (d.nm}): % Hacim Genislik (d.nm):
Z-Ortalama (d.nm): 6,036 Pik 1: 5,015 100,0 1,653
Pdl: 0228 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0,0 0,000

Hacime Kars1 Boyut Dagilimi

L3 R P ................. \ ..................
g z z 5
g 10 ................. ......... fooeeedee .................
& * 3 5
5 ................. ................. ................................... .................
> i : :
0 !
0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)
| ETD Yiiklii O-B |

Sekil 4-14: ETD yiiklii O-B formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi



Boyut (d.nm): % Hacim Genislik (d.nm}):

Z-Ortalama (d.nm): 3567 Pik 1: 3,467 100,0 1,109
Pdl: 0242 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0,0 0,000
20..................: .................. :..................' ................. :.................:
el maen s st e . - AP AT S A L A SR :
g K % 5 3 >
g 11} ST PP sl Sy s i s s S O & A S S S S A B S S S S A S s S s s 5
@ : 2 § : %
o]
5 ......................................................................................
0 " + } ]
0.1 1 10 100 1000 10000
Bovut (d.nm)
I 0 |

Sekil 4-15: O-C formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi

Boyut(d.nm}): % Hacim Genislik (d.nm):
Z-Ortalamad.nm): 4538 Pik 1: 3,004 100,0 1,040
Pdl: 0211 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0,0 0,000
Hacime Kars1 Boyut Dagilimi
20 ................. .................. :.......4..4....4.j ................. .................
,_\15 ................. ................. ‘ ................. . .................
£ : ; f : :
g 10 ................. ................. ................. .................
g : ;
e o}
5 ......................................................................................
0 + + + ¥ 4
0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)
| ETD Yiiklii 0-C |

Sekil 4-16: ETD yiiklii O-C formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi



Boyut (d.nm}): % Hacim Genislik (d.nm}):
Z-Ortalama (d.nm): 3276 Pik 1: 2,490 100,0 0,7252
Pdl: 0,299 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0.0 0,000
Hacime Kars1 Boyut Dagilim
25 ................. A A RS A D RS G e R AS AR 4] A B CAes 4D g B CR e A A DR SRS g
Sl R T IR A R e :
S T P e Gt EEREIDY ol (R R SRR R S R S R e R SR s
g JOR s B T or PR SRtaslasiast e sl
5 ......................................................................................
0 ] ! : : 1
0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)
[— oD |

Sekil 4-17: O-D formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi

Boyut (d.nm): % Hacim Genislik (d.nm}):
Z-Ortalama (d.nm): 3401 Pik 1: 3,022 100,0 0,9578
Pdl: 0,186 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0,0 0,000
Hacime Kars1 Boyut Dagilim
20 ................. : .................. :.‘...‘...‘A.......- ................. : ................. ‘
,.\15 ................. ................. ‘. .................
x : : : : :
104 - o YRG! [PPSR, (ST Ceieiaieraseinieiaseiiel s einseia o h R e e eIaL e as eI e e s aceiaisianeinieraseias e azeiayeia %
g : 3 : : :
jesi
5 ......................................................................................
0 i
0.1 1 10 100 1000 10000
Bovut (d.nm)
[ ETD Yiiklii 0-D |

Sekil 4-18: ETD yiiklii O-D formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi



Boyut (d.nm): % Hacim Genislik (d.nm):
Z-Ortalama(d.nm): 4,576 Pik 1: 3,766 100,0 1,119
Pdl: 0,255 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0,0 0,000
Hacime Kars1 Boyut Dagihmt
25 ...........................................................................................
b1 R R I
§!;15 S RO R R RCR R S RO R RS SCRC IR RS CRCRUR AR R RCR o B ROR R S ROR TSRO A SR B R L RS R R RO R BVOR R RSO AR RO SR SO LR RSO )
Y
L S A L N I
0
0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)
— o= |

Sekil 4-19: O-E formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi

Boyut (d.nm}): % Hacim Genislik (d.nm}:
Z-Ortalama (d.nm): 6,334 Pik 1: 5,850 100,0 1472
Pdl: 0,063 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0.0 0,000
Hacime Kars1 Boyut Daglimi
25.. ....................................
b1 R s i S R I P
5’151 ..........................................................................................
-] 4
B s Rl B e sis e Aessesisse s e e st i s e e s
0 : ‘ ; ; 1
0.1 1 10 100 1000 10000
Bovut (d.nm)
[ ETD Yiikli O-E |

Sekil 4-20: ETD yiiklii O-E formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi



Boyut (d.nm): % Hacim  Genislik (d.nm):

Z-Ortalama (d.nm): 5364 Pik 1: 4880 100,0 1,456
Pdl: 0,151 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0,0 0,000
Hacime Kars1 Boyut Dagthmi
25...‘....,.,...,..........4.4....,.,.4,.,.........‘.‘...- ....................................
b1 SR I I I
515...4.4...4..............4.4.................4.4.4...'...........4.4.4. ..................
g 117 A RO RO R GO TS G (A e RO RO RO S RO A A AC e S RO RO RO
48
S .......................................................................................
0 t + t 1
0.1 1 10 100 1000 10000
Bovut (d.nm)
— ]

Sekil 4-21: O-F formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi

Boyut (d.nm}: % Hacim Genislik (d.nm):
Z-Ortalama (d.nm): 2972 Pik 1: 8,545 100,0 2,676
Pdl: 0,098 Pik 2: 0,000 0,0 0,000
Pik 3: 0,000 0,0 0,000
Hacime Kars1 Boyut Dagilimi

Hacim (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)
[—— ETD vukaOF |

Sekil 4-22: ETD yiiklii O-F formiilasyonunun damlacik boyutu ve polidispersite indeksi
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Tablo 4-28: Mikroemiilsiyonlarin polidispersite indeks degerleri

Polidispersite Indeksi

Formiilasyon

ETD Yiikli ME ETD Yiikli ME
Bos ME

(Giin icerisinde) (72 saat sonra)
I-A 0,23+0,07 0,95+0,04 1+0
1-B 0,35+0,06 1+0 0,87(Tek olgiim)
I-C 0,28+0,06 0,63+0,45 Olgiim yapilmadi
I-A(%1) 0,23+0,07 1+0 Olgiim yapilmad:
O-A 0,27+0,03 0,37+0,05 0,30+0,01
O-B 0,25+0,02 0,23+0,02 0,22+0,01
o-C 0,25+0,02 0,27+0,02 0,24+0,04
O-D 0,21+0,03 0,22+0,01 0,26+0,05
O-E 0,24+0,04 0,24+0,03 0,08+0,01
O-F 0,17+0,01 0,08+0,01 0,13+0,03

4.8.3. pH’nin degerlendirilmesi

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarmimn pH oOlgiimleri Yontem 3.2.9.4°te de
anlatildig1 sekilde hem bos hem de etodolak yiiklii mikroemiilsiyonlar icin yapilarak
elde edilen degerler Tablo 4-29°da gosterilmistir.
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Tablo 4-29: Mikroemiilsiyonlarin pH degerleri

pH

Formiilasyon

Bos Mikroemiilsiyon = ETD Yiiklii Mikroemiilsiyon

O-A 4,10+0,12 3,69+0,01
O-B 4,18+0,12 3,7940,01
O-C 4,12+0,08 3,82+0,04
O-D 4,08+0,04 3,75+0,02
O-E 4,02+0,05 3,67+0,02
O-F 3,98+0,04 3,68+0,02

4.8.4. Tletkenligin Degerlendirilmesi

Formiilasyonlarin elektriksel iletkenlik ol¢limleri Yontem 3.2.9.5°te anlatildigy
sekilde yapilarak elde edilen degerler Tablo 4-30’da verilmistir. Ayrica O-F
formiilasyonunun iletkenlik degeri ile sulu faz hacim fraksiyonu arasindaki bagint1 Sekil
4-23’te ve ayni ¢alismaya ait su yiizdesinin logaritmasi alinarak ¢izilen ve kirilmalarin
daha net gozlenebilmesini saglayan yar1 logaritmik grafik, Sekil 4-24’te gosterilmistir.
Ayrica kirtlmalarin daha net gosterilebilmesi i¢in Sekil 4-24’ten alinmis bir kesite ait

grafik Sekil 4-25’te yer almaktadir.



Tablo 4-30: Mikroemiilsiyonlarin iletkenlik degerleri

Iletkenlik (uS)
Formiilasyon
Bos Mikroemiilsiyon ETD Yiiklii Mikroemiilsiyon
O-A 1,54+0,04 1,72+0,02
O-B 10,06+0,03 11,81+0,09
O-C 3+0,07 3,03+0,05
O-D 3,60+0,04 3,98+0,05
O-E 4,8+0,1 5,70+0,20
O-F 18,17+0,2 21,03+0,04
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0
5,0
0,0
o) 10 20 30 40 50
Sekil 4-23: Elektirksel iletkenlige karsi su yiizdesi
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2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

-0,5

—a—|og iletkenlik

Sekil 4-24: Elektriksel iletkenligin logaritmasina karsi su yiizdesi (%00-46 arasi)

0,150
0,100
0,050
0,000
-0,050 ( 2 4 8 10 12

-0,100
-0,150
-0,200
-0,250
-0,300
-0,350

-0,400

Sekil 4-25: Elektriksel iletkenligin logaritmasina karsi su yiizdesi (%0-10,6 arasi)

4.8.5. Reolojik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Formiilasyonlarin reolojik Olclimleri Yontem 3.2.9.6’da anlatildigr sekilde
yapildi. 0-200 1/s kayma orani araliginda ve 600 sabit kayma oraninda analiz edilen
mikroemiilsiyonlara ait reolojik parametreler ve degerleri sirasiyla Tablo 4-31°de ve
Tablo 4-32°de gosterilmistir. Her bir formiilasyona ait Sekil 4-26 ve Sekil 4-31
araliginda gosterilen akis diyagramlarina gore tiim formiilasyonlar kayma gerilimi ve

kayma oraninin orantili oldugu, newtonian akis gostermistir.
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Tablo 4-31: Etodolak yiiklii mikroemiilsiyonlarin akis 6zellikleri (degisken kayma orani)

Formiilasyon Viskozite(mPa.s) Kayma Gerilimi(Pa) Kayma Orami(1/s) Sicaklik(°C)

O-A

O-B

O-C

O-D

O-E

O-F

27,7-33,0

0-19,1

21,6-27,8

0-22,0

16,2-21,5

0-19,4

2,767-6,602

0-3,829

2,164-5,560

0-4,399

1,617-4,303

0-3,889

100-200

100-200

100-200

100-200

100-200

100-200

22,2+0,10

22,05+0,05

21,9+0,10

21,6+0,10

21,3+0,10

20,75+0,05

Tablo 4-32: Etodolak yiiklii mikroemiilsiyonlarin akis 6zellikleri (sabit kayma orani)

Formiilasyon Viskozite(mPa.s) Kayma Gerilimi(Pa) Kayma Orami(1/s) Sicakhk(°C)

O-A

O-B

O-C

O-D

O-E

O-F

36,2-37,0

23,8-24,6

31,3-32,0

24,7-25,2

25,6-25,2

22,3-23,2

21,736-22,200

14,267-14,754

19,201-18,791

14,809-15,124

15,347-15,502

13,404-13,923

600

600

600

600

600

600

22,3

22,40,1

21,9+0,1

21,7

21,4

20,8
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650 T Viskozite Diagramm [ 24
go0 1 . L2z
ssoy 20
500 L1g
4501
= 16
L 00} E
—_ F14 —
" 350 1 )
g F12 5
E 300% &
(=] =
10 on
g 2s0%
;, r8
14 2004
1501 8
1007 F4
50 1 L2
o t } t t t ; ; } } t } 0
0 2 4 6 8 10 12 14 18 18 20 22 24
Kayma Gerilimi T (Pa)
Sekil 4-26: O-A formiilasyonuna ait akis 6zellikleri
650 T Viskozite Diagramm T24
600 —— bbb — 122
p -~
5501 o Tz0
p e
500 1 ~
] e T18
-
T Tis
-~ 5
,-/ “
- S
-
-
- 12z
~ o
T10™?
+8
Te
Ia
12
0 t | | } } : . 0
o 2 4 3 R 10 12 14 16
Kayma Gerilimi T (Pa)

Sekil 4-27: O-B formiilasyonuna ait akis 6zellikleri
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G50 Viskorite Diagram T4
B0 F e 122
ss0f Iz
so0 18
4504

T8

1 ap0d -
Ll 1]
=350} i
g 125
S ¥ 10 2
g asal 5]
=3 1®
] 200+

1504 18

100t 14

s0 T2

0 b HHHHHHH - H-HHHHH H-H-HHH LH-HHHH - - - b H-HHHHH g

0 2 H 5 0 12 14 16 18 2
Kayma Gerlimi T (Pa)
Sekil 4-28: O-C formiilasyonuna ait akis ozellikleri
650 T . . . T24
] Viskozite Diagrarmm [
6003 122
S ——— P r
4 - L
S50 - f20
1 - [
5004 /,/ +18
3 /—"
7 116 —
~ S
- T —
/’ F-
-~ [ ("]
o Hi2 o
7 [
_:-ID -:'_:
_;3
e
_;4
_52
o ; } } } } } } Lo
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Kayma Gerilimi T (Pa)

Sekil 4-29: O-D formiilasyonuna ait akis 6zellikleri
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6507 Viskozite Diagram T24
6001 Iaz
1 il
550 Iz0
500} T1g
4501
] 116
G ano} °
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=~3501 y
g ] 112 E
&5300% 3
o3 Fio&
g
= 2001 T
1504 1®
1003 T4
50 1 I2
0 ] t t f t t ; : t o
0 2 4 6 8 10 14 16 18
Kayma Gerilimi 7 (Pa)
Sekil 4-30: O-E formiilasyonuna ait akis 6zellikleri
650 T Viskozite Diagramm a2
Sl il
600 1 } +20
5501 p
] 118
500+
: 118
4501 P
2 400 1 Ti40
= =
=350 - i é
S 3007 110 ©
] ] 43
E"sz_ g I8
M 2001
] 16
15071 -
F/ Ia
1009F—
50 1 Iz
0 ] f ; f { t f } o
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Kavma Gerilimi T (Pa)

Sekil 4-31: O-F formiilasyonuna ait akis 6zellikleri
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4.8.6. Optik izotropinin Degerlendirilmesi
Yontem 3.2.9.7°de anlatildigi sekilde yapilan optik izotropi ¢aligmalarinda
polarize 151k mikroskobu goriintiilerine gore formiilasyonlar karanlik goriiniimdedir yani

optik agidan izotropiktir.

4.8.7. Mikroemiilsiyonlarin cryo-TEM Gériintiileri
Yontem 3.2.9.8’de anlatildig1 sekilde yapilan cryo-TEM ¢aligmasi sonucu elde
edilen goriintiiler Sekil 4-32°de gosterilmistir.

Sekil 4-32: Formiilasyonlara ait TEM goriintiisii
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4.8.8. Stabilitenin Degerlendirilmesi

Yontem 3.2.9.9’da anlatildigi sekilde yapilan stabilite calismasina gore
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 1 ve 3 ay sonunda damlacik boyutlarindaki degisim
tablo 4-33’te gosterilmistir. 3 ay oda sicakliginda muhafaza edildikte sonra
santrifiijlenen formiilasyonlarda faz ayrimi1 gézlenmedi. 1 ay sonunda neredeyse biitiin
formiilasyonlar kararli yapilarini korurken 3 ay sonunda bazi formiilasyonlarin damlacik
boyutlariin biiyiidigi tespit edildi. O-A, O-C ve O-D formiilasyonlar1 3’{incii ayin

sonunda kararli degillerdir.

Tablo 4-33: Stabilite testine gore formiilasyonlarin damlacik boyutu

Formiilasyon 1 Ay 3 Ay

O-A 5,19£1,06 23,48+3,09
O-B 5,10+0,09 5,12+0,07
o-C 4,36+0,30 7,31+3,87
O-D 3,59+0,23 455,40+236,71
O-E 6,07+0,12 6,34+0,17

O-F 12,09+0,03 12,96+0,01

4.9. In vitro Salim Calismasi
Yontem 3.2.10’da anlatildigr sekilde membran (0,22um GSWP  Type)
kullanilarak in vitro salimi izlendi (Sekil 4-33 - Sekil 4-41) . Salim profilleri Higuchi

kinetik modeline gore degerlendirildi. Herbir formiilasyona ait veriler hesaplandi ve

farkli tablolarda ardarda gosterildi (Tablo 4-43). V't ‘ye kars1 zaman grafikleri ¢izildi.
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Tablo 4-34: 1-A mikroemiilsiyonundan etodolak’in sentetik membrandan in vitro zamana
karsi salinan kiimiilatif miktarlar: (ng/cm?)

Saat Ortalama SD ()
0,5 134,00 43,71
1 631,67 191,89
2 1948,00 923,33
3 3672,33 1162,92
4 5591,00 923,39
5 7084,67 853,37
6 8307,33 985,46
10000
E 9000
%% 8000
g: 7000
8 6000
% 5000
ég 4000
% 3000
% 2000
3 1000
0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
-.__‘,'It

Sekil 4-33: Etodolak’in I-A mikroemiilsiyonundan Higuchi kinetik modeline gore salim
profili
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Tablo 4-35: 1-B mikroemiilsiyonundan etodolak’in sentetik membrandan in vitro zamana
karsi salinan kiimiilatif miktarlar1 (ug/cm?)

Saat Ortalama SD ()
05 94,00 29,61
1 305,67 86,00
2 727.33 187,89
3 2533 33 1358.22
4 3350,00 170148
5 412367 423,50
6 3968,67 199 14
5500
5000
”g 4500
"EB 4000
= 3500
& 3000
=
£ 2500
& 2000
E 1500
:g 1000
2 500
0]

Sekil 4-34: Etodolak’in |-B mikroemiilsiyonundan Higuchi kinetik modeline giore salim
profili
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Tablo 4-36: 1-C mikroemiilsiyonundan etodolak’in sentetik membrandan in vitro zamana
karsi salinan kiimiilatif miktarlar1 (ug/cm?)

Saat Ortalama SD ()
05 88,00 2.00
1
247,33 15,63
2 702,67 54,37
3 1302,00 234,78
4
1615,00 69,29
5 1789,00 152,42
6 2216,00 31,18
2400
__ 2200
% 2000
= 1800
= 1600
& 1400
-
§ 1200
on 1000
T
E; 800
® 600
T 400
2 200
0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
4__‘|"t

Sekil 4-35: Etodolak’in |I-C mikroemiilsiyonundan Higuchi kinetik modeline gore salim
profili
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Tablo 4-37: O-A mikroemiilsiyonundan etodolak’in sentetik membrandan in vitro zamana
karsi salinan kiimiilatif miktarlar1 (ug/cm?)

Saat Ortalama SD (1)
05 347,33 77.82
1
711,50 23,33
2 1249 33 225.70
3 1528,00 192,63
4 1877.67 114,15
5 2058,00 329,03
6 2300,33 325,93
2800
2600
~ 2400
5 2200
S 2000
- 1800
& 1600
= 1400
E 1200
Q 1000
::E 800
2 600
E 400
2 200
0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
“._‘ullt

Sekil 4-36: Etodolak’in O-A mikroemiilsiyonundan Higuchi kinetik modeline gore salim
profili
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Tablo 4-38: O-B mikroemiilsiyonundan etodolak’in sentetik membrandan in vitro zamana
karsi salinan kiimiilatif miktarlar1 (ug/cm?)

Saat Ortalama SD ()
05 172,00 24,06
1 726,00 148,01
2 141633 152,43
3 2161,00 273,30
4 294700 397,12
5 3804,00 669,69
6 4906,67 316,44
5600
5200
— 4800
€ 4400
”a“:_g 4000
- 3600
& 3200
= 2800
LE» 2400
[1+]
E 2000
E 1600
3 1200
:g 800
-
400
0
4] 0,5 1 1,5 2 2.5 3

Sekil 4-37: Etodolak’in O-B mikroemiilsiyonundan Higuchi kinetik modeline gore salim
profili (ng/cm?)
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Tablo 4-39: O-C mikroemiilsiyonundan etodolak’in sentetik membrandan in vitro zamana
karsi salinan kiimiilatif miktarlar1 (ug/cm?)

Saat Ortalama SD ()
05 271.33 74,27
1 746,67 96,04
2 1306.33 237,59
3 1700,00 139,15
4 196967 152,51
5 2392,50 307,07
6 2403,00 279.73
3000
2750

~ 2500

£

L 2250

% 2000

= 1750

£ 1500

E 1250

E 1000

T 750

§ 500

T 250

2 0

0,0 a,5 1,0 . 1,5 2,0 2,5 3,0
Jt

Sekil 4-38: Etodolak’in O-C mikroemiilsiyonundan Higuchi kinetik modeline gore salim
profili (ng/cm?)
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Tablo 4-40: O-D mikroemiilsiyonundan etodolak’in sentetik membrandan in vitro zamana
karsi salinan kiimiilatif miktarlar1 (ug/cm?)

Saat Ortalama SD ()
05 360,33 89,91
1 484,33 48,50
2 1088,00 32931
3 1675,00 87.50
4 194767 123,70
5 2252.00 250,28
6 2571,33 406,33

3300

- 3000

”g 2700

= 2400

= 2100

& 1800

-

E 1500

& 1200

= 900

= 600

:g 300

-
0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Sekil 4-39: Etodolak’in O-D mikroemiilsiyonundan Higuchi kinetik modeline gore salim
profili (ng/cm?)
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Tablo 4-41: O-E mikroemiilsiyonundan etodolak’in sentetik membrandan in vitro zamana
karsi salinan kiimiilatif miktarlar: (ng/cm?)

Saat Ortalama SD ()
05 395,33 78,68
1 796,00 98,53
2 150033 187,36
3 2284,67 177,59
4 3094,67 316,72
5 3846,33 308,69
6 4804,00 472,85
6000
5500
”E 5000
S 4500
2 4000
E 3500
X 3000
E 2500
£ 2000
£ 1500
(1]
S 1000
:g 500
-
0]
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
“._‘ullt

Sekil 4-40: Etodolak’in O-E mikroemiilsiyonundan Higuchi kinetik modeline gore salim
profili (ng/cm?)
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Tablo 4-42: O-F mikroemiilsiyonundan etodolak’in sentetik membrandan in vitro zamana
karsi salinan kiimiilatif miktarlar: (ng/cm?)

Saat Ortalama SD ()
05 110,00 11,14
1 266,00 39,40

2 595,33 103,03
3 914,00 166,32
4 1250,00 218,24
5 1586,67 288,19
6 2082,67 381,60

2600

2400

— 2200

g 2000

= 1800

= 1600

E 1400

= 1200

E, 1000

;.’—:“ 800

Z 600

S 400

§ 200

o

0,0 0,5 1,0 L5 2,0 2,5 3,0
"._‘|' t

Sekil 4-41: Etodolak’in O-F mikroemiilsiyonundan Higuchi Kkinetik modeline gore salim
profili (ug/cm?)
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Tablo 4-43: Etdolak’in sentetik membrandan in vitro Higuchi kinetik modeline gore salim
profillerine ait determinasyon katsayilar: ve dogru denklemleri

Formiilasyon r’ Dogru denklemi
I-A 0,9656 y=4880,5x-4135,3
I-B 0,9341 y=2636,2x-2188
I-C 0,9846 y=1248,6x-921,1
O-A 0,9963 y=1113,0x-395,8
O-B 0,9616 y=2589,1x-1963,2
O-C 0,9879 y=1258,6x-533,3
O-D 0,9889 y=1331,2x-711,7
O-E 0,9671 y=2480,1x-1699,4
O-F 0,9571 y=1089,6x-824,1

4.10. In vitro Permeasyon Calismasi

Deri ile in vitro permeasyon g¢alismasi bolim 3.2.11°de anlatildigi sekilde
yapildi. Bu calismada pasif difiizyon ile geg¢is yapan mikroemiilsiyon formiilasyonlari
Fick’in birinci kanununa gore davramis gosterir. Herbir formiilasyona ait veriler
hesaplandi1 ve farkli tablolarda ve sekillerde ardarda gosterildi. Grafiklerde yer alan
egrinin x eksenini kestigi nokta gecikme zamanini , egimi ise ila¢ akisini verir. Herbir
formiilasyonun gecikme zamanlar1t ve ilag akisi hesaplandi. Ayrica Denklem 3-4
kullanilarak mikroemiilsiyon formiilasyonlariin ilag akisi ve baslangic ilag

konsantrasyonundan, permeasyon katsayis1 hesaplandi.
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Tablo 4-44: O-A mikroemiilsiyonundan etodolak’in domuz derisinden in vitro zamana
kars1 gecen kiimiilatif miktarlar: (ug/cm?)

Saat Ortalama SD (3)
1 1,61 1,50
2 2,30 2,24
4 4,23 4,24
6 7,33 6,73
8 12,30 10,43
24 49,31 35,56
30
r‘g 80
> 70
=
= 60
(]
X s0
LE» 40
e
= 30
=
=S 20
E
2 10
0
0 5 10 15 20 25 30
zaman (t)

Sekil 4-42: Etodolak’in O-A mikroemiilsiyonundan Fick’in birinci yasasina gore
permeasyon profili (ug/cm?)
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Tablo 4-45: O-B mikroemiilsiyonundan etodolak’in domuz derisinden in vitro zamana
karsi gecen kiimiilatif miktarlar: (ug/cm?)

Saat Ortalama SD ()
1 - -
2 1,93 1,61
4 4,09 2,49
6 10,01 2,51
8 19,71 3,64
24 77,26 33,58
120
— 110
£ 100
8 90
= 80
S 70
= 60
g. 50
[x~]
= 40
® 30
g 20
2 10
0
0 5 10 15 20 25 30
zaman (t)

Sekil 4-43: Etodolak’in O-B mikroemiilsiyonundan Fick’in birinci yasasina gore
permeasyon profili (ug/cm?)
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Tablo 4-46: O-C mikroemiilsiyonundan etodolak’in domuz derisinden in vitro zamana
kars1 gecen kiimiilatif miktarlar: (ug/cm?)

Saat Ortalama SD ()
1 - -
2 0,58 0,50
4 1,54 0,93
6 3,06 1,36
8 5,27 1,99
24 23,00 5,38
30
— 25
&
W 20
2
g 15
=
£
g 10
8 s
3
E
2 0
0 5 10 15 20 25 30
zaman (t)

Sekil 4-44: Etodolak’in O-C mikroemiilsiyonundan Fick’in birinci yasasina gore

permeasyon profili (ug/cm?)
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Tablo 4-47: O-D mikroemiilsiyonundan etodolak’in domuz derisinden in vitro zamana
kars1 gecen kiimiilatif miktarlar: (ug/cm?)

Saat Ortalama SD ()
1 4,10 4,94
2 6,69 7,09
4 11,92 7,91
6 20,36 5,55
8 30,73 2,24
24 91,52 5,26
110
~ 100
£
% 90
= 80
E 70
= 60
f, 50
::—l_’ 40
E 30
3
'E 20
2 10
a
0 5 10 15 20 25 30
zaman (t)

Sekil 4-45: Etodolak’in O-D mikroemiilsiyonundan Fick’in birinci yasasina gore
permeasyon profili (ng/cm?)
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Tablo 4-48: O-E mikroemiilsiyonundan etodolak’in domuz derisinden in vitro zamana
kars1 gecen kiimiilatif miktarlar: (ug/cm?)

Saat Ortalama SD ()
1 0,34 0,07
2 0,58 0,14
4 1,04 0,26
6 2,00 0,64
8 3,38 1,11
24 14,78 5,47
25
E 20
S
!
c 15
i
=
LE» 10
=
ke
£ 0
3
0
0 5 10 15 20 25 30
zaman (t)

Sekil 4-46: Etodolak’in O-E mikroemiilsiyonundan Fick’in birinci yasasina gore
permeasyon profili (ug/cm?)
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Tablo 4-49: O-F mikroemiilsiyonundan etodolak’in domuz derisinden in vitro zamana
karsi gecen Kiimiilatif miktarlar: (ug/cm?)

Saat Ortalama SD ()
1 0,84 0,41
2 1,31 0,39
4 2,33 0,68
6 3,79 1,24
8 5,61 1,94
24 15,20 5,72
25

t 20

<

A

T 15

i

=

€ 10

=

£ s

E

3

0
0 5 10 15 20 25 30
zaman (t)

Sekil 4-47: Etodolak’in O-F mikroemiilsiyonundan Fick’in birinci yasasina gore
permeasyon profili (ug/cm?)
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Tablo 4-50: O-Kontrol formiilasyonundan etodolak’in domuz derisinden in vitro zamana
kars1 gecen kiimiilatif miktarlar: (ug/cm?)

Saat Ortalama SD ()
1 0,82 0,09
2 1,12 0,12
4 1,46 0,16
6 1,91 0,04
8 2,59 0,07
24 6,35 1,46
10
9
= 8
5
'-;:--:i-D 7
= 6
= 5
S
g 4
T 3
:g 2
=3
|
0
0 5 10 15 20 25 30
zaman (t)

Sekil 4-48: Etodolak’in O-Kontrol formiilasyonundan Fick’in birinci yasasina gore
permeasyon profili (ng/cm?)
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5000
4500
4000
3500 m0-A
3000 08
2500 20-C
2000 20D
1500 50-L
1000 1O+
500
0
Y 1 2 3 4 5 6

Sekil 4-49: Etodolak’in mikroemiilsiyon formiilasyonlarindan Higuchi kinetik modeline
gore salim profili (ng/cm?)

100 ~

90 -

80 A

70 A mO-A
60 - HO-B
50 A mOo-C
40 - mO-D
30 A HO-E
20 - mO-F
10 -

0 -

1 2 4 6 8 24

Sekil 4-50: Etodolak’in mikroemiilsiyon formiilasyonlarindan Fick’in birinci yasasina
gore permeasyon profili (ug/cm?)
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Tablo 4-51: Etdolak’in domuz derisinden in vitro Fick’in birinci yasasina modeline
permeasyon profillerine ait determinasyon katsayilari: ve dogru denklemleri

Formiilasyon

O-A

O-B

O-C

O-D

O-E

O-F

O-Kontrol

r2

0,9885

0,9945

0,9942

0,9880

0,9859

0,9977

0,9986

Dogru denklemi

y=2,14x-3,24

y=3,56x-8,69

y=1,05x-2,59

y=3,87x-1,44

y=0,65x-1,19

y=0,63x+0,11

y=0,24x+0,57

Zamana karsi kiimiilatif miktarlarinin grafikleri ¢izildi. Aynm1 zamanda permeasyon

katsayis1 gibi parametreler sifirinci derece salim kinetigi ile Denklem 3-4’e gore

hesaplandi. Elde edilen sonuglar Tablo 4-52’de gosterilmistir.
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Tablo 4-52: Mikroemiilsiyon formlasyonlarinin aki, K, gecikme siiresi degerleri

Aki Kpx10° Gecikme
(ng/cm?/sa) (cm/sa) Siiresi (t)
Formiilasyon
Ortalama SD Ortalama SD Ortalama SD
O-A 2,29 1,60 0,46 0,32 2,66 0,99
O-B 3,67 1,87 0,73 0,37 2,42 1,58
O-C 1,09 0,22 0,22 0,04 3,06 0,83
O-D 3,94 0,61 0,79 0,12 0,53 2,20
O-E 0,70 0,27 0,14 0,05 2,87 0,21
O-F 0,63 0,25 0,13 0,05 -0,34 0,91
O-Kontrol 0,24 0,07 0,24 0,07 -2,70 2,28

4.11. ATR-FTIR

ATR-FTIR c¢alismasi yontem 3.2.12°de anlatildigi  sekilde yapildi.
Formiilasyonlarin etkisi ile 24 saat sonra bantlardaki degisimler Tablo 4-53 deki gibidir.
Formiilasyonlara ait ATR-FTIR spektrumu sirasiyla Sekil 4-51 ile Sekil 4-56
araligindadir. Kontrol formiilasyonuna ait ATR-FTIR spektrumu Sekil 4-57’de
gosterilmistir. Ayrica formiilasyon bilesenlerinin lipitler tizerindeki etkisi Labrasol igin
Sekil 4-58’de, Transcutol P i¢in Sekil 4-59°da ve oleik asit i¢in Sekil 4-60 ‘da
gosterilmistir. Herhangi bir iselem gérmemis, uygulama yapilmamis olan kontrol

derisine ait spektrum ise Sekil 4-61’de gosterilmistir.



Tablo 4-53: ATR-FTIR sonugclarina gore bant degisimleri

Formiilasyon OH CH asimetrik CH simetrik
O-A 3280,4+0,87 2923,9+0,10 2854,7+0,10
O-B 3282,0+0,93 2923,0+0,38 2872,4+0,10
O-C 3281,8+0,80 2923,8+0,35 2855,4+0,10
O-D 3280,3+0,42 2924,1+0,23 2854,6+0,10
O-E 3280,6+0,10 2922,94+1,12 2854,2+0,23
O-F 3283,0+0,30 2919,7+0,16 2854,15+1,39
O-Kontrol 3281,1+3,83 2924,2+0,21 2854,1+0,21
Labrasol 3283,8+0,14 2921,2+0,37 2870,9+0,43
Transcutol P 3281,6+0,56 2922,2+0,29 2852,7+0,33
Oleik Asit 3278,5+0,28 2923,5+0,68 2853,3+0,49
Kontrol derisi 3281,5+0,72 2919,7+1,09 2851,2+1,09
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5. TARTISMA

Etodolak, pratik olarak suda ¢oziinmeyen, lipofilik 6zellikte, indol tiirevi NSAI
bir ilagtir (Martindale 2005). Osteoartrit, romatoid artrit gibi iskelet kas sistemi
hastaliklarinin tedavisinde diger NSAI ilaglara gore klinik kullanimi daha yaygin olan
etkili segici COX-2 bir inhibitoriidiir (Carlucci 2009). Etodolak da segici COX-2
inhibitorii olmasina ragmen, diger NSAI ilaglar gibi GI sistem ag¢isindan riskli bir ilagtir
(Inoue ve ark 2011; Martindale 2005). Etodolak’in antienflamatuvar aktivitesi
prostaglandin sentezinin inhibisyonu ile iliskilidir (Carlucci 2009). Tedavide etodolak
tablet seklindeki preparatlar1 ile oral yol ile kullanilmaktadir. Ayrica, topikal
uygulanmak {izere etodolak-lidokain igeren yama seklinde bir dozaj sekli de
gelistirilmis ve  Faz  III  calismalarinin  devam  ettigi  bildirilmistir

(wwwe.clinicaltrials.gov).

NSALI ilaglarin topikal uygulanmasi ozellikle GI sistem basta olmak iizere
sistemik yan etkilerinin iistesinden gelinmesi acgisindan 6nem tasimaktadir (Heyneman
ve ark 2000). Bu nedenle 6zellikle osteoartrirt ya da romatoid artrit gibi iskelet kas
sistemi hastaliklarinin tedavisinde, spor yaralanmalarinda ve eklem incinmelerinde,
NSALI ilaglarin sistemik yan etkilerini ortadan kaldiran ve bu ilaglarin derinin hedef
bolgesinde lokalizasyonunu saglayan topikal jel, krem ve sprey seklinde preparatlar
yaygin olarak kullanilmaktadir. Topikal uygulanan NSAI ilaglarin etkili olabilmesi igin
deriden penetre olmasi, hedef bolgeye ulagmasi ve etkin konsantrasyon seviyesine
ulagmas1 gerekmektedir (Moore ve ark 1998; Massey ve ark 2010). Ancak, ilaglarin
deriden penetre olabilmesi i¢in derinin en dis tabakasi olan stratum corneum bariyerini
asmalar1 gerekir. Derinin bariyer 6zelliginin iistesinden gelebilmek, ila¢g molekiillerinin
hedeflenen deri tabakalarina usabilmesi i¢in deriden gecirgenliklerini arttirmak igin
cesitli formiilasyon yaklasimlari 6ngoriilmektedir (Norlen 2001; Brown ve ark 2006).
Deriden  gecisin  saglanmasi/arttirilmasina  yonelik  yaklagimlar ~ arasinda

mikroemiilsiyonlar gibi kolloidal ilag tasiyict sistemler de yer almaktadir.

Mikroemiilsiyonlar, kiiclik damlacik boyutuna sahip, diisiik viskoziteli, seffaf
kolloidal ila¢ tastyicilaridir (Kreilgaard 2002). Mikroemiilsiyonlarin en oOnemli
Ozellikleri, etkin maddeleri ¢ozme kapasitelerinin oldukc¢a yiiksek olmasidir. Bu

ozelliklerinden dolayr yiiksek konsantrasyonlarda etkin maddenin hapsedilmesine


http://www.clinicaltrials.gov/
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olanak tanirlar. Ayrica termodinamik olarak kararli olan mikroemiilsiyonlarin raf
Oomiirlerinin uzun ve ylizey geriliminin diisiik olmasi, kolayca hazirlanabilmelerini

saglar (Kreilgaard 2002; Santos ve ark 2008; Lawrence ve Rees 2012).

Mikroemiilsiyonlar, yag fazi, siirfaktan, ko-siirfaktan ve su fazi olmak tizere dort
bilesenden olusurlar (Kreilgaard 2002; Santos ve ark 2008; Lawrence ve Rees 2012).
Bilesenlerinde kullanilan siirfaktan ve ko-stirfaktanin etkisi ile ylizeylerarasi gerilimin
diismesi sonucu enerji gerektirmeden kendiliginden olusurlar. Hazirlanmalar1 igin
disaridan bir enerji uygulanmasini gerektirmemeleri bu sistemlerin karaliliklarinin
yiiksek olmasmi sagladigr gibi, endistriyel boyutta iiretimlerinde Olgek biiyiitme
calismalarini da kolaylastirir (Santos ve ark 2008; Lawrence ve Rees 2012).

Mikroemiilsiyonlar diger uygulama yollar1 disinda topikal ilag¢ tastyici sistem
olarak da kullanilmaktadir (Baroli ve ark 2000). Deri, 6zellikle en distaki stratum
corneum tabakasinin organizma i¢in dogal bir bariyer fonksiyonu gostermesi nedeniyle
gecirgenligi az olan bir membrandir. Bu nedenle deri yolu ile ilaglarin uygulanmasinda
hiz sinirlayict basamaktir (Kreilgaard 2002). Topikal uygulamanin basarili olabilmesi
icin ilaglarin  bu bariyeri asabilmesi gerekmektedir. Topikal uygulanan
mikroemiilsiyonlar farkli mekanizmalarla etkin maddelerin sistemik dolasima
katilmasini ya da derinin tabakalarinda lokalizasyonunu saglarlar. Mikroemiilsiyonlarin
topikal tasiyici olarak etkinligi temel olarak formiilasyon bilesenlerinin (stirfaktan, ko-
stirfaktan) penetrasyon arttirici 6zelligi ile iliskilir (Chen ve ark 2006; Cao ve ark 2011).
Mikroemiilsiyon bilesenlerinin stratum corneum daki hiicreler arasi lipitlerle etkileserek
ilag molekiillerinin deriden gegisini kolaylastirdig1 bildirilmistir (Hathout ve ark 2010b).
Ayrica yiiksek oranda c¢oziicii etkileri nedeniyle etkin maddenin formiilasyondaki
termodinamik aktivitesini de arttirarak etki gosteriler (Zhao ve ark 2011). Etkin
maddenin formiilasyondaki ¢oziiniirligiinii ve stratum corneum daki partisyonunu
artirmalart nedeniyle mikroemiilsiyonlar, ila¢ molekiillerinin deriden emiliminin

arttirilmasi icin etkin tasiyicilar olarak gosterilmektedir.

Etodolak; giliniimiizde tedavide oral yol ile kulanilan NSAI bir ilag olup, ¢ok
yakin zamanda lidokain ile kombinasyonu seklinde yama tipi bir preprati gelistirilmistir.
Literatiirde etodolak’in topikal uygulanmasina yonelik penetrasyon arttirict madddelerin
denendigi in vitro calismalar mevcuttur. Ancak topikal uygulanmasma yonelik

mikroemiilsiyonlarinin hazirlanmasi ile ilgili bir ¢aligma mevcut degildir.
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Bu ¢alismanin amaci, gliniimiizde oral yol ile tedavide yaygin olarak kullanilan
etodolak’in  topikal uygulamaya yonelik mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
optimizasyonu, hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyonu yapilarak secilen
formiilasyonlarin in vitro deriden gegiglerinin incelenmesi ve mikroemiilsiyonlarin deri

tizerindeki etkilerinin ATR-FTIR spektroskopisi ile degerlendirilmesidir.

Calismamizda oncelikle etodolak’in miktar tayini i¢in kullanilmasi planlanan
UV spektrofotometresine ait gegerlilik testi caligmalar1 yapildi (ICH Harmonised
Tripartite Guideline 2005). Dogrusallik calismasindan elde edilen standart egrinin
(Sekil 4-2) determinasyon katsayisinin yiiksek olmasi (R?=0,9999) ve bagil standart
sapma degerlerinin diisilk olmasi (% RSD < 2) nedeni ile dogru denkleminin miktar
tayininde kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir. Giin i¢i kesinlik (Tablo 4-3) ve giinler
arasi kesinlik (Tablo 4-4) ¢alismalarinda elde edilen RSD degerlerinin giin i¢i i¢in 0,47
ile 2,02 araliginda ve giinler arasi igin 1,09 ile 2,89 araliginda oldugu hesaplanmustir.

Elde edilen RSD degerleri dikkate alindig1 zaman, yontemin gegerliligi gosterilmistir.

Etodolak’in miktar tayini i¢in kullamilan HPLC yoOntemine ait gecerlilik testi
yapilarak yontemin dogrusalligi, kesinligi (glin i¢i ve giinler arasi), dogrulugu,
seciciligi, teshis limiti, miktar tayin limiti ve stabilitesi arastirildi (ICH Harmonised
Tripartite Guideline 2005). HPLC yonteminin gecerlilik testi reseptor faz olarak
kullanilan propilen glikol: PBS pH 7,4 (30:70) ve ¢Oziiniirlik ¢aligmasinda kullanilan
ACN igeren Ornekler i¢in yapildi.

Reseptor faz ile hazirlanan Ornekler ile yapilan gegerlilik testine gore,
dogrusallik caligmasindan elde edilen standart egrinin (Sekil 4-5) determinasyon
katsayisinin (R2=0,9999) yiiksek olmasi ve %RSD degerinin <%5 olmas1 nedeniyle
dogru denkleminin miktar tayininde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Giin igi
(Tablo 4-9) ve giinler arasi kesinlik (Tablo 4-11) ¢alismalarindan elde edilen %RSD
degerleri < %2 olarak bulunmustur. Dogruluk ¢alismasi oleik asit (Tablo 4-13) ve IPM
iceren (Tablo 4-14) formiilasyonlar i¢in ayri ayri yapildi. Geri kazanma degerleri
strastyla %98,40 - %100,93 ve %101,31 - 102,09 olarak hesaplandi. Secicilik ¢aligsmasi
sonuglarina gore, formiilasyonda kullanilan yardimci maddelerin, etodolak’in alikonma
zamaninda girisim yapmadig tespit edilmistir. Ayrica yontemin teshis limiti 0,04

png/mL ve miktar tayin limiti 0,13 pg/mL olarak bulunmustur.
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ACN ile hazirlanan Ornekler ile yapilan gecerlilik testine gore dogrusallik
calismasindan elde edilen standart egrinin (Sekil 4-6) determinasyon katsayisinin
(R2=O,9999) yilksek olmasi ve %RSD degerinin <%5 olmasi nedeniyle dogru
denkleminin miktar tayininde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Giin igi (Tablo 4-
10) ve giinler arasi (Tablo 4-12) kesinlik ¢aligmalarindan elde edilen %RSD degerleri
<%?2 olarak bulunmustur. Dogruluk ¢alismasi oleik asit i¢eren (Tablo 4-15) ve IPM
iceren (Tablo 4-16) formiilasyonlar i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Geri kazanma degerleri
sirastyla %97,92 - %104,87 ve %102,25 — 103,35 olarak hesaplandi. Segicilik calismasi
sonuclarina gore, formiilasyonda kullanilan diger maddelerin, etodolak’in alikonma
zamaninda girisim yapmadigi tespit edilmistir. Teshis limiti 0,06 pg/mL ve miktar tayin

limiti 0,19 pg/mL olarak bulunmustur.

Mikroemiilsiyonlarin optimizasyonunda etkin maddenin yiliklenme kapasitesi
acisindan mikroemiilsiyon formiilasyonu bilesenlerindeki ¢oziinilirliigii 6nemlidir
(Kogan ve Garti 2006; Heuschkel ve ark 2008; 2009). Bu nedenle galismamizda
oncelikle etodolak’in  mikroemiilsiyonlarinin  hazirlanmasinda  kulanilacak yag,
siirfaktan ve ko-siirfaktanlardaki ¢oziniirliikleri incelendi. Coziniirliik ¢alismalarindan
elde edilen sonuglar, etodolak’in yag fazi olarak IPM igerisindeki ¢oziintirliigliniin daha
yiiksek oldugunu gostermistir (Tablo 4-20). Ancak etodolak’in diger yag fazi olarak
oleik asitteki ¢Ozlinlirliglinin  anlamli  olarak  diisik olmamasi nedeniyle,
mikroemiilsiyonlarin hazirlanmasinda yag faz1 olarak her iki yagin da (IPM ve oleik

asit) kullanilmasina karar verildi.

Mikroemiilsiyon olusturulurken formiilasyonda kullanilan sulu faz, yag fazi,
sirfaktan ve ko-siirfaktanin fizikokimyasal yapilar1 ¢ok onemlidir; fakat bunlarin bir
aradayken gostermis olduklar1 fizikokimyasal etkilesimler olduk¢a karmasiktir ve
bunun i¢in genelleme yapilmasi zordur (Kreilgaard 2002). Bu nedenle, ¢oziiniirlilk
caligmalar1 da dikkate alinarak farkli oranlarda yag, siirfaktan ve ko-siirfaktanlar
kullanilarak mikroemiilsiyonlarin optimizasyonuna yonelik 6n formiilasyon c¢alismalari

yapildi.

Caligmamizda mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin hazirlanmasinda yag fazi
olarak IPM veya oleik asit kullanilirken, siirfaktan olarak Cremophor RH 40,
Cremophor EL, Tween 20, Tween 80 veya Labrasol, ko-siirfaktan olarak ise Transcutol
P, Plurol oleik, Labrasol veya Span 20 kullanildi (Tablo 4-21). Yapilan bu
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onformiilasyon ¢aligmalar1 sonucu hazirlanan formiilasyonlarin bir kisminda jellesme
oldugu, bir kisminda su ilavesi ile azalan bulanikligin su ilavesine devam edildikce
arttigi, bir kisminda ise su ilavesine ragmen bulaniklik seviyesinin degismedigi tespit

edildi (Tablo 4-21).

On formiilasyon c¢alismalarinda formiilasyonlarin su tutma kapasiteleri, berrak
goriinimde olmasi gibi bulgulara dayanarak ve ¢oziiniirliik ¢aligmalarindan elde edilen
veriler dikkate alinarak galismamizda hazirlanacak mikroemiilsiyonlardaki formiilasyon
bilesenlerinin secimi yapildi. Mikroemiilsiyonlarin hazirlanmasinda yukarida da
belirtildigi gibi yag fazi olarak IPM veya oleik asit; siirfaktan ve ko-siirfaktan (S/Ko-S)

olarak ise sirastyla Labrasol ve Transcutol P kullanilmasina karar verildi.

Yag fazi olarak oleik asit kullanilan formiilasyonlarda, yag oraninin artmasinin
formiilasyonun su tutma kapasitesini azalttigi saptandi. Yag/S/Ko-S orani sabit
tutuldugunda, S/Ko-S oraninin 1:2 oldugu formiilasyonlarin, ayni oranin 2:1 oldugu
formiilasyonlardan daha yiiksek su tutma kapasitesine sahip oldugu saptandi.
Formiilasyonda ko-silirfaktan olarak kullanilan Transcutol P oraninin artmasinin, su

tutma kapasitesinde artisa neden oldugu sonucuna varildi.

Oleik asit oraninin en diisiik, S/Ko-S oraninin en yliksek oldugu formiilasyonun,
hazirlanan formiilasyonlar arasinda en yiiksek su tutma kapasitesine sahip formiilasyon

oldugu saptand1 (Tablo 4-22).

Yag faz1 olarak IPM’nin kullanildig1 formiilasyonlarda da ayni sekilde yag
oraninin artmasi ile su tutma kapasitesinin azaldig1 gozlendi. Bu formiilasyonlarda da

Transcutol P oraninin artmasi ile su tutma kapasitesinde artig saglandi (Tablo 4-23).

Topikal uygulanan ilaglarin deri bariyerini agmasinda derinin hidratasyonu
onemlidir (Hadgraft 1999; Zhu ve ark 2008; Lionberger ve Brenannan 2010). Ciinkii
epidermisin en dis tabakasi olan stratum corneum un yapisinda bulunan korneositler
membranin Su tutma kapasitesini kontrol ederler. Korneositlerin diisiikk hidratasyon
seviyelerinde (%18-26, a/a) sisme gostermedigi, yiiksek hidratasyon durumunda (%57-
87, ala) ise stratum corneum un orta kismindaki korneositlerin daha yilizeydeki ve
derindeki korneositlerden daha fazla sisme gosterdigi saptanmistir (Rawlings ve
Harding 2004). Dolayisi ile topikal uygulanan formiilasyonun membranin gegirgenligi
acisindan etkinliginde, su igerigi dnemli rol oynamaktadir. Lipofilik karakterdeki ilag

molekiillerinin stratum corneum a partisyonu i¢in genellikle lipofilik yapidaki tagiyicilar
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kullanilir. Ancak bu durum, ilacin lipofilik yapidaki stratum corneum a gecisini
kisitlayabilmektedir. Bu yaklagimla, daha fazla su tutma kapasitesine sahip
mikroemiilsiyonlar derinin hidratasyonunu saglayarak, stratum corneum daki korneosit
hiicrelerinin sismesine neden olur ve gecis kanallar olusturarak, ilacin permeasyonunu
arttirirlar (Yuan ve ark 2006). Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin optimizasyonunda
su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi mikremiilsiyonun gecirgenlik iizerine etkisi igin

Onemlidir.

Ancak bir mikroemiilsiyon formiilasyonundaki su miktarin artmasi
bilesenindeki yag miktarinin azalmasina baghdir. Caligmamizda mikroemiilsiyonlara
yiiklemeyi hedefledigimiz etkin madde olan etodolak, pratikte suda ¢oziinmeyen ve
yagdaki ¢oOziiniirliigli daha yiiksek bir etkin madde oldugu i¢in formiilasyondaki yag
oran1 ve miktar1 Onem tasimaktadir. Bu nedenle, calismamizda hazirlanacak
mikroemiilsiyonlarda etkin maddenin ¢oziiniirliigli de dikkate alinarak, S/Ko-S orani 1:1

olan formiilasyonlarin hazirlanmasina karar verildi.

S/Ko-S orant 1:1 olarak sabit tutularak farkli oranlarda yag igeren
mikroemiilsiyonlar, su titrasyon yontemi ile hazirlandi ve iiggen faz diyagramlari
cizildi. Yag faz1 olarak IPM veya oleik asit iceren formiilasyonlar i¢in ayr1 ayn cizilen
faz diyagramlarindan (Sekil 4-7 ve Sekil 4-8) mikroemiilsiyon olugma alanlar1 dikkate
aliarak formiilasyonlar secildi. Mikroemiilsiyonlarin hazirlanmasinda klasik yaklagim
faz diyagramlari ile mikroemiilsyon olusma alanlarinin belirlenmesidir. Faz diyagrami
olustururken karsilasilan temel sorun, ¢ok sayida siirfaktan, ko-siirfaktan, yag fazi

segcenegi oldugu icin yontemin ¢ok zaman alict olmasidir (Rosano ve ark1988).

Su tutma Kkapasiteleri, damlacik boyutlar, in vitro gegis ¢alismasindaki
davraniglarin1 degerlendirmek ve karsilastirmak i¢in, 1:1 S/Ko-S orami disinda, farkl
oranlar da S/Ko-S igeren mikroemiilsiyonlar hazirlandi. Bu kapsamda, oleik asit igeren
formiilasyonlar i¢in 1:2 oraninda S/Ko-S, IPM igerenler i¢in ise 3:2 ve 4:1 oranlarinda

da S/Ko-S igeren formiilasyonlar hazirlandi.

Mikroemiilsiyonlarin hazirlanmasinda kulanilan yontemin ve formiilasyon
bilesenlerinin eklenme sirasinin 6nemi konusunda farkli yaklasimlar vardir. Genel
goriise gore, termodinamik olarak kararli olan bu yapilarin hazirlanmasinda
formiilasyon bilesenlerinin eklenme sirast1 onemli degildir (Rosano ve ark 1988).

Calismamizda mikroemiilsyonlarin hazirlanmasinda genel olarak formiilasyon
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bilesenlerinin eklenmesi i¢in; once S/Ko-S karigimi hazirlandiktan sonra bu karigima
yag faz1 eklendi. En son su titrasyonu esas alinarak manyetik karigtirici ile karistirilarak
onceden belirlenmis olan miktarda su ilave edildi. Calismamizda oleik asit ile
hazirlanan formiilasyonlar, O-A, O-B, O-C, O-D, O-E ve O-F (Sekil 4-9) olarak
isimlendirilirken IPM ile hazirlan formiilasyonlar I-A, I-B ve I-C (Sekil 4-10) olarak

isimlendirilmislerdir.

Mikroemiilsiyonlara etkin madde yiiklenmesi ile ilgili iki yontem vardir.
Bunlardan birincisi, etkin maddenin ¢6ziindiigii faza eklenmesi ve daha sonra yag ve su
fazlarmin  karistirilmas:  seklindedir.  Ikinci  yaklasim ise, hazirlanan bos

mikroemiilsiyonlara etkin maddenin dogrudan ilave edilmesidir.

Chen ve arkadaslarinin yapmis oldugu caligmaya gore, ibuprofen kullanilarak
hazirlanan mikroemiilsiyon yapili hidrojeller hazirlanirken ibuprofen 6nce yagda
¢Oziindiiriildiigiinde hemen mikroemiilsiyon olustugu gozlenmis fakat bos
mikroemiilsiyona etkin madde eklendigi zaman dengeye gelme zamanimin uzadig
gbzlenmistir (Chen ve ark 2006). Etkin maddenin bos mikroemiilsiyonlara eklenmesi
durumuda dengeye gelmesi igin genellikle 48 ya da 72 saat karigtirilarak
bekletilmektedir (Peltola ve ark 2003; Zhao ve ark 2011). Calismamizda 6ncelikle bos
mikroemiilsiyonlar hazirlandi ve daha sonra etodolak yiiklendi. Etkin madde

yiiklenmesinin dengeye gelme siiresi olarak 72 saat beklenmesi gerektigi saptandi.

Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin fizikokimyasal o6zellikleri ile
ilgili degerlendirmeler yapildi. Bu kapsamda, mikroemiilsiyonlarin refraktif indeks,
damlacik boyutu, damlacik boyutu dagilimi (PDI), pH, iletkenlik, optik izotropileri ve

reolojik ozellikleri incelendi.

Refraktif indeks Ol¢limleri, mikroemiilsiyonlarin saydamhigi ile ilgili
degerlendirmelerin yapilmasini saglar (Silva ve ark 2009). Refraktif indeks degeri,
mikroemiilsiyonun bilesenlerine baglidir ve mikroemiilsiyonlarin optik agidan izotropik
yapisindan sorumludur (Alam ve ark 2010). Mikroemiilsiyonlarin refraktif indeks
degerleri, yag ve siirfaktan oranindaki artiga bagli olarak artar (Chen ve ark 2004).
Calismamizda hazirlanan oleik asit iceren mikroemiilsiyonlardaki su miktarinin ve
oraninin artmasinin, refraktif indeks degerlerinin azalmasina yol a¢tig1 gozlendi (Tablo
4-26). Hazirlanan mikroemiilsiyonlarin refraktif indeks degerleri 1,4110 - 1,4400

arasinda oldugu saptandi.
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Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutunun 200 nm’nin altinda olmas1 gerektigi
literatlirde kayithdir (Prince 1970). Calismamizda hazirlanan oleik asit ve IPM ile
hazirlanan bos mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutlarinin 3,42-11,62 nm arasinda
oldugu saptand1 (Tablo 4-27). Etkin madde (etodolak) yiiklenmesi sonrasi, yag fazi
olarak oleik asit igeren mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutlarinda  bos
mikroemiilsiyonlara gore anlamli bir degisiklige yol agmazken (3,41-12,07 nm), yag
faz1 olarak IPM igerenlerin ise etodolak yiiklendikten sonra damlacik boyutlarinin ¢ok
fazla biiylidiigii gozlendi (Tablo 4-27). Mikroemiilsiyonlarda ila¢ yiliklendikten sonra
damlacik boyutunun az oranda artmasinin, ilacin yiizeylerarasi film tabakasina
gomiilmesinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Chen ve ark 2004). Oleik asit ile
hazirlanan bos mikroemiilsiyonlara etodolak ilavesi ile damlacik boyutlarinda az da olsa
artis gozlenmesi ilacin i¢ fazda ¢oziindiigiine ve Y/S mikroemiilsiyonu elde edildigine

isaret etmektedir.

Etkin maddenin mikroemiilsiyonlara eklenme yonteminin etkisinin olup
olmadigin1 gostermek ic¢in, ayni formiilasyon bilesenlerine etkin madde yiiklemesi
mikroemiilsiyon hazirlama islemi sirasinda da yapildi. Ancak, ayni sekilde IPM ile
hazirlanan etodolak yiiklii mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutunun biiylik oldugu
saptand1 (Tablo 4-27). Ayrica, etkin madde yilikleme kapsitesinin etkisini de
degerlendirmek igin %5 olan etkin madde yiikleme oran1 %1’¢ diistiriildii. Ayni sekilde,
damlacik boyutunun ¢ok fazla arttig1 saptandi. Bunun nedeni mikroemiilsiyona etkin
madde ilave edildigi zaman yapisinin kismen ve/veya tamamen degismesine baglandi

(Tablo 4-27).

Calismamizda hazirlanan oleik asit iceren mikroemiilsiyonlarin damlacik
boyutlar1 olduk¢a kiigliktiir (Tablo 4-27). Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutunun
kiiclik olmasinin sedimentasyon, flokiilasyon ve koalesense kars1 kararliligini arttirdigs
bildirilmistir (Hathout ve ark 2010a). Oleik asit i¢geren mikroemiilsiyonlarda Y/(S/Ko-S)
orani aynit oldugunda (O-B ve O-F); su yiizdesinin artisinin (O-F) damlacik boyutunu
artirdig1 saptandi. Diger taraftan, Y/(S/Ko-S) oran1 1:2:2 olan mikroemiilsiyon (O-C)
1:(4,5:4,5) oranindaY/(S/Ko-S) iceren O-B formiilasyonu ile karsilastirildiginda; su
yiizdesi daha yiiksek olan O-B nin damlacik boyutunun daha biiyiik oldugu goézlendi.
Y/(S/Ko-S) 1:1:2 oranlarindaki O-D ve O-E mikroemiilsiyonlarinin damlacik boyutlari
karsilagtirildiginda; su yiizdesi daha yiiksek O-E kodlu mikroemiilsiyonun damlacik
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boyutunun daha biiyiilk oldugu saptandi (Tablo 4-27). Dolayis1 ile,
mikroemiilsiyonlardaki ko-siirfaktan (Transcutol P) oranmin artmasmin damlacik
boyutunu etkilemedigi goriildii. Mikroemiilsiyon bilesimindeki su miktarinin ise
damlacik boyutunu belirledigi saptandi. S/Ko-S oran1 degistirildiginde ise (O-D ve O-F)
su yiizdesi yliksek olan O-F kodlu mikroemiilsiyonun damlacik boyutunun daha biiyiik
oldugu gozlendi (Tablo 4-27). Sonug olarak, S/Ko-S orani degismesine ragmen, yag
miktarina bagli olmak kosulu ile su yiizdesi yiliksek oldugunda mikroemiilsiyonlarin
damlacik boyutlarinin  biiylidiigi goézlendi. Literatirde de mikremiilsiyonlarin
bilesimdeki su miktar1 arttik¢a damlacik boyutunun da arttig1 bildirilmistir (Kogan ve
Garti 2006).

Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutlarinin homojenligini degerlendirimek i¢in;
polidispersite indeksi parametresi degerlendirildi. Etodolak yiiklenmeden o6nce ve
yiiklendikten sonra oleik asit iceren mikroemiilsiyonlarin polidispersite indekslerinin
sirast ile 0,17 - 0,27 ve 0,08 - 0,30 arasinda ve olduk¢a kiigiik bir deger oldugu
belirlendi. Ancak IPM ile hazirlanan etkin madde icermeyen mikroemiilsiyonlarda bu
deger 0,23 - 0,35 iken etodolak yiiklii mikroemiilsiyonlarda bu degerin yaklasik 1
civarinda oldugu saptandi (Tablo 4-28).

Zayif asit ve bazik karakterdeki iyonize olabilen ilag molekiilleri ig¢in
formiilasyonun pH degeri iyonizasyon derecesi agisindan Onemlidir. Calismamizda
hazirlanan bos mikroemiilsiyonlarin asidik pH degerine (3,98 - 4,18) sahip oldugu
saptandi.  Bunun nedeni yapilarinda bulunan oleik asite  baglanmustir.
Mikroemiilsiyonlara etodolak yiiklendikten sonra pH (3,67 - 3,82) degerinde belirgin
bir degisim gozlenmedi (Tablo 4-29).

Mikroemiilsiyonlarin faz sistemlerinin yapisinin aydmlatilmast (Y/S veya S/Y
tipinin belirlenmesi) iletkenlik 6l¢iimleri ile belirlenir (Peltola ve ark 2003; Yuan ve ark
2006). Mikroemiilsiyonun yapisi ile elektrokondiiktivitesi arasinda gii¢lii bir baglanti
vardir. Formiilasyondaki su yiizdesi arttik¢a iletkenlik de artar. Elektrik iletkenliginde
anormal bir degisim olursa faz degisiminin s6z konusu oldugu bildirilmistir (Hathout ve
ark 2010a). Segilen formiilasyonlarin elektriksel iletkenligi sulu faz hacim
fraksiyonunun fonksiyonudur. Iyonik siirfaktanlarin kullanimi ile mikroemiilsiyon
sistemlerinin yapis1 ve elektriksel iletkenligi arasinda kuvvetli iliski vardir (Djordjevic

ve ark 2004). Su hacim fraksiyonu kritik degere ulasincaya kadar arttirildikca
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elektriksel iletkenlik degerinde ani artis gozlenir, bu durum “perkolasyon” olarak
bilinir. Iyonik olmayan amfifil bilesenler kullanilarak hazirlanan mikroemiilsiyon
sistemleri iyonik olmayan tipe uygun elektrisel iletkenlik sergiler. Su igeriginin diisiik

oldugu bolgelerde S/Y mikroemiilsiyonlar1 olusur (Djordjevic ve ark 2004).

Calismamizda, yag fazi olarak oleik asit igeren mikroemiilsiyonlardan su
yiizdesi daha yiiksek olanlarin elektriksel iletkenliginin daha yiiksek oldugu gosterildi
(Tablo 4-30). Bos mikroemiilsiyonlarin iletkenlik degerleri 1,54 - 18,17 uS araliginda,
etodolak yiiklii mikroemiilsiyonlar i¢in ise 1,72 - 21,03 uS araliginda oldugu saptandi.
Elde edilen iletkenlik verilerine gore, hazirlanan mikroemiilsiyonlarin Y/S seklinde
sistemler oldugu sonucuna varildi. Su igerigi en yiiksek olan O-F formiilasyonu
kullanilarak su ylizdesi-iletkenlik arasindaki baginti degerlendirildi. Formiilasyona su
ilave edilmeden once elektriksel iletkenligi 0,46 uS olarak 6l¢iildii. Su yilizdesi arttikca
iletkenlik degerinde artis meydana geldigi gozlendi (Sekil 4-23). Elektrik
iletkenligindeki anormal degisimleri daha net gorebilmek i¢in iletkenligin logaritmasi
aliarak su ylizdesine kars1 grafiklendirildi (Sekil 4-24). Kirilmalarin oldugu kisimlarin
daha net goriilebilmesi i¢in, Sekil 4-24 {izerinden bir kesit alind1 ve aralik degisimi ile
Sekil 4-25’te gosterildi. Her kirilma noktasi bir faz gegisini temsil ettigi igin yaklasik

%20 ve tlizeri Y/S mikroemdiilsiyon alani olarak saptandi.

Mikroemiilsiyonlar, diisiik viskoziteli sistemleridir ve Newtonian akis modeline
uyarlar. Ideal olmayan bir viskozite biocontinuous sistemlerde gériiliir (Goebel ve ark
2011). Bir mikroemiilsiyonun viskozitesi igcerdigi slirfaktan, su ve yag fazlarmin ve bu
bilesenlerin miktarlarinin fonksiyonudur (Moulik ve Paul 1998; Hathout ve ark 2010a).
Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 ile degisken ve sabit kayma oraninda
yapilan analiz sonuglar1 (Tablo 4-31 ve Tablo 4-32) ve analiz sonucu elde edilen
grafikler (Sekil 4-26 - Sekil 4-31), mikroemiilsiyonlarin diisiik viskozite degerine (22,3
-37,0 mPa) sahip oldugunu gosterdi. Ayrica mikroemiilsiyonlarin Newton tipi akis
ozelligi gosterdigi saptandi. Su oranm1 daha yiiksek olan mikroemiilsiyonlarin viskozite
degerinin daha diisiikk oldugu goriildii. Bu durum, mikroemiilsiyonlarin sulu faz hacim
fraksiyonunun ~ artmasmin  viskozitesinin  diismesine  neden  olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Mikroemiilsiyonlar optik ag¢idan izotropik yapidadirlar (Kogan ve Garti 2006;

Santos ve ark 2008). Hazirlananan mikroemiilsiyon formiilasyonlari polarize 1s1k
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mikroskobu altinda incelendiginde, karanlik bir goriinti elde edildi. Bu durumda

formiilasyonlarin optik ac¢idan izotropik oldugu sonucuna varildi.

Formiilasyonlarin TEM goriintiileri incelendigi zaman damlaciklarin oldukca

diizgiin yapida oldugu gorilmiistiir (Sekil 4-32).

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin fiziksel kararliliklarinin
degerlendirilebilmesi igin santrifiijleme islemi uygulanir (Cirpanli ve ark 2009).
Formiilasyonlarin kararliliklarin1 degerlendirmek {izere yapilan santrifiij calismasi
sonucu herhangi bir faz ayrimi1 gézlenmedi. Yapilan damlacik boyutu 6lgtimleri dikkate
alindiginda; birinci ayin sonunda mikroemiilsiyonlarin kararli oldugu gézlendi; ancak
ticiincli ay sonunda bazi mikroemiilsiyonlarin damlacik biiytikliigiinde artis gozlendi

(Tablo 4-33).

Topikal olarak uygulanmak tizere hazirlanan formiilasyonlarda etkin maddenin
deriye olan ilgisinin formiilasyon bilesimine olan ilgisinden ¢ok daha fazla olmasi
gerekir (Escribano ve ark 2003). Mikrosistemlerin kiiciik boyutlart daha derinlere
penetrasyonu acisindan  topikal uygulamada Onem tasir. Hem ¢dziinen
konsantrasyonunun artmasi hem de ilacin stratum corneum a partisyonunun artmaya
meyilli olusu mikroemiilsiyonlarin permeabilite arttiric1 tasiyicilar olmasini saglar

(Sintov ve Botner 2006).

Mikroemiilsiyonlar, ilacin i¢ fazdan dis faza oradan da deriye salimini saglayan
ilag rezervuari gibi davranir (Bolzinger ve ark 1998; Chen ve ark 2006). lacin lipofilik
ozelligindeki degiskenlik, siirfaktanlarla etkilesiminden dolayr mikroemiilsiyonun
dispers fazinin rezervuar etkisini modifiye edebilir. Yani siirfaktanlarla ila¢ arasindaki
etkilesim, ilacin lipofilitesine baglhdir ve ilacin formiilasyondan salimini etkiler

(Bolzinger ve ark 1998; Djordjevic ve ark 2004).

Topikal yol ile uygulanmak iizere hazirlanan ve fizikokimyasal ozellikleri
degerlendirilen mikroemiilsiyonlardan etkin maddenin salim karakteristigi seliiloz
yapisindaki sentetik bir membran ve  Franz diflizyon hiicreleri kullanilarak
degerlendirildi. Calismamizda hazirlanan oleik asit (O-A, O-B, O-C, O-D, O-E, O-F) ve
IPM (I-A, I-B, I-C) iceren formiilasyonlardan etodolak’in salimi 6 saat siire ile izlendi
(Sekil 4-33 — Sekil 4-41). Franz difiizyon sistemi kullanilarak yapilan in vitro salim
calismalarina gore elde edilen veriler Higuchi kinetik modeli ile degerlendirildi. Elde

edilen bulgular, oleik asit igeren mikroemiilsiyonlarin matriks sistemler i¢cin uygunlugu
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gosterilen Higuchi kinetik modeline gore (12 > 0.99) etkin madde salimi gosterdigi
saptand1. Ancak, IPM ile hazirlanan mikroemiilsiyonlardan ilk zaman noktalarinda
yiiksek miktarda etkin maddenin serbestlestigi goriildii (Sekil 4-33—Sekil 4-35). Bu
durumun sentetik membran ile IPM arasindaki olasi gegimsizlige bagli olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica IPM igeren mikroemiilsiyonlardan etodolak salimi Higuchi
kinetik modeline gore degerlendirildiginde daha diisiik determinasyon katsayilart elde
edildi (Tablo 4-43).

Elde edilen in vitro salim bulgularina ve fiziksel kararlilik verilerine dayanarak,
caligmamizda sadece oleik asit igceren formiilasyonlardan (Sekil 4-36—Sekil 4-41)
etodolak’in domuz derisinden in vitro permeasyonu 24 saat siire ile izlendi ve
degerlendirildi. Zamana kars1 kiimiilatif deriden gecen etodolak miktarlar
garafiklendirildiginde; mikroemiilsiyonlarin Fick’in birinci yasast olan difiizyon
ilkesine gore sifirinci derece etkin madde salimi gosterdigi saptandi. Elde edilen
dogrularin dogrusal kisminin egiminden etodolak’in deriden gegisinin kararli durmuma
ulastig1 kabul edilerek, aki degerleri hesaplandi. Bu dogrunun x eksenini kestigi
noktadan ilacin deriden gegisi igin gecikme zamani (lag time) degeri olarak kestirimi
yapildi, ayrica calismada donor fazda uygulanan formiilasyondaki ila¢ konsantrasyonu
dikkate alinarak mikroemiilsiyonlardan etodolak’in permeabilite katsayisi degerleri

hesaplandi (Tablo 4-52).

In vitro permeasyon calismalarinda mikroemiilsiyonlardan ilacin difiizyonun
sifirinc1 derce salim kinetigine gore gerceklesmesi; siirfaktan ve ko-siirfaktanlarin
mikroemiilsiyonun her fazinda bulunabilecegi, yani dig fazda da bir miktar ilag
¢oziinmiis olabileceginden dis fazdaki ilag tiikkendigi zaman deriye permeasyonu igin i¢
fazdan ila¢ saliminin olmasi ile agiklanmistir. Bu sekilde kontrollii ilag salimini ifade
eden sifirinct derece salim kinetiginin s6z konusu olabilecegi, siirekli, kontrolli ve

uzatilmis salim saglanabilecegi bildirilmistir (Chen ve ark 2004; Zhao ve ark 2011).

Mikroemiilsiyonlarda en kritik nokta, bilesenlerinde kullanilan siirfaktan
miktarinin yiiksek olmasidir. Ancak iyi tolere edilebilen siirfaktanlarin segilmesi ile bu
tagiyict sistemlerin kullanimi1 basariyla gerceklesmistir (Sintov ve Botner 2006).
Siirfaktanlar hiicreler arast lipitleri sivilastirarak stratum corneum un bariyer
fonksiyonunu azaltabilirler. Iyonik olmayan siirfaktanlarin deri iizerindeki etkilerinin

daha az oldugu bilinmektedir (Bolzinher ve ark 1998).



136

Labrasol ve Transcutol P topikal formiilasyonlarda siklikla kullanilan yardimci
maddelerdir. Transcutol P’nin, topikal ve transdermal uygulamada toksik olmayan, deri
ile biyolojik olarak uyumlu, polar ve polar olmayan ¢oziiciiler ile karisabilen giiclii bir
¢oziicii oldugu bildirilmistir (Wiechers 1989; Escribano ve ark 2003; Hathout ve ark
2010a; www.gattefosse.com). Bu nedenle Transcutol P bir ¢ok ilacin ¢éziinmesinde
etkili bir yardimci ¢oziiciidiir (Escribano ve ark 2003; Hathout ve ark 2010b) ve
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda ko-siirfaktan olarak genis kullanima sahiptir (Yuan
ve ark 2006). Bu nedenle ¢alismamizda da giivenilir olarak tanimlanan siirfaktan ve

kosiirfaktan maddeler secilmistir.

Damlacik boyutunun kii¢iik olmasi mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda deriden
permeasyon ac¢isindan énemlidir (Paolino ve ark 2002). Damlacik boyutunun kiictikliigii
ve mikroemiilsiyonlardaki yagl i¢ fazin yiiksek miktarda olusu damlacik yogunlugunu
ve yiizey alanini arttirir (Peltola ve ark 2003) ve dolayist ile bu durum ilaglarin deriden
gecisini  etkileyebilir. Ayni bilesenlerin farklt konsantrasyonlari ile hazirlanan
mikroemiilsiyonlar ilacin permeabilite oranini1 farkli etkiler. Ayrica penetrasyon
arttiricinin yiizdesinin diisiik olmasi da deriden gecen ilag miktarini etkileyebilir (Kogan

ve Garti 2006).

O-D formiilasyonun daha yiiksek akiya sahip olmasi kullanilan S/Ko-S oraninin
1:2 olmasi ithtimalini akla getirse de, ayn1 orana sahip O-E formiilasyonu ile daha diisiik
etodolak akis1 oldugu gozlendi. Bunun nedeni daha yiiksek su yiizdesinden dolay1 O-
E’nin damlacik boyutunun O-D’nin damlacik boyutundan daha biiyiik olmasi ile
aciklanabilir. Nitekim, O-D c¢alismamizda hazirlanan mikroemiilsiyonlar i¢inde

damlacik boyutu en kiigiik olan formiilasyondur.

Fick’in birinci yasasina gore formiilasyonun yardimci maddeleri sStratum
corneum a geciyorsa derideki lipitlerin paketsi yapisina zarar vererek daha sivi bir hal

almasina neden olur ve difiizyon katsayis1 artar (Hadgraft 1999).

Yag faziin etkin maddeyi ¢6zebilme kapasitesinin yiiksek olmasi istenir. Bunun
nedeni, daha az miktarda formiilasyon uygulanmasi ile terapdtik etki elde edilebilmesini
saglayabilmektir (Zhao ve ark 2011). Mikroemiilsiyonlar bilesenlerindeki bu
maddelerin ozelliklerine bagli olarak ilaglarin deriden permeasyonunu arttirabilir
(Peltola ve ark 2003). Doymus ve doymamis yag asitleri (sirasiyla laurik asit ve oleik

asit) gibi yaglarin ayn1 zamanda penetrasyon arttirict olarak da kullanildig:i dikkat


http://www.gattefosse.com/

137

cekmektedir. Bu yaglar stratum corneum un lipit tabakasinin hidrofobik kuyruk
kisimlarma girer, lipit yapidaki dizilimi bozar, yiiksek permeabilite saglayan yollar
arttircak sekilde lipit bariyeri kisimlara ayirarak harap eder, membranin akigkanligini
arttirir ve deriden gececek olan bilesiklerin diflizyon direncini diisiiriir (Escribano ve ark
2003; Peltola ve ark 2003; Hathout ve ark 2010b). Oleik asit alkil zincirinde biikiilmeye
neden olan C9 daki ¢ift cis baglarindan dolay1, deri lipitlerini daha etkili parcaladigr i¢in
laurik aside gbre daha iyi bir penetrasyon arttirici olarak gosterilmektedir (Escribano ve
ark 2003). Penetrasyon arttiricilarin genel mekanizmasi hiicreler arasi lipit tabakasi ve
hiicre i¢i proteinleri etkileyerek ilacin stratum corneum daki partisyonunu arttirmaktir
(Zhu ve ark 2008).

O-A formiilasyonu en biiyiik damlacik boyutuna sahip olmasina ragmen, yliksek
aki gosterdi. Bunun nedeni mikroemiilsiyon bilesimindeki oleik asitin miktarinin ¢ok
yiiksek olmasi ile agiklanabilir. O-B ve O-C formiilasyonlarini kiyasladigimizda, O-
C’nin damlacik boyutu daha kii¢iik olmasina ragmen O-B kodlu mikroemiilsiyon daha
yiiksek etodolak akisi sagladi. Bunun iki nedeni olabilir: ilki O-B’nin su oranmnmn
yiiksek olmasina bagl olarak derinin hidratasyonu ve buna bagl olarak etkin maddenin
gecisinin artmasidir. Ikinci olasilik ise O-C formiilasyonunun toplam S/Ko-S oraninin
daha yiiksek olmasidir. Ayrica, O-C formiilasyonunun viskozitesinin daha yiiksek

olmasi da etodolak akisini etkileyen faktorler arasinda sayilabilir.

Mevcut c¢aligmalara gore mikroemiilsiyondaki siirfaktan oran1 arttik¢a
mikroemiilsiyon igerisindeki ilacin termodinamik aktivitesindeki azalmaya bagl olarak
ilag akis1 azalir (Chen ve ark 2004; Zhao ve ark 2011). Ancak O-B formiilasyonu O-C
formiilasyonundan sonra en yiiksek S/Ko-S oranina sahip olmasina ragmen, diger
formiilasyonlardan daha yiiksek aki gosterdi (Sekil 4-50). Bunun nedeni bu
mikroemiilsiyonun diisiik viskozitesi ile iliskilendirilebilir. Zhao ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada benzer bir sonug¢ elde edilmistir ve ¢ift tabakali
mikroemiilsiyondan ila¢ difiizyonunun hiz sinirlayici basamak olabilecegi, nitekim
viskozitenin ila¢ salimmin kontrol edilmesinde 6nemli rol oynadigi vurgulanmigtir.
Calisgmamizda da S/Ko-S oraninin yiiksek olmasina bagli olarak ilag akisinda artis
gozlenmesi bu sekilde agiklanabilir. Bunun nedeni kullanilan siirfaktan miktarindaki
artisla elde edilen viskozitenin daha Onceki ¢alismalarda elde edilen viskozite kadar

artmamis olmasidir (Zhao ve ark 2011). Ayrica kullanilan ko-siirfaktan yani Transcutol
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P’nin penetrasyon arttirici etkisi de akinin daha yiiksek olmasina neden olmus olabilir.

(Giingor ve Bergisadi 2004).

Etkin maddenin mikroemiilsiyon bilesenleri icerisindeki ¢oziiniirliigii de deriden
permeasyonu arttirir, destekler (Peltola ve ark 2003). Donoér kompartmandaki
konsantrasyon gradiyentinin artmasi deriden akiy1 (flux) arttirir (Hadgraft 1999; Peltola
ve ark 2003; Chen ve ark 2006; Kogan ve Garti 2006). Ciinkii konsantrasyon
garadiyentinin yiiksek olusu mikroemiilsiyonlarin deriye permeasyonunun ana
mekanizmasi olabilir (Chen ve ark 2006). O-F formiilasyonun su igeriginin yiiksek
olmasindan dolayr etkin madde yiikleme kapasitesi %3 tir. Bu nedenle O-B ile
kiyaslandiginda ¢ok daha diisiik akiya sahip oldugu saptandi (Sekil 4-50 ve Tablo 4-52).
O-F formiilasyonu daha diisiik viskozitede olmasina ragmen, en diisiik etodolak akisina
sahiptir. Bunun nedeni diisiik ilag yiikleme kapasitesinin yani sira, toplam S/Ko-S
oraninin en diisiik oldugu formiilasyon olmasi ve bilesimindeki Transcutol P’nin

miktarinin diisiik olmasi olarak agiklanabilir.

Viskozitesi daha diisiik olan sistemlerden etkin madde salimi daha hizlidir
(Kogan ve Garti 2006; Tas ve ark 2007). Jel ya da izotropik jel sistemlerin viskoziteler
yiiksek ve etkin maddenin salimi yavastir (Kogan ve Garti 2006). Mikroemiilsiyonlarin
jel formuna getirilmesi viskozitesini arttirir ancak deriden permeasyonunda diisiise

neden olur (Peltola ve ark 2003).

En yiiksek permeabilite katsayisina sahip olan O-D formiilasyonun
uygulanmasini takiben elde edilen gecikme siiresi de kisadir (Tablo 4-52). Ancak O-D
formiilasyonunun 3 aylik stabilite degerleri dikkate alindiginda 455,40 nm oldugu
gozlendi ve bu nedenle calismamizda hazirlanan formiilasyonlar ig¢inde O-B’nin

etodolak’in topikal uygulanmasi i¢in daha ideal bir tasiyici olabilecegine karar verildi.

Calismamizda elde edilen permeasyon verileri degerlendirildiginde; sentetik
membran ve deri ile yapilan c¢alismalara ait sonuglar karsilastirildigi zaman
formiilasyonlardan etkin maddenin salim hiz1 ile deriden gecis hizlar1 arasinda (aki)
farklilik oldugu gozlendi (Sekil 4-49 ve Sekil 4-50). Bu durumun formiilasyon
bilesenlerinin deri iizeridne olusturduklart permeasyon arttirict etkisine, bir bagka
ifadeyele stratum corneum un bariyer etkisini saglayan yapisindaki lipit tabaka ile
etkilesimine bagli olabilecegi diistiniilmektedir (Heuschkel ve ark. 2008). Ayrica
korneositlerin hidratasyonu da deriden gecisi etkileyen bir faktdr oldugu igin,
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formiilasyonlardaki su yilizdelerindeki farkliligin da etkili olmast s6z konusudur
(Hadgraft 1999; Lionberger ve Brenannan 2010).

Permeasyon ¢alismasi bulgularini yorumlayabilmek ve mikroemtilsiyonlarin deri
tizerindek etkilerini gosterebilmek igin in vitro permeasyon ¢alismasini takiben deri
ornekleri ATR-FTIR spektroskopisi ile analiz edildi. ATR-FTIR spektroskopisi, stratum
corneum un molekiiler bilesimindeki farkliliklart inceleyebilen spektroskopik bir
yontemdir. Bu farkliliklar derinin anatomik bolgesine ve tabakali yapisinin derinligine
gére ve zamana gore degiskenlik gosterir ve dokunun biyoloji ve fizyolojisini
degerlendirebilmek agisindan 6nem tasir. ATR-FTIR deri yiizeyini 5000 ile 600 cm™
spektral aralikta hizli bir sekilde degerlendirmek ic¢in kullanilir (Brancaleon ve ark

2001).

ATR-FTIR kullanilarak derinin hidratasyonu hakkinda bilgi veren su
molekiillerimin OH bantlarina ait absorbsiyon 6l¢timii yapilabilir. OH bantlar1 yaklasik
3300 cm™*de pik olusturur. Lipitlerin (seramitler, fosfolipitler vs.) alifatik zincirlerinden
kaynaklanan asimetrik ve simetrik bantlar sirastyla 2920 cm™ ve 2850 cm™’de pik
olusturur. Bu pikler lipit tabakasinin i¢ bilesimi hakkinda bilgi verir. Pek ¢ok lipitte
(trigliserit, fosfolipit, yag asitleri) bulunan karbonil (C=0O) baglarindan kaynaklanan
pikler 1740 cm™ ve 1710 cm™’de gdzlenir. (Brancaleon ve ark 2001; Hathout ve ark
2010b; Kaushik ve Michniak-Kohn 2010).

Deri bariyerinin molekiiler biyofizigi FTIR ile olduk¢a yogun bicimde
arastirilmaktadir. ATR-FTIR spektroskopisi, gerek in vivo gerekse in vitro kosullarda
gerceklestirilen deri calismalarinda, stratum corneum un hiicreler arasi lipitlerinin
molekiiler organizasyonu hakkinda dogrudan bilgi saglayan 6nemli bir biyofiziksel
yontemdir. Stratum corneum lipitlerinin bi¢imsel diizeni konusunda en fazla bilgi veren
absorbanslar 2920 ve 2850 cm™ de yer alan asimetrik ve simetrik CH, gerilme

bantlaridir.

Calismamizda hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlari, CH, asimetrik ve
simetrik gerilme bantlarinda daha yiiksek dalga numarasimna kaymaya yol agmislardir.
Mikroemiilsiyon uygulamasi ile goriilen kayma formiilasyonda yer alan yag, siirfaktan
ve ko-siirfaktanlarin  yol actigi kaymadan daha fazladir (Tablo 4-53). Bu da

mikroemiilsiyon bilesenlerinin bir arada sinerjik etki gostererek Stratum corneum
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hiicreler arast lipitlerinin alkil zincirlerinde daha fazla akigkanliga yol agtiklarim

distindiirmektedir.

Mikroemiilsiyon uygulamasi yapilan deride CH, simetrik gerilme bantlarinin
absorbans degerlerinde kontrol derisi ile karsilagtirildiginda ortaya ¢ikan 3-4 cm™lik
kayma stratum corneum lipitlerinin siv1 kristal fazda olduklarin1 ve hiicreler arasi lipit

bolgenin akigkanliginin arttigint géstermektedir.

%30.6 oranlarinda Labrasol ve Transcutol (1:1) iceren ve su icerigi fazla olan
(%32) O-B formiilasyonu ile yapilan uygulama, CH, simetrik gerilme bandinin
bozulmasina yol agmistir. Benzer sekilde s6z konusu gerilme bantlarindaki bozulma
sadece Labrasol uygulamasi sonrasi da goriildii. Bu durum Labrasol iin amfifilik
ozelligi ve diisiik viskozitesinden dolay1 deri lipitleri ile kolay karismasina baglanabilir.
Etodolak’in deriden ge¢is hizi agisindan en yiiksek ikinci aki degerini saglayan
mikroemiilsyon O-B kodlu formiilasyondur. Bu veri de goz oniine alindiginda; O-B
formiilasyonun da stratum corneum lipitleri ile daha fazla karisabildigi ve bu sekilde

etkin maddenin deriden gecisine katkida bulundugu 6ne siirtilebilmektedir.

Sonug olarak elde edilen bulgular degerlendirildiginde; siras1 ile yag fazi, S ve
Ko-S olarak OA, Labrasol ve Transcutol P igeren etodolak yiiklii mikroemiilsiyon
formiilasyonun ilacin oral uygulanan preparatlarina alternatif topikal tasiyici bir sistem

olarak Onerilebilecegi gosterilmistir.
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