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OZET

Qurt M. (2015). Antifungal Ilaglarin Dermal Uygulamalarinin Yeni Koloidal ilag
Tastyict Sistemler ile Optimizasyonu. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,

Farmasétik Teknoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Bu calismanin amaci; mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan azol grubu antifungal ilaglardan vorikonazol ve sertakonazol’iin tedavide
kullanilan dozaj sekillerine alternatif, topikal uygulamaya yonelik mikroemiilsiyon tipi
koloidal ilag tasiyict sistemlerinin optimize edilmesidir. Dolayis1 ile bu ¢alisma
kapsaminda segilen antifungal ilaglarin, derinin farkli tabakalarina penetrasyonunun
artirllmasina yonelik yenilik¢i topikal mikroemiilsiyon gelistirilmesi ile konvansiyonel

topikal dozaj sekillerine iistiinliik saglanmas1 amaglanmustir.

Tez calismasinda; iki farkli antifungal ilacin (vorikonazol ve sertakonazol)
mikroemiilsiyon bilesenleri olarak farkli yag, siirfaktan ve ko-sirfaktanlar ile, bu
bilesenlerin farkli oranlari denenerek mikroemiilsiyon formiilasyon optimizasyonu
caligmalar yiriitiildii. Optimize edilen formiilasyonlar lizerinde, damlacik biiyilikligi ve
dagilimi, kondiiktivite, pH, iletkenlik, refraktif indeks, optik izotropisi olgcumleri
yapilmigtir.  Formiilasyonlarin ~ fiziksel  stabilitesi ile  etkin  maddelerin
mikroemiilsiyonlardan salim karakteristikleri incelendi. Segilen formiilasyonlar ile
uygulanan iki ilacin in vitro kosullarda derinin tabakalarindaki dagilimi konvansiyonel
preparatlar ile karsilastirmali olarak incelendi. Deriyi bant ile soyma yontemi ile her iki
ilacin derinin farkli tabakalarindaki dagilimlar1 kantitatif olarak hesaplandi.
Mikroemiilsiyonlarin stratum corneum tabakasi {izerinde olusturduklar1 yapisal
degisiklikler ATR-FTIR spektroskopi analizleri ile degerlendirildi. Bu tez kapsaminda
elde edilen wverilere dayanarak, iki antifungal mikroemulsiyon tipi topikal

formiilasyonlariin topikal tedaviye yonelik teskil edebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Vorikonazol, Sertakonazol, antifungal, mikroemilsiyon, deriye

penetrasyon, koloidal ilag tasiyici system.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 35777
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ABSTRACT

Qurt M. (2015). Optimization of dermal applications of antifungal drugs with
novel colloidal drug carrier systems. Istanbul University, Institute of Health Science,

Department of Pharmaceutical Technology. PhD Thesis. Istanbul.

The aim of this study was to optimize microemulsion colloidal drug carrier
systems for topical applications, as an alternative for the widely used conventional
dosage forms of voriconazole and sertaconazole which are azole derivative antifungal
drugs used in treatment of fungal infections. Therefore, it is intended to have advantages
in the enhancement of penetration into different layers of the skin with innovative
topical microemulsion formulations over conventional topical dosage forms of the

antifungal drugs which are chosen in the scope of this study.

In this thesis study, microemulsion optimization studies were carried out using
different oils, surfactants, cosurfactants and their various ratios to form microemulsions
containing two different antifungal drugs (voriconazole and sertaconazole). Optimized
formulations were characterized for droplet size, polydispersity index, pH, conductivity,
refractive index and optical isotropy measurements. Physical stabilities of the
formulations and in vitro release characteristics of the active ingredients from
microemulsions were examined. In vitro dermal distributions of the drugs loaded in the
selected microemulsion formulations were compared with their conventional dosage
forms. The distributions of each drug in different layers of the skin were calculated
quantitatively using tape stripping method. The effects of microemulsions on the
integrity of stratum corneum structure were evaluated with ATR-FTIR spectroscopy
analysis. The data in this study was interpretted, it was shown that microemulsion
formulations loaded with two different antifungal drugs can be suggested as an

alternative topical carrier for the treatment of fungal infections.

Key Words: Voriconazole, Sertaconazole, antifungal, microemulsion, dermal

penetration, colloidal drug carrier system.
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1. GIRIS VE AMAC

Yiizeysel mantar enfeksiyonlarmin goriilme sikligi son yillarda giderek
artmaktadir. Dermatolojik enfeksiyonlar, ozellikle yashlarda diren¢ mekanizmalarinin
azalmasina bagl olarak daha sik goriilmektedir (Jeu ve ark., 2003). Azol grubu antifungal
ilaclar, gerek sistemik gerekse yiizeysel mantar enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sistemik olarak verilmesi ile ortaya ¢ikan ciddi yan etkileri nedeniyle,
dermatolojik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde antifungal ilaglarin topikal olarak krem,
sprey gibi konvansiyonel ilag sekilleri siklikla tercih edilmektedir. Ancak deri oldukga
kompleks yapiya sahip bir organ olup 6zellikle en dista yer alan stratum corneum tabakasi
ilag molekiillerinin deriye partisyonu ve penetrasyonunda Onemli bir bariyer teskil
etmektedir (Lee ve ark., 2009; Touitou, 2007 p. 178). Antifungal ilaglarin topikal
uygulamalarinda etkin olabilmesi igin stratum corneum’u asarak alttaki canli epidermis
tabakasina ulasmasi gerekmektedir. Bu nedenle, antifungal ilaglarin canli epidermis’e
penetrasyon hizi ve miktar1 6nem teskil etmektedir. Bu durum ilacin sahip oldugu
fizikokimyasal 0Ozelliklere bagli olmasimnin yaninda, gelistirilen formiilasyonlarin
karakteristigi ile de kontrol edilebilmektedir (Touitou, 2007 pp. 182-184 ). Dolayisi ile bu
calisma kapsaminda secilen bazi antifungal ilaglarin, derinin farkli tabakalarina
penetrasyonunun artirilmasina yonelik yenilik¢i topikal formiilasyonlarin gelistirilmesi ile
konvansiyonel formiilasyonlarina iistlinliik saglanmasi1 beklenmektedir.

Koloidal ila¢ tasiyici sistemler en az iki fazli sistemler olarak tanimlanir.
Koloidal ilag tasiyict sistemler arasinda; mikroemiilsiyonlar, misel sistemler, siv1 kristaller,
lipozomlar siralanabilmektedir (Goymann C., 2004; Pathak, 2009 pp. 126-149).
Mikroemiilsiyonlar; yag, su, siirfaktan ve yardimci siirfaktandan olusan, termodinamik
bakimdan kararli, 100 nm daha az damlacik biiyiikliigiine sahip koloidal sistemlerdir.
Mikroemilsiyonlar, 06zellikle lipofilik maddelerin ¢6ziinilirligiiniin ~ arttirmalar1  ve
iceriklerinde yer alan siirfaktan ve ko-surfaktanlar nedeniyle derinin bariyer 6zelliginde geri
doniistimlii yapisal degisiklik yapmalarindan otiirii ilaglarin deriden penetrasyonunun

arttirtlmasi avantajlarina sahiptirler (Swarbrick, 2007 pp. 1561-1564)



Vorikonazol ve sertakonazol azol grubu iki antifungal ilagtir. Vorikonazol suda
diistik ¢oziiniirliige sahip ve lipofilik (log P:1.8) bir etkin maddedir (Thiel ve ark 2007; USP
2011). Giinlimiizde tedavide topikal uygulanan ticari bir preparatt mevcut degildir. Oral yol
ile kullanildiginda hepatoksisite, diyare, kusma gibi onemli yan etkiler ortaya ¢iktigindan,
topikal bir formulasyonunun optimizasyonu ile ilacin yan etkileri bertaraf edilecek, hasta
uyuncu ve tedavi agisindan avantaj saglanabilecektir. Ayn1 zamanda yeni koloidal bir ilag
tasiyici sisteminin gelistirilmesi ile ilacin derinin tabakalarina penetrasyonu da s6z konusu
olacaktir. Sertakonazol genis aktiviteye sahip sistemik ve lokal olarak kullanilan bir
antifungaldir. Molekiil agirligr biiyiik (500.8 Da), ¢ok lipofilik (log P:6.2) ve suda
cozlinlirliigh diisiik olan bu etkin maddenin topikal olarak uygulanan krem ve ¢ozelti
seklinde preparatlart mevcuttur (Croxtall J. ve Plosker, G., 2009; Ph. Eur., 2007 p. 2873;
Sahoo ve ark 2011; Wishart ve ark 2008). Ancak ¢ok lipofilik oldugundan dolay1 topikal
uygulamalarinda stratum corneum onemli bir bariyer teskil edecektir. Gerek stratum
corneum’un bariyer 6zelligini asabilmek gerekse ilacin formiilasyondaki ¢oziiniirliigiini
artirmak i¢in bu iki ilacin Koloidal ilag tasiyici sistemlerinin gelistirilmesi avantaj
saglayacaktir.

Tez calismasinda; iki farkli antifungal ilacin (vorikonazol ve sertakonazol)
mikromilsiyon tipi koloidal ilag¢ tasiyici sistemlerinin optimizasyonu yapilmistir. Bu
amagla; hazirlanan formiilasyonlarin fizikokimyasal karakterizasyonuna yonelik olarak,
damlacik biyiikligii ve dagilimi, kondiiktivite, pH, iletkenlik, electron mikroskobu,
refraktif indeks, optik izotropisi Olgiimleri yapilmistir ve fiziksel stabilitenin
degerlendirilmistir. Calismanin devaminda etkin maddelerin formiilasyonlardan salim
karakteristikleri incelenmistir. Secilen formiilasyonlarin derinin tabakalarindaki dagilimi
dermatom edilmis domuz derisi (kesim evinden temin edildi, bu nedenle etik kurul
bagvurusu yapilmamustir) kullanilarak incelenmistir. ATR-FTIR spektroskopisi ve deriyi
bant ile soyma yontemleri kombine edilerek, her iki ilacin derinin farkli tabakalarindaki
dagilimlar kantitatif olarak saptanmistir (Goymann C. 2004; Walters 2002 p. 218). Bu tez
kapsaminda elde edilen verilere dayanarak, optimze edilen formilasyon ile antifungal ilag
olan vorikonazol ve sertakonazol igin tedaviye alternatif yeni sekli olarak mikroemiilsiyon

formiilasyonlar1 6nerilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Deri Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Derinin Yapis1 ve Genel Ozellikleri

Insan derisi, viicudun ortalama 2 m? alam toplam viicut agirhgimin %10’undan
fazlasin1 olusturan en biiylik organidir. Stratum corneum (cansiz epidermis), epidermis
(canl epidermis), dermis ve siibkiitan doku olmak iizere dort katmandan olusur. Derinin kil

folikiilleri, ter bezleri, tirnak gibi ¢ok sayida uzantilar1 da vardir. (Walters. 2002 pp. 1-10)
Insan hayatinin siirdiiriilmesinde derinin homeostatik rolii mevcuttur:

a. Cildi kimyasal, bakteri, allerjenler, mantarlar ve rasyasyona karsi korur (Walters
2002 pp. 4-10).

b. Viicut 1s1sinin diizenlenmesinden, kan basinci kontroliinden sorumludur (Bouwstra
ve Honeywell-Nguyen 2002).

€. Viicudu endojen madde kaybindan korur (Bouwstra ve Honeywell 2002).

d. Viicut sivilarimi bu zararli maddelere kars1 muhafaza eder ve harici dis ortama karsi
bir bariyer olusturur (Yamashita ve Hashida 2003).

e. Topikal ve sistemik tedavi i¢in gerg¢ekei bir uygulama alani olusturabilir (Yamashita

ve Hashida, 2003).

Deri yiizeyi asidik yapidadir ve pH’st 4,5-6,0 arasindadir. Bu asidik pH,
organizmay1 biyolojik dis etkenlere karsi koruma saglar. Deride ayrica, gevresel faktorlerin
neden oldugu oksidatif strese kars1 koruma mekanizmasi da mevcuttur (Touito E. 2007

215-220; Guy 2003 pp. 1-10).
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Sekil 2-1: Derinin yapisi (Bronaugh ve Maibach 2005 p. 178)

2.1.2. Derinin Tabakalar

2.1.2.1. Epidermis

Stratum corneum epidermis’in en dis katmani olup (Azeem ve ark 2009), topikal
uygulanan ilaglarin gecisinde karsilagilan ilk bariyerdir (Yamashita ve Hashida 2003).
Yaklasik olarak 10-20um kalinligindadir (Walter. 2002 p. 2-10 ). Lipit bdlgesiyle
cepecevre sarilmis keratinize 6lii hiicrelerden (korneositler) meydana gelir. ilaglarin hiicre
icine ¢apraz bagli protein yapilardan olduk¢a zordur. Bu nedenle, deriye uygulanan etkin
maddelerin ¢ogu hiicreler arasi bolgede lipit katmanindan difiize olurlar (Bouwstra ve
Honeywell-Nguyen 2002). Stratum corneum hiicreleri canli epidermisten meydana gelir ve

deskuamasyondan dnce bir¢ok morfolojik degisime ugrar (Walter K. 2002 p.8-15).

Stratum corneum 25 den fazla katmanli hiicrelerden olustugu halde, bazal tabaka, 1-
2 katmanli hiicrelerden, stratum spinosum 2-7 katmanli hiicrelerden, stratum granulosum 2-
3 katmanl hiicrelerden olusur (Forslind, 2004 pp. 9-21). Bazal tabakada hicreler
cogalirken, bazal tabakay:1 terk ederek farklilasmaya baglarlar ve cilt ylizeyine dogru

hareket ederler. Stratum granulosum ve stratum corneum arasindaki ara yiizde son



farklilasma meydana gelir ve canli hiicreler 6li keratinize hiicrelere (kornesitler) doniistirler
(Sekil 2-2). Epidermal farklilagma, tabaka yapisinin yukartya ¢ikmasi, ¢ekirdek kaybi ve

stratum korneumdaki keratin miktarinin artmasi seklindedir (Riviere J. 2006 pp. 1-12).

Derinin en iist katmani olan stratum corneum, derinin islevlerinin yerini getirmesi
ve gOrinumu igin 6nemli yere sahiptir. Fiziksel ve kimyasal bariyer olarak koruyucu
islevinin yanisira, deri altindaki su i¢in kismen gegirgendir, boylelikle transepidermal su
kaybimnin (TEWL) kontrolii agisindan rol oynar Yaklasik olarak ii¢ haftada bir yenilenir.
(Walter K. 2002 pp.4-7)

Stratum corneum’un su tutumu, bariyer 6zelliklerinde derin degisikliklere yol agar,
korneositlerin sismesine ve interseliiler lipit katmaninin genislemesine sebep olur. Stratum
corneum’un igerdigi su yiizdesi kuru agirliginin %15-20 den %400 iine kadar artmis
olabilir. Stratum corneum’un yapisi i¢in ° ‘tugla-ve-har¢’’ benzetmesi mumkundur; temel
bilesen hiicreler ya da korneositler, tuglalar olarak tanimlanirken ve hiicreler arasi bolgede

bulunan lipitler korneosit hiicrelerini bir arada tutan harg tabakasi olarak benzetilir (Walter

K. 2002 pp 1-20).
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Sekil 2-2: Stratum korneum hiicrelerinin morfolojik degisimi (Benson ve
ark. 2005 p.6)



Stratum corneum da hiicreler arasi bolge, korneositlerin bir arada durmasi igin
temel olarak lipit ve dezmozomlardan olusur (Walter, K. 2002 pp 2-7). Stratum corneum
lipit bilesimi, kesin bi¢cimde canli hiicre membranlarindan farklidir. En 6nemli lipitler;
seramitler, kolestrol ve serbest yag asitleridir (Sekil 2-3). Cogu yag asit zincirlerinin
uzunlugu 22-24 karbonlu iken, seramit tiirlerinin agil zincir uzunluklar1 16-33 karbon
arasindadir (Bouwstra ve Honeywell-Nguyen, 2002). Hiicreler arasi lipitler Stratum
corneum’un %20 sini olusturur; %27 kolesterol, %41 seramitler, %9 serbest yag asitleri,
%10 kolesteril esterleri ve %2 kolesteril siilfattan olusmaktadir ( Walter K. 2002 pp. 8-10).
Stratum corneum’un hiicreler arasi lipit lamellerinde olusturulan serbest alanlar (serbest
hacim), difiizyon yetenegini artirabilecek hidrokarbon zincirlerine biiyiik hareket yetenegi
saglarlar (Walter K. 2002 pp 8-10).
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Sekil 2-3: Hiicreler arasi bolgede bulunan lipitler (Moser ve ark. 2001)



2.1.2.2. Dermis

Dermis, epidermis’in beslenmesini, bagigikligin1 saglayan, destekleyen ve sicaklik-
basing, agr1 diizenlenmesinde rol oynayan bag doku olup viicudun kritik bir
bilesenlerindendir (Ranade ve Hollinger, 2004). Dermis, yaklasik 0.1- 0.5 cm
kalinligindadir ve %70 civarinda tampon gorevi goren, elastik kollajen lifleri icerir
(Yamashita ve Hashida 2003). Dermis jel yapisindadir, fibréz protein (kollajen, elastin)
matriks, koloidal amorf zemine gomiiliidiir. Kan ve lenf damarlar1 da dermis tabakasinda
bulnur (Walters K 2002 pp. 1-10; Azeem ve ark. 2009)

2.1.2.3. Hipodermis (Deri alt1 yag dokusu)

Deri alt1 yag tabakalar1 dermis ve epidermise dnemli destek saglamaktadir. Yalitim
icin ¢ok 6nem tasir ( Walter, K. 2002 pp. 1-10). Derinin yapisini ve fonksiyonlarinin 6zeti

sematik olarak Sekil 2-4’te verilmistir.
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Sekil 2-4: Deri yapisi ve fonksiyonlarmin 6zeti (Walter K. 2002 p.5)



2.1.3. Deriden Gegis

Derinin daha derin tabakalarina ilacin penetrasyonuna karst en onemli bariyer
Stratum corneum ‘dur. Bu tabaka interseliiler s1vi matris tarafindan sarilmis koenositlerden
yapilmistir. Bu tabaka tugla ve har¢ olarak tanimlanabilir. Stratum corneum tabakasi
hidrofobik bir membran olarak davranmaktadir (Elias ve ark., 1981; Azeem ve ark., 2009;
Gurbiz A. 2014 ).

2.1.4. Deriden Gegis Yollar:

Ilag hiicreler aras1 s1v1 tabaka icinden gecerek veya gozenekler ve sag folikiilleri gibi
bagka hiicreler arasi gegis yollarindan gegerek epidermis ’e niifuz edebilir (Kogan ve Garti
2006; Hennig ve ark., 2008; Patzelt, Degim 2009 p. 343).

2.1.4.1. Hiicreler Arasi (interselliiler) Gegis Yolu

Uygulanan polar olmayan ¢ok sayida ilag, interseliiler s1ivi matrisin i¢ine intraseliiler
yola kiyasla ¢ok daha kolayca niifuz edebilir; 6yle ki, s6z konusu bu yol pasif ilag
penetrasyonu i¢in en énemli yollardan biri olarak bilinir (Kalia ve Guy 2001; Hadgraft ark.,
2004). Aktif icerik maddeler siv1 ¢ift katli tabakaya penetrasyonu ylikselticiler yardimiyla
niifuz eder ve daha sonra derinin derin tabakalarina yayilir (Kreilgaard M. 2002, Giirbiiz A.

2014).

2.1.4.2. Hucre igi (intraselller) gecis yolu

Korneositler, aktif icerik maddelerin bu yolla niifuz etmesini zorlastiran yogun
capraz baglantili proteinlerden yapilmistir. Ancak ¢ok diisiik molekiil agirligina sahip olan
bazi polar olmayan ilaglar bu yoldan kolayca deriye niifuz etmeyi basarabilir (Roberts ve
ark., 2002; ; Patzelt, A. ve ark., 2008).

2.1.4.3. Yan gegcit yolu

Polar ilaglarin derinin daha derin tabakalarina niifuz etmesi agisindan ter bezleri, sag
folikiilleri ve yag bezi alternatif bir yol sunabilir. Sag¢ folikiilleri deri alaninin yalnizca %0.1

ini kaplamaktadir.



Bu yol biiyiik molekiil agirligina sahip polar ilaglar i¢in ¢ok Onemli olabilir

(Lademann ve ark., 2006; Patzelt ve ark., 2008; Guingor ve ark. 2013).

2.1.5. Etkin Maddenin Deriden Gegisini Etkileyen Faktorler

2.1.5.1. Etkin maddeye ait fizikokimyasal faktorler

Etkin madde lipofilitesi: Cok sayida ilacin pasif difiizyonla Stratum corneum
tabakasma niifuz etmesi gerg¢eginden yola c¢ikarak, ila¢ partisyon katsayisinin (log P)
difuzyon siireci lizerinde dnemli bir etkisi oldugu sdylenebilir. Optimum partisyon katsayist
(log P) 1-3 arasidir. Daha yiiksek Log P degeri olan ilaglar Stratum corneum tabakasinin
yag tabakalari arasinda birikmeye meyillidir ve daha hidrofilik olduklarindan (log P < 1) iki
katli yag tabakasini daha yavas bir hizla gegmis olacaklardir (Grassi M. 1999; Langer
2004).

Etkin madde konsantrasyonu: ila¢ uygulama sisteminde aktif i¢erik maddenin
konsantrasyonu, ilacin deri tabakalarina niifuz etmesini etkilemektedir. Daha doyurulmus
oldugunda, niifuz etme hizinin daha yiiksek oldugu goriiliir (Sintov ve Shapirio 2004;
Azeem A. 2009).

Etkin maddenin molekiil agirligi ve molekiil hacmi: Aktif icerik maddenin molekl
agirhigi veya molekiill hacmi ne kadar yliksek ise, ilacin niifuz etmesi daha diisiik
olmaktadir. Genelde, molekiil agirlik 500 Dalton birimden daha diisiik olmalidir (Naik ve
ark., 2000; Langer R. 2004).

Etkin maddenin iyonizasyon derecesi ve pH: Formiiliin pH degeri zayif asitlerin
veya baz ilaglarin niifuz etmesini etkilenmektedir. Zayif asitler asitli formiillerde iyonize
olmazlar ve aym sekilde, zayif baz ilaclar bazik formiillerde iyonize olmazlar. Iyonize
olmayan ilaclar deri yoluyla ¢ok daha iyi bir pasif diflizyona sahiptir (Vavrova ve ark.,
2008).

Etkin maddenin diflzyon katsayisi, erime derecesi ve sudaki ¢oziiniirliigii: Diflizyon
katsayisi ne kadar yiiksek olursa, ilacin niifuz ermesi o kadar yiiksek olur. Sudaki

¢oOziiniirliikleri 1 mg/ml ‘den daha diisiik olan ve erime noktast 200 C ‘in altinda kalan
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ilaglarin daha yiiksek bir difiizyon katsayisina sahip olduklari ileri siiriilmistiir (Naik ve
ark., 2000).

2.1.5.2. Deriye ait Fizyolojik Faktorler

Deriden emilimi etkileyen deriye ait fizyolojik faktorler; derinin biitiinligii, su
icerigi, sicakligi, kanlanma hizi, derinin yasi ve deride gergeklesen metabolik faaliyetler
seklinde siralanabilir. Farkl: tiirlere, bolgelere, cinsiyet ve irka gore de derinin gegirgenligi

degismektedir (Grassi ve Colombo 1999).

Derinin biitiinliigii: Yara ve kimyasal ¢ozlciler gibi derinin bariyer fonksiyonunu
tahrip edebilecek faktorler ilacin deriye niifuz etme kabiliyetini arttirabilir. Iyontoforez ve
elektroporasyon derinin biitiinliiglinti etkilemek suretiyle dermal penetrasyonu arttirabilir

(Elias ve ark 2002; Walters ve Brain 2004 p.271).

Derinin hidratasyonu: Derinin hidratasyonu hidrofilik ve lipofilik ilaglarin deri
yoluyla gegirgenliginin arttirilmasiyla ile sonuglanabilir. Bu durum suyun sivi matris

tizerindeki etkisinden kaynaklanmaktadir (Williams ve Barry 2004; Silva ve ark., 2007).

Derinin yas:: Bebek derisinin epidermis tabakasinin gegirgenligi daha yasl derilerin
gecirgenliginden ¢ok daha fazladir. Bunun nedeni, bebek derisindeki yiiksek su miktaridir
(Brain ve ark., 2002; Azeem A. 2009; Degim T. 2009).

Derinin bolgeleri: Derinin farkli yerleri arasindaki Stratum corneum tabakasinin

derinligi degisik olabilir ve bu durum insan derisinin farkli yerlerine ilacin iletkenligini

etkileyebilir (Brain ve ark., 2002).

Tiir farkhliklari: Tlacin niifuz etmesi uygulanan derinin tiiriine gore degisir.
Aragtirma amaciyla, insan derisine alternatif olmasi agisindan fareler, tavsanlar ve domuz
derisi kullanilmistir. Domuz derisinin sivi matrisi insan derisine en yakin deri oldugu

anlasilmistir (Mills ve Cross 2006; Stewart ve Downing 1999).
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Ila¢ Tasiyict Sistemine ait Ozellikler

Ila¢ uygulama sistemleri ilacin saliverilme hizim1 ve Stratum corneum tabakasina
ilacin niifuz etmesini etkileyebilir. Ayrica, ilacin ¢oziiniirliiglinli ve ilacin s1vi matris igine

yayilmasini da etkileyebilir.

Nitekim Stratum corneum tabakasmin derin tabakalarina ilacin niifuz etmesini
arttirmakta 6nemli bir rol oynarlar (Walters ve Brain 2004 p. 271). Bu durum ilacin niifuz
etmesini arttirmak i¢i formiilasyon siireci boyunca penetrasyonu arttiricilarin

kullanilmastyla ilgili olasiligini ortaya koyacaktir (Williams 2003 p. 274; Gurblz A. 2014).

Penetrasyon artiricilarin etki mekanizmalari: Tlaglarin deriden penetrasyonunu
artirmaya yonelik en sik kullanilan yaklagim derinin bariyer direncini etkileyerek azaltan
kimyasal penetrasyon artiricilarin formiilasyon bilesenlerine ilave edilmesidir (Williams ve
Barry 2004). Penetrasyon artiricilar, hiicreler arasi lipit matriksinin yapisini bozarlar ya da
membrandaki maddeler i¢in bir ¢dziicii olarak islev gorerek, doku igine ilag dagilimini

artirabilir (Sekil 2-5) (Williams ve Barry 2004; Benson H. 2005; Moser ve ark 2001).
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Sekil 2-5: Penetrasyon artiricilari ile lipit bozunmasi (Williams ve Barry 2004).
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Azon, DMSO, alkoller ve terpenler gibi bircok penetrasyon artiricilarin,
permeabiliteyi stratum korneumun lipit yapisini bozarak artirdiklar1 gosterilmistir (Benson
ve ark 2005) Oleik asit gibi diger penetrasyon artiricilar ise, yiiksek konsantrasyonlarda
lipit alanlarinda gecirgen sulu havuzlar olustururlar. Ure ve siirfaktanlar keratin ile
etkigebilir ve bunun sonucunda korneositlerde bozunma meydana gelebilir (Smith ve
Maibach 2006; Moser ve ark 2001). Birgok ¢ozlcl, stratum corneum’un ¢oziindiirme
Ozelligini ve gegirgenlik katsayisini artirir. (Smith ve  Maibach 2006; Kanikkannan ve ark
1999).

Formilasyon optimizasyonuda penetrasyon artirict segimi kolay degildir.
Penetrasyon artirict etkileri etkin maddeye 6zgli goriiniir ya da benzer fiziko-kimyasal
ozellikleri (benzer dagilma katsayisi, molekiiler agirlik ve ¢oziiniirlilk)de gegirgenlik zinciri

icin verimli olabilir (Williams ve Barry 2004; Moser ve ark 2001).

2.2. Mantar Enfeksiyonlar1 Hakkinda Genel Bilgiler

2.2.1. Mantar Enfeksiyonlari

Insan saghgm ve hayatim tehdit eden ve siireklilik gdsteren mantar
enfeksiyonlar;; (a) mantar proteinlerinin neden oldugu alerjik reaksiyonlar, (b) bazi
mantarlarda bulunan toksinlerin neden oldugu toksik etkiler, (c) enfeksiyonlar (mikoz)
olarak siniflandirilabilir. Saglikli bireyler, ayak ve tirnak mantarlar1 gibi yiizeysel mantar
enfeksiyonlar1 ile kiitanoz ve subkitanoz etkili mantar enfeksiyonlarinin yaninda, hayati
tehdit eden bircok sistemik enfeksiyona bagli hastaliklara yatkin olabilmektedir
(Kathiravan ve ark 2012). Diinyada, son yirmi yildir, yiizeysel ve sistemik mantar
enfeksiyonlarinda artis oldugu goriilmektedir. Gelismekte olan ve geri kalmis {ilkelerde,
mantar enfeksiyonlarindan muzdarip yaklasik 40 milyon insan oldugu tahmin edilmektedir.

(Glngor ve ark. 2013; Lalit ve ark. 2014).

Mantar enfeksiyonlar1 organizmada genis bir yayillim gosterirler ve mantar
efeksiyonlarma bagli olarak biiyiik saglik problemleri ortaya ¢ikabilmektedir. Ozellikle son
yillarda sistemik mantar enfeksiyonlarinin goriilme sikliginin; immiin sistem zayiflig
bulunan, kemoterapi uygulamasi alan, HIV/AIDS gibi hastaliklar ile yogun bakim

tinitelerinde, organ ya da kok hiicre nakili tedavisi altindaki yiiksek riskli hasta gruplarinda
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goriilme olasiigmin arttigi kayithdir. Ozellikle, AIDS gibi immunojenik hastaliklarla
birlikte gortlen mantar enfeksiyonlarmin tedavisi daha zor olmaktadir. Diger taraftan,
giinlimiizde hala hastalarin dermatologlara goériinmelerinin temel nedeni yiizeysel mantar
enfeksiyonlaridir. Dermatolojik mantar enfeksiyonlarin tedavisinde; hastanin kendisi
tarafindan uygulanabilir olmasi, dolayisi ile hasta uyuncunun yiiksek olmasi ve uygulanan
ilaclarin sistemik yan etkilerin ortadan kalkmasi nedenleriyle, topikal mantar tedavisi en sik

tercih edilen yaklasimdir (Yang ve ark. 2008; Kaur ve ark. 2010).

Dermafitoz, pitiryazis versikolor ve kandidiyazis, deride en sik goriilen mantar
enfeksiyonlaridir. Ayrica, dermatolojik diger mantar enfeksiyonlar1 arasinda blastomiyozis,
kromoblastomiyozis, misetoma, mukormiyozis, prototekozis ve sporotrikozis de yer
almakatadir (Kaur ve ark. 2010). Dermatofitler en sik izole edilen mantar organizmalari
olarak goriilmektedir. En sik karsilasilan yiizeysel mantar enfeksiyonlarindan tinea’larin en
stk goriilen tlirleri tinea pedis, tinea corporis ve tinea cruris olarak kayithdir.
Dermafitozlar, dermofitler tarafindan gelistirilen enfeksiyonlar olup, Trichophyton,
Microsporum ve Epidermophyton cinsleri ile, toprakta yasayan organizmalar ve insan
hayvan patojenlerini iceren bir grup mantarin sebep oldugu mantar enfeksiyonlar1 olarak
tanmimlanir.  Trichophyton rubrum bu dermomikoz’larin en yiiksek etkeni olarak
gosterilmektedir. Dermafitoz’lar, Amerika Birlesik Devletleri’nde en sik rapor edilen deri
hastaliklar1 i¢cinde akneden sonra ikinci sirada gelmektedir (Kaur ve ark. 2010; Roderick H.

2009).

Yuzeysel deri enfeksiyonlari siklikla Candida tirleri kaynakli olarak da
gelismektedir. Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis ve Candida
Tropicalis yaninda en sik maruziyet Candida albicans tarafindan meydana gelmektedir.
Candida turleri, yluzeysel enfeksiyonlar olarak, cilt kivrim enfeksiyonlar: (intertrigo),
bebeklerde gorulen dermatitis, kronik tirnak iltihabi (tirnak kivrim enfeksiyonu) ve

onikomikoz’a (tirnak diiz yiizeyi enfeksiyonu) neden olmaktadirlar (Kaur ve ark 2010).
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2.2.2. Dermatolojik Mantar Enfeksiyonlarinin Tedavisinde Kullanilan Antifungal
Etkin Maddeler

Deride goriillen mantar enfeksiyonlar1 ¢ogunlukla deskuamasyon ile derinin
yenilenmesini engellemek ic¢in stratum corneum’a hiicum ederler. Deride goriilen mantar
enfeksiyonlarinin topikal tedavisinde; mantarlar 6ldiiriicii etkiye sahip farmakolojik ilaglar
(fungusit) ya da en azidan mantarin liremesini ve bilylimesini Onleyecek (fungistatik)
farmakolojik ajanlar krem, losyon, jel ve sprey tipi dozaj sekilleri ile uygulanmaktadir

(Kaur ve ark 2010).

Topikal tedavinin etkinligi i¢in, deride etkin ilag konsantrasyon seviyeleri
saglanmalidir. Deri ylizeyine uygulanan ilag molekiilleri, derinin en dis katmani olan
stratum corneum’: asarak daha alt katmanlara Ozellikle canli epidermis’e ulasmalidir.
Antifungal ilaglarin klinik etkinligi, kitanoz dokudaki saglanan ila¢ konsantrasyonuna
baglidir. Bu durum, ilacin molekiil agirligi, yag/su partisyon katsayisi, sudaki ¢oziniiriigii
gibi fizikokimyasal 6zelliklerine bagl olarak dokulara penetre olma yetenegi ile iligkilidir
(Kaur ve ark 2010). Ayrica, topikal formiilasyonlarin igerigi, tipi ve ilacin deri ile temas
stiresi de deriden penetrasyonunun artirilmasinda, dolayisi ile tedavinin etkinliginde biiyiik
rol oynamaktadir. Ketokonazoliin piyasaya sunulmasi, yasami tehdit etmeyen mantar
hastaliginin daha 6nceki tedavilerde dramatik gelismelerin yasandigi bir donem baglamistir.
Neredeyse on yillik bir kullanim siiresini takiben, farmakokinetik profil, etkinlik spektrumu
ve givenlik agisindan Onemli iyilesmelere bagli olarak, ketokonazoliin yerini hizla

flukonazol ve itrakonazol gibi diger triazoller almistir (David ve ark. 2015)

Yiizeysel mantar enfeksiyonlar1 deri, tirnak ve gozde ortaya cikarlar ve sistemik
enfeksiyona daha az goriiliirler. Bununla beraber, uygun bir sekilde tedavi edilmedikleri
takdirde tehlikeli olabilirler. Derinin en derin yerinde koklesmis olan mantar
enfeksiyonlarmin tedavisinde genelde krem, toz, jeller vs. gibi konvansiyonel dozaj
sekilleri kullanilmaktadir. Ancak, konvansiyonel formiilasyondan salinan ilacin disiik
penetrasyon kapasitesine bagli olarak, derideki hedef bolgeye ulasamamasi nedeniyle,
invasif asperjiloz ve invasif kandidiyaz gibi derinin en derin yerinde koklesmis olan mantar

enfeksiyonlarini tedavi etmek daha zor olabilir. Buna benzer olarak, tirnakta veya gozde
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mantar enfeksiyonu goriilen hastalarda, konvansiyonel formiillerin daha diisiik bir

biyoyararlanim sorunu gosterdikleri bilinmektedir (Lalit ve ark. 2014).

2.2.3. Yiizeysel Mantar Enfeksiyonlarin Tedavisinde Kullanilan konvensiyonel Ilaglar

Subkutan6z mantar enfeksiyonun tedavisinde, konvansiyonel olarak Tinea corporis
ve Tinea faciei gibi deri hastaliklar1 oral ve topik antifungal preparatlarla tedavi edilebilir.
Hastaligin yayilarak zararli 6zellikler sergilemesi halinde oral tedavi uygulanabilir. Bu gibi
hastaliklarin tedavisinde gesitli azol tiirevlere ait krem formiiller (klotrimazol, ketokonazol,
mikonazol ve ekonazol gibi) ve terbinafin kullanilabilir. Oral yol ile kullanilan antifungal
ilaglara 0rnek olarak, griseofulvin, itrakonazol, flukonazol ve terbinafin sayilabilir (Stary ve
Sarnow 1998). Tinea pedis diger lokal mantar enfeksiyonlarina gore daha biiyiik captaki
mantar enfeksiyonlardir. Lokal olarak antifungal tozlarla (tolnaftat, mikonazol ve
klotrimazol) veya antifungal jellerle (terbinafin, naftifin ve siklopiroks) tedavi edilebilir
(Lalit ve ark 2014).

Ozellikle hastaligin onikomikoz ile birlikte ortaya ¢iktigi durumlarda hastalarin
bircogunda lokal tedavi basarisiz bulunmustur (Hart ve ark. 1999). Oral tedavi ise siddetli
veya yaygin hastalik kosullarinda kullanilir. Tinea pedis’in tedavisinde kullanilan gesitli
antifungal ialclarin dozlari; bes hafta, her giin 250 mg terbinafin; bes ile alt1 hafta, haftada
bir defa 200 ile 300 mg flukonazol; alt1 ile sekiz hafta a, glinde iki defa 500 mg griseofulvin
olarak onerilir (McClellan ve ark. 1999).

Tinea capitis etkili olan tek oral antifungal ajanlarin kullanildig1 bir hastaliktir.
Oral griseofulvin kullanarak, c¢ocuklarda/pediyatrik hastalarda Tinea capitis tedavi
edilebilir. Terbinafin bes yasin tizerindeki ¢ocuklarda kullaniimak iizere, Tinea capitis’in
tedavisinde FDA tarafindan 2007 yilinda onaylanmis bagka bir antifungal ajandir (Fleece
ve ark 2004). Lokal olarak Tinea capitis, ketokonazol veya selenyum sulfit iceren
antifungal bir sampuan uygulanarak tedavi edilebilir. Tinea barbae de ise, genelde g ile

dort hafta boyunca hastaya 0.5 ile 1 g/gun oral griseofulvin verilir.

Lokal yoldan uygulandiginda tirnak yatagina penetrasyonu zayif olmasindan
dolay1, onikomikoz tedavisinde lokal tedavi yerine genellikle oral tedavi tercih edilir.

Onikomikoz ’un erken donemde tedavisinde %8 konsantrasyona kadar siklopiroks iceren
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tirnak cilast kullanilir (Gupta ve ark 2000). Onikomikoz tedavisinde kullanilan oral
antifungal ilaclar ise flukonazol, itrakonazol, terbinafin ve griseofulvindir (Elewski
B.1999). Onikomikoz tedavisinde 6 ile 8 hafta siireyle giinde 250 mg ‘lik bir dozaj ile
terbinafin uygulanir. itrakonazol ise 2 ile 3 ay siireyle giinde 200 mg ‘lik bir dozaj ile bir
dozda uygulanir (Evans ve Sigurgeirsson 1999). Bu hastaligin tedavisi i¢in receteye yazilan
dozaj, bes ile alt1 ay siireyle haftada bir defa 200 ile 300 mg arasinda flukonazoldiir. Dozaj
enfeksiyonun siddetine gore degisebilir (Scher ve ark 2007).

Gozin mantar enfeksiyonun tedavisinde kullanilacak olan ilaclar Natamisin,
Flukonazol ve Amfoterisin B ve Flukonazol oftalmik ¢ozeltisidir. Yanit alinamayan
enfeksiyon vakalarinda Amfoterisin B G6z Damlas1 kullanilir. S6z konusu goz damlalar
gozde toksik etkiler gosterebilir, bu nedenle mutlaka uzman tip doktorlarin kontrolii altinda
uygulanmalidir (Thomas 1994; Thomas ve ark 1997). Yiizeysel mantar enfeksiyonlarin

tedavisinde kullanilan ve piyasada bulunan formiiller Tablo 2-1’de gosterilmistir.

Tablo 2-1: Ylzeysel mantar enfeksiyonlarin tedavisinde kullamlan ve piyasada bulunan

ilaclar
Etkin Madde Ticari adi Dozaj Sekli Firma
Lotrimin (%1) Schering
Klotrimazol Gyne-Lotrimin (%1) Krem Scering-plough
Mycelex-G (%1) Miles
Manistat-ErmD %2 Pfizer
Mikonazol Krem
Micatin %2 Ortho-McNeil
XoleJel %2 Jel Stiefel Labs
Ketokonazol

Nizoral %2 Krem Janssen
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Ekonazol

Sertakonazol

Siklopiroks

Terbinafin

Flukonazol

Natamisin

Siklopiroksamin

Amorolfin

Spectazole (%1)

Econail (%5)

Ertaczo (%2)

Laprox (%0.77)

Laprox (%0.77)

Lamisil (%1)

Flucomet (%0.3)

Syscan (%0.3)

Zocon (0.3%)

Natacyn (%5)

Onylac (%8)

Penlac (%8)

Nailon (%8)

Loceryl (%5)

Krem

Tirnak cilasi

Krem

Jel

Krem

Krem

GOz Damlasi

Oftalmik

Stspansiyon

Tirnak cilasi

Tirnak cilasi

Ortho

Macrochem corporation

Ortho Neutrogena

Hoechst-Marrion-Roussel

Aventis Pharma

Merz Pharmaceuticals

Sun (Milmet)
Torrent

FDC

Alcon

Cipla
Dermik

Protech biosystem

Roche Lab
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2.2.4. Antifungal Ilaclarin Simflandirmasi

2.2.4.1. Polienler

Nistatin ve Amfoterisin B topikal olarak uygulanan poliendir. Her iki molekilin
etki mekanizmas1 aynidir ve ergosterole baglanarak hiicre membran permeabilitesini
artirirlar. Polienler, fungisit ve fungistatik ozelliklerinden dolayr igeren mukokiitanoz ve
kitanoziin tedavisinde kullanilmaya c¢ok elverislidirler. Ancak, dermofitlerde etkinliginin

yetersiz oldugunun anlasilmasi sonucu tedavide kullanimlart kisitlanmigtir (Kaur ver ark

201).

2.2.4.2. Allilamin ve Benzilaminler

Terbinafin ve naftifin allilamin grubunda yer alan antifugal ajanlardir. Her iki ilag
da tinea corporis, tinea cruris, tinea pedis, cutaneous candidiasis ve pityriasis
versicolor’un sebep oldugu genis yayilimli dermatofit ve mayalara kars1 hem ¢ok etkilidir.
Ayn1 zamanda terbinafin ve naftifinin hastalar tarafindan iyi tolere edildigi de
bilinmektedir. Uygulama sirasinda lokal iritasyon ya da yangi gibi nadiren advers etkilere
neden olurlar. Ayrica, naftifinin antienflamatuar aktivitesinin de kayithidir .Butenafin,
allilaminlerle benzer yapiya, etki mekanizmasina ve aktiviteye sahip bir ajandir. Yiizeysel

dermatofit enfeksiyonlarinin tedavisinde %1 lik topikal kremleri seklinde uygulanir (Kaur
ve ark 2010.)

2.2.4.3. Hidroksipiridonlar

Siklopiroks genis spektrumlu antifungal aktiviteye sahip bir ilactir. Dermatofitoz ve
pityriasis versicolor olarak adlandirilan kiitanoz candidiazis ve diger deri mantar

enfeksiyonlarimin tedavisinde, krem, soliisyon ve toz preparatlari ile kullanilir ( Kaur ve ark
2010.)

2.2.4.4. Morfolin turevleri

Amorolfin; polien, azol ya da allilamin sinifindan olmayan antifungal bir ilagtir.
Dermatofitler, mantarlar ve lifsi mantarlara (kiifler) kars1 aktiviteye sahiptir.( Kaur ver ark
2010.)
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2.2.5. Azoller

Azol grubu ilk topikal antifungal etkin madde olan klormidazol, 1959’da
gelistirilmistir. Azoller, imidazoller ve triazoller altinda alt boliimlere ayrilmistir. Biitiin
azol grubu ilaglar ayn1 etki mekanizmasi ile islevlerini yerine getirirler. Etki mekanizmalari
ise; ergosterol sentezindeki temel enzim olan sitokrom P450- bagimli enzim 14-a-
dimetilaz’in inhibisyonudur. (Kaur ver ark 2010, Jeu ve ark 2003). Antifungal ajanlarin
listesi, etki mekanizmalar1 ve aktiviteleri Tablo 2-2°de 6zetlenmistir (Kaur ver ark 2010,
Jeu ve ark 2003).

Tablo 2-2: Antifungal flaclarin Simflandirmasi, Etki Mekanizmalar ve Aktivite Listesi

Farmakoloijk  Antifungal o
] Etki Mekanizmasi Aktivite
Grup ilag

Nistatin bir sitokrom P450 enzimi olan 14- a
—demetilazi inhibe ederek lanosteroliin )
e . . kars1  genis
ergosterole doniistiiriilmesinde gerekli olan
AN spektrumlu
ergosterol sentezini inhibe eder ve bunun aktivitesi
sonucunda mantar hiicresi gecirgenligini vardir

artirir.

Mayalara

Nistatin

Duyarli mantarin hiicre membranindaki Genis

.. _ sterollere baglanarak membran SPektrum
Amfoterisin B . . o ) . o
gecirgenligini  degistirir ve intraseliiler gktivite
bilesiklerin s1izmasina neden olur. gosterir.

Polienler

Hiicre membranindaki  sterol  kismina
baglanir. Poliensterol kompleksi membran
permeabilitesini degistirerek temel hiicresel
bilesenlerinin atimin1 baslatir. aktivite

gosterir.

Geni

Natamisin spektrumlu
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Morfolin

Tlrevleri

Azoller (Imidazol)

Azoller (Imidazol)

Amorolfin

Klotrimazol

Mikonazol

Ketokonazol

Ekonazol

Oksikonazol

Sulkonazol

Sertakonazol

Bifonazol

Butokonazol

Amorolfin, ergosterol tiketiminden sorumlu

ve ignosterolun  sitoplazmik

membranlarinda toplanmasina neden olan

D14 rediiktaz ve D7-D8 izomerazi inhibe

eder.

Klotrimazol, bir sitokrom P450 enzimi olan 14- o —
demetilaz1 inhibe ederek lanosteroliin ergosterole
doniistliriilmesinde gerekli olan ergosterol sentezini
inhibe eder ve bunun sonucunda mantar hucresi
gegirgenligini artirir.

Mikonazol, bir sitokrom P450 enzymi olan 14-a-
demetilazi inhibe eder.

Ketokonazol 14- o —demetilazi inhibe eder.

Ekonazol, Lanosterolun 14-o —demetilasyonunu
inhibe eder.
Oksikonazol  forsitoplazmik  mantar  membran

biitiinligii i¢in gerekli olan ergosterol biyosentezini
inhibe eder.

T0m imidazoller gibi, 14- o —demetilazi inhibe eder.

Sertakonazol 14- o —demetilaz1 inhibe eder.

Bifonazol  ergosterol isimli maddenin Gretimini
durdurarak etkisini gosterir.

Antifungal etki mekanizmast bilinmemektedir,
ancak islevsel olarak diger imidazol tiirevleri gibi ve
steroit sentezini inhibe ederek etki ettikleri farz
edilmektedir.

mantar

Genis

spektrumlu

aktivite

gosterir.

enis spektrumlu
aktivite gosterir.

Genis spektrumlu
aktivite gosterir.

Genis spektrumlu
aktivite gosterir.

Genis spektrumlu
aktivite gosterir.

Genis spektrumlu

aktivite gosterir.

Genis spektrumlu

aktivite gosterir.

Genis spektrumlu
aktivite gosterir.

Mantar ve mayalarin
yok edilmesidir.

Candida albicans
nedeniyle olusan
vajinal

enfeksiyonlara karsi
Klinik etki gosterir.
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Azol
(Triazol)

Allilaminler

Benzil aminler

Hidroksi-

piridonlar

Flukonazol

Itrakonazol

Vorikonazol

Terbinafin

Naftifin

Butenafin

Sikloproks

Genis spektrumlu

Flukonazol 14- o —demetilazi inhibe eder. aktivite gosterir.

Itrakonazol, Lanosterolun 14- o —demetilasyonunu Genis spektrumlu

inhibe eder. aktivite gosterir.

Vorikonazol temel olarak sitokrom P450 bagimli Genis spektrumlu

14a-sterol demetilaz1 inhibe ederek etki gosterir. aktivite gosterir.

Terbinafin’in ~ skualen  epoksidazi
inhibe ederek etki ettigi Genis spektrumlu
varsayilmaktadir, béylece mantar hiicre

membraninin temel bileseninden olan aktivite gosterir.

ergosterol biyosentezini bloke eder.

Mantarlara karsi etki mekanizmasi
bilinmemesine  ragmen, naftifin Genis spektrumlu
skualen 2,3-epoksidaz enzimini inhibe aytivite gsterir.

ederek sterol biyosentezini dnler.

Ana etki

Allilaminler gibi Butenafin skualen dermatofitler Gizerine,

epoksidazi inhibe ederek ergosterol Candia albicans
biyosentezini inhibe eder. Uzerine de etkisi
vardir.

Sikloproks’un Fe3+ ve Al+4 gibi ¢ok

degerli metal katyonlarinin selatlar

boyunca etki ettigi diistiniilmustiir. Bu

katyonlar ~sitokrom iceren bircok Genis spektrumlu
enzimi inhibe  eder,  bdylece aktjvite gsterir.
mitokondriyal elektron tagima sistemi

ve enerji Uretimi gibi hicresel

aktivitenin aksamasina neden olur.
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2.2.5.1. Yeni Kusak Azol Antifungal 1laclar

Ikinci kusak triazoller arasinda Vorikonazol, Posakonazol, Ravukonazol,
Isavukonazol ve Albakonazol yer almaktadir. Bu ilaglarm tiimii olumlu bir farmakokinetige
ve toksisite profiline sahiptir. Direngli ve yeni ortaya ¢ikan patojenlere karsi oldukca
yiiksek bir etkinlik de gosterirler. Bununla beraber, yalnizca vorikonazol ve posakonazol
yeterli olarak Faz III ¢alismalarinda arastirilmis ve ruhsatlandirma daireleri tarafindan
invasif mantar enfeksiyonlarin sirasiyla, tedavisinde ve profilaksisinde kullanilmak iizere
onaylanmistir. Bunun aksine, ravukonazol, isavukonazol ve albakonazol klinik deneylerde
heniiz yeterli bir sekilde arastirilmamistir ve uygun verilerin olmadig1 durumlarda, rakip
ilaglar olarak tanimlanan bu ilaglarin invasif mikozlarin tedavisinde ve Onlenmesinde
kullailmalarina iliskin s6z konusu bu ajanlarla ilgili gercek verileri heniiz kesin olarak

bilinmemektedir (Corrado G.2009; David ve ark 2015).

Yeni antifungal stratejilere iligkin yapilan aragtirmalar, aslinda toksisitenin
azaltilmasi, biyoyararlanimiin arttirilmasi, antifungal spektrumun iyilestirilmesi ve
direncle ilgili karsit reaksiyon iizerine odaklanmistir. Ancak enfeksiyonlarin biiylik bir
kismi, bagisiklik sistemi hasar gormiis olan hastalarin tiim kategorilerinde halen Aspergillus
ve Candida tiirlerinden kaynaklanmaktadir. Bununla beraber, Aspergillus haricindeki
kiflerden ve Candia haricindeki mayalardan kaynaklanan enfeksiyonlar da giderek
artmaktadir (Pasqualotto ve ark 2008; Corrado G.2009).

Her iki triazol (Vorikonazol, Posakonazol ), imidazollere kiyasla ¢ok daha genis
bir antifungal etkinlikle ilgili spektrum sergilemistir ve amfoterisin B ve ketokonazol’a
kiyasla, belirgin olarak daha iy1 gelistirilmis bir glivenlik profiline sahiptirler. Flukonazol
ve itrakonazol, sirastyla 1981 ve 1989 yillarinda ilk sentez edilen ve 1987 ile 1992 yillar
arasinda Avrupa ve FDA lisanslarina sahip olan ilaglardandir (Charlier ve ark 2006;
Maertens ve ark 2005). Her iki ilacin ylizeysel ve derin dermal mantar enfeksiyonlarin
tedavisinde genis 6l¢iide kullanim1 uzun bir siire devam etmistir. Bununla beraber, direncin
gelismesine iligkin suboptimal bir etkinlik arali§i sergilemesi ve az da olsa toksik bir
ozellige sahip olmasindan dolay1, klinik ¢alismalarda 6nemli 6lgiide birtakim sinirlamalar

gOstermistir (Corrado G.2009).
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Ozellikle itrakonazol, ki bu ilag Aspergillus tiirlerine kars1 etkinlik gdsteren ilk
antifungal azol ilaglardandir, optimumdan c¢ok daha diisiik bir farmakokinetik profile
sahiptir ve degisken biyoyararlanim (6zellikle kapsiillerde) bir gosterir. Ayrica, tehlikeli
ilac-ilag¢ etkilesimleri ile birlikte reaksiyon verebilir ve dolayisiyla ¢ok iyi tolere

edilmeyebilmektedir (Corrado G.2009; David ve ark 2015).

Yukarida bahsi gegen smirlamalarin iistesinden gelebilmek adina, ¢ok sayida
analoglar gelistirilmistir. Vorikonazol, posakonazol, ravukonazol, isavukonazol ve
albakonazol dahil, “ikinci kusak triazoller olarak anilan bu ilaglar, daha biiyiik bir potense
ve direngli ve yeni ortaya ¢ikan patojenlere karsi daha iistiin bir etkinlige sahiptir(Bellmann
ve ark 2007).

Ikinci kusak triazoller arasinda Vorikonazol, Posakonazol ve Albakonazol (UR-
9825) aktif ilaglar olarak kullanima sunulmustur. Isavukonazol (BAL-4815), suda
¢cOzlnebilir Onilag isavukonazonyumun aktif metabolitidir. Oral veya intraventz
uygulamay1 takiben, plazma esterazlar tarafindan katalize edilen bir reaksiyon sayesinde,

isavuconazonyum hizla isavukonazole doniistir (Schmitt-Hoffmann ve ark 2006).

Isavukonazol ve ravukonazoliin oOnilaclart suda c¢oziiniir ve c¢oziiniirliiklerini
arttirmak/kolaylastirmak i¢in, itrakonazol ve vorikokonazol i.v. ¢6zeltilerinde oldugu gibi,
siklodekstrin  ilave  edilmesini  gerektirmemektedir.  Vorikonazol, ravukonazol,
isavukonazonyum ve albakonazoliin kimysal yapilart flukonazola ¢ok benzemektedir.
Posakonazolun kimyasal yapisi itrakonazolii andirmaktadir (Corrado 2009). Birinci ve

ikinci kusak triazollerin farmakokinetik 6zellikleri Tablo 2-3’de gosterilmistir.
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Farmakokinetik 6zellik | Flukonazol itrakonazol Vorikonazol Posakonazol isavukonazol | Ravukonazol Albakonazol
Kullanilabilir sekilleri Oral ve i.v. Oral ve i.v. Oral ve i.v. Yalnizca oral Oral ve i.v. Oral ve i.v. Yalnizca oral
Absorpsiyon hizi: oral Kapsdl i¢in 5
uygulamay1 takiben saat, oral
maksimum plazma 1 saat gozeltiicin2 | 2 gaat 5 saat 2 — 3 saat 4 saat 2 — 4 saat
konsantrasyonlariyla saat
ilgili sure
Biyo-yararlanim, insanlarda
o | (yalnizca oral
serum seviyesinin agiz L uygulanamaz
¥ g Kapsil igin yo formiili
yolunu takiben i.v (yalnizca oral
%30, Y Hayvanlarda kullanima
yoluyla uygulanmasina %9.5 %9.5 formiili kullanima | Cok ylksek
i Cozelti icin %48 — 74 sunulmustur)

olan orani olarak ifade sunulmustur)

. %5.5 Hayvanlarda
edilir ' Hayvanlarda %52

%80 — 100
-100
Kapsdllerde
. o Artmus, ozellikle
Absorpsiyon (izerinde artmis ve ) .
) ) . Azalmis o Azalmisg yagli yemekler Etki yok Artmis Veri yok
yiyecegin etkisi cozeltide o
yuzinden

azalmig
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Farmakokinetik dzellik Flukonazol | itrakonazol Vorikonazol Posakonazol isavukonazol Ravukonazol Albakonazol
Dagilim hacmi (I/kg) 0.75 10.7 4.6 6.5 4.4-77 10.8 Cok biiyuk
3 (Agizdan
0.6 (400 mg ‘lik 0.8 — 1.7 (Agizdan
0.3 (hem verildiginde
) ) tek bir dozaji ) verildiginde
Maksimum plazma 9.1 (doz kapsil hem de | dozaj 3 mg/kg ) 2.5 (dozaj 100 ) ) )
o o takiben), 1.3 dozajlar 400 ile 800 | Veri yok
konsantrasyonlari, mg/1 400 mg) cozelti icin b.i.d.i.v.); 1.89 ) mg)
] . (200 mg t.i.d. mg arasinda
dozaj 200 mg) | (dozaj 200 mg ) ' o
. dozaj1 takiben) degisiyor)
b.i.d.)
) 5-—7giln 8 —15gun 5-6giln 7 —10 gin 7 —10 gin
Oral uygulamayi takiben 29 giin sonrasinda .
sonrasinda | sonrasinda sonrasinda sonrasinda sonrasinda Veri yok
duragan-durum erisildi
erigildi erigildi erigildi erigildi erigildi
Plazma konsantrasyonlart
18 mg/l
g0z Oniine alarak duragan- 1 mg/l (200 5mg/l (4 1 mg/l (400 2 mg/l (100 6 mg/l (400 mg/24 )
) ) | (400 mg/24 Veri yok
durumdaki serum seviyeleri ) mg/12 saat) mg/(kg 12 saat)) | mg/12 saat) mg/24 saat) saat)
saal
(dozaj)
CNS/CSF penetrasyonu, Low in BOS ‘da Tavsan
ivelerin viizdesi ) Tavsan modelinde )
serum seviyelerin yuzaesi > %60 < %10 > %50 Diisiik diigiik, beyinde %10 modelinde
0
daha yiksek %1.5

Intravendz (i.v.) Ravukonazol ‘un (BMS-207147) prodrogu, Ravukonazol di-lizin fosfoester (BMS-379224) “dir
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2.3. Topikal Yeni Ila¢ Tasiyicilar

Antifungal ilaglar, deriye uygulanamsi sonrast canli epidermis’te etkinlik
gosterebilecegi terapotik konsantrasyona ulasmalidir. Ancak, ila¢ molekillerinin sahip
oldugu fizikokimyasal Ozelliklere bagli olmakla birlikte, merhem krem ve jel tipi
konvansiyonel dozaj sekilleri ile stratum corneum tabakasinin asilarak ilaglarin
gecirgenligi yeterli olarak saglanamamaktadir. Bu durumun ve konvansiyonel dozaj
sekillerinin diger dezavantajlarin iistesinden gelmek igin; polimerik ve lipidik yapidaki
nano boyutlu partikiiler sistemler, vezikiiler tasiyicilar ve koloidal ilag tasiyici sistemler
iceren yeni ilag tayicilarinin optimizasyonu dnem tagimaktadir. (Glngor ve ark. 2013; Kaur
ve ark 2010; Lalit ve ark 2014). Antifungal ilaglarin dermal uygulanmasina yonelik yeni
ila¢ tastyici sistemleri arasinda; mikroemiilsiyonlarin da aralarinda bulundugu koloidal ilag
tasiyict sistemler ile lipozom, etozom, transferzom ve niozom gibi vezikiiler tasiyicilar
olarak yer almaktadir (Gungor ve ark. 2013). Antifungal ilaglarin topikal uygulanmasina
yonelik yeni ilag tasiyici sistemlerin optimizasyonu ile ilgili c¢aligmalar Tablo 2-4’da

Ozetlenmistir.

Tablo 2-4: Antifungal ilaglarin dermal uygulanmasina yonelik yeni ilag tasiyici sistemleri

ilac¢ Tastyic Sistem Bulgular Kaynak

Boyutu ve stabilitesi optimize edilmis ve (Agarwal ve Katare

Lipozom ialagin deride permeabilitesi artirilmigtir. 2002)

Submikron Mikroemiilsiyonlar  ile  ilacin  topikal

Mikroemiilsiyon biyoyararlanimi artirilmustir. (Piemi ve ark 1999)

Topikal mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde

Niozomlar e (Firthouse ve ark 2011)
etkinligi gosterilmistir.
Kati Lipit SLN ile pazardaki jel formilasyonu
Nanopartikiiller karsilastirildiginda, SLN’lerin  derideki (Bhalekar ve ark 2009)
hedeflendirmesinin yiiksek oldug
Mikonazol ~(SLN) gOsterilmistir.

Mikrokapsiiller, Mikonazol’lin ticari merhem
Mikrokapsuller ~ formiilasyonlarina gére daha yilksek etki (Yeun ve ark 2011)
gOstermistir.




27

Tablo 2-4: Devam Antifungal ilaclarin dermal uygulanmasina yonelik yeni ilag tasiyici sistemleri

Flukonazol

Flukonazol

Lipozomlar,

Niozomlar

Etozom,

Lipozom

Mikroemdilsiyon

Kat1

Lipit

Nanopartikdller

(SLN)

Kat1

Lipit

Nanopartikuller

(SLN) wve Nano
Yapili Lipit
Tastyicilar (NLC)
Miseller

Mikroemdlsiyon

Kati

Lipit

Nanopartikilleri
(SLN) ve Nanoyapili

Lipid
(NLC)

Miseller

Tastyicilari

Lipozom iceren jeller, konvansiyonel
jellere gore 14.2 kat daha yiiksek ilag
biriki saglamistir. Niozom igeren jeller ile
3.3 kattan fazla ilag biriki saglamistir.

(Gupta ve ark 2010)

Etomozomlar ile ilacin sigan derisinden
difuzyonu lipozomlara goére iki Kat,
hidroetanolik ¢dzeltiye goére l¢ kat daha
oldugu saptanmustir.

(Bhalaria ve ark 2009)

Mikroemidilsiyon formilasyonu ile yiksek
perkitan absorpsiyon, yiiksek stabilite ve (Shah ve ark 2009)
iyi antifungal etki saptanmustir.

SLN preparatlari ialcin dermal
lokalizasyonunu artirmig ve 24 saatin (Gupta ve ark 2011)
tizerinde siirekli salim saglamigtir.

NLC ile, SLN’e gore, deride daha iyi
birikim ve hedef dokuya ulagmanin (Gupta ve Vyas 2012)
saglandig1 saptanmustir.

Miseller formilasyon, azolin antifungal
kiitan6z biyoyararlanimini artirabilirler ve
cok daha iyi antifungal etki elde
edebilirler.

(Bachhav ve ark 2011)

Mikroemiilsiyon kaynakli hidrojellerin,
konvansiyonel kremlere kiyasla, deride
daha yiiksek oranda biriktigi ve Candida (Hashem ve ark 2011)
albicans’lara kars1 daha yiiksek in vitro
antifungal aktivite gosterdigi bildirilmistir.

NLC’lerin SLN ile karsilastirildiginda
ayni konsantrasyonda daha yiiksek etki ve
daha hizli salim profili  gosterdigi
bidirilmistir.

(Souto ve ark 2004)

Miseller ile antifungal kitandz
. .. (Bachhav  ve ark
biyoyararlaniminin artirabilecegi 2011)

gosterilmistir.
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Tablo 2-4: Devam Antifungal ilaclarin dermal uygulanmasina yonelik yeni ilag tasiyici sistemleri

Ketokonazol

Ekonazol

Terbinafin

Sertakonazol

Lipozom

Mikroemdilsiyon

Kati Lipit Nanopartikiilleri
(SLN) ve Nanoyapili Lipit
Tastyicilart (NLC)

Kat1 Lipit Nanopartikiiller
(SLN) —Hidrojel

Etozom

Mikrokiire

Niozomlar

Mikroemdilsiyon

Lipozomlarin jel ve kremlere gore ilacin deride

birikimini artirdig1 gosterilmistir.

Damlacik boyutundaki mikroemiilsiyon, antifungal
etkide etkilidir ve kiiciik damlacik boyutunun
ketokonazoliin in-vitro deri gecisinde
mikroemiilsiyonlar1  miikemmel tasiyic1  yaptigi

gozlemlenmistir.

SLN ler saklanma kosullarina ii¢ ay boyunca stabildir
ancak, 1s1§a maruziyet sebebiyle degisime ugrarlar.
NLC ler ilact stabilize etseler de sulu NLC
dispersiyonlarinda saklama kosullar1 altinda boyutunda
bliyime meydana gelir.

Hazirlanan  formiilasyonlarin  reolojik  Ozellikler
uygulama bolgesinde kalmas i¢in optimize edilmistir.

Ekonazol  nitratin  optimize  edilmis  etozom
formiilasyonlarmimn 12 saat kontrollii salimi ile sigan
derisinden ilacin gegisinin  lipozom igeren ve
hidroetanolik jellerden neredeyse iki kat daha yliksek
oldugu gosterilmistir.

flacin  ¢oziiniirliigiinin -~ artinldigi  ve in  vitro
biyoyararlanimini artirdigi1 ve Candida albicans’a karst
in vitro antifungal aktivitesini artirdig1 gosterilmistir.

Niozomlar1 igeren jel formiilasyonu ile maksimum

antifungal aktivite saglanmustir.

Mikroemdlsiyon formilasyonu ile sertakonazoliin fare
derisindeki biriken miktarinin doymus sulu ¢ozeltisine
gore 2.93 kat fazla oldugu bulunmustur.

(Patel ve ark 2009)

(Patel ve ark 2010)

(Souto ve Muller 2005)

(Paolicellia ve ark 2011)

(Verma ve Pathak 2012)

(Albertini ve ark. 2009)

(Sathali ve  Rajalakhmi
2010)

(Sahoo ve ark 2011)
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Tablo 2-4: Devamm Antifungal ilaclarin dermal uygulanmasina yonelik yeni ilag¢

tastyici sistemleri

. Proniozomal jel, sade formiilasyona sahip oldugu
Niozomlar . . . o o (Kassem ve 2005)
gibi 6 kat daha yiiksek deri gegisine sahiptir.

Deforme membran . - o .
Optimize edilmis DMV ile lipozomlara gore, ilacin

Vezikilleri daha ylksek oranda deriden pemeabilitesinin ve (Aggarwal ve Goindi 2012)
Griseofulvin . . . . .
deride tutunmasinin arttigini1 gostermislerdir.
(DMV)
. . Mikroemiilsiyonlarin itrakonazol’tin topikal
Mikroemdlsiyonlar . B (Lee ve ark 2010)
uygulanmasinda ¢ok avantajli oldugu bulunmustur.
Yiksek ilag tutulumu ve daha iyi penetrasyon
Itrakonazol Niozomlar 3 ¢ np 4 (Ataei ve ark 2011)
saglnamustir.
Vorikonazol yiiklii mikroemiilsyonun, asir1 doymus
Mikroemiilsiyon vorikonazol cozeltilerinden 6nemli 6lgiide daha iyi (El-hadidy G.2012)
antifungal aktivite gosterdigi bulunmustur.
Vorikonazol’iin DL, CL ve kontrole kiyasla, (Song ve ark 2012)
Vorikonazol Transetozom dermis/epidermis bolgesinde hem in vitro hem de in

vivo deri birikiminde artma gorilmustiir.

DL: Esnek Lipozom CL: Konvansiyonel lipozom

2.4. Vorikonazol Hakkinda Genel Bilgiler

2.4.1. Vorikonazol’iin Ozelikleri

Vorikonazol, flukonazolun yapisal tiirevi olan genis spektrumlu azol grubu bir
antifungal etkin madddedir. 2002/2003 yilinda ilk defa FDA/EMEA ile ruhsatlandirmis ve
Ideal antifungal ajandan biridir. (Corrado G.2009).

Vorikonazoliin, konvansiyonel antifungallerin baslangi¢ tedavisinde toleransin diisiik ya da

direngli olmasi halinde basarili bir alternatif olacagi bildirilmektedir (Lilly ve ark 2003).

Tedavide kullanimi, invaziv aspergillosis ve Scedosporium apiospermum ve Fusarium
tiirlerinin neden oldugu, hastalarda diisiik tolerans gosteren veya diger antifungal tedaviye

direncli ciddi enfeksiyonlar olarak belirtilmistir (Lilly ve ark 2003).
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Vorikonazoliin mayalar, ipliksi mantarlar ve dimorfik mantarlar Gzerindeki in vitro testleri,
genis cesitlilikte ve klinik anlamda 6nemli maya ve kiiflere kars1 sergilenen antifungal
etkinin, mantar biiylimesinin %90 oraninda inhibe edilmesi gereken konsantrasyon
(MIC90) < 4 pg/mL oldugunda, genellikle Vorikonazole duyarlilik gosterdigi ve MIC >8
png/mL oldugunda ise direng gosterdigi goriilmiistiir (Lilly ve ark 2003).

2.4.2. Vorikonazol’iin Yapis1 ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Vorikonazoliin a¢ik kimyasal formiilii sekil 2-6 da verilmistir.

2-6: Vorikonazoliin Yapisi1 C15H14F3Ns0

Flukonazolun yapisal tiirevi olan genis spektrumlu azol grubu bir antifungal etkin
madddedir. Vorikonazol’un yag su partisyon katsaysi (log P) 1.8 ve molekiiler agirlig
349.31 dalton olan Vorikonazol, beyaz renkte toz seklindedir. Aseton ve metilen kloriirde
serbestce ¢Oziliniir; methanol ve kloroformda c¢oziiniir; suda ise kismen c¢oOziinmektedir

(USP 2007; Thiel M. 2007).
2.4.3. Farmakodinamik Ozellikleri

2.4.3.1. Vorikonazolin Etki Mekanizmasi

Diger triazol grubu antifungal ilaglarda oldugu gibi, vorikonazol oncelikle
sitokrom P450 ve ergosterol biyosentez yolagindaki, lanosteroliin 14a-dimetil lanosterole

doniismesinden sorumlu 14a-sterol demetilaz enziminin inhibisyonuna neden olur.
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Ergosterol mantar hiicre membraninin temel bileseni olup, membran akiskanligini ve
gecirgenliginin yanisira membran-bagimli enzimlerin aktivitesini de diizenleyen bilesiktir.
Ergosterol, ayn1 zamanda mayalar i¢in de vezikiillerden salgilanan temel bilesendir ve
oksidatif fosforilasyon reaksiyonlarinda 6nemli rol oynamaktadir. 14a-sterol demetilaz
inhibisyonu, sadece ergosterol tiiketimine ve sonrasinda biitiinliigilin, hiicre zarinin islevinin
bozulmasina neden olmaz, aynt zamanda skualen, zimosterol, lanosterol, 4,14-
dimetilzimosterol ve 24-metilendihidrolanosterol iceren toksik sterol onculerinin de
birikmesine neden olur (David Ve ark 2015; Corrado G. 2009; Lilly ve ark 2003).

2.4.3.2. Vorikonazol’iin Endikasyonlari

Orofarengeal kandidiyasisin tedavisinde, itrakonazol ve/veya flukonazol refrakter
vakalar dahil, siddetli bir sekilde immiin sistemleri bozulmus olan konak hastalarda,
ornegin hemapoetik kok hiicre transplantasyon alicisi hastalarda oldugu gibi, graft-versus-
host hastalig1 veya kemoterapiden kaynaklanan uzun sureli nétropenisi olan hematolojik
maligniteleri bulunan hastalardaki invasif asperjiloz ve disseminated kandidiyasizin
tedavisinde ( Corrado G. 2009) FDA tarafindan onaylanmistir.

Amfoterisin B veya itrakonazola karsi inat¢i bir hastaligi olan invasif asperjiloz
hastalarinin veya s6z konusu tibbi lriinlere toleransi olmayan hastalarin tedavisinde
(Corrado G. 2009; David ve ark 2015) Amfoterisin B ‘ye karsi inat¢1 bir hastalig1 olan
hastalardaki fusaridz hastaliginin tedavisinde veya amfoterisin B ‘ye toleransi olmayan
hastalarin tedavisinde; Kromoblastomikoz’un tedavisinde ve itrakonazola karsi inat¢i1 bir
hastalig1r olan hastalardaki miysetoma’nin tedavisinde veya itrakonazola karsi toleransi
olmayan hastalarin tedavisinde; Amfoterisin B, itrakonazol veya flukonazole karsi inatg1
bir hastalig1 olan hastalardaki koksidioidomikoz hastaliginin tedavisinde veya s6z konusu
tibbi rilinlere toleransi olmayan hastalarin tedavisinde; orofarengeal kandidiyaz ‘mn
tedavisinde: Siddetli bir hastalig1 olan veya bagisiklik sistemleri bozulmus olan hastalarin
birinci basamak tedavilerinde, dyle ki akut miyelojendz l6semi veya miyelodisplastik
sendromlari olan hastalarda veya remisyon-endiiksiyona bagli olarak kemoterapinin
profilaksisi icin invasif fungal enfeksiyonlar1 olan hastalarda ve graft-versus-host

hastaligina bagli olarak, hematopoietik kok hiicre transplant alicilarin lokal tedaviye
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verecekleri yanitin zayif olacagi diisliniilmektedir, yiiksek-dozda immunosupresif tedavi
gormekte olan hastalarin tedavisinde (Corrado G. 2009; David ve ark 2015; Lalit ve ark

2014) EMA tarafinan onaylanmistir.

2.4.3.3. Vorikonazol’un Kullanim Dozu

Vorikonazol intravendz (i.v.) ve oral (agizdan) yollardan uygulanir. Vorikonazol
I.v. enflizyon olarak liyofilize tozundan hazirlanmis bir ¢6zelti ve tablet ve oral uygulama
icin siispansiyon olarak toz halinde formiile edilmistir. Her ne kadar destekleyici
yayinlanmis farmakolojik caligmalar olmasa da, vorikonazol yetigkinlerde birinci giin 6
mg/kg her 12 saatte bir (yikleme dozu) ve daha sonraki gunlerde her 12 saatte bir 4 mg/kg
olacak sekilde, i.v. dozaj viicut agirlig1 esas alinarak uyarlanmistir. Oral doz rejimi, viicut
agirligl goz oOniine alinarak, birinci giin her 12 saatte bir 200 mg veya 400 mg ve daha
sonraki giinlerde her 12 saatte bir 100 mg veya 200 mg olarak uygulanir (sirasiyla, < veya
>40 kg). Vorikonazol yemeklerden 6nce veya sonra alinmalidir. Cocuklarda (2-12 yas)
vorikonazol birinci glin her 12 saatte bir 6 mg/kg ve daha sonraki guinlerde her 12 saatte bir
4 mg/kg olarak oral veya intravendz yoldan uygulanir (Dominique ve ark 2006; David ve

ark 2015; Corrado G. 2009).

2.4.3.4. Vorikonazol’un Yan Etkileri

Vorikonazoliin en o6nemli advers etkisi gorme bozuklugu ve hepatik enzim
duzeylerinde yiikselmedir. Ayrica vorikonazol ilag etkilesimi yoniinden yiiksek potansiyele
sahiptir ve karaciger iizerindeki etkilerini azaltmak ic¢in kullanim dozunun diisiiriilmesi
onerilmektedir. Vorikonazoliin yan etkileri arasinda ates, gérme bozuklugu, kizariklik,

bulanti kusma, diyare, sepsis, bas agrisi, solunum bozuklugu ve periferal 6dem bulunur

(David ve ark 2015; Corrado G. 2009; Lilly ve ark 2003).

2.4.3.5. Farmakokinetik Ozellikleri

Vorikonazol’un oral uygulama takiben maksimum plazma konsantasyonlariyla
ilgili sure 2 saat bulumaktadir, protein baglama %58 ve CNS/CSF penetrasyonu >%50

bulunmaktadir. Vorikonazol’un Farmakokinetik 0zellikleri Tablo 2-3’de gOsterilmistir.



33

2.5. Sertakonazol Hakkinda genel bilgiler

2.5.1. Sertakonazliin Ozellikleri

Sertakonazol (Dermofix , Ertaczo, Ginedermofix, Monazol, Mykosert or Zalain)
imidazol tdrevi bir antifungal etkin maddedir, Sertakonazol da genis aktiviteye sahip
sistemik ve lokal olarak kullanilan bir antifungaldir. Mantardaki temel hiicre duvar
komponenti olan ergosterol sentezini inhibe ettigi bildirilmistir 12/2003 yilinda ilk defa
FDA ile rusatlandirmig (Jamie ve ark. 2009; Susijit ve ark. 2011)

2.5.2. Sertakonazoliin Yapisi ve Ozellikleri

=]

2-7: Sertakonazol Nitrat Yapisi (CH:5C;sN,OS)

Imidazol tiirevi bir antifungal etkin maddedir. Sertakonazoliin molekiiler agirlig
500.8 Dalton, ve log P degeri 6.2 beyaz ya da beyaza yakin renkte bir tozdur. Pratik olarak
suda ¢Ozinmez; alkol ve diklorometanda kismen ¢oziiniir; metil alkolde ise ¢ozunir
Ozelliktedir (European pharmacopoeia, 2007). Sertakonazol ylzeyel candidiyazisin
tedavisinde topikal nitratlar1 olarak kullanilan, %2 krem, jel, ¢ozelti ya da toz dozaj
formlar1 bulunanan imidazol tlrevi bir antifungaldir,(Sweetman S. 2009; Jamie ve ark
2009)
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2.5.3. Sertakonazoliin Farmakodinamik Ozellikleri
2.5.3.1. Sertakonazol’un Etki Mekanizmasi

Diger azollerde oldugu gibi, sertakonazol de mantar hiicre duvarinin temel bileseni
olan ergosterol sentezini inhibe ederek mantar biiyiimesini ve ¢ogalmasini engeller. Ancak
yiiksek konsantrasyonlarda Sertakonazol, mantar hiicre duvarindaki nonsterol lipitlere
direk olarak baglanarak, permeabilitede artisa ve akabinde miselyum lizisine yol agar.
Boylece, konsantrasyona bagli olarak, Sertakonazol fungistatik ve fungisit aktivite
sergileyebilir. Sertakonazol, Trichophyton, Epidermophyton ve Microsporum cinsi
dermatofitleri, Candida cinsleri ve Cryptococcus mayalar tizerinde genis spektrumlu
antifungal aktiviteye sahiptir. Ayrica, firsat¢1 ipliksi mantarlar ve gram pozitif bakterilere
kars1 da etkilidir. Buna ek olarak, Sertakonazol’iin antifungal aktivitesi, dermatofitlerin
klinik izolatlarinda diger azollere gore duyarlilikta azalma gostermistir (Jamie ve ark. 2009;

Alfonso ve ark. 2013).
2.5.3.2. Sertakonazol’un Endikasyonlar:

Avrupa’da dermatofitler (tinea corporis, tinea cruris, tinea manus, tinea barbae
and tinea pedis), kutanoz candidiais, pityriasis versicolor ve sagli derideki seboreik
dermatit gibi ylizeyel mikozlarin tedavisinde kullanimi belirtilmisken, ABD’de sadece
tinea pedis i¢in kullanim belirlenmistir (Croxtall J. 2009; Alfonso ve ark 2013 ).
Sertakonazol, Trichophyton, Epidermophyton ve Microsporum cinsi dermatofitleri,
Candida cinsleri  ve Cryptococcus mayalari {izerinde genis spektrumlu antifungal
aktiviteye sahiptir. Ayrica, firsatgr ipliksi mantarlar ve Gram pozitif bakterilere kars1 da
etkilidir. Buna ek olarak, Sertakonazoliin antifungal aktivitesi, dermatofitlerin klinik
izolatlarinda diger azollere gore duyarlilikta azalma gostermistir (Croxtall J. 2009; Alfonso
ve ark 2013).

Sertakonazol, Trichophyton, Epidermophyton ve Microsporum tirlerinin sebep
oldugu dermatofitler ve Candida tlrleri ve Cryptococcus larin neden oldugu mayalara
kars1 genis spektrumlu aktiviteye sahiptir. Buna ek olarak, Sertakonazoliin fungisidal
aktivitesi, minimum fungisidal konsantrasyon degeri 0.5- 64 mg/mL oldugunda, Candida

spp cesitliligi lizerinde belirgindir. Ayrica, Sertakonazol 0.88 mg/mL MIC degerinde ve 21
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izole Gram-pozitif bakteriye karsi antibakteriyel aktivite gdstermistir. (Croxtall J. 2009;
Alfonso ve ark 2013; Jamie ve ark 2009).

Sertakonazol ayrica Avrupa Birliginde 300 mg oviil, 500 mg tablet ve %2’lik
krem olarak vajinal kandidiyazin tedavisi i¢in kullanima sunulmustur. ABD’de ise,
Sertakonazol yalnizca %?2’lik krem olarak ve Tinea pedis tanisi olan 12 yasin iizerindeki
hastalarin tedavisi i¢in kullanima sunulmustur (Croxtall J. 2009; Alfonso ve ark 2013;

Jamie ve ark 2009).
2.5.3.3. Sertakonazol’un Kullanim Dozu

Yuzeysel mikozlu hastalar igin, giinlik 2 kez %?2’lik sertakonazol krem
uygulamasi (Croxtall J., 2009). Yiizeysel mikozlarin tedavisinde, giinde bir defa veya
giinde iki defa etkilenmis bolgeye krem veya ¢ozelti halinde Sertakonazol uygulanabilir.
Her ne kadar hasatalarin tedavis stireleri degiskenlik gosterse de, tam bir klinik iyilesme ve
mikrobiyolojik eliminasyon elde etmek ve enfeksiyonun yeniden tekrarlanmas olasiligini
indirgemek agisindan genelde 4 haftalik bir tedavi kiirliniin uygulanmasi onerilir (Alfonso
ve ark 2013; Jamie ve ark 2009). Vajinal kandidiyazin tedavisinde ise, Sertakonazol ya 300
mg oviil ya da 500 mg ‘lik tablet (eger gerekirse 7 gilin sonrasi ikinci bir uygulama ile)
olarak olarak tek bir uygulama ile uygulanir veya %2 °‘lik krem formu 7 giin boyunca
ginde bir defa uygulanir. Sertakonazol imidazollere veya eksipiyen bilesenlerine karsi
alerjisi oldugu bilinen hastalarda kullanilmamalidir. Sertakonazol azol sinifindan kullanima
hzir en etkin antifungal ajanlardan biridir (Croxtall J. 2009; Alfonso ve ark 2013; Jamie ve
ark 2009).

2.5.3.4. Sertakonazol’un Farmakokinetik Ozellikleri

Sertakonazol deride ugulamasindan sonra Stratum corneum’e niifuz etmis ve % 5
uygulanan miktarindan deriden geri kazanabilmistir . Yedi saglikli goniillilerin Kol
uzerinde 13 glin boyunca % 2 sertakonazol krem tekrarlanan uygulamalar serum iginde ilag
bulunamamustir. Bir tek doz, vajinal tablet, 500 mg veya vajinal Ovu 300 mg, ilacin 72-96
saat boyunca vajinal sivilarda yiiksek Sertakonazol konsantrasyonu bulunmaktadir ve

serum stvilarinda hi¢ bir miktarda bulunamamaktadir (Jan ve ark 2009).
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2.6. Mikroemiilsiyonlar Hakkinda Genel Bilgiler

2.6.1. Mikroemiilsiyon Tanim ve Ozellikleri

1959 yilinda, Schulman, Stoeckenius ve Prince, electron mikroskopu ile ufak
emiilsiyon benzeri yapilarin varligmmi goriintiillemislerdir ve bu yapilar icin
“mikroemtilsiyon” terimini kullanmislardir. Mikroemiilsiyonlar, bir enerji uygulanmasini
gerektirmeyen, dolayisi ile kolaylikla hazirlanabilen (yilizeyler arasi gerilimin sifir ve
neredeyse kendiliginden olusmasi), optik acidan seffaf, izotropik, ylksek ¢Ozundurme
kapasitesine sahip ve 200 nm den daha kii¢iik damlacik boyutuna sahip koloidal yapilar
olarak tanimlanmaktadirlar (Adnan A. 2009).

2.6.2. Mikroemiilsiyonlarin Formiilasyonu

Mikroemiilsiyonlar, yag, su ve siirfaktan ve siklikla bir ko-slirfaktan karigimi
halindedir. Farmasotik ve gidae endiistrisinde yiiksek uygulanma potansiyeline sahip
olduklarindan, son on yil siiresince bir¢ok bilim insan1 ve teknologlar tarafindan iizerinde

yogun olarak calisilan ilag tasiyicilar arasindadir (Anna K. 2006).

Mikroemiilsiyonlar; yap1 bakimindan, su i¢inde yag (y/s), yag i¢inde su (s/y) ve
stirekli mikroemiilsiyonlar olarak smiflandirlir (Sekil 2-8). S/Y emiilsiyonlarinda, su
damlaciklar1 devamli yag fazi icinde disperse olmuslardir, diger yandan y/s
mikroemiilsiyonlar1 yag damlalar1 devamli su fazinda disperse oldugunda olusmaktadir. Su
ve yag miktarlarinin aymi oldugu sistemlerde siirekli (devamli) mikroemiilsiyonlar
olusabilir. Mikroemiilsiyonlarin bu her ii¢ tipinde de, ara faz, surfaktan ve/veya ko

stirfaktanlarin uygun oranlarinin belirlenmesi ile stabilize edilmektedir(Adnan A. 2007).
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Su iginde yag mikroemiilsiyonu yagiginds:sumikrnaniisiyan

Devamli mikroemiilsiyon

Sekil 2-8: Mikroemiilsiyonlarin Yapisi (M. Jayne Lawrencea, 2000).

2.6.2.1. Yag Faz

Mikroemdlsiyonlara ylklenecek etkin maddeler icin en yiksek codzindiurme
potansiyeline sahip yag fazi secilmelidir. Soya yag1 gibi asir1 derecede uzun hidrokarbon
zincirli yaglarin mikro emiilsifikasyonunun zor oldugu bilinmektedir. Orta-zincirli
trigliseritler, orta-zincirli mono- ve di-gliseritler gibi daha kisa zincirli yaglarin mikro
emiilsifikasyonlar1 ise daha kolaydir. Diger taraftan, Lipofilik kismin ¢oziiniirliik kapasitesi
genellikle yagin zincir uzunlugunun artisiyla paralel olarak artmaktadir. Boylece,
kullanilacak yagmn sec¢imi siklikla etkin maddenin c¢oziindiirme yetenegi ile istenilen
karakteristikteki mikroemiilsiyonlarin olusum kolaylig1 arasindaki uyuma bagimhidir. C10
—C12 deki doymus alkil zincirli ve polar bash artiricilar ve oleik asit gibi C18 doymamis
alkil zinciri tasiyan yaglar en uygunlart olarak onerilmistir. (Cosima S. 2009; Anna K
2006). Doymamus cis konfigiirasyonu, trans konfigiirasyonun yaptigindan daha fazla lipit
yogunlagmasina maruz kalirlar. Stratum corneum c¢ift tabakasinin kuyruk kismi hidrofobik
oldugundan, yag asitleri ¢ift tabakaya gecebilir, ayr1 alanlarin olusumuna maruz kalabilir
ve bu sekilde stratum corneum yiiksek gecirgen yolaklara neden olabilir (Cosima S. 2009;
Anna K. 2006). En sik kullanilan yaglar Tablo 2-5’de gostrilmistir.



Tablo 2-5: Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda sik kullamlan yaglar ve uygulanma yollar:

(Stubenrauch C. 2009)

Genel Simif

Sabit yaglar

Orta-zincirli Trigliseritler

Orta-zincirli mono ve

digliseritler

Uzun-zincirli

Monogliseritler

Propilen glikol (PG)

Yag aside esterleri

Yag aside esterleri

Yag asitleri

Vitaminler

Ornekler

Soya yagi, Kastor yagi

Kaprik/ Kaprilik asit

Trigliseritleri

Triasitin

Kapril/ Kaprilik asit

Mono and digliseritleri

Gliseril Monooleat

Gliseril monolinoleat

PG monokaprilat

PG monolaurat

PG dikaprilat/kaprat

Etiloleat,
1zopropil Miristat

1zopropil Palmitat

Oleik asit, Kaprilik asit

Vitamin E

P:parentral; O: oral; T: topikal(dermal) ; Ok: okiler; M:Mukozal

Ticari Adlan

Miglyol 810, Labrafac
CC,Croadamol GTCC, Captex
300, 355,

Captex 500

Capmul MCM, Imwitor 742, ,
Akoline MCM.

Paceol, Campul-GMO

Maisine-35

Caproyl 90, Capmul PG8

Lauroglycol 90, Capmul PG-12

Miglyol 840, Captex200,

Crodamol EO

Crossential 094

Uygunlugu

P/O/TIOkIM

P/O/T/OkIM

oIT

oIt

oI

oIT

P/O/TIOKIM

P/ T/OkIM

P/ TIOk/IM

O/T/IM

P/OIT/OkIM
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2.6.2.2. Surfaktanlar

Yiizey aktif madde hali hazirda damlalar etrafinda deforme olur ve ara
yiizey bolgesinde dogru bir egrilik temin etmek tizere uygun lipofilik 6zellikleri olabilir,
cok kiiciik degerde bir esnek film icin ara yiizey gerilimini diisiirmek miimkiin olmalidir.
Mikroemiilsiyon formiilasyonu icin kullanilacak siirfaktanin se¢imi de ¢ok kritiktir.
Secilmis siirfaktan, hem secilen yag i¢inde mikro emiilsifiye olmalidir, hem de aktif
farmasétik bilesen igin iyi ¢dziinme potansiyeline sahip olmalidir. Ilaveten, uygulama yolu
i¢cin kabul edilebilirlik, ylizey aktif madde se¢imi i¢in de esit derecede dnemli bir kriterdir
(Stubenrauch, 2009). Sirfaktan sec¢imi yilizeyler arasi gerilimi damlaciklar etrafinda
kolaylikla deforme olabilecek esnek film olusturacak kadar kiiciik bir degere diistirmelidir
ve ylizeyler aras1 bolgede, uygun lipofilik karakter dogru egimi saglamalidir. Diisiik HLB 11
sirfaktanlar s/y formulasyonunlari igin, yiiksek HLB li siirfaktanlarin (>12) y/s
mikroemiilsiyonlart i¢in tercih edildigi kabul edilmektedir. Bircok durumda, tek zincirli
stirfaktanlarin yalniz basma kullanildiklarinda, mikroemiilsiyon olusturabilmek igin, y/s
araytzey gerilimini yeterli diizeyde diisiirme kapasitesine sahip degillerdir (Stubenrauch C,
2009); Anna K. 2006). Mikroemiilsiyonlarin olusturulmasinda en sik kullanilan
siirfaktanlar Tablo 2-6’de gosterilmistir.

Tablo 2-6: Mikroemdilsiyonlarda sik kullanilan siirfaktanlar listesi ve uygulama yollar:
(Subenrauch C. 2009)

Uygulama Yoluna Gore

Genel Sinif Ornekler Ticari isimleri
Uygunlugu
POE-20-Sorbitanmonooleat Tween 80, Crillet 4
Polisorbatlar P/O/TIOk/IM
POE-20-Sorbitan monolaurat Tween 20, Crillet 1
Sorbitan monooleat Span 80, Crill 4 P/O/T/Ok/IM
Sorbitan monolaurat Span 20, Crill 1

Sorbitan esterleri

Sorbitan monostearat
Span 60, Crill 3 O/ITIM
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Tablo 2-6: (Devam) Mikroemiilsiyonlarda sik kullamlan siirfaktanlar listesi ve uygulama yollari
(Subenrauch C. 2009)

PEO-PPO blok

kopolimeri

POE alkil eterleri

POE kastor yag:

POE hidrojene kastor
yag

POE Stearat

POE Vitamin E

Sukroz esterleri

AlKil poliglukositler

Poliglikoliz

gliseritler

Polieter alkolleri

Polaksomer 188 Pluronic/Lutrol F 68 P/O/T/OkIM
Polaksmer 407 Pluronic/Lutrol F 127 O/T/OkIM
POE-10-Oleil eter Brij 96 v T
Cremophore EL, Etocas 35
POE-35-Kastor yag1 P/O/T/Ok/IM
HV
Cremophore RH40
POE-40- hidrojene kastor yag1
HCO 40, Croduret 40 LD,
POE-60 hidrojene kastor yagi P/O/T/Ok/IM
Cremophore RH60, HCO
PEG 660-12-hidroksi Stearat Solutol HS 15 P/O/T/OkIM
Tokoferil-PEG1000-Suksinat Vitamin E TPGS O/T/OkIM
Sukroz Laurat
o/T
Sukroz Palmitat
Kaprilik glukozitler Oramix CG 10, NS 10. T
Linoleoil makrogol gliseritleri Labrafil 2125 CS
Oleoil makrogol gliseritleri Labrafil 1944 CS
Kaprilokaproil makrogol gliseritleri Labrasol
Poligliseril oleat Plurol oleique CC 497
oIT

Lauroli makrogol gliseritleri

Stearoil makrogol gliseritleri

Politetrametil butil fenol eter

Gelucire 44/14

Gelucire 50/13

Tyloxapol

OK/T/Pulmoner

Izononoil fenil POE 9 eter

Nonoxynol 9

Vajinal
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Tablo 2-6: (Devam) Mikroemulsiyonlarda sik kullanilan siirfaktanlar listesi ve

uygulama yollar1 (Subenrauch C. 2009)

Soya fasulyesi lesitini
Yumurta lesitini
Dioleil fosfotidil kolin
Fosfolipitler Tumi
Diizostearoil fosfotidil gliserol

PEGile fosfatidil

Dimiristol fosfotidil kolin

Alkil stilfatlar Dioktil sodium sulfostiksinat Aerosol (AOT) oIT

P:parentral; O: oral; T: topikal(dermal) ; Ok: okiler; M:Mukozal

2.6.2.3. Koslrfaktanlar

Mikroemiilsiyonlarin olusturulmasinda; siirfaktanlar siklikla tek olarak yag-su ara
ylizey gerilimini yeterli derecede diistirememektedir. Bu nedenle, bir amfifilik kisa-zincirli
molekilin ya da ko-siirfaktan olarak adlandirilan yardimci yiizey aktif maddelerin ilave
edilmesi gerekmektedir. Sahip olduklar1 kisa-zincirli amfifilik karakterleri (karbon zincir
uzunluk araligt C2-C10), bu maddelerin ara yilizeyde siirfaktanin monomolekiiler
tabakalarla etkilesmesini ve bdylece yogunlagmalarina olanak saglamaktadir (Stubenrauch
C. 2009). Ko-siirfaktanlarin ortamda bulunmasi, mikroemiilsiyon olugmasi i¢in yeterli
esneklige sahip bir araylizey filmin olusumuna izin vermektedir (Adnan A. 2009).

Mikroemiilsiyonlarin olusmasinda, yardimci yiizey etkin maddelerin ii¢ fonksiyonu vardir:

1- Ara yiizey kivrimlarin1 modifiye ederler. Yardime: yiizey etkin maddelerin zincir
uzunlugu ara yiizey kivrimina ve mikroemiilsiyon yapisina énemli derecede etkileri
bulunur. D aha kisa-zincirli alkollerin bas kisimlar1 kuyruk kisimdan daha fazla
siser (pozitif kivrim). (Stubenrauch C, 2009)

2- Ara ylizey filminin akigkanligini degistirir. Siirfaktan film ¢ok kaliplasmis ve

esnemez oldugunda, likit kristal faz olusur. Yardimer yiizey etkin maddeler,
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stirfaktan monomolekiiler tabakays penetre olarak ayn1 zamanda ara yiizey filminin
akigkanligini saglarlar, bdylece mikroemiilsyon olusur. (Adnan A. 2009).

3-Yardimci ylizey etkin maddeler su ve yag fazi arasinda dagilirlar ve bu sekilde
kimyasal yapiy1 degistirir ve buradan da cozlculerin hidro/ lipofilite ilgilerini
degistirirler (Stubenrauch C. 2009) (Adnan A. 2009). Mikroemiilsiyonlarda
kullanilan Yardimci Yiizey Etkin Maddelere ait ornekler uygulama yoluna gore

uygunlugu ile Tablo 2-7°de verilmistir.

Tablo 2-7: Mikroemiilsiyonlarda kullanilan Yardime Yiizey Etkin Maddeler (Stubenrauch

C. 2009).
Genel Simf Ornek Uygulama Yoluna Gére Uygunlugu
Etanol, Benzil alkol P/O/T/OkIM
Kisa-zincirli alkoller
izopropanol, Fenetil alkol T
Propilen glikol
P/O/T/OkIM
Gliserol
Alkan diol ve triolleri
Butilen glikol
T
Polietilen glikoller PEG PEG 400 P/O/T/OkIM

Dietilen glikol monoetil eter (Transcutol)

Glikol Eterleri Tetrahidrofurfuril PEG eter (Tetra glikol ya da
Glikofurol) oIt

N-metil pirolidon (pharmasolve)

T
Pirolidin tlirevleri

2-pirolidon (Soluphor P) orr
Safra tuzlari Sodyum deoksalat O/T/P

Organik asit tuzlar Kaprilik asit T/O
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Tablo 2-7 (Devam)

Sodyum kaprilat O/T/IM

Potasyum sorbat oIT

P:parentral; O: oral; T: topikal(dermal) ; Ok: okuler; M:Mukozal

2.6.2.4. Sulu Faz

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda su fazi olarak genellikle su kullanilir.
Suda ¢6ziinen veya su ile karigabilen hidrofilik maddeler de sulu fazda yer alabilir. (Kogan
ve Garti 2006; Santos ve ark. 2008; Yazan 2002).

2.6.2.5. Etkin Madde

Mikro emiilsiyonun faz davranisi, molekiil agirligi, Log P, iyonizasyon ve molekiil
yapisi gibi aktif igerik maddelerin fiziko-kimyasal dzelliklerinden etkilenebilir (Patravale
ve Date 2009 p. 266-267). Aktif i¢erik maddelerin lipofilisitesi ayrica mikro emiilsiyonun
fazlarinin yiizde dagilimini da belirlemektedir. Eger aktif igerik madde i¢ fazin icinde

dagilirsa, bu durum mikro emiilsiyondan serbest kalma hizin1 azaltabilir (Kan ve ark.,
1999b; Yazan 2002; Kan ve ark., 1999a).

2.6.2.6. Sicaklik ve pH etkisi

Mikro emiilsiyonlar sicaktan etkilenebilir; dyle ki, polar olmayan siirfaktanlar
kullanildiginda sicakligin artmasi fazin inversiyonuna yol agabilir ve bunun gibi, sicakligin
diismesi mikro emiilsiyonlarda stabilite ile ilgili sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir.
Mikro emiilsiyonlarin stabilitesi lizerinde sicakligin etkisini saptamak amaciyla stabilite
testi yapilabilir (Kreilgaard 2002; Patravale ve Tarth 2009 p. 267). Mikro emdiilsiyonun
stabilitesini etkileyebilecek asitli ortamlara tabi olacak olan mikro emiilsiyonlarin
kullanilmast durumunda, mikro emiilsiyonun pH degeri de 6nem kazanacaktir (Kreilgaard

2002; Patravale ve Date 2009 p. 267).
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2.6.3. Mikroemiilsiyon Fizikokimyasal Ozelliklerin Incelenmesi

Hazirlanan mikro emiilsiyonlar damlacik biiyiikliigii ve dagilim ve iletkenlik, pH ve mikro
emiilsiyon tipi i¢in incelenir. Aktif icerik maddenin ilave edilmesi, ayrica mikro
emulsiyonun fiziko-kimyasal 6zelliklerini etkileyebilir (Moulik ve Paul 1998; Kreilgaard
2002).

Mikroemiilsiyonlarin karakterizasyonu i¢in Dinamik Isik Sac¢ilimi (Dynamic Light
Scattering, DLS), Dar Agili Notron Sagilimi (Small Angle Neutron Scattering, SANS) ve
Dar acili X-Ray Sagilimi (Small Angle X-Ray Scattering) gibi ¢ok sayida yontemler
bulunur. Polidispersite endeksi mikroemiilsiyonun homojenisitesi hakkinda bilgi verebilir.
Optik izotrofi ise polarize 151k mikroskobu yardimiyla arastirilabilir. Bu durum berrak
mikro emiilsiyonun netlikle ilgili olarak g6ziin arastirilmasinda kullanilabilecegini gosterir.
Ayrica mikro emiilsiyonun saydamligi refraktif endeksin Ol¢lilmesiyle arastirilabilir.
Mikroemiilsiyonun iletkenligi dlctlilerek mikro emiilsiyonun faz davranisi arastirilabilir.
Eger mikro emiilsiyonun dis faz1 hidrofilik ise daha yiiksek bir iletkenlik deger elde edilir
(Moulik ve Paul 1998; Santos ve ark., 2008; Kalaitzaki ve ark., 2014).

Deride tahrise veya herhangi bir yaralanmaya mani olmak agisindan mikro emiilsiyonun
pH degeri topik formiillerde normal aralikta bulunmalidir (Ge ve ark., 2014; Corswant ve
ark., 1998).

2.6.4. Mikroemiilsionlarin Avantajlari

Mikroemiilsiyonlarin ilag tasiyict sistemler olarak kullanilmalarmin avantajlar
asagidaki sekilde siralanabilmektedir (Comoglu ve Goniil 1997; Grassi ve ark. 2000;
Kreilgaard ve ark. 2002; Sintov ve Shapiro 2004; Kogan ve Garti 2006; Chen ve ark. 2007;
Santos ve ark. 2008; Patravale ve Date 2009 p. 260-261)

o Mikroemiilsiyon formiilasyonunun yapisi hidrofilik ve lipofilik maddelerin tek

basina veya birlikte yiiklenebilmesine olanak saglar.

o Biiyiik ylizey alanlar1 nedeni ile gerek hidrofilik gerekse lipofilik karakterdeki

maddeleri yiiksek oranda ¢dzme yetenegine sahiptirler. Ilag tasima kapasitesileri
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yiksek oldugu i¢in etkin maddenin biyoyararlanimin1 arttirmalart  da

beklenmektedir.

Yiksek ¢Oziicli etkilerinden dolayr etkin maddenin deriye karsi termodinamik

aktivitesini arttirabilirler.

Diger koloidal sistemlerle karsilastirildiginda mikroemiilsiyonlarin kendiliginden

olusabilmesi, tiretimlerini ve dlgek biiyiitmeyi kolaylastirir.

Mikroemdilsiyonlarin yiizey geriliminin ¢ok diisiik olmasi, deriye uygulandiklarinda

1yl temas etmelerini ve iyl penetre olabilmelerini saglamaktadir.

Mikroemiilsiyonlar derinin hidratasyonunu arttirarak formiilasyonun penetrasyon

arttirici etkisine katkida bulunur.

Mikroemiilsiyon yapisi ve bilesimi ile ilacin salim hizi kontrol edilebilir. Etkin

madde molekiillerinin i¢ fazda bulunmasi salimi yavaslatir ve depo etki olusturur.
Stabilite sorunu olan maddelerin stabilitelerinin artmasina yardimci olurlar.
Cok kiigiik damlacik ¢apina sahiptirler ve termodinamik olarak kararlidirlar.

Termodinamik ag¢idan kararli olduklarindan olusumlari i¢cin minimum enerjiye

ihtiyac duyarlar ve raf émdarleri uzundur.
Yutulmas gii¢ olan kati ilag sekillerinin yerine kullanilabilirler.

Cesitli uygulama yollarina yonelik (dermal, transdermal, oral, parenteral, pulmoner,

okiiler) hazirlanabilirler.
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2.6.5. Mikroemiilsiyonlarin Dezavantajlari

Mikroemiilsiyonlarin avantajlar1 yaninda bazi dezavantajlari da bulunmaktadir.
Stabil mikroemiilsiyonlarin eldesi yuksek konsantrasyonlarda surfaktan ve kosurfaktan
kullanimin1 gerektirir. Kullanilan siirfaktan ve kosiirfaktana bagli olarak alerjik ve iritan
reaksiyonlar, toksisite ortaya g¢ikabilmektedir. Mikroemiilsiyon stabilitesi sicaklik ve pH
gibi cevresel faktorlerden etkilenebilmektedir. Etkin maddenin sisteme ilavesi faz
davranigin1 degistirebilmektedir (Bagwe ve ark 2001; Kreilgaard 2002; Yazan 2002;
Djordjevic ve ark. 2005; Muzaffar ve ark. 2013; Lopes ve ark 2014).

2.6.6. Mikroemiilsiyonlarin Topikal/Transdermal olarak Uygulanmasi

Konvansiyonel formiillerle karsilastirildiklarinda, ilaglarin dermal uygulanmasi konusunda
mikroemiilsiyonlar 6nemli avantajlara sahiptir. Derinin daha derindeki tabakalara niifuz
edebildiginden ilaglarin hem dermal, hem de transdermal olarak uygulanmasinda kullanilabilir

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

Mikro emiilsiyonlarin yiiksek ¢Oziiniirliikk 6zelliginden dolayi, etkin maddenin yiiksek
konsantrasyonlarini uygulama yerine tagiyabilmekte ve bunun sonucunda biyo-yararlanim ve ilacin
gecirgenligini artacaktir. Kiigiik damlacik biyiikliigii ve ¢ok diisiik yiizey gerilimi uygulama
sonrasinda deriye ¢ok daha iyi temas olacagi anlamindadir ve bu durum ilacin gegirgenliginde bir
artts meydana gelmesiyle sonuglanacaktir. Mikro emulsiyonlar dermal penetrasyonu arttirarak

yapisinin degismesine ve rahatsiz olmasina neden olmak suretiyle interseliiler sivi matrisi

etkileyebilir (Zhu ve ark., 2008; Santos ve ark., 2008).

2.7. ATR-FTIR spektroskopisi

Infrared (IR) spektroskopisi stratum corneum yapi ve dinamigine iliskin ¢ok
o6nemli bulgular saglayan biyofiziksel bir yontemdir (Naik ve Guy 1997 p.87-162; Tanojo
ve ark. 1997; Mendelsohn ve Moore 2000). Ozel bir IR teknigi olan Hafifletilmis Toplam
Yansitma (Attenuated Total Reflectance, ATR) spektroskopisi, FTIR spektroskopisinin, in
vitro dlg¢iimlerin yani sira in vivo degerlendirmelerde de genis oranda fayda saglayan bir

teknik halini almasini saglamistir (Stuart 2004 p. 138-140; Yadav ve ark 2009).
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ATR-FTIR spektroskopisi, stratum corneum hiicrelerarasi lipit yap1 diizeninde
olusan degisiklikler ve formiilasyonlarda yer alan penetrasyon arttirici ¢esitli yardime1
maddelerin deri Uzerindeki etkilerinin incelenmesinde etkin, hassas ve guvenilir bir
yontemdir (Aqil ve ark 2007).

ATR-FTIR yonteminde 6rnek IR ye gegirgen olan 0zel bir kristalin ylzeyi ile
temas ettirilir. Deri s6z konusu oldugunda, IR radyasyonun penetrasyon derinligi, cihaza,
ATR kristaline, ilgilenilen dalga boyuna ve deri 6rneginin hidrasyon seviyesine bagh
olarak 0.3-3 um arasindadir. Dolayist ile deri, bu teknik ile dogrudan analiz edildiginde, tek
bir ATR-FTIR spektrumundan elde edilen bilgi kristal ile temas eden ilk tabakalara aittir.
Stratum corneum’ un daha derin kisimlar ile ilgili bilgiler, bant ile soyma yontemi
sonucunda elde edilebilir.Bantla soyma yontemi (tape stripping) ile ATR-FTIR
spektroskopisi  birlikte  kullanilarak  yapilan  Olclimlerle  topikal  uygulanan
formulasyonlardan etkin maddelerin derideki birikimleri saptanabilmektedir (Inoue ve ark.
2001; Prasch ve Forster 2002 p.227-254; Stuart 2004 p. 138-140).

Stratum corneum iizerinde gergeklestirilen spektroskopik calismalarda en fazla
bilgi saglayan lipit absorbanslari, hidrofobik alkil zincirlerinden kaynaklananlardir. Stratum
corneum’daki hiicrelerarasi lipitlerin alkil zincir diizeninde sicakliga ya da formiilasyonda
yer alan yardimci maddelerin stratum corneum bilesenleri ile etkilesmesine bagli olarak
gerceklesen bozulmalar, karbon-hidrojen (C-H) asimetrik (2920 cm™) ve simetrik (2850
cm™) gerilme bantlarimin dalga numaralarmin daha yiiksek degerlere kaymasina neden olur

(Harrison ve ark 1996; Jadoul ve ark 1996; Naik ve Guy 1997 p. 87-162).

2.6. Bant ile Soyma (Tape Stripping) Yontemi

Bant ile soyma yontemi, topikal olarak uygulanan ilaglarin ve kozmetik {irtinlerin
derideki dagilimini, penetrasyonunu ve dermatofarmakokinetigini degerlendirmede

kullanilan noninvaziv bir tekniktir (Wiedersberg ve Nicoli 2012 p. 109-127).
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2.7.1. Bant ile Soyma Yo6nteminin Prensibi

Deriye ilacin uygulanmasii takiben, Stratum corneum ‘daki ilacin miktarini
saptamak icin bant soyma teknigi kullanilir. Bir ay sonrasinda baska yapiskanli bantlar
uygulanir ve ilacin uygulandig1 alandaki bant soyulur. Boylece Stratum corneum ‘un her
bir tarafindaki bant sirayla soyulmus olur. Soyulan Stratum corneum tabakasindaki ilacin

miktar1 uygun yontemlerle saptanabilir.

Birinci bant genelde absorbe olmamis ilaci temsil eder (Pershing ve ark., 1992;

Lademann ve ark., 2009, Gurblz A. 2014).

2.7.2. Bant ile Soyma Yontemini Etkileyen Faktorler

Bandin tiirli, uygulanan basin., soyma giicli ve ekstraksiyon ve kullanilan analitik
prosediir gibi bu teknigi etkileyebilecek ¢ok sayida faktor bulunmaktadir (Brain ve ark.,
2002; Lademann ve ark 2009).

S6z konusu yerdeki sa¢ miktarina bagli olarak uygulama yeri de bu teknigi
etkileyebilir (Breternitz ve ark., 2007). Yapisma giiciine ve bandin esnekligine bagl olarak,
kullanilan bandin tiirii bu teknigi etkileyebilmektedir. Ayrica soyma siiresi ve hizi ve banda
uygulanan basing da bu teknigi etkilemektedir ve dolayisiyla dikkatle kontrol edilmelidir.
Kontrol edilmesi gereken bir diger onemli faktor ise, bant seritlerinden aktif igerik
maddelerin ekstraksiyon suresidir (van Hoogdalem 1992; Coderch ve ark., 1996; Coderch
ve ark., 1999; Herkenne ve ark., 2008)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER
3.1.1. Kullanilan Kiymyasal Maddeler

e Vorikonazol (Mylan laboratories Ltd., Hindistan)

e Sertakonazol Nitrat (Optimus Drugs PVT. Ltd., Hindistan)

e Oleik Asit (Sigma-Aldrich)

e Transcutol HP (Kaprilokaproil macrogol-8 gliseritleri) (Gattefosse)
e Tween 80 (Polietelin Glycol sorbitan monooleat) (Sigma-Aldrich)
e Polietilen Glikol (PEG) (Merck)

e O-Fosforik Asit (Merck)

o Etil Oleat (Fluca Chemical)

e Izopropil Miristat (IPM) (Merck)

e Sodyum Klorir (Riedel de Haen)

e Asectonitril (HPLC safliginda)(Merck)

e Metanol (HPLC safliginda)(Merck)

e Propilen Glikol (Sigma Aldrich)

e Etanol (Merck)

e Lipoid S100 (Soya fosfatidil Kolin)

e Triton X100 (Sigma Aldrich)

e Trietil amin (Merck)

e Disodyum hidrojen fosfat (Merck)

e Potasyum dihidrojen fosfat (Merck)

3.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

3.1.2.1. Kullanilan Aletler

e UV Spektrofotometresi (Shimadzu, Model 1601)
e Damlacik Biiyiikliigii Olciim Aleti (Malvern Zetasizer-Nano Z5S)
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e Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC) (Shimadzu, Model LC 20AT)
e Kolon (Oktadesilsilan, ACE C8 4,6 x 150 mm, 5um)

e Kaolon (CN, Spherisorb 4 x 250 mm, 10 pum)

e Franz Diflizyon Sistemi (PermeGear, V6A Stirrer)

e Ultrasonik Banyo (Bersonik)

e Terazi (Denver Instruments, TB Series)

e Santriflij (Hettich, D-7200, Type 2041)

e Orbital Calkalayici (Thermo Electron Corporation, Model 420)
e Manyetik Kanstiric1 (IKA®-Werke, R15)

e pH metre / Konduktometre (Eutech Instruments, PC 2700)

e Distile Su Aleti (Elga, Pure Lab Flex)

e Nutche Erleni Stizme sistemi (Sartorius D-3400)

e Dermatom (Zimmer™ Electric Dermatome)
o Refraktometre (Abbe 5 Refraktometre B+S Code: 44-571)

e Nutche Erleni stizme sistemi (Sartorius D-3400)
e Polarize 151k mikroskobu (Olympus CX31-P)

3.1.2.2. Kullanilan Malzemeler

e Zetasizer Kiveti (Tek Kullanimlik)

e HPLC siseleri

e Mikropipet ve Uglar1

e Cam Malzeme (Beher, Erlen Mezur, Cam sisie, Pipet, Balon joje, Petri
Ktusu vs.)

e Santriflij Eppendorfleri (1,5-2ml)

e Domuz Derisi (Yerel bir kesim evinden saglanmuistir.)

e 0,45 Membran filtre HAWP

e Yapiskan Bant (Scotch Book Tape)(3M )

e 0,45 mm Millex®-LCR (PTFE) Filtre (Millipore)

e 0,22 mm Membran Filtre (GSWP) (Millipore)
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e 0,45 mm Membran Filtre (HVLP) (Millipore)

3.1.2.3. Kullanilan Bilgisayar Programlari

e Microsoft Office Word 2007

e Microsoft Office Excel 2007

e Sigma Plot 12.3 (Systat software Inc. v.12)
e Grapher 9 (Golden Software Inc. v.9)

e Triplot v1-4-2

e Refutas Calculator V.1

3.2. YONTEM

3.2.1. Vorikonazol Infrared (IR) Spektrumu

Bu calisma igin ATR-FTIR spektrometresi (Perkin Elmer Zn Spectrum One)
kullanildi. Toz halde Vorikonazol ATR-kristali {izerine yerlestirildi ve 100 N kuvvet
uygulanarak 4000-650 cm™ dalga boyu araliginda, 4 cm™ ¢ézunirliikle spektrum alindi.

3.2.2. Sertakonazol Infrared (IR) Spektrumu

Bu calisma i¢in ATR-FTIR spektrometresi (Perkin Elmer Zn Spectrum One)
kullanildi. Toz halde Sertakonazol ATR-kristali lizerine yerlestirildi ve 100 N kuvvet
uygulanarak 4000-650 cm™ dalga boyu araliginda, 4 cm™ ¢oziiniirliikle spektrum alinda.

3.2.3. Vorikonazol’iin HPLC Analizi ve Validasyonu

Literatiirde kayith yontem (A. Adams, 2005) de bazi1 degisiklikler yapilarak
Vorikonazol’iin miktarinda kullanmak {izere HPLC analiz yontemi olusturuldu. Analiz

yonteminin gegerliligini incelemek i¢in validasyonu yapildi (ICH kilavuzu (2005)

Mobil Faz Hazirlama: Trietanolaminin %0,6 konsantrasyondaki ¢ozeltisini
hazirlamak iizere, 6 ml trietilamin 1000 ml beherin i¢ine alind1 {izerine distile su ile ilave
edilerek manyetik karistirict ile 5 dakika boyunca karistirildi ve hacmine balon jojede

tamamlandi. Mobil faz, %0,6 trietilamin ve metanoliin esit miktarlarda (50: 50)
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karigtirilmast ve orto-fosforik asit ¢ozeltisi kullanarak pH’nin 6’ya ayarlanmasi ile

hazirlanmistir.

Kromatografik kosullar: Yiiksek Basingli Sivi kromatografisi (HPLC) sistemi;
255 nm UV dedektér ve ACE 5, 150 x 4,6 mm kolon ile kullanilmistir. Akis hiz1 1,3
ml/dakika, alikonma siiresi 8,5 dakika ve enjeksiyon hacmi 20 pl’dir. Kolon sicakligi oda

sicakliginda korunmustur.

Ornek Hazirlama: Vorikonazol belirlenen konsantrasyona gore metanolde
cozinduruldu ve 1 dakika boyunca sonikatorde tutuldu. Seyreltilme c¢ozeltisi olarak

metanol ve su karigimi (15:10) kullanildi.

3.2.4. Vorikonazol analiz yonteminin validasyonu

ICH kilavuzuna (2005) gore analitik bir yontemin validasyonunun amaci o
yontemin kullanim amacina uygunlugunu kanitlamaktir. Bu analitik yontemin validasyonu

icin dogrusallik, kesinlik, tekrarlanabilirlik, dogruluk ve hassasiyet aragtirilmistir.

3.2.4.1. Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligi belirli bir aralikta elde edilen test sonuglarinin
ornegin i¢indeki analiz edilecek maddenin konsantrasyonu ile dogrudan orantili olmasidir.
Analitik yontemin dogrusalligt i¢in, 100 pg/ml stok ¢ozeltisi elde edebilmek icin 0,01 g
Vorikonazol 100 ml’lik balon jojeye alinmis ve metanol ilave edilip 1 dakika boyunca
ultrasonik banyoda sonike edilmistir.

Gerekli seyreltmeler yapilarak, sirasiyla 0,04; 0,100; 1,00; 2,50; 5,00; 10,00 pg/ml
konsantrasyonlarinda 6 Ornek hazirlanmistir. Her bir 6rnekten 0,45 membran filtreden
gecirilmis ve HPLC vialine alimarak HPLC analizi i¢in otomatik numune alicisina
konmustur. Otomatik numune alici kullanilarak her bir numuneden 20 pL cekilip
Vorikonazol’iin miktarinin belirlenmesi i¢cin HPLC de analiz edilmistir. Akis hizi 1.3
ml/dakika ve UV dalga boyu ise 255 nm olarak ayarlanmistir. Alikonma stiresi 8,5 dakika

olarak bulunmustur ve egri altinda kalan alan (AUC) belirlenmistir.
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Her bir 6rnegin egri altinda kalan alam1 (AUC) kaydedilip, standart sapmasi ve
relative standart sapmasi hesaplanmistir. Konsantrasyon/AUC verileri ile standart dogru

denklemi denklem ve korelasyon kat sayisi (r2) Excel 2007 kullanilarak belirlenmistir.

3.2.4.2. Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi, dnceden belirtilen kosullarda herhangi bir degerin
tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel test sonuglarmin birbirine yakinliginin bir
derecesidir. Bu amagla 0,01 g Vorikonazol 100 ml’lik balonjojeye konarak 100 pg/ml
Vorikonazol ¢ozeltisi ile stok soliisyonu hazirlanmis ve metanolde eklenerek numune bir
dakika boyunca ultrasonic banyoda tutulmustur. Gerekli seyreltmer yapilarak Spg/ml,
2,5nug/ml ve 1,00 pg/ml konsantrasyonda ii¢ numune hazirlanmistir. Numuneler HPLC’de
analiz edilip Vorikonazoliin miktar1 hesaplanmistir. Bu islem ii¢ glin boyunca tekrarlanmis
olup her bir numune i¢in ortalama deger, standart sapma ve relatif standart sapma

hesaplanmustir.

3.2.4.3. Tespit Limiti ve Miktar Tayini Limit

Ilgili analitik yontemin tayin smir1 numune igindeki analiz edilecek maddenin
tespit edilebilen endiisiik miktar1 olmakla beraber kesin degerin hesaplanmasi gerekli
degildir. Giirtiltli sinyal yaklasimini kullanarak, numune i¢indeki analiz edilecek maddenin
bilinen diisiik konsantrasyonlart bos numunelerle karsilastirildiginda analiz edilcek
maddenin minimum konsantrasyonu giivenilir bir sekilde tespit edilebilmektedir. Tespit
Limiti i¢in sinyal giiriiltii oranlar1 genellikle 3:1 olarak kabul edilmektedir. Miktar Tayini

Limiti i¢in sinyal giiriiltii oranlar1 genellikle 10:1 olarak kabul edilmektedir.

3.2.5. Sertakonazol i¢gin HPLC Analizi Yontemi Gelistirlmesi ve Validasyonu

Literatiirde kayitli yontem dikkate alinarak (Sertakonazoliin analizi i¢in yeni bir
HPLC yontemi gelistirilmis ve validasyonu yapilmistir. Mobil fazin bilesenlerinin
oranlarin1 belirleme i¢in, gradiyent akis kullanilirken, maksimum UV absorpsiyonunu

belirlemek i¢in ise 11k diyot grubu dedektorii (photo diode array detector) kullanilmustir.
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Mobil Faz Hazirlama: Setakonazol i¢in kullanilan HPLC y6ntemi i¢in mobil faz
olarak asetonitril ve 0.01 M NaH;PO4.H20 c¢ozeltisi Kkarisimi 45:55 oranlarinda

hazirlanmstir.

Kromatografik kosullar: HPLC sistemi 180-400 nm araliginda UV
absorpsiyonunda tarama yapilmasina izin veren bir foto diyot array detektorle
donatilmistir. Maksimum absorpsiyon 230 nm’de se¢ilmistir. Bu dalga boyunda yiiksek
hassasiyete sahip ¢ok iyl tamimlanan bir pik sekli elde edilmistir. Bu durum
Sertakonazol’iin ¢ok diisiik miktarlarda tespit edilmesine izin vermistir. Bir 10 um
Spherisorb CN siitun kullanilmis, akis hizi 3,2 ml/dakika ve sicaklik 35 °C olarak
ayarlanmigtir. Bir otomatik Ornekleyici yardimiyla 50ul Ornek ¢ozelti sisteme enjekte

edilmistir. Bu arada sistem basinci 128 bar ve alikonma siiresi 7.5 dakikadir.
Ornek Hazirlama

Tam tartilmis Sertakonazol nitrat asetonitril i¢inde ¢ozdiriliir. Cozelti 10 dakika
boyunca manyetik bir karistirict  yardimiyla karistirilir.  Asetonitril ile hacmine

tamamlanmustir.

3.2.5.1. Sertakonazol Analiz Yénteminin Validasyonu

Bu yontemin validasyonu igin de sertakonazol de oldugu gibi dogrusallik, giin-i¢i ve

giinler arasi1 tekrarlanabilirlik parametreleri ¢aligilarak yontemin validasyonu saglanmistir.

3.2.5.2. Dogrusallik

Elde edilen sonuglarin konsantrasyonla dogrudan orantili olup olmadiklarini
belirlemek {izere bir dogrusallik ¢aligmas1 yapilmistir. Konsantrasyonu 43.6 pg/ml olan bir
standart ¢Ozeltinin hazirlanmasi igin, 0.100 g Sertakonazol nitrat ‘in 250 ml’ lik bir balon
jojeye alimis ve gereken hacme asetonitril ile tamamlanmistir. Cozelti 10 dakika boyunca
manyetik bir karigtirict yardimiyla karistirtlir. Gerekli seyreltmeler yapilarak, 10,9, 5,45,
1,09, 0,545, 0,109, 0,0763 ve 0,0436 pg/ml konsantrasyonda 7 adet 6rnek hazirlanmistir.
Her bir 6rnekten alinan 50uL kromatogram icine enjekte edilmis ve pik altinda kalan alan

kaydedilmistir. Standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (RSD, %) hesaplanmistir.
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Konsantrasyona karsin egri altinda kalan alan (AUC) arasidaki lineer iligki iizerinden

standat dogruya ait denklem ve korelasyon hesaplanmustir.

3.2.5.3. Kesinlik

Tekrarlanabilirligin ~ saptanmas1  i¢in 5,54, 0,109 ve 0,0763 pg/ml
konsantrasyonlarda (i¢ 6rnek preparat hazirlanmis ve ayn1 giin, ancak farkli saatlerde olmak
lizere analiz islemi ii¢ defa tekrarlanmistir (tekrarlanabilirlik). Standart sapma (SD) ve bagil
standart sapma (%RSD) hesaplanmistir. Ara kesinligin test edilmesi i¢in 5,54, 0,109,
0,0763 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ii¢ ornek preparat hazirlanmistir. Etken madde
kromatografi yoluyla saptanmistir. Bu prosediir ii¢ farkli giinlerde tekrarlanmistir. Standart

sapma (SD) ve bagil standart sapma (%RSD) da ayrica hesaplanmistir.

3.2.5.4. Tespit Limiti ve Miktar Tayini Limit

Sertakonazol’iin tespit limiti i¢in sinyal giiriiltli oran1 i¢in 3:1; miktar tayini Limiti

icin sinyal giiriiltii oran1 10:1 kabul edilerek, ilgili degerler hesaplanmistir.

3.2.6. Vorikonazol (eklenecek) Coziiniirliik Caliymalar:

Vorikonazol’tin ~ mikroemilsiyon  sistemlerinin ~ farkli  bilesenlerindeki
¢oziiniirliigiinii saptamak igin, ii¢ farkli Eppendorf tiipiiniin igine 2 ml Oleik Asit, Izopropil
Miristat (IPM), IPM: Oleik Asit 50:50, Transcutol ve Tween 80 ve daha sonra her bir
Eppendorf tiipiin i¢ine ¢oziinebilecegnden fazla miktarda VVorikonazol ilave edilmistir. Her
bir Eppendorf tiip sikica kapatilmis ve 200 hizda, 72 saat boyunca oda sicakliginda bir
orbital ¢alkalama aletinde (Thermo Electron Corporation, Model 420) calkalanmistir. 72
saatin sonunda Ornekler calkalama aletindeki yerlerinden ¢ikartilmis ve dakikada 15000 tur
yapabilen bir santrifiij cihazinda (Hettich, D-7200, Tip 2041) bir saat boyunca santrif(j

edilmistir.

(Cozeltinin istiinde kalan siipernatant kistmdan 0.1 g alinir ve 10 ml’lik bir
voltimetrik erlene aktarilir. Uzerine 10 ml’ye kadar metanol ilave edilir ve her &rnek 1
dakika siireyle ¢alkalanir. Her bir ¢ozeltiden 1 ml alinir ve metanol ile 10 ml’ye kadar
seyreltilir ve 1 dakika boyunca c¢alkalanir. Her bir 15 6rnekten 5 ml alinir ve 0.45 pm’lik

bir membran filtresinden iki defa gegirilerek stztlir. Stzilen 6rnekler daha sonra ¢6ziinen
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miktarin tayin edilmesi i¢in HPLC yontemiyle analiz edilir. Vorikonazol ‘un ¢oziinebilir

miktarint hesaplamak i¢in asagida yer alan formiil kullanilir:

__ AUCs

O =
AUCst

X Csx 1000

C: Cozunebilir Vorikonazol gr/gr olarak konsantrasyonu
AUC;: Ornek egrinin altinda kalan alan
AUC; : Standart egrisinin altinda kalan alan

Cst:  Standardin g/g olarak konsantrasyonu

3.2.7. On Formiilasyon Calismalari

Mikroemiilsiyon formiilasyonlari gelistirilirkenTablo 3-1’de verilen yag, siirfaktan
ve kosiirfaktan ve bu maddelerin farkli oranlardaki karisimlari ile 6n formiilasyon
calismalar1 yapildi. On formiilasyon calismalarinda literatiirde kayitl olan su ile titrasyon
yontemi kullanild1 (Talegaonkar ve ark. 2008; Al Abood ve ark. 2013). Bu amagla %5°lik
artis1 saglayacak sekilde, yag siirfaktan ve ko-siirfaktan sistemdeki yaga su ilave edildi.
Bulanik karigimlarda ise berraklik elde edildigi andan tekrar bulaniklik meydana gelene
kadar kullanilan su miktarlar1 kaydedildi. Elde edilen formiilasyonlar su tutma kapasiteleri,
damlacik boyutu ve dagilimi, siirfaktan/kostirfaktan oran1 ve yiizdeleri, yag fazi yiizdeleri

bakimindan degerlendirildi.

Tablo 3-1: Mikroemiilsiyonlarin 6n formiilasyon c¢ahsmalarinda kullanilan yag,
strfaktan ve kostrfaktanlar

Surfaktan Tween 80
Ko-Siirfaktan Transkutol Propilen glikol Etanol PEG 400
Yag Oleik Asit [zopropil Miristat
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3.2.8. Mikroemiilsiyonlarin Hazirlanmasi

Mikroemiilsiyonun formiile edilmesi i¢in gerekli bilesenler, bu bilesenlerde etken
maddenin daha iyi ¢0Oziinebilirligine ve hazirlanmis olan mikroemiilsiyon formiiliin
stabilitesine gore secilmistir. Mikroemiilsiyonlarin hazirlanmasinda asagida yer alan

prosediir izlenmistir.

Bilinen gerekli oranlarda siirfaktan ve ko-siirfaktan (karisim) bir cam behere ilave
edilerek, tlizeri Paraflim ile ortiiliir ve daha sonra bir manyetik karistiric1 ile 15 dakika
kanistirildi. Siirfaktan karisim karistirilirken, daha 6nceden agirligr belirlenmis secilen yag
Tablo 3-2‘c gore her bir 17 bos flakona alindi. Daha sonra siirfaktan ve ko-stirfaktan
karisimdan arzu edilen miktar tanimlanan orana ulagmak agisindan seg¢ilen yagin igine ilave
edildi. Suyun ilave edilmesinden Once, karisim manyetik bir karistirict yardimiyla bir
dakika karistirildi. Bir mikro pipet yardimiyla, her ilave islemini takiben su miktarinda
%35’lik artis1 saglayacak sekilde, yag siirfaktan ve ko-siirfaktan sistemdeki yaga su ilave
edildi. Suyun ilavesi bilesenler bir manyetik karistirici yardimiyla karistirilirken yapildi.
Her su ilavesini takiben sistem seffaflik agisindan veya herhangi bir sekilde faz ayriligina
dair bir isaret i¢in ¢iplak gozle incelendi. Yapilan gozlem yeni gelistirilen gézlem formuna
kaydedildi. Flakon bulanik hale geldiginde suyun ilave edilmesi durduruldu. Bu durumda
her bir sistem i¢in bir licli faz diyagram yaratilmis oldu. Her mikroemiilsiyon
formiilasyonu i¢in mikroemiilsiyon olusum alani ile ilgili taranan alan Sekil 3-1’de

verilmistir.

Su

Yag Siirfaktan/ ko-Siirfaktan

Sekil 3-1: Her mikroemiilsiyon sistemle ilgili taranan alam gosteren iiclii faz diyagram



Tablo 3-2: Yag ve siirfaktan/ko-siirfaktan karisimin miktarlari ve oranlari

Yag (g)
1 0,250
2 0,375
3 0,500
4 0,625
5 0,750
6 0,875
7 1,000
8 1,125
9 1,250
10 1,375
11 1,500
12 1,625
13 1,750
14 1,875
15 2,000
16 2,125
17 2,25

3.2.8.1. Mikroemiilsiyonlarin Olusumu ile Tlgili Gorsel Degerlendirme

S-karisim (g) Yag:

2,250
2,125
2,000
1,875
1,750
1,625
1,500
1,375
1,250
1,125
1,000
0,875
0,750
0,625
0,500
0,375
0,250

S-

karisim oram

1:
15:
2:
25:
3:
3,5:
4:
4,5
S5:
55
6
6,5
7
7,5
8:
8,5:
9:

9
8,5
8
7,5
7
6,5
6

:55

5

14,5
4
13,5
03

2,5
2
1,5
1
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Daha hizli ve daha kolay preparat hazirlamak amaciyla bir mikroemiilsiyon

olusumu ile ilgili gorsel degerlendirmeler yapilarak bir formu olusturuldu (Tablo 3-3). Bu

gozlem formunda mikroemiilsiyon preparatinin bilesenleriyle ilgili ylizde degerlerin

tamami1 6nceden hesaplanmistir. Boylece suyun her ilave edilmesini takiben her noktadan

yag, su ve siirfaktan/ko-siirfaktan ylizde oranlar1 tanimlanmustir.

yalnizca 2.5 g siirfaktan, ko-siirfaktan karisim ve yag icin kullanilmistir.

Bu gozlem formu
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Bu goézlem formun avantajlar1 sunlar1 kapsamaktadir:

e Her noktadan elde edilen sonuglar daha hizli bir sekilde yorumlanmaktadir. Oyle ki,
suyun her ilave edilmesini takiben yag, siirfaktan/ko-stirfaktan karigimi ve su yiizde
degerler bagka hesaplamalara gerek kalmaksizin bilinir.

e Gozlem formundan elde edilen veriler {i¢lii faz diyagramin ¢izilmesi i¢in dogrudan
¢izim yazilimina aktarilabilir. Bununla ilgili bagka bir hesaplama yapilmasina gerek
kalmaz ve bu da bos yere zamanin tiiketilmesine mani olur.

e Her sistem i¢in ayn1 puanlarin taranacagini garanti eder.

3.2.9. Ucgen Faz Diyagramlarimin Cizilmesi

Ucggen faz diyagramlari, mikroemiilsiyonun olustugu alandaki bilesenlerin (yag,
su, surfaktan veya surfaktan/ko-surfaktan) % degerlerini belirlemek i¢in kullanildi.
Mikroemiilsiyon bolgesi, berrak ve seffaf formiilasyonlarin saptandigi alan olarak
tanimland: (Constantinides ve Scalart 1997). On formiilasyon ¢alismalarindan elde edilen
veriler dogrultusunda yag fazi, siirfaktan ve kosiirfaktan olarak hangi yardimci maddeler ile

calisilacagina karar verildi.

3.2.10. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Sec¢imi

On formiilasyon galigmalarmin ardindan, iiggen faz diyagramlari kullamlarak
hazirlanan formiilasyonlar arasindan etkin madde yiiklenecek olanlar su tutma kapasiteleri,

damlacik boyutlari, fiziksel goriiniimleri dikkate alinarak segildi.

Sekil 3-2: Mikroemuilsiyon kontrol Sekli a) mikroemiilsiyon b) bulanik ¢) faz ayrim



Tablo 3-3: Mikroemiilsiyon olusum formu

2,59 Mikroemiilsiyon
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Su ilaveden sonra yapilan gézlem Yag: S-karisim: /

Oram 0 132 146 163 184 208 238 275 321 379 455 556 694 893 1190 Notlar
yag:S-k g pL pL pL pL pL pL pL pL pL pL pL pL pL pL
1:9

yag % 9,50 9,00 8,50 8,00 7,50 7,00 6,50 6,00 5,50 5,00 4,50 4,00 3,50 3,00
1,5:85

yag % 14,25 13,50 12,75 12,00 11,25 10,50 9,75 9,00 8,25 7,50 6,75 6,00 5,25 4,50
2:8

yag % 19,00 18,00 17,00 16,00 15,00 14,00 13,00 12,00 11,00 10,00 9,00 8,00 7,00 6,00
2,575

yag % 23,75 22,50 21,25 20,00 18,75 17,50 16,25 15,00 13,75 12,50 11,25 10,00 8,75 7,50
3:7

yag % 28,50 27,00 25,50 24,00 22,50 21,00 19,50 18,00 16,50 15,00 13,50 12,00 10,50 9,00
3,5:6,5

yag % 33,24 31,50 29,75 28,00 26,25 24,50 22,75 21,00 19,25 17,50 15,75 14,00 12,25 10,50
4:6

yag % 37,99 36,00 34,00 32,00 30,00 28,00 26,00 24,00 22,00 20,00 18,00 16,00 14,00 12,00
4555

yag % 42,74 40,50 38,25 36,00 33,75 31,50 29,25 27,00 24,75 22,50 20,24 18,00 15,75 13,50
5:5

yag % 47,49 45,00 42,50 40,00 37,50 35,00 32,50 30,00 27,50 25,00 22,49 20,00 17,50 15,00
5,5:4,5

yag % 52,24 49,50 46,75 44,00 41,25 38,50 35,75 33,00 30,25 27,49 24,74 22,00 19,25 16,50
6:4

yag % 56,99 54,00 51,00 48,00 45,00 42,01 39,00 36,00 33,00 29,99 26,99 24,00 21,00 18,00
6,5:3,5

yag % 61,74 58,50 55,25 52,00 48,75 45,51 42,25 39,00 35,75 32,49 29,24 26,00 22,75 19,50
7:3

yag % 66,49 62,99 59,50 56,00 52,51 49,01 45,50 42,00 38,50 34,99 31,49 28,00 24,50 21,00
7,5:25

yag % 71,24 67,49 63,75 60,00 56,26 52,51 48,75 45,00 41,25 37,49 33,74 30,00 26,25 22,50
8:2

yag % 75,99 71,99 68,00 64,00 60,01 56,01 52,00 48,00 43,99 39,99 35,99 31,99 28,00 24,00
8,5:15

yag % 80,74 76,49 72,25 68,00 63,76 59,51 55,25 51,00 46,74 42,49 38,24 33,99 29,75 25,50
9:1

yag% 85,49 80,99 76,50 72,00 67,51 63,01 58,50 54,00 49,49 44,99 40,49 35,99 31,49 27,00
S: Surfaktan K:
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3.2.11. Secilen Formiilasyonlarimin Uzerinde Yapilan Calismalar

Secilen formiilasyonlarin fiziksel goriiniisii, refraktif indeksi, damlacik boyutu,
polidispersite indeksi (PDI), iletkenligi, pH’s1 ve stabilitesi degerlendirildi. Polariz isik
mikroskobu ve cryo-TEM goriintiileri degerlendirildi.

3.2.11.1. Refraktif indeks Degerlendirimesi

Mikroemiilsiyonlarin reftaktif indeks degerleri Abbe 5 (Abbe 5 Refraktometre
B+S Code: 44-571,UK) refraktometresi ile 6l¢iildii. Refraktometre prizmasinin {izerine
bir damla formiilasyon damlatildi ve kapag: kapatildi. Goriintii netligi saglanana kadar
ayarlama yapildi ve elde edilen degerler okundu. Olgiimler her formiilasyon i¢in 3 kez

tekrarlandi, sonuglarin aritmetik ortalamasi alinarak SD degerleri hesaplandi.

3.2.11.2. Damlacik Boyutu ve Polidispersite Indeksinin Degerlendirilmesi

Hazirlanan mikroemiilsiyonlarin damlacik biyiikligiini ve dagilimini
saptamak amaciyla, formiilasyonlar, Zetasizer (Malvern Zetasizer-Nano ZS,
Worcestershire, UK.) cihaz1 ile incelenmistir. Orneklerin tiimii 0.45 pm’lik filtre
membran yardimiyla siiziilmiis ve damlacik biiyiikliigiinii 6lgmeden oOnce hava
kabarciklarin bertaraf edilmesi amaciyla, numuneler 30 dakika kadar bekletilmistir. Bu
caligmalarda, tek kullanimlik polistiren kiivetler kullanilmistir. Bu test 15 gun sonra
tekrarlanmigtir. Standart sapmalar hesaplanmis ve biytliklik dagilimiyla 1ilgili

diyagramlar ¢izilmistir.

3.2.11.3. pH ve iletkenlik incelenmesi

pH metre/kondiktometre (Eutech Instruments, PC 2700,Crescent, Singapore)
yardimiyla etkin madde yiiklenmemis bos mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 ile %l
Vorikonazol ve %?2 Sertakonazol igeren mikroemiilsiyonlarin pH ve iletkenligi test
edilmistir. Hazirlanan mikroemiilsiyonlarin iletkenligi test etmek i¢in, ila¢ yiiklenmis
mikroemiilsiyonlar miimkiin olabilecek en diisiik miktarda suyla hazirland1 ve sonra bu
preparata daha onceden hesaplanmis yilizde oranda ilave edildi. Her ilave islemini
takiben mikroemiilsiyonlar bir dakika karistirilarak pH metre/kondiiktometre yardimiyla
pH ve iletkenlik degerleri 6l¢iildii. Testler ii¢ defa tekrarlanir, her bir 6rnek preparat i¢in
standart sapma hesaplanarak, pH/su ve iletkenlik/su miktarlariyla ilgili diyagramlar

cizildi.
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3.2.11.4. Optik izotropinin Degerlendirimesi
Mikroemiilsiyonlarmn optik Isotropisi Olymous CX31-P polarize 1sik mikroskobu ile
degerlendirildi. Lamel iizerine damlatilan formiilasyonlar 10x objektif (30 W) ile

goruntulendi.

3.2.11.5. Stabilitenin Degerlendirimesi

Santrifdyj testi: Her bir formilasyonun 2.5 ml’si santrifiijde (Hettich, D-2700,
tip 2041, Ingiltere) 15000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edildi ve daha sonra
herhangi bir faz degisikligi agisindan gorsel olarak kontrol edildi.

Sogutma testi: Mikroemiilsiyonun stabilitesi iizerinde sicakligin degismesiyle
ortaya ¢ikan degisikliklerin etkisini test etmek i¢in drneklerin tumi 30 giin boyunca 51
°C sicaklikta ve oda sicakliginda tutuldu ve fazlarda meydana gelebilecek her trli

degisiklikler gozlendi.

Dondurma ve ¢ozme testii Mikroemiilsiyonlarin fiziksel stabilitesini
degerlendirmek tizere, 6rnekler 24 saat boyunca -15 + 1 °C’de tutuldu ve daha sonra
25+1 °C’de 24 saat daha tutuldu. Bu islem ii¢ devre tekrarlandi. Daha sonra her bir

formiilasyon faz ayrismasi agisindan gorsel olarak kontrol edildi.

Saklama testi: Etkin madde yiiklenmemis bos mikroemiilsiyon
formiilasyonlar1 ile %1 Vorikonazol ve %2 Sertakonazol igeren mikroemiilsiyonlar 6

ay siire ile oda sicakliginda saklanarak, faz degisiklikleri gorsel olarak degerlendirildi.

Mikroemiilsyonlarin damlacik biiyiikliigii ve dagilimi iizerinde donmanin

etkisinin incelenmesi

Hazirlanan mikroemiilsiyonlarin fiziksel stabilitesinin test edilmesi amaciyla,
donma/eritme testinden basariyla gecen Orneklerin tiimii daha sonra damlacik
blyilikliigli analizine tabi tutulmustur. Standart sapmalar hesaplanmis ve biiyiikliik
dagilimiyla ilgili diyagramlar ¢izilmistir.
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3.2.12. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarindan Vorikonazol’iin In vitro Salm

Cahsmalan

Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarindan etkin maddelerin salim1
Franz difiizyon hiicreleri kullanilarak izlenmistir. Membran olarak 0,45 um Millipore
membran kullanilmigtir. Franz difiizyon hiicrelerinin cidarlarindan siirekli gegirilen

37£1°C’ye 1sitilmis su ile deri yiizeyinin 37£1°C’ de kalmasi saglandi.

In vitro salim calismalarinda, %1 vorikonazol iceren CF, DF, EF, GF ve HF
kodlu formulasyonlar kullanildi (Tablo 3-4). Caligmada reseptor faz olarak serum
fizyolojik/PEG 400 (3:2) karisimi kullanildi (Song ve ark, 2012) ve 500 rpm hizla
karistirma uygulandi. 30 dakika siire ile fizyolojik serum fizyolojik ile hidrate edilen
reseptor ve dondr kompartmanlar arasina yerlestirlerek, 1 mL mikroemiilsiyon
formilasyonu dondr kompartmana ilave edildi. Deney slresince evaporasyonun
onlenmesi amaci ile dondr kompartmanin Ustii Parafilm ile kapatildi. 24 saat siire ile
belirli zaman araliklarinda reseptor fazdan 6rnek alinmis (0.2 mL), alinan 6rnekler 0,45
pum membran filtreden siiziilerek HPLC ile analiz edildi. Mikroemulsiyonlardan 24 saat

stire ile cm? den serbestlesen kiimiilatif vorikonazol miktarlar1 hesaplandu.

Tablo 3-4: %1 vorikonazol iceren mikroemuilsiyon formulasyonlar

Kod Su% Tween80:Etanol% Oleik Asit % %Vorikonazol
(1:1)

CF 25 60 15 1

DF 30 56 14 1

EF 10 55 35 1

GF 25 56 19 1

HF 15 55 30 1

3.2.13. Mikroemulsiyonlardan Sertakonazoliin In vitro Salim Calismalari

In vitro salim ¢alismalarinda, %2 Sertakonazol iceren BS, CS, DS, ES, GS ve HS
kodlu formiilasyonlar kullanilmistir. Membran olarak 0,45 pm Millipore membran
kullanildi. Caligmada reseptor faz olarak etanol:su karigimi (3:7) kullanildi ve 500 rpm

hizla karistirma uygulandi. 30 dakika siire ile fizyolojik serum fizyolojik ile hidrate
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edilen reseptér ve dondr kompartmanlar arasina yerlestirlerek, 1 mL mikroemiilsiyon
formilasyonu dondr kompartmana ilave edildi. Deney slresince evaporasyonun
onlenmesi amaci ile donér kompartmanin {stli Parafilm ile kapatildi. 24 saat siire ile
belirli zaman araliklarinda reseptor fazdan 6rnek alinmis (0.2 mL), alinan 6rnekler 0,45
pm membran filtreden stiziilerek HPLC ile analiz edildi. Mikroemulsiyonlardan 24 saat

stire ile cm? den serbestlesen kiimiilatif sertokonazol miktarlari hesaplanda.

Tablo 3-5: %1 Sertakonazol iceren mikroemusiyon formulasyonlar

Kod Su% Tween80:Etanol% (1:1) Oleik Asit % %Sertokonazol
SB 20 64 16 2
SC 25 60 15 2
SD 30 56 14 2
SE 10 55 35 2
SG 25 56 19 2
SH 15 55 30 2

3.2.14. Vorikonazol ve Sertakonazolin In vitro Kosullarda Deriye
Penetrasyonlarinin Bant Soyma Yontemi ile Incelenmesi

%2 Sertakonazol iceren SD ve %1 Vorikonazol igeren EF kodlu
mikroemulsiyon  formiilasyonlarindan  penetrasyonu izlendi, mikroemilsiyon
formiilasyonlarmin in vitro penetrasyon ¢alismalarinda, domuz derisinin dorsal bolgesi
dermatom edilerek kullanildi. Penetrasyon c¢alismasinda kullanilacak derilerden
Zimmer™ Electric Dermatom ile 750 um kalinliginda homojen kesitler alindi. Bu
sekilde epidermisin tamamini ve dermisin bir kismini igeren deri pargalari Iin vitro
penetrasyon c¢alismalarinda kullanilacaklari zamana kadar -20°C’de en fazla bir ay siire

ile muhafaza edildi.

Calismanin gergeklestirilecegi giin derin dondurucudan alinan deri bir siire oda
sicakliginda, sonrasinda ise yarim saat reseptdr faz iginde bekletildi. fn vitro
penetrasyon calismalari, hiicrelerinin hacmi 12 mL, difiizyon alani 1,77 cm2 ve donme
hiz1 500 rpm olan PermeGear Franz Diflizyon Sistemi kullanilarak gerceklestirildi.
Vorikonazol i¢in fizyolojik serum / PEG 400 (3:2) (Song ve ark. 2012), Sertakonazol

icin etanol:su (3:7) karisimi reseptor faz olarak kullanildi.
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Reseptor faz ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra hicrelere dolduruldu,
her bir hiicreye birer magnet konuldu. Domuz derileri, stratum corneum kismi istte
kalacak sekilde Franz Difiizyon hiicrelerine yerlestirildi. Hiicrelerin iizerinde hava
boslugu olmamasina 6zen gosterildi. Hiicrelerin etrafinda kalan deri pargalar kesildi.
Su banyosu 37 "C’de sabitlendi. Donér faz olarak mikroemiilsiyon formiilasyonlarindan

mikropipet yardimiyla 1’er mL uygulandi ve iizerleri parafilm ile kapatildi.

Her bir formiilasyon i¢in en az 3’er hiicre ile ¢alisildi. 24 saatlik siire sonunda,
daha sonra derilere ardisik olarak 20 kez yapiskan bant (Scotch Book Tape, 2x2 cm) ile
soyma islemi yapildi. Tlk bant tek olarak ayr1 bir tiipe alindi, sonraki 4 bant ikinci bir
tpe, 5 bant Gglincu bir tupe, 5 bant dordlncu bir tipe ve 5 bant besinci bir tlpe
yerlestirildi. Kalan deri ¢ok kiigiik parcalara kesilerek ayri bir tiipte tutuldu. Bantlar ve
derinin bulundugu tiiplere 3’er mL mobil faz ilavesinin ardindan 12 saat siire ile
ekstraksiyon uygulandi. Ekstraksiyon islemi oncesi ve sonrasinda tiipler 2’ser dakika
vortekslendi. Ekstraksiyon islemi bittikten sonra ektraksiyon sivisi 0,45 pm’lik

membran filtreden siiziilerek dogrudan HPLC’de analiz edildi.

Vorikonazol yiiklii mikroemiilsiyonlarla gerceklestirilen in vitro penetrasyon
caligmasindan elde edilen sonuglar Vorikonazol’iin asagida hazirlanisi ve bilesimi
verilen konvansiyonel merhem formilasyonu ile elde edilen sonuglarla karsilastirildi.
Sertakonazol yiiklii mikroemiilsiyonlarla gerceklestirilen in vitro penetrasyon
calismasindan elde edilen sonuglar piyasa preparati olan Zalain krem (%2 sertakonazol)
ile elde edilen sonuglarla karsilastirildi. % 1 EF kodlu Vorikonazol mikroemilsiyon

konvansiyonel formilasyonu Sekil 4-45’de gosterilmistir.

Setil alkol ve beyaz parafin su banyosunda 75°C’ye kadar 1sitilarak eritildi. Sodyum
lauril silfat, propilen glikol ve vorikonazol sicak distile suya eklendi ve karistirilarak
75°C’ye kadar 1sitildi. Daha sonra tiim bilesenler merhem olusuncaya kadar karistirildi

(Asija ve ark 2015).
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Tablo 3-6. Konvansiyonel Vorikonazol formiilasyonu bilesenleri

Sodyum lauril stlfat 109
Propilen glikol 120g
Setil Alkol 2509
Beyaz parafin 2509

Su 3609
Vorikonazol 109

3.2.15. ATR-FTIR Spektroskopisi ile Mikroemiilsiyon Bilesenlerinin Deri

Uzerindeki Etkilerinin incelenmesi

Yontem 3.2.14°da anlatildign sekilde gergeklestirilen in vitro penetrasyon
calismasinda kullanilan deriler, bant ile soyma caligmasina gegmeden once ATR-FTIR
analizine tabi tutuldu (Perkin Elmer ZnSe Spectrum One). 4000-650 nm araliginda
alman her bir spektrum 40 taramanin bilesiminden olustu. Deri lipitlerinden
kaynaklanan CH2 simetrik (2950 cm-1) ve asimetrik (2920 cm-1) gerilme bantlarinin
absorbanslarindaki degisimler degerlendirildi. Spektrum kayitlar1 degerlendirilirken
literatiirde kayitli bilgiye dayanarak normalizasyon islemi yapildi (Hathout ve Elshafeey
2012). %1 (a/a) Vorikonazol igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 veya %2 (a/a)
Sertakonazol iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 8 saatlik uygulama sonrasinda
stratum corneum hiicrelerarasi lipitlerinin yapisal diizeni ve akigkanliginda meydana
getirdigi degisiklikler Perkin Elmer version 6.0.2 yazilimi kullanilarak saptandi. Deri
orneklerinden uygulama oncesi spektrum kaydi alinarak normalizasyon prosediiriinde

kullanildi.
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3.2.16. istatistiksel Analiz

In  vitro salim ve penetrasyon c¢alismasi sonuglarinin  istatiksel olarak

degerlendirilmesinde Student t-testi (GraphPad Prism 5.01) kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Vorikonazol Infrared (IR) Spektrumu

Yonem 3.2.1°de anlatildig: sekilde yapilan ¢alismada Vorikonazol’un FT-IR spektrumu
Sekil 4-1” de goriilmektedir.

1.51 _
1.4 |
15 |

1.2

RN T T T T 1
4000.0 3000 2000 1500 1000 &50.0

cm-1

Sekil 4-1: Vorikonozol’iin IR Spekrumu

4.2. Sertakonazol Infrared (IR) Spektrumu

Yonem 3.2.1°de anlatildigi sekilde yapilan ¢aligmada Sertakonazol’un FT-IR spektrumu
Sekil 4-1° de goriilmektedir.
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Sekil 4-2: Sertakonazoliin IR spektrumu.

4.3. Vorikonazol Analiz Yénteminin Validasyonuna ait Bulgular

Yontem 3.2.3’de anlatildig: sekilde ¢aligilarak elde edilen validasyon bulgular:
asagida verilmistir.
4.3.1. Dogrusalhk

Yontemin dogrusalligina ait veriler Tablo 4-1’de verilmistir. Konsantrasyonlara karsilik
gelen egri altinda kalan alanlar Sekil: 4-4’de ¢izilmistir. Dogru denklemi de asagida

verilmistir.
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Sekil 4-3: VVorikonazol ait HPLC Kromatogrami
Tablo 4-1: Vorikonazol analiz sonug¢lari
Konsantrasyon pg/ml Pik Alanalar1 SD RSD%
ortalamasi
0,04 518 6,51 1,26
0,10 1540 13,75 0,89
1,00 16306 96,27 0,59
2,50 38177 539,22 1,41
5,00 77329 1292,15 1,67
10,00 157799 2814,37 1,78
180000

AUC (Pik alani)
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Sekil

: 4-4: Vorikonazol’un standart egrisine ait grafik



y= 15742x-292.24
R?=0.9998
Y=Pik alani

X= Konsantrasyon(ug/ml)

R?= Konsantrasyon katsayisi(korelasyon katsays1)

4.3.2. Kesinlik
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Giinler aras1 ve Glinler i¢i kesinlik bulgular verilmistir ve gun ici kesinlik

bulgular Tablo 4-2 ve Tablo 4-3’de verilmistir.

Tablo 4-2: Vorikonazol’un miktar tayini yontiminin giinler arasi kesinlik bulgulari (n=3).

Konsantrasyon 1.GUn
1,0 mcg/mi 16439
2,5mcg/ml 38177
5,0 mcg/ml 77329

2.GUln
16029
38971
73002

3.GUn
16107
39205
82470

Ortalama SD  %RSD
16191,67 217,72 1,34
38784,33 217,72 0,56
77600,33 538,82 0,69

Tablo 4-3: Vorikonazolun miktar tayini yonteminin gin i¢i kesinlik bulgular n=3

Konsantrasyon

1pg/ml
2.5ug/ml
5ug/ml

16439
38177
77329

Pik alana ortalamasi

SD RSD(%)
167,94 1,02
539,22 1,41
1292,14 1,67

4.3.3. Teshis Limiti (TL) ve Miktar Tayini Limiti (MTL)

Giriiltiiyli 6lgmek i¢in sinyalin en yiiksek ve en diisiik diizeyler arasindaki farki

hesaplandi ve 1 mV olarak tesbit edilmistir.

Spg/mi _ 47%4mV
x 1imVv

2.5 g fml 2254 mV

Xx 1im

1|_.|_g.."m! _ GeEml
=  1mV

Ortalamasi= 0,00106 pg/ml

x=0,00104 pg/ml
= — X= 0,00109 pg/ml

x=0,00104 pg/ml



72

TL =3x0,00106= 0,003 pg/ml
MTL= 0,010 pg/ml

4.4. Sertkonazolliin Analiz Yonteminin Validasyonuna Ait Bulgular
4.4.1. Dogrusallik

Yontemin  dogrusalligina  ait  veriler Tablo 4-4’de  verilmistir.
Konsantrasyonlara tekabiil eden egri altinda kalan alanlar Sekil 4-6’de ¢izlmistir. Dogru

denklemi de asagida verilmistir.

Al
1 FDA Multi 1
75 5
iy
254
0 f——"
J T T L T Y Y T T T L T J J T
0.0 25 5.0 7.5
min

Sekil 4-5: Sertakonazol ait HPLC Kromatogrrami
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Tablo 4-4: Sertakonazoliin *un miktar tayini yontiminin dogrusallik bulgulari (n=3)

Konsantrasyon ]
Lg/ml Pik Ortalama SD %RSD
43,6 2287702 15676 0,68
10,9 565762 1150 0,20
5,45 284172 1137 0,40
1,09 59875 555 0,93
0,55 27590 376 1,36
0,11 6187 82 1,32
0.08 5159 68 1.32
2500000
2000000 /
1500000
AUC

1000000 /
500000
0 /| T T T 1

0] 10 20 30 40 50

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 4-6: Sertakonazol standart e@risine ait grafik

Dogru denklemi ve determinasyon katsayis1 (1) belirlenmistir:
y=52450x-538.99

r’=1

4.4.2. Kesinlik

Giinler arast kesinlik bulgular Tablo 4-5’de verilmestir ve gin ici kesinlik
bulgular Tablo 4-6’da verilmistir
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Tablo 4-5: Sertakonazol’iin giinler arasi kesinlik bulgular: ( n=3)

Konsantrasyon Gin1 Giln 2 Giln 3 Ortalama SD  %RSD
mcg/ml
5,450 284172 283356 280288 282605 2047 0,72
0,109 6187 6199 6204 6196 8 0,14
0,0763 5195 5245 5230 5223 25 0,49

Tablo 4-6: Sertakonazol Giinler i¢i kesinlik bulgular: ( n=3)

Konsantrasyon pg/ml Pik Ortalama SD %RSD
5,450 284420 1489 0,52
0,109 6149 70 1,13
0,076 5192 53 1,02

4.5. Vorikonazol’Un Coziiniirliik Sonuglari
Yontem 3.2.6°de anlatildig1 sekilde calisilarak elde edilen ¢oziiniirliik bulgular
Tablo 4-7’de verilmistir.

Tablo 4-7: Mikroemiilsiyonlarin degisik bilesenlerinin icinde vorikonazoliin ¢oziiniirliik

miktarlari
Ornek Konsantrasyon RSD Konsantrasyonu
(a/a) (%)
Tween 80 0,0440 1,80 4.4
Etanol 0,0980 1,80 9,8
Oleik Asit 0,0486 1,50 4.8
Transcutol P 1,5982 0,72 159,8
Izopropil 0,0088 1,90 0,9
miristat

4.6. On Formiilasyon Cahsmalari

Mikroemilsiyon formiilasyonlar1 gelistirilirken yag, siirfaktan ve kosiirfaktan ve

bu maddelerin farkli oranlardaki karigimlari ile 6n formiilasyon calismalar1 yapildi. Su
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icinde yag mikroemiilsiyonlar1 hazirlanabilmesi i¢in en yiiksek su tutma kapasitesine
sahip formilasyonlar se¢ilmeye ¢alisildi. Su tutma kapasitesi yiiksek olan

formiilasyonlar damlacik boyutu ve polidispersite indeksi acisindan degerlendirildi.

4.7. Mikroemiilsiyon ~ Formiilasyonarimin  Hazirlanmas1 ve Ucgen Faz

Diagramlarinin Olusturulmasi

Mikroemiilsiyon olusturmak i¢in asagidaki sistemler denenmistir.

4.7.1. Oleik asit, Tween 80, Transcutol ve Su Iceren Mikroemiilsiyon Sistemlerinin

Hazirlanmasina ait Bulgular

Yag fazi olarak oleik asit, siirfaktan olarak Tween 80, kosiirfaktan olarak
Transcutol P ve sulu faz olarak su kullanilmistir. Siirfaktan/kosiirfaktan oranlar1 su
sekilde denenmistir:

1:1, 1:2, 1:3, 2:1 olarak olusturulan faz diyagrami1 Sekil 4-7,8,9,10°de
gosterilmistir. 2:1 siirfaktan/kostirfaktan oranina sahip formiil, formiilasyon boyunca
cok fazla hava tutmasiyla yliksek viskoziteye sahiptir. %40 su icerigine sahip 1:3
Surfaktan-Sirfaktan karisim oranina sahip mikroemiilsiyon en diisiik viskoziteye sahip

oldugu saptanmistir.

e 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Oleik Asit
: Tween80:Transcutol HP(1:1)

Sekil 4-7: Oleik Asit, Tween 80, Transcutol iceren mikroemdulsiyon sistemlerinin ti¢cgen faz
diyagramlari (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 1:1).
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: = = 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Oleik Asit Tween80:TranscutolHP(2:1

Sekil 4-8: Oleik Asit, Tween 80, Transcutol iceren mikroemulsiyon sistemlerinin tcgen faz
diyagramlari (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 2:1).

10
20 /
Y
30 /
40 v’
50 /
60 _/
70 /
./
80 /
Y
100 _/ LX)

¥ T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tween80:Transcutol HP(1:2)

oleik Asit

Sekil 4-9: Oleik Asit, Tween80, Transcutol iceren mikroemulsiyon sistemlerinin ti¢cgen faz
diyagramlan (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 1:2).
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100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Oleik Asit
Tween80:Transcutol HP(1:3)

Sekil 4-10: Oleic Asit, Tween80, Transcutol iceren mikroemulsiyon sistemlerinin t¢gen faz
diyagramlan (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 1:3)

4.7.2. Oleik asit, Tween 80, Etanol ve Su liceren Mikroemiilsiyon Sistemlerinin

Hazirlanmasina Ait Bulgular

Surfaktan/Kostirfaktan oranlar1 1:1, 1:2 ve 2:1 oraminda kullanilmistir. Bu
sistemler 1yi viskozite ve stabiliteye sahiptir, en fazla su icerigine sahip 1:1 oraninda
mikroemiilsiyon sisteminin oda sicakliginda ti¢ hafta saklandiktan sonra fiziksel olarak
stabil kaldig1 gozlenmistir. Olusturulan faz diyagramlart Sekil 4-11, 12, 13°de

gosterilmistir.
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Y
100/

/

0 10 20 3646 50 60 768696106
Tween80:Etanol(1:1)
Oleik Asit

Sekil 4-11: Oleik asit, Tween80, Etanol, Su iceren mikroemulsiyon sistemlerinin tiggen faz
diyagramlan (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 1:1).

100 _/

0 16 20 3640 5056 768690100
Tween80:Etanol(1:2)
Oleik Asit

Sekil 4-12: Oleik asit, Tween80, Etanol, Su iceren mikroemulsiyon sistemlerinin ti¢gen faz
diyagramlari (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 1:2).
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Su
0 00
1
10 _/\
Y90
20
% - 80
30 «"’ \
4 ~ 70
40 /
Y
50 /
y
60 /
70 /
)4 - 30
80 / \
Y \- 20
90 / \

‘.\f 10

100 /
¥ 0

4 7

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tween80:Etanol(2:1)
Oleik Asit

Sekil 4-13: Oleik asit, Tween80, Etanol, Su iceren mikroemulsiyon sistemlerinin ti¢cgen faz
diyagramlan (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 2:1).

4.7.3. isopropil Miristat, Tween 80, Transcutol Iceren Mikroemiilsiyon

Sistemlerinin Hazirlanmasina ait Bulgular

Surfaktan/Kostirfaktan oranlar1 1:1, 1:2 ve 2:1 oraninda kullanilmistir. En fazla
su igerigine sahip 1:1 oraninda sistem oda sicakliginda bir gece sonunda, stabil kalmadigi

gozlenmistir. Olusturulan faz diyagramlart Sekil 4-14, 15, 16’de gosterilmistir.

Su
0
- 100
920
20
. - 80
30
70
40
y 60
50
50
60
Y - 40
70
80 y - 30
- Y - 20
Y - 10
100

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

IPM Tween80:TranscutolHP(1:2)

Sekil 4-14: izopropil miristat, Tween80, Transcutol, Su iceren mikroemulsiyon
sistemlerinin ii¢gen faz diyagramlari (siirfaktan:Kkosiirfaktan orani; 1:2).
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tween80:TranscutolHP(1:1)
IPM

Sekil 4-15: Izopropil miristat, Tween80, Transcutol, Su iceren mikroemulsiyon
sistemlerinin iicgen faz diyagramlan (siirfaktan:kosiirfaktan orani;

1:1).
Su
0
- 100
10
Y\~ 90
20
- - 80
30
y - 70
40
y - 60
50
60 / - 50
y — 40
70
/ 30
80
y - 20
90
y - 10
100
. — 30

10 20 30 40 50 60 7 90 1
IpMOO?)O())hOOP»OO()O

Tween80:TranscutolHP(2:1)

Sekil 4-16: izopropil miristat, Tween80, Transcutol, Su iceren mikroemulsiyon
sistemlerinin iicgen faz diyagramlan (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 2:1).

4.7.4. izopropil Mirisat, Tween80, Propilen Glikol iceren Mikroemulsiyon

Sistemlerinin Hazirlanmasina ait Bulgular

Stirfaktan/Kosiirfaktan oranlart 1:1, 1:2,1:3,1:4,1:5, 2:1 ,3:1, 5:1 kullanmisti,
sistemin viskozlugu ¢ok yiiksek bulunmustur. Olusturulan faz diyagramlart Sekil

4-17,18, 19,20 ,21 ,22 ,23, 24’ de gosterilmistir.
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

IPM Tween80:PG(5:1)

Sekil 4-17: : izopropil miristat, Tween 80, Propilen Glikol Su ve iceren mikroemulsiyon
sistemlerinin faz diyagramlari (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 5:1).

Su
" 100
10 _/
- 90
20 \ "
30‘/ AY
w0 / A
60
50 / \\_\
Y \; 50
Wi - 40
70 / \
\c 30
80 \
¥ 20
90 /
) 10
100 / ®

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

IPM Tween80:PG(1:4)

Sekil 4-18: izopropil miristat, Tween 80, Propilen Glikol ve Su iceren mikroemulsiyon
sistemlerinin faz diyagramlan (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 1:4).
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Su

’ f -

50

70
30
80

20
90
100 o\
Y—r , — 0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tween80:PG(1:1)

IPM

Sekil 4-19: : izopropil miristat, Tween 80, Propilen Glikol ve Su iceren mikroemulsiyon
sistemlerinin faz diyagramlan (siirfaktan:kosiirfaktan oram; 1:1).

Su
0
100
10
90
20
80
30
70
40 2
50 /
& ¥ 50
Y/ %
70
) 30
80
) 20
90
; 10
100 ®
\ 7 7 7 7 7 7 7 7 0

0 1020 30 40 50 60 70 80 90 100

IPM Tween80:PG(1:4)

Sekil 4-20: : izopropil miristat, Tween 80, Propilen Glikol ve Su igeren mikroemulsiyon
sistemlerinin faz diyagramlarn (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 1:4).
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—L 10
100 / 0000 0000000
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
IPM Tween80:PG(1:2)

Sekil 4-21: : Izopropil miristat, Tween 80, Propilen Glikol ve Su iceren mikroemulsiyon
sistemlerinin faz diyagramlar (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 1:2).

30

= - 20

90 % \_
10

100 o\
—— " ——0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

IPM Tween80:PG(2:1)

Sekil 4-22: : izopropil miristat, Tween 80, Propilen Glikol ve Su iceren mikroemulsiyon
sistemlerinin faz diyagramlarn (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 2:1).
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60/
70 /

7

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tween80:PG(1:3)

100 YY)
7 7 7

T 7 7 7

IPM

Sekil 4-23: : Izopropil miristat, Tween 80, Propilen Glikol ve Su iceren mikroemulsiyon
sistemlerinin faz diyagramlan (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 1:3).

Su

40

s
) 20
90
10
100 e 0

' 7 4 4 7 7 7

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
IPM Tween80:PG(3:1)

Sekil 4-24: : Izopropil miristat, Tween 80, Propilen Glikol ve Su iceren mikroemulsiyon
sistemlerinin faz diyagramlan (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 3:1).
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4.7.5. Oleik asit, Tween 80, PEG400 ve Su i¢ceren Mikroemiilsiyon Sistemleri

Bu sistemde suirfaktan:kosiirfaktan orani sadece 1:1 kullanildi. Sistemin

viskozitesi ¢ok yiiksek bulunmustur. Olusturulan faz diyagramlanSekil 4-25

gosterilmistir.
Su
0
- 100
10/
- 90
20 / \
y \- 80
30_/
- 70
40, \
Y - 60
50
- 50
60
y \- 40
70 /
Y - 30
80
\c 20
9 /
- 10
100 , 900000000000
- e 0
Oleik Asit 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tween80:PEG400(1:1)

Sekil 4-25: Oleik asit, Tween 80, Polietilen Glikol 400 ve Su iceren mikroemulsiyon
sistemlerinin faz diyagram (siirfaktan:kosiirfaktan orani; 1:1).

4.8. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Se¢imi

On formiilasyon ¢aligmalar1 ve iiggen faz diyagramlari kullanilarak hazirlanan
mikroemiilsiyonlar fiziksel goriiniimleri, su tutma kapasiteleri, damlacik boyutlar1 ve
dagilimlar1 dikkate alinarak secildi. Secilen formiilasyonlara verilen kodlar,

formiilasyon bilesenleri ve yiizdeleri Tablo 4-8’de verilmistir.

4.9. Mikroemiilsiyonlara flac Yiiklenmesi

Secilen formilasyonlara (Tablo 4-8) yoéntem 3.2.8’de belirtildigi sekilde
caligilarak %1 Vorikonazol veya %2 Sertakonazol oraninda yiiklendi. Etkin madde tam

olarak ¢ozlinmesi ve sistemin dengeye gelmesi icgin beklendi.
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4.10. Secilen Mikroemiilsyon Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Calismalar

On formiilasyon galismalari ile optimize edilen ve fiziksel stabilitesi uygun

bulunan formiilasyonlarin kodlar1 ve bilesenleri ile oranlar1 Tablo 2-8 de verilmistir.

Tablo 4-8: Bos ve etkin madde yiiklii mikroemiilsiyonlarin kodlari ve bilesenlerinin

Kod

I o m o O m >

AF

CF
DF
EF
GF
HF
SA
SB
SC
SD
SE
SG
SH

oranlari

Su%

15
20
25
30
10
25
15
15
20
25
30
10
25
15
15
20
25
30
10
25
15

Tween80:Etanol%
(1:1)
68
64
60
56
55
56
55
68
64
60
56
55
56
55
68
64
60
56
55
56
55

Oleik
Asit %
17
16
15
14
35
19
30
17
16
15
14
35
19
30
17
16
15
14
35
19
30

% \Vorikonazol

N N e

%Sertokonazol

N DD NN DD NN
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4.10.1. pH ve Iletkenlik Degerlendirilmesi

Bos ve etkin madde yiikli mikroemiilsiyonlarin pH ve iletkenlikleri ne ait
sonuclar Tablo 4-9°da verilmistir. Sistemdeki su igeriginin GF ve SG kodlu
mikroemiilsiyonlarin iletkenlik degerine etkisi Sekil 4-27, Sekil 4-28°de
gosterilmektedir. Calismamizda, yag fazi olarak oleik asit iceren mikroemilsiyonlardan
su yiizdesi daha yiiksek olanlarin elektriksel iletkenliginin daha yiiksek oldugu

gosterilmistir.

Tablo 4-9: Bos ve etkin madde yiiklii mikroemiilsiyonlarin pH ve iletkenlik degerleri (n=3)

Kod  pH+SD fletkenlik ( pnS/cm) £SD
A 5,95+0.09 18,79+0.05
B 5,76+0.12 23,84+0.07
C 5,38+0.02 25,50+0.1
D 5,30+0.1 29,75+0.09
E 5,33+0.03 9,61+0.04
G 5,27+0.02 23,98+0.1
H 5,29+0.06 12,07+0.07
AF 5,93+0.9 17,2+0.09
BF  5,68+0.10 21,56+0.13
CF  5,39+0.03 24,54+0.17
DF  5,31+0.07 33,12+0.18
EF  5,54+0.08 8,69+0.07
GF  5,35+0.01 23,11+0.06
HF  5,33+0.02 12,14+0.09
SA  4,12+0.05 219,76+0.1
SB  4,20+0.05 273,53+0.1
SC  3,95+0.02 314,36+0.11
SD  3,85+0.06 368,6+0.13
SE  3,78+0.01 109,1+0.1
SG  3,92+0.04 293,7+0.16

3,78+0.09

173,4+0.13



ekil 4-26: Formiilasyon G’nin iletkenligi
Y g

40
= 30
= /
220
-lu-J' /
=10 L o =4=—iletkenlik uS/cm
0 T T T 1
0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00%
Su Oran

Sekil 4-27: Formiilasyon GF’nin Tletkenligi

SG

400
300 /0-#—
200

100 /

0 T T T 1
0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00%

Su Oran

iletkenlik

—4=—letkenlik pS/cm

Sekil 4-28: Formiilasyon SG’nin iletkenligi

4.11. Refraktif indeks Bulgular

Yontem 3.2.11.13.2.11.1°de anlatildig1 sekilde galisilarak elde edilen

mikroemiilsiyon formiilasyonlarina ait refraktif indeks degerleri Tablo 4-10’da

verilmistir.
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Tablo 4-10: Se¢ilmis mikroemiilsiyonlara ait refraktif indeks degerleri

Mikroemiilsyon Refraktif Indeks
Kodu
CF 1,407
DF 1,403
EF 1,424
GF 1,408
HF 1,419
BS 1,413
DS 1,405
CS 1,410
ES 1,427
HS 1,421

4.12. Damlacik Boyutu ve Polidispersite indeksinin Degerlendirimesi

Hazirlanan bos ve etkin madde yiiklii mikroemiilsiyonlarin partikiil biytikligii
analizinde MalvernZetasizer-Nano ZS kullanilmis, 0,45um por ¢apina sahip membran
filtreden siiziilen ornekler seyreltilmeden dogrudan Sl¢iim yapilmistir. Her Ol¢iim en az
ic kez tekrarlanmistir. Partikiil biytikligi ve dagilimi dl¢timleri mikroemiilsiyonlar

hazirlandiktan hemen sonra Tablo 4-11’de verilmistir.
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Tablo 4-11: Bos ve etkin madde yiiklii partikiil boyutu ve dagilimina ait sonuclar degerleri

(n=3)

Kod

I o m O oOo w >

AF

CF
DF
EF
GF
HF
SA
SB
sC
SD
SE
SG
SH

Partikul Boyutu

(nm)

1,8+0,01
3,3+0,06
5,3+0,01
12,9+0,03
1,9+0,04
10,1+0,02
6,5+0,07
1,6+0,01
3,3+0,02
5,6+0,02
9,3+0,01
1,7+0,04
11,1+0,04
3,2+0,01
1,5+0,01
2,7+0,02
4,6+0,03
6,6+0,03
2,4+0,11
7,5+0,03
2,7+0,02

PDI

0,53+0,01
0,60+0,03
0,51+0,01
0,52+0,02
0,34+0,06
0,32+0,08
0,60+0,08
0,49+0,01
0,62+0,02
0,53+0,01
0,32+0,01
0,45+0,05
0,45+0,01
0,55+0,01
0,49+0,01
0,58+0,02
0,57+0,04
0,49+0,03
0,31+0,05
0,40+0,07
0,53+0,01
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4.13. Optik izotropinin Degerlendirilmesi
Yontem 3.2.11.4°de anlatildig1 sekilde yapilan optik izotropi c¢aligmalarinda
polarize 1s1tk mikroskobu (Olympus CX31-P) gorintilerine gére formilasyonlar

karanlik goriinlimdedir yani optik olarak agindan izotropiktir.

4.14. Stabilitenin Degerlendirilmesi

Yontem 3.2.11.5° de anlatildigi sekilde c¢alisilarak mikroemiilsiyonlarin
stabiliteleri degerlendirildi. Santrifiij islemi sonucunda hicbir formiilasyonda faz ayrimi
goriilmedi. Daha sonra formiilasyonlar sicaklik degisimi testine tabi tutuldu ve
homojenite, faz ayrimi ve bulaniklik bakimindan incelendi. Berrak olan
mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutlar1 6l¢iildii ve damlacik boyutlarinda artis olup
olmadigr incelendi. Bu veriler 6n formiilasyon c¢alismasinda da kullanildi. Bu islemler
sonucu damlacik boyutu biiyiiyen formiilasyonlar elendi.

Secilen formiilasyonlar oda sicakliginda 15 giin bekletildi, sonra damlacik boyutu
Olglimleri  alinarak  stabiliteleri  degerlendirildi.  Formiilasyonlarin ~ damlacik
boyutlarindaki degisim ve polidispersite indekslerindeki degisim Tablo 4-11°de
verilmistir.

Bos ve etkin madde yiiklii mikroemiilsiyonlarin sogutma, dondurma, eritme test stabilite
testlerinin ardindan damlacik boyutu ve dagilimina ait sonuglar Tablo 4-12’de

verilmistir.
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Tablo 4-12: Bos ve etkin madde yiiklii mikroemiilsiyonlarin fiziksel stabilite testlerinin

ardindan damlacik boyutu ve dagilimina ait sonuglar (n=3).

Formulasyon
Kod

I o m oo w >

AF

CF
DF
EF
GF
HF
SA
SB
sC
SD
SE
SG
SH

Damlacik boyutu

(nm)

Yeni Hazirlanms

Formiller

1,8+0,01

3,3+0,06

5,3+0,01
12,9+0,03
1,9+0,04
10,1+0,02
6,5+0,07

1,6+0,01

3,3+0,02

5,6+0,02

9,3+0,01

1,7+0,04

11,1+0,04
3,2+0,01

1,5+0,01

2,7+0,02

4,6+0,03

6,6+0,03

2,4+0,11

7,5+0,03

2,7+0,02

PDI

0,53+0,01
0,60+0,03
0,51+0,01
0,52+0,02
0,34+0,06
0,32+0,08
0,60+0,08
0,49+0,01
0,62+0,02
0,53+0,01
0,32+0,01
0,45+0,05
0,45+0,01
0,55+0,01
0,49+0,01
0,58+0,02
0,57+0,04
0,49+0,03
0,31+0,05
0,40+0,07
0,53+0,01

Damlacik
boyutu
(nm)
Stabilite

Testlerinden

Sonra
1,93+0,01
5,81+0,05
4,44+0,01
6,34+0,02
3,73+£0,12

10,26%0,07
2,8+0,02
5,22+0,11
5,84+0,03
6,97+0,03
7,7£0,03
6,24+0,13
9,12+0,02
2,42+0,01
1,81+0,09
4,32+0,04
6,54+0,12
6,98+0,01
6,46+0,04
7,56+0,11
3,09+0,03

PDI

0,55+0,01
0,60+0,05
0,56+0,01
0,48+0,01
0,20+0,03
0,43+0,07
0,54+0,06
0,33+0,02
0,53+0,04
0,58+0,02
0,38+0,06
0,19+0,01
0,32+0,01
0,51+0,01
0,40+0,07
0,55+0,03
0,65+0,05
0,52+0,01
0,47+0,05
0,34+0,06
0,49+0,02
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Tablo 4-13: Bos ve etkin madde yiiklii mikroemiilsiyonlarin (yeni hazirlanmis ve 15 giin

sonunda) damlacik boyutu ve dagilimina ait sonuglar degerleri (n=3)

Formdilasyon
Kodu

I & m oo w >

AF

CF
DF
EF
GF
HF
SA
SB
sC
SD
SE
SG
SH

Damlacik boyutu
(nm)
Yeni Hazirlanmus
Formuller
1,8+0,01
3,3+0,06
5,3+0,01
12,9+0,03
1,9+0,04
10,1+0,02
6,5+0,07
1,6+0,01
3,3+0,02
5,6+0,02
9,3+0,01
1,7+0,04
11,1+0,04
3,2+0,01
1,5+0,01
2,7+0,02
4,6+0,03
6,6+0,03
2,4+0,11
7,5+0,03
2,7+0,02

PDI

0,53+0,01
0,60+0,03
0,51+0,01
0,52+0,02
0,34+0,06
0,32+0,08
0,60+0,08
0,49+0,01
0,62+0,02
0,53+0,01
0,32+0,01
0,45+0,05
0,45+0,01
0,55+0,01
0,49+0,01
0,58+0,02
0,57+0,04
0,49+0,03
0,31+0,05
0,40+0,07
0,53+0,01

Damlacik
boyutu
(hm)
15 guin sonra
3,3£0,01
3,240,01
2,7£0,01
4,1+0,01
18,6+2,65
6,9+0,08
1,84£0,03
2,7£0,02
3,04£0,01
7,240,01
6,7+0,01
3,8+0,25
1,.8+0,04
1,7+0,01
1,6+0,06
7,410,20
3,1+0,04
4,7+0,05
5,0+0,02
2,8+0,30
3,6+0,20

PDI

0,68+0,01
0,62+0,01
0,56+0,02
0,34+0,01
0,23+0,12
0,33+0,01
0,52+0,01
0,63+0,05
0,58+0,01
0,55+0,01
0,33+0,01
0,18+0,03
0,47+0,01
0,48+0,01
0,47+0,01
0,51+0,03
0,60+0,04
0,58+0,03
0,53+0,01
0,17+0,07
0,65+0,23



94

4.15. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarindan Vorikonazol In vitro Salim

Cahsmalan

Yontem 3.2.12°de anlatildig: sekilde, Mikroemilsiyondan Vorikonazol in vitro
salimi incelendi. Franz difiizyon hiicrelerinde gerceklestirilen in vitro salim
deneylerinde, vorikonazol yikli CF, DF, EF, GF ve HF kodlu mikroemdlsiyonlar
kullanilmistir.  Bu mikroemiilsiyonlarin ~ bilesenleri Tablo 4-8’de  verilmistir.
Mikroemiilsiyonlardan 8 saat sire ile cm? den serbestlesen kiimiilatif vorikonazol

miktarlar1 lgili Tablolar ve grafiklerse asagida verilmistir.

Tablo 4-14: CF kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif

vorikonazol miktarlari

Zaman

(saat) Kimdlatif Miktar (ug/ cm2) +SD
1 51 1,02

1,5 49,03 6,7

2 73,09 4.4

3 124,33 34

4 234,23 21,3

5 291,12 18,6
6 380,21 22,27
8 535,05 36,47




CF

700

600

Vorikonazol s5qp
miktari

(mcg/em?) 400

300

200

100 /
0]

Zaman(saat)

Sekil 4-29: CF kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif

vorikonazol miktarlari

95

Tablo 4-15: DF kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimulatif

vorikonazol miktarlari

Zaman
1
1,5

o o o A WD

Kimaulatif Miktar (ug/ cm2)

7,01
56,08
83,20

129,20
176,07
290,03
392,04
526,13

+SD
1,21
2,77
3,45
5,20
23,41
18,79
22,17
9,84
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Vorikonazol
miktari
{mcg/cm?)

600

500

400

300

200

100

DF

2 4

Zaman({saat)

Sekil 4-30: DF kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif

vorikonazol miktarlari

Tablo 4-16: EF kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif

vorikonazol miktarlar:

Zaman

o o o1 B~ W N P

Kimulatif Miktar (ug/ cm?)

13,30
51,21
109,02
162,04
256,13
371,05
489,19

+SD

1,85
8,28
16,13
3,58
8,43
21,65
19,66
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Vorikonazol
miktar
{mcg/cm?)

600

500

400

300

200

100

EF

Zaman(saat)

Sekil 4-31: EF kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif
vorikonazol miktarlari

Tablo 4-17: GF kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif
vorikonazol miktarlari

Zaman

o o o1 B~ W N P

Kimulatif Miktar (ug/ cm?)

10,07
46,11
96,21
160,09
224,34
335,25
451,33

+SD

1,8
8,2
16,12
3,58
8,43
21,65
19,66
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GF

500
450 /
400

350 /j_,

Vorikonazol 300 /
miktann 250 /I/
(mcg/em?) 200
150 T
100 */
50 —

0 T T T T T T T 1

Zaman(saat)

Sekil 4-32: GF kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif
vorikonazol miktarlar

Tablo 4-18: HF kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif

vorikonazol miktarlari

Zaman Kimaulatif Miktar (ug/ cm2) +SD
1 12,10 1,29
2 45,04 2,61
3 104,06 10,14
4 169,2 22,97
5 239,02 23,06
6 307,04 27,72
8 390,11 5,34




HF

450

400

350

300

Vorikonazol 250

miktar

]

00

(mcg/cm?)

150
100 T/

50 /

Zaman(saat)

Sekil 4-33: HF kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif

vorikonazol miktarlari

600

500

400
Kumaulatif ——CF
Vorl!(onazol = DF

miktar

/cm? ——EF

HE 200
——GF
100 “—HF

0

0 2 4 6 &
Saat

Sekil 4-34: Vorikonazol’un mikroemiilsiyonlarindan salim profili
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Sertakonazol ve Vorikonazol’un salim bulgular Tablo 4-19 ve Tablo 4-20’de verilmistir

Tablo 4-19: Vorikonazol’un salim hiz1 karsilastirmasi1 (Higuchi ve Fick’s)

Higuchi Fick's
Kod Salim Hiz1 R? Salim hiz1 R?
CF 295,35 0,9464 63,33 0,9842
DF 287,26 0,9213 104,88 0,9998
EF 351,27 0,9377 116,5 0,9999
GF 258,87 0,8966 1135 0,9998
HF 231,39 0,9461 73,1 0,9979
Tablo 4-20: Sertakonazol’un sahim hiz1 karsilastirmasi (Higuchi ve Fick’s)
Fick's Higuchi

Kod Salim hiz1 R? Salim Hiz1 R2

BS 77 0,9999 222,66 0,9835
CS 61,5 0,9999 170,33 0,9868
DS 116,05 0,9996 370,6 0,9861
ES 73,91 0,9863 238,44 0,9904
GS 82,45 0,9917 278,48 0,9836
HS 43,12 0,9996 191,13 0,9747

4.16. Sertakonazol Coziiniirliik Bulgular

Sertakonazoliin Farkli Coziiciilerdeki Coziiniirliigiiniin Incelenmesi: In vitro

salim c¢alismalarinda kullanilacak reseptér faz ortaminin belirlenebilmesi amaci ile

farkli ¢oziiciilerde sertakonazoliin ¢oziiniirliigiine ait sonuglar (Tablo 4-21)’de

verilmistir.
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Tablo 4-21: Sertakonazol ¢6zUunUrlik tayinine ait sonuclar

Reseptor Faz Co6zlnen Sertakonazol %RSD
(Mg/mL)
Etanol:H,0O (30:70) 1701,01 1,5
Etanol: Tampon pH4 (30:70) 399,02 1,1
Tampon pH4 2,00 1,8

Elde edilen sonuglara dayanarak reseptdr ortaminin 30:70 etanol:su karigimi

olmasina karar verilmistir.

4.17. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarindan Sertakonazol In vitro Salim

Calhismalan

Yontem3.2.12 3.2.13° de anlatildigi sekilde Franz diflizyon hicrelerinde
gerceklestirilen in vitro salim ¢alismalarinda, sertokonazol yiikli BS, CS, DS, ES, GS
ve HS kodlu mikroemiilsiyonlar kullanilmistir. Bu mikroemiilsiyonlarin bilesimleri
Tablo 4-8’de verilmistir. Mikroemiilsiyonlardan 8 saat sire ile cm? den serbestlesen
kiimtlatif sertokonazol miktarlar1 Tablo 4-22, Tablo 4-23, Tablo 4-25,ve

Tablo 4-26,Tablo 4-27 ve Tablo 3-28’de ’de verilmektedir. Ilgili grafikler Sekil
4-35’den 45’¢ gosterilmistir.

Tablo 4-22: BS kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif

sertakonazol miktarlari

Zaman Kimilatif Miktar +SD
(saat) (ng/ cm?)

1 26,1 2,01
2 81,02 7,66
3 151,09 12,66
4 227,20 18,79
5 305,01 23,39
6 337,04 20,09
7 365,05 25,84
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Kiamiilatif
Sertakonazol
miktan
pHg/cem?

500

400

300

200

100

0

BS

Sekil 4-35: BS kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif

sertakonazol miktarlari

Tablo 4-23: CS kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kimdilatif

sertakonazol miktarlar

Zaman

~N o o1 oW DN P

Kimdlatif Miktar (ug/ cm2)

27,50
65,40
124,01
188,40
224,01
254,20
298,81

+SD

2,74
4,13
10,79
15,66
9,62
21,16
21,41




103

CS

350

300
Sertakonazol 250 /%L
Kimulatif 200 /"_t/
miktar 150
ug/em* 100 =

50 —
0 T T T 1

Sekil 4-36: CS kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif
sertakonazol miktarlar

Tablo 4-24: DS kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen Kkiimiilatif

sertakonazol miktarlari

Zaman Kimdlatif Miktar (ug/ cm?) SD
1 87,16 7,61
2 197,59 23,18
3 317,87 25,36
4 429,70 4,02
5 484,00 18,27
6 637,53 4,30
7 675,35 15.06
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DS

800
. 600 P —
Kamulatif k/r/
Serta’konazol 400 T
miktar /
2
ug/em* .9

0 T T T 1

Sekil 4-37: DS kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif
sertakonazol miktarlar

Tablo 4-25: ES kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen Kkiimiilatif

Sertakonazol miktarlari

Zaman Kimulatif Miktar (ug/ cm?) +SD
1 69,90 6,80
2 161,97 14,10
3 220,77 18,35
4 309,79 24,96
5 338,00 25,60
7 468,52 23,80
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ES

600

500 /I
Kumilatif 400 k_/}/
Serta'konazol 300 T
miktar /
ug;sz 200 /
100

0 T T T T T T T 1

Sekil 4-38: ES kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif

sertakonazol miktarlari

Tablo 4-26: GS kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen Kkiimiilatif
Sertakonazol miktarlari

Zaman Kimdlatif Miktar +SD
(Hg/ cm?)
1 56,23 571
2 135,43 7,29
3 230,95 19,29
4 300,34 22,48
5 368,63 21,82
6 418,46 18,00
7 528,49 15,72
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GS

600

500 /I

Kumiilatif /
Serta'konazol 300
miktar
ug/cm? /
200 //
100

Sekil 4-39: GS kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif
sertakonazol miktarlar

Tablo 4-27: HS kodlu mikroemiilsiyon formiilasyonundan serbestlesen Kkiimiilatif

sertakonazol miktarlar

Kimulatif Miktar (ug/ cm?) +SD
Zaman

2 68,42 5,15
3 113,07 8,63
4 154,67 12,33
5 191,58 14,68
6 263,99 19,14
7 301,19 21,92
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HS

350
300
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Kumulatif
Sertakonazol
Miktar: 150
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100
50
0 T
0 1

Sekil 4-40: HS kodlu mikroemdulsiyon formiilasyonundan serbestlesen kiimiilatif

sertakonazol miktarlar

800
700 /‘/‘
600
500 )K 4—BS
Kamulatif
miktann 400 ——CS
2
He/em® 500 ‘/ /./I —#=DS
200 - —E5
100 - e H S
0 T T T 1
0 2 4 6 &
Zaman(Saat)

Sekil 4-41: Sertakonazol’un mikroemiilsiyonlarindan salim profilleri
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4.18. EF ve DS Kodlu Formiilasyonlardan Deriye Penetrasyonlarinin In vitro
Kosullarda incelenmesi

3.2.14°de belirtilen yoneteme goére in vitro deriye penetrasyon ¢alismasinda ilk
olarak yiiklii olan ve in vitro salim ¢alismalarinda en fazla etkin madde akis1 saglayan
mikroemalsiyon formilasyonlar (DS ve EF) secilmistir. Bu mikroemiilsiyondan
sertakonazoliin deriye penetrasyonu ve derinin farkli tabakalarindaki dagilimi piyasa

preparati olan Zalain krem (%2 sertakonazol) ile karsilastirilmastir.

Tablo 4-28: DS kodlu Sertakonazol iceren mikroemulsiyon fomulasyonu ile

gerceklestirilen in vitro penetrasyon ¢calismasina ait sonuglar (n=3)

Bant Sayis1 Sertakonazol Miktar1 (ng) +SD
T1 52,00 9.5
T4 28,04 8.8
T10 10,06 3.2
T15 7,10 1.0
T20 511 0.9
Deri 89,05 3.2

Tablo 4-29: Sertakonazol ticari preparati (Zalain) ile gerceklestirilen in vitro

penetrasyon ¢calismasina ait sonuclar (n=3)

Bant Sayisi Sertakonazol Miktar (ng) +SD
Tl 31,02 1,2
T4 18,01 0,78
T10 10,20 0,37
T15 5,02 0,19
T20 4,03 0,6

Deri 45,07 0,47
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Sekil 4-42: Sertakonazol’iin mikroemiilsiyon ve kontrol formiilasyonu ile in vitro

domuz derisinden penetrasyonuna ait karsilastirmah grafik

100
E;, 80
£
< 60
N
g .
% 40 | Zalain
= B Mikroemisiyon DS
v
n 20 - i

0 B = -

Tl T4 T10 T15 T20 D
Kodlar

Tablo 4-30: EF kodlu Vorikonazol iceren mikroemdilsiyon fomulasyonu ile

gerceklestirilen in vitro penetrasyon ¢alismasina ait sonuglar (n=3)

Bant Sayis1 Vorikonazol Miktar (ug) +SD
T1 48,01 1,92
T4 79,08 1,8
T10 31,11 0,87
T15 16,12 0,59
T20 10,21 0,22

Deri 86,2 1,47
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Tablo 4-31: Kontrol fomiilasyonu ile gerceklestirilen in vitro penetrasyon ¢calismasina ait
sonuclar (n=3)

Bant Sayis1 Vorikonazol Miktar (ng) +SD
T1 9,21 3,2
T4 14,10 3,8
T10 6,21 2,7
T15 5,12 2,9
T20 4,30 2,2
Deri 18,01 8,7
100
90
80
70
Fi
E_ 60
©°
N 50
5 B Kontrol Formilasyon
= 40 . o
5 B Mikroemilsiyon EF
g 30
20
. J 1
0 .
T1 T4 T10 T15 T20 D
Kodlar

Sekil 4-43: Vorikonazol’iin mikroemiilsiyon ve kontrol formiilasyonu ile in vitro domuz
derisinden penetrasyonuna ait karsilastirmah grafik
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Sekil 4-44: Vorikonazol ve Seratakonazol’iin mikroemiilsiyon ve kontrol formiilasyonu ile
in vitro domuz derisinden penetrasyonuna ait karsilastirmah grafik

4.19. ATR-FTIR Spektroskopisi ile Mikroemiilsiyon Bilesenlerinin Deri

Uzerindeki Etkilerinin incelenmesi

ATR-FTIR calismas1 Yontem3.2.15°da anlatildig1 sekilde yapildi. /n vitro
penetrasyon calismasi ile 8 saat sonra CH2 asimetrik (2950 cm-1) ve simetrik (2920
cm- 1) gerilme bantlarindaki degisimler Tablo 4-32°de verildi. Vorikonazol ve
Sertakonazol yUkli mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin uygulanmasinin 8 saat
sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumlari sirasi ile Sekil 4-45 ile Sekil
4-46 araliginda gosterildi.

Vorikonazol ve Sertakonazol yiikli Konvensional formiilasyonlarinin
uygulanmasinin 8 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumlari sirasi
ile Sekil 4-47 ile Sekil 4-48 araliginda gosterildi. Kontrol deri alinan ATR-FTIR Sekil
4-49 gosterildi.



Tablo 4-32: ATR-FTIR Analiz Sonuclar
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Asimetrik Gerilme

Absorbansi (cm™)

Simetrik Gerilme

Absorbansi (cm™)

Kontrol Deri 2917,86 2851,36
Vorikonazol Kontrol Formilasyonu 2917,46 2850,11
Sertakonazol Kontrol Formilasyonu 2918,93 2851,06
(Zalain)

Vorikonazol Mikroemilsiyonu 2923,35 2854,51
Sertakonazol Mikroemdlsiyonu 2923,30 2854,22

cm-1

Sekil 4-45: Vorikonazol yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonunun (EF) uygulanmasinin 8

saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4-46: Sertakonazol yuklu mikroemdalsiyon formulasyonunun (DS) uygulanmasimin 8
saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4-47: Vorikonazol Konvansiyonel formiilasyonlarinin uygulanmasinin 8 saat
sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4-48: Sertakonazol Konvansiyonel (Zalain) formiilasyonunun uygulanmasinin 8 saat
sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4-49: Kontrol deriye ait (formiilasyon uygulamasi yapilmamis olan) ATR-FTIR
spektrumu
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5. TARTISMA

Son yirmi yildir yiizeysel ya da sistemik mantar enfeksiyonlarinin goriilme sikligi
giderek artmaktadir. Ayrica, AIDS gibi immiinojenik hastaliklarin eslik ettigi
durumlarda mantar enfeksiyonlarini tedavi etmek daha da giliglesmektedir. Gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde ortalama 40 milyon kisi mantar enfeksiyonu gecirmektedir

(Glngor ve ark. 2013; Lalit ve ark 2014)

Insan yasamimi ve saghgm tehdit eden biri olan mantar enfeksiyonlar1 su sekilde
siiflandirilabilir: (a) mantar proteinlerine karsi alerjik reaksiyonlarin gelistirilmesi, (b)
bazi mantarlarda bulunan toksinlere karsi toksik reaksiyonlarin olusmasi, (c)
enfeksiyonlar (mikozlar). Saglikli bireyler yiizeysel, kiitandz, subkiitan6z ve bazi
durumlarda sistemik enfeksiyonlara kars1 duyarlidir ve bu enfeksiyonlar atlet ayagi ve
tirnak enfeksiyonlarindan ciddi, hayat1 tehdit edici, yaygin hastaliklara kadar
(histoplazmozis gibi) gesitli durumlara sebep olabilirler (Kathiran ve ark 2012).

Oral antifungal tedaviyle ciddi hepatik toksisite, nadiren Stevens-Johnson sendromu
ciddi yan etkiler ve ilacin sitokrom P450 sistemiyle metabolize edilmesinden dolay1
baz1 ilag etkilesimleri goriilebilir (Kaur ve ark 2010). Bu nedenle, mantar
enfeksiyonlarmin tedavisinde ilaglarin enfeksiyon alanina hedeflendirilmesi, sistemik
yan etkilerin azalmasi, tedavinin etkinliginin ve hasta uyuncunun artmasi gibi
avantajlart nedeniyle ilk tercih topikal tedavidir (Giingor ve ark.). Ancak, antifungal
ilaglarin topikal uygulanmasinda derideki ila¢ konsantrasyonu terapotik agidan etkin
seviyelerine ulagilmalidir. Diger taraftan, etkin maddeler derinin en dis tabakasi olan
stratum corneumu gegerek derinin daha alt tabakalarina 6zellikle de canli epidermise
ulagmalidirlar. Derinin 6zellikle invazif mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde temel
yaklasim ilacin derinin daha derin katmanlarina penetrasyonun saglanmasidir (Lalit ve
ark 2014). Dermal uygulamadan sonra antifungal ilaglarin canli epidermiste etkin
terapotik seviyelere ulagmasi istenir. Dermal ila¢ salimindaki en biiyiik engel stratum
corneum dur ve bu tabakanin gegirgenligini artirmak icin yeni formiilasyon yaklasimlari
aragtirilmaktadir. Koloidal sistemler, vezikiiler tasiyicilar ve nanopartikiillerin de
arasinda bulundugu yeni ilag salim sistemleriyle ilaclarin deriye salimi ve deriden

penetrasyonu artirilabilir (Giingor ve ark. 2013; Kaur ve ark 2010).
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Vorikonazol, triazol turevi olan dar spektrumlu azol tirevi antifungal bir
ajandir. Vorikonazol suda az ¢dziinen lipolifilik bir ilactir. Invazif aspergillozis ve ciddi
mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir, piyasada 50 mg ve 100 mg’lik oral
tabletleri (Vfend®) ve 200 mg/flakon dozunda enjeksiyonluk toz intravendz
formiilasyonlar1 (Vfend®) bulunmaktadir. Vorikonazoliin yan etkileri; ates, anormal
gorme, kasinti, bulanti, kusma, ishal, sepsis, bas agrisi, solunum bozuklugu ve periferal
0demdir (Jeu L. ve ark 2003) Vorikonazol kullanimina bagli gérme anomalilerinden
hepatik enzimlerde ylkselmelere kadar biiyiik yan etkiler gézlenir ve ilag etkilesimleri
acisindan yiiksek potansiyele sahiptir. Ayrica karaciger yetmezligi olan hastalarda doz

azaltilmasi Onerilir.

Sertakonazol benzotiyofen halkasi igeren imidazol tiirevi, dar spektrumlu antifungal bir
ilagtir.  Sertakonazoliin fungistatik, fungisidal, antibakteriyel, antienflamatuar,
antitrikomonal ve antipiriiritik etkileri diger imidazol tiirevlerinden daha istiin
bulunmustur. Piyasada topikal preparat olarak %2 lik krem ve ¢o6zeltisi, vajinal olarak
300 mg’hik tablet ve 500 mg’lik supozituvarlart (Dermofix®, Ertaczo®,
Ginedermofix®, Monazol, Mykosert®, Zalain®) bulunmaktadir. Sertakonazoliin deri
tizerindeki yan etkileri kontakt dermatit, deride kizarma ve kuruluk olarak

siralanmaktadir (Pfaller ve Sutton, 2006).

Mikroemiilsiyonlar yag, su ve silirfaktan ve genellikle bir koslirfaktan
kombinasyonundan olusan, optik olarak izotropik, termodinamik olarak stabil, berrak
koloidal sistemlerdir. ilag ve gida sanayisindeki potansiyel uygulamalarindan dolay1 son
yillarda mikroemdiilsiyonlar arastirmacilar tarafindan oldukca fazla c¢alisilmaktadir
(Kogan ve Garti 2006). Mikroemiilsiyon olusumunu etkileyen faktorler: (1) yag,
siirfaktan, kosiirfaktan ve sulu fazin yapist ve konsantrasyonu, (2) yag/siirfaktan ve
sirfaktan/kosurfaktan orani, (3) sicaklik, (4) ortamin pH’st ve (5) etkin maddenin
hidrofilik/lipofilikligi gibi fizikokimyasal Ozellikleridir. Mikroemulsiyonlar sadece
hazirlanmalart kolay ve ucuz oldugu i¢in avantajli degildir, ayrica deriye ilag

penetrasyonunu artirdiklari i¢in biyoyararlanimi da artirirlar. (Kogan ve Garti 2006).

Calismamizda vorikonazol ve sertakonazoliin deriden penetrasyonunun
artirilmasi i¢in mikroemiilsyon formiilasyonlarinin optimizasyonu arastirildi. {laglarin
HPLC analizi i¢in metotlar gelistirildi ve validasyonu yapildi. On formiilasyon

caligmalar1 kapsaminda; mikroemiilsiyon olusumu icin farkli yardimci maddeler
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kullanilarak faz diyagramlar1 ¢izildi ve gerekli oranlar tespit edildi. Segilen
mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 damlacik boyutlari, polidispersite indeksleri, pH,
iletkenlik ve refraktif indeksleri bakimindan degerlendirilerek karakterize edildi. Secilen
formiilasyonlarin stabilitelerini degerlendirmek iizere mikroemiilsiyonlar bazi stres
kosullarina maruz birakilarak damlacik boyutlar1 ve fiziksel goriintigleri bakimindan
incelendi. Secilen formiilasyonlardan etkin maddelerin salim 6zellikleri sentetik
membranlar kullanilarak degerlendirildi ve en yiliksek salim hizina sahip olan
formiilasyonlar konvansiyonel formiilasyonlariyla bantla soyma teknigi kullanilarak

deriden penetrasyonu agisindan karsilastirildi.

Analitik validasyon g¢alismalari kapsaminda; (Tablo 4-10) vorikonazol g¢dzeltilerinin
HPLC validasyon ¢alismalar1 yapildi. Akis hiz1 1.3 ml/dk ve alikonma siiresi 8.5 dakika
olarak bulundu. Microsoft Excel 2007 programi kullanilarak egri altinda kalan alanin,
konsantrasyona karsi grafigi ¢izilerek (AUC/Konsantrasyon) korelasyon katsayisinin
(rz) 0.999 oldugu saptandi. Vorikonazol HPLC analiz metodunun giinler arasi
tekrarlanabilirligi (Tablo 4-2) konsantrasyonlarindaki ¢6zeltiler kullanilarak incelendi.
Ardisik ti¢ glin boyunca degerleri elde edilerek giinler arasi tekrarlanabilirliin iyi
oldugu gosterildi. Giin i¢i tekrarlanabilirligini gosterebilmek amaciyla ii¢ ayr1 6rnek i¢in
HPLC analizi yapildi ve Orneklerin konsantrasyonlar1 belirlendi. Bu islem ayni giin
icinde Ui¢ defa tekrarlandi ve % RSD degerleri <% 1.67 elde edilerek giin i¢i
tekrarlanabilirligin 1yi oldugu gosterildi. Yontemin teshis limiti 0.003 pg/ml ve
minimum miktar tayin limiti 0.011 pg/ml olarak hesaplandi. ICH kilavuzuna gore,
gelistirilen analitik yontem validedir ve yapilan calismalarda vorikonazoliin miktar

tayini i¢in kullanilabilecegine karar verildi.

Sertakonazoliin HPLC miktar tayini metodunun gelistirilmesi i¢in 6rnekler fotodiyot
dedektor iceren bir HPLC ile gradiyent akis verilerek analiz edildi. Maksimum UV
absorbsiyonu 230 nm olarak saptandi. Mobil faz bilesenlerinin oranimin bulunmasi
amaciyla sisteme gradiyent akis verildi ve en iyi Asetonitril: NaH,PO, .H20 orani
(45:55) (h/h) olarak saptandi. Bu oran ve maksimum absorbsiyon degeri kullanilarak

yiiksek hassaslikta bir pik elde edilmistir.

Sertakonazolun HPLC analiz metodunun validasyonu igin Tablo 4-4’¢ gore

konsantrasyolarinda 6rnekler hazirland1 ve her birindeki ilag miktar1 belirlenerek egri
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altinda kalan alanin, konsantrasyona kars1 grafigi (AUC/Konsantrasyon) ¢izildi. Elde
edilen dogru denkleminin korelasyon katsayisi (r2) 1 ve % RSD degerleri <% 1.32
olarak hesaplandi. Giinler arasi ve giin i¢i tekrarlanabilirligi (Tablo 4-5 ve Tablo 4-6 )
sterebilmek amaciyla Orneklere HPLC analiz yapildi. Ardisik ii¢ giin boyunca
tekrarlanan analizlerle giinler arast % RSD degerleri <% 0.72 olarak, giin i¢i % RSD
degerleri <% 1 olarak hesaplandi. Yontemin teshis limiti 0.005 pg/ml ve miktar tayin
limiti 0.015 pg/ml olarak hesaplandi. ICH kilavuzuna gore, gelistirilen analitik yontem
validedir ve yapilan calismalarda sertakonazoliin miktar tayini i¢in kullanilabilecegine

karar verildi.

Yeni mikroemulsiyon formilasyonlarinin gelistirilmesi i¢in vorikonazoliin farkli
bilesenlerdeki ¢ozliniirligiiniin saptanmasi gerekir. Bunun igin oleik asit, izopropil
miristat (IPM), Transcutol ve Tween 80 iceren ependorf tiplerinin icine
¢ozlinebileceginden fazla miktarda vorikonazol ilave edildi. Her bir ependorf tupi 72
saat boyunca bir orbital karistiricida calkalandi, sonra 15 dk santriflyj edildi ve iistte
kalan kisim 0.45pum memban filtreden siiziilerek ¢oziinmeyen partikiiller uzaklastirildi.
Gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra siiziintiideki vorikonazol miktar1 valide edilmis

HPLC yontemiyle analiz edildi.

Vorikonazoliin hesaplanan ¢oziiniirlikkleri (a/a) soyledir: Tween 80’deki 0.044,
etanoldeki 0.098, oleik asitteki 0.0486, Transcutol’deki 1.598 ve IPM’deki 0.009 g/g
olarak belirlendi (Tablo 4-7). Vorikonazol en fazla Transcutol iginde ¢Oziinmiistiir.
Vorikonazol’iin ¢6ziiniirliik degerleri azalan siraya gore sdyledir: Transcutol > Etanol >
Oleik asit > Tween 80 > IPM. Bu sonuclara gore; IPM ile karsilastirildiginda
vorikonazol’iin daha fazla c¢oziiniirligiinden dolayr oleik asit yag fazi olarak
mikroemiilsiyon olusumu i¢in daha iyi bir bilesendir. Etanol ile karsilastirildiginda ise
vorikonazoliin daha fazla ¢oziiniirliiglinden dolayr Transcutol kosiirfaktan olarak
mikroemiilsiyon olusumu icin daha iyi bir bilesen olacaktir. Mikroemiilsiyon
formilasyonlarinin olusumunu etkileyen ¢oziiniirliik disindaki 6nemli faktorlerden birisi
de mikroemiilsiyonlarin stabilitesidir. Transcutol ile hazirlanan mikroemiilsiyon
formiilasyonlarimin su tutma kapasiteleri daha yiiksek saptandi ve formiilasyonlarin
stabil olmadig1 gozlendi. Birkag¢ giin sonra bulaniklik olustu ve bu yilizden kosiirfaktan

olarak Transcutol yerine etanoliin kullanilmasina karar verildi.
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Mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin hazirlanmasi ig¢in gerekli bilesenler, etkin
maddelerin  bu  bilesenler igindeki  ¢ozlnirliklerine ve  mikroemulsiyon
formiilasyonlarinin stabilitesine gore segildi. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
gelistirilirken su ile titrasyon yontemi kullanildi. Bu amagla farkli oranlardaki siirfaktan
ve kosiirfaktan olarak belirlenen maddeler yag fazi igerisine ilave edildi ve homojen bir
karisim elde edilinceye kadar karistirildi. Bu karisima sistemin bulaniklastigi noktaya

kadar damla damla distile su ilave edildi.

Mikroemiilsiyon  formiilasyonlarinin  olusabilmesi icin  gerekli olan
slirfaktan/kosurfaktan oranlari, yag fazi ve su fazinin miktarlan belirlendi. Daha dogru
ve daha kolay formiilasyon hazirlamak ve faz diyagramindaki mikroemiilsiyon alanin
belirleyebilmek amaciyla bir mikroemiilsiyon gézlem formu olusturuldu (Tablo 3-3).
Bu gozlem formunda suyun her ilave edilmesini takiben tiim bilesenlerle ilgili yiizde
degerlerinin tamami 6nceden hesaplanmistir. Karisima her su eklenmesi su iceriginde %
5 artigla sonuglanmaktadir. Su ile titrasyon sonucunda mikroemiilsiyon olusup

olugmadigi gorsel olarak degerlendirildi ve bu gézlem formuna kaydedildi.

Onceden hesaplanan mikroemiilsiyon bilesenlerinin oranlari sonrasinda baska
hesaplama yapilmadan direkt olarak Grapher 9 (Golden Software Inc. v.9) programina
aktarilarak tliggen faz diyagramlari ¢izildi. Bu prosediir sayesinde mikroemiilsiyon
formiilasyonu i¢in gerekli bilesenlerin oranlar1 daha hizli degerlendirildi ve liggen faz
diyagramlarindaki mikroemiilsiyon alanlarinin smirlar1 daha dogru bir sekilde

belirlenmis oldu.

Oleik asit, Tween 80, Transcutol ve su igeren formiilasyonlarda; oleik asit yag fazi
olarak, Tween 80 sirfaktan olarak, Transcutol kosurfaktan olarak ve su hidrofilik faz
olarak kullanilmistir. Siirfaktan:kosiirfaktan oranlar1 1:1, 1:2, 1:3, 2:1 seklindedir (Sekil
4-7, Sekil 4-8, Sekil 4-9, Sekil 4-10). 1:3 siirfaktan:kosiirfaktan oraninin kullanildig
formiilasyonda maksimum su igerigi %40’a ulasti ve yiiksek viskoziteden dolay1
kopirme meydana geldi (Sekil 4-10: Oleic Asit, Tween80, Transcutol igeren
mikroemulsiyon sistemlerinin iiggen faz diyagramlar1 (siirfaktan:kostirfaktan oran;

1:3).

IPM, Tween 80, Transcutol ve su igeren formiilasyonlarda; IPM yag fazi olarak, Tween
80 surfaktan olarak, Transcutol koslrfaktan olarak ve su hidrofilik faz olarak
kullanilmistir. Siirfaktan:kostirfaktan oranlari 1:1, 2:1, 1:2 seklindedir (Sekil 4-12, Sekil
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4-13, Sekil 4-14). Hazirlanan formiilasyonlarin su tutma kapasitesi ve viskozitesi iyi
olmasia ragmen formiilasyonlar bir gece bekletildikten sonra faz ayrimi gézlendi ve

formiilasyonlar stabil olmadigindan dolay1 elendi.

IPM, Tween 80, propilen glikol ve su igeren formiilasyonlarda; IPM yag fazi olarak,
Tween 80 surfaktan olarak, propilen glikol kosurfaktan olarak ve su hidrofilik faz olarak
kullanilmistir. Siirfaktan:kosiirfaktan oranlar1 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1.5, 2:1, 3:1, 5:1
seklindedir (Sekil 4-15-Sekil 4-22). Bu formiilasyonlarin viskozitesi yiiksek oldugundan

dolay1 mikroemiilsiyondan ziyade mikroemiiljel olusumuna yatkinlik gozlendi.

Oleik asit, Tween 80, PEG 400 ve su iceren formilasyonlarda strfaktan:kosurfaktan
orani 1:1°dir (Sekil 4-23). Bu sistemde viskozite ¢ok yiiksek bulundu ve diisiik su tutma

kapasitesi gozlendi. Bu yiizden bu formiilasyonlar da elenmistir.

Oleik asit, Tween 80, etanol ve su iceren formilasyonlarda 1:1, 1:2, 2:1
stirfaktan:kosiirfaktan oranlart kullanildi ve ii¢gen faz diyagramlan c¢izildi (Sekil 4-11,
Sekil 4-12, Sekil 4-13). 1:1 siirfaktan:kosiirfaktan oraninda igeren formiilasyon %55’e
kadar su tutma kapasitesine sahipti. Ayrica stabilitesi iyiydi, tiggen faz diyagraminda
genis bir mikroemiilsiyon olusum alanina sahipti ve kullanimi agisindan uygun
viskozite degerlerine sahipti. Bu sebeplerden dolayi ila¢ yiikklenmesi i¢in bu orandaki
formilasyon secildi (Tablo 4-9).

Sec¢ilen orandaki mikroemiilsiyon formiilasyonlarina %1 oraninda vorikonazol
yiiklendi, stabilite ve karakterizasyon calismalar1 yapildi. Sertakonazoliin de imidazol
tiirevi bir antifungal ilag oldugunu ve vorikonazol ile benzer fizikokimyasal 6zelliklere
sahip oldugunu gbz oniine alirsak secilen mikroemiilsiyon formiilasyonuna sertakonazol
de yuklenebilir. Segilen mikroemulsiyon sisteminde yedi farkli formiilasyona %2
oraninda sertakonazol yiiklendi, stabilite ve karakterizasyon c¢alismalar1 yapildi.

Mikroemiilsiyonlarin igerdigi su miktar1 %15-30 arasindadir.

Bos  mikroemiilsiyonlara  etkin  maddelerin  eklenmesiyle  (Tablo  4-8)
mikroemiilsiyonlarin fiziksel o6zelliklerinde meydana gelebilecek ufak degisiklikleri
onlemek amaciyla formiilasyonlar {iggen faz diyagramindaki mikroemiilsiyon olusum

sinirlarina yakin olmayan kisimlardan seg¢ilmistir.

llag yiiklii mikroemiilsiyonlarin hazirlanmas1 amaciyla Etanol Tween 80 ile

birlikte 30 dakika boyunca karistirilarak bir siirfaktan karigimi olusturulmustur ve daha
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sonra stirfaktan karigimi oleik aside ilave edilerek manyetik bir karistirict yardimiyla 30
dakika boyunca karistirtlmistir. %1 vorikonazol veya %2 sertakonazol bu karisima ilave
edilmistir. Olusan karigim 48 saat boyunca manyetik bir karigtiriciyla karistirilmistir,
daha sonra miktar1 6nceden belirlenen oranda su, karisim devamli karistirilarak damla
damla karisima ilave edilmistir. Ilag yiiklii mikroemiilsiyonlarin olusmasi ve sistemin

dengeye gelmesi i¢in 24 saat bekletilmistir.

SE, SD ve SH formiilasyonlar1 su eklenmeden once bulanikti ve ¢okme
gozlendi. Su eklendikten sonra mikroemiilsiyonlarin sertakonazolii ¢6zme kapasitesi

arttigindan dolay1 berrak ve stabil mikroemiilsiyonlar elde edildi.

Her bir formiilasyonun damlacik boyutunun belirlenmesi igin 6rnekler alindi, 0.45um
membran filtreden siiziildii ve Zetasizer cihazi ile analiz edildi. Hem bos hem de ilag
yiiklii mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutlart 1.8-12.9 nm arasinda bulundu (Tablo 4-
11). Bu analiz 14 giin sonra tekrarlandi ve mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutlarinda
onemli farkliliklar saptanmadi (Tablo 4-13). Bu sonuglara gére mikroemiilsiyonlarin
damlacik boyutlar1 bu siire boyunca stabil oldugu saptandi. Daha sonra mikroemdiilsiyon
formiilasyonlar stres kosullarina maruz birakilarak damlacik boyutlarindaki degisimleri

arastirildi.

Mikroemulsiyonlarin stres kosullari altindaki stabilitesini degerlendirmek amaciyla
ornekler -15 °C’de 24 saat saklandi, sonra 25° C’de 24 saat bekletildi ve bu islem ¢
defa tekrarlandi. Daha sonra her bir formiilasyonda faz ayrimi olup olmadigina bakildi
ve mikroemiilsiyolarin damlacik boyutlar1 ZetaSizer cihazi ile 6lgiildii (Tablo 4-12).
Mikroemilsiyonlarin fiziksel goriiniisiinde hicbir degisiklik olmadigi ve faz ayrimi
bulunmadig1 gézlemlendi. Stres kosullarina maruziyet sonrasinda mikroemiilsiyonlarin
damlacik boyutunda 6nemli bir degisiklik olmadigi da saptandi. Mikroemiilsiyon
formiilasyonlart  5+1°C’de  buzdolabinda 30 giin boyunca saklandi ve
mikroemiilsiyonlarin fiziksel goriiniislerinde bir degisiklige rastlanmadi. Tiim 6rnekler
6 ay boyunca oda sicakliginda saklandi ve diizenli olarak fiziksel goriiniislerinde bir
degisiklik ya da faz ayrimi acisindan degerlendirildi. Higbir formiilasyonda fiziksel
degisiklige rastlanmadi. Mikroemiilsiyonlarin 2.5 ml’si 30 dk boyunca Hettich D-2700
tip 2041 santrifiij cihazi kullanilarak 1500 rpm’de santrifiij edildi. Higbir fiziksel

degisim ya da faz ayrimi gozlenmedi, 6rnekler berrak ve stabil oldugu goézlemlendi.
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Abbe refraktometre cihazi kullanilarak olgiilen refraktif indeks degerleri Tablo 4-10’da
gosterilmistir. Bu degerler literatiirde hazirlanan mikroemiilsiyonlarin refraktif indeks

degerleriyle uyumludur. (Moghimipour ve ark 2013)

GF, SG ve G formiilasyonlarmin igerdigi su miktarinin mikroemiilsiyonlarin
iletkenligine olan etkisi incelendi. Mikroemiilsiyonlar en az miktarda su kullanilarak
hazirland1 ve su miktar1 artirilirken mikroemiilsiyonlarin iletkenligi 6l¢iildii. Su miktar1
arttikca iletkenlikte kademeli olarak artis gdzlendi. Elektrik iletkenliginde ani bir artisin

olmamasi faz ayriminin olmadigin1 géstermektedir. (Hathout ve ark 2010a)

Tiim formiilasyonlarda artan su miktariyla birlikte iletkenlikte artis gozlendi. Bos
mikroemiilsiyonlarla %1 vorikonazol yiiklii mikroemiilsiyonlarin iletkenliklerinde ¢ok
farklilik gozlenmedi ancak %2 sertakonazol yiikli mikroemiilsiyonlarn (SG2)
iletkenliginin bos emiilsiyonlara gore daha yiiksek oldugu goriildi. Bu durumun
Sertakonazol’iin  su  fazinda daha fazla oranda c¢Ozlinmesi nedeniyle

mikroemiilsiyonlarin elektrik iletkenliginin artmasina bagli oldugu diistintilmektedir.

A, B, C, D, E, G ve H kodlu bos mikroemiilsiyonlarinin pH degerleri ii¢ kere 6l¢uldii ve
SD degerleri hesaplandi. Biitiin formiilasyonlarin birbirine yakin degerlerde ve hafif
asidik pH degerlerinde oldugu goriildii (Tablo 4-9). Bos mikroemiilsiyonlarin iletkenlik
degerleri 9.61+0.4 pS/cm (formilasyon E) ve 29.75+0.09 uS/cm (formilasyon D)
arasinda degigmektedir. Formiilasyon E’nin en disiik iletkenlik degerine sahip
olmasinin nedeni en az miktarda (%10) su icermesidir. Formiilasyon D %30 oraninda su
icerdigi icin daha fazla elektrik iletkenligine sahiptir. %1 vorikonazol yiikli
mikroemiilsiyonlarin (AF, BF, CF, DF, EF, GF, HF) 6l¢iilen pH degerleri Tablo 4-9°da
gosterilmistir.  Bos  mikroemiilsiyonlarla  karsilastirildiginda;  vorikonazoliin
mikroemiilsiyonlarin pH’s1 lizerinde bir etkisinin olmadig1 saptandi. %1 vorikonazol
yiiklii mikroemiilsiyonlarin (AF, BF, CF, DF, EF, GF, HF) iletkenlikleri Tablo 4-9’da
gosterilmistir. Bu sonuglara gore bos mikroemiilsiyonlara vorikonazol yiklenmesi
formiilasyonlarin pH ve iletkenlik degerlerini ¢ok fazla degistirmemistir ancak %2
sertakonazol igeren mikroemiilsiyonlarin pH ve iletkenlik degerlerinde degisiklik
gozlenmistir (Tablo 4-9). %2 sertakonazol nitrat yiiklii mikroemiilsiyonlarin (SA, SB,
SC, SD, SE, SG, SH) ol¢iilen iletkenlik degerleri Tablo 4-9°da g0sterilmistir. Bu

degerler bos ya da %1 vorikonazol yiikli mikroemiilsiyonlarla karsilastirildiginda;
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sertakonazoliin  eklenmesiyle etkin  maddenin  tuzunun iyonizasyonu ile

mikroemiilsiyonlarin asitlik derecesinin ve iletkenliginin arttif1 gézlenmistir.

Mikroemilsiyonlarin bilesenlerinin oranlar1 géz oniine alindiginda, su miktari arttikca
faz ayrimmin gozlenmemesi mikroemiilsiyonlarin Y/S (su iginde yag) tipi

mikroemiilsiyonlar oldugunu gostermektedir (Djordjevic ve ark 2004).

Vorikonazoliin secilen formilasyonlardan salimini incelemek amaciyla Franz diflizyon
hlcrelerinden in vitro kosullarda salim calismasi gergeklestirilmistir.  Calismada
reseptor faz olarak serum fizyolojik/PEG 400 (3:2) karisimi kullanilmistir. 0.45pum’lik
membran filtreler dondr ve reseptér faz arasina yerlestirilmistir. Formiilasyonlardan
(CF, DF, EF, GF and HF2) 1’er ml donér faza eklenmistir (Yéntem 3.2.12). In vitro
salim caligmasinda vorikonazol yiiklii (Su:Siirfaktan karisimi:Oleik asit) iceren CF
(25:60:15), DF (30:56:14), EF (10:55:35), GF (25:56:19) ve HF (15:55:30) kodlu
mikroemiilsiyon formiilasyonlarindan etkin maddenin salim karakteristigi incelenmistir.
Vorikonazol yiiklii mikroemiilsiyonlarin membrandan ge¢is hizi (aki) degerleri Fick
Yasas1 ve denge durumu gdz Oniine alinarak hesaplanmigtir. EF formilasyonunun en
yiiksek salim hiz1 (ak1) degerine sahip oldugu saptanmustir (116.5 pg/cm?) (Tablo 4-19,
Sekil 4-31).

Elde edilen bulgular; mikroemiilsiyonlarin yag miktarinin artirilmasiyla vorikonazoliin
membrandan salim hizinin arttigini géstermistir. Bu durumun etkin maddenin lipofilik
karakterde olmasi nedeniyle fomiilasyondaki c¢oziiniirliiiiniin ve dolayist ile
termodinamik aktivitesinin artmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (Kumar ve

Sinha 2014).

EF formiilasyonunun yag igerigi arttikga vorikonazoliin sentetik membrandan
penetrasyonu da artmistir. Bu durumun formiilasyonlarda kullanilan yaglarin (oleik asit)
derinin permeabilitesini, Ozellikle lipit tabakanin gecirgenliginin artirmasina bagh
olabilecegi dlsiiniilmektedir. (Wiliam ve Barry 2004). Bu yizden bu formulasyon
hayvan derisinin kullanildig1 in vitro permeasyon caligmalarinda kullanilmak {izere

secildi.

Sertakonazoliin segilen formiilasyonlardan salimini incelemek amaciyla Franz diflizyon
hicrelerinden salim c¢alismalar1 gergeklestirilmistir.  Sertakonazol igin en uygun

reseptor fazin belirlenmesi amaciyla farkli pH’larda farkli bilesenler kullanilarak
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¢cOziinlirlik calismast gerceklestirildi. Deriden ge¢is calismalarinda sink kosulun
saglanmasi i¢in uygun reseptor fazinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir (Ramteke ve ark

2014).

Sertakonazol ile yapilan ilk gegis caligmasinda reseptdr faz olarak su:etanol
(50:50) kullanildi  (Sahoo, Barik, Pani, & Sahoo, 2011) fakat birka¢ saat sonra
kullanilan membranin biitiinliigiiniin bozuldugu ve reseptor fazin bulaniklagtigi fark
edildi. Bu yiizden yeni reseptor fazi i¢in aragtirmalar yapildi. Calismamizda etanol
miktarinin azalmasinin sertakonazoliin ¢Oziiniirliigli {izerine olan etkisi arastirildi.
Sertakonazol nitratin etanol:su (30:70) karisimndaki ¢oziintirliigii 1701 pg/ml olarak
bulundu. Bu ¢6ziiciideki suyun yerine pH=4 tampon ¢ozeltisi eklendiginde sertakonazol
nitratin ¢oziiniirliglinde azalma oldu (399 pg/ml). Etanol eklenmeden sadece tampon
¢ozeltisindeki ¢ozintirligi ise 2 pg/ml olarak hesaplandi (Tablo 4-21). Deneme amagh
yapilan salim c¢alismalarindan sonra etanol:su (30:70) oranindaki reseptor ortaminin
membran biitlinliigiinii bozmadig1 ve reseptdr ortaminin bulaniklasmadigi gozlendi. Bu

orandaki reseptor faz, salim ¢alismalarinda kullanilmak tizere secildi.

Sertakonazoliin segilen formiilasyonlardan salimini incelemek amaciyla Franz diflizyon
hiicrelerinden salim ¢alismasi gergeklestirilmistir. 0.45um’lik membran filtreler donor
ve reseptor faz arasina yerlestirilmistir. Formiilasyonlardan (BS, CS, DS, ES, GS and
HS) 1’er ml dondr faza eklenmistir. Donér fazda sink kosulun saglanmasi amaciyla
reseptor faz 500 rpm’de karistirilmistir. Franz difiizyon hiicrelerinden madde kaybinin
ve buharlasmanin 6nlenmesi igin acik yerler parafilm ile kapatilmistir. Onceden
belirlenen zamanlarda dondr kompartmandan 6rnekler alinmigtir. Membrandan gegen

kiimiilatif sertakonazol nitrat miktar1 hesaplanmstir.

In vitro salim calismasinda kullanilan %2 sertakonazol nitrat yiiklii mikroemiilsiyon
formiilasyonlar1 (Su:Siirfaktan karisimi:Oleik asit) karisimimdan olusan BS (20:64:16),
CS(25:60:15), DS (30:56:14), ES (10:55:35), GS (25,56,19), HS (15:55:30) kodlu
formiilasyonlardir. Sertakonazol nitrat yiiklii mikroemiilsiyonlarin membrandan gegis
hiz1 (aki) degerleri sink kosul ve denge durumu goz Oniine alinarak hesaplanmistir.
Formiilasyonlar1 i¢in salim hizi (aki) degerleri hesaplanmistir. En fazla su igeren
formiilasyon oldugundan dolay1 DS formiilasyonu en fazla aki yiiksek salim hiz1 (aki)

degerine sahiptir (116.1 pg/cm?) (Tablo 4-20, Sekil 4-42).
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Sertakonazoliin logP degeri 6.2°dir ve vorikonazolden daha lipofilik 6zelliktedir. Bu
ylizden formiilasyonun igerdigi su miktar1 arttikca sertakonazoliin mikroemiilsiyondan

salim hiz1 da artmistir

Sertakonazolin mikroemulsiyonlardan deriye permeasyonunun incelenmesi
amactyla 750 um kalinliginda dermatom edilmis domuz derileri Franz difiizyon
hiicrelerinde dondr ve reseptor faz arasina yerlestirildi Derinin farkli tabakalarina
penetre olan sertakonazol miktarlar1 bantla soyma yontemiyle (Wiedersberg ve Nicoli
2012) belirlendi. Deriler 24 saat sonra ortamdan uzaklastirildi ve diiz bir zemine
yerlestirildi. 3M yapiskan bantlar kullanilarak bantla soyma iglemi gergeklestirildi.
Bantla soyma islemindeki degiskenlerin azaltilmasi amaciyla bantlara esit siirede esit
miktarda basing uygulandi. Deri Orneklerinin yapisal farkliliklar1 ve igerdikleri kil
folikiilii sayilar1 kontrol edilemeyen parametrelerdir. Her bantla soyma isleminde
sertakonazol miktar1 belirlendi (Yontem 3.2.14). Bantla soyma islemi su siraya gore
gerceklestirildi: T1, deriye penetre olmayan ilaci igeren ilk banttir. T4, T1’den sonra
basaril1 bir sekilde alinan 4 banttir. T10, T4’ten sonraki 5 banttir. T15, T10’dan sonraki
5 banttir. T20, T15’ten sonraki 5 banttir. Her bir bant grubu birlikte ekstrakte edildi ve
gruplarin igerdikleri sertakonazol miktarlart (Lademannv ve ark 2009) metoduna gore

belirlendi.

Elde edilen bulgulara gore, %2 sertakonazol iceren DS formulasyonu igin stratum
corneum da bulunan ilag miktar1 50.3+3,1 ug/cmz, dermiste bulunan ila¢ miktar
89.05+3,2 pglcm? ve toplamda deriye penetre olan ila¢ miktari 139,35+3,1 pg/cm?
oldugu hesaplanmigtir (Tablo 4-29). Diger taraftan; %2 Zalain krem preparati i¢in
stratum corneum da bulunan ilag miktar1 37,25+0,37 pg/cm? dermiste bulunan ilag
miktar1 45,07+3,2 ug/cm2 ve toplamda deriye penetre olan ilag miktar1 82,32+0,7
ng/cm? olarak hesaplanmistir (Tablo 4-30). %2 sertakonazol iceren DS kodlu
mikroemiilsiyon formiilasyonu, Zalain krem ile karsilastirildiginda; sertakonazoliin
deriye penetrasyonunun anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur (P < 0.05). %1
vorikonazol iceren EF formulasyonu icin stratum corneum da bulunan ila¢ miktar
76.83+1.00 pg/cm?, dermiste bulunan ila¢ miktar1 48.59+ 1,4 pg/em® ve toplamda
deriye penetre olan ila¢ miktar1 155+1.5 ug/cmz’dir (Tablo 4-31). Laboratuvarda
hazirlanan %1 vorikonazol igeren konvansiyonel krem formiilasyonu icin stratum

corneum da bulunan ila¢ miktar1 29,73+£3,5 ug/cmz, dermiste bulunan ilag miktari
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18,01+8,7 pg/cm? ve toplamda deriye penetre olan ilag miktari 47,47+6,3 pg/cm? olarak
hesaplanmustir. %1 vorikonazol iceren EF kodlu mikroemulsiyon formilasyonu, ayni
konsantrasyonda vorikonazol igeren konvansiyonel krem formilasyonuna gore deriye

anlamli olarak daha yiiksek oranda etkin madde penetre olmustur (P < 0,05).

In vitro penetrasyon bulgularina dayali olarak; mikroemiilsiyonlarin topikal uygulamada
deriden gecisi artirma yaklasimlar1 olan lipofilik ve asir1 lipofilik karakterdeki etkin
maddelerin formiilasyon igerisindeki ¢oziintirliigliniin artmasi ile agiklanabilir. Ayrica
formiilasyon bilesimlerinin deriden gegisi arttirmalari; derinin membran biitlinliiglini

bozmasina bagli olabilecegi diisiinilmektedir (Muzaffar ve ark 2003).

Sertakonazol ve vorikonazol yiiklii mikroemiilsiyonlarin stratum corneum hiicrelerarasi
lipitleri iizerindeki etkilerini arastirmak amaci ile in vitro penetrasyon caligmasini
takiben ATR-FTIR spektroskopisi analizleri gergeklestirildi. Yontem 3.2.15°te
anlatildigr sekilde yapilan ATR-FTIR ¢aligsmasinin ardindan elde edilen C-H asimetrik
(2920 cm-1) ve simetrik (2950 cm-1) gerilme bantlarindaki degisimlere ait sonuglar
Tablo 4-32’te wverildi. Vorikonazol yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
uygulanmasinin 8 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumlart Sekil
4-45 ve Sekil 4-49°de gosterildi. Sertakonazol piyasa preparati Zalain’in ve hazirlanan
vorikonazol konvansiyonel merheminin de ayn1 kosullar altinda uygulanmasindan sonra
deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumlar1 Sekil 4-46 ve Sekil 4-48’de, kontrol

olarak kullanilan deriden alinan spektrum ise Sekil 4-49’de gosterildi.

Stratum corneum’daki hiicreleraras: lipitlerin alkil zincir diizeninde sicaklia bagh
olarak gergeklesen bozulmalar, C-H asimetrik (2920 cm-1) ve simetrik (2950 cm-1)
gerilme bantlarinin dalga numaralarmin daha yiiksek degerlere kaymasina neden olur
(Jadoul ve ark. 1996; Naik ve Guy. 1997; Stuart 2004). Calismamizda kontrol derisine
ait spektrumda asimetrik ve simetrik gerilme bantlarinin dalga numaralarn sirasi ile
2917,86 cm™ ve 2851,36 cm™ olarak saptanmustir ve bu degerler lipit ¢ifte tabakanin
kristalize faz diizeninde olduguna isaret etmektedir. Vorikonazol’ln mikroemulsiyon
formiilasyonlar ile asimetrik ve simetrik gerilme bantlarinin dalga numaralarinda sirasi
ile 549 ve 3,15’lik artis saptanmustir. Vorikonazol’in kontrol formiilasyonlari ile

asimetrik ve simetrik gerilme bantlarinin dalga numaralarinda artig saptanmamustir.

Sertakonazol’ln mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 ile asimetrik ve simetrik gerilme

bantlarinin dalga numaralarinda siras1 ile 5,44 ve 2,86’lik artis saptanmistir.
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Sertakonazol’Un kontrol formiilasyonlar: ile asimetrik bantlarinin dalga numaralarinda
sirast ile 1,07 ’lik artis saptanmistir ve simetrik gerilme bantlarinin dalga numaralarinda

artis saptanmamistir.

Elde edilen bulgular; optimize edilen mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
sertakonazol ve vorikonazol etkin maddelerinin stratum corneum bariyerini agmasi ve
derinin hedef tabaklarindaki birikimini saglamasinda, deri lipitlerinin yapisal diizenini
bozmasina bagli oldugunu gostermektedir. Buna karsilik, sertakonazol ve
vorikonazolin konvansiyonel formulasyonlarmin deri lipitlerinin yapisal diizeninde
belirgin bir etkiye yol agmadigi goriilmektdir. Bu preparatlarin deriye uygulanmasini
takiben, heriki etkin maddenin derideki birikiminin ise mikroemilsiyonlarla
karsilastirildiginda; anlamli olarak daha diisiik miktarda oldugu saptanmistir (p<0.01).
Bu durum da koloidal bir ilag tastyict system olan mikroemilsiyonlarin, tasidig: yapisal
Ozelliklerinin etkin maddelerin deriye tasinmasi ve stratum corneum bariyerini
asabilmesinde 6nemli oldugunu ve konvansiyonel formiilasyonlara Ustlnlik sagladigin

gOstermektedir.

Sonug olarak; ¢alismamizda optimize edilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari
mantar enfeksiyonlarinin, 6zellikle daha invazif enfeksiyonlarin topikal tedavisi igin,
sertakonazol ve vorikonozoliin derinin hedef tabakalarmma penterasyonunu saglamasi
acisindan konvansiyonal ilag tasiyicilarmna alternatif ve ideal sistemler olarak

Onerilebilir.
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