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OZET

ANTIHISTAMINIK ETKiLi OFTALMIK KONTROLLU SALIM GOSTEREN
FARKLI SISTEMLER UZERINDE CALISMALAR
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Alerji okiiler yiizeyde en sik karsilasilan hastaliklardan biridir. Okiiler alerji tanisi
konulduktan sonra genel olarak antihistaminik iceren preparatlarla tedavi edilmektedir.
Ancak go6ziin dogal koruma mekanizmasi ve anatomisi ilag tasiyici sistem i¢in problem
olusturmaktadir. Gézyasi ile atilim, drenaj, goziin alabildigi s1v1 kapasitesinin diisiikligii
ve korneadan gecisin diisiik olmasi gibi nedenler ilacin emilimini engellemektedir.

Histamin H; reseptoriinii inhibe eden olopatadin hidrokloriir goz alerjisinde
kullanilan ikinci nesil antihistaminik smnifindan antialerjik maddedir. Bu grup
antihistaminikler hastalarda daha az yan etkiye yol agmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada
etkin madde olarak olopatadin hidrokloriir kullanilmaistir.

Oftalmik formiilasyonlarin ¢ogu topik uygulama igin géz damlasi seklinde
hazirlanmaktadir. Ancak konvensiyonel oftalmik ¢ozelti uygulamanin ardindan gézden
hizla elimine olup prekorneal alanda etkin maddenin etkin konsantrasyonunu
saglayamamaktadir.

Bu calismada, ilag salimini uzatmak i¢in umut vaat edici olan polimerik
nanopartikiil, mikroemiilsiyon ve in situ jellesen sistemler hazirlanmistir. Hazirlanan
sistemlerin farkli sicaklik ortamlarindaki davramislar1 kararlilik calismasi ile
incelenmigstir. Farkli formiilasyon tipinin g6z yiizeyinde kalma siiresi koyunlarda
karsilastirilmistir. Piyasa preparatina oranla daha uzun siire gozde kalabilen okiiler

sistemler bagartyla hazirlanmis ve istenilen oftalmik 6zelliklerin saglandigi belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Olopatadin hidrokloriir, Okiiler, Polimerik nanopartikiil,

Mikroemiilsiyon, In situ jellesen sistem



ABSTRACT

STUDIES ON DIFFERENT CONTROLLED RELEASING OPHTHALMIC
SYSTEMS WITH ANTIHISTAMINIC ACTIVITY

Umay Merve GUVEN
Department of Pharmaceutical Technology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, October, 2016
Supervisor: Prof.Dr. Yasemin YAZAN
(Co-Supervisor: Assist.Prof.Dr. Murat Sami BERKMAN)

Ocular allergy is one of the most frequently encountered disorders of the ocular
surface. It is generally treated with antihistaminic active ingredients once diagnosed. Eyes
present challenges for drug delivery systems due to their unique anatomy and natural
protective mechanism. Reasons such as excretion by tears, drainage, low capacity of
ocular liquid retention and low corneal permeability prohibit drug absorption.

Olopatadine hydrochloride with histamine H; receptor antagonistic action is an
antiallergic agent which belong to second generation antihistamines. This generation
causes less side effects in patients. Therefore olopatadine hydrochloride was selected as
the active ingredient in this study.

Ophthalmic formulations are mostly formulated as eye drops for topical application.
However, conventional ophthalmic solution being eliminated rapidly after administration
cannot provide and maintain active drug concentration in precorneal area.

In this study, polymeric nanoparticles, microemulsion and in situ gelling systems
which are promising for sustaining drug release were prepared. Behavior of formulations
at different thermal conditions were investigated within the concept of stability study.
Ocular residence time of formulations were compared using sheep. Ocular systems with
longer residence period compared to a commercial preparation were successfully

prepared and the desired ophthalmic properties were determined to be obtained.

Keywords: Olopatadin hydrochloride, Ocular, Polymeric nanoparticle, Microemulsion,

In situ gelling system



TESEKKUR

Calisma boyunca bana her tiirli olanagi saglayan, bilgi, yardim ve desteklerini
esirgemeyen danisman hocam Prof.Dr. Yasemin YAZAN’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Yardimc1 danismanim olarak ¢alismaya destek veren hocam Yard.Dog.Dr. Murat Sami
BERKMAN’a emegi i¢in tesekkiir ederim.

Bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim kiymetli hocam Prof.Dr. Miizeyyen
DEMIREL e, desteklerini ve yardimlarini hem tez calismamda hem diger faaliyetlerde
hi¢bir zaman esirgemeyen, en 6nemlisi ablaliklarini1 daima hissettigim canim hocalarim
Yard.Do¢.Dr. Giilay BUYUKKOROGLU’na, Yard.Do¢.Dr. Ebru BASARAN’a ve
Yard.Dog.Dr. Evrim YENILMEZ e tesekkiirlerimi sunarim.

In vivo ¢alismalarda ve her tiirlii konuda bilgi ve yardimlarini benden esirgemeyen degerli
hocam Do¢.Dr. Rana ARSLAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Sitotoksisite ¢aligsmasinda bilgi, tecriibe ve yardimlarini esirgemeyen ¢ok sevgili hocam
Aras.Gor.Dr. Behiye SENEL’e tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda yakin ilgi ve desteklerini gordiigiim boliim arkadaglarim
Aras.Gor.Dr. Giilsel YURTDAS KIRIMLIOGLUna ve Ecz. Kemal Can
DEMIRKILINC’a tesekkiirlerimi sunarim.

Calisma ve sosyal hayatimda hem arkadasligini hem kardesligini esirgemeyen Aras.Gor.
Ahmet Alper OZTURK ’e tesekkiir ederim.

Cukurova Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dekan1 hocam Prof.Dr. Nuran OGULENER
basta olmak {izere tiim hoca ve arkadaslarima manevi destekleri i¢in tesekkiirlerimi
sunarim.

Bu siirecte varligi ile her zaman bana destek ve yardimei olan Berat KARDAS’a yanimda
oldugu i¢in tesekkiirlerimi sunarim.

Beni manevi kizlar olarak her zaman hayatlarina kabul ettiklerini bildigim, benim i¢in
cok kiymetli Uzm. Sefa AVCIER ve Cihat AVCIER e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
Uzakta olsalar da hi¢bir zaman beni yalniz hissettirmeyen, her zaman destekleyen,
yiireklendiren, her kosulda yanimda olan ve bana maddi-manevi her tiirlii olanagi
saglayan ¢ok kiymetli babam, annem, ablam ve kardesimin haklarin1 6deyemem, sonsuz

tesekkiirler.



03/10/2016

ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalardan bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligsma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim
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1. GIRiS VE AMAC

Alerjik konjonktivit 6zellikle ¢ocukluk caglarinda olmak iizere en sik rastlanilan
g0z hastaligi olarak her yasta bireyin hayatinin bir doneminde karsilastigi hastaligi
tanimlayan genel bir terimdir. En sik goriilen tipi mevsim gegislerinde ve polenlere bagh
olarak gerceklesen mevsimsel alerjik konjoktivittir.

Havada asili bulunan alerjenlerin konjonktiva ile temasi sonucu mast hiicreleri
uyarilarak hizla histamin salimi baslar ve Hi spesifik reseptdrleri ile etkilesime girer. Hi
reseptorlerinin uyarilmast goézde kasinmaya, agriya, diiz kaslarda kasilma hissine,
konjonktival damarlarda vazodilatasyona ve 6deme neden olur. Histamin reseptor
antagonistleri (antihistaminikler) alerjik hastaliklarin tedavisinde ilk basamak olarak yer
alir.

Bu c¢alismada etkin madde olarak ikinci nesil antihistaminik grubundan OLO
kullanilmistir. Bu etkin maddenin seg¢ilme sebebi klasik antihistaminik maddelere gore
yan etkisinin az olmasi ve ayn1 zamanda Kan Beyin Engeli’ni gegmedigi i¢in sedasyon
etkisinin ¢ok diisiik olmasidir.

Yillarca géze uygulanan sistemler i¢in en biiyliik problem gozde kalis siiresinin
kisalig1 olmustur. Goz alerjisi tedavisini agisindan gozde yeterli miktarda tutunamayan
antihistaminik maddenin alerji semptomlarin1 giderebilmesi neredeyse olanaksizdir. Bu
baglamda, OLO’nun goz yiizeyinde kalis siiresini uzatan ve uygulama sikligini giinde bir
keze diisiiren kontrollii ilag tastyict sistemler hedeflenmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda goze uygulanabilen kontrollii ve uzun siireli salim
saglayan sistemlerden mikroemiilsiyon, polimerik nanopartikiil ve in situ jellesen
sistemler hazirlanmistir. Bu tez ¢alismasinda segilen formiilasyonlarin gelistirilmesi, in
vitro karakterizasyonu ve kararlilik ¢aligmasinin yapilmasi ve in vitro - in vivo olarak

karsilastirilmas: amaglanmustir.



2. KAYNAK BIiLGISi
2.1. Goziin Anatomisi

Goziin anatomik yapisi Sekil 2.1.’de sunulmaktadir.

Gozyast kanali

Sklera

ﬂ-— Yan rektus kasi
X :k’.'.
/ \Y\Aj Koroid
I = Retina

Makula

Goz
kapaklar1

Kornea
Gozbebegi
Akdz hilmor

ris

Lens

Vitréz hiimor
Orta rektus kasi

Sekil 2.1. Goz ve Goziin Anatomik Yapisi
Kaynak: Morrison ve Khutoryanskiy, 2014, s. 1298

GOz kiiresi (glob, bulbus oculi) orbita boslugu icinde bag dokusunca zengin yag
yastigina yerlesik ve gérme fonksiyonu ile gorevli bir ¢ift organdir. G6z kapaklarinin
acilip kapanmasi ve goziin hareketleri géz kiiresinde bulunan kaslar tarafindan kontrol
edilmektedir. Polus anterior olarak adlandirilan goz kiiresinin 6ndeki en ¢ikintili noktasi
korneanin merkezini olusturmaktadir (Ludwig, 2005, s. 1597; Malhotra vd., 2011, s. 2;
Nitin, 2013, s.49).

Sklera, goziin yapisal biitiinliigiinii saglayan, beyaz, siingerimsi, fibroblastik
dokudur. Yapisinda % 70 oraninda su igerir ve ortalama 17 cm? yiizey alanina sahiptir.
Kalinlig1 korneal bolgede 0.4 mm’ye kadar diiserken optik sinire yakin bélgede 1 mm’ye
kadar artmaktadir (Chang, 2010, s. 168; Attar vd., 2013, s. 589).

Konjonktiva, skleranin iizerini orterek goz kapaklarinin i¢ kismindan bir hat

boyunca uzanan ve 15181 kiirenin {izerine yansitan mukozal yapida membrandir. Bu



membran kornea tizerinde epitel dokusu, stroma iizerinde bag dokusu ve vaskiiler agdan
olugmaktadir. Konjonktiva anatomik ve klinik olarak ii¢ farkli kisimdan olugmaktadir:
tarsal konjonktiva, forniks konjonktiva ve bulbar konjonktiva (Epstein ve Quinn, 2008, s.
437).

Iris, goziin distan renkli olarak goriinen kismini olusturmaktadir. Gze giren 151k
miktarin1 ayarlayabilecek 6zellige sahiptir. Irisin merkezinde bulunan ve retinaya gelen
151810 miktarma gore kiiciiliip biiyiiyebilen agikliga pupilla ad1 verilmektedir. Bu yapinin
arkasinda mercek yer almaktadir (Malkog, 2006, s. 127; Nitin, 2013, s. 50).

Retina, goz kiiresinin en igteki noral, duyusal ve 1518a en duyarli tabakasidir. Bu
yap1 icte saydam duyusal tabaka (norosensiyonel), dista ise tek katmanli pigment
tabakasindan olugmaktadir. Duyusal retina tabakasinin gelismesinden optik disk bolgesi
ve gangliyon hiicreleri sorumludur (Whiteley ve Peiffer, 2002, s. 557-558; Malhotra, vd.,
2011, s. 3).

Goziin 151k ile temasta bulunan ilk yapisi korneadir; diisiik yiizey alanina sahip
olmasma karsin (yaklastk 1 cm?) ¢ok sayida tabakadan olusur (Sekil 2.2°de

sunulmaktadir).

Siki Bag Yapilan

o® | Epitelyum ¢——p |
+ Epitelyal Bazal Membran

-\ Bowman
Membran

Sekil 2.2. Korneanin Anatomik Yapuisi
Kaynak: Kuno ve Fujii, 2011, s. 197



Konjonktiva epitel tabakasi ile devam eden en distaki epitel tabaka, periferik
kenarlar1 harig, 3-6 hiicre tabakal1, ¢cok katli, keratinsiz epitel yapidadir (Goss-Sampson,
Vivian ve Kelly, 1995, s. 128). Epitel siirekli olarak ¢ogalir ve asinma/yirtinmaya kars1
rejenere olur. Bowman membran1 8-15 pm kalinligindadir ve kolajen liflerden olusup
elastik liflerden yoksundur. Saydam bir tabakadir ve rejenerasyon yetenegi yoktur. Bu
tabaka travma ve bakteriyel invazyona kars1 koruyucu gorev goriir. Substantia propria
korneanmn en kalin tabakasidir. Kornea kalinliginin % 90’11 olusturur; travma ve
deformasyonlara kars1 ¢cok direnglidir. Kornea endoteli tarafindan olusturulan descemet
membrani 5-10 pm kalinligindadir. Kornea endoteli en i¢ tabakay1 olusturmaktadir. Bu
tabakanin hiicreleri arasinda akdz hiimoriin kornea stromasina gegisine izin veren baglanti
kompleksleri bulunmaktadir. Bu siki epitel tabakalarin tiimii ilag penetrasyonu i¢in dogal
engel olusturmaktadir (Goss-Sampson, Vivian ve Kelly, 1995, s. 128; Alkog, 2006, s.
125; Nanjawade, Manvi ve Manjappa, 2007, s. 120).

Korneal epitelyum lipofilik 6zellige sahiptir ve hiicrelerarasi bag olduk¢a kuvvetli
yapidadir. Bu baglar ilacin gegisinde paraseliiler hiz sinirlayici basamak olusturmaktadir.
Lipofilik ilaclarin korneadan gecisi hidrofilik ilaglara gére daha yiiksektir. Buna karsin
stroma yiiksek hidrofilik yapisi ile lipofilik ilaglarin gegisi igin ciddi engeldir. Korneal
epitel tabakanin engeline karsin transkorneal penetrasyon, ilaglarin lakrimal s1vidan akéz
hiimoére gegisi icin ana yoldur (Willoughby, vd., 2010, s. 4; Kuno ve Fujii, 2011, s. 197;
Tangri ve Khurana, 2011, s. 1542).

Gozii dis etmenlerden koruma gorevine sahip gbzyasinin osmolaritesi normal tuzlu
suya oldukca yakindir ve yaklasik 290-310 mOsmkg’dir. 100 ile 640 mOsmkg™
araliginda osmolariteye sahip ¢ozelti goze uygulandiginda goz tolere edebilirken,
uygulanan ilacin osmolaritesi goziinkiinden ne kadar farklilagirsa gozde tahris ve
rahatsizlik hissi o derece fazla olmaktadir. Hipotonik ¢ozelti uygulandiginda goz
damlasindan kornea yolu ile ilag gegirgenliginin ¢ok daha artacagi belirtilmistir (Rawas-
Qalaji ve Williams, 2012, s. 347).

Gozyas1 ortalama 7.4 degerinde pH’ya sahip oldugundan uygulanacak ilacin
pH’sinin bu degere yakin olmast istenir. Ornegin uygulanan goz prepatinin asidik olmasi
durumunda denatiire olabilecek proteinlerin ¢oziinmeyen kompleksleri ortaya g¢ikabilir.
Buna karsin goz preparati yiiksek alkali degere sahip olursa goziin hiicre zar1 biitiinliigii
zarar gorebilir. Bu nedenle ideal okiiler ilacin pH degeri 7 ile 7.7 araliginda olmalidir

(Rawas-Qalaji, Williams, 2012, s. 347). Ancak gdzyasinin tamponlama yeteneginden



dolay1 farkli pH degerine sahip preparatlar da tolere edilebilmektedir, 6rnegin pH 4.0 ve
8.0 araligindaki degerler uygulama sonrasinda gozde sikinti olusturmamaktadir (Fialho

ve Silva-Cunda, 2004, s. 629; Ammar vd., 2009, s. 813).

2.2. Goze Uygulanan Sistemler

Goze uygulanan ilaglarin temel olarak iki kullanim amaci vardir: goéziin yilizeyinde
bulunan hastaliklarin (konjonktivit, keratit, vb) tedavisi veya goziin i¢ tabakalarinda
olusan hastaliklarin (glokom, iiveit, vb) tedavisi. Bu ilaglarin piyasada en ¢ok bulundugu
dozaj sekli goz damlasidir. G6z damlas1 su anda piyasada bulunan formiilasyonlarin
yaklasik % 90’11 olusturmaktadir. Damla, c¢oziinebilen etkin maddenin yiiksek
konsantrasyondaki ¢ozeltisi olarak hazirlanir ve uygulama sik sik tekrarlanir. Cozeltinin
iiretim maliyeti diisiik ve formiilasyon gelistirme asamasi oldukca basittir. Bunun yanisira
gbdzde bulaniklik olusturma potansiyeli diisiik oldugundan hasta tarafindan kolaylikla
kabul edilebilir (Bourlais vd., 1998, s. 34; Bain vd., 2009, s. 1241; Vadlapudi vd., 2015,
s. 221).

Topik uygulama goz ylizeyi bozukluklarinin tedavisi igin bircok {istiinliik
sunmasina karsin, gozii korumakla gorevli cesitli biyolojik faktorler nedeniyle ciddi
biyoyararlanim sikintisina sebep olabilir. Bunlar Sekil 2.3’de sunulmaktadir (Vadlapudi

vd., 2015, s. 221; Kaur vd., 2004, s. 2).

Simirh ilacin Bifazik Trilamellar
Yiiklenebilen doz Coziiniirligi Yam

Gz Pimarndan l l l
Dokiilme <

Lakrimal Siv1
Nazolakrimal (Diliisyon)
Drenaj

l

Sistemik Konjuktival/Skleral Okiiler Dokular
Absorpsiyon Absorpsiyon (Iris/Retina)

Korneal
Penetrasyon

Korneal Temas
Zamani

Fizyolojik Cevap

Sekil 2.3. Oftalmik Formiilasyonun Biyoyararlanim Diisiikliigiine Etkili Faktorler
Kaynak: Kaur vd., 2004, s. 2



Birgok ticari firma tarafindan goz damlasinin uygulama hacmi siir1 50 pL olarak
verildigi halde insan goziine tasma ve dokiilme olmaksizin yiiklenebilen miktariin
yaklasik 30 pL oldugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle asir1 hacim uygulamasindan
dolay1 etkin madde israf olmaktadir (Kaur vd., 2004, s. 2; Rawas-Qalaji ve Williams,
2012, s. 347). Uygulama sonrasi prekorneal faktorler ve anatomik engel topik
formiilasyonun biyoyararlanimina olumsuz etkide bulunmaktadir. Prekorneal faktorler
cozelti drenaji, goz kirpma ile dokiilme, gbézyasi tabakasi olusumu ve gozyast
salgilanmasinin artmasini icermektedir. Gézyas1, goz yoriingesinin kdsesinde bulunan
lakrimal bezlerden salgilanmaktadir. Igeriginde antimikrobiyal enzimler, lizozim, tuzlar
ve mukus karigsimi bulunmaktadir. Saglikli goz yiizeyi varligini gosteren gozyasi tabakasi
olusumu, yiiksek diren¢ saglayan ilk basamaktir. Bu tabaka gbz yiizeyi lizerindeki
patojenleri temizler ve hidrofilik karakterde yiizey olusturarak koruyucu rol oynar. Biitlin
bu prekorneal faktorler géz oniine alinarak uygulanan dozun emici membran ile temas
stiresinin diisiik oldugu ve goz ici dokulara % 5’ten daha azinin gegtigi belirlenmistir
(Gaudana vd., 2010, s. 348-349; Perrie vd., 2012, s. 394; Rawas-Qalaji ve Williams,
2012, s. 347; Morrison ve Khutoryanskiy, 2014, s. 1298).

Ideal bir oftalmik ilag tasiyic sistem asagidaki zelliklere sahip olmalidir:

- korneal penetrasyonu iyi olmali,

- kornea dokusu ile temas siiresi uzun olmali,

- kolay uygulanmal,

- uygulama siklig1 az olmali,

- hasta uyuncu yiiksek olmali,

- toksisite ve yan etkileri diisiik olmali,

- prekorneal ilag kayb1 az olmali,

- irite etmemeli (lakrimal salgiy1 ve goz kapagi refleksini arttirmamali),

- bulanik gérmeye neden olmamal,

- uygun akis 6zellikleri ve viskoziteye sahip olmalidir (Patel vd., 2010, s.115).

Goze uygulanan ilag tastyici sistemler konvensiyonel ve konvensiyonel-olmayan
(yeni) ilag tasiyict sistem olarak sinirlandirilmaktadir Bu simiflandirma Cizelge 2.1°de
sunulmaktadir. Oftalmik preparatlardan en yaygin kullanilan ve piyasanin yaklasik %
70’ini kapsayan formiilasyon goz damlalaridir; ancak, bu preparat nazolakrimal drenaj ve

gbzyasi ile gozden ¢ok hizli uzaklasmaktadir (Urtti, 2006, s. 1129; Tangri ve Khurana,



2011, s. 1541). Bu ve bunun gibi problemlerden dolayr son yillarda in situ jel,
nanopartikiil, mikroemiilsiyon, lipozom, nanosiispansiyon, okiiler insert gibi siirekli ve
kontrollii salim saglayan yeni ilag tasiyici sistemler giindeme gelmistir (Sekil 2.4’te

sunulmaktadir.) (Tangri ve Khurana, 2011, s. 1541).

Cizelge 2.1. Goze Uygulanan Ilag Sekilleri

Goz Damlalar: Yar1 Kat1 Dozaj Kolloidal Sistemler Diger Sistemler
Sekilleri
Klasik Cozeltiler Merhemler Lipozom Siklodekstrin
Viskoz Cozeltiler Hidrojeller Niozom Insert
Siispansiyonlar In situ jeller Kubazom Kontakt lens
Kullanilacagi Zaman Dendrimer Iyontoforez
Sulandirilan Tozlar Mikroemiilsiyon Sonoforez
Nanopartikiil Implant
Mikro ve Nanokiire

Kaynak: Giirsoy, 2002, s. 199; Patel vd., 2013, s. 49.

LiPOZOM MIKROEMULSIYON NANOPARTIKUL NANOKAPSUL POLIMERIK MiSEL DENDRIMER

Sekil 2.4. Kontrollii Salim Saglayan Ila¢ Tasiyici Sistemlere Ornekler
Kaynak: Reimondez-Troitino vd., 2015, 5. 281

llag etkin maddesinin oftalmik yoldan uygulanmasinin ardindan farmakokinetigi
asagidaki sekilde gerceklesir:

- Lakrimal sividan arteriyel bosluga transkorneal penetrasyon,

- Sklera ve konjonktiva i¢inden arteriyel alana ila¢ penetrasyonu,

- Kan akoz engel araciligr ile damardan ilag dagilima,

- Kan akoz engel araciligi ile sistemik dolagima akdz hiimorden ilag eliminasyonu,

- Kan retina engeli araciligtyla goziin arka boliimlerine kandan ila¢ dagilima,



- Intravitreal ilag uygulamasi,
- Kan retina engeli araciligr ile goziin arkasindan ilag¢ eliminasyonu (Patel vd.,
2010, s.114; Tangri ve Khurana, 2011, s. 1542).

Okiiler biyoyararlanim, mutlak veya ilacin topik uygulanmasinin ardindan
preabsorpsiyon biyoyararlanimi, biyofazik yararlanim ve sistemik biyoyararlanim olmak
iizere siniflandiriimaktadir. ilacin mutlak biyoyararlanimi ilacin viicuda giris ve orani ile
veya preabsorpsiyon alanindan salimina bagli olarak belirlenmektedir. Biyofazik
yararlanim ve sistemik biyoyararlanim ise sistemik dolasima gecisine ve etki edecegi
alana girigsine bagl olan terimlerdir. Topik uygulama sonrasi biyoyararlanim oldukca
diistik olup % 10’un altinda oldugu kabul edilmektedir. Bu diisiik biyoyararlanimin
nedeni olarak fizyolojik koruyucu olan nazolakrimal drenaj, kornea epitelinde bulunan
permeabilite ve metabolizasyon engeli ve ila¢g molekiiliiniin fizikokimyasal 6zelliginin
gecis icin yetersizligi sayilmaktadir (Reddy, 1996, s. 13; Kaur ve Kanwar, 2002, s. 476).

Goze uygulanan ilaglarin diisiik biyoyararlanimima neden olan olasi fizyolojik
durumlar agagida 6zetlenmistir:

- proteinlerin gézyasina baglanmasi,

- ¢ozelti seklindeki ilaclarin drenaji,

- lakrimasyon,

- metabolizasyon,

- korneal alanda sinirli tutunma,

- buharlagma, permeabilite sorunlar1 (Ding, 1998, s. 328; Rathore, 2010, s. 30).

Formiilasyonlarin ~ biyoyararlanimin1  arttirmak  i¢in  ¢esitli  yOntemler
uygulanmaktadir. Bunlardan ilki, formiilasyondaki etkin madde konsantrasyonunu
diizenlemek i¢in ¢oziiniirliigii arttiric1 madde eklenmesidir. Sudaki ¢oziniirliigl diisiik
olan etkin maddenin goéz dokular ile etkilesimi kisa siireli oldugundan, ¢oziiniirligii
tyilestirici madde formiilasyona eklenmekte veya etkin maddenin suda ¢6ziinen tuz sekli
kullanilmaktadir. Ikinci olarak, formiilasyonun okiiler doku ile daha uzun siire temas
edecek sekilde diizenlenmesidir. Bir diger yontem de formiilasyona ilacin
penetrasyonunu arttirict madde katilmasidir. Penetrasyon arttirict olarak benzalkonyum
kloriir, EDTA, yiizey etkin madde, safra tuzu veya borik asit kullanilmaktadir. Bunlarin
disinda viskoziteyi arttirmak i¢in ¢esitli dogal veya sentetik polimerler de formiilasyona
eklenmektedir (Kaur ve Kanwar, 2002, s. 477-479; Morrison ve Khutoryanskiy, 2014, s.
1299).



Okiiler ilag¢ sistemlerinden nanotasiyici, 1980°1i yillarda calisilmaya baslanmistir.
Bununla birlikte son on yil i¢inde 6zellikle Sekil 2.4.’te sunulan sistemlerin okiiler
anlamda potansiyelinin farkina varilmig ve bu sistemlerin gelistirilmesi siirdtirilmustiir
(Reimondez-Troitino vd., 2015, s. 281).

Okiiler ilag tasiyici sistemler farkli hastaliklarin tedavisi icin farkli yollarla

uygulanmaktadir. Bu uygulama yollar1 Cizelge 2.2.’de sunulmaktadir.

Cizelge 2.2. Okiiler Uygulama Yollar: ve la¢ Gruplarina Ornek

Yontem Anatomik Bolge ila¢ Grubu
Yapay gozyasi
Enfeksiyon ilaci
, Okiiler yiizey Alerjik ilag
Topik uygulama (konjonktival epitel, kornea ve o .
A L Antihipertansif
gozyas1 tabakasi iizerine)
Anestezik
Midriyatik/Miyotik
Periokiiler enjeksiyon Enfeksiyon ilaci
Sub-konjonktival Sub-konjonktival bosluk Midriyatik
Sub-tenon Kortikoid
. ) Anestezik
Transeptal On orbit
Kortikoid
Anestezik
Orbita gerisine Arka orbit
Kortikoid
Intraokiiler enjeksiyon Enfeksiyon ilaci
Intrakameral Arka bosluk ve vitroz Antianjiyojenik
Intravitreal Kortikoid

Kaynak: Diebold ve Calonge, 2010, s.598.

2.3. Mikroemiilsiyon

Mikroemiilsiyonlar hem kolloidal sisteme hem de konvensiyonel emiilsiyon,
siispansiyon ve miseller ¢ozeltiye gore bircok {stiinliige sahiptir. Mikroemiilsiyon
parenteral, peroral, topik, okiiler ve transdemal uygulamalar i¢in siirekli veya kontrollii
ilag salim sistemi olarak umut vaat etmektedir (Grampurohit, Ravikumar ve Mallya,

2011, s. 100).



Hoar ve Schulman’in (1943, s. 102) yaptig1 calismada, orta zincirli alkollerle klasik
emiilsiyon titre edilerek saydam ¢o6zelti elde edilmis ve kaynaklara mikroemiilsiyon
terimi ilk kez kazandirilmistir. Mikroemiilsiyon, birbiri ile karigsmayan iki fazin (su ve
yag) tek bir faz olusturmak amaciyla uygun yiizey etkin madde veya karigimi ile
karistirildig1 termodinamik agidan kararli, izotropik sistemdir (Grampurohit, Ravikumar
ve Mallya, 2011, s. 100; Peng vd., 2011, s. 111).

Mikroemiilsiyon sistemi farmasotik anlamda ise yiizey etkin madde/karisimi ile
kararli hale getirilmis, yag-icinde-su veya su-iginde-yag tipindeki nanodispersiyon olarak
tanimlanmaktadir (Hegde, Verma ve Ghosh, 2013, s. 2).

Mikroemiilsiyon sisteminin diger dozaj sekillerine gore ustiinliikleri asagida
siralanmuistir:

- emilimi ve biyoyararlanim artirir,

- lipofilik etkin madde ¢oziiniirliigiine katkida bulunur,

- suda ¢oziinmeyen etkin maddenin sulu dozaj seklinde formiilasyonunu saglar,

- oral, topik gibi pek ¢ok yol ile kullanilabilir,

- ufak damlacik boyutu sayesinde ila¢ penetrasyonunu etkili ve hizli hale getirir,

- tat maskelenmesine yardimeidir,

- i¢ fazda bulunan etkin maddenin korunmasini saglar; su-i¢inde-yag emiilsiyonda

etkin maddeyi hidroliz ve oksidasyondan korur,

- s1vi dozaj sekli oldugu icin hasta uyuncu fazladir,

- hazirlanmasi kolaydir,

- dozlama miktar1 azalacagi i¢in yan etkilerde azalma saglar,

- termodinamik agidan kararlidir ve uzun raf dmriine sahiptir (Yenilmez, 2007, s.

3; Jhavd., 2011, s. 6; Prajapati vd., 2013, s. 377).

Mikroemiilsiyon sistemi bilesene ve miktarina bagli olarak ii¢ farkli tipte
olusabilmektedir. Fazlardan birinin, yag veya su, miktar olarak digerinden ¢ok az olmasi
durumunda yiizey etkin madde az olan faz1 digerinde damlaciklar halinde dagitacak ve
sistem izotropik olarak kararli hale gelecektir. Suyun i¢inde yag ¢ekirdegi fazla miktarda
oldugu zaman sistem su-i¢inde-yag (y/s) mikroemiilsiyonu seklinde olusurken, yagin
icinde su c¢ekirdegi fazla miktarda oldugunda yag-iginde-su (s/y) mikroemiilsiyonu
olusur. Yag ve su miktar1 birbirine yakin oldugunda ise damlacik yapis1 goriinmez ve iki
faz birbiri i¢inde siirekli hareket eder; bu sistem bikontinyus olarak tanimlanir (Sekil

2.5’de sunulmaktadir.) (Peng vd., 2011, s. 111).
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Sekil 2.5. Mikroemiilsiyon Tiplerinin Sematik Gosterimi (siwrasiyla, y/s, s/v, bikontinyus)

Kaynak: Peng vd., 2011, s.111

Mikroemiilsiyon sistemi genel olarak birincil yilizey etkin madde ve orta-zincir
uzunluguna sahip alkol olan yardimci ylizey etkin madde i¢eren sulu faz ve yaglh fazin
karistirllmasiyla onemli enerji girisi olmaksizin kendiliginden olusur. Karistirma
sirasinda ylizey etkin madde, yag ile su arayiizeyine adsorbe olarak dispers fazin ilk
kavisini olusturur. Yiizey etkin madde gerekli kavisin olugmasit icin yilizey gerilimini
diistirmekte ve bu olusum yardimei yiizey etkin madde varligi ile desteklenmektedir.
Boylece su ile yag arayiizeyinde emiilsiyon yapicilar ile olusan tek tabakali yapi iki
boyutlu yapiya donlismektedir. Emiilsiyon yapict karisimi yiizeylerarasinda enerji
yaratarak ortama salar. Bu sirada arayiizeyde olusan egriler dengeye gelinceye dek
biikiilmeye baglar. Bu noktada sistem termodinamik olarak kararli karisik miseller (su-
icinde-yag) veya ters karisik miseller (yag-iginde-su) olusturur. Damlaciklarin boyutu ve
sekli kavislenme ile olusan serbest enerjiyle yonetilir. Serbest enerjiyi ise ylizey etkin
maddenin kavislenebilme yetenegi ve esneklik sabitesi belirler (Peng vd., 2011, s.112;
Hegde, Verma ve Ghosh, 2013, s. 2).

Mikroemiilsiyon sistemi araylizey veya karigik film teorisi, ¢oziinme teorisi ve
termodinamik teori olmak iizere ii¢ ana teoride incelenmektedir. Termodinamik teorisine
gore ylizey etkin madde difiizyonuna bagl olarak arayiizeyde yiizey gerilimi diismekte
ve sonugta mikroemiilsiyon kendiliginden olusmaktadir. Karisik film teorisine gore ise
sulu ve yagh faz yiizeylerarasi boliimde farkli 6zellikler tasir. Coziinme teorisinde
mikroemiilsiyon miseller yap1 ile agiklanmaktadir. Biitlin bu teorilere karsin
mikroemiilsiyon olusumundaki temel esas yiizey etkin maddenin yag ile su arayiizeyinde
serbest enerjiyi diisiirmesi ve sistemin entropi degisimidir (Schulman, Stoeckenius ve
Prince, 1959, s. 1677; Prince, 1967, s. 165; Jha, Dey ve Karki, 2011, s. 6; Hegde, Verma
ve Ghosh, 2013, s. 3). Serbest enerji olusumu ve etkili faktorler Sekil 2.6.’da

gosterilmistir.
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Gf=ya-T8§
Gf = Serbest enerji olusumu
v = yag-su viizeyl erarasinin yiizey gerilimi
a = Mikroemiil sivonun ara yiizey alanindaki degisim
T = Sicakdik

5 = Sistemin entropi degisimi

Sekil 2.6. Serbest Enerji Olusumu

Yiizey etkin madde ve yardimci yiizey etkin maddenin varligi mikroemiilsiyon
sisteminde var olan yiizey gerilimini olduk¢a diistirmektedir. Bu nedenle kendiliginden
olusan mikroemiilsiyon ortalama 5 ile 200 nm damlacik boyutuna sahip olur
(Grampurohit, Ravikumar ve Mallya, 2011, s. 100; Hegde, Verma ve Ghosh, 2013, s. 2).

Formiilasyon hazirlanirken kullanilan maddelerin diisiik alerji potansiyeline sahip,
fizyolojik sartlara uygun ve yiiksek biyouyumlu 6zellige sahip olmasi gerekmektedir.
Genel bir formiilasyonda yer alan bilesenler, yagh faz, sulu faz, birincil yiizey etkin
madde (anyonik, non-iyonik veya amfoterik) ve ikincil yiizey etkin madde veya yardimci
yiizey etkin maddedir. Sulu faza hidrofilik etkin madde, koruyucu madde veya tampon
eklenebilirken, hidrofobik etkin maddeler yagli faza katilmaktadir (Grampurohit,
Ravikumar ve Mallya, 2011, s. 101; Peng vd., 2011, s.1 11).

Oftalmik amagla mikroemiilsiyon formiilasyonu gelistirilirken biitiin bilesenlerin
cok dikkatli sekilde segilmesi gerekmektedir. Sistemin her bir bileseni, ilag tasiyici
sistemin belirlenen amagta basarili olabilmesi i¢in 6nemlidir. Bu nedenle, temel arastirma
sistemin fizikokimyasal olarak karakterizasyonunu kapsar (Talegaonkar vd., 2008, s. 252;
Peng vd., 2011, s. 113).

Mikroemiilsiyon sistemi okiiler kullanimda kolay ve rahat uygulamay1 saglarken,
gbdzde tutunmanin iyilesmesi ile korneal ila¢ emilimini arttirmakta ve ayn1 zamanda
sistemik yan etkilerin azalmasini saglamaktadir. Ayrica ufak damlacik boyutuna sahip
oldugu i¢in gorme ile ilgili sorun olusturmaz. Hazirlama yontemi basit ve ucuz
oldugundan {iretim ve sterilizasyonu kolaylikla yapilabilmektedir (Grampurohit,

Ravikumar ve Mallya, 2011, s. 105).
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Emiilsiyon ve mikroemiilsiyon sistemin ikisi de bir¢cok mekanizma ile
biyouyumluluga katkida bulunmaktadir. Co6zelti seklinde hazirlanamayan suda
¢ozlinlirliigl diisiik hidrofobik etkin maddenin emiilsiyonu hazirlanabilmektedir. Sahip
oldugu viskoziteden dolayr emiilsiyon/mikroemiilsiyon sisteminin gozyasi ile
uzaklagmasi azalirken, gozde kalma siiresi de artar (Peng vd., 2011, s. 113). Goze
uygulandiktan sonra emiilsiyon sistem i¢indeki yag damlalar1 géz epitelinden emilerek
etki gosterir. Katyonik ylizey etkin maddenin eklendigi sistem pozitif yiiklii hale gelir.
Boylece negatif yiiklii olan kornea epiteline baglanarak ilacin gozde tutunma siiresi ve
penetrasyonu arttirilabilir; ancak, kornea epiteline baglanan emiilsiyon yapici toksisiteye
yol agabilir.

Emiilsiyon ve mikroemiilsiyon sistemlerin benzerliklerinin yaninda birgok

farkliliklar1 da bulunmaktadir. Bunlar Cizelge 2.3.’te sunulmaktadir.

Cizelge 2.3. Mikroemiilsiyon ve Emiilsiyon Sistem Arasindaki Temel Farklar

Ozellik Emiilsiyon Mikroemiilsiyon
Kararlilik Kinetik Termodinamik

Yiizey Etkin Madde Yiikleme <% 1 % 10

Damlacik Boyutu 1-10 pm 40-100 nm

Goriiniim Opak, siit goriiniimlii Saydam

Yardimce1 Yiizey Etkin Madde Kullanilmaz Kullanilir

Hazirlama Kendiliginden olusur Mekanik enerji ile olusur
Yiizeylerarasi Gerilim Yiiksek Cok diisiik

Mikro Yap1 Statik Dinamik

Faz Iki fazli gériiniim Tek fazli goriiniim

Kaynak: Talegaonkar vd., 2008, s. 240, Peng vd., 2011, s. 112.

Habe ve Keipert (1997, s. 181) yaptiklart bir ¢alismada okiiler mikroemiilsiyon
formiilasyonunu yagli fazi izopropil miristat, ylizey etkin maddeyi Macrogol® 1500,
yardimer yiizey etkin maddeyi polietilen glikol 200 ve sulu fazi distile su kullanarak
hazirlamistir. Pilokarpin’in etkin madde oldugu calismada formiilasyon tavsan goziine
uygulanmig ve floresin test ile kornea incelemesi sonucu ¢ozelti sekline gore
mikroemiilsiyon sistemin gézde daha uzun kaldigi ve herhangi bir iritasyona neden

olmadig1 saptanmustir.
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2.3.1.Yiizey etkin madde

Yiizey etkin madde molekiiliiniin ¢oziinmesi 10-30 yag molekiilii veya 10-300 su
molekiiliinde olasidir. Yiizey etkin maddenin yagl ve sulu fazda ¢6ziinmesi ylizeylerarasi
gerilimi diistirmesi i¢in gereklidir; ¢iinkii diisiik yiizey gerilimi su ve yagin kendiliginden
emiilsifiye olabilmesini saglar. Yiizey etkin madde konsantrasyonu gerilimi diistirecek ve
nano boyuttaki damlaciklarin kararliligini saglayacak kadar yeterli miktarda (% 10-40)
olmalidir (Verma ve Ghosh, 2013, s. 3).

Yiizey etkin maddelerde arzu edilen diger bir 6zellik, gézde toksisiteye neden
olmamasidir. Ayn1 zamanda biyolojik olarak ¢ok hizli veya ¢ok yavas pargalanmamasi
istenir. Cesitli yiizey etkin madde siniflandirmalarinda bulunan noniyonik maddeler,
gelismis ¢oziniirlik oOzellikleri agisindan daha islevsel olarak kullanilmaktadir.
Noniyonik yiizey etkin madde iritasyona sebep olmamakta ve permeabiliteyi ve

prekorneal tutunmayi arttirmaktadir (Hegde, Verma ve Ghosh, 2013, s. 3).

Cizelge 2.4. Oftalmolojide Kullanilabilecek Yiizey Etkin Maddeler

Genel Simiflandirma Ornekler

o o ) Saf fosfolipit (soya gibi), Karigik fosfolipit,
Lesitin ve Lesitin Tiirevi
Sodyum kolat, Hidroksillenmis fosfolipit

Poligliserol yag asiti esteri, poligliserol polilisinoleat,
Gliserol Yag Asiti Esteri propilenglikol yag asiti esteri (polietilen gliserol,
Cremophor® EL, Monobutil gliserol)

Polioksietilen Sorbitan Tween® 20 (Polietilen glikol sorbitan monolaurat),
Yag Asiti Esteri Tween® 80 (Polietilen glikol sorbitan monooleat)
Diger

Polietilen glikol, PEG 200
(Potansiyel yardimc: yiizey etkin madde)

Kaynak: Hegde, Verma ve Ghosh, 2013, s. 4.

Tiim ylizey etkin maddeler mikroemiilsiyon formiilasyonu i¢inde ytliksek miktarda
kullanildigindan genel olarak gozde iritasyon ve toksisiteye neden olabilir; bu nedenle
toksisite testinin yapilmasi gereklidir. Bununla birlikte yiizey etkin maddeler iizerine
yapilan toksisite ¢aligmalar1 bilimsel kaynaklarda olduk¢a azdir. Kaynaklarda yer alan
oftalmolojide kullanilabilecek yiizey etkin madde 6rnekleri Cizelge 2.4’de sunulmaktadir

(Hegde, Verma ve Ghosh, 2013, s. 4).
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flag tasiyici sistemlerde en yaygin olarak kullanilan yiizey etkin maddelere drnek
olarak poloksamer, polisorbat ve polietilen glikol verilebilir. Lesitin gibi amfoterik ylizey
etkin maddeler ise diisiik toksisitelerinden dolay1 tercih edilmektedir. Stearilamin gibi
katyonik ylizey etkin maddeler ise yag damlasinin epitel dokuya baglanmasini saglayarak

gozde kalis siiresini arttirdig1 i¢in yarar gosterir (Peng vd., 2011, s. 115).

2.3.2. Yardimci yiizey etkin madde

Mikroemiilsiyon formiilasyonu hazirlarken bir diger ana problem arayiizey
esnekliginin saglanmasidir. Bu amagla yiizey etkin madde ile birlikte yardimer ylizey
etkin madde siklikla formiilasyona eklenir (Cizelge 2.5°de sunulmaktadir.). Yardimci
yiizey etkin madde, yiizey etkin maddeye gore arayiizeyde daha kolay dagilir ve daha
akiskan ortam olusturur. Yeterince diisiik viskoziteye sahip araylizey, nano boyutlu
damlaciklarin olusmasi ile sonuglanir. Yardimer yiizey etkin maddeler, mikroemiilsiyon
formiilasyonunda kullanilan yiizey etkin madde miktarim1 azalttigr ig¢in de tercih
edilmektedir. En yaygin olarak kullanilan yardimci yilizey etkin maddeler 2-10 karbon
zincir uzunluguna sahip diisiik molekiil agirlikli alkol ve glikollerdir. Alkoliin zincir
uzunlugu arttikca gbézde tahris potansiyelinin arttigi bilinmektedir. Bunun disinda
kullanilan yardimer yiizey etkin madde kisa zincirli aminlerdir (Grampurohit, Ravikumar

ve Mallya, 2011, s. 100; Peng vd., 2011, s. 115; Hegde, Verma ve Ghosh, 2013, s. 4).

Cizelge 2.5. Oftalmik Mikroemiilsiyonlarda Kullanilabilecek Yardimci Yiizey Etkin
Madde Stmiflart ve Ornekler

Simiflar Ornekler

Alkanoller Etanol, propanol, 1-butanol

Alkan dioller 1,2-Propan diol, 1,2-butan diol
Alkan polioller Gliserol, glusitol ve polietilen glikol

Ruth vd. (1995, s. 255-260) yaptig1 calismada yardimci yiizey etkin madde olarak
etanol ve butanol kullanmig ve formiilasyona etkisini karsilagtirmistir. Mikroemiilsiyonun
olugmasi i¢in etanol miktarinin butanol’in yedi kati oldugu belirlenmistir. Bunu
nedeninin, sulu faz ile arayiizey arasinda alkol dagiliminin hidrofilik karaktere dayanmasi
oldugu disiiniilmistiir. Etanoliin araylizey/su dagilim katsayisi butanol’e oranla c¢ok
diisiiktiir; dolayistyla sudaki ¢oziiniirliigii ¢ok yiliksek olan butanol’iin benzer

mekanizmasinin saglanmasi i¢in ¢ok daha fazla miktarda etanol kullanilmasi gereklidir.
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2.3.3.Yagh faz

Mikroemiilsiyon sisteminde yagli fazin se¢imi kararliligi etkiledigi i¢in onemli
basamaklardan birisidir. Uzun hidrokarbon zincirli yaglar gbézde penetre
olamayacagindan mikroemiilsiyon i¢in kullanilmaz. Kisa zincirli yaglarin hidrofobik
kuyrugu hem penetrasyon i¢in daha uygundur, hem de mikroemiilsiyon olusumu i¢in
gerekli araylizeyi daha kararli sekilde sagladigi i¢in tercih edilmektedir (Cizelge 2.6’de
sunulmaktadir.). Bazi1 yaglarin, Ozellikle trigliseritlerin, hidrofilik kisimlar1
bulunmadigindan HLB (Hidrofilik-Lipofilik Balans) degeri sifir veya sifira yakindir
(Peng vd., 2011, s. 115; Hegde, Verma ve Ghosh, 2013, s. 3).

Cizelge 2.6. Okiiler Mikroemiilsiyonlarda En Cok Kullanilan Yag Gruplari ve Ornekler

Yaglar Ornekler

Yag Asiti Esteri Etil oleat, izopropil miristat
Tekli Doymamis Yag Asiti Oleik asit

Doymus Yag Asiti / Diisiik Molekiil Agirlikli Kaprik- kaprilik trigliserit
Trigliserit Oktanoik asit

2.3.4. Mikroemiilsiyonun Hazirlanmasi

Mikroemiilsiyonun hazirlanmasi i¢in iki yontem vardir: Faz ters ¢evirme yontemi
ve faz titrasyon yontemi. Faz ¢evirme yontemi ile goze uygulanmak {izere hazirlanan
mikroemiilsiyon sistem bulunmamaktadir (Talegaonkar vd., 2008, s. 240; Jha, Dey ve
Karki, 2011, s. 7). Faz titrasyon yontemi ile hazirlanan mikroemiilsiyonda kullanilan faz
diyagrami farkli bilesenlerin kullanildigir karmasik seriler igeren ¢alismalarda oldukca
yararlidir. Ciinkii mikroemiilsiyon sistemi her bir bilesenin kimyasal yapisina ve
konsantrasyonuna bagli olarak gesitli etkilesim ve baglantilarin kurulmasi ile olusur.
Bilesenlerin faz dengesine ve sinirina ulagmasi igin gerekli parametreleri belirlemek tizere
diyagram hazirlanmasi zorunlu bir islemdir (Talegaonkar vd., 2008, s. 241).

Faz diyagrami genellikle yiizey etkin madde, yardimci yiizey etkin madde ve yag
karigiminin su ile titrasyonundan elde edilen verilerle belirlenir. Suyun her eklenmesinin
ardindan saydamlik, akis 6zelligi ve kararlilik degerlendirilir. Mikroemiilsiyon bolgesi
belirlendikten sonra faz diyagraminin bu bolgesi mikroemiilsiyonun daha uzun stireli
kararlilik ¢aligmasi i¢in kullanilir (Bhargava, Narurkar ve Lieb, 1987, s. 48; Rodamska-
Soukharev ve wojciechowska, 2005, s. 468; Hegde, Verma ve Ghosh, 2013, s. 3).
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Faz ters ¢evirme yonteminde ise mikroemiilsiyon sistemi sicakliga cevap olarak
veya dispers fazin fazlasinin eklenmesi ile olusur. Faz degisimi sirasinda damlacik boyutu
degisimini de igeren ve ilag salimini etkileyecek ciddi in vitro ve in vivo degisiklikler
ortaya c¢ikar. Noniyonik yiizey etkin madde kullanildiginda sistemin sicakligi
degistirilerek mikroemiilsiyon elde edilmektedir. Diisiik sicaklikta su-i¢inde-yag
emiilsiyonundan veya yiiksek sicaklikta yag-i¢inde-su mikroemiilsiyonundan faz ters

cevirme saglanmaktadir (Talegaonkar vd., 2008, s. 241).

2.4. Jel Sistemi

Sentetik ve dogal polimerik sistem goze topik veya diger bir yol ile uygulandiginda
ilag biyoyararlanimini arttirmada 6nemli rol oynar. Oftalmik ilag tasiyic1 sistemde
kullanilan polimerler ii¢ grupta siniflandirilir: viskozite arttirici, mukoadezif ve goziin
fizyolojik kosullarina maruz kaldiginda jellesen in sifu polimerler (Thrimawithana vd.,
2012, s. 117).

Okiiler kullanilacak polimerin sahip olmasi gereken 6zellikler arasinda biyouyumlu
olmasi, belli derecede mukoadezif 6zellik tasimasi, psddoplastik akis gdstermesi ve iyi
tolere edilmesi bulunmaktadir (Suryawanshi, vd., 2012, s. 72; Bassi, Gill ve Sharma,
2015, s. 193). Okiiler ilag tastyici sistemler arasinda in situ jellesen sisteme son
zamanlarda artan ilgi vardir. Bu sistem uygulandiginda yapisal olarak fiziksel veya
kimyasal degisime ugrayarak jel sekline doniismektedir. Jellesme, ilacin goz yiizeyinde
tutunma siiresini arttirmak, stirekli salim saglamak, protein yapili ilaglarin kararliligini
arttirmak ve gerektiginde etkinlesen salim sistemi formiile etmek tizere birgok calismada
kullanilmaktadir (Thrimawithana, vd., 2012, s. 117; Patil ve Kumar, 2015, s. 427).

Hidrojeller, yiiksek molekiiler agirliga sahip, su i¢inde {i¢ boyutlu ag olusturan
hidrofilik c¢apraz bagli polimer veya kopolimerden olusur. Bu polimerler o6zellikle
uygulandig1 bolgede tutunma zamanini arttirarak ilag biyoyararlanimini iyilestirmeye
yonelik olusturulmustur (Suryawanshi, vd., 2012, s. 69; Kirchhof, Goepferich, Brandl,
2015, s.227). Kim vd. (1992, s. 283) hidrojeli, su veya sulu ¢oziiciide sisebilme
ozelligindeki polimer olarak tanimlamaktadir. /n situ jel, genel tamim olarak, siv1 halde
uygulanan ancak fizyolojik ortamda yari-kat1 jel faza doniisebilen polimer ¢ozeltisidir.
Jellesme sicakliga, pH veya iyon degisimine bagli olarak, UV kaynakli veya ¢oziicii

degisimi ile gergeklesir (Rathore, 2010, s. 31; Suryawanshi, vd., 2012, s. 69).
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Ideal bir in situ jel, gdze tekrar tekrar uygulayabilmeye izin verecek kadar diisiik
viskoziteye sahip, faz degisiminin ardindan gozde tutunabilecek kadar giiclii olan ve uzun
siireli kalabilen sistemdir. Ilacin etkinligini arttirmak icin gdzde temas siiresini arttirmak
hastanin sik uygulama gereksinimini azaltacak ve etkin maddenin tek uygulama ile daha
uzun siireli salimim saglayacaktir. In situ jel sistemin okiiler yiizeye uygulandiktan

sonraki viskozite degisimi Sekil 2.7.’de sunulmaktadir (Rathore, 2010, s. 30).

Uygulama sonrasi
L i
2 Uygulama Sncesi !
= . I
' I
: :
! I
v W
Gellan gum i¢in
Iyon etkilesimi 26 Sodyum (gD
konsantrasyonu
Poloxamer 407
25°C 340
Sicaklik 34°C icin
pH 45 74 CAP igin

Sekil 2.7. In Situ Jel Sisteminin Okiiler Yiizeye Uygulandiktan Sonraki Viskozite Degisimi
Kaynak: Rathore, 2010, s. 30

2.4.1. Sicakhik degisimine bagh in situ jel sistemi

Bu sistem, sicakliga bagli olarak g6z sicakliginda ¢ozelti seklinden jel sekline
dontigen polimer kullanimi ile elde edilir. Termal jellesme, géz ylizeyinde uzun siire
tutunma i¢in milkemmel olusumdur. Sistem oda sicaklifinda ¢ozelti iken, viicut
sicakliginda jel haline doniisiir (Rathore, 2010, s. 31; Gupta ve Manocha, 2012, s. 716;
Suryawanshi, vd., 2012, s. 69). Bu grupta en yaygin kullanilan polimer, sicakliga duyarl
noniyonik Poloxamer®dir. Polimerler ticari olarak {iic sekilde isimlendirilmistir:
Poloxamer®, Pluronic® ve Tetronic®. Okiiler olarak kullanilabilen Pluronic® F 127 goz
sicakliginda renksiz ve saydam jele doniisiir. % 20'den yiiksek konsantrasyonu gozde

iritasyona neden olabilir (Almeida vd., 2014, s. 404).
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2.4.2. pH degisimine bagh in situ jel sistemi

pH’ya duyarli polimer kullanilarak hazirlanan jel sistemidir. Bu sistem ortam pH’s1
degistiginde proton salar veya alir. Zayif asidik grup icerenler, ¢cevre pH’s1 arttiginda
jellesmeye baslar. Ornegin pH 4.2’den goz pH’sina (7.4) yiikseldiginde polimer siser ve
jellesir (Nirmal, Bakliwal ve Pawar, 2010, s. 1399; Gupta ve Manocha, 2012, s. 715).
pH’nin artmasi ile birlikte jele doniisen, sulu ¢ozeltisi diisiik viskoziteye ve asidik yapiya

sahip olan Carbopol® en yaygim olarak kullanilan polimerlerden biridir (Almeida vd.,

2014, s. 405).

2.4.3. Iyon degisimine bagh in situ jel sistemi

Polimerin farkli iyonlarin varligina bagli olarak jellesmesiyle olusan sistemdir. Bu
polimerler lakrimal sivi igerisindeki iyonlar ile etkileserek sivi halden jel hale gecer.
Ornegin, karragenan az miktarda potasyum varliginda kirilgan jel olustururken, kalsiyum
varliginda esnek jele doniisiir. Gellan zamki, sodyum ve potasyum gibi katyonik iyon
varliginda jellesen anyonik polisakkarittir. Benzer sekilde aljinik asit de ¢ift degerli
katyonik iyon varliginda jellesir (Nirmal, Bakliwal ve Pawar, 2010, s. 1400; Patil ve
Kumar, 2014, s.431).

Oftalmik ilag tasiyict sistemlerde kullanilan ¢evreye duyarli polimerler Cizelge
2.7.”de sunulmaktadir (Thrimawithana, vd., 2012, s. 117-121; Almeida, vd., 2014, s. 404-
409).

Cizelge 2.7. Ofialmik Ila¢ Tasiyici Sistemlerde Kullanilan Polimerler

Ozellik Grup
Seliiloz Tiirevi (MC, HPMC )

Ksiloglukan

Poloksamer (Poloxamer® 407, Pluronic® F)
Sicakliga Duyarli

Poli-N-izopropilakrilamit

Polietilen glikol ve polilaktik-ko-glikolit

Polikaprolakton (PCL)

Karbomer (Carbopol®, Carbopol® 974)

pH’ya Duyarli Psodolateks (CAP lateks)

Kitosan
Gellan (Gellan Zamki1)
Aljinit

Iyon Degisimine Duyarli
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In situ jel sisteminde yapilan karakterizasyon calismalari fiziksel goriiniis ve
saydamlik kontrolii, reolojik davranisin incelenmesi, jellesme kapasitesi ve ¢ozeltiden
jele gegis sicakliginin belirlenmesi, pH 6l¢timii, in vitro salim ve sisme ¢alismasini igerir
(Patil ve Kumar, 2014, s.433; Bassi, Gill ve Sharma, 2015, s. 197). Bu ¢alismalar,
‘yontemler’ boliimiinde ayrintili olarak anlatilmustir.

Mohan vd. (2009, s. 1093) yaptiklar1 ¢calismada pH kontrollii, sicaklik ve iyon
degisimine bagli in situ jellesen sistemleri hazirlamis ve reolojik davranis ve in vitro salim
acisindan karsilastirmistir. pH degisimine bagl formiilasyonda Hidroksi propil metil
seliiloz (HPMC) ve Carbopol® 940 kombine halde kullanilmustir. Sicaklik degisimine
bagl jellesme igin Pluronic® F 127 ve HPMC, iyon degisimine bagh jellesme igin ise
Gellan zamk1 formiilasyona eklenmistir. Formiilasyonlarin tiimiintin kararli ve alt1 saat
boyunca salim gosteren 6zellikte oldugu ve gézde iritasyona neden olmadig1 saptandigi
icin g6z damlasina alternatif olabilecegi belirtilmistir.

Asasutjarit vd. (2011, s. 129) Pluronic® F 127, F 68 ve Carbopol® 940 kullanarak
diklofenak sodyum igeren in situ jel hazirlamis ve in vitro karakterizasyon c¢alismasi
yapmustir. Ideal formiilasyonlarn oda sicakliginda sivi, goz sicakhifinda ise akis
gostermedigi belirlenmistir. Ayrica okiiler iritasyon testinde, 0 ile 4 arasi Olcekte
formiilasyonlarin hepsinde tiim parametreler 0 diizeyinde bulunmus ve formiilasyonlarin
iritasyon edici olmadig1 raporlanmistir.

Bir diger calismada ise poloksamer kullanarak in situ jel hazirlanmis ve in vitro
salim profili géz damlasi ile karsilastirilmistir. Sonugta salim ortaminda g6z damlasi 2
saat sonunda % 90’in {izerinde konsantrasyona ulasirken in situ jel sistemi % 90

konsantrasyona 24. saatin sonunda ulasmistir (Cao, Zhang ve Ping, 2010, s. 505).

2.5. Nanopartikiiler Sistem

Nanopartikiiller etkin madde igeren veya igermeyen, boyutu 10-1000 nm arasinda
degisebilen pargaciklardir. Etkin madde sistemde c¢Oziinmiis, kapsiil i¢ine alinmus,
hapsedilmis veya matrise tutunmus olabilir. Bu nedenle nanopartikiil, nanokapsiil veya
nanokiire gibi farkli isimlerle ifade edilir. Biitiin bu isimler nano boyutta olan pargaciklari
tanimlar. Nanokapsiil tek bir polimer membran ile etkin maddeyi gevreleyen vezikiiler
sistem iken, nanokiire etkin maddenin fiziksel olarak esit sekilde disperse edildigi matris

sistemdir (Soppimath, vd., 2001, s. 1; Nagarwal, vd., 2009, s. 3).
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Etkin madde yiiklii nanopartikiiller fizyolojik engelleri asabilme yetenegine sahip,
hem pasif hem de ligand yapili hedefleme mekanizmasiyla, 6zellikle hiicrelere veya hiicre
icine gonderilebilen ¢ok yonlii sistemlerdir (Nagarwal vd., 2009, s. 3).

Polimerik nanopartikiiller asagida yazilan bircok iistiinliige sahiptir:

- dretimi ve 6zelliklerini belirlemek kolaydur,

- Uretim isleminin maliyeti diistiktiir,

- polimerler biyouyumlu ve biyopargalanabilir ozelliktedir; toksik ve

immiinojenik degildir,

- suda ¢oziinebilen ve okiiler olarak kullanilabilen bir¢ok polimer vardir,

- genetik materyal, protein ve ufak molekiillii etkin madde yiiklenebilir,

- kararlilig yiiksektir,

- gozde tahrise neden olmaz (Nagarwal vd., 2009, s. 11).

Nanopartikiil sistem, uygun olarak formiile edildiginde oftalmik olarak gz damlas1
gibi kolaylikla uygulanir ve uygulama sikligini azaltarak okiiler tutunma siiresini arttirir
(Dandagi vd., 2008, s. 80; Nagarwal, vd., 2009, s. 3).

Okiiler amagla hazirlanan ilk nanopartikiil 6rnegi polialkil siyanoakrilat polimeriyle
hazirlanan sistemdir. Ardindan kitosan, hyaliironik asit, Carbopol® ve Eudragit® RS ve
RL gibi bir¢ok polimer kullanilarak nanopartikiiler sistem hazirlanmis ve incelenmistir
(Reimondez-Troitino vd., 2015, s. 281).

Oftalmik nanopartikiil iceren siispansiyon klasik siispansiyon ve goz damlasina
gore pek c¢ok istiinliige sahiptir. Kolloidal sistem iyi formiile edildiginde raf omrii
boyunca ¢okme olmaksizin siispande halde kalir. Partikiiller goze uygulandiktan sonra
okiiler yiizey ile etkilesime girerek gz dokusunda tutunur ve planlanan siire boyunca
depo gorevi gorerek ilact kontrollii salma egilimi gosterir (Sekil 2.8’de sunulmaktadir.).
Ayni zamanda partikiillerin sahip oldugu genis ylizey alan1 nedeniyle biyoyararlanim
artar ve etkin madde konsantrasyonu etkin dozda uzun siire saglanir (Chang, 2010, s.
175). Oftalmik formiilasyonun kolloidal boyutu 1-500 nm arasinda kabul edilse ve bu
aralikta oldugu belirtilse bile, daha iri partikiiller i¢erebilir (Nagarwal vd., 2009, s. 3).

Liyofilik ve liyofobik terimleri dispersiyon ortaminin 6zelligini tanimlamak igin
kullanilir; liyofilik sistemi hazirlamak genellikle daha kolaydir ve kararliligi daha
yiiksektir. Kolloidal dispersiyonu olusturmak igin dispersiyon ortamina organik molekiil
eklemek, nanopartikiiliin kolayca dagilmasini saglar (Sahoo vd., 2008 s. 147; Nagarwal,
vd., 2009, s. 3).
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Sekil 2.8. Goziin Subkonjonktival Alanit ve Okiiler Yiizey ile Nanopartikiil Etkilegimi
Kaynak: Nagarwal, vd., 2009, s. 5

flag yiiklii nanopartikiilleri géz damlas1 gibi sivi sekilde uygulayabilmek de
ustiinliikklerinden biridir. Sivi sekli ile hasta tarafindan kolaylikla uygulanan
nanopartikiiller, g6z merhemi gibi visk6z ve yapiskan sistemlerin olusturdugu bulanik
gorme durumuna neden olmaz. Kolloidal sistem bu nedenlerle bulanik gérme ve diisiik
biyoyararlanima kars1 iistiin sistemler arasinda yer alir (Nagarwal vd., 2009, s. 3).

Nanopartikiil ve nanopartikiiliin sulu siispansiyonu, okiiler ilag¢ tasiyici sistem
olarak kullanilmaktadir. Kolloidal partikiillerin enzim ve protein iceren biyolojik
stvilardaki kararliligi 6onemli bir konudur; ¢linkii, okiiler mukoza ile etkilesime giren

partikiillerin sahip oldugu 6zellikleri korumasi gereklidir (Nagarwal vd., 2009, s. 3).

2.5.1. Nanopartikiil hazirlamasi

Nanopartikiil hazirlanirken baslangicta iki yol vardir: 6nceden hazirlanan sentetik
veya dogal polimerin dispersiyonu veya monomerlerin  polimerizasyonu.
Mikroemiilsiyon, miniemiilsiyon, ylizey etkin madde igermeyen emiilsiyon veya
araylizey polimerizasyonu gibi polimerizasyon teknigi kullanilarak monomerler ile
dogrudan {iretilebilir. Her iki yol i¢in de polimerik nanopartikiil hazirlama yontemleri

Sekil 2.9°da sunulmaktadir (Kas, 2002, s. 83; Rao ve Geckeler, 2011, s. 890).
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Sekil 2.9. Polimerik Nanopartikiil Hazirlama Yontemlerinin Sematik Gosterimi

Kaynak: Rao ve Geckeler, 2011, s. 890

2.5.1.1. Coziicii buharlastirma yontemi

Bu yontemde polimer diklorometan, kloroform veya etil asetat gibi organik
¢Oziliciide c¢oziindiiriilir. Daha sonra, etkin madde polimerik c¢ozelti igerisinde
¢Oziindiiriilir veya siispande edilir. Emiilsiyon yapici yardimi ile tek veya ¢oklu
emiilsiyon olusturulmasi saglanir ve ardindan sicaklik veya basing etkisi ile karistiric
kullanilarak organik ¢o6ziicii uzaklastirilir. Yontem sematik olarak Sekil 2.10°da

sunulmaktadir (Soppimath vd., 2001, s. 2; Derman, Kizilbey ve Akdeste, 2013, s. 114).

/ p Organik ¢oziiciide ¢oziindirulmis
L '

polimer ve etkin madde Nanopartikil
. [%e®l = o, — C
arigtirma & arlasgtirma @ Ayirmave
— o = Saﬂastmna“ "
Sulu S/Y emiilsiyonu
Cozelti

Sekil 2.10. Coziicii Buharlastirma Yontemi ile Nanopartikiil Uretimi
Kaynak: Derman, Kizilbey ve Akdeste, 2013, 5. 114
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2.5.1.2. Nanocoktiirme yéntemi

Coziicii ile yer degistirme olarak da isimlendirilen bu yontemin temel prensibi
lipofilik ¢oziicii ile su ile karisabilen yari-polar ¢oziiciiniin yer degistirmesi sonrasinda
polimerin arayiizeyde birikmesidir. Non-solvan faza ¢oziiciiniin hizla difiize olmasi ile
araylizey gerilimi diiserek organik ¢oziicii ufak damlaciklar olusturur ve yilizey alaninin
artmasina neden olur (Rao ve Geckeler, 2011, s. 893).

Katara ve Majumdar (2013, s. 456) calismalarinda asiklofenak etkin maddesi ve
Eudragit® RL 100 polimeri ile nanog¢dktiirme ydéntemi kullanarak nanopartikiil sistemi
hazirlamistir. Yontemde, polimer ve etkin madde organik ¢oziiciide ¢oziindiiriildiikten
sonra yiizey etkin madde ve distile su ile sabit hizda karistirmanin ardindan ugurma
yontemi ile organik c¢oziicii uzaklastirilmigtir. Sulu dispersiyon liyofilize edilerek

nanopartikiiller hazirlanmistir.

2.5.1.3. Tuzla ¢oktiirme yontemi

Yontemde, giiclii tuzlama etkisi olusturmak i¢in secilen tuzun veya sekerin yiiksek
miktar1 sulu faza eklenir ve emiilsiyon yapici ile polimer aseton/su ile tamamen
karigabilen ¢oziicii ile formiile edilir. Magnezyum klortir, kalsiyum kloriir ve magnezyum
asetat yaygin olarak kullanilan elektrolitlerdir. Su eklenmesi ile tuzla ¢oktiirmenin ters
etkisi emiilsiyondaki damlaciklarda ¢oziinen polimerin ¢dkmesine yol acar (Rao ve

Geckeler, 2011, s. 892).

2.5.1.4. Diyaliz yontemi

Diyaliz, ufak ve dar dagilim boyutuna sahip nanopartikiil hazirlamak i¢in basit ve
etkili bir yontemdir. Uygun organik ¢6ziiciide ¢oziindiiriilen polimer uygun molekiil
boyutuna sahip diyaliz tiipii igerisine yerlestirilir. Membran igerisinde ¢dziiciiniin yer
degistirmesi ile ¢oziiniirlik azalip nanopartikiillerin homojen siispansiyon olusturmasi
nedeniyle polimer agregasyonu gerceklesir. Yontem sematik olarak Sekil 2.11°de

sunulmaktadir (Rao ve Geckeler, 2011, s. 894).
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Sekil 2.11. Diyaliz Yontemi ile Nanopartikiil Hazirlanmast
Kaynak: Rao ve Geckeler, 2011, s. 8§94

2.5.1.5. Siiperkritik sivi yontemi

Bu yontemin en biiylik Ustiinligli ¢oktiiriilmiis iirliniin ¢oziicii igcermemesidir.
Stiperkritik s1v1 genel olarak stiperkritik sicakligin tizerinde basing degismesine karsin faz
degistirmeyen siv1 olarak tanimlanir. CO; hem ucuz hem de toksik olmayan 6zelligi ile
en ¢ok kullanilan siiperkritik sividir. Siiperkritik ¢ozeltinin hizli genlesmesi (RESS) ve
stiperkritik anti-¢6ziicli yontemi (SAS) en ¢ok kullanilan yontemlerdir. RESS yonteminde
etkin madde ve polimer siiperkritik ¢oziiciide yiiksek basingta ¢oziindiiriiliirken, SAS
yonteminde etkin madde molekiilleri organik ¢oziiclide c¢oziindiiriildiikten sonra
stiperkritik s1vi1 ile temasta birakilir. Organik faz siiperkritik ¢oziiclide hizla ¢oziinmekte
ve geriye sliziilebilen nanopartikiiller kalmaktadir (Derman, Kizilbey ve Akdeste, 2013,
s. 116).

Nanopartikiillerin yalnizca okiiler uygulamada degil tiim biyomedikal uygulamalar
icin terapotik olarak biyouyumlu olmasi istenir. Bu ifade, partikiiliin ve bilesenlerinin
canli dokular ile biyolojik olarak uyumlu, non-immiinolojik, non-toksik veya herhangi
bir zararl etki gostermemesi anlamina gelir (Diebold ve Calonge, 2010, s. 605).

Nanopartikiilin biyoyuyumlulugunu 6nemli derecede etkileyen fizikokimyasal
ozellikleri vardir. Bunlar boyutu, sekli, ¢oziiniirliigl, yiiki, lipofilik veya hidrofilik
ozelligi ve partikiiliin yiikiinii de belirleyen ylizeyindeki kimyasal gruplardir.
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Tim bu o6zelliklerle birlikte nanopartikiiliin uygulanmasinin ardindan toksisiteye
veya biyolojik reaksiyona yol acabilir. Ornegin, ufak boyutlu nanopartikiiller daha iyi
etkilesim gosterecegi icin tercih edilir; ancak, genis yiizey alanina sahip oldugu i¢in bu
etkilesim hiicresel diizeyde veya dokuda toksisiteye neden olur. Organik ve inoganik
nanopartikiillerin olas1 riski plazma proteinlerine adsorpsiyon, dokularda birikme ve
agregasyon olarak sayilabilir. Agregasyon hiicre metabolizmasini engelleyebilir veya
doku fonksiyonlarini bozabilir (Zimmer ve Kreuter, 1995, s. 69; Diebold ve Calonge,
2010, s. 606).

2.6. Okiiler Alerji

Goz alerjisi mevsimsel alerjik konjonktivit, saman nezlesi, vernal
keratokonjonktivit, kronik alerjik konjonktivit ve atopik konjonktiviti kapsar. Bunlarin
disinda siklikla kontakt mercek kullanimina bagli olarak veya operasyon sonrasi gelisen
papiler konjonktivit de gz alerjisi olarak kabul edilmektedir.

Mevsimsel alerjik konjonktivit polen, hayvan tiiyii, toz veya kimyasal maddelere
kars1 ani olarak gelisen asir1 duyarlilik ile kendini gosteren alerji durumudur. Bu durum
okiiler alerjinin en yaygin bi¢cimidir (Palmer, 2007, s. 1).

Saman nezlesi ise ilkbahar, yaz sonu ve sonbahar basinda kendini belli eden siklikla
rinit ile iligkili olan alerjik konjontivitin hafif sekli olarak tanimlanir. Saman nezlesi
baslangic1 ve siiresi tozlasmaya ve polene bagli oldugundan bolgesel olarak farklilik
gosterir. Bu farkliliga karsin alerjene maruz kalinmasiyla birlikte mast hiicreleri
tetiklenerek alerji ve enflamasyona yol agan medyator serbest hale gecer. Bu
medyatorlerden biri olan histamin, mevsimsel alerjik konjonktivitte erken evre
belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Ono ve Abelson, 2004, s. 118).

Kronik alerjik konjonktivit, ev tozu, kiif ve hayvan tiiyii gibi alerjenlere kars1 ortaya
¢ikan daha uzun stireli konjunktivit tiirtidiir.

Atopik keratokonjonktivit durumu ise konjonktivay1 ve korneay: etkileyen ciddi bir
iltihabi tablodur. 30 ile 50 yaslar1 arasindaki erkeklerde daha sik goriilmektedir. Astim,
urtiker veya saman nezlesi genellikle aile Oykiisinde var olan bireylerde bulunur.
Belirtileri bulanik goérme, 151k duyarliligi, ip seklinde mukuslu akinti, yanma ve
sulanmadir. Tedavisinde alerjik konjonktivitte kullanilan etkin maddelerin yanisira

steroid de kullanilir.
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Bunlarin disinda iyatrojenik olarak ortaya ¢ikan papiler konjonktivit s6z konusudur.
Bu alerji tipi konjuktival epitelde olusan mekanik travma sonucu gergeklesir ve alerji T
hiicre reseptorleri araciligr ile baslar (Ono, Abelson, 2004, s. 120; Palmer, 2007, s. 1;
Ackerman, Smith ve Gomes, 2016, s. 53 ).

Alerjik yanit i¢in sayisiz sitokin 6nemli role sahip olsa da bunlarin spesifik ve farkli
etkinligi tam olarak aydinlatilamamustir. Interlokin 4, 5, 6, 8 gibi birgok sitokin ve
kemokinin, alerjik konjonktivitte tam olarak belirlenemese de énemli rolii oldugu rapor
edilmistir. Interseliiler adezyon molekiilleri sitokinler tarafindan uyarilarak konjonktival
dokudan enflamasyonun geg¢isini kolaylastirarak alerji reaksiyonlarini arttirir (Ackerman,
Smith ve Gomes, 2016, s. 54).

G0z alerjisinin en dnemli belirtisi kagintidir. Kasint1 olmadan goz alerjisinden s6z
etmek olanaksizdir. Bunun yanisira konjonktivada sisme de s6z konusu olabilir. Sigsme
ile birlikte goz kapaklar1 belirgin hal alir ve siddetine bagl olarak goz etrafindaki hassas
kolajen liflerinin yapisinda degisiklik ortaya g¢ikabilir (Barney, Cook ve Stahl, 2014,
5.622).

Alerjik konjonktivitin patojenezi karmasiktir ve birka¢c mekanizma igerir. Alerjik
hastaliklarda en sik goriilen duyarlilik mekanizmasinda iiretilen immiinglobiilin E
antikorunun mast hiicrelerine ve dolasimdaki bazofillere secici olarak baglanmasi ile
medyatdr salimi tetiklenir ve medyatorler alerjik reaksiyonlar1 baslatir (Ulas, 2003, s. 3;
Ackerman, Smith ve Gomes, 2016, s. 53).

Insan konjonktivasindaki mast hiicrelerin sayis1 yaklasik 5000 ile 6000 hiicre/mm?
olarak hesaplanmistir (Leonardi ve Quintieri, 2010, s. 972). Bu say1 tiim okiiler alerjik
hastaliklarda artar. Alerjik konjonktivitin akut semptomlarinda histamin, platelet aktive
edici faktor, 16kotrien ¢4 gibi mast hiicre medyatorleri 6nemli rol oynar; ancak, bunlarin
en Onemlisi histamindir. Histamin, spesifik L-histidin dekarboksilaz enziminin rol
oynadigi reaksiyon sonucu sentezlenerek mast hiicrelerinin ve bazofillerin sitoplazmik
graniillerinde depolanir; etkisini histamin reseptorlerine baglanarak gosterir (Ulas, 2003,
s. 4).

Histamin klasik alerji belirti ve bulgularindan olan kizariklik, siskinlik ve kagintinin
en Onemli sorumlularindan biridir. Mast hiicrelerinin aktivasyonu ile hizli sekilde salinan
histamin, konjonktiva iizerindeki ¢ogu etkiden sorumlu H; spesifik reseptorleri ile
etkilesime girer. H; reseptorlerinin uyarilmasi gozde kasinmaya, agriya, diiz kaslarda

kasilma hissine, konjonktival damarlarda vazodilatasyona ve 6deme neden olur.
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Bu durumun tersine H> reseptdrlerinin uyarimi ise kasmma olmaksizin gozde
vazodilatasyona yol acar. Bu nedenle histamin reseptor antagonistleri (antihistaminikler)
alerjik hastaliklarin tedavisinde ilk basamak olarak yer almaktadir. Okiiler alerjideki diger
Hjs ve Hy reseptorlerinin rolii ise halen arastirilmaktadir (Brodsky, 2000, s. 56; Leonardi,
2000, s. 18; Leonardi ve Quintieri, 2010, s. 971).

Alerjik rinit ve konjonktivit yetiskinlerin % 10-30’unda ve ¢ocuklarin ise % 40’inda
gorillen ¢ok yaygin hastaliklardir. Alerjiye sahip yetiskinlerin % 40’inda astim
goriiliirken, astim hastas1 olanlarin yaklasik % 80’inde alerjik rinit ve konjonktivit
bulunmaktadir (Nickels vd., 2011, s. 1594).

Uygun dozda anthistaminik, histaminin mast hiicreleri tarafindan salimini ve mast
hiicrelerinin aktivasyonunu inhibe eder. Bilindigi lizere bu hiicreler bazi sitokinlerin,
kemokinlerin, adhezyon molekiillerinin ve enflamatuvar medyatdrlerin salimini diizenler.
Dolayisiyla antihistaminigin alerji reaksiyonunu ortadan kaldirmasi mast hiicreleri ve
bazofillerin aktivitesini etkilemesine ve bu medyatorlerin salimini inhibe etmesine
baglidir (Yayla, Avsar ve Cansever, 2014, s. 261).

Antihistaminikler farmakokinetik etkilerine, yapisal 6zelliklerine ve yan etkilerine
bagli olarak klasik ve yeni nesil olarak siniflandirilir. Yeni nesil antihistaminiklerin klasik
antihistaminiklere gore pek ¢ok iistiinliigli bulunmaktadir. Bunlar siralanacak olursa
(Yayla, Avsar ve Cansever, 2014, s. 261):

- Hi reseptorlere afinete ve selektivitesi daha yiiksektir,

- Kan Beyin Engeli’ni genelde gegmez, dolayisi ile sedasyon etkisi ¢ok az goriiliir,

- Hj reseptor disindaki reseptorlere (muskarinik, vb) etkisi ¢ok az oldugundan

kolinerjik etkisi ¢ok diistiktiir,

- emilimi hizhidir ve iyi tolere edilir,

- etki siiresi uzun oldugundan uygulama siklig diisiiktiir,

- klasik nesilin pek ¢ok yan etkisini (0rnegin, santral sinir ve kardiyovaskiiler

sisteme) gostermez veya dikkate alinmayacak kadar diistiktiir,

- 6 yas iizeri cocuklarda ve yetiskinlerde rahatlikla kullanilabilir.

Soguk kompres, yapay gozyasi sivisi ile gozleri yikamak, alerjenden kaginmak gibi
onlemler, alerjik hastanin semptomlarini biraz olsun azaltsa bile yetersizdir. Konjonktivit
tedavisi icin topik uygulama farmakokinetik ve klinik ag¢idan en uygun yoldur. Sistemik
antihistaminik kullanimmin g6z kuruluguna neden oldugu agik¢a bilindiginden en

dogrusu dogrudan lokal uygulama yapmaktir (Ono ve Abelson, 2004, s. 119).
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Cizelge 2.8.°de goz alerjisinde kullanilan bazi bilesenler ve hiicre iizerindeki

etkileri sunulmaktadir.

Cizelge 2.8. Goz Alerjisi Tedavisinde Kullanilan Bilesenler ve Etkinlikleri

Mast Hiicresinden

Bilesen Sinifi Medyatér Sahmma  Diger Hiicreler Uzerine Etkisi
Etkisi
Konjuktival epitel hiicreden
Antazolin H Reseptor Antagonisti  Etkisi yok interlokin 6 ve 8 saliminin
inhibisyonu
Konjuktival epitel hiicreden
Feniramin H, Reseptor Antagonisti  Etkisi yok interlokin 6 ve 8 saliminin
inhibisyonu
Konjuktival epitel hiicreden
Emedastin H; Reseptor Antagonisti  Etkisi yok interlokin 6 ve 8 saliminin
inhibisyonu
Konjuktival epitel hiicreden
Levakabastin ~ H; Reseptor Antagonisti  Etkisi yok interldkin 6 ve 8 saliminin
inhibisyonu
Histamin, Triptaz, Konj unktivaln epitel hucreleirlnde
. . . bulunan tiimor nekroz faktor-
f Hi Reseptor Antagonisti  Prostaglandin D», , - o
Olopatadin . . o’nin yonettigi hiicrelerarasi
Mast hiicre stabilizatorii ~ Tumor Nekroz .
. adezyon molekiiliiniin artiginin
Faktor-o s
inhibisyonu
. H; Reseptor Antagonisti . . Eozinofillerin kimyasal yapisini
Ketotifen Mast hiicre stabilizatorii Histamin ve aktivasyonunu etkiler
. H, Reseptor Antagonisti . Eozinofillerin aktivasyonunu
Azelastin Mast hiicre stabilizatorii Veri yok etkiler
Triptaz Eozinofil, nétrofil ve monositlerin
Kromolin Mast hiicre stabilizatorii ~ Histamin igin veri kimyasal yapisini ve
yok aktivasyonunu etkiler
Lodoksamid Mast hiicre stabilizatorii ~ Veri yok Eozmgﬁllerm klmyas.al yapisint
ve aktivasyonunu etkiler
. .. T, . B hiicresinden imminoglolin e
Nedokromil Mast hiicre stabilizatorii ~ Veri yok L
sentezini etkiler
Pemirolast Mast hiicre stabilizatorii ~ Veri yok Eozinofil ve nqtroﬁllerm klmyasal
yapisini ve aktivasyonunu etkiler
Alkaftadin H; Res?ptor AnFagon}sEl Histamin Eozmgﬁllerm klrnya;al yapisint
Mast hiicre stabilizatorii ve aktivasyonunu etkiler
Bepotastin Mast hiicre stabilizatorii ~ Histamin Eozinofillerin kimyasal yapisin

etkiler
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2.7. Olopatadin Hidrokloriir

Olopatadin hidrokloriir (11-[(Z)-3-(dimetilamino)- propilidin]-6,11 dihidrodibenz
[b,e] oksepin-2-asetik asit)(OLO) , beyaz renkli, kristal yapili, molekiil agirlig1 373.88
olan, suda ¢oziinebilen bir bilesiktir (Sekil 2.12°de sunulmaktadir) (Ohmori, 2002, s. 379;
Leonardi ve Quintieri, 2010, s. 972). Bilesigin oral yol i¢in antihistaminik ajan olarak
sentezlenmesi Ohshima vd. (1992, s. 2074) tarafindan gerceklestirilmis ve yapi-aktivite

iliskisi incelenmistir.

T )
\ N /\-/I'
| HCI

Sekil 2.12. Olopatadin Hidrokloriir

In vivo calismalarda OLO’nun oral kullanimi ile alerjik cilt yaniklari,
rinokonjonktivit ve brongiyal astima ait deneysel modellerde semptomlar1 azalttig
gozlenmistir. Yapilan klinik ¢aligmalarda ise saglikli goniillilerde hizli ve yiiksek
miktarda emildigi ve alerjik rinit, kronik iirtiker ve konjonktivit tedavisinde son derece
yararli oldugu belirlenmistir (Ohmori, 2002, s. 393; Okubo, Okuda ve Kaneko, 2010, s.
1658).

Olopatadin (Allelock®) Aralik 2000 yilinda alerjik rinit, kronik iirtiker, ekzama,
dermatit, priirigo, kasintili deri, psoriasis vulgaris ve eritem exsudativum multiforme
tedavisi i¢in Japonya'da onaylanmistir. OLO nun oftalmik ¢dzeltisi (Patanol®) mevsimsel
alerjik konjonktivit tedavisi i¢cin Aralik 1996 tarihinde ABD’de onaylanmis ve
giintimiizde Alcon firmas: tarafindan pazarlanip birg¢ok tilkede kullanilmaktadir (Ohmori

vd., 2004, s. 809).
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OLO, Hi reseptor antagonisti ve ayni zamanda da insan konjonktival mast
hiicrelerinin etkinligine sahip olan antialerjik maddedir. Bilesik, klinik olarak etkili
konsantrasyonundan en az on kat fazla konsantrasyondaki mast hiicresini
baskilayabilmektedir (Brockm vd., 2003; Tamura, Masato, 2008). Antihistaminik
Ozellikte ve mast hiicresi iizerinde etkili olmasi tedaviye hizli bir baslangi¢ yaptigini ve
uzun siireli koruma sagladigini 6n gostermektedir (Abelson, 1998, s. 798).

Butrus vd.’nin (2000, s. 1462) yaptig1 klinik ¢aligmada, OLO birinci kusak
antihistaminik olan nedokromil ile karsilastirilmis ve kullaniminin hasta uyuncu ve
kasint1 giderme agisindan iistiinliigii gosterilmistir.

Bir bagka calismada ise % 2 konsantrasyondaki géz damlasi, alerjik konjonktiviti
olan hastalarda gilinde 2 defa kullanilmis ve tedavide etkili oldugu, gilivenilirligi ve iyi
tolere edildigi sonuclarina ulasilmistir (Ohno ve Ando, 2012, 876).

OLO, H: ve H3 histamin, adrenerjik, dopaminerjik ve muskarinik reseptorleri ile
etkilesimi zayiftir; ancak, Hi histamin reseptoriine yiliksek oranda segicidir. Ayni zamanda
sitokinez, adezyon molekiilleri ve 16kotrienlerin salimini baskiladig1 ve antienflamatuvar
ozellikte oldugu calismalarda gdsterilmistir (Shah vd., 2009, s. 100; Ackerman, 2016, s.
58).

OLO oral, nazal ve goze uygulanan preparatlart da dahil olmak {izere etkinlik
mekanizmas1 benzer olan {i¢ farkli dozaj sekli bulunmaktadir. Biitiin preparatlar
genellikle iyi tolere edilir. En yaygin goriilen yan etkileri bas agrisi, duyarlilik, gz
kurulugu ve keratittir. Ayrica nazal ve okiiler kullanimda ¢ok nadir de olsa yiiksek
duyarliliga neden oldugu kaydedilmistir (Nickels vd., 2011, s. 1594).

Farmakokinetik agidan incelenen OLO’nun okiiler uygulanmasi sonucu sistemik
emiliminin ¢ok diisiik oldugu saptanmistir. Saghkli goniilliiler ile yapilan ¢alismada 2
hafta boyunca 12 saatte bir uygulanan oftalmik OLO’nun ardindan plazma
konsantrasyonunun tayin sinirinin altinda oldugu (< 0.5 ng/mL) bulunmustur (Alcon e-
katalog).

Plazma yar1 6mrii 3 saat olan olopatadin’in viicuttan atiliminin biiyiikk ¢ogunlugu
bobrek yoluyladir. Atilimi, % 60-70 oraninda ana molekiil olarak, diisiik miktarda da
monodesmetil ve N-oksit metabolitleri seklindedir.

Ruhsat kullanim talimatinda 6 hafta boyunca 8 saat arayla giinde 2 kez
uygulandiginda alerjik konjonktivit tedavisinde etkili oldugu belirtilmistir (Alcon e-
katalog).

31



Okiiler kullanim sonras1 sistemik biyoyararlanimi hakkinda veri bulunmamaktadir.
Ancak farmakokinetik ¢aligmalarda oral uygulamaya gore okiiler uygulamada plazma
konsantrasyonu yaklasik 50-200 kat diisiik oldugu i¢in yaslilarda ve bobrek fonksiyon
bozuklugu olan hastalarda doz ayarlamasina gerek olmadig: bildirilmistir (Leonardi ve
Quintieri, 2010, s. 972).

Ayrica yapilan ¢alismalarda bas agrisi, bulanik gérme, gozde yanma ve batma, agiz
kurulugu ve bogaz agrisi gibi yan etkilere neden olabilecegi kaydedilmistir (Yayla, Avsar
ve Cansever, 2014, s. 266).

OLO igeren ticari preparatlar Cizelge 2.9.’da sunulmaktadir.

Cizelge 2.9. OLO Iceren Ticari Preparatlar

Preparat ismi Firma ismi Farmasotik Sekli Ruhsat Tarihi
Patanol® Alcon % 0.1 steril oftalmik ¢ozelti 30.11.2000
Ofnol® Abdi Ibrahim % 0.1 steril oftalmik ¢ozelti 02.02.2011
Patanol S® Alcon % 0.2 steril oftalmik ¢ozelti 26.12.2012
Pallada® World Medicine % 0.1 steril oftalmik ¢ozelti 31.10.2013
Oladin® Bilim % 0.1 steril oftalmik ¢dzelti 08.02.2014

Kaynak: Rx Media, 2016.
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

Madde ad1

1-Butanol

Asetik asit

Asetonitril
Benzalkonyum kloriir
Dotorokloroform
Etanol

Eudragit® RL 100

Eudragit® RS 100

Hidroksi propil metil seliiloz
Izopropil alkol

izopropil miristat

izopropil Palmitat
Kalsiyum kloriir

Metanol

Olopatadin hidrokloriir
Pluronic F® 127

Polietilen glikol 400
Poloxamer®

Sodyum asetat

Sodyum bikarbonat
Sodyum kloriir

Span®20

Span® 80

Tween® 20

Tween® 80

Dimetil siilfoksit (DMSO)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
MTT Boyasi
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Firma adi

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Fluka, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Degussa Rohm Pharma Polymers,

Almanya

: Degussa Rohm Pharma Polymers,

Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Applichem, Almanya

: Biological Ind., Israil

: Applichem, Almanya



Penisilin/Streptomisin

3.2. Kullamilan Cihazlar
Buzdolabi

Derin Dondurucu

Diferansiyel Taramah Kalorimetri
Distile Su Cihazi

Etiiv

Hassas terazi

Infrared Spektrofotometresi

Karbondioksitli Etiiv

Kondiiktometre

Magnetik Karistiricl

Manyetik 1sitici

Mekanik karistirici

Otoklav

Parcacik Biiyiikliigii Analiz Cihazi
pH Metre

Plate Okuyucu

Piiskiirterek Kurutma Cihazi

Reometre

Santrifiij

Santrifiij

Steril Kabin
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: GIBCO, Ingiltere

: Argelik No Frost, Tiirkiye
: Liebher Medline, LGEX 3410,
Almanya
: Shimadzu DSC-60, Japonya
: Millipore, Fransa
: Niive, FN500, Tiirkiye
: Mettler AM 100, ABD
: Schimadzu IR Prestige-21,
Japonya
Japonya
: BINDER, Almanya
: Hanna Instruments HI8820,
Portekiz
: Wisd Laboratory Instruments,
Dathan SMH5-3,Kore
: IKA®, Almanya
: IKA® RW 20, Almanya
: Hirayama HVE 50, Japonya
: Zeta Sizer Nano Series, Ingiltere
: WTW Profi Lab. pH 597, Almanya
: Cytation 5, ABD
: Nano Spray-Dryer B-90, Biichi,
Isvigre
: Brookfield, Amerika
: Eppendorf Centrifuge 5417R,
Almanya
:Niive NF400, Tirkiye
: Biowizard Xtraline 130, Blue

Series, Finlandiya



Niikleer Manyetik Rezonans

Spektrofotometresi

Taramal Elektron Mikroskopu

Ultra Performansh Sivi Kromatografisi

Ultrasonik Banyo

Vorteks

X-Isim1 Kirimim Cihazi
Zeta Potansiyel Analiz Cihaz1
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: Ultra Shield CP MAS NMR,
Almanya

: FESEM SUPRATM 50 VP ZEISS,
Almanya

:Agillent Technologies, 1290
infinity, Almanya

:Wisd Laboratory Instruments,
WUC-AO03H, Kore

: Jeiotech VM96B, Kore

: XRD-RIKAGU D/Max-3C,

: Zeta Sizer Nano Series, Ingiltere



4. YONTEMLER
4.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismalari
4.1.1. Analitik yontem gelistirme

(Caligmalarda etkin madde olan OLO’niin miktar tayini i¢in Ultra Performansli Sivi
Kromatografisi (UPLC) kullanilmistir. Sabit faz olarak Cig kolonunun kullanildigi
sistemde hareketli faz olarak metanol, su ve tampon c¢ozeltisinin farkli oranlarda
karistirilmasi ile izokritik ayirim yapilmasina karar verilmistir. En uygun hareketli fazin
seciminde farkli faz ve oranlar denenerek OLO’nun sinyali ve diger maddelerin
sinyallerinden ayrilma durumu degerlendirilmistir.

Etkin madde ile hazirlanan hareketli faz sicakligi 20-40°C arasinda degistirilen
kolona verilmistir. Dedektor kullanilarak OLO’nun farkli dalga boylarindaki piki

incelenmis ve en goriiniir oldugu dalga boyu belirlenmistir.

4.1.2. Validasyon

Analitik yontem validasyonunun amaci yontemin uygun oldugunu kanitlamak igin
kullanilan test yonteminin dogruluk ve giivenilirliginin verilerle gosterilmesidir. Bu
calismada, etkin maddenin miktar tayini yontem validasyonunda dogrusallik, dogruluk,
kesinlik, secicilik ve duyarlilik gibi analitik parametreler esas alinmig ve istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.

4.1.2.1. Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligi bilinen konsantrasyondaki stok ¢ozeltiden farkli
oranlarda hazirlanan 6rnekler ile dogru orantili test sonuglari elde edilebilme yetenegidir.
Dogrusal iliski i¢in analitik yontemin ¢alisma araligi igerisinde bir bolge secilmelidir.

Dogrusallik, analit konsantrasyonunun fonksiyonu olarak bir sinyal alan1 verir. Bu
test sonuglari, regresyon analizi ve uygun istatistiksel yontemlerle degerlendirme yapilir.
Dogrusallik i¢in en az 5 konsantrasyonda ¢alisma &nerilmektedir.

Dogru denkleminin belirlenmesi i¢in, 5 ile 50 pg/mL konsantrasyon araliginda 6
seri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler UPLC’ye enjekte edilerek pik alanlar1 ve tutunma

zamanlar1 bulunmustur.
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4.1.2.2. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, bulunan veya kabul edilen degerin gercek deger veya
kabul edilen referans degere olan yakinligini ifade eder.

Dogrulugun belirlenebilmesi i¢in konsantrasyonu bilinen 6rneklerin analizi yapilir
ve hesaplanan miktarlarin gercek miktarlara yakinlhigr karsilagtirilir. Bu parametre
incelenirken en az 3 farkli konsantrasyonda ve 3 kez tekrarlanarak hesaplama

yapilmalidir. Sonuglar % verim ve her seri i¢in bagil standart sapma olarak verilir.

4.1.2.3. Kesinlik

Kesinlik ayn1 6rnekten yapilan birden fazla 6rneklemden olusan seriler arasindaki
yakinhig ifade eder. Kesinlik ii¢ diizeyde kabul edilir: tekrar eldeedilebilirlik, ara kesinlik
ve tekrarlanabilirlik. Yontemin kesinligini gostermek i¢in giiven aralig1 ve bagil standart
sapma degeri verilir.

Tekrar eldeedilebilirlik, bir analizin laboratuvar kosullar1 degistirildiginde bile
dogru sonug vermesidir; ancak zorunlu olmayan analitik parametredir.

Ara kesinlik, rastgele degiskenlerin analitik yonteme etkisinin belirlenmesidir.
Degisken giin, analist, ekipman, ara¢ ve malzeme olabilir.

Tekrarlanabilirlik parametresi ayni1 stok ¢ozeltisinin kisa zaman araliklarinda birkag
kez tekrarlanarak Olciilmesi ile elde edilir. Bu islem ya 3 farkli konsantrasyonun 3’er kez

tekrar ile veya test konsantrasyonunun tamaminin en az 6 kez tekrari ile gergeklestirilir.

4.1.2.4. Calisma Aralig1

Kullanilan analitik yontemin dogrusallik, dogruluk ve kesinlik kosullarina sahip
oldugunun gosterilmesi i¢in 6rnek igindeki analitin alt ve iist konsantrasyonlarinin
araligidir. Calisma araligi, genellikle, dogrusallik ¢alismalar ile islemin amaglanan
uygulamasina bagli olarak belirlenir. Calisma araliginin belirlenmesinde yapilacak olan

calisma dikkate alinmalidir (ICH Topic Q2B, 1996, s. 8):

e Uyusturucu madde ve bitmig {iriin analizi i¢in, test konsantrasyonunun %80 ile
%120 araliginda olmalidir.

e Etkin madde miktar tayini testi igin test konsantrasyonunun en az %70 ile %130
araliginda veya daha genis aralikta olmalidir.

e (Oziinme testi i¢in belirlenen araligin + %20’°sinde ¢alisilmasi gereklidir.
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4.1.2.5. Secicilik

Secicilik analitik yontemin yalnizca hedeflenen maddenin veya maddelerin
analizine 0zgli oldugunu degerlendirebilme yetenegidir. Tek bir bilesen i¢in yapilan
Ol¢iim, ortamda bulunan diger bilesenlerden kaynaklanabilecek girisimlerden
etkilenmemelidir. Eger yontem birden fazla maddenin analizi i¢in kullanilacaksa,
yontemin segiciligini gostermek her zaman olasi olmayabilir. Bu durumda, iki ya da daha

fazla analitik islem kombinasyonu kullanilmasi 6nerilir.

4.1.2.6. Duyarhhk

Analitik yontemin diisiik konsantrasyonlar1 saptayabilme yetenegidir. Saptama
smirt (LOD), 6rnek icindeki analitin konsantrasyonunun tam deger olarak en diisiik
diizeydeki miktaridir. Bu deger kesin bir kantitatif deger olmayabilir. Miktar tayini sinir1
(LOQ), drnek icindeki analitin uygun dogruluk ve kesinlikle kantitatif olarak saptanabilen
en diisiik miktaridir. Hem saptama sinir1 hem de miktar tayini sinirin1 belirlemek igin

yontemin enstriimental olup olmamasina bagli olarak farkli yaklasimlar vardir:

o Gorsel degerlendirmeye bagli yontem,

e Sinyal-giirtiltii yontemi,

e Egim ve standart sapmaya bagli yontem.
- Bos orneklerin standart sapmasi

- Kalibrasyon egrisinin kullanimi

4.1.2.7. Saglamlik/Tutarhihk

Analitik yontemin kiiglik degisimlerden etkilenmeden kalma kapasitesinin
Olclimiidiir. Ancak bu parametre yontemde bilingli degisiklik yapildiginda degil normal

kullanim sirasinda ortaya ¢ikan degisimde giivenilirlik saglar.

4.1.2.8. Sistem Uygunlugu

Sistem uygunluk testi bir¢ok analitik islemin ayrilmaz pargasidir. Testi, donanimu,
analitik islemi ve elektronik durumu kapsar. Sistem uygunluk testi parametreleri valide

edilmis islemin tipine bagl olarak planlanir.
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USP (Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi) tarafindan tanimlanan sistem

uygunluk testi parametreleri agagida verilmistir.

Pik morfolojisi

Teorik tabaka sayisi

e Kuyruklanma ve asimetri faktorleri

e Kapasite faktorii

o Secicilik faktorii

e Ayirim giicu

e Pik yiiksekligi veya alaninin % bagil standart sapmasi

Bu kriterlerden en az iki tanesinin gerekli kosulu saglamasi yontemin sistem

uygunlugunu gosterir (Berkman, 2007, s.36).

4.2. Formiilasyonda Kullanilan Maddelerle Yapilan Calismalar
4.2.1. Infrared (FT-IR) analizi

Etkin madde olan OLO ve ¢alismada kullanilan polimerlerin FT-IR analizi igin 500-

4000 cm! arasinda spektrumlar alinmustir.

4.2.2. Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi

Etkin madde ve kullanilan polimerlerin NMR spektrumlari détero kloroform

kullanilarak alinmistir.

4.2.3. Termal analiz

OLO ve calismada kullanilan polimerlerin termal analizinde diferansiyel taramali
kalorimetre kullanilmis ve termogramlar elde edilmistir. Yaklasik 3-5 mg madde
aluminyum Ornek kabina konulmus ve basing yardimi ile kapatilmistir. Analiz bos
aluminyum &rnek kabi referans alinarak, 50 mL.dk™! akis hizinda azot gaz1 ve 10°C.dk"!

sicaklik artigi ile gerceklestirilmistir.

4.2.4. X-151m1 kirimim analizi

Etkin madde ve kullanilan polimerlerin X-1s1n1 kirinim analizi 4-40°C araliginda 40

kV voltaj ve 20 mA akim siddetindeki jenerator kullanilarak yapilmstir.
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4.2.5. Morfolojik inceleme

OLO ve kullanilan polimerler karbon bant1 iizerine yayilip altin ile kaplandiktan
sonra yiizey Ozellikleri ve sekilleri taramali elektron mikroskobu kullanilarak

incelenmistir.

4.3. Mikroemiilsiyonlar ile Yapilan Calismalar
4.3.1. Bilesenlerin se¢imi

Bu calismada hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda yagli faz olarak
izopropil miristat (IPM) ve izopropil palmitat (IPP), ve yiizey etkin madde (YEM) olarak
Tween® 80, Tween® 20, Span® 80 ve Span® 20 kullanilmigtir. Hazirlanan
formiilasyonlara yardime1 yiizey etkin madde (Y.YEM) olarak izopropil alkol, etanol, 1-

butanol, polietilen glikol 400 ve sulu faz olarak ise distile su eklenmistir.

4.3.2. Onformiilasyon calismalar

YEM ve Y.YEM’ler farkli oranlarda karistirilmis ve formiilasyon toplam 10 g
olacak sekilde 9 ayr1 formiilasyon titrasyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Yag,
YEM ve Y.YEM tartilip mekanik karistiricr ile karistirilmis ve distile su oda sicakliginda
damla damla eklenerek titre edilmistir. Su ekleme islemi bulaniklik goriilen noktaya kadar
stirdliriilmiis ve karistmin bozulmadan i¢ faza alabildigi distile su miktar1t mL olarak
kaydedilmistir.

Formiilasyonlar hazirlanirken mekanik karigtiricinin farkli hizlarinin denenmesi
sonucunda su alma kapasitesi ve saydamlik agisindan 700 rpm hiz segilmistir.
Formiilasyon hazirlama sicaklik parametresi degerlendirildiginde, alkol yapisinda olan
Y.YEM’lerin yiiksek sicaklikta ugarak formiilasyondan uzaklasmasi nedeni ile 25°C’lik
oda sicakliginda ¢alisilmasi uygun bulunmustur.

Yagl faz olarak IPP’nin kullanildig1 formiilasyonlarin IPM igerenlere gore i¢ faza
daha az miktarda su aldig1 saptandigindan yagli faz olarak IPM tercih edilmistir. Span®
20 ile hazirlanan formiilasyonlarin su alma kapasitesinin Span® 80 ile hazirlanan
formiilasyonlardan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak Span® 20 iceren
formiilasyonun kararlilik sorunu nedeni ile Span® 80 kullanilmasimin uygun olduguna

karar verilmistir.
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On ¢alismalar sonucunda belirlendigi iizere 700 rpm karistirma hizinda ve 25°C’lik
oda sicakliginda hazirlanan farkli Onformiilasyonlarin igerigi Cizelge 4.1-4.4°de

sunulmustur.

Cizelge 4.1. Mikroemiilsiyon Onformiilasyonlarinin Bilesenleri (* Faz ayrismasi)

Formiilasyon __ Ya YEM1 YEM2 Y.YEM YEM+Y.YEM Distile Su
(gram) IPM Span®20  Tween® 80 - (3:2) (mL)*
F1 1.00 5.40 3.60 - 9.00 -
F2 2.00 4.80 3.20 - 8.00 -
F3 3.00 4.20 2.80 - 7.00 0.76
F4 4.00 3.60 2.40 - 6.00 0.70
F5 5.00 3.00 2.00 - 5.00 0.68
Fé6 6.00 2.40 1.60 - 4.00 0.67
F7 7.00 1.80 1.20 - 3.00 0.65
F8 8.00 1.20 0.80 - 2.00 0.62
F9 9.00 0.60 0.40 - 1.00 0.40

Cizelge 4.2. Mikroemiilsiyon Onformiilasyonlarinin Bilesenleri (* Faz ayrismasi)

Formiilasyon Yag YEM1 YEM2 Y.YEM YEM+Y.YEM Distile Su
(gram) IPM Span® 80 - PEG 400 (1:1) (mL)*
F1 1.00 4.50 - 4.50 9.00 0.72
F2 2.00 4.00 - 4.00 8.00 0.85
F3 3.00 3.50 - 3.50 7.00 0.96
F4 4.00 3.00 - 3.00 6.00 1.32
F5 5.00 2.50 - 2.50 5.00 1.75
F6 6.00 2.00 - 2.00 4.00 1.35
F7 7.00 1.50 - 1.50 3.00 1.20
F8 8.00 1.00 - 1.00 2.00 0.98
F9 9.00 0.50 - 0.50 1.00 0.61
Formiilasyon IPM Span® 80 - PEG 400 2:1) Distile Su
F1 1.00 6.00 - 3.00 9.00 -

F2 2.00 5.33 - 2.67 8.00 -
F3 3.00 4.67 - 233 7.00 -
F4 4.00 4.00 - 2.00 6.00 -
F5 5.00 3.33 - 1.67 5.00 -
F6 6.00 2.67 - 1.33 4.00 -
F7 7.00 2.00 - 1.00 3.00 -
F8 8.00 1.33 - 0.67 2.00 -
F9 9.00 0.67 - 0.33 1.00 -
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Cizelge 4.2. (Devam) Mikroemiilsiyon Onformiilasyonlarimn Bilesenleri

Formiilasyon __ Yag YEM1 YEM2  Y.YEM YEM+Y.YEM Distile Su
(gram) IPM Span® 80 - PEG 400 1:2) (mL)
F1 1.00 3.00 - 6.00 9.00 -
F2 2.00 2.67 - 5.33 8.00 -
F3 3.00 2.33 - 4.67 7.00 -
F4 4.00 2.00 - 4.00 6.00 -
F5 5.00 1.67 - 3.33 5.00 -
Fo6 6.00 1.33 - 2.67 4.00 -
F7 7.00 1.00 - 2.00 3.00 -
F8 8.00 0.67 - 1.33 2.00 -
F9 9.00 0.33 - 0.67 1.00 -

Cizelge 4.3. Mikroemiilsiyon Onformiilasyonlarinin Bilesenleri

Formiilasyon Yag YEM1 YEM2 Y.YEM YEM+Y.YEM Distile Su
(gram) IPM Span®80 Tween®80 PEG 400 (1:1) (mL)
F1 1.00 2.25 2.25 4.50 9.00 -
F2 2.00 2.00 2.00 4.00 8.00 -
F3 3.00 1.75 1.75 3.50 7.00 -
F4 4.00 1.50 1.50 3.00 6.00 -
F5 5.00 1.25 1.25 2.50 5.00 -
Fe 6.00 1.00 1.00 2.00 4.00 -
F7 7.00 0.75 0.75 1.50 3.00 -
F8 8.00 0.50 0.50 1.00 2.00 -
F9 9.00 0.25 0.25 0.50 1.00 -
Formiilasyon IPM Span®80 Tween®80 PEG 400 3:1) Distile Su
F1 1.00 4.05 2.70 2.25 9.00 0.68
F2 2.00 3.60 2.40 2.00 8.00 0.74
F3 3.00 3.15 2.10 1.75 7.00 0.88
F4 4.00 2.70 1.80 1.50 6.00 0.98
F5 5.00 2.25 1.50 1.25 5.00 0.78
Fo 6.00 1.80 1.20 1.00 4.00 0.76
F7 7.00 1.35 0.90 0.75 3.00 0.60
F8 8.00 0.90 0.60 0.50 2.00 0.48
F9 9.00 0.45 0.30 0.25 1.00 0.36

Formiilasyon IPM Span®80 Tween®80 PEG 400 1:2) Distile Su
F1 1.00 1.50 1.50 6.00 9.00 0.68
F2 2.00 1.33 1.33 533 8.00 0.65
F3 3.00 1.17 1.17 4.67 7.00 0.50
F4 4.00 1.00 1.00 4.00 6.00 0.42
F5 5.00 0.83 0.83 333 5.00 -
Fe 6.00 0.67 0.67 2.67 4.00 -
F7 7.00 0.50 0.50 2.00 3.00 -
F8 8.00 0.33 0.33 1.33 2.00 -
F9 9.00 0.17 0.17 0.67 1.00 -
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Cizelge 4.4. Mikroemiilsiyon Onformiilasyonlarinin Bilesenleri

Formiilasyon __ Ya@ YEMI1 YEM2 Y.YEM YEM+Y.YEM Distile Su
(gram) IPM Span®80 Tween® 80 1-butanol 1:1) (mL)
F1 1.00 3.75 0.75 4.50 9.00 1.00
F2 2.00 3.33 0.67 4.00 8.00 0.82
F3 3.00 2.92 0.58 3.50 7.00 0.60
F4 4.00 2.50 0.50 3.00 6.00 0.42
F5 5.00 2.08 0.42 2.50 5.00 0.34
Fé6 6.00 1.67 0.33 2.00 4.00 -
F7 7.00 1.25 0.25 1.50 3.00 -
F8 8.00 1.83 0.17 1.00 2.00 -
F9 9.00 0.42 0.08 0.50 1.00 -
Formiilasyon IPM Span®80 Tween®80 1-butanol 1:1) Distile Su
F1 1.00 3.60 0.90 4.50 9.00 1.04
F2 2.00 3.20 0.80 4.00 8.00 0.74
F3 3.00 2.80 0.70 3.50 7.00 0.54
F4 4.00 2.40 0.60 3.00 6.00 0.40
F5 5.00 2.00 0.50 2.50 5.00 0.22
Fé6 6.00 1.60 0.40 2.00 4.00 -
F7 7.00 1.20 0.30 1.50 3.00 -
F8 8.00 0.80 0.20 1.00 2.00 -
F9 9.00 0.40 0.10 0.50 1.00 -
Formiilasyon IPM Span®80 Tween® 80 1-butanol (2:1) Distile Su
F1 1.00 5.00 1.00 3.00 9.00 0.75
F2 2.00 4.44 0.89 2.67 8.00 0.56
F3 3.00 3.89 0.78 2.33 7.00 0.46
F4 4.00 3.33 0.67 2.00 6.00 0.32
F5 5.00 2.78 0.56 1.67 5.00 -
F6 6.00 2.22 0.44 1.33 4.00 -
F7 7.00 1.67 0.33 1.00 3.00 -
F8 8.00 1.11 0.22 0.67 2.00 -
F9 9.00 0.56 0.11 0.33 1.00 -
Formiilasyon IPM Span®80 Tween®80 1-butanol 2:1 Distile Su
F1 1.00 4.80 1.20 3.00 9.00 0.90
F2 2.00 4.27 1.07 2.67 8.00 0.60
F3 3.00 3.73 0.93 2.33 7.00 0.46
F4 4.00 3.20 0.80 2.00 6.00 0.23
F5 5.00 2.67 0.67 1.67 5.00 0.12
Fé6 6.00 2.13 0.53 1.33 4.00 -
F7 7.00 1.60 0.40 1.00 3.00 -
F8 8.00 1.07 0.27 0.67 2.00 -
F9 9.00 0.53 0.13 0.33 1.00 -
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Cizelge 4.4. (Devam) Mikroemiilsiyon Onformiilasyonlarimn Bilesenleri

Formiilasyon Yag YEM1 YEM2 Y.YEM YEM+Y.YEM Distile Su
(gram) IPM Span®80 Tween® 80 1-butanol @3:1) (mL)
F1 1.00 3.38 3.38 2.25 9.00 -
F2 2.00 3.00 3.00 2.00 8.00 -
F3 3.00 2.63 2.63 1.75 7.00 -
F4 4.00 2.25 2.25 1.50 6.00 -
F5 5.00 1.88 1.88 1.25 5.00 -
Fé6 6.00 1.50 1.50 1.00 4.00 -
F7 7.00 1.13 1.13 0.75 3.00 -
F8 8.00 0.75 0.75 0.50 2.00 -
F9 9.00 0.38 0.38 0.25 1.00 -
Formiilasyon IPM Span®80 Tween® 80 1-butanol 3:1) Distile Su
F1 1.00 5.63 1.13 2.25 9.00 0.65
F2 2.00 5.00 1.00 2.00 8.00 0.50
F3 3.00 4.38 0.88 1.75 7.00 0.47
F4 4.00 3.75 0.75 1.50 6.00 0.38

F5 5.00 3.13 0.63 1.25 5.00 -
Fé6 6.00 2.50 0.50 1.00 4.00 -
F7 7.00 1.88 0.38 0.75 3.00 -
F8 8.00 1.25 0.25 0.50 2.00 -
F9 9.00 0.63 0.13 0.25 1.00 -
Formiilasyon IPM Span® 80 Tween® 80 1-butanol 3:1) Distile Su
F1 1.00 5.40 1.35 2.25 9.00 0.70
F2 2.00 4.80 1.20 2.00 8.00 0.50
F3 3.00 4.20 1.05 1.75 7.00 0.42
F4 4.00 3.60 0.90 1.50 6.00 0.36
F5 5.00 3.00 0.75 1.25 5.00 -
Fé 6.00 2.40 0.60 1.00 4.00 -
F7 7.00 1.80 0.45 0.75 3.00 -
F8 8.00 1.20 0.30 0.50 2.00 -
F9 9.00 0.60 0.15 0.25 1.00 -
Formiilasyon IPM Span®80 Tween® 80 1-butanol 4:1) Distile Su
F1 1.00 3.60 3.60 1.80 9.00 -
F2 2.00 3.20 3.20 1.60 8.00 -
F3 3.00 2.80 2.80 1.40 7.00 1.15
F4 4.00 2.40 2.40 1.20 6.00 0.98
F5 5.00 2.00 2.00 1.00 5.00 0.70
Fé6 6.00 1.60 1.60 0.80 4.00 0.28
F7 7.00 1.20 1.20 0.60 3.00 0.19
F8 8.00 0.80 0.80 0.40 2.00 0.15
F9 9.00 0.40 0.40 0.20 1.00 -
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Cizelge 4.4. (Devam) Mikroemiilsiyon Onformiilasyonlarimn Bilesenleri

Formiilasyon __ Ya@ YEMI1 YEM2 Y.YEM YEM+Y.YEM Distile Su
(gram) IPM Span®80 Tween® 80 1-butanol (5:1) (mL)
F1 1.00 3.75 3.75 1.50 9.00 -
F2 2.00 3.33 3.33 1.33 8.00 1.70
F3 3.00 291 291 1.17 7.00 1.41
F4 4.00 2.50 2.50 1.00 6.00 1.02
F5 5.00 2.08 2.08 0.83 5.00 1.00
Fé6 6.00 1.67 1.67 0.67 4.00 0.44
F7 7.00 1.25 1.25 0.50 3.00 0.28
F8 8.00 0.83 0.83 0.33 2.00 0.14
F9 9.00 0.42 0.42 0.17 1.00 0.10

Formiilasyon IPM Span®80 Tween®80 1-butanol (6:1) Distile Su
F1 1.00 3.86 3.86 1.29 9.00 1.14
F2 2.00 3.43 3.43 1.14 8.00 1.86
F3 3.00 3.00 3.00 1.00 7.00 1.68
F4 4.00 2.57 2.57 0.86 6.00 1.52
F5 5.00 2.14 2.14 0.71 5.00 1.28
Fé6 6.00 1.71 1.71 0.57 4.00 1.02
F7 7.00 1.29 1.29 0.43 3.00 0.78
F8 8.00 0.86 0.86 0.29 2.00 0.44
F9 9.00 0.43 0.43 0.14 1.00 0.36

Formiilasyon IPM Span®80 Tween® 80 1-butanol (7:1) Distile Su
F1 1.00 3.94 3.94 1.13 9.00 1.02
F2 2.00 3.50 3.50 1.00 8.00 1.98
F3 3.00 3.06 3.06 0.88 7.00 2.34
F4 4.00 2.62 2.62 0.75 6.00 2.20
F5 5.00 2.19 2.19 0.63 5.00 1.54
F6 6.00 1.75 1.75 0.50 4.00 1.24
F7 7.00 1.31 1.31 0.38 3.00 0.70
F8 8.00 0.88 0.88 0.25 2.00 0.56
F9 9.00 0.44 0.44 0.13 1.00 0.42

Formiilasyon IPM Span®80 Tween®80 1-butanol 8:1) Distile Su
F1 1.00 4.00 4.00 1.00 9.00 0.98
F2 2.00 3.56 3.56 0.89 8.00 1.86
F3 3.00 3.11 3.11 0.78 7.00 2.63
F4 4.00 2.67 2.67 0.67 6.00 2.10
F5 5.00 2.22 2.22 0.56 5.00 1.52
Fé6 6.00 1.78 1.78 0.45 4.00 1.08
F7 7.00 1.33 1.33 0.33 3.00 0.80
F8 8.00 0.89 0.89 0.22 2.00 0.58
F9 9.00 0.44 0.44 0.11 1.00 0.48
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Cizelge 4.4. (Devam) Mikroemiilsiyon Onformiilasyonlarimn Bilesenleri

Formiilasyon __ Ya@ YEM1 YEM2 Y.YEM YEM+Y.YEM Distile Su
(gram) IPM Span®80 Tween® 80 1-butanol (9:1) (mL)
F1 1.00 4.05 4.05 0.90 9.00 0.76
F2 2.00 3.60 3.60 0.80 8.00 1.90
F3 3.00 3.15 3.15 0.70 7.00 2.30
F4 4.00 2.70 2.70 0.60 6.00 2.04
F5 5.00 2.25 2.25 0.50 5.00 1.26
Fé6 6.00 1.80 1.80 0.40 4.00 1.10
F7 7.00 1.35 1.35 0.30 3.00 0.70
F8 8.00 0.90 0.90 0.20 2.00 0.62
F9 9.00 0.45 0.45 0.10 1.00 0.48

Formiilasyon IPM Span®80 Tween®80 1-butanol (10:1) Distile Su
F1 1.00 4.09 4.09 0.82 9.00 0.95
F2 2.00 3.64 3.64 0.73 8.00 1.60
F3 3.00 3.18 3.18 0.64 7.00 2.10
F4 4.00 2.73 2.73 0.55 6.00 1.80
F5 5.00 2.27 2.27 0.45 5.00 1.26
Fé6 6.00 1.82 1.82 0.36 4.00 1.12
F7 7.00 1.36 1.36 0.27 3.00 0.64
F8 8.00 0.91 0.91 0.18 2.00 0.50
F9 9.00 0.45 0.45 0.09 1.00 0.42

Formiilasyon IPM Span®80 Tween® 80 1-butanol 11:1) Distile Su
F1 1.00 4.13 4.13 0.75 9.00 0.94
F2 2.00 3.67 3.67 0.67 8.00 1.60
F3 3.00 3.21 3.21 0.58 7.00 1.90
F4 4.00 2.75 2.75 0.50 6.00 1.78
F5 5.00 2.29 2.29 0.42 5.00 1.26
F6 6.00 1.83 1.83 0.33 4.00 1.02
F7 7.00 1.38 1.38 0.25 3.00 0.60
F8 8.00 0.92 0.92 0.17 2.00 0.46
F9 9.00 0.46 0.46 0.08 1.00 0.32

4.3.3. Ucgen faz diyagramm hazirlanmasi

On formiilasyon calismalarinin ardindan iicgen faz diyagrami ¢izimi icin alanlar
daraltilmis ve 7 formiilasyon noktasi iizerinden mikroemiilsiyon alanlar1 ¢izilmistir.
Ucgen faz diyagram ¢izilmesi amaciyla yag, YEM ve su miktarlar1 % olarak hesaplanmus
ve Cizelge 4.5-4.9’da gosterilmistir. % miktarlar toplam 10’ar g formiilasyona su
eklendikten sonra belirlenmistir. Farkli oranlardaki YEM miktar i¢in farkli {iggen faz

diyagramlar1 hazirlanmistir.
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Cizelge 4.5. 7:1 Formiilasyon Oranina Ait % Bilesenler
g 3

. 5 (9 +Y. 9 "
Forl?;l:lla)syon Y(;;lg’lﬁ’l/;) (Span®g(lil\%w:e?l{gg([l,(l/gutﬂnOl) Distile su (%)
F1 9.1 81.7 93
F2 16.7 66.8 16.5
F3 243 56.7 19.0
F4 32.8 49.2 18.0
F5 43.3 43.4 13.3
F6 53.4 35.6 11.0
F7 65.5 28.0 6.5

Cizelge 4.6. 8:1 Formiilasyon Oranina Ait % Bilesenler

Formiilasyon Yag (%) YEM+Y.YEM (%)

8:1) (IPM) (Span® 80, Tween® 80, 1-butanol)  Distile su (%)
F1 9.1 82.0 8.9
F2 16.9 67.5 15.7
F3 23.8 55.4 20.8
F4 33.0 49.6 17.3
F5 43.4 43.4 13.2
F6 542 36.1 9.7
F7 64.9 27.7 7.4

Cizelge 4.7. 9:1 Formiilasyon Oranina Ait % Bilesenler

. 5 (O +Y. 9 .
o AP (Span® 80, Tween® 80, Ibutanop  DiSEsH (%)
F1 9.3 83.6 7.1
F2 16.8 67.2 16.0
F3 24.4 56.9 18.7
F4 332 49.8 16.9
F5 44.4 44.4 11.2
F6 54.1 36.0 9.9
F7 65.4 28.0 6.5

Cizelge 4.8. 10:1 Formiilasyon Oranina Ait % Bilesenler

. 5 (0 +Y. °
For?lll(;tzll;yon Y(Q;lg’lﬁ’l/;) (Span®g(]ih"l/{w‘e{e:gg/([),(l/:zutanon Distile su (%)
F1 9.1 82.2 8.7
2 17.3 68.9 13.8
F3 24.8 57.9 17.4
F4 33.9 50.8 15.3
F5 44.4 44.4 11.2
F6 54.1 35.9 10.1
F7 65.9 28.1 6.0
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Cizelge 4.9. 11:1 Formiilasyon Oranina Ait % Bilesenler

. 5 (9 +Y. 9 "
For?llllltzlliyon Y(;;lg’lﬁ’l/;) (Span®gihgw‘e{e:gg/([l,(l/-ogutaml) Distile su (%)
F1 9.1 82.3 8.6
F2 17.2 69.0 13.8
F3 25.2 58.8 16.0
F4 34.0 50.9 15.1
F5 44.4 44.4 11.2
F6 54.5 36.3 9.3
F7 66.0 28.4 5.7

4.3.4. Formiilasyonun secimi

Ucggen faz diyagramindaki formiilasyon oranlar1 isaretlenmis, tiim gruplar igin
mikroemiilsiyon alanlar1 saptanmis ve en biiyiik alana sahip grup secilmistir. Agirlik
merkezindeki ylizde oranlarina gore etkin maddesiz mikroemiilsiyon hazirlanmis ve 2
hafta kararlilbik icin oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siire sonunda faz ayrimi

gozlenmemistir. Daha sonra etkin madde igeren formiilasyon oranlar1 belirlenmistir.

4.3.5. Etkin madde iceren formiilasyonun hazirlanmasi

Ucgen faz diyagraminda en genis mikroemiilsiyon alanmin agirlik merkezine gére
hazirlanan etkin madde iceren mikroemiilsiyon formiilasyonun oranlar1 Cizelge 4.10’da
sunulmustur. IPM, Tween® 80, Span® 80 ve 1-butanol hesaplanan miktarlarda tartilip
karistirtlmigtir. 25°C’lik oda sicakliginda ve 700 rpm karigtirma hizinda, gerekli
miktardaki distile su damla damla eklenmistir. Etkin madde distile sudaki toplam

konsantrasyonu % 0.1 olacak sekilde ¢oziindiiriilerek sisteme ytliklenmistir.

Cizelge 4.10. Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Bilesenleri

Bilesen % (a/a)

Etkin Maddesiz Etkin Maddeli
Formiilasyon Formiilasyon
Olopatadin Hidrokloriir - 0.1
IPM 31.32 31.22
Tween® 80 26.03 26.03
Span® 80 26.03 26.03
1-butanol 5.79 5.79
Distile su 10.83 10.83
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4.3.6. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
4.3.6.1. Fiziksel goriiniis

Taze hazirlanan formiilasyonlar fiziksel goriintisleri acisindan gorsel olarak

incelenmistir.

4.3.6.2. Tip tayini
Taze hazirlanan formiilasyonlarin dis fazlar1 yagh faz ile seyreltilerek tipi kontrol
edilmis ve ayrica formiilasyonlara distile su eklenmis ve bozunma durumlar

incelenmistir. Bunlarin yanisira tip tayini i¢in iletkenlik 6l¢iimii de kullanilmistir.

4.3.6.3. Faz ayrimi ve santrifiij uygulanmast

Taze hazirlanan formiilasyonlar 500 ve 1000 rpm hizda 10 dakika santrifiij edilmis
ve faz ayrimi olup olmadig1 degerlendirilmistir. Santrifiij isleminin yanisira formiilasyon
iki glin boyunca -20°C’de bekletip, oda sicakliginda ¢oziindiiriildiikten sonra fiziksel

durumu gorsel olarak incelenmistir.

4.3.6.4. Damlacik boyutu ve dagilimi

Taze hazirlanan formiilasyonlarin damlacik boyutu ve dagilimi zetasizer cihazi ile
dl¢iilmiistiir. Olgiim her formiilasyon igin 6 kez tekrarlanmis, ortalama ve standart hata

(SH) hesaplanmustir.

4.3.6.5. Zeta potansiyel olciimii

Taze hazirlanan formiilasyonlarin zeta potansiyel Ol¢iimii zetasizer cihazi ile
yapilmistir. Olgiim her formiilasyon icin 6 kez tekrarlanmis, ortalama ve standart hata

(SH) hesaplanmustir.

4.3.6.7. Reolojik davranisin incelenmesi

Taze hazirlanan formiilasyonlarin reolojik davranisi incelenmistir. Reolojik analiz
icin Brookfield koni-tabla reometresi kullanilmistir. Koninin agis1 1.565° ve ¢ap1 1.2

cm’dir. Ol¢iim 25°C’de yapilmistir.
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4.3.6.8. Infrared (FT-IR) analizi

Taze hazirlanan formiilasyonlarin FT-IR analizi 500-4000 cm™ arasinda

gergeklestirilmistir.

4.3.6.9. In vitro salim ¢alismast

Taze hazirlanan formiilasyondan etkin maddenin in vitro salim profilinin
belirlenmesi i¢in salim ortami1 olarak yapay gozyasi kullanilmistir. Calisma goz yiizeyi
sicakligt olan 32°C’de, 100 rpm hizdaki manyetik karistirict ile diyaliz membran yontemi
kullanilarak yapilmistir.

Salim caligmasina baslamadan Once suni gozyasi vasatt hazirlanip 32°C’ye
getirilmistir. Diyaliz membrana her formiilasyondan 2000 pg/ml konsantrasyonda olacak
sekilde eklenip, salima baslama siireleri kaydedilmistir. Her bir ortamdan 5., 15., 30., 45.,
60., 90., 120., 150., 180. dakikalarda ve 6., 18., 21., 24. ve 48. saatlerde toplam 14 6rnek
almmustir. Her formiilasyon i¢in salim ¢alismasi 3 kez tekrarlanmis olup orneklerin,

onceden valide edilmis yontem ile UPLC kullanilarak miktar tayinleri yapilmistir.

4.3.7. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda yapilan kararhlik ¢calismalari

Hazirlanan formiilasyonlar kararlilik ¢alismasi igin 25+1°C, 4+1°C ve 40+1°C’lik
sicaklik kosullarinda saklanmis ve belirli periyotlarda (7., 15., 30., 60. ve 90. giinlerde)

fiziksel 6zelliklerinin incelenmesi igin testler uygulanmistir.

4.3.7.1. Fiziksel goriiniis

Farkli sicaklik kosullarinda saklanan formiilasyonlarin fiziksel goriiniistindeki

degisim belirli araliklarda gorsel olarak incelenmistir.

4.3.7.2. Tip tayini

25°C, 4°C ve 40°C’lik sicaklik kosulunda saklanan formiilasyonlar farkli glinlerde
yagli ve sulu faz ile ayr1 ayri seyreltilip tip tayini yapilmistir.
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4.3.7.3. Faz ayrimi ve santrifiij uygulanmasi

Kararlilik ¢aligmasi kosullarinda saklanan formiilasyonlara 7., 15., 30., 60. ve 90.
giinlerde 500 ve 1000 rpm hizda 10 dakika santrifiij uygulanmig ve durumlar

incelenmistir.

4.3.7.4. Damlacik boyutu ve dagilimi

25°C, 4°C ve 40°C’lik sicaklik kosullarinda saklanan formiilasyonlarin damlacik
boyutu ve dagilimi 7., 15., 30., 60. ve 90. giinlerde dl¢tilmiistiir.

4.3.7.5. Zeta potansiyel olciimii

Kararlilik ¢aligsmasi kapsaminda zeta potansiyel olglimleri yapilmistir.

4.3.7.7. Reolojik davranisin incelenmesi

Reolojik inceleme 25°C, 4°C ve 40°C’lik sicaklik kosullarinda saklanan

formiilasyonlarda 0. zaman, 7., 15., 30., 60. ve 90. giinlerde gerceklestirilmistir.

4.3.7.8. Infrared (FT-IR) analizi

25°C, 4°C ve 40°C’lik sicaklik kosullarinda saklanan formiilasyonlarin 90. giinde

400-4000 cm™! arasinda spektrumlarr alinmistir.

4.3.7.9. Etkin madde miktar tayini

Kararlilik c¢aligmasi kapsaminda daha onceden valide edilmis UPLC yoOntemi

kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda miktar tayini yapilmistir.

4.4. Nanopartikiil Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Cahsmalar
4.4.1. Onformiilasyon ¢calismasi

Yapilan 6n c¢alismalarda, farkli oranlarda Eudragit® RS 100 ve RL 100 polimeri
kullanilarak ve piiskiirterek kurutma yontemi ile nanopartikiil hazirlanmistir. Spray-dryer
cihazina verilen formiilasyonun sisteme giris sicakligi 120°C, cikis sicakligi ise 70°C

olarak ayarlanmigtir.
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Hazirlanan dnformiilasyonlarin parcacik boyutu ve zeta potansiyel gibi 6zellikleri
saptanarak elde edilen sonuglara gore kararlhilik calismasi iki farkli konsantrasyondaki

formiilasyon ile stirdiiriilmiistiir.

4.4.2. Formiilasyon hazirlanmasi

Formiilasyonlarin hazirlanmasi i¢in Oncelikle etkin madde ve polimer 100 mL
metanol i¢inde 500 rpm karistirma hizindaki manyetik karistiricida 12 saat
karistirllmistir. Tamamen c¢oziinme gerceklestikten sonra formiilasyon piiskiirterek
kurutulmustur. Sistemin kapatilmasinin ardindan partikiiller cihazdan toplanmis ve
analizi gercgeklestirilmistir. Analizlerde kullanilan formiilasyonlarin kod ve bilesenleri

Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyon Bilesenleri

Formiilasyon Olopatadin Hidrokloriir Eudragit® RS 100
NP Plasebo - 10
NP1 0.5 10
NP2 1 10

4.4.3. Nanopartikiil formiilasyonlarimin fizikokimyasal 6zelliginin belirlenmesi ve

kararhlik calismasi
4.4.3.1. Parcacik boyutu analizi ve dagilimi

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin pargacik boyutu ve dagilimi NaCl ile
50 pS iletkenlige ayarlanan distile suda disperse edilerek dl¢iilmiistiir. Olgiimler kararlilik

caligsmasi kapsaminda 3. ve 6. ayin sonunda tekrarlanmistir.

4.4.3.2. Zeta potansiyel olciimii

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlariin zeta potansiyel 6l¢iimii NaCl ile 50 pS
iletkenlige ayarlanan distile suda disperse edilerek dlgiilmiistiir. Olgiimler 3. ve 6. ayin

sonunda kararlilik ¢alismasi kapsaminda tekrarlanmistir.
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4.4.3.3. pH oélciimii

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarin pH degeri ol¢timleri pH metre ile

yapilmistir. Olgiimler 3. ve 6. ayin sonunda kararlilik ¢alismasi igin tekrarlanmustir.

4.4.3.4. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) analizi

Hazirlanan formiilasyonlarin spektrumlari détero kloroform kullanilarak alinmistir.

Analiz 6. aym sonunda tekrarlanmistir.

4.4.3.5. Infrared (FT-IR) analizi

Hazirlanan formiilasyonlarin FT-IR spektrumlart  500-4000 cm™ arasinda

almmustir. Analiz 6. ayin sonunda tekrarlanmaistir.

4.4.3.6. X-Isint kirintim (XRD) analizi

Hazirlanan formiilasyonlarin X-1s1n1 kirinim analizi 4-40°C araliginda 40 kV voltaj

ve 20 mA akim siddetinde jenerator kullanilarak yapilmistir

4.4.3.7. Termal analiz

Hazirlanan formiilasyonlarin termal analizi i¢in diferansiyel taramali kalorimetre

kullanilarak termogramlari belirlenmistir.

4.4.3.8. Morfolojik inceleme

Hazirlanan formiilasyonlar karbon bandi lizerine yayilip altin ile kaplandiktan sonra

yiizey 0zelligi ve sekilleri taramali elektron mikroskobu kullanilarak saptanmaistir.

4.4.3.9. Etkin madde miktar tayini

Etkin madde miktar tayini i¢in ¢alisma kapsaminda valide edilmis UPLC yontemi
kullanilmistir. Nanopartikiil formiilasyonlar1 5 mg tam olarak tartilmis, toplam etkin
madde miktar1 i¢in 2 mL metanolde, yiizeye tutunan etkin madde miktar i¢in ise 2 mL
distile suda ¢oziindiiriilmiis ve UPLC ile analiz edilmistir. Yiiklenen etkin madde miktari

Esitlik 1 kullanilarak hesaplanmistir.
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% OLOEg = {(OLOT - OLOs) x OLOT "'} x 100 Esitlik 1
OLOr = Toplam Etkin Madde Miktar1
OLOs = Yiizeye Tutunan Etkin Madde Miktar1
OLOk = Yiiklenen Etkin Madde Miktar1

4.4.3.10. In vitro salim calismast

Hazirlanan formiilasyonlardan etkin maddenin salim profilini saptamak i¢in in vitro
salim ortami1 olarak yapay gozyast kullanilmistir. Deney her formiilasyon i¢in 3 kez
tekrarlanmistir. Caligma diyaliz membran yontemi kullanilarak, goz yiizeyi sicakligi olan

32°C’de ve 100 rpm hizda manyetik karistirict ile gergeklestirilmistir.

4.5. In situ Jel Formiilasyonlari ile Yapilan Calismalar
4.5.1. Bilesen se¢cimi

Hazirlanan in situ jel formiilasyonlarinda polimer olarak Poloxamer®, Pluronic® F
127 ve hidroksi propil metil seliiloz (HPMC), izotoni ayar1 i¢in sodyum kloriir (NaCl),

koruyucu madde olarak benzalkonyum kloriir ve ¢oziicii olarak distile su kullanilmistir.

4.5.2. Onformiilasyon calismasi

Formiilasyon calismalarina farkli oranlarda polimer kullanilarak baglanmistir.
Polimerlerin oran se¢imi kaynaklara uygun olarak yapilmistir. Etkin maddenin sudaki
¢oOzeltisini izotonik hale getirmek iizere Raoult Yasasi'na gore NaCl miktar
hesaplanmistir. Koruyucu madde miktar1 se¢iminde ise piyasada bulunan goz
preparatlarinda en ¢ok kullanilan madde ve orana gore % 0.01 benzalkonyum kloriir
kullanilmugtir.

Jel hazirlarken iki yontemden biri kullanilir: Hot Method, Cold Method. Sicaklik
etkisi ile jellesen polimerler ile ¢alisirken karistirma igleminin soguk ortamda yapilmasi
gereklidir (Rawat, Warade, Lahoti, 2010, s. 61). Bu nedenle hazirlama sirasinda sicakligi
10°C olacak sekilde ayarlanan manyetik karistirict kullamlmistir. Oncelikle etkin madde
icermeyen formiilasyon hazirlamak i¢in polimer, NaCl, benzalkonyum kloriir ve distile
su beherde manyetik balik yardimi ile karigtirilmistir. Karigtirma islemi 24 saat siiresince
100 rpm hizda gergeklestirilmistir. Onformiilasyon calismasi igin hazirlanan

formiilasyonlar kodu ile birlikte Cizelge 4.12’de sunulmustur.
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Cizelge 4.12. In Situ Jel Onformiilasyon Bilesenleri

Formiilasyon Polimer (g) NaCl Benzallfonyum Distile Su
Poloxamer® Pluronic® F 127 HPMC ® Kloriir (g) (®
P10 10 - - 0.884 0.01 ym 100
P12 12 - - 0.884 0.01 ym 100
P14 14 - - 0.884 0.01 ym 100
P16 16 - - 0.884 0.01 ym 100
P18 18 - - 0.884 0.01 ym 100
P20 20 - - 0.884 0.01 ym 100
F10 - 10 - 0.884 0.01 ym 100
F12 - 12 - 0.884 0.01 ym 100
F14 - 14 - 0.884 0.01 ym 100
F16 - 16 - 0.884 0.01 ym 100
F18 - 18 - 0.884 0.01 ym 100
F20 - 20 - 0.884 0.01 ym 100
FH1205 - 12 0.5 0.884 0.01 ym 100
FH121 - 12 1 0.884 0.01 ym 100
FH1405 - 14 0.5 0.884 0.01 ym 100
FH141 - 14 1 0.884 0.01 ym 100
FH1605 - 16 0.5 0.884 0.01 ym 100
FH161 - 16 1 0.884 0.01 ym 100

4.5.3. Formiilasyon secimi ve in vitro jelasyon ¢calismasi

Goze uygulanacak in situ jel formiilasyonunun en ideali kuskusuz goz yiizeyinin
sicakligi olan 32°C’de jellesebilen sistemdir. Polimer miktarina bagli olarak
formiilasyonun ¢ozelti-jellesme sicakligi degisim gosterir. Bu nedenle hazirlanan her
formiilasyonun jellesme sicakligini belirlemek i¢in formiilasyonlar 0°C’den 50°C’ye
kadar Test Tiipii Egme Yontemi (Test Tube Tilting Method) 1ile test edilmis ve sonuglar
Cizelge 4.13’de sunulmustur (Nirmal, Bakliwal ve Pawar, 2010, s. 1404).

Test her formiilasyon i¢in 3 kez tekrarlanmis ve g6z ylizeyinin sicakligr olan

32°C’de jellesebilen polimer oranlarina sahip formiilasyonlar segilmistir.
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Cizelge 4.13. In Situ Jel Formiilasyonlarimn Jellesme Sicaklig

Formiilasyon S Jellegmﬁ Formiilasyon Je“"?mﬁ Formiilasyon Je“"?mﬁ
1cakhig (°C) Sicakhigi (°C) Sicakhig (°C)
P10 50°de s1v1 F10 50’de s1v1 FH1205 50°de siv1
P12 50’de sivi F12 50°de s1vi FH121 47.8
P14 38.1 F14 31.5 FH1405 31.7
P16 30.4 F16 28.4 FH141 253
P18 22.7 F18 26.6 FH1605 26.6
P20 222 F20 20.8 FH161 18.2

4.5.4. Etkin madde iceren formiilasyonlarin hazirlanmasi

Goz yiizeyi sicakligina uygun sicaklikta jellesen polimer oranindaki formiilasyon
piyasa preparatina uygun olmasi acisindan % 0.1 konsantrasyonda etkin madde
yiiklenerek hazirlanmistir. Etkin madde icermeyen formiilasyonun hazirlama basamaklari
aynen uygulanmis ancak karistirma isleminin basinda diger maddeler ile birlikte etkin

madde de eklenerek 24 saat siiresince 100 rpm hizda ve 10°C sicaklikta ¢aligilmustir.

4.5.5. In situ jel formiilasyonlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
4.5.5.1. Jellesme kapasitesi

Hazirlanan etkin maddeli formiilasyonlarin jellesme kapasitesini belirlemek i¢in 50
mL taze hazirlanmis yapay gozyasi ortamina 1 damla formiilasyon damlatilmis ve
jellesme zamani gorsel olarak kaydedilmistir. Jellesme kapasitesini belirlemek icin

Cizelge 4.14°de gosterilen zamana gore ifade belirten kod sistemi kullanilmistir.

Cizelge 4.14. In Situ Jel Formiilasyonunun Jellesme Kapasitesi Kodlart

Gozlem Kod

Jellesme olusmadi -

Jellesme birkag dakika i¢inde olustu ve birkag saat siirdii +
Jellesme hemen olustu ve birkag saat siirdii ++
Jellesme hemen olustu ve uzun siire siirdii +++
Cok yogun jel olustu -+
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4.5.5.2. Sisme calismasi

In situ jel formiilasyonunun sisme ¢alismasinda 34°C sicaklikta yapay gozyasi
ortami kullanilmistir. 1 mL formiilasyon diyaliz membranina konulup sizdirmayacak
sekilde kapatilmistir. Yapay goOzyasi ortamina konulmadan once ve belirli siire
bekletildikten sonra jel agirlign tartilmistir. Esitlik 2 kullanilarak sisme yiizdesi

hesaplanmustir.

% sisme orani () = {( jel agirlig1 () — jel agirhigt (o) ) / jel agirligt o)} x 100 Esitlik 2

4.5.5.3. Fiziksel goriiniis ve saydamlik

Hazirlanan etkin madde igeren in situ jel formiilasyonlarin fiziksel goriiniisleri
gorsel olarak incelenmistir. Partikiil varligi olasiligi nedeniyle jel sistemlerin saydamligi

beyaz ve siyah arka plan kullanilarak degerlendirilmistir.

4.5.5.4. pH élgiimii

Hazirlanan in situ jel formiilasyonlarin pH degeri 6l¢imii oda sicakliginda pH metre

ile yapilmustir.

4.5.5.5. Reolojik davranisin incelenmesi

Hazirlanan etkin madde i¢eren formiilasyonlarin reolojik davranigi 25°C ve 32°C
olmak iizere iki farkl1 sicaklikta tekrarlanmustir. Iki sicakliktaki viskozite dlgiim degisimi

kaydedilmistir.

4.5.5.6. Infrared (FT-IR) analizi

Hazirlanan formiilasyonlarin spektrumu FT-IR kullanilarak 500-4000 cm™ arasinda

belirlenmistir.

4.5.5.7. In vitro salim calismasi

Hazirlanan etkin maddeli formiilasyondan in vitro salim ¢aligmasi diyaliz membran
yontemi kullanilarak yapilmistir. Salim ortami olarak yapay gozyasi kullanilmis ve test

32°C’de ve 100 rpm hizdaki manyetik karistiricida gerceklestirilmistir.
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4.5.6. In situ jel formiilasyonlarinda yapilan kararlihk calismalar

Hazirlanan formiilasyonlarin kararlilik galigmasi i¢in 6rnekler 4°C sicaklikta 90
giin saklanmig ve belirli periyotlarda (7., 15., 30., 60. ve 90. giin) fiziksel 6zelliklerini

incelemek tlizere test edilmistir.

4.5.6.1. Fiziksel goriiniis ve berraklhik

4°C sicaklikta saklanan formiilasyonlarin fiziksel goriiniisiindeki degisim 7., 15.,
30., 60. ve 90. giinlerde gorsel olarak incelenmistir. Ayrica jel sistemlerin saydamligi

beyaz ve siyah arka plan kullanilarak degerlendirilmistir.

4.5.6.2. pH olgiimii

4°C sicaklik kosulunda saklanan formiilasyonlarin pH oOlgiimii pH metre ile

gergeklestirilmistir.

4.5.6.3. Reolojik davranisin incelenmesi

4°C sicaklik kosulunda saklanan formiilasyonlarin reolojik davranisi 7., 15., 30.,
60. ve 90. giinlerde 34°C ve 25°C’de ayr1 ayr1 incelenmistir. Her iki sicakliktaki viskozite

Olglimii karsilastirilmigtir.

4.5.6.4. infrared (FT-IR) analiz

4°C sicaklik kosulunda saklanan formiilasyonlarin spektrumu 90. giiniin sonunda

500-4000 cm™! arasinda almmustir.

4.5.6.5. Etkin madde miktar tayini

4°C sicaklik kosulunda saklanan formiilasyonlarda etkin madde miktar tayini 0.
zaman, 7., 15., 30., 60. ve 90. giinde daha onceden valide edilmis UPLC yontemi
kullanilarak yapilmistir.

4.6. Sitotoksisite Calismasi

Giliniimiizde MTT olarak bilinen 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium

bromiir yontemi ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanmis ve daha sonra Alley ve ark.
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tarafindan gelistirilmistir (Stockert vd., 2012, s. 785). Hiicre biyolojisinde sitotoksisite,

hiicre canlilig1 ve proliferasyonun degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan yontemdir.

MTT, mitakondride bulunan siiksinat dehidrojenaz enzimi ile tetrazolyum

halkasinin ayrilmasi sonucu ¢oziinmez formazana doniisen, suda c¢oziinebilen

tetrazolyum tuzudur. Bu doniisiim ile sar1 renkli MTT boyas1 koyu mor renkli formazana

indirgenir. Hiicrelerin MTT indirgeme 0zelligi hiicre canliliginin Olgiitii olarak

degerlendirilir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi

ile dogru orant1 gosterir (Fotakis ve Timbrell, 2006, s. 171-172, Boncler vd., 2014, s. 9).

Bu ¢alismada hazirlanan formiilasyonlarin sitotoksisitesinin belirlenmesi i¢in MTT

testi kullanilmistir. MTT testi kapsaminda:

1.

3T3 Fibroblast hiicreleri kiiltiire edildikten sonra % 10 FBS (Foetal Bovine Serum)
iceren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerinde siispansiyon
haline getirilmis ve Thoma lami kullanarak hiicre sayimi yapilmigtir. 2x104/mL
hiicre stispansiyonu 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarinin her kuyucuguna belirli
miktarlarda aktarilmastir.

24 saatlik iireme periyodunun ardindan sitotoksik etkiyi incelemek {izere hiicre
slispansiyonunun tizerine farkli derisimde formiilasyon eklenmis ve formiilasyon
ile muamele edilmeyen kontrol hiicreleri ile birlikte 37°C’de, % 5 CO2 ve % 95
hava igeren atmosfer ortaminda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Deney
asamasinda, % 2 olopatidin hidrokloriir iceren formiilasyonlar 5, 10, 30, 90, 120,
150,200 pg/100uL konsantrasyon olacak sekilde besiyerinde dagitilmis ve hiicreler
tizerine uygulanmaistir.

12 ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 20 pL (5 mg/mL)
MTT boyasi eklenmis ve MTT boyasinin canli hiicreler tarafindan formazan tuzu
haline doniistiiriilebilmesi i¢in 37°C de 4 saat daha inkiibe edilmistir.

Bu siirenin sonunda formiilasyon MTT kuyucuklarindan uzaklastirilmis ve her bir
kuyucuga 200 pL dimetil siilfoksit eklenerek plaka okuyucuda (ELISA) 570 nm
dalga boyundaki renk degisimi saptanmistir (Uchida vd., 2009, s. 756). Bu
calismada 12 ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, absorbans 6l¢iimleri BioTek
Cytation 5 (BioTek Instruments, Germany) c¢oklu plaka okuyucu ile 572 nm’de
yapilmistir.

Sitotoksisite testleri i¢in her bir formiilasyon icin 3 plaka ve her bir konsantrasyon

icin 8 kuyu kullanilmistir.
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4.7.  In Vivo Cahsma

OLO’nun alerjik konjonktivitte tedavi saglamasi i¢in goz ylizeyinde tutunma
(ocular retention) siiresi onemlidir. Bu ¢alismanin in vivo deney kapsaminda, hazirlanan
formiilasyonlarin oftalmik uygulamasinin ardindan gozde kalma siiresini ve etkin
maddenin salim profilini izlemek ve piyasa preparati ile karsilastirmak bulunmaktadir.

Calisma kapsaminda hayvanlar huzursuz edilmeden 5 formiilasyondan her biri
giinde bir kez 6 koyunun birer gézline uygulanmistir. Uygulamanin ardindan 30. dakika,
1., 2., 3., 6., 24. ve 48. saatte gozyast Ornekleri ‘Schirmer gozyas: testi membrani’na
emdirilerek toplanmistir. Membran her bir 6rnek alma zamaninda goéze 30 saniye
stiresince temas ettirilmistir. Her bir gozden 7 6rnek olmak iizere bir koyundan 14 gézyas1
ornegi alimmustir. Her grupta hem disi hem erkek koyunlar kullanilarak cinsiyete bagl
degisim dikkate alinmamistir. Alinan test membran1 6rnekleri analiz edilinceye kadar -
20°C’de saklanmistir. Gozyasindaki OLO miktart UPLC yontemi ile tayin edilmis ve
zamana kars1 gozde kalis siiresi hakkinda veri elde edilmistir.

OLO uygulanan hayvanlar ile kontrol arasindaki farklilik two-way ANOVA Tukey
testi uygulanarak istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Deney sonucu olarak elde edilen
tim verilerin istatistiksel analizi i¢in GraphPad Prism version 5.0 istatistik programi

kullanilmastir.
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5. BULGULAR
5.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismalari
5.1.1. Analitik yontem gelistirme

OLO’nun miktar tayininde kullanilan UPLC yonteminde sabit faz olan Cis
kolonunda hareketli faz olarak metanol, su ve tampon ¢ozeltisi karigimi kullanilarak
izokritik ayrim yapilmistir. Hareketli faz segiminde farkli oranlar ve karisimlar denenmis,
en uygun hareketli fazin 40:50:10 (h:h:h) oraninda metanol-distile su-sodyum asetat
tamponu olduguna karar verilmistir. Sodyum asetat tamponu 0.1 M olarak hazirlanmigtir.

Analiz sirasinda kolon sicakligi 20-40°C arasinda degistirildiginde, piklerin
sekli/taban genisligi agisindan en uygun sicakligin 40°C oldugu saptanmistir. Etkin
maddenin ¢esitli dalga boyutlarinda sinyali incelendiginde ise en siddetli absorpsiyonun
gerceklestigi 246 nm dalgaboyu calisma i¢in secilmistir. Farkli akis hizlarinda denemeler
yapilmis ve sinyalin hem morfolojik agcidan hem de diger sinyallerden ayrilabilmesi i¢in
analizin 0.5 mL/dk akis hizinda yapilmasina karar verilmistir. Ayrica, maddenin kolonda
tutunma zamanina gore analiz siiresi 5 dakika olarak belirlenmistir.

Kromatografik kosullar ayarlandiktan sonra, tiim ¢alismalardan 6nce hareketli faz
kolondan 30 dakika siiresince gegirilerek kolonun dengeye gelmesi saglanmustir.

Validasyonda ve analizde uygulanan ¢alisma kosullar1 Cizelge 5.1°de sunulmustur.

Cizelge 5.1. UPLC Calisma Kogullar

Cihaz Agilent Technology 1290 Infinity
Kolon Zorbax Eclipse Plus C18 2.1x50 mm 1.8 Micron
Hareketli Faz Metanol-Distile su-Sodyum asetat tamponu (40:50:10 h/h/h)
Firin Sicakhgi 40°C
Akis Hiza 0.5 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi 0.5 uL
5.1.2. Validasyon

Validasyon calismasindan elde edilen bulgular dogrusallik, dogruluk, kesinlik,
calisma araligi, secicilik, duyarlilik, saglamlik/tutarliblk ve sistem uygunluk testi

basliklar1 altinda degerlendirilmistir.
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5.1.2.1. Dogrusallik

Kalibrasyon serilerinin konsantrasyonlart ve kromatogramlar1 Sekil 5.1°de
sunulmustur. Serilerden elde edilen alan/tutunma zamani ortalama degeri ve
konsantrasyon kullanilarak regresyon analizi yapilmis ve dogrusal esitlik elde edilmistir
(Sekil 5.2°de verilmistir.). Cizelge 5.2 ve 5.3’de konsantrasyonlara ait bulgular ortalama
(ORT) ve standart hata (SH) degerleri olarak verilmistir. Kalibrasyon denklemine ait

veriler Cizelge 5.4’te sunulmustur.

- | KONSANTRASYONLAR
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Sekil 5.1. Hazirlanan Kalibrasyon Serilerine Ait Kromatogramlar

Cizelge 5.2. Dogrusallik Calismas: I¢in Hazirlanan Kalibrasyon Serileri Bulgulari (n=6)

Dogrusallik Calismasi Icin Hazirlanan Kalibrasyon Serilerinin Pik

Konsantrasyon Alanlart / Tutunma Zamanlar: (mAU/dakika)
(ng/mL) Seri 1 Seri 2 Seri 3 Seri 4 Seri 5 Seri 6 ORT SH
5 5.0527 5.5112 5.3992 5.1779 5.5870 5.3624 5.3484 0.0822
10 9.5732 10.8530 10.5599  9.9528 10.1235  9.8266 10.1482  0.1949
15 14.8031 14.8227 14.8719 14.5165 154841 15.2825 14.9635 0.1445
20 19.6789 20.3723 19.8431 19.3839  20.2729 20.0030 19.9257  0.1514
25 244101 25.0492 253675 24.4975 25.1915 25.5215 25.0062  0.1868
30 30.5391 30.0892 30.0357 30.5605 31.4295 31.2381 30.6487  0.2356
35 353706 35.8338 35.8605 35.2386 36.7011 35.7289 35.7889  0.2098
40 40.7814  40.9490 41.3528 39.5974 424260 40.7612 40.9780  0.3755
45 45.1011  45.6652 46.3293  45.1958 46.8384 46.1956 45.8876  0.2793
50 49.2618 50.8738 51.8442 49.0916 51.1159 55.2504 51.2396 0.9152

62



60
y =1.0261 x - 0.2232

r’=10.9997
50

40

30

20

Alan/Tutunma Zamani
(mAU/dakika)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 5.2. Kalibrasyon Serilerinin Dogrusallik Esitligi ve Denklemi

Cizelge 5.3. Dogrusallik Calismasi Kalibrasyon Serileri ve Ortalama Bulgular

Seri 1 Seri 2 Seri 3 Seri 4 Seri 5 Seri 6 Ortalama

2 0.9990 0.9994 0.9992 0.9991 0.9988 0.9952 0.9997
Egim 1.0057 1.0109 1.0346 0.9951 1.0388 1.0713 1.0261
y-kesisim -0.1986  0.2018  -0.3041  -0.0439  -0.0496  0.9451 -0.2232

Cizelge 5.4. Kalibrasyon Serilerinin Katsay: ve SH Bulgular: (n=6)

Katsay: SH
y-Kesigim -0.2232 0.1930
y-kesigim (Ortalama) -0.2232 0.2379
Egim 1.0261 0.0062

5.1.2.2. Dogruluk

Etkin maddenin 10, 30, 50 ng/mL olacak sekilde bilinen ii¢ farkli konsantrasyonda
¢ozeltisi hazirlanip her konsantrasyon i¢in 6 tekrar analizi yapilmasinin ardindan 30
png/mL konsantrasyon serisine ait kromatogram Sekil 5.2°’de sunulmustur. Elde edilen
sonuclar dogrusallik esitligi kullanilarak hesaplanmis ve bilinen konsantrasyonlar ile
karsilastirilarak yontemin dogrulugu % geri kazanim olarak hesaplanmistir. Dogruluk
icin % geri kazanimlarin kabul aralig1 £% 2’dir. Elde edilen bulgulara gbre yontemin geri
kazanim ve dogruluk i¢in uygun oldugu kanitlanmistir. Bulgular Cizelge 5.3’te

sunulmustur.
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Sekil 5.3. Dogruluk Calismasina Ait Serilerin Kromatogramlar

Cizelge 5.5. Dogruluk Calismas: I¢in Hazirlanan Seriler ve % Geri Kazamm Bulgular

Eklenen Konsantrasyon (ng/mL) 10 30 50
10.1226 30.0078 49.6759
10.1972 30.1497 49.9997
Bulunan Konsantrasyon 9.8626 29.7365 50.7641
(ng/mL) 10.1961 29.5292 51.0192
10.1390 30.2876 49.7127
10.0172 30.0343 50.2048
101.2258 100.0262 99.3517
101.9716 100.4989 99.9994
. 98.6262 99.12159 101.5283
Yol Kazanul 101.961 98.43081 102.0384
101.3901 100.9587 99.4255
100.1719 100.1143 100.4097
Ortalama % Geri Kazamim 100.8911 99.8584 100.4588
Standart Hata 0.5266 0.3784 0.4526
Varyasyon Katsayisi 1.2786 0.9282 1.1036
Giiven Araligi 1.3537 0.9727 1.1635

5.1.2.3. Kesinlik

Etkin maddenin 10, 25, 50 pg/mL konsantrasyonda 3 farkli ¢6zeltisi hazirlanmis ve
her konsantrasyona ait kromatogram Sekil 5.4’te sunulmustur. Her konsantrasyon i¢in 6
tekrar analizi 3 ardarda giin yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrusal esitlik kullanilarak
ve bilinen konsantrasyonlar ile karsilastirilarak yontemin kesinligi hesaplanmistir.

Kesinlik i¢in kabul edilebilir sinir varyasyon katsayisinin % 2’den diisiik olmasidir.

[FLON SANTRASYONLAR

Sekil 5.4. Kesinlik Calismasina Ait Serilerin Kromatogramlart
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Bulgular Cizelge 5.6’da sunulmustur. Bulgularin kabul edilebilir sinir igerisinde

olmasi1 yontemin kesinligini kanitlanmaktadir.

Cizelge 5.6. Kesinlik Calismasi I¢in Hazirlanan Seriler ve % Geri Kazanim Bulgular

Konsantrasyon (ng/mL) 1. Giin 2. Giin 3. Giin
10.7627 10.1226 10.0157

10.6246 10.1972 9.8972

10.2580 9.8626 10.4339

10 10.4714 10.1961 10.0251
10.3506 10.1390 9.9540

10.6737 10.0172 10.0994

Ortalama 10.5235 10.0891 10.0709

Standart Sapma 0.1965 0.1290 0.1906
Varyasyon Katsayisi 1.8675 1.2786 1.8921
% 95 Giiven Arahgi 0.2026 0.1354 0.2000
25.0470 25.7119 25.3637

25.5678 25.3868 25.7825

25.8460 259718 26.1796

2 25.9588 25.7103 25.8703
25.2500 25.0353 25.6781

25.7918 26.2712 26.5112

Ortalama 25.5769 25.6812 25.8976

Standart Sapma 0.3612 0.4332 0.4008
Varyasyon Katsayisi 1.4120 1.6867 1.5478
% 95 Giiven Arahgi 0.3790 0.4546 0.4206
51.1539 49.5329 49.6759

49.3385 50.9081 49.9997

49.7437 50.3153 50.7641

>0 49.1510 49.5384 51.0192
50.1421 51.2606 49.7127

49.0142 51.1875 50.2048

Ortalama 49.7572 50.4572 50.2294

Standart Sapma 0.7992 0.7875 0.5543
Varyasyon Katsayisi 1.6063 1.5607 1.1036
% 95 Giiven Aralhgi 0.8387 0.8264 0.5817
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5.1.2.4. Calisma Aralig

5 ng/mL-200 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan 9 adet ¢ozelti UPLC’ye enjekte
edilerek pik alanlar1 ve tutunma zamanlari bulunmustur (Cizelge 5.7°de sunulmustur.).
Dogrusal esitligi  kullanilarak saptanan degerler ile bilinen konsantrasyonlar

karsilastirilarak dogrusal grafigin bozulmaya bagladig1 konsantrasyon belirlenmistir.

Cizelge 5.7. Calisma Araliginin Belirlenmesi I¢in Hazirlanan Serilere Ait Bulgular (n=3)

Konsantrasyon Alan/Tutunma
(ng/mL) Zaman Ortalama Varyasyon Katsayisi SH

5.0527
5 5.5112 5.3210 4.4920 0.1380

5.3992
26.0626

25 25.6273 25.5547 2.1436 0.3163

24.9743
49.2618

50 50.8738 50.6599 2.5748 0.7531
51.8442
74.3246

75 78.1390 75.0941 3.6519 1.5833

72.8187
97.7206

100 102.8327 100.4525 2.5626 1.4862

100.8042
119.2401

125 127.6666 124.2617 3.5729 2.5633

125.8785
145.8169

150 155.6853 150.7572 3.2729 2.8488

150.7694
177.3296

175 166.4081 170.3375 3.5640 3.5050

167.2747
199.6739

200 190.2442 194.8151 2.4235 2.7259
194.5271

Bulgulara gore etkin madde konsantrasyonu 125 pg/mL ve {izerine ¢iktiginda
dogrusallik esitligine gore standart hata istenilen sinirin digina ¢ikmaktadir. Bu nedenle
calismalar dogrusalligin kanitlandig1 aralikta siirdiiriilmiistiir. Konsantrasyonlara ait

dogrusallik profili Sekil 5.5.te sunulmustur.
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Sekil 5.5. Calisma Araligi Belirlenmesi igcin Hazirlanan Konsantrasyonlara ait

Dogrusallik Profili

5.1.2.5. Secicilik

Etkin madde disinda tiim bilesenleri igeren formiilasyonun kromatogramina gore
etkin madde piki ile diger sinyaller uygun sekilde ayrilmaktadir (Sekil 5.6°da
sunulmustur.). Dolayisiyla, kullanilan yontemin se¢icilik a¢isindan uygun olduguna karar

verilmistir.

[\ PLACEBO ANALIZ SINYALI

‘|| ETKIN MADDE IiCEREN FORMULASYON SiNYALI

Sekil 5.6. Secicilik Calismasina Ait Analizlerin Kromatogramlar
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5.1.2.6. Duyarhhk

Verilen esitlikler kullanilarak saptama sinir1 ve miktar tayini sinirt hesaplanmigtir.

Bulgular Cizelge 5.8’de sunulmustur.

LOD (Saptama sinir1) = 3.3 x ( y-kesisim degerinin standart sapmasi1 / egim )
LOQ (Miktar tayini sinir1) = 10 x (y-kesisim degerinin standart sapmasi / egim )

Cizelge 5.8. Duyarlilik Calismast Bulgular

Katsay1 Standart Hata

y-kesisim -0.2232 0.192951045
y-kesisim (ortalama) -0.2232 0.237927700
egim 1.0261 0.006219375

LOD 0.6206 pg/mL

LOQ 1.8805 pg/mL

LOD (ortalama) 0.7652 png/mL

LOQ (ortalama) 2.3188 pg/mL

Yontemin duyarliligr i¢in kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte 6l¢iilebilen en
kiiciik konsantrasyon 5 pg/mL olup, hesaplanan LOD ve LOQ degerleri bu degerin ¢ok

altindadir. Bu sonuglar yontemin duyarli oldugunu gostermektedir.

5.1.2.7. Saglamhk / Tutarhilik

Analitik yontem gelistirme sirasinda yapilan yontem parametrelerinin gesitliligi
denenmis ve yontemin giivenilir oldugu gosterilmistir. Bu parametreler, hareketli faz
¢oOziicli ve oranlarindaki degisim, akis hizindaki degisim, enjeksiyon hacmi ve firin

sicaklig olarak 6zetlenebilir.

5.1.2.8. Sistem Uygunlugu

USP (Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi) tarafindan tanimlanan sistem
uygunluk testi parametrelerinden asimetri faktorii 1.154 ve pik alaninin % bagil standart

sapmasi % 1.408 olarak hesaplanmustir.
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5.2. Formiilasyonlarda Kullanilan Maddelerle Yapilan Calismalar
5.2.1. Infrared (FT-IR) analizi

Etkin madde ve calismada kullanilan polimerlerin 500-4000 cm™' arasindaki FT-IR

spektrumlari Sekil 5.7°de sunulmustur.
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Sekil 5.7. Formiilasyonlarda Kullanilan Maddelere ait FT-IR Spektrumlari
a. Olopatadin Hidrokloriir; b. Eudragit® RS; c. IPM
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Sekil 5.7. (Devam) Formiilasyonlarda Kullanilan Maddelere ait FT-IR Spektrumlar
d. Poloxamer®; e. Pluronic® F; f. HPMC
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5.2.2. Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi

Etkin madde ve ¢aligmada kullanilan polimerlerin NMR spektrumlar1 Sekil 5.8’de

gosterilmistir.
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Sekil 5.8. Etkin Madde ve Formiilasyonlarda Kullanilan Maddelerin NMR Spektrumlar:
a. Olopatadin Hidrokloriir; b. Eudragit® RS; c. Poloxamer®; d. Pluronic® F
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5.2.3. Termal analiz
Etkin madde ve kullanilan polimerlerin termogramlar1 Sekil 5.9°da sunulmustur.

OLO’ya ait termogramda 256.98°C’de pik gozlenmistir.

_— V—d

L=

CSicaklk (°C) 10000 w000 30000

Sekil 5.9. Etkin Madde ve Formiilasyonlarda Kullanilan Maddelerin Termogramlart
a. Olopatadin Hidrokloriir; b. Eudragit®RS; c. Poloxamer®; d. Pluronic® F; e. HPMC
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5.2.4.

X-151m1 kirmmim analizi

Etkin madde ve kullanilan polimerlerin X-1g1n1 kirinim analiz profilleri Sekil

5.10’da sunulmustur.
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Sekil 5.10. Etkin Madde ve Eudragit® RS ye ait X-Isini Kirimim Profilleri
a. Olopatadin Hidrokloriir; b. Eudragit® RS
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5.2.5. Morfolojik inceleme
Etkin madde ve Eudragit® RS’ nin taramal1 elektron mikroskobu kullanilarak elde

edilen goriintiileri sirastyla Sekil 5.11 ve Sekil 5.12’de sunulmustur.

Sekil 5.12. Eudragit® RS ye ait Taramali Elektron Mikroskobu Goriintiisii

5.3. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlari ile Yapilan Calismalar

5.3.1. Ucgen faz diyagramlan

Onformiilasyon calismalarmin ardindan {icgen faz diyagrami ¢izimi igin segilen
formiilasyon oranlarma ait hesaplanan % bilesenler Cizelge 5.9, 5.10, 5.11, 5.12 ve
5.13’te, liggen faz diyagramlari ise Sekil 5.13, 5.14, 5.15 ve 5.16, 5.17°de sunulmustur.
Uggen faz diyagran alanlar1 da Sekil 5.18’de sunulmustur.
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Cizelge 5.9. 7:1 Formiilasyon Oranina ait Hesaplanan % Bilesenler

Yag YEM+Y.YEM Distile Su Alan (br?)
9.1 81.7 9.3

16.7 66.8 16.5

24.3 56.7 19.0

32.8 49.2 18.0 309.18
433 43.4 13.3

534 35.6 11.0

65.5 28.0 6.5

Sekil 5.13. 7:1 Formiilasyon Oranmina ait U¢gen Faz Diyagrami

Cizelge 5.10. 8:1 Formiilasyon Oranina ait Hesaplanan % Bilesenler

Yag Yem+Y.Yem Distile Su Alan (br?)
9.1 82.0 8.9

16.9 67.5 15.7

23.8 55.4 20.8

33.0 49.6 17.3 310.72
43.4 43.4 13.2

54.2 36.1 9.7

64.9 27.7 7.4
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ylzey etkin
% madde

A

su

Sekil 5.14. 8:1 Formiilasyon Oramina ait Uggen Faz Diyagrami

Cizelge 5.11. 9:1 Formiilasyon Oranina ait Hesaplanan % Bilesenler
g 32 p

Yag Yem+Y.Yem Distile Su Alan (br?)
9.3 83.6 7.1

16.8 67.2 16.0

24.4 56.9 18.7

332 49.8 16.9 314.66
44.4 44.4 11.2

54.1 36.0 9.9

65.4 28.0 6.5

ylizey etkin

Sekil 5.15. 9:1 Formiilasyon Oranina ait U¢gen Faz Diyagrami
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Cizelge 5.12. 10:1 Formiilasyon Oranina ait Hesaplanan % Bilesenler

Yag Yem+Y.Yem Distile Su Alan (br?)
9.1 82.2 8.7

17.3 68.9 13.8

24.8 57.9 17.4

339 50.8 15.3 306.65
44.4 44.4 11.2

54.1 35.9 10.1

65.9 28.1 6.0

su

Sekil 5.16. 10:1 Formiilasyon Oranina ait U¢gen Faz Diyagrami

Cizelge 5.13. 11:1 Formiilasyon Oranina ait Hesaplanan % Bilesenler
g 3 P

Yag Yem+Y.Yem Distile Su Alan (br?)
9.1 82.3 8.6

17.2 69.0 13.8

25.2 58.8 16.0

34.0 50.9 15.1 304.58
44 .4 44 .4 11.2

54.5 36.3 9.3

66.0 28.4 5.7
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Sekil 5.17. 11:1 Formiilasyon Oranina Ait U¢gen Faz Diyagrami

316
314
312
310
308
306
304
302
300
298
07:01 08:01 09:01 10:01 11:01
B YEM:Y.YEM

Sekil 5.18. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin U¢gen Faz Diyagrami Alanlar:

5.3.2. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin fizikokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi
5.3.2.1. Fiziksel goriiniis

Taze hazirlanan formiilasyonlarin gorsel olarak saydam ve tekdiize goriiniime sahip

oldugu kaydedilmistir.
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5.3.2.2. Tip tayini

Taze hazirlanan mikroemiilsiyonlarin tipinin yag-i¢inde-su (s/y) oldugu
belirlenmistir. Ayrica formiilasyonlara distile su eklendiginde bozunma oldugu
saptanarak s/y tipi desteklenmistir.

Formiilasyonun iletkenliginin Ol¢lilememesi de formiilasyon tipinin s/y oldugunu

gostermistir.

5.3.2.3. Faz ayrimi ve santrifiij uygulanmasi

Taze hazirlanan formiilasyonlarin 500 ve 1000 rpm hizlarda santrifiij edilmesi
sonucunda ve ardindan 2 giin -20°C’de bekletip oda sicakliginda ¢oziindiiriildiikten sonra
gorsel olarak herhangi bir degisiklige ugramadigi belirlenmistir.

Taze hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarina ait damlacik boyutu ve dagilimi, zeta
potansiyel dl¢iimii, pH 6l¢limii, reoloji ve FT-IR analiz sonuglar1 kararlilik calismasi ile
birlikte karsilastirmali olarak Cizelge 5.14.-Cizelge 5.15. ve Sekil 5.18.-Sekil 5.22°de

sunulmustur.

5.3.3. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda yapilan kararhhk ¢ahismalari
5.3.3.1. Fiziksel goriiniis

4°C, 25°C ve 40°C’lik sicaklikta saklanan formiilasyonlarda hazirlandiklar giinden
itibaren herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Formiilasyonlar saydam ve tekdiize

goriiniimiinti korumustur.

5.3.3.2. Tip tayini

4°C, 25°C ve 40°C’lik sicaklikta saklanan formiilasyonlarin s/y tipini korudugu

saptanmuigtir.

5.3.3.3. Faz ayrimi ve santrifiij uygulanmasi

4°C, 25°C ve 40°C’lik sicaklik kosullarinda saklanan formiilasyonlara santrifiij

uygulanmasi sonucu higbirinde faz ayrimi olmadigi belirlenmistir.
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5.3.3.4. Damlacik boyutu ve dagilimi

4°C, 25°C ve 40°C’lik sicaklikta saklanan formiilasyonlarin damlacik boyutu ve
dagiliminin ortalamasi ve standart hatasi (SH) taze hazirlanmig formiilasyon l¢iimleri ile

birlikte Cizelge 5.14’te sunulmustur.

Cizelge 5.14. Mikroemiilsiyonlarin Damlacik Boyutu ve Dagilimi (n=6)

Saklama Kosullar

25°C 4°C 40°C
Zaman
Boyut Dagilim Boyut Dagilim Boyut Dagilim
(mm+SH) (PDI+tSH) (mm+SH) (PDI+tSH) (nm+SH) (PDI+SH)
0.7 187.833 0.408 187.833 0.408 187.833 0.408
g Samatt +0.419 +0.001 +0.419 +0.001 +0.419 +0.001
i 223.333 0.484 236.000 0.585 244.667 0.529
N +0.770 +0.002 +1.764 +0.007 £1.503 +£0.002
15. Gil 253.767 0.422 284.333 0.645 294,333 0.537
- Gun +1.338 +0.054 +1.347 +0.003 £1.262 0.010
30. Giin 288.883 0.480 315.667 0.468 354.667 0.592
de +0.694 +0.002 £1.711 +0.005 +1.678 +0.003
60. G 362.767 0.532 457.333 0.562 493.000 0.722
- GRS +£1.708 +0.007 £1.018 +0.012 +1.856 £0.010
90. Gi 364.333 0.522 459.667 0.567 503.333 0.749
- Gun £1.262 £0.010 +0.839 +£0.004 +0.839 £0.020

5.3.3.5. Zeta potansiyel olciimii

4°C, 25°C ve 40°C’lik sicaklik kosullarinda saklanan formiilasyonlarin zeta
potansiyel degerleri taze hazirlanmis formiilasyon degeri ile birlikte Cizelge 5.15°de
sunulmustur.

Cizelge 5.15. Mikroemiilsiyonlarin Zeta Potansiyel Degerleri (n=6)

Saklama Kosullari
Zaman 25°C 4°C 40°C
Ortalama = Standart Hata (mV+SH)

0. Zaman -38.733+0.985 -38.733+0.985 -38.733+0.985
7. Giin -42.300+1.186 -45.333+1.929 -42.333£1.309
15. Giin -46.633+0.838 -47.333+1.166 -37.667+0.400
30. Giin -41.433+0.693 -40.800+0.524 -36.967+0.430
60. Giin -42.433+0.918 -42.600+0.267 -40.300+0.318
90. Giin -47.700£1.017 -43.633+1.034 -40.167+0.372
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5.3.3.6. Reolojik davraniglarin incelenmesi

4°C, 25°C ve 40°C’lik sicaklikta saklanan formiilasyonlara ait reogramlar Sekil

5.19,5.20, 5.21 ve 5.22’de sunulmustur.
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o] 400 800 0 400 800

Kayma Hizi (1/sn) Kayma Hizi (1/sn)

/|

Kayma Gerilimi (D/cm?)
400
.

Kayma Gerilimi (D/cm?)
400

Sekil 5.19. Mikroemiilsiyon Formiilasyonuna ait 0. Zaman Reogrami
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0 400 800 0 400 800

7. Glin Kayma Hizi (1/sn) Kayma Hizi (1/sn)
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400

Kayma Gerilimi (D/cm?)
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=]

o 400 800 0 400 200
15. Giin Kayma Hizi (1/sn) Kayma Hiz1 (1/sn)

Sekil 5.20. 25°C de Saklanan Mikroemiilsiyona ait Reogramlar
(7, 15. Giin)
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60. Giin
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Sekil 5.20. (Devam) 25°C de Saklanan Mikroemiilsiyona ait Reogramlar
(30, 60, 90. Giin)
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Sekil 5.21. 4°C’de Saklanan Mikroemiilsiyona ait Reogramlar
(7, 15, 30. Giin)
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Sekil 5.21. (Devam) 4°C 'de Saklanan Mikroemiilsiyona ait Reogramlar

(60, 90. Giin)
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Sekil 5.22. 40°C’de Saklanan Mikroemiilsiyona ait Reogramlar
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Sekil 5.22. (devam) 40°C de Saklanan Mikroemiilsiyona ait Reogramlar
(15, 30, 60. Giin)
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Sekil 5.22. (devam) 40°C 'de Saklanan Mikroemiilsiyona ait Reogramlar
(90. Giin)

5.3.3.7. infrared (FT-IR) analizi

Etkin madde icermeyen ve etkin madde igeren taze hazirlanmis ve 4°C, 25°C ve

400-4000 cm’! arasindaki

40°C’lik sicaklikta saklanan formiilasyonlarin

spektrumlari Sekil 5.23’de sunulmustur.
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Sekil 5.23. Mikroemiilsiyonlara ait FT-IR Spektrumlari
a. Plasebo formiilasyon; b.Etkin madde iceren formiilasyon, 0. Giin
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Sekil 5.23. (devam) Mikroemiilsiyonlara ait FT-IR Spektrumlar
¢. 25°C’de saklanan formiilasyon, 90. Giin; d. 4°C de saklanan formiilasyon, 90. Giin;
e. 40°C de saklanan formiilasyon, 90. Giin

5.3.3.8. Etkin madde miktar tayini

25°C. 4°C ve 40°C’lik sicaklik kosullarinda saklanan formiilasyonlarin 7., 15., 30.,
60. ve 90. giinlerde daha onceden valide edilmis yontem UPLC kullanilarak miktar
tayinleri yapilmis ve % geri kazanimlar1 hesaplanigtir. Her formiilasyon i¢in analiz 6
tekrar olarak yapilmis, ortalamalari, standart sapma ve standart hatalar1 ile birlikte
Cizelge 5.16’da sunulmustur. Ayrica saklama kosullarina ait % geri kazanim bulgular

grafik ile Sekil 5.24°te sunulmustur.
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Cizelge 5.16. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinda Etkin Maddenin Geri Kazanimi, %

Saklama Kosullar:

Zaman
25°C 4°C 40°C
7. Giin 100.43570 101.20820 101.25330
15. Giin 98.13515 100.27510 101.20720
30. Giin 98.42900 99.65470 99.86574
60. Giin 101.2559 100.06584 97.31566
90. Giin 99.46785 99.36450 96.65685
Ortalama 99.54472 99.84004 99.25975
Standart Sapma 1.17979 0.35381 1.93331
Bagil Standart Sapma 0.01185 0.00354 0.01947

100%
80%
60%
40%
20%

0%

% Geri Kazinim

4°C 40°C

Saklama Kosullar:

Sekil 5.24. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinda Etkin Maddenin Geri Kazanimi, %

5.4. Nanopartikiil Formiilasyonlari ile Yapilan Calismalar

5.4.1. Nanopartikiil formiilasyonlarimin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
ve kararhlik calismalari

5.4.1.1. Parcactk boyutu analizi ve dagilimi
Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin 6l¢iilen pargacik boyutu ve dagilimi ve

iletkenligi Cizelge 5.17’de sunulmustur.

Cizelge 5.17. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Par¢acik Boyutu ve Dagilimi (n=6)

Formiilasyon Kodu

NP1 NP2
Zaman
Boyut Boyut
(nm=SH) PDI (nm+SH) PDI
0. Zaman 302.467+12.817 0.531+0.070 305.633+10.750  0.542+0.039
3. Ay 314.800+11.495 0.435+0.035 332.567+4.288 0.557+0.060
6. Ay 327.833+5.347 0.461+0.019 313.967+4.278 0.552+0.024
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5.4.1.2. Zeta potansiyel dlciimii

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarimin zeta potansiyel Ol¢iimleri Cizelge

5.18’de sunulmustur.

Cizelge 5.18. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Zeta Potansiyel Degerleri (n=6)

Formiilasyon Kodu

Zaman
NP1 (mV+SH) NP2 (mV+SH)
0. Zaman 44.9+0.7 39.4+1.0
3. Ay 50.2+0.7 42.1+0.7
6. Ay 49.7+0.9 50.4+1.1

5.4.1.3. pH analizi

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin pH degerleri ortalama ve standart hata

(SH) olarak Cizelge 5.19’da sunulmustur.

Cizelge 5.19. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin pH Degerleri (n=3)

Formiilasyon Kodlar:

Zaman

NP1 NP2
6.82 7.12
0. Zaman 6.84 7.18
6.88 7.15

Ort+ SH 6.85+0.01 7.15+0.01
6.58 7.04
3. Ay 6.60 7.00
6.58 6.92

Ort + SH 6.59 + 0.00 6.99 £0.02
6.02 6.66
6. Ay 6.14 6.72
6.00 6.58

Ort + SH 6.05+0.03 6.65+£0.02

5.4.1.4. Niikleer manyetik rezonans ("H-NMR) analizi

25°C’de ve ¢oziicii olarak dotorokloroform’un kullanildig plasebo formiilasyona,
taze etkin madde igeren formiilasyonlara ve hazirlanan formiilasyonlara ait 'H-NMR
spektrumlar1 kararlilik calismasi kapsamindaki spektrumlar ile birlikte Sekil 5.25°te

sunulmustur.
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Sekil 5.25. Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait NMR Spektrumlart
a. Plasebo formiilasyon; b. NP1, 0. Giin, ¢. NP2, 0. Giin; d. NP1, 90. Giin;
e. NP2, 90. Giin
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5.4.1.5. Infrared (FT-IR) analizi

Plasebo formiilasyona, etkin madde igeren taze hazirlanmis formiilasyonlara ve
hazirlanan formiilasyonlara ait FT-IR spektrumlar1 kararlilik ¢aligmasi kapsamindaki

spektrumlar ile birlikte Sekil 5.26’da sunulmustur.
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Sekil 5.26. Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait FT-IR Spektrumlart
a. Plasebo formiilasyon; b. NP1, 0. Giin
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Sekil 5.26. (Devam) Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait FT-IR Spektrumlari
¢. NP2, 0. Giin; d. NP1, 90. Giin, e. NP2, 90. Giin
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5.4.1.6. X-Isint kirintim analizi

Etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve etkin madde igceren taze

hazirlanmis formiilasyonlarin analiz profilleri Sekil 5.27°de sunulmustur.

Yogunluk

20 (derece)

Sekil 5.27. Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait X-Isint Kirinim Profilleri
a. Plasebo formiilasyon; b. NP1, ¢. NP2

5.4.1.7. Termal analiz

Etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve etkin madde igceren taze

hazirlanmis formiilasyonlarin termogramlart Sekil 5.28°de sunulmustur.

T
——
b .
O scakhik (°C) 106,60 AR ¥06.00

Sekil 5.28. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Termogrami
a. Plasebo formiilasyon; b. NP1
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O acakhik (°C) 10000 200.00 00 00

Sekil 5.28. (Devam) Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Termogrami
¢. NP2, 0. Giin; d. NP1, 90. Giin, e. NP2, 90. Giin

5.4.1.8. Morfolojik inceleme

Etkin madde igermeyen plasebo formiilasyonun ve etkin madde iceren taze

hazirlanmis formiilasyonlarin taramali elektron mikroskobu goriintiileri Sekil 5.29°da

sunulmustur.

Sekil 5.29. Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait Taramali Elektron Mikroskobu
Goriintiileri
a. Plasebo formiilasyon; b. NP1; ¢. NP2

94



Sekil 5.29. (Devam) Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait Taramali Elektron
Mikroskobu Gériintiileri c. NP2

5.4.1.9. Etkin madde miktari ve yiikleme kapasitesi

Nanopartikiil formiilasyonlarinin igerdigi etkin madde miktar1 ve yiikleme

kapasitesine ait degerler Cizelge 5.20°de sunulmustur.

Cizelge 5.20. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Icerdigi Etkin Madde Miktar: ve

Yiikleme Kapasitesi
Zaman Formiilasyon OLOr OLOs OLOk
Kodu (ng £SH) (ng £SH) (%)
NP1 140.007+0.738 102.138+0.874 27.048
0. Zaman
NP2 203.680+0.532 184.990+0.587 9.176
NP1 141.422+0.560 103.436+0.755 26.983
3. Ay
NP2 208.602+0.797 188.783+0.847 9.530
NP1 144.755+1.172 106.270+0.847 26.706
6. Ay
NP2 213.602+1.161 192.783+0.524 9.776

OLOr= Toplam Etkin Madde Miktari; OLOs= Yiizeye Tutunan Etkin Madde Miktari; OLOg= Yiiklenen
Etkin Madde Yiizde Miktart (n=6)

5.5. In situ Jel Formiilasyonlari ile Yapilan Cahismalar
5.5.1. Formiilasyonlarin secimi

Hazirlanan formiilasyonlarin icerigi Cizelge 5.21°de % olarak sunulmustur.
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Cizelge 5.21. In situ Jel Formiilasyonlarimn Kod ve Bilesenleri

Polimer ) o
F 127
P16 16 - - 0.1 0.884 0.01 km 100
F16 - 16 - 0.1 0.884 0.01 km 100
FH1405 - 14 0.5 0.1 0.884 0.01 km 100

5.5.2. In situ jel formiilasyonlarn fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

5.5.2.1. Jellesme kapasitesi

Hazirlanan etkin maddeli formiilasyonlarin jellesme kapasiteleri Cizelge 5.22°de

sunulmustur.

Cizelge 5.22. In Situ Jel Formiilasyonlarimin Jellesme Kapasitesi

Kod Jellesme Kapasitesi

P16 ++

F16 ++
FH1405 +++

5.5.2.2. Sisme calismast

Hazirlanan etkin maddeli formiilasyonlarda sisme orani bulgular1 Cizelge 5.30°da

sunulmustur.

Cizelge 5.23. In Situ Jel Formiilasyonlarimin Sisme Orani Bulgular: (%, n=3)

Sisme Orani (%=+SH)
Zaman (saat)
P16 F16 FH1405
0.5 42.973+0.452 62.744+0.729 40.735+0.390
1 84.308+0.696 96.510+0.177 71.168+0.267
2 94.862+0.259 98.925+0.269 90.365+1.438
3 108.801+0.584 116.530+0.960 96.710+0.244
6 118.121+0.613 141.046+1.293 125.779+0.421
12 134.531+0.346 172.191+0.596 157.245+0.587
24 147.833+0.192 225.624+0.846 206.362+0.622
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5.5.2.3. Fiziksel goriiniis ve berraklik

Taze hazirlanan formiilasyonlar fiziksel goriintisleri agisinda gorsel olarak

incelenmis, saydam ve tekdiize goriiniime sahip olduklart kaydedilmistir.

5.5.3. In situ jel formiilasyonlarinda yapilan kararliik ¢calismasi
5.5.3.1. Fiziksel goriiniis ve berraklitk

Gorsel olarak incelenen in situ jel formiilasyonlarinda hazirlandiklar1 glinden
itibaren herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Formiilasyonlar saydam ve tekdiize

gbriiniimiinti korumustur.

5.5.3.2. pH analizi

4°C sicaklik kosulunda saklanan formiilasyonlarin pH degerleri Cizelge 5.24’te

sunulmustur.
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Cizelge 5.24. In Situ Jel Formiilasyonlarimn pH Degeri (n=3)

Kod
Zaman
P16 F16 FH1405
6.62 6.60 6.70
0. Zaman 6.61 6.60 6.70
6.60 6.60 6.69
Ort + SH 6.61+0.00 6.60+0.00 6.70+0.00
6.62 6.57 6.70
7. Giin 6.61 6.57 6.70
6.60 6.60 6.69
Ort+ SH 6.61+0.00 6.58+0.00 6.70+0.00
6.59 6.53 6.69
15. Giin 6.60 6.52 6.67
6.58 6.53 6.65
Ort +SH 6.59+0.00 6.53+0.00 6.67+0.01
5.54 6.50 6.67
30. Giin 6.57 6.48 6.63
6.62 6.52 6.62
Ort+SH 6.58+0.01 6.50+0.01 6.64+0.01
5.58 6.53 6.65
60. Giin 5.58 6.57 6.63
5.59 6.54 6.65
Ort+SH 6.58+0.00 6.55+0.01 6.64+0.00
5.60 6.50 6.63
90. Giin 5.58 6.48 6.61
5.57 6.52 6.62
Ort+SH 6.58+0.01 6.50+0.01 6.62+0.00

5.5.3.3. Viskozite ve reolojik davranig

In situ jel formiilasyonlarinin 25°C ve 32°C olmak iizere iki farkli sicakliktaki

reogramlari Sekil 5.31, 5.32, 5.33, 5.34, 5.35 ve 5.36’da sunulmustur.
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5.5.3.4. Sicakhiga Bagh Viskozite Degisimi
In situ jel formiilasyonlarmin viskozite degisimi Sekil 5.37°de sunulmustur.
Viskozite 32°C’de ani yiikselme gdstermistir. Oda sicakligindaki ve 32°C’deki in situ jel

goriinimti ise Gorsel 5.1°de verilmistir.
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Sekil 5.37. In Situ Jel Formiilasyonlarinin Sicakhiga Bagl Viskozite Degisimi

- O

Gorsel 5.1. In Situ Jel Formiilasyonlarinin Sicakliga Bagl Faz Degisimi Goriintiisii

111



5.5.3.5. Infrared (FT-IR) analizi

Taze hazirlanan in situ jel formiilasyonlarinin FT-IR spektrumlar1 kararlilik
calismasi i¢in 90. giinde tekrarlanan spektrumlar ile birlikte Sekil 5.38, 5.39 ve 5.40°da

verilmistir.
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Sekil 5.38. F16 In Situ Jel Formiilasyonuna ait FT-IR Spektrumlar:
a. F16, 0.Zaman; b. F16, 90.Giin
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Sekil 5.40. FH1405 In Situ Jel Formiilasyonuna ait FT-IR Spektrumlar:
a. FHI1405, 0. Zaman,; b. FH1405, 90.Giin
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5.5.3.6. Etkin madde miktar tayini

4°C sicaklik kosulunda saklanan in situ jel formiilasyonlarina ait hesaplanan etkin

maddenin % geri kazanimlar1 Cizelge 5.25°te sunulmus ve Sekil 5.41°de gosterilmistir.
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Cizelge 5.25. In Situ Jel Formiilasyonlarindaki Etkin Maddenin Geri Kazanmmi (%, n=6)

Kod
Zaman
P16 F16 FH1405
7. Giin 99.95240 100.30953 100.53594
15. Giin 101.34345 100.85300 100.74126
30. Giin 100.85360 100.86472 99.78531
60. Giin 100.41870 99.95374 98.99617
90. Giin 100.65280 101.05480 101.72369
Ortalama 100.64419 100.60716 100.35647
Standart Hata 0.09218 0.08210 0.18387
Bagil Standart Sapma 0.00458 0.00408 0.00916
100% - - -
=
Z 80%
<Nf 60%
M
= 40%
=
QO 20%
N
0%
P16 F16 FH1405
FORMULASYONLAR

Sekil 5.41. In Situ Jel Formiilasyonlarindaki Etkin Maddenin Geri Kazanimi (%, SH )

5.6. In Vitro Salim Cahsmasi Bulgular

Salim ortam1 olarak kullanilan yapay gozyasi bilesenleri Cizelge 5.26°da

verilmistir.

Cizelge 5.26. Yapay Gozyasi Ortami Bilesenleri

Bilesenler (Distile Suda) % Miktar (a/a)
Sodyum Bikarbonat 0.2
Kalsiyum Kloriir 0.008
Sodyum Kloriir 0.67
pH 7.4

Hazirlanan etkin maddeli formiilasyonlarin in vitro etkin madde salim profilleri ise

Cizelge 5.27°de sunulmustur.
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Cizelge 5.27. Formiilasyonlardan Zamana Karsi Kiimiilatif Coziinen Etkin Madde
Miktart (n=3)

Etkin Madde Patanol®
Zaman
% SH % SH
5. dk. 15.79 0.52 16.00 0.50
15. dk. 41.80 0.63 28.09 0.97
30. dk. 49.46 0.39 4221 0.74
45. dk. 68.43 0.46 57.04 1.06
60. dk. 75.44 0.16 61.77 1.29
90. dk. 85.50 0.68 69.78 1.01
120. dk. 87.51 0.84 73.35 0.43
150. dk. 88.96 0.24 75.31 1.10
180. dk. 90.04 0.59 75.89 1.87
6. sa. 92.51 0.29 75.96 0.72
18. sa. 96.29 0.40 77.87 0.24
21. sa. 99.26 0.49 79.59 0.30
24. sa. 100.15 0.44 80.84 0.92
48. sa. 101.38 0.67 81.92 1.31
Nanopartikiil Mikroemiilsiyon
Zaman
% SH % SH
5. dk. 19.92 1.13 2.28 0.07
15. dk. 33.73 1.55 3.21 0.15
30. dk. 47.95 1.92 5.76 0.31
45. dk. 54.95 2.02 7.26 0.70
60. dk. 61.38 1.71 9.21 1.14
90. dk. 67.62 1.08 12.12 1.58
120. dk. 70.94 1.76 15.19 2.07
150. dk. 72.47 1.04 18.12 2.60
180. dk. 75.64 0.88 20.94 2.53
6. sa. 80.68 0.27 29.01 1.51
18. sa. 85.20 0.70 44 .96 0.66
21. sa. 89.49 0.68 46.40 0.66
24. sa. 93.16 1.92 48.32 1.44
48. sa. 97.40 2.03 55.89 1.29
P16 F16 FH1405
ZAMAN
% SH % SH % SH
5. dk. 7.25 0.58 5.06 0.07 4.57 1.73
15. dk. 7.38 0.10 8.14 0.13 10.26 0.64
30. dk. 11.86 0.46 14.44 0.55 15.72 0.18
45. dk. 16.59 0.45 18.65 0.39 21.92 0.57
60. dk. 24.29 0.96 27.78 0.51 26.01 0.72
90. dk. 28.93 0.93 32.47 0.16 34.16 1.74
120. dk. 33.84 1.50 38.91 0.35 39.71 1.51
150. dk. 40.66 1.21 43.17 0.30 43.76 1.70
180. dk. 43.78 1.10 47.46 0.25 45.01 1.69
6. sa. 53.20 0.52 55.83 0.31 57.81 1.81
18. sa. 59.30 1.08 58.33 1.34 54.89 2.01
21. sa. 58.81 1.03 62.37 1.68 51.77 4.16
24. sa. 61.24 1.94 64.55 0.61 49.84 3.24
48. sa. 61.94 2.02 65.13 0.88 51.08 3.31

Elde edilen veriler kullanilarak formiilasyonlari, etkin maddenin ve Patanol®’e ait
in vitro salim profilleri Sekil 5.42’ta sunulmustur.
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5.7. Salim Cahismasina Ait Modelleme

Segilen 6 formiilasyonun in vitro etkin madde salim verileri farkli kinetik modellere
(sifirinct derece kinetik, birinci derece kinetik, Higuchi modeli, Hopfenberg modeli,
Korsmeyer-Peppas modeli ve Hixson-Crowell modeli) uygulanmistir. En uygun kinetik
modelin se¢imi i¢in formiilasyonlar hiz sabiti (k), determinasyon katsayisi (1?) ve Akaike
bilgi kriteri (AIC) ile degerlendirilmistir. En yiiksek k ve r* degerleri ile en diisiik AIC
verilerine gore formiilasyonlarin Korsmeyer-Peppas modeline uyum gosterdigi tespit

edilmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 5.28’de sunulmustur.
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Cizelge 5.28. Salim Calismasina Ait Model Bulgulari

. Degerlendirme Modeller
Formiilasyon Kriteri s . . :
Sifirinci Derece Birinci Derece Higuchi Hixson-Crowell Hopfenberg Korsmeyer-Peppas
k 3.130 0.823 20.956 0.034 0.000 56.435
Nanopartikiil r? -2.1940 0.8148 -0.3450 -0.8561 0.8147 0.8733
AIC 158.8780 116.1651 145.9050 150.7361 118.1702 98.2118
k 1.613 0.028 9.499 0.008 0.000 11.815
Mikroemiilsiyon r? 0.5698 0.7830 0.9599 0.7270 0.7829 0.9714
AIC 117.2112 106.9438 81.6223 110.3859 108.9523 72.1587
k 2.012 0.065 12.885 0.016 0.000 25.679
Jel Poloxamer r? -0.3360 0.2580 0.6004 0.1079 0.2578 0.8731
AIC 138.6726 129.8514 120.5673 132.6156 131.8557 95.7923
k 2.105 0.105 13.551 0.020 0.000 27.896
Jel Pluronik r? -0.4357 0.2437 0.5476 0.0742 0.2436 0.8639
AIC 140.8934 131.2796 123.5720 1343116 133.2801 97.6767
k 1.754 0.048 11.802 0.011 0.000 28.362
Jel Pluronik Hpmc r? -1.0887 -0.5036 0.1536 -0.6925 -0.5038 0.7307
AIC 141.5080 136.5782 127.9582 138.3530 138.5795 101.8144
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5.8. Sitotoksisite Calismasi

In vitro sitotoksisite ¢alismasinda olopatadin igeren cesitli formiilasyonlarin
hiicreler iizerindeki etkileri MTT yontemi kullanilarak olapatidin igeren tek ticari {iriin
olan Patanol® ile karsilastirmal1 olarak arastirilmistir.

Herhangi bir formiilasyon uygulanmamis yalnizca kiiltiir ortami ile inkiibe edilmis
kontrol grubu i¢in elde edilen absorbans degerinin %100 hiicre canlig1 gosterdigi kabul
edilmistir. Ilk 12 saatlik inkiibasyon siiresince herhangi bir sitotoksisite
gozlenmediginden ICso (hiicre cogalmasinda % 50 azalmaya sebep olan inhibitor
konsantrasyonu) degerleri 24 saatlik inkiibasyon sonunda saptanmistir. Bu degerler

Cizelge 5.29°da sunulmustur.

Cizelge 5.29. Formiilasyonlarin ICso Degerleri

Formiiller I1Cso (ng/100 nL)
Patanol® 99
Olopatidin Hidroklorir 200
F16 Placebo 70
F16 67
FH1405 Placebo 33
FH1405 30
P16 Placebo 200
P16 154
ME Placebo 150
ME 154
NP Placebo 106
NP 90

Bu ¢alismada kullanilan tiim formiilasyonlarin zamana ve konsantrasyona bagli
olarak gosterdigi sitotoksisite Sekil 5.43 ve Sekil 5.44’°te standart hata degerleri ile birlikte

sunulmustur.
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NIH-3T3 hiicreleri (12 Saat)

120
110
100 m Patanol
90 ® Olopatadin
B g0 m FH1405 Placebo
M m FH1405
S 70
S H P16 Placebo
it 60 EP16
=50
m m ME Placebo
© 40 m ME
30 m NP Placebo
20 m NP
10 m F16 Placebo
0 mFl6
5 10 30 90 120 150 200

Konsantrasyonlar (ng/100pnL)

Sekil 5.43. 12 Saat Siire Sonunda Formiilasyonlarin Konsantrasyona Bagh Olarak Gésterdigi % Hiicre Canliligi
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NIH-3T3 hiicreleri (24 saat)

120
110
100 m Patanol
90 ® Olopatadin
8 g0 m P16 Placebo
m 20 mP16
S ® ME Placebo
m 60 = ME
m.. 50 ® NP Placebo
2 40 u NP
30 = F16 Placebo
20 mF16
10 — __ — _— __ = FH1405 Placebo
0 _ m » FH1405
5 10 30 90 120 150 200

Konsantrasyonlar (ug/100pnL)

Sekil 5.44. 24 Saat Siire Sonunda Formiilasyonlarin Konsantrasyona Baglh Olarak Gésterdigi % Hiicre Canlilig
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5.9. In Vivo Cahsma

Koyunlar ile gerceklestirilen in vivo testlerde, Yontemler kisminda bahsedildigi
gibi OLO miktar tayini gézyasinda UPLC kullanilarak gerceklestirilmistir. Her grupta
erkek ve disi olacak sekilde 6 koyun bulundurulmus, bir goze placebo bir goze etkin
maddeli formiilasyon olacak sekilde ayarlanmistir. Kontrol grubu i¢in bir géze serum
fizyolojik, diger gozlerine ise formiilasyonlar ile karsilastirma yapilabilmesi igin Patanol®
g6z damlast uygulanmustir.

Hayvanlara formiilasyon uygulanmasinin ardindan goézde olusabilecek iritasyon,
uygulama yapilmayan g6z referans alinarak kontrol edilmistir. Uygulama sirasinda ve
sonrasinda herhangi bir kizariklik veya rahatsizlik saptanmamistir. Formiilasyon

uygulamasinin 6nce ve sonrasinda géziin durumu Gorsel 5.2°de sunulmustur.

Gorsel 5.2. Formiilasyon Uygulamasinda Goziin Goriintiisii

a. Uygulama yapilmayan; b. Uygulama Oncesi; c. Uygulama Sonrast

Formiilasyon uygulamasindan sonra koyunlar kisa siire sabitlenip gozleri agik

bekletilmistir. Formiilasyonun uygulama sekli Gorsel 5.3’de sunulmustur.

Gorsel 5.3. Mikropipet ile Formiilasyon Uygulamasi
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Omek alma zamanlarinda test membran1 30 saniye boyunca ozellikle alt goz
kapagimin i¢ kismina temas ettirilerek gézyasi toplanmig ve her test kagidi ayr1 ayri steril
tiplere alinmistir. Gozyas1 6rnek alimi Gorsel 5.4’de sunulmustur. Toplanan biitiin

ornekler analize kadar -20°C’de derin dondurucuda saklanmaistir.

Gorsel 5.4. Schirmer Gozyast Test Membrani ile Ornek Alimi

Gozyast orneklerinin analiz bulgularina gore, bes formiilasyon da pozitif kontrol
grubu Patanol®’e oranla daha uzun siire gz yiizeyinde kalabilmis ve anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.05). NP, P16 ve FH1405 formiilasyonlar1 pozitif kontrole gore 24.
saate kadar ileri diizeyde anlaml fark gostermistir (p<0.001). F16 formiilasyonu 6. saate
kadar, ME formiilasyonu ise 3. saate kadar ileri diizeyde anlamli fark goéstermistir
(p<0.001). Miktar tayini bulgularinda ise en yiiksek konsantrasyona NP formiilasyonu
ulagsmistir. NP formiilasyonu diger formiilasyonlar ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
6. saate kadar anlamli fark tespit edilmistir (p<0.01).

Goze bir kez uygulanan her formiilasyon i¢in UPLC yoOntemi ile yapilan etkin
madde miktar tayini bulgulart formiilasyon kodlar1 ile birlikte Cizelge 5.30’da

sunulmustur. Miktar tayini bulgular1 zamana kars1 Sekil 5.45’te sunulmustur.

124



Cizelge 5.30. Formiilasyonlarin In Vivo Uygulamasina ait Bulgular (n=6)

Olopatadin Hidrokloriir Konsantrasyonu (ng/mL=SH)

Zaman (sa.) NP F16 P16 FH1405 ME PATANOL®

0 100.0000  100.0000  100.0000  100.0000  100.0000 100.0000

0.5 14.0775™  9.6595""  9.5702"" 123801  9.6839"" 5.0141
: +0.2391 +0.1176 +0.1311 +0.1154 +0.1322 +0.1206

1 7.9702™" 56719 5.9074™  6.5815™"  4.0720" 2.0660
+0.2134 +0.2015 +0.1784 +0.2439 +0.1292 +0.0942

2 5.2415™"  3.0081""  3.3654™"  4.5187™"  1.9929™" 0.0000
+0.1232 +0.0709 +0.0806 +0.1097 +0.0562 +0.0000

3 2.9837™  1.2376™"  1.8061""  2.1960™"  0.5636"" 0.0000
+0.0751 +0.0986 +0.0510 +0.0431 +0.0423 +0.0000

6 2.2122"  0.7503™"  0.8478™"  0.7828"" 0.0000 0.0000
+0.0372 +0.0357 +0.0443 +0.0274 +0.0000 +0.0000

24 0.7731™  0.4823"  0.5368™"  0.5579™" 0.0000 0.0000
+0.0315 +0.0240 +0.0185 +0.0217 +0.0000 +0.0000

48 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
+0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000

( Patanol®e gore anlamlihik: ** p<0.01, ™ p<0.001 )
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6. TARTISMA

Bu boliimde tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan etkin madde ve yardimci
maddelerin fizikokimyasal 6zelliklerine ait bulgular ile hazirlanan formiilasyonlara ait in

vitro ve in vivo ¢aligmalarin bulgular tartisilacaktir.

6.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismalari

In vitro ve in vivo galismalarmn tiimiinde OLO miktar tayini icin UPLC yontemi
kullanilmistir. Miktar tayininde HPLC’ye gore daha giincel bir yontem olan UPLC’nin
secilmesinin pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. Oncelikle ¢ok daha hassas ve saptama
siirlar1 (LOD ve LOQ) oldukga diisiik bir yontemdir. UPLC kolonundaki pargacik
boyutu ¢ok daha ufak oldugu i¢in basinca daha dayaniklidir ve kolon i¢indeki partikiiller-
aras1 bosluklarin az olmasi nedeniyle sinyaller daha nettir. Ayrica analiz siiresi saniyelerle
ifade edilecek kadar kisadir ve kullanilan hareketli faz miktar1 ¢cok daha diisiiktiir
(Novakova, Matysova ve Solich, 2006, s. 917).

Etkin madde sinyalinin goriiniir oldugu dalga boyunun saptanmasinin ardindan
morfolojik olarak en iyi sekilde gelebilmesi i¢in yontem gelistirme ¢aligmalari yapilmis
ve uygun yontem parametreleri se¢ilmistir. 246 nm dalga boyu OLO ig¢in ideal siddette
ve uygun morfolojide pik vermektedir. Ayrica 20 ile 40 °C arasinda kolon sicakligi
degistirilmis ve yine pikin ideal oldugu 40 °C analizler i¢in uygun bulunmustur.

Dogrusallik calismasi sonucunda determinasyon katsayist (r?) 0.9997 olarak
bulunmus ve calisma araliginda miktar tayininin dogrusalligi kanitlanmistir. Ug farkl
konsantrasyon ile yapilan dogruluk ve geri eldeedilebilirlik ¢alismasinda Cizelge 5.5°te
sunulan veriler ile yontemin dogrulugu onaylanmistir. 3 giin siiren kesinlik ¢aligmalari
sonucu yoOntemin tekraredilebilirligi ve tekrar eldeedilebilirligi i¢in varyasyon
katsayisinin % 2’nin altinda bulunmasi yontemin kesinligini ifade etmistir.

Yontemin segiciligini belirlemek i¢in mutlaka ¢alismadaki diger maddelerle birlikte
analizinin yapilmasi1 gerekmektedir. Etkin madddenin absorbans verdigi dalga boyunda
formiilasyondaki herhangi bir maddenin sinyal vermedigi ve girisim yapmadig1 Sekil
5.6.’da gosterilmis ve yontemin OLO i¢in segici oldugu belirlenmistir.

In vitro ve in vivo analizlerde etkin madde konsantrasyonunun saptama sinir1 ve
miktar tayini sinir1 digina ¢ikmamasi gerekmektedir. Gézde etkin madde diizeyi ¢ok
diisiik oldugu ve gozyas1 analizlerinde diisiik konsantrasyonlar ile ¢alisildig1 i¢in yapilan

duyarlilik c¢aligmasi bulgular1 son derece onemlidir (Cizelge 5.8’de sunulmustur.).
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Kullanilan yontemde etkin maddenin saptama sinir1 ve miktar tayini sinirinin ¢ok diisiik
oldugu bulunmus ve etkin madde konsantrasyonu ic¢in ¢alisma araligr bu limitlerin
tizerinde planlanmaistir.

Sistem uygunlugunu saptamak icin belirlenen asimetri faktorii pikin simetrik
oldugunun gostergesidir. Simetrik olmayan piklerde, dogru olmayan ayirim giicii, kararl
olmayan miktar tayini, pik kuyruklanmalar1 ve tekrarlanabilirligin diisiik olmas1 gibi
sorunlarla karsilasilabilir. Asimetri faktoriiniin ideal oldugu aralik 0.95-1.2 olarak kabul
edilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen asimetri faktorii 1.154 sistem uygunlugu agisindan
uygun goriilmiistiir. Sistem uygunlugu icin yapilan bir diger kontrol olan pik alaninin %
bagil standart sapmasi1 genel ayirim icin %1.5’dan kiigiik olmalidir (Giiler, 2014, s. 25).
Incelenen ve % 1.408 olarak hesaplanan pik alanmnin % bagil standart sapmasi sistem

uygunlugu agisindan kabuledilir araliktadir.

6.2. Formiilasyonlarda Kullanilan Maddelerle Yapilan Calismalar

Formiilasyon gelistirme ¢aligmalarina baslamadan oOnce etkin maddenin ve
kullanilacak yardimci maddelerin fizikokimyasal 6zelliklerini belirlenmistir

Oncelikle etkin maddenin FT-IR, NMR, DSC, XRD analizleri yapilmus, ardindan
SEM goriintiisii alinmistir. Yapisal 6zelliklerin belirlenmesi i¢in FT-IR, NMR ve XRD
analizlerinin yapilmasindaki ama¢ maddenin saf oldugunun kanitlanmasi ve
formiilasyondaki diger bilesenler ve formiilasyon hazirlama parametreleri nedeniyle
degisiklige ugrayip ugramadiginin kontrol edilmesidir. Referans ile karsilastirildiginda
kullanilan etkin maddenin saf oldugu (http1) ve SEM goriintiileri ile de desteklenen yap1
analizinde kristal sekilde oldugu belirlenmistir. Polimerik nanopartikiil hazirlama
sirasinda yiiksek sicakliga maruz kalacak olan etkin maddenin davraniginin belirlenmesi
termal analiz (DSC) ile gergeklestirilmistir. Termogramda OLO’nun erime derecesinin
referans ile uyumlu olarak 246-248°C oldugu saptanmustir (http1).

Nanopartikiil formiilasyonu icin segilen Eudragit® RS 100 polimerine ait DSC,
XRD, FT-IR ve NMR analiz sonuglarinda maddenin saf oldugu ve referans ile uyumlu
sonuglar verdigi gozlenmistir (Trapani vd., 2007, s. 70-71; Ramesh ve Praveen, 2012, s.
173).

In situ jel sistemlerinin hazirlanmasinda kullanilan polimerler icin de DSC, FT-IR
ve NMR analizleri yapilmistir. Formiilasyon 6ncesi ve sonrasi olasi yapisal degisimler

karsilastirilmis herhangi bir degisimin olmadig gosterilmistir. Bununla birlikte, termal
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analiz sonucunda Poloxamer® ve Pluronic®

’in erime dereceleri referanslar ile uyumlu
olarak sirasiyla 53-56°C ve 55-56°C olarak bulunmustur. Jel formiilasyonu hazirlanirken
sogukta karistirma islemi kullanildigindan elde edilen diisiik erime sicaklig1 verilerinin

herhangi bir problem olusturmadigi kararina varilmistir.

6.3. Mikroemiilsiyonlar

Yag-iginde-su mikroemiilsiyon sistemi hidrofilik etkin maddenin go6ze
uygulanmasinda kabul goren sistemdir. Etkin madde sulu fazda ¢oziindiirtiliip formiile
edildiginde sistemin ¢ekirdeginde yer alan su sayesinde yavas ve kontrollii etkin madde
salimina olanak vermektedir. Uygulanmasinin hemen ardindan sulu ortam olan gozyasi
ile dagilip faz degisimine ugramasi oftalmik preparatlar icin ideal bir durum
olusturmaktadir. Ayrica bu durum bazi sistemlerde viskozite artisina yol agmakta,
dolayisiyla okiiler yiizeyde uzun kalmasini saglayarak terapotik etkinligin korunmasinda
yardimci olmaktadir (Chan vd., 2007, s. 70; Cheng vd., 2008, s. 45).

OLO’nun hidrofilik yapida olmasi nedeniyle i¢ faza etkin maddenin
hapsedilebildigi, kontrollii salim saglayan bir tasiyiyict sistem hedeflenmis ve ¢aligmada
kullanilan mikroemiilsiyon sistemi yag-i¢inde-su olarak tasarlanmistir. Yag-i¢inde-su
mikroemiilsiyonu hazirlanirken topik kullanima uygun oldugu bilinen noniyonik
YEM’ler tercih edilmistir (Wu vd., 2001, s. 64).

Formiilasyonda yagli faz olarak gbz tarafindan iyi tolere edilebildigi icin uzun
zincirli trigliserit yapisinda olan izopropil miristat ve noniyonik YEM olarak da oftalmik
preparatlarda giivenli ve yaygin olarak kullanilan Tween® 80 kullanilmustir. Tween®
80’in goz i¢in irite edici 6zellikte olmadigr ve kullanilabilirligi Amerika, Avrupa ve Japon
Farmakope’lerinde belirtilmektedir (Kesavan vd., 2013, s. 346).

Mikroemiilsiyonlarla ilgili temel sorun, fizyolojik olarak kullanilabilecek YEM ve
Y.YEM c¢esidinin az olmasidir. Ayrica sistemin kararliligi icin YEM miktarinin yiiksek
olmasi gerekmektedir. Bir¢ok calismada Y.YEM olarak kisa ve orta zincirli alkoller
kullanildigr bilinmektedir. Ancak toksik ve iritan Ozelliklerinden dolayr kullanimlari
belirli sinirlar iginde olmalidir. Bu nedenle formiilasyon hazirlarken ve bilesenler
secilirken duyarlilik durumu da goz 6niinde bulundurulmustur. Bunun yanisira Y.YEM
olarak kullanilan alkoller, formiilasyonun su tutma kapasitesini arttirdig1 ve liggen faz
diyagraminda kararli mikroemiilsiyon alanmin biiyliik olmasmi sagladig: i¢in tercih

edilmistir (Radomska-Soukharev ve Wojciechowska, 2005, s. 465).

129



Y.YEM kullanilmadan hazirlanan mikroemiilsiyonlarda faz ayrismasi oldugu ve
kararliligin uzun siire korunamadigi goriilmiistiir. Ardindan Y.YEM olarak izopropil
alkol, etanol, 1-butanol ve polietilen glikol 400’tn kullanildigt 6n formiilasyon
calismalar1 yapilmistir. Polietilen glikol 400 ile calisildiginda formiilasyonlarin ¢ogunda
mikroemiilsiyon elde edilememis, olusanlarda ise kisa siire sonra faz ayrigmasi ortaya
cikmistir. Izopropil alkol ve etanol ile calisildiginda ise mikroemiilsiyon yapisi elde
edilmis ancak Y.YEM konsantrasyonu ¢ok yiiksek oldugu i¢in tercih edilmemistir. Nandi
vd. (2003, s. 6) tarafindan yapilan calismada bes farkli alkanol kullanilarak
mikroemiilsiyon formiilasyonu hazirlanmis ve su alma kapasiteleri karsilastirilmistir. 1-
Butanol ve 1-pentanol’in diger alkanollere gore formiilasyonda daha tatmin edici
oranlarda su tutabildigi goriilmistiir. Bu calismadaki bilgiler 1s1ginda 1-butanol
kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin etanol kullanilarak hazirlanan formiilasyonlara
gore daha diisik miktarda Y.YEM icerirken daha yiiksek miktarda su tuttugu
gozlenmistir.

Titrasyon yontemi ile hazirlanan formiilasyonlarin su miktar1 belirlenerek kararl
haldeki mikroemiilsiyon oranlarinin tiggen faz diyagrami ¢izilmis ve en biiyiik alan1 veren
YEM ve Y.YEM oranmin agirhik merkezindeki formiilasyon ideal mikroemiilsiyon
formiilasyonu olarak se¢ilmistir.

Bu ¢alismada secilen formiilasyonun iicgen faz diyagraminda Tween® 80 ve Span®
80 1:1 oraninda olmak tiizere iki YEM secilmistir. Y.YEM olarak 1-butanol ise YEM
karigimu ile en ideal oldugu oran 9:1 olmustur. Etkin madde orani piyasa preparatlari ile
uygun olmasi agisindan % 0.1 olarak kullanilmistir.

Porras vd. (2008, s. 185) caligmalarinda en iyi ¢Oziiniirliiglin ve kararliligin
saglandig1 sistemi bulmak i¢in Span® ve Tween® oranlarini ve sistemdeki su miktarini
degistirmis ve yag-i¢cinde-su mikroemiilsiyonu olusturmada optimum HLB araliginin 8-
12 oldugunu belirlemistir. Yalnizca HLB degeri degil, ayn1 zamanda bu HLB araligindaki
en iyi karistirma oranini saglamanin da 6nemli etmen oldugunu vurgulamislardir. Porras
vd. (2008, s. 185) ait calisma sonucunda damlacik boyutu 30 ile 120 nm arasinda degisen
kararl1 formiilasyonlar elde etmek icin Tween® 80:Span® 80 orani 49:51 olarak
kullanilmugtir.

Acharya vd. (2013, s. 66) karbamazepin igeren transnazal mikroemiilsiyon
formiilasyonu gelistirmis ve ideal mikroemiilsiyon formiilasyonunu belirlemek icin

izledigimiz yontemle benzer ¢alismalar yapmistir. Bilesenlerin farkli oranlarda oldugu
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alt1 faz diyagrami ve mikroemiilsiyon alani belirlenip en yiiksek alana sahip formiilasyon
ileri galigmalar icin se¢ilmistir. Bu mikroemiilsiyon alaninin merkez noktasindaki ideal
orana sahip formiilasyon karakterizasyon ¢alismalari i¢in kullanilmistir.

Ideal formiilasyon segiminin ardindan etkin maddeli formiilasyonlar hazirlanmis ve
fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in tip tayini, santrifiij uygulamasi, dondurma-
¢Ozme islemi, damlacik boyutu ve dagilimi, zeta potansiyel, iletkenlik 6l¢limii, reolojik
davranislarin incelenmesi, FT-IR ve NMR analizi yapilmigtir. Daha sonra kararlilik
calismalar i¢in 4°C, 25°C ve 40°C sicakliklarda 90 giin boyunca saklanmustir.

Mikroemiilsiyon sistemler yapilar1 geregi saydam goriintimdedir. Bu durum dagilan
fazin sahip oldugu ufak damlacik boyutu ile ilgilidir. Bu nedenle yaklagik 150 nm’den iri
damlaciklara sahip sistemlerde goriiniir 151k gecisinin azalmasi formiilasyonlarin
saydamliktan uzaklasmasina sebep olur. Terminolojik olarak ‘mikroemiilsiyon’ kelimesi
yaniltict da olsa 10 ile 100 nm arasindaki damlacik boyutuna sahip kararli ve nano-
boyutlu sistemlerdir (Ramteke vd., 2010, s. 34).

Yapilan mikroemiilsiyon ¢aligmalarinin hemen hemen ¢ogunda 6ncelikle fiziksel
kararlilik kontrol edilmektedir. Bu amacla, hazirlanan formiilasyona belirli siire ve hizda
santrifiij islemi uygulanmakta ve faz ayrimi olup olmadig1 gorsel olarak incelenmektedir
(Jain, Fernandes ve Patravale, 2010, s. 829; Tashtoush, Bennamani ve Al-Taani, 2013, s.
tir). Abd-Allah vd. (2010, s. 259) calismalarinda mikroemiilsiyonun fiziksel kararlili§ini
incelemek icin saklama siiresince belirli zamanlarda 13000 rpm hizda 30 dakika santrifiij
uygulayarak faz ayrimini incelemis ve renk degisimini ve saydamligi gorsel olarak
kaydetmistir. Ayrica dondurma-¢dézme yontemi ile formiilasyonu iki giin boyunca
-20°C’de bekletip oda sicakliginda ¢ozdiirdiikten sonra fiziksel durumunu incelemistir.
Tilim islemler sonucu saklama stiresince degisim olmamasi formiilasyonun fiziksel olarak
kararli oldugunu gostermistir.

Bu calismada hazirlanan taze formiilasyonlarin fiziksel goriiniisleri gorsel olarak
incelendiginde saydam ve tekdiize goriiniime sahip olduklar1 kaydedilmistir. 4°C, 25°C
ve 40°C’lik sicaklik kosullarinda saklanan formiilasyonlarin incelenen fiziksel
goriintislerinde hazirlandiklart giinden itibaren herhangi bir degisim gozlenmemistir.
Ayni saklama kosullarinda saklanan formiilasyonlarin 500 ve 1000 rpm hizda santrifiij
edilmesinin ardindan hicbirinde faz ayrimi ortaya ¢ikmadigi saptanmistir. Bunlarin
yanisira iki giin boyunca -20°C’de bekletilip oda sicakliginda ¢ozdiiriilen

formiilasyonlarda gorsel olarak herhangi bir degisim goriilmemistir. Tiim bu testlerin
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sonucu, hazirlanan formiilasyonlarin saklama siiresince kararli yapida kaldigini
gostermistir.

Iletkenlik mikroemiilsiyonun faz tipini belirlemede énemli bir parametredir. Chan
vd. (2007, s. 65-71) tarafindan yapilan c¢aligmada okiiler kullanim i¢in hazirlanan
formiilasyonlarin karakterizasyonu karsilagtirmali olarak gerceklestirilmistir. Ayni
bilesenlerin farkli oranlari ile hazirlanan formiilasyonlar {iggen faz diyagraminin farkli
bolgelerinden secilmistir. Iletkenlik degeri su-iginde-yag olan formiilasyonu i¢in 190 uS
iken, yag-i¢inde-su formiilasyonu icin sifira yakin bulunmustur. Dolayisiyla,
mikroemiilsiyonun belirli iletkenlik degerine sahip olmasi su-i¢inde-yag tipinde
oldugunu kanitlamaktadir (Fialho ve Silva-Cunda, 2004, s. 629).

Boonme vd.’nin (2006, s. 6) yagh faz olarak izopropil palmitat, YEM olarak Brij®
97 ve Y.YEM olarak 1-butanol kullandiklar1 ¢alismada iletkenlik Ol¢timii
degerlendirilerek % 30’dan az su iceren sistemlerde dis fazin yag, % 35’den fazla su
icerenlerde ise dis fazin su oldugu goriilmistiir. D1s faz1 yag olanlarda iletkenlik degeri
sifira yakin ¢ikmis ve su oraninin % 10’u agmasindan itibaren iletkenlik degeri 6lgiimii
kaydedilebilmistir.

Bu ¢alismada hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonunun iletkenlik degerinin
sifira yakin oldugu ve iletkenligin anlamli olarak dlgiilemedigi saptanmistir. Bu durum
formiilasyon tipinin yag-i¢inde-su oldugunu belirtmektedir. Formiilasyonun yag
eklenmesiyle seyrelmesi ve su eklenmesiyle bulaniklasip bozulmasi da s/y tipinde
oldugunu desteklemistir.

Ideal bir oftalmik preparatin uygulamadan sonra maksimum konforu saglamast i¢in
pH degerinin 7.2+0.2 olmas1 gerekmektedir. Bununla birlikte gozyasimin tamponlama
kapasitesinden dolay1 farkli pH degerine sahip preparatlar da tolere edilebilmektedir. Bu
nedenle 4.0 ve 8.0 arasindaki pH degerine sahip oftalmik preparat uygulanabilmektedir
(Fialho ve Silva-Cunda, 2004, s. 629; Ammar vd., 2009, s. 813). Bu ¢alismada hazirlanan
mikroemiilsiyon sistemlerinin dis faz1 yag oldugu icin pH 6l¢ctimii yapilmamustir.

Zeta potansiyel kolloidal sistemlerin elektrostatik potansiyelini ifade eder. Bu
potansiyel degeri hem dagilan damlacik/parcaciklarin arayiizeyde bulunan ¢ift tabakali
elektrik potansiyelini, hem de araylizeyden damlaciklarin dagitan faza kars1 olusturdugu
potansiyeli ifade etmektedir. Diger bir deyisle dagitma ortami ile ortamda dagilan
damlacik/parcacik arasindaki potansiyel farki olarak tanimlamaktadir (Lu ve Gao, 2010,

s. 66). Zeta potansiyele etki eden en 6nemli etmen ortamin pH degeridir. Bunun digindaki
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diger etmenler sicaklik, iyonik gii¢ ve ortamda bulunan maddelerin konsantrasyonu
olarak siralanmaktadir. Formiilasyon acisindan zeta potansiyelin dnemi ise kisa ve uzun
donemde kararlilik ile iligkilidir. Pozitif ya da negatif diisiik zeta potansiyel degerine
sahip dispers sistem diisiik fiziksel kararlilik gosterirken, yiiksek zeta potansiyele sahip
sistemde itme ve ¢ekme kuvvetlerinin giicline bagli olarak kararlilik daha yiiksektir (Lu
ve Gao, 2010, s. 66).

Damlacik yiizeyindeki elektriksel yiikk degisimi zeta potansiyel Ol¢iimi ile
belirlenir. Caligmalarin birgogunda hem karakterizasyon hem de kararlilik icin zeta
potansiyel Ol¢iimleri yapilmis ve bulgular degerlendirilmistir (Qi vd., 2011, s. 989;
Kawtikwar vd., 2009, s. 144). Ornegin Moghimipour, Salimi ve Eftekhari’nin (2013, s.
67) calismasinda hazirlanan farkli mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 i¢in en yiiksek zeta
potansiyeli degeri -15.70 mV olarak kaydedilmis ve kararlilik i¢in en uygun
formiilasyonun bu degere sahip mikroemiilsiyon sistemi oldugu rapor edilmistir.

Bu ¢alismada hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonunda yapilan zeta potansiyel
degeri degerlendirmesi sonucunda sistemin kararliligin1 3 ay siiresince korudugu ve
degerlerde anlamli degisim olmadig1 goriilmistiir (p>0.05). Bu durum saklama siiresince
damlaciklarin seklini korudugunu isaret etmektedir.

Yine bu c¢alismada kararlilik calismasi boyunca degerlendirilen damlacik
boyutunda zaman igerisinde biliylime goriilmiis ve istatistiksel anlamda 6nemli Slgiide
fark oldugu saptanmistir (p<0.05). Polidisperslik indisindeki artisin dlgiimlerde gézlenen
1 ile 10 nm arasindaki damlaciklarin biiyiimesinden kaynaklandigi diigiiniilmiistiir. Ancak
tiim degerlerin gdze uygulanabilecek aralikta olmasi formiilasyonun okiiler kullanimini
uygun kilmaktadir.

Reolojik modellerinden Newton akis modelinde kayma gerilimi ile kayma hizi
arasinda dogrusal korelasyon bulunmaktadir (Gradzielski ve Hoffman, 1999, s. 362;
Subramanian vd., 2005, s. 1532). Mikroemiilsiyon sistemi diisiik viskozite ve Newton
akis1 gosterir. Bu akis modeline uymasi1 damlaciklarin kiiresel oldugunu, agregat
olusturmadigini, i¢ faz hacim oraninin diisiik ve damlacik boyutunun ¢ok ufak oldugunu
belirtir (Celebi, 2007, s. 404).

Bu calismada hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonunda 0-800 sn! kayma hiz1
araliginda 6l¢lim yapildiginda kayma hiz1 ile kayma geriliminin orantili sekilde artmasi
formiilasyonun Newton akis tipine uydugunu gostermistir. Kararlilik siiresince akis

ozelligi korunmustur.

133



Mikroemiilsiyon sisteminde yapmin kararliligimi  koruyup korumadiginin
belirlenmesi, faz degisiminin veya bilesenler arasindaki etkilesimlerin incelenmesi igin
FT-IR analizi uygulanmaktadir (Kumar ve Sinha, 2014, s. 85). Mikroemiilsiyon
formiilasyonuna ait FT-IR analizinde IPM ve etkin maddenin etkilesime girmesine ait
herhangi bir sinyal gozlenmemistir. Bunun yanisira IPM’e ait spesifik pikler korunmus,
etkin maddeye ait sinyal ile bdlgelerinde siddetin arttigi gozlenmistir. Kimyasal
karakterizasyon amaciyla yapilan ve bu ¢alismada kararlilik ¢caligsmasi sonu olan 3. ayda
her li¢ ortam i¢in elde edilen FT-IR spektrumlarindaki pik morfolojisi ve sinyalde degisim
olmadigit ve dolayisiyla hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonunun yapisal
kararliligin1 korudugu gézlenmistir.

Formiilasyonlarin okiiler olarak kullanilacak olmasi nedeni ile sterilizasyonu steril
membran siizge¢ kullanilarak saglanmis ve sterilizasyon sonrasi hem fiziksel olarak hem

de damlacik boyutu agisindan herhangi bir degisim olmamuistir (p>0.05).

6.4. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller kontrollii ilag tastyici sistem tasarlama yaklasimlarindan
biridir. Nanopartikiiler sistem yiiksek tedavi degerine sahip ve diisiik maliyetli olmasinin
yanisira goz dokusuna hedefleme olasiligi sunmaktadir. Etkin maddenin biyopargalanir
polimerle kombine edilmesi ile goziin i¢ dokularinda kontrollii etkin madde salimi
saglanabilmektedir (Nagarwal vd., 2009, s. 4).

Tek bir asamada organik ¢oziiciiniin ¢ozeltiden hizla uzaklastirilmasini igeren
puskiirterek kurutma yontemi, ¢ozelti igindeki etkin madde ve polimerin ayni hizda
katilagsmasina dayali islemdir. Diisiik verim ve yetersiz {liriin hacmine sahip geleneksel
puskiirterek kurutma cihazlarinin aksine Biichi B-90 nano-piiskiirterek kurutucu
damlaciklart piiskiirtmek icin Orgl titresimli agizlik ve piskiirterek kurutulmus
pargaciklar1 yakalamak igin elektrostatik parcacik toplayiciya sahiptir (Gu, Linehan ve
Tseng, 2015, s. 208).

Oftalmik tasiyici sistem olarak Eudragit® polimeri ile hazirlanmis bircok
formiilasyon incelendiginde, kararli yapisi, pozitif yilizey 6zelligi ve ilging boyut dagilimi
ile okiiler kullanim igin 6ne ¢ikan aday oldugu gériilmiistiir. Ozellikle klasik géz damlas1
ile karsilastirildiginda, kornea yiizeyinde daha uzun siire tutunmasi ve etkin maddeyi
stirekli salmasi ile etkin maddenin planlanan siirede planlanan konsantrasyonda gozde

kalmasina olanak vermektedir (Dillen vd., 2006, s. 72; Pignatello vd., 2006, s. 1). Biitiin
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bu avantajlardan dolay1 ¢aligmada Eudragit® polimeri kullanilarak polimerik nanopartikiil
hazirlanmigtir. Farkli polimer oranlari, farkli yiizdelerde etkin madde ile karigtirilarak,
cok sayida formiilasyon hazirlanmis, pargacik biiyiikliigii ve zeta potansiyel analizlerine
gore en iyi sonuglarm Eudragit® RS 100 ile hazirlanan NP1 ve NP2 kodlu
formiilasyonlarda alindig1 gézlenmistir.

Pignatello vd. (2002, s. 54) yaptiklar1 calismada, Eudragit® RS polimeri kullanarak
kuasi-emiilsiyon ¢oziicii difiizyon teknigi ile ibuprofen iceren nanopartikiiller
hazirlamigtir. Hazirlanan formiilasyonun goz ylizeyinde kalis siiresinin ¢6zeltiye oranla
daha uzun oldugu tavsan iizerinde yapilan in vivo ¢aligma ile gosterilmistir.

Eudragit® RS ve RL, yapisinda sirastyla % 4.5-% 6.8 ve % 8.8-% 12 oraninda
katerner amonyum grubu igeren polietilakrilat, metil metakrilat ve klorotrimetil-
amonyum etil metakrilat kopolimerleridir. Bu kimyasal yapilar fizyolojik pH degerinde
suda c¢oziinmeyen, sisme yetenegine sahip ve bu nedenle etkin bilesenlerin
dispersiyonunun hazirlanmasi igin ideal maddelerdir (Pignatello vd., 2006, s. 1).

Bu c¢alismada hazirlanan formiilasyonlarin SEM goriintiisii incelendiginde
karakteristik nanopartikiil goriintiistiniin olustugu, kiiresel ve diizgiin yiizeyli parcaciklar
elde edildigi goriilmiistiir. Etkin madde icermeyen formiilasyondaki pargaciklarin kiiresel
olmayan sekli, kiiresellesmenin etkin madde yiiklenmesi ile ger¢eklestigini kanitlamistir.
Benzer bir diger ¢alismanin SEM analizi yine ayni sekilde, hazirlanan pargaciklarin
kiiresel ve diizgiin oldugunu gdstermistir (Pignatello, vd. 2006, s. 2-4).

Parcacik boyutu okiiler ilag tasiyici sistem gelistirmede 6nemli bir parametredir;
ayn1 zamanda gdziin toleransini belirlemek icin de fikir vermektedir. Iri pargacik boyutu
gbzyas1 Uretiminin artmasina, etkin maddenin gézden hizla direnajina ve buna bagl
olarak da diisiik biyoyararlanima yol acar (Gupta vd., 2011, s. 412). iri parcaciklarin
neden olacag bir diger problem ise goriisii bozacagi i¢in hastanin konforunu olumsuz
yonde etkilemesidir (Dillen vd., 2006, s. 75).

Polidisperslik indisi bilindigi tizere pargacik boyutu dagilimini tanimlamak i¢in
kullanilan bir parametredir. Bu deger tek fazli sistemler i¢cin 0.01 civarindan 0.5-0.7
degerine kadar yiikselebilir. 0.7°den daha yiiksek degerler ¢cok genis boyut dagiliminin
gostergesidir (Lopedata vd., 2009, s. 503).

Bu calismada hazirlanan formiilasyonlarin pargacik boyutu okiiler uygulama igin
uygundur. Boyut kararlilik ¢alismasi siiresince belirli bir aralikta kalmis ve anlaml

degisiklik gostermemistir  (p>0.05). Polidisperslik indisi degeri 0.7’ye kadar
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yiikselebilecegi icin kabuledilebilir sinirlar igerisindedir ve zamana bagli degisim
gostermemistir (p>0.05). Ancak ¢ok ufak parcaciklarin 6l¢iim sirasinda belirli oranda pik
vermesi tekdiize boyut dagilimini olumsuz yonde etkilemistir.

Benzer bir galismada okiiler kullanim amaciyla Eudragit® RL ve RS ile hazirlanan
nanopartikiillerin polidisperslik indisinin ortalama 1.0 civarinda olmasi pargacik boyutu
dagiliminin tekdiize oldugunu gostermistir (Pignatello, vd. 2006, s. 2-4).

Eudragit® RS ve RL polimerleri ile hazirlanan tiim formiilasyonlarin pozitif zeta
potansiyele sahip oldugu belirlenmistir. Zeta potansiyel degerinin pozitif olmasinin
nedeninin polimer yapisindaki katerner amonyum gruplari oldugu belirtilmistir (Ubrich
vd., 2005, s. 172). Kornea yiizeyinin negatif yiike sahip olmasi ve nanopartikiiliin pozitif
olmasi goz yiizeyine tutunma agisindan 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

Sulu ortamda dagitilan nanopartikiillerin kararlilig1 elektrostatik kararliliga, sterik
kararliliga veya her ikisine bagli olarak gergeklesmektedir. Yiiksek zeta potansiyel degeri
(yaklasik +/- 30 mV) kolloidal dispersiyonun kararli oldugunu gosterir. Sistemin gorsel
olarak degismesi veya bulaniklagsmasi ise kararliligini kaybettiginin ilk belirtisidir
(Nagarwal vd., 2009, s. 6).

Cetin vd. (2013, s. 573-575) yaptiklar1 ¢alismada Eudragit® RSPO polimeri ile
metformin hidrokloriir igeren nanopartikiil hazirlamistir. SEM goriintiisiinde kiiresel ve
yumusak yiizey Ozellikli, 8-10 mV zeta potansiyel degerine sahip ve 270-280 nm
boyutunda parcaciklar elde edilmistir.

Bu caligmada hazirlanan NP1 ve NP2 kodlu formiilasyonlarin zeta potansiyel
degerinin her zaman pozitif olmast polimerin pozitif yiikli yapisindan
kaynaklanmaktadir. Elde edilen formiilasyonlarin zeta potansiyel degerinin baslangig, 3.
ve 6. aylarda ortalama 40-50 mV olmasi sistem kararliliginin yiiksek oldugunu
gostermektedir ve formiilasyonlarin zeta potansiyel degisimi zamana bagh
incelendiginde fark goriilmemistir (p>0.05). Ayrica formiilasyonun pozitif zeta
potansiyel degeri, anyonik 6zellikteki kornea yapisina tutunmasinin iyi olmasini ve géz
yiizeyinde kalig sliresinin arttirilmasini saglayacaktir.

Bu calisma kapsamindaki formiilasyonlarin ilk giin ve 90 giin sonundaki DSC
termogramlarimin birbirini destekledigi goriilmiistiir. Eudragit® RS 100 ile hazirlanan bir
baska polimerik nanopartikiiliin DSC termograminda Eudragit® RS 100’e ait erime piki
goriilmemis, XRD ve FT-IR analiz sonuglar1 ise bu tez ¢alismasinda oldugu gibi

karakteristik sinyaller gdstermistir. Bu calismada hazirlanan nanopartikiillerin XRD
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analizi sonucunda etkin maddeye ait sinyallerin siddetinde goriilen azalma
nanopartikiillerin polimer ile kaplandigini dislindiirmiistiir. Polimer sinyallerinde
herhangi bir degisiklik olmamasi kimyasal yapinin korundugu ve etkin madde ile
etkilesim olmadigini géstermistir (Adibkia vd., 2007, s. 412).

Wu vd. (2008, s. 165) tarafindan yapilan ¢alismada kersetin yiiklii nanopartikiillerin
fizikokimyasal olarak degerlendirilmesi icin XRD verisi yorumlanmistir. Saf kersetin’in
sahip oldugu karakteristik sinyallerin nanopartikiil formiilasyonunda siddetini yitirmis
olmasi, etkin maddenin polimer icine enkapsiile edildigi sekilde degerlendirilmistir.

Devarajan ve Sonavane (2007, s. 103-111) tarafindan yapilan ¢alismada Eudragit®
RL ve RS polimerleri ile hazirlanan nanopartikiilin DSC termogrami ve FT-IR
spektrumunun saf etkin madde ve polimer ile karsilastirilmasi sonucu herhangi bir
etkilesim ve bozunmanin olmadig: belirlenmistir.

Oftalmik nanopartikiiler sistemin pH degerinin fizyolojik degere yakin veya
tamponlanabilir degerde olmasi istenir. Bu galismada hazirlanan nanopartikiillerin pH
degeri kararlilik siiresi boyunca azalmig ancak anlamli bir fark olmamistir (p>0.05).
Formiilasyona eklenecek her bilesenin kararliligt olumsuz etkileyebilecegi
diisiiniildiglinden nanopartikiil siispansiyonunda tamponlama i¢in herhangi bir maddeye
gereksinim duyulmamustir.

Sterilizasyon yontemini belirlemek formiilasyon siirecinde 6nemli bir parametredir.
Nanopartikiil siispansiyonlarinin sterilizasyonu i¢in gamma radyasyon, siizme veya
termal sterilizasyon yontemi kullanilmaktadir. Ancak yontem belirlerken formiilasyonun
kararliliginin etkilenmemesi dikkate alinmalidir (Wang vd. s. 6). Bu ¢alisma kapsaminda
hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin sterilizasyonu otoklav ile 121°C’de 20
dakika yapilmistir. Sterilizasyon sonrasi etkin madde miktari, pargacik boyutu ve fiziksel

goriintiste herhangi bir degisim olmamustir.

6.5. In Situ Jel Sistemler

Poloxamer® veya Pluronic® F, 30’dan fazla farkli yapida YEM igeren noniyonik
polimerdir. Bu polimerler farkli oranda etilen oksit ve propilen oksitin yaklasik 1100-
14000 arasinda molekiil agirligina sahip kopolimeridir ve sulu ¢ozeltileri sicakliga bagl

jellesen sistem olusturur. Poloxamer® genellikle non-toksik olarak bilinir. Bu nedenle
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enjeksiyonluk preparatlarin yanisira rektal, vajinal, transdermal ve okiiler gibi birgcok
sistemde kullanilmaktadir. Formiilasyona katkis1 etkin maddenin uygulama bolgesinde
kalis siiresini uzatarak etkinligi ve biyoyararlanimi arttirmak olarak agiklanmaktadir
(Ruel-Gariepy ve Leroux, 2004, s. 417). Okiiler kullaniminin yaygin ve non-toksik
ozellikte olmas1 Poloxamer® ve Pluronic® F’nin bu calismada kullanilmasi icin avantaj
olusturmustur. Bunun yanisira HPMC’nin suda ¢oziinmesi, ¢ozeltisi hazirlandiginda
saydam ve uygun viskoziteye sahip olmasi ve oftalmolojide yaygin olarak kullanilmasi
bu calismadaki jel formiilasyonlart i¢in tercih nedeni olmustur. HPMC ayrica kontak lens
yikama ¢ozeltisi igerisinde de kullanilan polimerdir (Khangtragool, 2014, s. 167).
Timolol maleat ile glokom tedavisinde kullanilmak {izere hazirlanan in situ jele

eklenen Pluronic®

F’nin go6zde jellesme icin konsantrasyonunun % 15 oldugu
belirlenmistir (El-Kamel, 2002, s. 48-49).

Formiilasyonda izotoni saglamak i¢in gerekli sodyum kloriir miktar1 bir calismada
‘Sodyum Kloriir Ekivalant Yontemi’ kullanilarak hesaplanmistir (El-Kamel, 2002, s. 48-
49). Bu ¢alismada ise in situ jel formiilasyonlarda izotoniyi ayarlamak i¢in Raoult Yasasi
kullanilmis ve formiilasyona sodyum kloriir eklenmistir.

Okiiler sistemde smurli sayida koruyucu madde kullanilabilmektedir.
Benzalkonyum klortir, tiyomersal, paraben tiirevleri ve poliainopropil biguanit giivenli ve
etkili koruyucular olarak belirlenmistir. Bu maddeler arasinda en sik kullanilan
benzalkonyum kloriir hizli ve yiiksek etki gosteren ve miikemmel kimyasal kararliliga
sahip koruyucu madde olarak tanimlanmaktadir. Genis pH araliginda kararli, yliksek
sicaklikta bozunmayan yapiya sahiptir ve katyonik 6zelliktedir. Benzalkonyum kloriir’iin
okiiler dokulara gegisi sinirli olmasina karsin etkin maddelerin okiiler penetrasyonunu
arttirdig1 da bilinmektedir (Basaran, 2007, s. 65).

Bu ¢alismada hazirlanan in situ jel formiilasyonlara koruyucu 6zelliginden dolay1
benzalkonyum kloriir % 0.01 oraninda katilmistir.

Jel formiilasyonunda gergeklestirilen FT-IR analizi etkin ve yardimc1 maddelerin
etkilesim olasilig1 ve gecimsizlik durumunu aydinlanmak i¢in kullanilir (Suryawanshi
vd., 2012, s. 78). Rawat vd. (2010, s. 63) ornidazol ile yaptigi Onformiilasyon
calismasinda etkin maddenin ve polimerin FT-IR spektrumlarini1 almis ve maddelerin saf
oldugunu saptamistir. Ayrica spektrumlarda herhangi bir etkilesim olmadigi da

belirlenmistir.
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Bu c¢alismada yapilan Onformiilasyon c¢alismasinin ardindan hazirlanan
formiilasyonun 0. zamanda ve kararlilik c¢aligmasi kapsaminda 3. aydaki FT-IR
spektrumunun pik morfolojisinde ve sinyallerinde degisim olmamasi yapisal kararliligin
korudugunu gostermistir.

Bircok sistemde oldugu gibi jel sistemlerde de fizikokimyasal o&zellikler
incelenirken ilk bakilmasi gereken fiziksel goriiniis ve saydamliktir. Caligmalarin
cogunda formiilasyonda parcacik olup olmadigi siyah ve beyaz arka planda 11k altinda
gorsel olarak incelenir (Gupta vd. 2007, s. 509; Patil ve Kumar, 2014, s. 433).

Bu caligmada jel sistemin saydamlig1 parcacik varligi olasiligi i¢in beyaz ve siyah
arka plan kullanilarak degerlendirilmis ve hazirlandig1 giinden itibaren herhangi bir
degisiklik gozlenmemis, formiilasyon saydam ve tekdiize goriiniimiini korumustur.
Dolayisiyla hazirlanan jel sisteminin fiziksel agidan kararli oldugu belirlenmistir.

Jellesme sicakligi formiilasyon icerigindeki maddelerin ve ozellikle polimerin
konsantrasyonuna bagli olarak farklilik gosterir. Bu nedenle goze uygulanacak
formiilasyonun da goz yiizeyi sicakliginda jellesmesi istenir. Polimer konsantrasyonu ¢ok
diisiik oldugunda 32°C’de jellesme saglanamayacagi gibi, ¢cok yiiksek konsantrasyonda
polimer kullanim1 hem maliyeti arttirir hem de toksik etkilerin olusmasina yol agar.
Dolayisiyla 32°C’de jellesme saglayan minimum konsantrasyon hedeflenir (Jeong, 2002,
s. 38).

Cozelti halinden jel haline gegis sicakligini belirlemek amaciyla kaynaklarda
verilen Test Tiipti Egme Yontemi bu ¢alismada kullanilmistir. Bu yontemde, sicaklik
zamanla kademeli olarak arttirlarak faz gecisi gorsel olarak kaydedilir ve boylece
jellesme sicakligt belirlenir.

Onformiilasyon calismasi kapsaminda farkli polimer konsantrasyonlarindaki
formiilasyonlarin g6z yiizeyi sicakligi olan 32°C’de jellesebilenleri karakterizasyon
caligmast i¢in secilmis ve etkin maddeli formiilasyon hazirlanmistir. Etkin madde
eklenmesinden sonra jellesme sicakliginda herhangi bir degisim olmamustir.

Grateri vd. (2010, s. 192) calismalarinda farkli oranlarda Poloxamer® 407 ve
kitosan polimeri ile hazirladiklar in situ jel sistemleri karsilastirdiginda okiiler yiizeyde
optimum jellesme gosteren sistemin %16 Poloxamer® kullamlarak hazirlanan jel
oldugunu belirlemistir.

Goze uygulanan preparatin pH’sinin tamponlanabilme kapasitesi oldukca genistir.

Bu calismada tekrarlanan pH Ol¢iimlerinde P16 kodlu formiilasyonda zamana bagh
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anlamli degisme olmazken (p>0.05), FH1405 formiilasyonunda 6nemli 6l¢iide (p<0.05)
ve F16 formiilasyonunda ise ¢ok 6nemli derecede fark saptanmistir (p <0.01). Hazirlanan
in situ jel formiilasyonunun pH degerinin kararlilik siiresi boyunca ortalama 6.50 ile 7.00
arasinda olmasi goz i¢in uyumlu oldugunu gostermistir. Bu nedenle ve formiilasyona
eklenecek her maddenin toksisite veya kararlilik acisindan sakinca yaratacagi gercegi ile
ayrica ek bir kimyasal madde kullanarak pH ayar1 yapilmasina gerek olmamuistir.

Mandal vd. (2012, s. 79-81) gelistirdigi moksifloksazin hidrokloriir igeren oftalmik
in situ jel sisteminin pH degerinin ortalama 6.5 civarinda oldugunu ve bu degeri goziin
tolere edebilecegini rapor etmistir.

In situ jel sistemler icin viskozite ve jellesme kapasitesi olmazsa olmaz iki temel
niteliktir. Uygun viskoziteye ve jellesmeye sahip formiilasyon tipki géz damlasi gibi
kolay uygulanabilir ve hasta uyuncu korunabilir (Gupta, 2007, s. 512).

Chang vd. (2002, s. 158) Poloxamer® 407 ve 188 kullanarak vajinal jel
formiilasyonu hazirlayip 20°C’de reolojik agidan incelediginde sivi formiilasyonun
Newton akis gosterdigini belirlemistir. Viicut sicakligi olan 37°C’de jellesen sistemin bu
sicakliktaki reolojik Olclimii, kayma hizinin arttikga viskozitesinin azalmasiyla
psodoplastik akis1 gostermistir.

Bir baska calismada pilokarpin iceren Pluronic® ile oftalmik in situ jel hazirlanmis
ve reolojik davranisinin sivi sekilde iken Newton akis modeline, jel seklinde ise
psodoplasik akis modeline uydugu, kayma hizina karsi kayma gerilimi grafikleri ile
gosterilmistir (Lin, Sung ve Vong, 2004, s. 2362).

Nazal insiilin formiilasyonu hazirlanan bir diger calismada in situ jel oda
sicakliginda diisiik viskozite ile akiskan 6zellik gosterirken, viicut sicakliginda bekletilen
formiilasyonun akisinin durdugu gorsel olarak saptanmistir (Agrawal, vd., 2010, s. 189).

Bu ¢alismada hazirlanan jel formiilasyonlar1 da 25°C’de s1v1 halde ¢ozeltiye benzer
sekilde Newton akis gosterirken, goz sicakligi olan 32°C’de jelleserek psodoplastik akig
gostermistir. Jellesme sonrasi viskozitenin hizli artis gostermesi formiilasyonun gozde
kalis stiresinin uzayacagini belirtmektedir.

Ketorolok trometamin ytiklii okiiler in situ jel sistemde yapilan ¢alismalardan biri
de sisme kapasitesidir (Bhowmik, 2010, s. 2151). Ju vd. (2013, s. 2710-2711)
calismalarinda Poloxamer® 407 ve kitosan kullanarak in situ jel hazirlamis ve sisme
davranisini incelemistir. Sigsme oranini arttirmak ve sulu ortamda ¢oziinmeyi yavaslatmak

icin de sisteme gluteraldehit eklenmistir.
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Bir baska calismada Pluronic® F 127 kullanilan in situ jelin zamana ve sicakliga
baglh sisme davranisi incelenmis ve jelin hem c¢apraz baglanma orani hem de sisme
0zelliginin etkin maddenin diflizyonunu ve uygulandig1 doku ile etkilesimini degistirdigi
gosterilmistir (Diniz vd., 2015, s. 153).

Bu calismada hazirlanan in situ jel sistemlerin yapay gozyast kullanilarak
hesaplanan sisme oranlar1 karsilastirildiginda F14 kodlu formiilasyonun sisme oraninin
P14 ve FH1405’e oranla daha yiliksek oldugu bulunmustur. 6. saate kadar hizla artan
agirlik artis1 daha sonra yavaslayarak devam etmistir. Formiilasyonun gézde kalis siiresi
dikkate alindiginda ¢alismanin 24 saate kadar stirdiiriilmesi uygun bulunmustur.

Goze uygulanan preparatlar igin sterilizasyon son derece dnemlidir. Bu yiizden
hazirlanan formiilasyonlarin uygulama Oncesinde mutlaka sterilize edilmesi
gerekmektedir. [n situ jel sistemler igin kullanilabilecek ydntemlerden birinin uygun
gbzenek ¢apina sahip siizgegten siizme oldugu bir ¢ok kaynakta goriillmektedir (Mohan
vd., 2009, s. 1090). Bu ¢alismada hazirlanan jel formiilasyonlarinin sterilizasyonu da
sogukta c¢ozelti seklinde iken 0.22 um gozenek capina sahip siizgegten siizme ile

yapilmustir.

6.6. Etkin Madde Miktar Tayini

Kararlilik ¢aligmasi boyunca etkin maddenin hazirlanan formiilasyonlar icinde
bozunmadan kalabildigini gostermek iizere tiim formiilasyonlarda etkin madde miktar
tayini ilk hazirlandiklar1 zamanda ve belirlenen aylarda valide edilmis UPLC yontemi
kullanarak yapilmustir.

Nanopartikiiller 1000 pm’den ufak dogal veya sentetik polimer, lipit hatta
metallerden olusan parcaciklardir. Etkin madde bu matrisin i¢inde veya ylizeyine
tutunmus olarak bulunabilir (Sahoo, Dilnawaz ve Krishnakumar, 2008, s. 147; Bucolo,
Drago ve Salomone, 2012, s. 1). Bu nedenle nanopartikiiler sistemde etkin madde miktari
belirlenirken hem yiiklenen miktar hem de polimer yiizeyine tutunan miktar
hesaplanmalidir. ‘Yontemler’ kisminda belirtildigi sekilde gergeklestirilen yiikleme
kapasitesi ¢alismasi sonucunda NP1 kodlu formiilasyonun yiikleme kapasitesinin diger
formiilasyona gore yaklasik ii¢ kat fazla oldugu saptanmistir. Bu nedenle in vitro ve in
vivo salim galigmalar igin NP1 formiilasyonu tercih edilmistir.

Hazirlama sirasindaki kayiptan dolay1 ve parcaciga yiiklenen/tutunan etkin madde

oranin1 bulmak i¢in nanopartikiil sistemde hesaplama yapilmasi gerekir. Kararlilik
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stiresince yapilan nanopartikiil miktar tayinlerinde anlamli bir fark olmamis ve OLO
miktar1 sabit kalmistir. Aymi sekilde yiikleme oranlarinda da degisiklik olmamistir
(p>0.05).

Mikroemiilsiyon ve jel sistemlerin hazirlanmasinda sisteme eklenen etkin madde
miktar1 belli oldugundan herhangi bir kayip gerceklesmez. 0. zaman Olgiimiinde
mikroemiilsiyon ve in situ jel formiilasyonlarinda baslangic degeri esas alinarak,
kararlilik boyunca miktar tayini yapilmis, saptanan ortalama % 99-101 etkin madde
miktar1 90 giiniin sonunda sabit kaldigindan etkin maddede kayip veya bozunma olmadigi

sonucuna vartlmistir (p>0.05).

6.7. In Vitro Salim Cahsmasi

Liv vd. (2012, s. 54) ¢aligmalarinda propofol igeren mikroemiilsiyon hazirlamis ve
30 mL pH. 7.4 fosfat tamponu ortaminda 3 kDa boyutlarinda diyaliz membrani kullanarak
in vitro salim galigmasi yapmuistir. 2 saat i¢inde propofol’un % 20’si salinmis, 48. saat
sonunda ise yaklasik % 72 oraninda salim sagladigi bulunmustur.

Kumar ve Sinha’nin (2014, s. 83) okiiler amagl ¢alismasinda diyaliz membrani
kullanilarak yapilan salim testinde saf etkin madde 6 saatte % 95 konsantrasyona
ulagirken mikroemiilsiyon formiilasyonunun 12 saatin sonunda yaklasitk % 70
konsantrasyona ulastigt kaydedilmistir. Sonuclarin 0. Derece, 1. Derece, Higuchi,
Korsemeyer-Peppas ve Hixson-Crowell gibi kinetik modellere uygulanmasi sonucunda
Higuchi modele benzerlik gosterdigi rapor edilmistir.

Partikiiler sistemlerin ilag saliminda g¢ogunlukla birden fazla mekanizma rol
almaktadir. Partikiillerin ylizeyine absorbe olan ilag, salim ortami ile temas ettiginde
hizlica ¢6ziinerek patlama etkisine neden olur. Benzer olarak in vitro salim ¢aligmalarina
gore, 5. dakikada mikroemiilsiyonda yaklastk % 2, P16, F16 ve FH1405
formiilasyonlarinda yaklasik % 5-7 etkin madde salimi goriiliirken ayni zaman igerisinde
nanopartikiil formiilasyonunda yaklasik % 20 etkin madde salimi ile patlama etkisi
goriilmiistiir. Polimer esasli matris sistemlerinden ilag salim mekanizmasi karmasiktir ve
tam olarak anlasilamamistir. Baz1 sistemler sadece difiizyon veya erozyon kontrollii
olarak siniflandirilabilirken, ¢ogu sistem bu mekanizmalarin kombinasyonunu
sergilemektedir. Korsmeyer-Peppas kinetik modeli, difiizyon ve erozyon

mekanizmalarinin bir kombinasyonudur. Formiilasyonlarin salim verilerinin Korsmeyer-
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Peppas modeline uymasi, salimin hem ilacin difiizyonu hem de partikiiler sistemler i¢in
matrisin ¢ozlinme/erozyonu ile gergeklestigini gostermektedir.

Bu calismada hazirlanan tiim formiilasyonlar i¢in zamana karsi etkin madde
konsantrasyonu profilleri Cizelge 5.28’de sunulmustur. Etkin madde ¢ozeltisi ilk yarim
saat icerisinde % 50 konsantrasyona ve 3 saatin sonunda % 90’a ulasmstir. Patanol® ilk
yarim saatte yaklasik % 42, 3 saatin sonunda ise % 75 konsantrasyona yiikselmistir.

Mikroemiilsiyon formiilasyonundan OLO salimi ilk yarim saatte % 5 iken testin
sonunda % 55’e ulasmistir. Mikroemiilsiyonun uzatilmis salim gostermesi dis fazinin yag
olmasi ve etkin maddenin i¢ sulu fazda ¢6ziindiiriilmiis olmasindan kaynaklanmaktadir.
Bu nedenle etkin madde uzun siirede agiga ¢ikmaktadir. n vitro salim ¢alismasinin 48
saat sonunda durdurulmasinin nedeni OLO’nun yarilanma Omriiniin 3 saat olmasidir.
Ayrica etkin maddelerin géz ylizeyinde daha uzun siire tutulmasi da fizyolojik
faktorlerden dolay1 olanaksizdir.

Nanopartikiil yilizeyinde tutunan etkin maddenin salim ortaminda hizla
¢oziinmesinden dolayr ani konsantrasyon artig1 goriilmiis, daha sonra partikiiller i¢inde
hapsolan etkin maddenin 48. saate kadar siirekli salim gosterdigi saptanmaistir.

Hazirlanan ti¢ farkli in situ jel sistem benzer salim profili sergilemis, baslangicta
ani ylikselme olmadan salim kontrollii olarak 48 saat boyunca siirmiistiir. P16 ve F16
formiilasyonlar1 salim ¢alismasinin sonunda yaklasik % 60-65 konsantrasyona ulagirken,
FH1405 formiilasyonundan salim bu siire sonunda % 51’°e ulasmistir. Bu farkin FH1405
formiilasyonunun jellesme kapasitesi ve vizkozitesinin diger formiilasyonlara oranla

yiiksek olmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir.

6.8. Sitotoksisite Caliymasi

Bu c¢alismada formiilasyonlarin sitotoksik potansiyellerinin nicelik olarak
belirlenmesinde hiicre sayisinin dolayli olarak 6l¢iildiigii MTT testi kullanilmistir. MTT
suda ¢Oziinebilen sar1 bir tetrazolyum boyasidir. Bu boya yasayan hiicreler tarafindan sulu
¢ozeltilerde ¢oziinmeyen mor formazan tuzuna indirgenir. Uretilen formazanin miktari
dogrudan canli hiicre miktar1 ile orantilidir ve spektrofotometrik olarak oOlgiilebilir
(Arranja vd., 2014, s. 88).

OLO antialerjik smifina katilan son grup etkin maddelerden biridir; antihistaminik
ve membran stabilize edici 6zelliinin yanisira alerjik cevapta rol oynayan aracilar

tizerinde etkiye de sahiptir. Karsilastirmali ¢calismalarda H; segici OLO’nun ketotifen,
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levokabastin, antazolin ve feniramin gibi diger antihistaminik maddelere gore {istiin
oldugu gozlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda histamin salimi i¢in ICso degerinin 559 uM
oldugu belirlenirken, OLO’nun bu dozun 10 kat iistiinde bile hiicre iizerinde herhangi bir
sitotoksisistesinin olmadigi belirtilmistir (Zierhut, Biedermann ve Ono, 2010, s. 205). Bu
calismada da OLO’nun en yiiksek dozda dahi % 50 hiicre canlilig1 gosterdigi saptanmustir.

HPMC farmasotik endiistri kadar gida endiistrisinde de sik¢a kullanilan ve suda
¢oOziinebilen biyouyumlu seliilozik polimerdir. Biyouyumlu olmasi nedeni ile de ilag
tasima sistemlerinde kullanimi yayginlasmistir.

Misra vd. (2015, s. 107) hazirladiklar1 metotreksat yiiklii folat nanopartikiillerinde
% 6, 8 ve 9.5 oraninda HPMC kullanilarak nanotasiyict hazirlanmistir. Hazirlanan bu
formiilasyonlarin HeLa hiicreleri tizerinde yapilan MTT testinde herhangi bir sitotoksisite
saptanmamigtir.

Angelova vd. (2016, s. 9) % 5 HPMC ve HPC ile hazirlanan silika hibrit maddelerin
sitotoksisitesini 3T3 hiicreleri lizerinde 24 saat siiresince incelemis ve sonugta herhangi
bir sitotoksisiteye rastlamamustir.

Bu ¢alismada HPMC polimeri ile hazirlanan formiilasyonlar ile ilgili olarak ilk 12
saatte konsantrasyona bagli hiicre azalmasi goriiliirken, en yiiksek dozda dahi hiicre
canlilift % 50’nin altina inmemistir. Ancak 24. saatte yaklasik 30 ng/100 puL’de hiicre
canliligt % 50’ye yaklagmistir.

Khoh-Reiter vd. (2009, s. 5) % 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.075 ve 0.1
konsantrasyonlarinda benzalkonyum kloriir ¢o6zeltisi hazirlamis ve kornea epiteli
tizerinde 6 saat sonundaki sitotoksisiteyi incelediginde bu ¢dzeltilerin en yiiksek dozunda
bile % 66 hiicre canlilig1 gérillmiistiir.

Bu calismada hazirlanan formiilasyonlarda kullanilan benzalkonyum kloriir
konsantrasyonu % 0.01’1i gecmemis ve bdylece sitotoksisite lizerinde 6nemli bir etki
gostermemistir.

Poloxamer® 407 kullanilan bir baska calismada bu polimer ile paklitaksel yiiklii
sicakliga duyarl misel-hidrojelleri hazirlanmistir (Ju vd., 2013, s. 2712). % 19 oraninda
Poloxamer® kullanilan ¢alismada 24 ve 48 saatlik siire sonunda en yiiksek formiilasyon
dozunda (1500 pg/mL) bile hiicre canlilif1 % 50’nin altina diigmezken, 72 saat sonunda
hiicre canlilig1 % 40’a kadar diigmiistiir.

Cekirdek capraz baglama ile stabilize edilen Pluronic® miselleri hazirlanan

calismada sitotoksisite testi igin NIH-3T3 fare fibroblast hiicreleri kullanilmistir (Arranja
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vd., 2014, s. 92). Saf Pluronic® F127’nin 2.5 pg/mL ve 5000 pg/mL araligindaki
konsantrasyonda 24 ve 48 saatlik MTT testinde hi¢ bir dozda sitotoksisite
belirlenmemistir. Pluronic® F 127 ve Poloxamer® 407 ile hazirlanan formiilasyonlarda ise
sitotoksisitenin Pluronic® F 127 ile hazirlananlarda daha yiiksek oldugu gériiliirken
Poloxamer® 407’nin ancak en yiiksek dozda (200 pg/100 pL) % 50 hiicre canlilig
gosterdigi saptanmustir.

Bu ¢alismada hazirlanan formiilasyonlarin konsantrasyona ve zamana bagli olarak
yalnizca yiiksek dozlarda sitotoksisite gdsterdigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin
bazilar literatiirdeki c¢alismalarla uyumlu bulunurken, bazilart ile uyumsuz olmasinin
nedeninin ge¢miste yapilan g¢aligma sayisinin azligt ve c¢alismalarda kullanilan

konsantrasyon ve zamanlarin farkliligi oldugu diisiiniilmiistiir.

6.9. In Vivo Cahsma

Tez kapsaminda hazirlanan formiilasyonlarin goz yiizeyi ile temas siiresinin
uzatilmasi hedeflenmis ve bu dogrultuda degerlendirme yapabilmek i¢in OLO’nun

gbzyasinda miktar tayini zamana karsi test edilmistir.

Byrro vd. (2012, s. 545-547) tarafindan yapilan calismada ofloksasin igeren
oftalmik mukoadezif kitosan film hazirlanmis ve tavsanlara uygulanmistir. Gruplardan
ilkine hazirlanan formiilasyon, digerine piyasa preparati giinde ii¢ kez 50 pL, toplamda
150 pL uygulanmis ve belirli saat araliklarinda lakrimal keseden gozyasi Ornegi
almmustir. Gozyas1 ‘Schirmer gozyasi testi” membranlarina emdirilerek toplanmustir.
Gozyast orneklerinde HPLC yontemi kullanilarak etkin madde miktar tayini yapilmistir.
Sonug olarak, hazirlanan sistemin goézde kalis siiresi uzadigl i¢in biyoyararlanimin
artacag bildirilmistir.

Bir diger calismada natamisin ile nanopartikiiler sistem hazirlanmis ve gozde
alikonma g¢aligsmasi in vivo olarak yapilmistir (Bhatta vd., 2012, s. 107-111). Calismada
her bir formiilasyondan 20 pL birer goziin lakrimal kesesine uygulanmis ve belirli zaman
araliklarinda (5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 210, 240 dakika) kilcal boru ile lakrimal
keseden 10 uL gozyasi toplanmistir. Toplanan gézyasi 6rneklerinde HPLC yontemi ile
miktar tayini yapilmis ve etkin madde konsantrasyon egrisi ¢izilmistir. Sonugcta
geleneksel goz damlasina alternatif yeni ilag sistemi tasarlandigi belirtilmis ve hasta

uyuncunun dozlama agisindan ¢ok daha yiiksek olacagi kaydedilmistir.

145



Bir baska benzer ¢aligmada saglikli insan goniillillere uygulanan okiiler sistem i¢in
gbzyas1 ornekleri alinarak uygun miktar tayini yontemi ile analiz yapilmistir (Raizman
vd., 2002, s. 1441).

Netilmisin etkin maddesi ile gozyasinda kalis siiresi 32 saglikli goniillii izerinde
calisilmis, 5, 10, 20 ve 60. dakikalarda gdzyas: drnegi toplanmistir. Ornekler her defada
5 uL olacak sekilde cam mikropipet yardimi ile alinmistir. Alinan 6rneklerde HPLC ile
etkin madde miktar1 yapilmistir. Sonuglara gore 5. dakikada 256 pg/mL konsantrasyon
elde edilmisken, 60. dakikada 27.5 ng/mL olarak saptanmistir (Scuderi vd., 2002, s. 49).

Okiiler in vivo calismalarda tavsanin yanisira koyun da tercih edilmektedir.
Gerometta vd. (2010, s. 3042) calismasinda oldugu gibi bu calismada da veteriner
tarafindan saglikli bulunan disi ve erkek, 12-24 ay arasi yasa sahip ve 35-40 kg agirliginda
koyunlar kullanilmistir. 5 farkl ilag formiilasyonu ve pozitif kontrol grubu olarak goz
damlas1 (Patanol®) her bir grupta 6 koyun olacak sekilde uygulanmistir. Kontrol grubuna
ise serum fizyolojik damlatilmistir. Formiilasyon uygulanan goz ile kontrol goz gorsel
olarak karsilagtirlldiginda herhangi bir kizariklik veya iritasyon gozlenmemistir.
Uygulamanin standardizasyonu agisindan serum fizyolojik damlatilan gozden de gozyasi
ornegi alinmig ancak etkin madde bulunmadigi i¢cin UPLC ile analiz edilmemistir.

Cizelge 5.30°da verilen bulgulara gore, Patanol® grubu &rneklerinde 2. saat
itibariyle etkin maddeye rastlanmamigken, formiilasyonlarin tamaminda 3. saate kadar
etkin madde miktar1 saptanmistir. Mikroemiilsiyon sistemi i¢in 6. saatte etkin madde
belirlenememistir. 24. saatin sonundaki verilere gére nanopartikiil siispansiyonu ve in situ
jel formiilasyonu gozdeki varligimi hala siirdiirmektedir. 48. saatte alinan gozyasi
orneklerinde ise tiim formiilasyon ve kontrol grubunda etkin madde saptanmamistir. Bu
dogrultuda Patanol® grubu ile tiim formiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark gozlenmistir (p<0.05).

Sekil 5.45’te sunulan grafikte goriildiigii tizere tiim formiilasyonlar pozitif kontrol
grubuna gore siirekli salim profiline sahiptir. Nanopartikiil siispansiyonu gozde kalis
siiresi en yiiksek olan formiilasyon olmasina karsin diger formiilasyonlar ile
karsilastirildiginda 6. saate kadar dnemli fark bulunmadigi goriilmiistiir (p<0.001). Gézde
kalis siiresi uzunlugu NP1’den sonra sirast ile H16, P16 ve FH1405 in situ jel
formiilasyonlarina aittir. Hazirlanan formiilasyonlar arasinda gozden en hizli uzaklasan

formiilasyon mikroemiilsiyon olmustur.
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7. SONUC VE ONERILER

OLO igeren mikroemiilsiyon, polimerik nanopartikiil ve in situ jel sistemlerin
hazirlandig1 ve gelistirildigi bu ¢alismada kararlilik ¢alismasi siiresince fizikokimyasal
ozellikler incelenmis, damlacik ve pargacik boyutu agisindan okiiler kullanima uygun
olduklar1 belirlenmistir. Hazirlanan formiilasyonlardaki etkin madde konsantrasyonu
piyasada bulunan Patanol® géz damlasi ile ayni olacak sekilde ayarlanmustir.

Formiilasyonlarin tamaminda pH degisimleri kararlilik siiresince goziin
tamponlayabilecegi aralikta kalmistir.

Mikroemiilsiyon formiilasyonunda dis fazin yag i¢ fazin su olmasi ve suda ¢ézilinen
etkin maddenin i¢ fazda bulunmasi kontrollii salima olanak saglamistir. Kararlilik
calismast boyunca damlacik boyutu ve dagilimi goze uygulanabilecek ve bulaniklik
olusturmayacak sinir igerisinde kalmistir.

SEM goriintiisii ile kiiresel pargaciklar elde edildigi, miktar tayini analizi ile ise
etkin madde yiiklii pargaciklar elde edildigi belirlenen nanopartikiil formiilasyonunda
yapilan IR, NMR, DSC ve XRD analizi ile fizikokimyasal kararliligin 6 ay boyunca
korundugu saptanmistir. Polimerik nanopartikiil siispansiyonunun zeta potansiyelinin
pozitif degere sahip olmasi, negatif korneal yiizeyde formiilasyonun uzun siireli
tutunmasina olanak saglamistir.

In situ jellesen sistem ile hem ¢dzelti gibi uygulama kolaylig1 saglanmis hem de
g0z sicakliginda jelleserek goz yiizeyinde kalma siiresi arttirilmistir. Jel hazirlanirken goz
yiizeyi sicaklikliginda jellesme saglayan minimum polimer konsantrasyonu saptanmis ve
formiilasyon igerigi bu veriye gore belirlenmistir. Ayrica oda sicaklifinda Newton akis,
32°C’de ise psodoplastik akis gosterdigi reolojik inceleme ile desteklenmistir.

Kararlilik ¢alismasi boyunca diizenli araliklarla tiim formiilasyonlarda etkin madde
miktar tayini yapilmis ve etkin maddenin formiilasyonda kararliligini korudugu
gosterilmistir.

Sitotoksisite ¢alismasinda formiilasyonlarin artan doz ile toksik 6zellik gosterdigi
belirlenmistir. Ancak in vivo olarak uygulanan deger g6z 6niine alindiginda dozun toksik
konsantrasyonlara ulasmadigi goriilmektedir.

Piyasa preparati olan Patanol® ile karsilastirmali in vitro salim ve in vivo ¢alismada
etkin maddenin hazirlanan formiilasyonlarda siirekli salim gosterdigi goriilmiistiir. /n

vitro salimda en uzun salim profilini mikroemiilsiyon gosterirken, koyunlarda yapilan
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calismada nanopartikiil formiilasyonunun daha uzun siire gozde tutundugu ve salim
gosterdigi belirlenmistir.

G0z ylizeyine ait bir hastalik olan alerjik konjonktivit tedavisinin basarisi i¢in en
Oonemli parametre, etkin maddenin goz yilizeyinde uzun siire kalmasinin saglanmasidir.
Go6z damlas1 uygulamasinin ardindan direnajdan kaynaklanan hizli atilim dozlamanin sik
sik tekrarlanmasina yol agmaktadir. Bu durum iritasyona ve uzun donemde gozde
toksisiteye neden olabilir. Bu ¢alismada gelistirilen ve gilinde bir kez uygulama ile giin
boyu siirekli salim saglayan yeni tasiyici sistemler, hasta uyuncunu arttiracak ve
farmakolojik agidan alerji semptomlarnin giderilmesi i¢in etkin maddenin yiizeyde
yeterli slire kalmasina daha fazla olanak verecektir.

Caligmanin sonraki asamasinda formiilasyon daha da gelistirilerek hazirlanan
polimerik nanopartikiil in situ jele yiiklenip in vitro ve in vivo ¢alismalarla yeni salim
profillerindeki degisim incelenebilir. Bu ¢alismanin devaminda farkli alerji modelleri

olusturularak tedavideki etkinligi {izerinde ek ¢aligmalar yapilabilecegi diistiniilmektedir.
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Alerjik konjonktivit tedavisi igin uygulanacak olan olopatidin hidrokloriiriin goz yiizeyinde tutunmasi
snemlidir. Calismamizin in vivo kismunda ilacin géze uygulamp, gozde kaldigi stireyi ve salim
profilini degerlendirmek ve piyasa preparati ile karstlastirmay1 amagliyoruz.

Literatiir ¢rneklerinde oldugu gibi, 5 farkl ilag formiilasyonu ve piyasada bulunan gtz damlas:
(Patanol®™) her bir grupta 6 koyun olacak sekilde uygulanacaktir. Kontrol grubuna ise serum fizyolojik
damiatilacaktir.

Kontrol grubundaki hayvanlarm sag gozlerine serum fizyolojik, sol gozlerine ise Patanol
uygulanacaktir. 1. Grup hayvanlara Olopatadin hidroklortir igeren mikroemiilsiyon Formiilasyonu sol
giize uygulanip, sag goze ise etkin madde igermeyen mikroemiilsiyon Formiilasyonu uygulanacaktir.
2. Grup hayvanlara Olopatadin hidrokloriir igeren nanopartikiil Formiilasyonu yine sol goze uygulanip
yine aymi hayvamn sag goziine etkin madde igermeyen formiilasyon uygulanacaktir. 3. 4. Ve 5.
Gruplara farkli polimerlerle hazirlanan in situ jellesen formiilasyonlar uygulanacaktir. 3. Grup
Pluronic F 127, 4. Grup Poloxamer ve &. Grup plurunic F 127ve HPMC ile hazirlanan in situ jellesen
sistemlerdir. Her gruptaki koyuna sol gz etkin madde iceren Oftalmik jel, sag goze ise etkin madde
icermeyen jel damlatilacaktir.

Hayvantar huzursuz edilmeden giinde bir sefer her bir ilag géze uygulanacaktir. Uygulamanm
akabinde gdzyast numuneleri toplanacaktir. Ornek alma siireleri 30 dakika, 1, 2. 3, 6, 24 ve 48 saat
olmak iizere 7 farkli zamandan olusacaktir. Ornekler kuru géz sendromunda kullamlan schirmer géz
yasi testi adi verilen membranlara emdirilerek toplanacaktir. Her bir 6rnek alma zamanmda, 30 saniye
boyunca kagit gbze temas ettirilecektir. Her bir gézden 7 drnek olmak tizere bir koyundan 14 gézyas
ornedi alinacaktir. Her grupta hem disi hem erkek koyunlar kullamilarak cinsiyete ba3lt degigim
gozardi edilecektir, Alman test membranlarna ait Grnekler analiz edilene kadar -20°C’de
saklanacaktir. Goz yasmda ilag etkin maddesinin miktar tayini yapilarak zamana karsi gbzde kahs
siiresi hakkinda veri elde edilecektir. Gozyast dmegi yeterli gelmedigi durumlarda her gruba 2 ilave
koyun daha kullanilacaktir. Hayvanlardan elde edilen tiim degerler, tek tek deneysel verilerin aritmetik
ortalamasi olarak verilecektir. Kontroller ile madde uygulanan hayvanlar arasinda goriilen farklihklar
One-way ANOVA “Tukey’ testi uygulanarak istatistiksel agidan degerlendirilecektir. Deney sonuglar
olarak elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizleri i¢in GraphPad Prism version 5.0 istatistik
programi kullanilacaktir.
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Akut alerjik konjlnktivit polen, kimyasal veya hayvansal gibi gesitli gevresel etmenlerden
kaynaklanan ani asiri duyarlilik tepkisidir. Yaygin olarak gorilen okiler alerjinin bittin
tiplerinin karakteristik klinik &zellikleri konjlinktival hiperemi, 6dem ve kasintidir (1).
Alerjinin en iyi tedavisi spesifik alerjenin ortamdan uzaklastiriimasidir ancak bu durum
her zaman saglanamayabilir. Alerji tedavisinde yaygin olarak antihistaminikler, tek veya
kombine olarak vasokonstriiktérler, nonstroidal antiinflamatuvarlar ve kortikosteroidler
kullanilmaktadir. GlnlmUlzde topik okiller tedavide en ¢ok olopatadin, azelastin,
ketotifen ve epinastin igeren ilaglar tercih edilmektedir. S6z konusu etkin maddeler
semptomlar siddetini arttirmadan 6nce alindiginda daha gok yarar saglamaktadir. Yiiksek
H1 reseptdr afinitesine sahip olan bu ilaglar genellikle damlatildiklar andan itibaren
hastalara rahatlama hissettirmektedir (2).

Oftalmik ilag taslyici sistemler son zamanlarda daha yiiksek biyoyararlanim saglamak
amaciyla gelistirilmektedir. Bu sistemlere o6rnek olarak /in situ jellesen sistemler,
mikrokUireler, nanopartikiller, lipozomlar ve insertler verilebilir. Bahsedilen tasiyici
sistemler etkin maddenin etkin dozunun goézde istenilen siirede kalmasini saglamanin
yaninda ilag dozlamasini dizenleyerek sistemik yan etki riskini de azaltmaktadir (3).
Olopatadin hidroklorir oftalmik c¢ozeltisinin etkin ve glivenli sekilde anti-alerjik etkiye
sahip oldugu /n vitro olarak belirlenmistir. Bu preparat diger histamin antagonisti
oftalmik ¢ozeltiler veya non-steroidal antiinflamatuar géz damlalari ile karsilastirildiginda
alerjik konjlinktivit hastalarinda Ustiin klinik verimlilik saglamaktadir (4).

Okuler in vivo calismalara 6rnek olarak yapilan bir calismada, ofloksasin etkin maddesi
ile oftalmik sistemler hazirlanmis ve tavsanlar tzerinde kullaniimigtir. Gruplardan ilkine
hazirlanan formdilasyon, digerine piyasa preparati glinde lc¢ defa uygulanmis ve belirli
saat araliklarinda lakrimal keseden g6z yasi 6rnegdi alinmistir. Goz yasi schirmer goz yasi
testi adi verilen membranlara emdirilerek toplanmistir. Daha sonra bu érnekler HPLC ile
miktar tayini yapilmigtir. Sonuglarda yeni sistemin gozde kalis siresi uzadidi igin
biyoyararlanimin artirtildigi diistiniilimektedir. (5)

Bir diger calismada ise natamisin adli etkin madde ile nanoparikiil hazirlanmis ve in vivo
gdzde allkonma (ocular retention) calismalari yapilmistir. Calismada, her bir
formulasyondan bir gdze 20pl lakrimal kese icine uygulanmis, yine belirli zaman




araliklarinda (5, 15, 30,45 60, 90, 120, 150, 210, 240dk) lakrimal keseden kilcal boru ile
10pl gbz yas! toplanmistir ve HPLC miktar tayini yapiimistir. Bu 6rnekler ile gdzdeki ilag
konsantrasyon edrisi cizilmistir. sonuglarda geleneksel géz damlasina alternatif yeni ilag
sistemi tasarlandigi ve dozlamada hasta uyuncunun ¢ok daha iyi olacagi kaydedilmistir.

(6)

Yine benzer bir calismada saglikli insan goniillilere uygulanan ilacin yine goz yasi
orneklerinden miktar tayini yapilmistir. (7)

Calismamizda, Gerometta ve ark. Yaptigi calismada oldugu gibi veteriner tarafinda
saglikli bulunan, disi, 12-24 ay arasi yasa sahip koyunlar kullanilacaktir (8).
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IX. DENEY HAYVANLARI UZERINDE YAPILACAK ISLEMLER:

Bu bdéliimde hayvanlar izerinde yapilacak tiim islemler, ardisik sira ile ayrintili bir sekilde belirtilmeli ve kullanilacaksa
uygun istatistik metod/lar yazilmalidir.

Alerjik konjonktivit tedavisi igin uygulanacak olan olopatidin hidroklortriin géz ylizeyinde
tutunmasi 6nemlidir. Calismamizin in vivo kisminda ilacin géze uygulanip, gdzde kaldig
streyi ve salim profilini dederlendirmek ve piyasa preparati ile karsilastirmayi
amacliyoruz.

Literatlir 6rneklerinde oldugu gibi, 5 farkli ilag formiilasyonu ve piyasada bulunan g6z
damlasi (Patanol®) her bir grupta 6 koyun olacak sekilde uygulanacaktir. Kontrol
grubuna ise serum fizyolojik damlatilacaktir.

Kontrol grubundaki hayvanlarin sag gozlerine serum fizyolojik, sol gdzlerine ise Patanol
uygulanacaktir. 1. Grup hayvanlara Olopatadin hidrokloriir igeren mikroemiilsiyon
Formiilasyonu sol gbze uygulanip, sag goze ise etkin madde icermeyen mikroemiilsiyon
Formilasyonu uygulanacaktir. 2. Grup hayvanlara Olopatadin hidroklorlr iceren
nanopartikiil Formilasyonu yine sol géze uygulanip yine ayni hayvanin sag goziine etkin
madde igermeyen formdilasyon uygulanacaktir. 3. 4. Ve 5. Gruplara farkli polimerlerle
hazirlanan in situ jellesen formilasyonlar uygulanacaktir. 3. Grup Pluronic F 127, 4. Grup
Poloxamer ve &. Grup plurunic F 127ve HPMC ile hazirlanan in situ jellesen sistemlerdir.
Her gruptaki koyuna sol goz etkin madde iceren Oftalmik jel, sag goze ise etkin madde
icermeyen jel damlatilacaktir.

Hayvanlar huzursuz edilmeden glinde bir sefer her bir ilagc gbéze uygulanacaktir.
Uygulamanin akabinde gozyasi numuneleri toplanacaktir. Ornek alma siireleri 30 dakika,
1, 2, 3, 6, 24 ve 48 saat olmak (izere 7 farkli zamandan olusacaktir. Ornekler kuru goz
sendromunda kullanilan schirmer gbzyasi testi adi verilen membranlara emdirilerek
toplanacaktir. Her bir 6rnek alma zamaninda, 30 saniye boyunca kagit goze temas
ettirilecektir. Her bir gozden 7 o6rnek olmak Uzere bir koyundan 14 gbzyasi Ornegi
alinacaktir. Her grupta hem disi hem erkek koyunlar kullanilarak cinsiyete bagl degisim
gozardi edilecektir. Alinan test membranlarina ait 6rnekler analiz edilene kadar -20°C'de
saklanacaktir. GOz yasinda ilag etkin maddesinin miktar tayini yapilarak zamana karsi
gbzde kalis slresi hakkinda veri elde edilecektir. GOzyasl Ornegi yeterli gelmedigi
durumlarda her gruba 2 ilave koyun daha kullanilacaktir.

Hayvanlardan elde edilen tiim dederler, tek tek deneysel verilerin aritmetik ortalamasi
olarak verilecektir. Kontroller ile madde uygulanan hayvanlar arasinda gérilen farkliliklar
One-way ANOVA ‘Tukey’ testi uygulanarak istatistiksel agidan dederlendirilecektir. Deney
sonuglar olarak elde edilen tim verilerin istatistiksel analizleri icin GraphPad Prism
version 5.0 istatistik programi kullanilacaktir.

Bitln bu islemler Veteriner Mehmet Varol gozetiminde ve esliginde yapilacaktir.
Veteriner iletisim:

Adres: Md Et Center Besicilik Ciftligi

Telefon: 0530 110 45 85
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X. BU ARASTIRMA ICIN DENEY HAYVANI KULLANILMAYAN ALTERNATIF BIR YONTEM VAR
MIDIR?

" Evet Iv Hayir

Yanitiniz hayir ise; deney hayvani kullanma gerekge(leri)nizi belirtiniz:

™" incelenen sireclerin karmasikigi nedeniyle daha basit sistemlerde olusturulmasi ve model kurulmasi
olanaksizdir.

" incelenecek sistemin, canli olmayan modellerde taklit edilebilmesi icin yeterli bilgi birikimi yoktur.
" Kiinik uygulamalardan dnce, preklinik galismalarda canli hayvan lzerinde deney yapmak zorunludur.
. Diger (Agiklayiniz):

XI. DENEY HAYVANLARININ TEMIN EDiLECEGI YER:

" TICAM

' Bir baska calismadan artmistir (Aciklayiniz):

" Yaban ortamdan izole edilecektir.

" Koloni iginde Uretilecektir (Hangi laboratuar belirtiniz):

¥ Diger (Aciklayiniz): MD Et Center Besi Cifliginde yer alan hayvanlar kullanilacaktir.

XII. DENEY HAYVANININ KIMLiGi:
Tur: Ovis Aries

Soy/Irk: Anadolu Merinos
Cinsiyet: Erkek/Disi
Yas/Agirlik siniri: 12 — 24 ay arasi, 25 — 40 kg agirhiginda hayvanlar kullanilacaktir.

XIII. SECILEN TURUN GEREKCE(LERI)SI:

' Daha &nce elde edilen verilerle karsilastirma yapmayi olanakli kilan genis veritabanlari
bulunmaktadir.

" Onerilen tiiriin anatomik ve fizyolojik 6zellikleri yapilacak calisma icin yegane uygun
modeldir:

" Onerilen tiir, bu calismanin yapilabilmesi icin uygun doku, boyut ve anatomiye sahip
ve filogenetik olarak en dislk olanidir.

' Bu tiir, insan ya da hayvanlardaki durumu simiile etmek icin cok uygun bir fizyolojik
model olusturmaktadir.

" Bu projenin kdken aldi§i 6nceki calismalarda da ayni tiir kullanilmistir.
¥ Bu tiriin asagida belirtilen dzellikleri calisma icin en uygun secimdir:

XIV. DENEY GRUPLARI VE SAYILARI:

Deney ve kontrol Grup basina hayvan Tekrar sayisi(varsa) Toplam sayi
gruplari adedi
Kontrol Grubu 6 2 8
1. 6 2 8
2. 6 2 8




3. 6 2 8

4. 6 2 8

5. 6 2 8
Toplam 36 12 48

Her grup icin (varsa deney tekran igin) hayvan sayisini nasil belirlediginizi
aciklayiniz:
Istatistiksel agidan anlamli olmasi igin her grupta 6 hayvan kullanilacaktir.

6 koyundan alinan gdzyasi 6rnekleri miktar tayini igin yeterli olmadigi taktirde 2 ilave
koyun daha kullanilacaktir.

XV. DENEY SURESINCE HAYVANLARIN BAKIM KOSULLARI:

BAKIM YERI: MD ET CENTER BESICILIK

BARINMA ALANI VE BAKIM KOSULLARI:

Md Et Centerin hazirda var olan veteriner Mehmet Vural ve personel ile birlikte alani ve
bakim sartlar kullanilacaktir. Barinma alani Mustafa Duran adina bakim ve barinma sartlari
hayvan refahina uygun olmasi seklinde ruhsatli durumdadir. Isletme tescil belgesi ektedir.

XVI. DENEYLERDE (VARSA ISLEM SONRASI DONEMDE) KULLANILACAK
KIMYASAL/ BIYOLOJIK MADDELER VE FARMAKOLOJIK AJANLAR (Pre-anestezik,

anestezik, analjezik, sedatif, trankilizan, noromuskiiler bloke ediciler):

Ajanin adi Doz Hacim Verilis yolu Verilis sikligi Etki slresi




XVII. INVAZIF KATEGORI:

Deneyde herhangi bir invazif prosediir kullanilacak ni?

" Evet ¥ Hayir
Cevabiniz evet ise; islemler anestezi altinda mi gergeklestirilecek?
" Evet " Hayir (Gerekgelerini belirtiniz):

XVIII. ANESTEZININ TAKIBI:

Anestezi derinligi izlenecek mi?
" Evet ¥ Hayir

Yanitiniz evet ise; uygun secenekleri belirtiniz:

' Cilt ya da parmak kistirma yanitlari

" Palpebra ya da kornea refleksi (kemirgenler icin uygun degildir)
' Cene ya da iskelet kasi tonusu izlenmesi

" Fizyolojik yanitin izlenmesi

" Diger (Agiklayiniz) :

Izlenme sikhigi:

' Protokole uygulanmasi olanakli degildir.
" Her 2-3 dakikada bir

" Her 4-5 dakikada bir

" Diger (Agiklayiniz) :

XIX. DENEY HAYVANLARI ICIN KISITLAYICI DURUMLAR:

DENEYLERDE HAYVANLAR ICIN HERHANGI BIR KISITLAYICI DURUM, OZEL BARINMA,
YOKSUN BIRAKMA DURUMU VAR MI?

T EVET ¥ HAYIR

CEVABINIZ EVET ISE KISITLAYICI DURUM HAKKINDA BILGI VERINiz:

I KISITLAYICI CIHAZ KULLANIMI (SURE: ..... DAKIKA)

™ YUKSEK/DUSUK SICAKLIGA MARUZ BIRAKILMA (SURE: ..... DAKIKA)

' STANDART DISI NEMLILIK/KURULUK ALTINDA BIRAKILMA (SURE: ..... DAKIKA)

" STANDART DISI ATMOSFERIK BASINCA MARUZ BIRAKILMA(SURE: ..... DAKIKA)

" STANDART DISI ATMOSFERDE TUTULMA (SURE: ..... DAKIKA)

[ STANDART DISI KAFESTE BARINDIRMA (ORN: METABOLIK KAFES, SURE:.... DAKIKA)

' UZUN SURELI STANDART DISI ISIK-KARANLIK SIKLUSUNDA TUTULMA (SURE: .....
DAKIKA)

12 SAATTEN DAHA UZUN SURE SUSUZ BIRAKMA (SURE: ..... DAKIKA)
' 24 SAATTEN DAHA UZUN AC BIRAKILMA (SURE: ..... DAKIKA)




™ DIGER (ACIKLAYINIZ):

XX. DENEY SIRASINDA/SONRASINDA ORTAYA CIKABILECEK TEHLIKELI
DURUMLAR:

' Mikrobiyolojik kontaminasyon riski
| Kanserojen maddeler

" Radyoizotoplar

" Biyolojik toksinler

" Antineoplastik/sitotoksik ajanlar
' Diger ajanlar:

Olusacak tibbi atiklar ve bunlarin imhasi i¢in alinacak onlemler hakkinda kisaca
bilgi veriniz:

Olusacak tibbi atiklar toplanip, Anadolu Univesitesi Atik Birimi'ne teslim edilecek ve imhasi
gerceklesecektir.

XXI. OTANAZI YONTEMLERI:

¥ QOtanazi uygulanmayacaktir

' Yiiksek doz anestezik

' Anestezi/trankilizasyon altinda dekapitasyon

[ Anestezi/tranklizasyon altinda servikal dislokasyon (Sicandan biiyiik hayvanlar icin uygun
degil)

| Cerrahi sirasinda ekssanguinasyon (Kanatma veya yiiksek miktarda kan alma)

' Karbon dioksit solutma

" Diger (Agiklayiniz):

XXII. BU ARASTIRMANIN BiLiME YAPABILECEGI POTANSIYEL KATKILARI
ACIKLAYINIZ:

CGalismada, klinik 6zellikleri konjunktival hiperemi, édem ve kasinti olan ve ¢ok yaygin
gorilen okdler alerji tedavisinde antihistaminik amagla kullanilacak kontrollti salim gésteren
yeni ilag tastyici sistemlerin gelistiriimesi, in vitro deneyler ve ardindan in vivo hayvan
deneyleri ile etkinliklerinin karsilastirimasi hedeflenmistir.

Projenin sonucunda erisilmek istenen, piyasada bulunan ilag tasiyici sistemlere alternatif
olacak daha etkin, kontrolli salin saglayan oftalmik formdilasyon gelistirmek, giin igi
dozlamayi azaltmak, uzun siireli tedavi saglayarak basariyi artirmaktir.

Yapilan in vitro calismalarda suni gdzyasi vasatinda, hazirlanan formilasyonlarin piyasa
preparatina oranla kontrollii salim sagladi§i kanitlanmistir. In vitro calismalara paralel olarak
ilacin gdzyasinda da uzun sireli kaldiginin kanitlanmasi istenmektedir.
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T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU
TAAHHUTNAME

25/05/2016
Calismanin Tam Adi :

Antihistaminik Etkili Oftalmik Kontrollii Salim Gosteren Farkh Sistemler Uzerinde
Calhismalar

Calisma Ekibi (Adi-Soyadi, Unvani) :

Calismada Sorumlu Yiriitiicii : Prof. Dr. E. Yasemin YAZAN
Diger Gorevliler : Yard. Dog. Murat Sami BERKMAN,
Aras. Gor. Umay Merve GUVEN
° Hayvan Haklari yonergesini okudum. Yonergeye uygun olarak ¢alisacagimi,
. Onay alinmis calismada; Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikasi bulunmayan kisilere
deney hayvanlarinda herhangi bir islem yaptirmayacagimi,
. Calisma siresince islemlerde ve galisma ekibinde yapilacak degisiklikler igin Yerel
Etik Kurul'un iznini alacagimi,
. Calismanin bitimini miiteakip 3 ay igerisinde Yerel Etik Kurul‘a bildirecegimi,
. Bu calisma siiresince, Hayvan Haklari yonergesinde yer alan etik ilkelere uyacagimi,

beklenmeyen ters bir etki veya olay oldugunda derhal Yerel Etik Kurul’a bildirecegimi

Taahh(t ederiz.

Prof. Dr. Yasemin YAZAN

Yard. DoG. Murat Sami BERKMAN

Aras. Gor. Umay Merve GUVEN

alisma Yiruticiisii: Prof. Dr. Yasemin YAZAN
Adres: Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Teknoloji Anabilim Dali
Tel Is: :(0222) 335 0580 - 3734
Cep: 0533 656 70 88
E-posta: yyazan@anadolu.edu.tr
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Preformulation study of olopatadine hydrochloride for the treatment ocular allergy

Umay Merve Guven, Murat Sami Berkman and YaseminYazan
Anadolu University, Turkey

Ocular allergy or allergic diseases of the eye are one of the most frequently encountered disorders of the ocular
surface. Among the ocular allergies allergic conjunctivitis is the most common type of allergy. It occurs seasonal or
permanently, followed with the complaints of slight redness and swelling of the eyelids, itching, tearing, burning. Especially the
treatment of allergic conjunctivitis is regular use of the drugs however what is important this type of therapy is the adjustment
of dose. Conventional anti-allergic eye drops and various delivery systems can result in poor drug bioavailability due to
the unique ocular anatomy and physiology. The novel approach in ocular treatment using controlled drug delivery system
is to maintain prolonged residence time of the active material at the side of action. Olopatadine hydrochloride is an anti-
allergic agent with histamine H1 receptor antagonistic action used in ocular allergy and is classified as a second generation
antihistamines. This generation causes fewer side effects than the other members. Therefore Olopatadine Hydrochloride was
selected as an active material. In this study chitosan based nanaoparticle formulation studies were performed aiming enhanced
corneal contact time with the help of mucoadeshive character of the natural polymer; Chitosan.

Biography

Umay Merve Guven got Bachelor's degree in 2010/June from Anadolu University, Faculty of Pharmacy. She started her PhD programme in 2011/February. Since
2012 she has been working as a Research Assistant at the Department of Pharmaceutical Technology at Anadolu University.

umguven@anadolu.edu.tr
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Title: Microemulsion Formulation
Study of Olopatadine Hydrochloride
for the Treatment Ocular Allergy

Dr. Umay Merve Giiven*, Murat Sami
Berkman, and Yasemnin Yazan

Research Asistant

Anadolu University

Turkey

Abstract

Conventional dosage forms account for 90% of
the available ophthalmic formulations are mostly
formulated as eye drops mostly for topical
application. However most of the eye drops and
various delivery systems can result in poor drug
bioavailability due to the unique ocular anatomy
and physiology. For the enhancement of the
ocular bioavailability various ophthalmic vehicles
such as suspensions, ointments, inserts, and
aqueous gels have investigated to extend the
ocular residence time, however many of these
systems resulted in blurred vision.
Microemulsions are composed of water, oil and
a mixture of surfactants making a homogeneous,
transparent and thermodynamically stable
solutions. They can be classified as oil in water
(o/w), water in oil (w/0) or bicontinuous system
depending on their structure. They can increase
water solubility of the'lipophilic drugs and
enhance the ocular drug absorption. Qlopatadine
Hydrochloride is an antiallergic agent with

histamine H1 receptor antagonistic action used
in ocular allergy and is classified as a second
generation antihistamines. This generation causes
less side effect than the other members. Therefore
Olopatadine Hydrochloride was selected as an
active material in this study. Microemulsions
were prepared with isopropyl myristate, Tween®
80 and Span® 80 and medium-and-short chain
alcohols at different ratios. The effect of the
surfactant:cosurfactant ratio on the stability of
microemulsion was evaluated. Phase diagrams
were made for all microemulsions studied in
order to determine the limits of stable
microemulsion area. The stable microemulsion
system with the greatest area of was selected for
further characterization studies. Globule size,
zeta potential data were recorded using Malvem
Nano-ZS (England). Rheological properties were
analyzed vsing Brookfield (USA). Incorporated
Olopatadine Hydrochride amount was detected
by Agilent-1290 UPLC (United States).

Biography

Dr. Umay Merve Giiven got her bachelor's degree
from Anadolu University, Faculty of Pharmacy
in 2010. She has started her Ph.D. programme
in 2011. Her Ph.D. study is about “Formulation
Studies of Antihistaminic Agents Aiming Ocular
Application”. She has been working as a
Research Asistant at the Department of
Pharmacecutical Technology at Faculty of
Pharmacy of Anadolu University since 2013,
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Ocular Drug Delivery of Olopatadine Hydrochloride
Using Temperature Modulated In Situ Gelling Systems

Umay Merve Giiven*, Murat Sami Berkman, Yasemin Yazan

Anadolu University, Faculty of Pharmacy,
Department of Pharmaceutical Technology, Eskisehir,
TURKEY

*e-mail: umguven@anadolu.edu.tr

In situ gelling systems are liquid aqueous solutions which transform to gel at physiological
conditions. There are several mechanisms for in sifu gel formation such as pH and temperature
changes. Those systems are advantageous over conventional ocular systems regarding the
elevation of ocular residence time of active ingredient.

Olopatadine hydrochloride is an antiallergic agent belonging to the second generation
antihistamines with histamine H1 receptor antagonistic action. In this study, in situ gelling systems
were prepared using olopatadine hydrochloride, Poloxamer® and Pluronic® F127 at different
ratios. Formulations prepared were investigated for gelation temperature, pH, viscosity, gelling
capacity, in vitro release and rheological behavior.

Isbppb Conference August 11 & 12, 2016 — Woodbridge, New Jersey, USA
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