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TQ
DTQ
THQ
THY
YIS
SIY
NS
COX
LOX
PG
LT
ROS
EAE
ALT
AST
LTB4
LTC4
BALF
LPS
DM
IL-1B
TNF-a
RBL
IFN
NF-Kp
MAPK

MMCP-1

SIMGE VE KISALTMALAR

: Timokinon (Thymoquinone)

: Ditimokinon (Dithymogquinone)

: Timohidrokinon (Thymohydroquinone)

: Timol (Thymol)

: Su i¢inde yag emiilsiyonu

: Yag i¢inde su emiilsiyonu

: Nigella sativa

: Siklooksijenaz (Cyclooxygenase)

- Lipooksijenaz (Lipoxygenase)

: Prostaglandin

: Lokotrien

- Reaktif oksijen tiirleri

: Deneysel alerjik ensefalomiyelit (Experimental allergic encephalomyelitis)
- Alenin aminotransferaz

: Asparat aminotransferaz

: Lokotrien B4

. Lokotrien C4

: Bronkoalveoller lavaj sivis1 (Bronchoalveolar lavage fluid)
. Lipopolisakkarit

: Diabetes Mellitus

. Interlokin-1 beta

: Timor nekroz faktor alfa

. Rat bazofilik 16semi

. Interferon

- Niikleer faktor kabba 3

. Mitojenle etkilesen protein kinaz (Mitogen activated protein kinase)
: Immiinglobulin E

: Mukozal mast hiicre proteaz-1 (Mucosal mast cell protease-1)



ip - Intrapertoneal

OVA : Ovalbumin

AC : Alerjik konjonktivit (Allergic conjunctivitis)

GSH : Glutatyon (Glutathione)

CAT : Katalaz (Catalase)

SOD - Siiperoksit dismutaz

LPO - Lipit peroksit

RA-FLS : Romatoid artrit — Fibroblast benzeri sinoviyosit (Rheumatoid arthritis -
Fibroblast-like synoviocyte)

LDH - Laktat dehidrogenaz

PBS : Fosfat tampon ¢ozeltisi (Phosphate-buffered saline)

Rpm : Dakikada doniis sayis1 (Revolutions per minute)

LOQ : Tayin alt limit (Limit of quantitation)

LOD : Tespit alt limit (Limit of detection)

LDso : Oldiiriicii doz (Lethal dose)

1Cso . Hicrelerin %50’sinin canli kaldigt doz (The half maximal inhibitory

concentration)

YEM - Yiizey etkin madde

YYEM : Yardimer ylizey etkin madde

MCT : Orta zincirli trigliseritler (Medium chain triglycerides)
LCT : Uzun zincirli trigliseritler (Long chain triglycerides)

MHT : Miranol

PIT : Faz inversiyon sicakligi (Phase inversion temperature)

PDI : Polidispersite indeksi

SANS : Kiigiik ag1l1 nétron sagilmasi (Small angle neutron scattering)
SAXS : Kiigiik a1l X-151m1 sagilmasi (Small angle X-ray scattering)
DLS : Dinamik 11k sagilimi1 (Dynamic light scattering)

TEM : Taramali elektron mikroskobu

HLB : Hidrofilik lipolifik denge (Hydrophilic lipophilic balance)
PEG - Polietilen glikol

iPA : Izopropil alkol



CDCls : Kloroform

FTIR . Furier Tastyicili Infraret Spektrumu

uv : Ultraviyole

DSC : Diferansiyel Taramali Kalorimetre (Differential Scanning Calorimeter)

NMR : Niikleer Manyetik Rezonans

XRD : X-Isi1 Karinimu (X-Ray Diffraction)

MS - Kiitle Spektroskopisi (Mass Spectroscopy)

GC-MS . Gaz kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (Gas Chromatography-Mass
Spectrometry)

LC-MS/MS : Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi/Kiitle Spektroskopisi (Liquid
Chromatography-Mass Spectroscopy / Mass Spectroscopy)

HPLC : Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography)

ESI . Elektrosprey iyon kaynagi

SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma

VK : Varyasyon katsayis1

EP : Avrupa Farmakopesi (European Pharmacopoeia)

USP : Birlesik Devlerler Farmakopesi (United States Pharmacopeia)

ICH . Uluslararas1 Harmonizasyon Konfederasyonu (The International Council

for Harmonisation)

FDA : Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi (American Food and Drug Administration)
ATCC : Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyon (American Type Culture Collection)
RPE : Retina pigment epiteli

FBS : Fetal Bovine Serum

EMEM : Eagle’s Minimum Essential Medium

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit

DMSO : Dimetil siilfoksit

IS : Irritasyon skoru



SNEDDS :  Kendiliginden nanoemiilsifiye olan ilag tasiyict sistemler (Self-
nanoemulsifying drug delivery systems)
HET-CAM : Hen’s Egg Chario-Allontoic-Membran

CAM : Karyoallantiok Membran (Chorioallantoic membrane)
EURL-
ECVAM . Hayvan Testine Alternatifler i¢in Avrupa Birligi Referans Laboratuvari

(The European Union Reference Laboratory for alternatives to animal testing)

ICCVAM . Alternatif Yéntemlerin Dogrulanmasina Iliskin Kurumlararas1 Koordinasyon
Komitesi ( Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods)
BCOP : Sigir Kornea Opakligi/Gegirgenligi (Bovine Corneal Opacity / Permeability)
DT : Deksketoprofen trometamol

SDS : Sodyum dedosil siilfat



GIRIS VE AMAC

Geleneksel tipta kullanilan bitkisel kaynakli iiriinler giiniimiizde farmasotik
teknolojinin gelismesiyle birlikte kullanimi artmistir. Bu bitkisel kaynakli {iriinlerin iginde
corek otu tohumu da yer almaktadir. Corek otu tohumu ve yag1 beslenmenin yani sira sagliga
da faydali bir gidadir. Igerdigi etkin bilesenleriyle birlikte antiinflamatuar, antioksidan,
antimikrobiyal, antikanser gibi bircok farmakolojik etkileri yapilan biyolojik aktivite

caligmalari ile belirlenmistir. Timokinon (TQ), bu etkin maddelerden birisidir (1).

Corek otu tohumu ucucu yagimin yapisinda farmakolojik olarak aktif temel bilesenler
arasinda bashca TQ, ditimokinon (DTQ), timohidrokinon (THQ) ve timol (TMY) yer alir (2).
Corek otu tohumlarindan izole edilen TQ’nun inflamasyon siirecini baslatan siklooksijenez
(COX) ve lipoksijenaz (LOX) enzim yollarini inhibe ederek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumunu azaltarak antiinflamatuar etkisinin oldugu bildirilmektedir (3).

Gozde goriilen hastaliklarin tedavisi genellikle topikal yolla ilag uygulanmasiyla
gerceklestirilir. Ancak goziin essiz yapisi sayesinde goze topikal ilag uygulanmasiyla yeterli
biyoyararlanim saglanamamaktadir (4). G6z hacminin ve gbzyasi hacminin kii¢iik olmasi, géze
ila¢ uygulandiktan sonra refleks olarak g6z kirpma, fazla gbzyasinin nazolakrimal drenaja
gecmesi ve konjonktivadan emilimle ilacin sistemik dolagima ge¢mesi gibi problemler
yiiziinden topikal ila¢ uygulama yoluyla gozde istenilen ilag¢ konsantrasyonu elde

edilememektedir. G6ze uygulanan geleneksel topikal dozaj formlariyla bu problemler

1



yiiziinden yeterli biyoyararlanim elde edilemedigi i¢in okiiler biyoyararlanimi arttirmak

amactyla yenilik¢i okiiler dozaj formlar gelistirilmistir.

Gelistirilen bu dozaj formlarinin goz yiizeyi ile temas siiresi arttirilmasi, hastaya
uyguladiktan sonra gormede bulaniklik yapmamasi ve hasta uyuncunun saglanmasi
amagclanmaktadir. G6ze uygulanan topikal dozaj formlarinin daha etkili olabilmesi i¢in dozaj
formunun konjonktiva ile temas siiresinin uzatilmasi, hasta i¢in uygulamasinin basit olmasi,

gbzde irritasyon yapmamasi ve goz igin uygun Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir (5).

Oftalmik ilaclarin okiiler absorbsiyonunu arttirmak i¢in yeni ilag tasiyici sistemler
olarak mikroemiilsiyonlar gelistirilmistir. Formiilasyon stratejilerinin ¢ogu, kornea ve
konjonktival alandaki ila¢ kalma siiresinin uzatilmasi ve ayn1 zamanda prekorneal ila¢ kaybinin
en aza diisliriilmesi yoluyla okiiler ilag permeabilitesinin en iist diizeye ¢ikarilmasin
amaclamaktadir. Mikroemiilsiyonlar oftalmik uygulama ile ilgili bir¢ok avantaji oldugundan
gz formiilasyonlar1 i¢in umut verici dozaj formlaridir. Mikroemiilsiyonlar, ilacin yag
damlacigina yiiklenme olasilig1 nedeniyle, korneaya hidrofobik ilaglarin verilmesinde 6zellikle
ilgi cekmektedir. Y/S (su i¢inde yag) mikroemiilsiyonlari, okiiler uygulama i¢in, az ¢éziinen
ilaglarin ¢6ziinmesi, emiliminin arttirilmasi ve ayni zamanda salim profilinin uzatilmasi i¢in

uygun sistem olarak degerlendirilmistir (6).

Kuru goz hastaligi, gozyas1 yetersizliginden ya da asir1 gézyast buharlagsmasindan
kaynaklanan, interpalpebral (kapaklararasi) alanda okiiler yiizey hasarina ve okiiler rahatsizlik
semptomlarina yol agan bir gozyas1 filmi bozuklugu olarak tanimlanmigtir. Giiniimiizde ise bu
tanim degismis ve kuru g6z, lakrimal fonksiyonel tinitenin kompleks inflamatuar bir sendromu
olarak tanimlanmaktadir (7). Kuru goz tedavisinde az sayida topikal ila¢ bulunmaktadir. Bu
yiizden literatiir verileri ile desteklenen ¢drek otu yagimin igerisinde antiinflamatuar 6zellere
sahip temel etkin bilesenlerden yararlanarak ve ek olarak TQ yiiklenmesi ile yenilik¢i ilag

formlarindan olan okiiler mikroemiilsiyon formiisyonlart hazirlanacaktir.



GENEL BIiLGILER

COREK OTU HAKKINDA GENEL BILGILER

Ulkemiz tarim ve bitki cesitliligi acisindan ¢ok genis bir yelpazeye sahiptir. Bu bitki
cesitliligi arasinda Ranunculacea (Diigiingicegigiller) familyasinda bulunan ¢orek otu bir
Nigella sativa (NS) tirtidir. Siyah tohum, siyah kimyon, bereket tanesi olarak da
soylenilmektedir. Ulkemizde 12 Nigella tiirii yetismektedir ve bunlar arasinda Nigella sativa
L., Nigella damascena ve Nigella arvensis’in tohumlari1 gida ve ilag olarak kullanilmaktadir.
Nigella sativa L. iilkemizde en yaygin tarimi ve ticareti yapilan tiiriidiir. Corek otu tibbi
kullanim1 ¢ok eski medeniyetlere dayanan bir kiiltiir bitkisidir ve Sekil 1’ de gosterilmistir.
Ozellikle tohumlart hem yiyecek hem de halk ilact olarak kullanilan ¢érek otunun son
zamanlarda yapilan farmakolojik c¢alismalarla tim diinyada kiltirii ve kullanimi gittikce
artmaktadir. Bitkinin etkin bilesenlerinin zengin kaynagi olan tohumlar, Orta ve Uzak Dogu'da
uzun siiredir geleneksel bir ilag olarak kullanilmistir. Astim, bronsit, iltihaplanma, egzama, ates,
grip, hipertansiyon, oksiiriik, bas agrisi, bas donmesi, diyabet, bobrek ve karaciger fonksiyon
bozukluklari, sinir hastaliklari, romatizma, kanser ve gastrointestinal hastaliklarinin tedavisinde
geleneksel olarak kullanilmigtir. Corek otu tohumunun icerdigi bilesenlerin farmakolojik
etkilerinin  arastirildigi  ¢alismalarda antiinflamatuar, antimikrobiyal, antibakteriyel,
antikanserojenik, antioksidan ve bagisiklik sistemini giiclendiren etkileri gorildigi
bildirilmistir (8, 9).



Sekil 1. Nigella sativa (Corek otu) (10)

Corek otu tohumu genel olarak sabit yaglar, ugucu yaglar, protein, aminoasit,
karbonhidratlar, lifler, alkaloidler, tanenler, saponinler, mineraller, askorbik asit, tiamin, niasin,
pridoksin ve folik asit icermektedir. Sabit yag icinde doymus yag asitleri miristik asit, palmitik
asit ve stearik asit ve doymamis yag asitleri oleik asit, linoleik asit, eikozadienoik, aragidonik
asit ve linolenik asit icermektedir. Farmakolojik agidan en 6nemli temel etkin bilesenleri iceren
ucucu yag icinde TQ, DTQ, THQ ve TMY nin yaninda ayni zamanda yapisinda nigellon,

karvakrol, p-simen, d-limonen, o ve B-pinen bulunur (11).

COREK OTU TOHUMUNUN KiMYASAL OZELLIKLERI

Corek otu tohumu igerigi Sekil 2°de ve Tablo 1’ de gosterildigi gibi %34-39 yag igerir
ve bunun %30°dan fazlasini sabit yag ve %0,5-1,5 arasinda ugucu yag olusturmaktadir. TQ, bu
ucucu yagin yaklasik %18-24’liikk kismini olusturmaktadir. Ayrica ugucu yag temel etkin
bilesenlerin yaninda karvakrol, nigellimin-N-oksit, nigellisin ve nigellidin bulunmaktadir.
Corek otu tohumu ayni zamanda %29-37 oraninda karbonhidrat, %20-23 oraninda protein ve

eser miktarlarda vitamin, mineral ve dokuz esansiyel aminoasit asitten sekiz tanesini igerir.
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Sekil 2. Corek otu tohumu ve icerigi (10)

Corek otu tohumu ugucu yaginda TQ, DTQ, THQ veya nigellon ve THY olmak iizere
4 temel etkin farmakolojik etki gosteren madde oldugu yayinlanmistir. Bunlardan en 6nemlisi
ve son zamanlarda tizerinde siirekli ¢aligmalarin yapildigi TQ, 2-izopropil-5-metil-1,4-
benzokinon yapisina sahip ve molekiil formiilii C10H1202’dir (12).

Corek otu tohumunun ugucu yaglarindan cesitli farmakolojik etkin kimyasal
bilesenler izole edilmistir (Sekil 3); baslica TQ, DTQ, THQ ve TMY yani sira; p-simen, d-
limonen, a-pinen, B-pinen, trans-anetol, karvakrol ve nigellon yer almaktadir. TQ, p-simen,
longifolin, karvakrol, a-cubebene, a-pinen, limonen, B-pinen ve sabinen ¢orek otu tohum ugucu

yaginin ana bilesenleridir. Linoleik asit, oleik asit, palmitik asit sabit yagdaki ana yag asitleridir
(13).
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Sekil 3. Corek otu tohum yaginin etkin bilesenlerinin kimyasal yapis1 (14)
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Tablo 1. Corek otu tohumlarimin genel kimyasal bilesimi(14)

CH3

L

CHY

Timokinon

Folasin, C vitamini

Bilesenler Kimyasal Bilesim % Arahigi (a/a)
Yag Sabit yag Linoleik asit (Omega-6), Oleik asit, Palmitoleik asit, | %32-38
Linolenik asit (Omega-3), Miristoleik asit, Dihomo
linoleik asit, Stearik asit, Eikosapentaenoik asit, Arasidik
asit, Behenik asit, Steroller (B-sitosterol, stigmasterol,
kampesterol ve lanosterol), Tokoferoller (o, B ve y) TQ,
Retinol (A vitamini), Karotenoidler (B-karoten)
Ugucu yag Timokinon, p-simen, Karvakol, a-Pinen, B-pinen, | %0.5-1.5
Longifolen, Timol, Timohidrokinon, Ditimokinon
(nigellon)
Protein Glutamik asit, Arjinin, Aspartik asit, Losin, Glisin, Valin, | %20-23
Lisin, Treonin, Fenilalanin, Histidin, Metiyonin
Karbonhidrat Glikoz, Ramnoz, Ksiloz, Arabinoz %29-37
Mineraller Kalsiyum, Potasyum, Demir, Fosfor, Sodyum, Cinko, | %3.7-7
Magnezyum, Manganez, Bakir, Selenyum
Saponinler a-Hederin (melanthin), Hederagenin (melanthigenin) %0.013
Alkaloidler Nigellasin, Nigellamin, Nigelladin %0.01
Vitaminler A Vitamini, Tiyamin, Riboflavin, Piridoksin, Niasin, | %1-4




Corek otu tohumu doymamis yag asitleri igerigi bakimindan oldukc¢a fazladir ve
doymamisg yag asidinin biiyiik ¢ogunlugunu linolenik asit olusturur ve bunun yaninda oleik asit
daha az kismini olusturur. Doymus yag asitlerini palmitik, stearik, eikosadienoik ve miristik
asidi igerir (15).

Corek otu tohumu zengin vitamin ve mineral icerigine sahiptir. Bl (tiamin), B2
(riboflavin), B3 (niasin), B6 (pridoksin), B9 (folik asit), o ve y-tokoferol, retinol vitaminlerinin
yaninda potasyum, demir, bakir, kalsiyum, ¢inko, fosfor, magnezyum ve selenyum gibi gerekli

mineral maddeler de vardir (16).

COREK OTU TOHUMU YAGININ FiZiKOKIMYASAL OZELLIiKLERI

Corek otu tohumu yagimin fizikokimyasal 6zelliklerinin arastirildigi bir¢cok ¢alismada
yag asidi igerigi, renk, viskozite, termal 6zellik, oksidatif stabilite parametreli incelenmistir.
UV absorpsiyonunun renk bilesimleri nedeninden dolay: yiiksek oldugu ve buna dayanarak
giinesten koruyucu etki saglayabilecegi savunulmustur. Yapisinda yiiksek miktarda dogal
antioksidanlar ve diisiik miktarda ¢coklu doymamis yag asitleri igerdiginden farkli bitkisel
yaglarin yaninda ayirt edici bir onciiliige sahip olmustur. Soguk pres yontemi ile elde edilen
¢orek otu yaginin toplam fenolik bilesen iceriginin fazla oldugu ve diisiik oksidatif stabilitenin

gozlemlendigi bildirilmistir (17).

TIMOKINON HAKKINDA GENEL BILGILER

Corek otu tohumunun ugucu yaginda %18-24 oraninda bulunan ve 164,2 g/mol molekiil
agirhigina sahip TQ, ana etkin fenolik bir bilesik olup gosterdigi bazi farmakolojik etkilerle
birgok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. TQ iizerine yapilan in vitro ve in
vivo caligmalarinda ¢ok yonlii biyolojik aktivite 6zelliklerine sahip oldugu ve toksikolojik
etkilerinin kapsamli olarak incelendigi goriilmiistiir. Enol ve keto form yapilar1 tautomerik
formda bulunur ve keto formu farmakolojik o6zelliginden sorumludur. TQ hidrofobik bir
molekiildiir bu yiizden hiicre i¢ine pasif diflizyon ile girer. Isiga kars1 yiiksek hassasiyete
sahiptir. Yiiksek pH’larda stabilitesi azalir ve asidik pH’larda ise minimum degragasyon

gortliir (18). TQ’nun kimyasal yapist ve 3D gosterimi Sekil 4’te gosterilmistir.



() (b)

Sekil 4. (a) TQ’un kimyasal yapisi ve (b) TQ’un 3D gosterimi (19)

Sinonim: 2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon
2-izopropil-5-metilbenzokinon
2-metil-5-izopropil-p-benzokinon

TUPAC Ismi: 2-metil-5-propan-2-siklohekzan-2,5-dien-1,4-dion

CAS Kayit Numarasi: 490-91-5 (Sigma-Aldrich)

Molekiil Formiilii: C10H1202

Molekiil Agirhigi: 164,2 g/mol

Fiziksel Tanim: Kat1 (toz)

Kaynama Noktasi: 232,0 °C

Erime Noktasi: 45,5 °C

TIMOKINON’UN ANTIINFLAMATUAR OZELLIKLERI

TQ’un farmakolojik ozellikleri arastirildiginda bir¢ok etkileri goriilmiistir. TQ
antiinflamatuar, antimikrobiyal, antibakteriyel, antikanser, sinir sistemi, solunum sistemi,
antidiyabetik, antioksidan gibi tedavi alaninda ¢aligmalar yapilmistir. Yapacagimiz ¢aligmada

¢orek otu yagmin icerdigi TQ, THQ DTQ, TMY ve bu maddelerin yaninda p-simen, nigellidin


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H12O2

ve nigellisin gibi farmakolojik 6zelliklere sahip bu ana bilesenlerin asagida antiinflamatuar
ozellikleri literatiirden belirtilmistir.

Inflamasyon, COX ve LOX olmak iizere baslica iki enzim tarafindan diizenlenmektedir.
COX yolaginda prostaglandinler (PG) sentezlenir iken, LOX yolaginda ise 16kotrienler (LT)
sentezlenmektedir. TQ, hem COX hem de LOX yollarini inhibe etmektedir. Bu da ROS
olusumunu azaltir (18, 20).

Corek otu tohumunun antiinflamatuar etkisi bir¢ok ¢alisma ile kanitlanmistir. Asetik
asit ve formalin testleri uygulanmis, gaz kromatografisi — kiitle spektroskopisi (GC-MS)
yontemi ile yag analizi yapilmis, yagin igerisinde 20 farkli bilesik tanimlanmis ve elde edilen
ucucu yagin antiinflamatuar etkileri aragtiritlmis, %37,3 ve %13,7 oranlariyla p-simen ve TQ
bu etkiden sorumlu bilesikler oldugu bulunmustur (21).

Corek otu tohumu sabit yagi ve TQ’nun potansiyel bir antiinflamatuar madde olarak
inflamasyon zincirini bazi asamalarda engelledigi, eikozanoid yapimini ve membran lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigi Houghton ve ark. (22) yaptigi bir ¢alisma ile gosterilmistir.
Corek otu tohumu sabit yagi ve TQ’nun, stimiile edilmis farelerin akyuvarlarinda, kalsiyum
iyonofor ile stimiile olan arasidonik asit metabolizmasinin COX ve 5-LOX yolaklarimi
engelledigi goriilmiistiir. Bu sonuglar, antiinflamatuar etkinin sadece yagin igerisindeki TQ’dan
dolayr degil diger bilesenlerin de ozellikle C20:2 yag asitinin sayesinde olabilecegi de
gosterilmistir.

Khan (23) yaptig1 bir ¢alismada bitki tohumlarinin sulu ekstresinin antiinflamatuar
etkisini, hayvan modellerinde penge 6demi iizerindeki inhibitdr 6zelligi ile kanitlamistir.
Farelerde karregen ile 6dem olusturulmus olup, oral yoldan verilen ¢6rek otu ekstresinin 6demi
kismen, intraperitoneal yoldan verilmesiyle ise ddemin tamamen yok ettigi goriilmiistiir. Diger
bir ¢aligmada ise karragen ile pengelerde ve hint yag: ile kulaklarda 6dem olusturulmus
farelerde ¢orek otu ugucu yagi ve bunun etkin bileseni olan TQ’nun, doza bagli antiinflamatuar
etki gosterdigi, ddem ve graniilom olusumunu engelledigi tespit edilmistir (24).

DTQ, THQ, TMY ve TQ bilesiklerinin antiinflamatuar aktiviteleri in vitro ortamda
COX-1 ve COX-2 kullanilarak arastirilmistir. Sonuglar tiim {irtinlerin en az bir COX formuna
kars1 indometazine kiyasla daha anlamli inhibitor aktivitesi oldugunu gostermistir. Bu durum
DTQ, THQ, TMY ve TQ’nun ¢orek otunun antiinflamatuar aktivitesine topluca katkida
bulunduklarini gostermekte ve calismalarin ilerletilmesiyle nonsteroidal antiinflamatuar yeni

bir ilag gelistirilebilecegini gostermektedir (25).



Inflamasyon tedavisi i¢in kullanilan bazi sentetik ilaglar biyolojik aktivelerin degisimine
sebep olmakta ve ters etki yaratmaktadir. Bugiine kadar yapilan g¢alismalarda TQ’nun
sitoprotektif etki gosterdigi kanitlanmis ve bu etki temel olarak TQ’nun antiinflamatuar etkisi
ile iliskilendirilmistir (26).

Corek otu bilesenlerinin, deneysel alerjik ensefalomiyelit (EAE), kolit ve artrit de dahil
olmak {iizere bir¢ok iltihapli hastalikta antiinflamatuar etkisinin oldugu gosterilmistir. EAE
hayvani1 TQ aldiginda, daha yiiksek glutatyon seviyesine, EAE ile tedavi edilmeyen hayvanlara
kiyasla hicbir hastalik semptomu gostermeyen perivaskiiler inflamasyona sahip olduklarini
gosterdiler. Bu veriler EAE modelinde TQ’nun terapotik potansiyelini ortaya koymakta ve
insanlarda da multipl skleroz tedavisinde olasi etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir (27).

Kapan ve ark. (28), mekanik bagirsak tikanikligi tarafindan uyarilan bakteriyel
translokasyon ve inflamatuar yanit karsisinda TQ etkinligini arastirdiklar1 deneysel ¢calismada,
bagirsak tikanikligi yapilan ratlarda TQ verilen grupta inflamatuar sitokinler, oksidatif hasari
ve bakteriyel translokasyon salgilanmasini azalttigi, bagirsak ve karacigerde inflamatuar
degisiklikleri engelledigi ve mukozanin yeniden modellenmesinde faydali oldugu sonucunu
elde etmislerdir. TQ’ nun basariyla bakteriyel translokasyonu kontrol ettigi ve bagirsak bariyer
fonksiyonunu iyilestirmede etkili oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan klinik bir ¢alismada romatoid artritli hastalarin ¢orek otu yag ile 2 ay siire ile
2 g/giin doz tedavisinde hastalarin, eritrosit sedimantasyon hizinda, plazmada bakir, {irik asit,
kreatinin, alanin aminotransferaz (AST) ve asparat aminotransferaz (ALT) degerlerinde diisiis
gozlemlenmis, plazmada ¢inko, vitamin E ve vitamin C degerlerinde de artis gdzlemlenmis,
antiinflamatuar aktivite saptanmistir (29).

Tablo 2°de TQ’nun antiinflamatuar etki gosterdigi literatiir ¢alismalar1 gosterilmistir.

Tablo 2. TQ’nun antiinflamatuar etkileri (30)

TQ Verilis Yolu Di'gz;

Konsantrasyon Deneysel Calisma Onemli Bulgular Kay.

Inhibe edilmis
Lokotrien B4 (LTB4)
ve Lokotrien C4
(LTC4) formu ve 5-
LOX islevi, ekzojen
arasidonik asidin 5- (31)
hidroksi
eikoatetraenoik aside
doniistiiriilmesini
baskilayarak islev
gorur.

1,3,10 ve Hiicreye 20 UM Insan kan
100 uM enjekte H hiicrelerinde TQ
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Tablo 2 devami. TQ’nun antiinflamatuar etkileri (30)

3 mg/kg

Intrapertonea
1(iP)

Allerjik astiml

104 mg/kg | f2re modelinde TQ

Akciger hiicrelerinde
inhibe edilmis 5-LOX
ekspresyonu
bronkoalveoler lavaj
sivisi (BALF) ve
akciger dokusunda
LTB4, LTC4 ve Th2
hiicre sitokin
seviyelerini diisiirdii.

(32)

10 uM
3mg/kg

Hiicreye
enjekte,
1P

Lipopolisakkarit
(LPS)’ye maruz
kalan tip 1 ve 2
Diabetes Mellitus
(DM) sigan
modelinde TQ

20 uM
57,5 mg/kg

Hem in vitro hem de in
vivo modellerde
inflamatuar
mediatorlerin
Interlokin-1 beta (IL-
1B) ve Timor nekroz
faktor alfa (TNF- )
seviyelerini diisiirdii.

(33)

10 uM

Hiicreye
enjekte

LPS ile aktive
edilmis sigan mast
hiicrelerinde TQ

20 uM

GATA transkripsiyon
faktorii ekspresyonunu
ve promotor
baglanmasini bloke
ederek Rat bezofilik
16semi (RBL-2H3)
hiicrelerinde LPS
kaynakli proinflamatuar
sitokin inhibe edildi.

(34)

3mg/kg

P

Ovalbumin (OVA)
ile

- duyarlilagtirilmig

gine domuzu

iizerinde TQ

Gelistirilmis akciger
patolojik degisimleri
Azalan IL-4 ve Artan
Interferon (IFN-y)
sitokinleri.

(35)

5,10, 15 uM

Hiicreye
enjekte

Insan osteoartriti
kondrositlerinde

TQ

20 uM

Niikleer faktor kabba b
(NF-KB) ve Mitojenle
etkilesen protein kinaz
(MAPK)’lerin sinyal
yollarini inhibe ederek
inflamatuar mediator
iiretimini dnledi.

(36)

% 0.4’k 5
damla

Burun
mukozasinda
yerlesmis

Allerjik rinit
tavsan modelinde

TQ

Azalan intraepitelyal
inflamasyon
Azalan submukazal
inflamasyon
Azalan goblet hiicresi
hipertrofisi

(37)
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Tablo 2 devami. TQ’nun antiinflamatuar etkileri (30)

Eozinofil aliniminin
yant sira sitokin,
Gz icin OVA-allerjik Immiinglobiilin E (IgE)
% 0.05, 0.1, 0.5 e"ﬂe ‘?mie - konjonktivit (AC) | ve histamin diizeylerini | (38)
yeriesmis farelerinde TQ azaltarak OVA
kaynaklt AC’de okiiler
semptomlar1 azaltti
Allerjik hava yolu BALFI d?l.".l Zaln.ns
- inflamasyonu _ goblet hilcresi
3 mg/kg 1P 104,7 mg/kg Ssteren far hiperplazisi, akciger (39)
gosieten are eozinofili ve Th2
modelinde TQ o
sitokinleri.
Mukozal mast hiicre
proteaz (MMCP-1)
OVA kaynakl1 ekspresyonu azalmasi
13 pg/kg ip 870,9 mg/kg | allerjik ishalin murin Bagirsak hiicre (40)
modeli iizerinde TQ sayisinin azalmast
Tamamen klinik ishalin
derecesini diisiirdii.
Glutatyon (GSH),
Katalaz (CAT),
Siiperoksit dismutaz
A (SOD) ve IL-10 sitokin
5 mg/kg P 57,5 mg/kg KOrI:;Jg; i?]régthg an seviyelerini arttirdi. IL- | (41)
1, IL-6, TNF-a, TFN-y,
PG(2), lipit peroksit
sevitesi (LPO)
seviyelerini diisiirdii.
LPS’ye maruz Co Sl
Hiicreye birakilan sican Iyllestl_rllmls oksidatif
1.25-25uM . 20 uM . - ve inflamatuar (42)
enjekte primer glial cevalar
hiicrelerinde TQ plar.
P38 mitojenle aktive
Insan Romatiod ..Olan prOtei.l n kinaz, .
- hiicre dis1 diizenlenmis
. artrit-Fibroblast .
Hiicreye . kinazlar 4 ve NF-kf-
0-10 uM . 20 uM benzeri - . .
enjekte, L p65'in bloke edilmesi | (43)
5mg/kg . 57,5mg/kg | sinoviyositler (RA-
P FLS) ve RA sican yoluyla IL-1, TNFa,
I~ dz“n do Té MMP-13, COX-2 ve
' PG (2) seviyelerini
diisiirdii.

TIMOKINON’UN TOKSISITE CALISMASI
Darakhshan ve ark. (18) TQ {izerine yaptigi ¢alismada, TQ’nun tedavi edici etkileri

goriilmistir. TQ nun bobrek, karaciger, kalp, akciger ve mide gibi birgok organ sisteminde

olusan oksidatif stres kaynakli hasarlari diizeltebilecegi bildirilmistir. TQ’nun antikarsinojenik,
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antiinflamatuar, analjezik, hipoglisemik, bagisiklik sistemini giiclendirici gibi birgok faydali
etkileri ileri siiriilmekte ve giivenli oldugu bildirilmektedir. TQ’nun toksik etkileri ancak ¢ok
yiiksek dozlarinda gosterilebilmistir. TQ yiiksek dozlarinda segici sitotoksik etki
gostermektedir. TQ’ nun; osteoblast, fare bobrek hiicreleri, insan akciger fibroblastlar1 ve vero
hiicreleri gibi normal hiicrelerde sitotoksisite gdstermeden tiimor hiicrelerini etkili bir bigimde
oldiirebildigi bildirilmistir. Sicanlarda TQ’nun 10-100 mg/kg dozlarda oral alimda toksik ve
letal etkiler gostermedigi bildirilmistir. Yine aymi ¢alismada TQ’nun maksimum tolere
edilebilir dozu IP enjeksiyonda erkek sicanlarda 22,5 mg/kg, disi sicanlarda 15 mg/kg, oral
alimda ise erkek ve disi sicanlarda 250 mg/kg olarak bulunmustur. Ayni1 c¢alismada akut
toksisite testlerinde, TQ’nun farelerde oral 6ldiiriicii doz (LDso) (1,52-3,77 doz araliginda
calisilmustir) degeri 2,4 g/kg olarak ve siganlarda IP LDso degeri 10 mg/kg olarak bildirilmistir.
Ancak, Mansour ve ark. (44) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, TQ’nun 4, 8, 12,5, 25 ve
50 mg/kg P dozlarda serum ALT ve laktat dehidrogenaz (LDH) biyokimyasal parametreleri
degistirmedigi ve 50 mg/kg iizeri dozlarda IP enjeksiyonda toksik etki gdsterdigi ve IP LDso
degeri 90,3 mg/kg olarak bildirilmistir.

Khader ve ark. (13) yaptigi ¢alismada TQ’nun viicutta biyotransformasyona ugramasi
sirasinda olusan ROS’ler oksidatif stresi artirabilmektedir. TQ’nun yiiksek dozlarinda
antioksidan enzimleri tiiketebilmekte ve hepatositlerde DNA hasarina neden olabilmektedir.
B.H. Ali ve ark. (11) ¢orek otu tohumu ve yagi iizerine yaptigi ¢alismada diisiik toksisiteye
sahip odugunu bildirmistir. Uygulama yolunun TQ’nun toksisite sonuglarini etkiledigini
soylemislerdir. TQ nun yiiksek dozlarmin in vivo ¢alismasinda karaciger hasaria neden oldugu
bildirilmektedir. Yiiksek dozda TQ akut uygulanmasi (2 g/kg ve fazlasi) hipoaktiviteye ve
solunum zorluguna neden olmustur.

Abukhader (45) calismasinda TQ’nun siganlarda IP uygulanmasinda sistemik dolagima
geemesi sonucu akut pankreatite neden oldugunu gostermistir. TQ’nun erkek ve disi sicanlar
20, 30 ve 40 mg/kg tek doz IP enjeksiyonunu takiben 5 giin izlenmistir. TQ’nun 30 ve 40 mg/kg
doz uygulamasi sonrasi, 72 saat i¢inde sinirlilik, uykusuzluk, piloereksiyon ve hafif karin
sismesi gibi toksisite belirtileri ortaya ¢ikmistir. Deneyin 3. ve 4. giinlerinde si¢anlarin viicut
agirliginda ortalama 17,3 g azalma gozlenmistir. 20 mg/kg TQ uygulanan disi siganlarin
%25’inde toksisite belirtilerinin goriildiigii, ancak erkek sicanlarin higbirinde bu toksisite
belirtilerinin goriilmedigi bildirilmistir. TQ nun erkek ve disi siganlar 200, 300 ve 500 mg/kg
tek oral dozu takiben 5 giin izlenmistir. Kirk sekiz saat i¢inde agirlikta artis, diyare, hipoaktivite,

hafif karin sisligi ve nefes darligi goriilmiistiir. Sonrasinda, sicanlarin agirliklart normale
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donmiistiir ve toksisite belirtileri deneyin 5. giiniine kadar kaybolmustur. Bir erkek ve disi
siganda 500 mg/kg dozda 6liim goriilmiistiir. Ezzat S. El Daly’nin (46) yaptig1 ¢alismada ¢orek
otu tohumu ekstresinin (50 mg/kg) farelere 5 giin boyunca IP uygulanmasinda bobrek ve
karaciger fonksiyon biyogostergelerini etkilemedigi gosterilmistir.

Zaoui ve ark. (47) yaptig1 bir ¢alismada, ¢orek otunun sabit yaginin 10 mL/kg dozda
oral uygulanmasinda 12 haftaya kadar sicanlarda mortaliteye veya histopatolojik degisikliklere,
ALT, AST ve GSH dahil temel karaciger enzimlerinde 6nemli degismelere neden olmadigi
rapor edilmistir. Ayni ¢alismada siganlara 12 hafta boyunca 2 mL/kg/giin ¢orek otu yaginin oral
dozu verilerek yapilan bir kronik toksisite testinde; histopatolojik modifikasyonlar, ALT, AST
ve GSH dahil karaciger enzim diizeylerinde degisiklikler gézlenmemistir. Serum kolesterol,
trigliserid ve glikoz seviyeleri ve trombosit, lokosit miktar1 kontrol degerlere kiyasla 6nemli
derecede diisiik bulunmustur. Hemoglobin ve hematokrit degerleri 6nemli derecede yiiksek
bulunmustur. Ayrica, kontrol gruptaki hayvanlara kiyasla ¢orek otu yagi verilen grupta viicut
agirlig1 artisinda diisme gozlenmistir.

Gali-Muhtasib ve ark. (48) yaptigi c¢alismaya gore, TQ’nun ardisik 20 giin
uygulanmasinda Balb/c farelerinde oliime yol agmadigi veya ortalama viicut agirliginda
degisime neden olmadigi ve TQ’nun farelerde iyi tolere edilebildigi bildirilmistir. Shoji
Fukushima ve ark. (49) yaptig1 bir caligmada, 14 hafta boyunca 200 mg/kg/giin ¢orek otu yagi
ile verilen erkek si¢anlarin karaciger, bobrek, dalak ve diger organlarda patolojik degisikliklere
neden olmadig1 ve kan biyokimyasmm etkilemedigi ve farelerde ¢orek otu yaginm IP LDso
degeri, 2,06 mL/kg ve oral LDso degeri 28,8 mL/kg olarak bildirilmistir. Al-Ali ve ark. (50)
tarafindan, TQ nun farelerdeki IP LDsg degeri 104,7 mg/kg ve oral LDso degeri 870,9 mg/kg;
sicanlarda ise IP LDso degeri 57,5 mg/kg ve oral LDso degeri 794,3 mg/kg olarak bildirilmistir.

Zaki Tubesha ve ark. (51) yaptigi ¢alismada, TQ’nun nanoemiilsiyon formiilasyonunun
akut toksisitesi erkek ve disi siganlarda arastirilmistir. 44,5 mg TQ iceren preparatin oral yoldan
tez doz uygulanmasini takiben sicanlar 14 giin boyunca incelenmistir. Tiim hayvanlar saglikli
olarak kaydedilmistir. Mortalite ve herhangi bir toksisite gézlenmemistir. Genel davranislar,
viicut agirhigl, yiyecek ve su tiiketimi, organ agirhigi, hematoloji, histopatoloji ve klinik
biyokimyasal parametrelerde degisiklik belirlenmemistir. 44,5 mg TQ igeren TQ’nun
nanoemiilsiyon formiilasyonunun toksik olmadigi sonucuna varilmaistir.

Islam SN ve ark. (52) yaptig1 ¢alismada TQ’ nun temas allerjen oldugu bildirilmektedir.
4 hafta, haftada 2 kez, 2,5 uL ¢orek otu yagina maruz birakilan siganlarda; notrofilleri ve

splenositleri diistirdiigii ve periferal lenfosit ve monositleri arttirdigi bildirilmistir. Khader ve
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ark (13) saf ¢orek otu yaginin topikal kullanimindan sonra makiilopapiiler egzama belirtisine
sahip 2 allerjik temas dermatit vaka raporu bildirilmistir. Temas dermatit vakalarinin, esansiyel
yag iceren ve marketlerde cilt hastaliklarini tedavi edici diye satilan kozmetik ve parfiimlerin
kullanimu ile ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir. Bu vakalar topikal kortikosteroid uygulamasi ile
tedavi edilmistir (53).

Sicanlarda iireme toksisitesi yoniinden gozlenebilen hicbir yan etki géstermeyen doz
degeri IP 15 mg/kg’dir (45). Oral ve dermal maruziyetinde giivenliligine dair bilgi
olmadigindan gebelikte ve emzirme doneminde kullanimi sakincalidir. Yi ve ark. (54) TQ nun
antianjiyogenik etkisi nedeni ile gebelikte kullaniminin sakincali oldugunu ileri siirmiislerdir.

Sican ve kobaylarda, uterus diiz kas kasilmasini doza bagimli inhibe ettigi gosterilmistir.

GOZ

Goz kiiglik, karmasik ¢cok boliimlii bir organdir. Anatomisi, fizyolojisi ve biyokimyasi
ksenobiyotiklere karst olduk¢a dayaniklidir. Asil zorluk, gbziin bu koruyucu bariyerlerini
atlatip ilacin oftalmik hastaliklar1 tedavi etmek icin bolgeye yeterli miktarda ulastirmaktir.
Insan gbzii, 15181 gecirmeye ve kirmaya elverisli iic tabakadan meydana gelmistir. Dig tabakaya,
sert tabaka veya gozaki denir. Bu tabaka tiimsekleserek saydam tabakay1 olusturur. Beyaz ve
tel yapida olan sert tabaka, gozii koruyan bir zardir. Cok damarli bir bag dokusu olan damar
tabaka, iki ytlizlindeki hiicre ortiisii ile gdzyuvarini tam bir karanlik oda haline getirir. Bunun 6n
boliimiinde, kirpiksi cisim kaslari ile kirpiksi bolge yer alir. Kirpiksi bolgenin ¢ok damarli olan
asic1 bagi gergin tutmak i¢in kanla dolan kiiciik piramitler halindeki ¢ikintilara kirpiksi uzanti
adi verilir. Kirpiksi bolgenin uzantist olarak, 6n boliimde damar tabaka renk degistirerek ortasi
delik (goz bebegi) bir diyafram olusturur, bu diyaframa iris ad1 verilir. Rengi insandan insana

degisen iris, goz bebegini biiyiiltiip kii¢iiltmeye yarayan kas tellerini kapsar.

Ag tabaka, goziin liclincli ve ¢ok ince tabakasini olusturur. Bunun arka boliimiinde
bulunan ortast ¢ukur, beyazims1 kiiciik kabarcik (gorme sinir diski) gérme sinirinin girdigi
yerdir ve kor nokta diye adlandirilir. K6r noktanin biraz 6tesinde sar1 leke yer alir. Burasida
distan gelen goriintiilerin en iyi bigimlendigi gérme bolgesidir. Goziin arka kutbuna giren
gorme siniri, damar tabakaya dogru birgok sinir teli halinde yayilir ve ii¢ tabaka halinde dizili
noronlarla sona erer. Birinci tabakadaki noronlar (¢ok kutuplu noronlar) silindir ekseni, gérme
sinirinde siirer; 6n uzantilariysa, ikinci tabakanin gérme néronlarinin silindir eksenlerine bitigir.
Bu tabakada, bir ucu ag tabakanin kirmizi bdliimiine giren, koni ve ¢ubuk bi¢imindeki néronlar

yer alir. Koni ve ¢ubuklarin serbest uclart damar tabakaya yoneliktir. Damar tabakaya gelen
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1s1n 1ginlart kirilir ve agtabaka hiicrelerinin sinir uglarini etkiler (55). Goziin yapist ve énemli

kisimlar1 Sekil 5°te gosterilmistir.

Sklera /
\ Retina
Kornea /
N b

l / :
Gz Bebegi ——> k
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/ I \
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iris /

Siliyer Cisim

Optik Sinir

Sekil 5. insan gozii ve onun 6nemli kisimlari (56)

OKULER ILAC SALIMINDA ENGELLER

Okiiler ila¢ salimindaki baslica engeller ve belirleyici faktorler ilacin fizikokimyasal
ozellikleri, lakrimal s1vidan atilmasi, kornea bariyerleri ve kornea dig1 emilimdir. Kornea epiteli
boyunca ilag taginmasi esasen paraselliiler veya transseliiler yoluyla yapilir. Hidrofilik ilaglar
oncelikle paraseiiler yoldan niifuz eder, lipofilik ilaglar transseliiler yolu hiicreler arasi
bosluklardan pasif veya kolaylastirilmis difizyonu tercih ederler. Lipofilik 6zelligi, ¢oziliniirliik,
molekiiler boyut ve sekil, yiik ve iyonizasyon derecesi de korneadaki penetrasyon yolunu ve
oranin1 etkiler. Cozelti, siispansiyon ve lipozom gibi sivi dozaj formlarmin ¢ogu ya
konjonktival keseden nazolakrimal kanala bosaltilir ya da ilaglarin zayif biyoyararlanimiyla
sonuglanan prekorneal alandan temizlenir. Ilaglar esas olarak ¢dzelti drenaji, lakrimasyon ve
g6zlin konjonktivalarina verimsiz emilim yolula prekorneal lakrimal sividan elimine edilir. Bu
faktorler ve kornea bariyeri topikal olarak uygulanan ilacin géze niifuzunu sinirlar ve uygulanan
ilacindan az kismi g6z i¢i dokusuna ulasir. Asagida temel goz bariyerlerinin kisa

bilgilendirilmesi yapilmistir (56).
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Kornea

Kornea, goziin en 6n kisminda yer alan 15181 odaklamak ve gozii dis etkenlerden
korumak icin 6zellesmis saydam ve egimli bir dokudur. Korneanin 6n yiizeyi, goziin temel
kirict bileseni olup digeri ise lenstir. Kornea ve lens dis ortamdan gelen 15181n etkin bir sekilde
retinaya ulagsmasini saglar. insanlarda, kornea goziin dis yiizeyinin 1/6'sin1 olusturan oval bir
yapidir. Disaridan olciildiiglinde yatay capi yaklasik 12.6 mm, dikey c¢ap1 ise yaklasik 11.7
mm'dir, ortada kalinligr 0.5 mm, kenarinda ise 1.2 mm'dir. Kornea, 15181n net bir sekilde
kirinimi i¢in saydam olmak zorundadir. Bu nedenle yapisinda kan damarlar igermez.

Kornea, ilag molekiillerinin yolunu sinirlayan mekanik bir bariyer olusturur. Yiiksek
lipit igeriginden dolayi, epitelyum ve endotel, hidrofilik molekiillerin gegisine engel
olusturdugu diisiiniilmektedir. Dahasi, korneal epitel hiicreleri arasindaki siki baglantilarin
varlig1, paraselliiler ila¢ niifuzunu geciktirir, bdylece hidrofilik ve iyonize molekiillere
korneanin gecirgenligini sinirlar. Ote yandan, kollajen fibrillerinin tabakali bir diizeninden
olusan bir hiicre dis1 matristen olusan stroma, bu katin lipofilik molekiillerin gecirimsiz
olmasimi saglayan yiiksek su igerigi ile karakterizedir. Genel olarak, bu ii¢ katmana niifuz
edebilmek i¢in molekiillerin, ayn1 yapida hidrofilik ve lipofilik o6zelliklerin varligi ile
karakterize edilen bir amfifilik dogasina sahip olmasi gerektigi goriinmektedir. Negatif yiikli
olan kornea, fizyolojik pH'da anyonlardan ¢ok katyonlara kars1 daha gecirgendir.

Kornea ile goz mercegi arasindaki odacikta (6n kamara) saydam bir sivi bulunur. Siirekli
olarak {iiretilen bu saydam s1vi, kornea ile irisin birlestigi kosedeki acikliktan Schlemm kanali
ile kana karigir. Bu sivinin basinc1 viicudumuz tarafindan ayarlanmaktadir. Gz kiiresinin ig¢i,
jelatin kivaminda saydam bir madde (corpus vitreum) ile doludur. Kornea; epitelyum, Bowman
tabaka, stroma, Desement membrani ve endotelyum olmak tizere 5 tabakadan olusmaktadir (55,

57).

Kornea epiteli: Kornea embriyolojik olarak saglar, tirnaklar ve deri gibi ektoderm
kokenlidir, bu nedenle siirekli olarak yenilenir. Bu katman korneanin en dis tabakasidir. Bes
kat hiicreden olusur. En altta yer alan hiicreler ve korneay1 ¢evreleyen hiicreler ¢ogalir. Bu
hiicreler yukar1 katlara dogru ilerleyerek yasl hiicrelerin yerini alirlar, bdylece kornea epiteli
yaklasik iki haftada bir yenilenir.

Kornea epiteli dogal lipofiliktir ve kiiclik molekiiller i¢in secici bir membran gibi etki

gosterir, ayn1 zamanda paraseliiler yol ile makromolekiillerin diflizyonunu da 6nlemektedir.
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Lipofilik ilaglar kornea epitelinden transseliller ve hidrofilik ilaglar paraseliiler olarak

gecgebilmektedirler (55, 57).

Dis simirlayici tabaka (Bowman zari): Kolajen liflerinin diizensiz olarak sikismasi
sonucu meydana gelir. Epitel hiicreleri Bowman zarina sikica yapigmistir, korneaya yapisal
destek saglar. Travma ve bakteriyel invazyona karsi koruyucu bir tabakadir. Gergek bir

membran degildir ve epitel hiicreleri Bowman zarina sikica yapisir ve korneaya destek saglarlar

(55, 57).

Kornea stromasi: Kornea kalinligini olusturan saydam bir yapidir. Diizenli bir sekilde
siralanmis kolajen liflerinin olusturdugu 100 kadar tabakadan olusur ve yiiksek hidrofilik
ozellik gosterir. Iceriginde keratosit denilen hiicreler seyrek olarak yer alir. Bu tabaka hasar
gordiigiinde iyilesme genellikle saydamlik kaybina ve/veya kornea egimi degisikliklerine yol

acarak gormeyi olumsuz olarak etkiler. Ayni zamanda korneanin seffafligini saglar (55, 57).

I¢ simirlayicr tabaka (Descement membram): Kornea endotel hiicrelerinin salgiladig
bir bazal zardir. Hasarlanmasi veya hastaliklanmasi sonrasinda kornea endoteli zarar gorerek

korneada 6dem gelisir (55, 57).

Kornea endoteli: Korneanin en igteki tabakasidir. Altigen seklinde, tek katman olarak
siralanmis hiicrelerden olusur. Hiicreler birbirlerine siki baglar ile yapismistir. Yar1 gecirgen
bir zar iglevi goriir. Hiicrelerin yanal yiizlerinde yer alan pompa enzimleri sayesinde kornea
stromas1 su igerigi sabit tutulur. Bu hiicreler kan veya lenf sivisi ile degil goz ici sivist ile

temastadir ve embriyolojik koken olarak da damar endotelinden farkli kokenlidir (55, 57).

Gozyasi

Gozyasi; kornea ve konjonktiva epitelini orten, gdz ylizeyini koruyan, elektrolitler, su,
miisin, vitamin A, lizozim-laktoferrin gibi antimikrobiyal proteinler igeren, yaklagik 7-10 pm
kalinliginda ultra ince akdz-miisin jel yapisinda bir tabakadir. Gorevleri arasinda kiiciik ylizey
epitel diizensizligini ortadan kaldirarak korneay1 diizgiin optik yiizey haline getirmek, kornea
ve konjonktiva hassas yiizey epitelini 1slatip korumak, mekanik yikama ve antimikrobiyal
aktivite ile mikroorganizmalarin {iremesini inhibe etmek, korneaya gerekli besleyici maddeleri

saglamak sayilmaktadir.
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Gozyasinin fiziksel Ozellikleri ve igerigi Tablo 3’te gosterilmistir. Bunlar; pH’s1
ortalama 7,35 olup, 5,20 ile 8,35 arasinda degigsmektedir, osmolaritesi ortalama 302 mosm/L,
hacmi 7 pl’dir. Dakikada ortalama 1,2 pl olarak tiretilmektedir. Refraktif indeksi 1,136°dir. Kan
glukoz ve iiresindeki degisiklikler gozyasina da yansimaktadir. Normal kosullarda gozyasi
izotoniktir (58).

Gozyasi film tabakas1 miisin, ak6z ve lipit olmak iizere {i¢ tabakadan olusur (Sekil 6).

Lipit tabaka

AkGz Y
tabaka v B

Miisin A s
tabaka L MR

Epitelyum
Sekil 6. Gozyas film tabakasi (59)

Miisin tabaka: Gozyas1 film tabakasinin, en i¢ tabakasini olusturur. Yiizeydeki kornea
ve konjonktiva epitel hiicrelerinin yiizeyini orter. Kalinligr yaklasik 0,5 mikrondur. Miisin
tabaka en fazla konjonktivadaki goblet hiicreleri olmak {izere, konjonktiva ve kornea epitel
hiicreleri, ¢cok az miktarda ise Henle kriptleri ve Manz bezleri tarafindan salgilanmaktadir.
Miisin tabaka fonksiyonlar1 (60);

e Okiiler yilizeyin lubrikasyonunu saglamak, g6z kirpma sirasinda olusabilecek
travmalardan korumak,

e Hidrofobik olan kornea epitelini hidrofilik hale ¢evirmek bdylece gézyasiin okiiler
yiizeye dagilmasini saglamak,

e Yiizey gerilimini lipit tabakasinin yardimi ile azaltmak ve bu yolla gézyasi filminin
stabilitesini saglamak,

e Ddkiilen epitel hiicrelerini, yabanci maddeleri ve bakterileri yakalamaktir.

19



Akoz tabaka: Gozyas: film tabakasiin orta kisminda yer alir. Kalinlig1 en fazla olan

tabakadir, yaklagik 8 mikron kalinligindadir. Akoz tabakada; elektrolitler, proteinler, biiyiime

faktorleri, vitaminler, antibakteriyel molekiiller, sitokinler, immiinglobulinler ve hormonlar

bulunmaktadir. Bu igerik okiiler yilizeyin beslenmesini ve korunmasini saglar. Akoz tabakanin

fonksiyonlar (60);

Avaskiiler kornea epiteline oksijen ulagtirmak,

Epitel saglig1 i¢cin gerekli olan uygun elektrolit bilesimini saglamak,
Okdiler ylizeyi enfeksiyondan korumak,

Kornea yilizeyindeki anlik diizensizlikleri ortadan kaldirmak,
Gozyasinda olusan debrisi yikamak,

Kornea ve konjoktiva epitel hiicrelerinin fonksiyonlarini diizenlemek,

Hiicre hareketini saglayan ortam olusturmaktir.

Lipit tabaka: Gozyasinin en dis kisminda yer alir ve 1 mikron kalinligindadir. En

onemli gorevi akdz tabakanin buharlagsmasina engel olmaktir. Ayrica gozyasinin cilde

yayllmasini Onler ve antibakteriyel o6zelligi oldugu disiiniilmektedir. Lipit tabakanin

fonksiyonlar1 (60);

Akdz tabakasinin buharlagsmasini engellemek,

Gozyas! stabilitesini saglamak,

Diizgiin okiiler yiizey olusturarak net gormeye katkida bulunmak,

Gozyasmin tasmasini engelleyen hidrofobik bariyer olusturarak cildin gozyas: ile

temasini Onlemektir.

Tablo 3. Gézyasinin fiziksel 6zellikleri, bilesenleri ve gozyasinda bulunan
elektrolitler (60)

Fiziksel ozellikler pH 7.4(7.2-1.7)
Ozmatik basing 308 mOsm/kg
Gozyasi bilesenleri Su %98.2
Solidler %1.8
Elektrolitler Na 120-170 mmol/L
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Tablo 3 devam. Gozyasimin fiziksel ozellikleri, bilesenleri ve gozyasinda bulunan
elektrolitler (60)

K 26-42 mmol/L
Cl 120-135 mmol/L
HCOs 26 mmol/L
Mg 0.5-1.1 mmol/L
Ca 0.3-2 mmol/L

OKULER ILAC UYGULAMA YOLLARI

Viicudun diger bolgelerine ila¢ uygulanmasi ile karsilastirildiginda, goze ilag
uygulanmasi, ¢esitli okiiler bariyerlerin getirdigi 6énemli zorluklarin {istesinden gelmelidir.
Goziin benzersiz fizyolojisi ve fizikokimyasal kosullari nedeniyle ilag hedeflendirilmesinin en
narin yollarindan biridir. Goze ilag uygulanmasinin yaygin yollar1 Sekil 7°de gosterildigi gibi
topikal, subkonjonktival, intravitreal, retrobulbur ve intrakameraldir (61), ayrica uygulamardan
sonra ilacin okiiler dokulara dagiliminin akis semas: Sekil 8’de gosterilmistir. Bu

uygulamalarin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 4’te bahsedilmistir.

Topikal Uygulama

Topikal uygulama ¢ogunlukla g6z bolmelerine merhemler, jeller, emiilsiyonlar veya
stispansiyonlar seklinde uygulanip 6n segment hastaliklarinin tedavisinde kullanilir. Uygulama
kolaylig1 ve diisiik maliyet nedeniyle topikal uygulama en ¢ok tercih edilen yontem olmaya
devam etmistir. Topikal olarak uygulanan ilaglarin ¢cogunda etki alani genellikle kornea,

konjunktiva, sklera ve 6n segmentin iris ve siliyer cisim gibi diger dokularin farkli katmanlardir

(61).

Sistemik Uygulama

G0z i¢in sistemik ila¢ uygulamasinda, kan-ak6z bariyer ve kan-retinal bariyer, sirasiyla
on segment ve arka segment okiiler ila¢ hedeflendirilmesinde baslica engellerdir. Ilac1 sistemik
uygulama yoluyla retinaya vermek ideal olsa da, kan-retina bariyeri nedeniyle hala bir

zorluktur; kan retina bariyeri ilacin kandan retinayla gegisini engeller (61).
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Oral Uygulama

Oral ilag¢ kullanim1 tek basina veya topikal yolla birlikte kullanilmasi aragtirilmig sadece
oral ila¢ kullanimiyla posteriyor segmentte terapotik ilag konsantrasyonu elde edilememistir.
Oral ila¢ kullanimi, parenteral yoldan karsilastirildiginda, kronik retinal hastaliklarin
tedavisinde hasta tarafindan tercih edilen bir yoldur. Ancak hedeflenen okiiler dokularin
birgogu icin sinirl erisilebilirlik ve istenilen dozda terapdtik etkinlik saglayabilmek i¢in yliksek
doz gerekmektedir bu da oral uygulamay1 sinirlandirmaktadir. Bu dozlar sistemik yan etkilere,
toksik etkilere neden olabilir (61).

A vitamini, saglikli gézlerin gdzyasi filminde dogal olarak bulunan 6nemli bir besindir.
A vitamini, gozyasi filmi i¢in ¢cok 6nemli olan gézyas1 filminin en i¢ kayganlastirict tabakasi
olan miisin tabakasinin iiretiminde énemli bir rol oynar. A vitamini eksikligi, miisin tabakas1
kaybina ve goblet hiicresi atrofisine yol agar (62). A vitamini damlalari, gozleri serbest
radikallerden, toksinlerden, alerjenlerden ve iltihaplardan korur. Kseroftalmi tedavisinde A
vitamini sistemik uygulamasiyla birlikte yapilan topikal retinoik asit tedavisi uygulanmistir
(63). Tek basina etkili bir veya daha fazla retinoid, farmasotik olarak kabul edilebilir bir
oftalmik ara¢ i¢cinde dagitilabilir ve kuru géz hastaliginin etkin tedavisi i¢in topikal olarak
uygulanabilir.

Giniimiizde, g6z doktorlar1 tarafindan esansiyel yag asitleriyle oral destek
onerilmektedir (64). Esansiyel yag asitleri eikosanoidlerin Onciileridir, yerel olarak etki
gosteren hormonlar, yangil siireglerde rol oynamaktadir (65). Esansiyel yag asitleri, iltihab1
azaltarak ve meibom lipitlerinin bilesimini degistirerek kuru g6z hastaligi hastalarina fayda
saglayabilir. Klinisyenler kuru g6z hastaliginin rahatlamasini saglamak i¢in omega-3 yag asidi
diyetinin alimini 6nerirler (66). Ozellikle kuru gozler igin pazarlanan bazi omega-3 jel
kapsiilleri 6rnekleri Thera Tear ve Bio Tears’1 igerir.

Rasid ve ark. (67) Massachusetts Goz Arastirma Enstitiisiinde ilk kez, belirli bir yag
asidinin topikal olarak uygulanmasinin, kuru géz hastaligi belirtilerinin tedavisinde yararl
oldugunu gostermistir. Topikal a-linolenik asit tedavisinin hem g6z hem de molekiiler
seviyelerde kuru goz ve iltihaplanma degisiklikerini 6nemli 6l¢iide azalttigi bulunmustur. Bu
nedenle, a-linolenik asitin topikal uygulamasi, kuru géz hastaligindaki klinik bulgular1 ve

yangil degisiklikleri tedavi etmek i¢in yeni bir tedavi yontemi olabilir.
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Kan-retinal bariver

Akodz humor Sklera

Koreid

Retina

Korneal epitelyum Merkezi retina

-

Kornea

Konjunktival epitelyum

Konjunktiva ’2 -
// 3c

Sekil 7. Cesitli okiiler bariyerleri ve ila¢ verme mekanizmalarini gosteren goz anatomisi:

(1) topikal uygulama, (2) intravitreal enjeksiyon, (3) periyodik enjeksiyonlar [(3a)
subkonjunktival, (3b) peribulbar, (3c) subtenon, (3d) retrobulbar] ve (4) sistemik

uygulama (68)
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Sekil 8. Okiiler ila¢ salimindan sonra ilacin okiiler dokularda hareket ve dagiliminin akis

semasi ve ilacin farkh okiiler bolmelerde emilimini etkileyen faktorler

Periokuliiler ve Intravitreal Uygulama

Hastalarin tercih ettigi yol olmasa da, bu yollarla arka segmentte topikal ve sistemik

uygulamanin yetersizliginin giderilmesi i¢in kullanilir. Periokiiler yol, subkonjunktival,

subtenonlar, retrobulbar ve peribulbar uygulamasini igerir ve intravitreal yola kiyasla daha az
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invazivtir. Subkonjunktival enjeksiyonda, suda ¢oziiniir ilaglarin gegirgenligi i¢in hiz sinirlayici
bir bariyer olan konjonktival epitel bariyer gegilerek ilag uygulanir. ilag soliisyonlari, skleraya
yakin bir yere uygulanir ve yiiksek retinal ve vitreal konsantrasyonlar elde edilir. Periokiiler
enjeksiyonlarin aksine, intravitreal enjeksiyon, molekiiller dogrudan vitreusa uygulandigindan
farkli avantajlar sunar. Diger yollardan farkli olarak, intravitreal enjeksiyon vitreus ve retina

icin daha yiiksek ila¢ konsantrasyonlari saglanir (61).

Tablo 4. Goze ila¢ uygulama yollarinin bazi avantaj ve dezavantajlar: (69)

Uygulama Yolu Avantajlar Dezavantajlari

Arka segment icin yetersiz
salim, nazolakrimal drenaj ve
ilacin okiiler ylizeyde kisa
temas stiresi

Ilag salim1 icin uygun ve
Topikal hasta uyuncunun iyi oldugu
uygulama yolu

G0z damlasina gore fazla [lacin retinada kotii
Sistemik miktarda salim yapmak i¢in | biyoyararlanimi ve sistemik
uygulama yolu absorbsiyon
flag dogrudan enjeksiyonlar Katarakt, endoftalmi ve
Intravitreal ve implantlar seklinde vitroz | kanama gibi sorunlar yan etki
ve retinaya uygulama yolu olarak ortaya ¢ikabilir

Goziin hem 6n hem de arka
segmentine ila¢ salimini
saglar ve depo
formiilasyonlarinin
kullanilmasida elverisli
uygulama yolu

Konjunktival ve koroidal
dolasim bu uygulama i¢in
kisitlayici foktor olabilir

Subkonjunktival

Arka segment hastaliklarinin
tedavisi i¢in ilag verilir,
Retrobulber yiiksek dozda anestezik ilag
uygulamasina imkan
saglayan uygulama

Kanama, goz
kiiresiperforasyonu ve
solunum durmasi gibi
sorunlara yol agabilir

On segmentte yiiksek ilag
konsantrasyonu ile goz
damlalarinin kullanilmasina
Intrakameral gerek duyulmaz ve topikal
steroid tedavisinde kornea
ve sistemik yan etkileri
azaltan uygulama

Toksik arka segment
sendromuna sebep olabilir ve
toksik endotel hiicre yikimi
sendromuna sebep olabilir
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Tablo 4 devam. Goze ila¢ uygulama yollarinin bazi avantaj ve dezavantajlari (69)

Subkonjunktival kanama ve
kemozis bu uygulama i¢in
kasitlayici faktordiir

Vitréz hiimorde yiiksek ilag

Subtenon -
konsantrasyonu saglar

GOZE ETKiN MADDE SALIMI, KiNETiGi VE BiYOYARARLANIMI

Etkin maddeler okiiler dokulara, kornea veya kornea dis1 yoldan girerler. Korneal yol,
inflamasyon, enfeksiyon ve glokom gibi atrerior segmenti etkileyen hastaliklarda énemli rol
oynar. Kornea epiteli hiz sinirlayici bariyer olarak davranir. Pasterior segmentte ise kan-retina
bariyeri, etkin maddenin kandan ¢ikip retina gibi dokulara ulagmasini engeller. Bu bariyer,
retina pigment epiteli ve retinal duvarlardan olusur.

Gozyasindan diger dokulara etkin madde tasinmasi baslica iki faktérden etkilenir;
tastyici sistemin kornea ile temas zamani ve korneanin etkin madde gegirgenligi. Korneadan
etkin madde, pasif difiizyon, kolaylastirilmis difiizyon veya aktif tasima ile geger. Pasif
difiizyon tastyicilara bagli degildir. Daha ¢ok partisyonu belirleyen fizikokimyasal
ozelliklerden etkilenir. Kornea ¢ok sik1 bir bariyerdir ve gecirgenlik hiz1 107-10" cm/sn’dir.
Topikal uygulanan etkin maddelerin biyoyararlanimi kiiciik molekiiller i¢in bile %5°1 gegemez.
Ancak, yiiksek lipofilik maddeler (log P>3); log P’si (lipit-su partisyon katsayisi) 2-3 olan
maddelerden daha zor gegerler. Clinkii lipofilik epitelden gegisleri, hidrofilik stromaya gelince
yavaglar. Kornea gecirgenligi, pasif difiizyon ve aktif tasimanin bilesimidir. Aktif tagima
ozellikle hidrofilik bilesiklerde 6nemli rol oynar (70).

Goz galismalarmin insanda yiiriitiillmesi zordur. Bu yilizden tavsan ve domuzlarda in vivo
caligmalar yiiriitilmektedir. Bu modellerin insana benzer yonleri oldugu kadar, géz kirpma
siks181 gibi cesitli farkliliklar: da vardir. Siklosporin A ile yapilan bir ¢caligmada insan ile tavsan
arasinda kornea gegirgenligi agisindan bir farklilik gézlenmemistir (71).

Goze uygulanan etkin maddelerin tek ve iki kompartmanli olmak iizere iki temel Kinetik
modeli oldugu saptanmistir. Tek kompartmanli modelde uzun siireli tayinlerde, bir takim
sapmalar gozlenmistir. Bu modelde etkin madde korneaya ¢ok hizli bir sekilde penetre oluyor
gibi goziikiir. Gozin iki temel kompartmandan olustugu kabul edilen modele gore, ilk
kompartman prekorneal alandir, ikinici kompartman ise akdz hiimordiir. G6ze uygulanan bir
etkin madde Once gbozyasi ile karsilasmakta daha sonra korneadan penetre olmaktadir. Tavsan
goziinde yapilan bir ¢aligmada, pilokarpinin prekorneal alandaki davranisi asagidaki gibi

aciklanmustir:
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1. Korneal alan
2. Prekorneal alan
e Drengj
e Normal gozyasi devri
e lag-protein etkilesimi
e Konjonktival emilim
e (Gozyasi buharlagmast
Bu faktorler, etkin maddelerin gozdeki biyoyararlanimini etkileyip, korneadan emilim ile
yarismaktadirlar.  Tlacin  korneaya gegisi, prekorneal konsantrasyon, korneadaki
konsantrasyonun altina diistiigiinde kesilmektedir. Drenaj, hem dozu kontrol etmekte hem de
kornea epitelinde etkin maddenin tepe konsantrasyona ulasmasina engel olmaktadir. Yapilan
calismalar etkin madde uygulanmasini takip eden ilk bes dakikanin ¢ok 6nemli oldugunu
gostermistir (72).
G0z preparatlarinda biyoyararlanim, etkin maddenin emilim hiz ve derecesine baglidir
ve bunu dort ana faktor belirler;
1. Uygulamaya iliskin etkenler
2. Fizyolojik etkenler
3. Etkin maddeye ait etkenler
4

. Formiilasyona ait etkenler

Uygulamaya iliskin Etkenler

Kisa araliklarla ¢ok wuygulamanin, go6zyas1i filmindeki etkin etkin madde
konsantrasyonunu arttirmasina ragmen, lakrimal drenajla ortamdan uzaklastiriliyor olmasi
avantajin1 ortadan kaldirmaktadir. Alisilmis goz preparatlart olan ¢ozelti, siispansiyon ve
merhemler géze uygulandiginda gz, savunma mekanizmalarini harekete gegirerek kendisini
korumaya ¢alismaktadir. Insan gdziiniin normal kosullarda 10 pL s1v1 tutabildigi belirtilmistir.
Genel olarak g6z damlalarinda kullanilan damlalik, ortama 50 ila 75 pL s1ivi damlatmaktadir.
Oysa goziin, gozyast hacminden fazla sivi tutma yetenegi sinirlidir. Boylece gézyasindaki etkin
madde konsantrasyonunu, géze damlatilan miktarin ortalama dortte birine diismekte ve etkin
maddenin 6nemli bir kism1 gbzden atilmaktadir. Ayrica, merhem tipi bir preparat uygulaniyorsa
gormede bulaniklik olmaktadir. Sonug olarak, goze topikal olarak uygulanan maddelerden %

1-10 civarinda bir biyoyararlanim saglanir ki, bu oldukg¢a diisiik bir seviyedir ve etkin tedavi
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icin hasta sik etkin madde uygulamak zorunda kalmaktadir. Hasta uyuncu agisindan zor olan

bu durum, ayn1 zamanda yan ve toksik etkilerin de ortaya ¢ikmaya sebep olmaktadir (73, 74).

Fizyolojik Etkenler

Insanda gdzyast sivis1 6 dakika bir yenilenmektedir. Inflamasyon, iilserasyon, yaniklar
gibi ¢esitli travmalar korneanin biitiinliiglini bozar. Bunun sonucu olarak goz,
mikroorganizmalara kars1 savunmasiz bir hal almakta ve biitiinliigii bozulmus korneadan ekin
maddelerin gegisleri de degismektedir.

Proteine baglanan etkin maddeler; protein-etkin madde kompleksin biiytikligi
sebebiyle kornea epitelinden gecememekte ve boylelikle emilimleri de ger¢eklesmemektedir.

Bazi etkin maddeler de prekorneal alanda metabolizasyona ugrayabilmektedirler. Diger
baz1 biyolojik sivilarda oldugu gibi gozyasinda da lizozomal enzimler bulunur ve etkin

maddenin par¢alanmasina sebep olabilmektedirler (75).

Etkin Maddeye Ait Etkenler

Caoziiniirliik ve partisyon katsayis1: G6zden emilimi etkileyen en 6nemli faktdrlerden
birinin etkin maddenin yagda veya sudaki coziiniirliigli oldugu bilinmektedir. Yagdaki
¢Oziinilirliigl fazla olan bir madde i¢in stroma, suda ¢oziiniirliigii fazla bir madde icin ise kornea
epiteli, hiz sinirlayici bir membran gibi davranmaktadir. Dolayisiyla lipofilik olan maddeler,
kornea epitelini kolayca ge¢mekte ancak hidrofilik olanlara karsi direng gozlenmektedir.
Kismen lipofilik maddelere kars1 kornea epiteli %50, stroma ve endotelyum %25 direng

gostermektedir (75).

Molekiil agirhg ve etkin maddenin kimyasal sekli: Genel olarak 500 g/mol’den
biiyiikk bilesiklerin gézden az absorplandigi belirlenmistir. Molekiil agirligi daha biiyiik
olanlarin, biyoyararlanim iizerinde 6nemli etkilerinin olmadig1 belirtilmistir. Kimyasal seklin
degismesi Ornegin baz, tuz veya ester sekline doniistiiriilmesi ¢oziiniirliigli ve dolayisiyla

biyoyararlanimi etkilemektedir. On ila¢ yaklasimi bu prensibi temel almaktadir (76).
Formiilasyona bagh etkenler: Goz preparatlarinin  genis bir pH araliginda

hazirlanmalart mimkiin degildir. Fizyolojik pH degerlerinden uzaklastikca gbzyasi

salgilanmasi artmakta ve etkin madde kayb1 goriilmektedir. Biitiin g6z preparatlarinin pH’sinin
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noétre yakin olmasi istenmektedir. pH aside dogru kayarsa gozyasi salgisi1 artmaktadir. pH 7,4’
de pek ¢ok zayif bazik etkin madde non-iyonize haldedir, dolayisiyla emilimleri fazladir.
Formiilasyondaki yardimci maddeler, gézde kalis siiresinin arttirarak veya kimyasal
modifikasyonlara sebep olarak ya da polar olmayan etkin maddelerin yiizey gerilimlerini
diisiirerek daha iyi absorplanmasini saglamaktadirlar. Bu yardimci maddelerin bir kismi kornea
epitelinin biitinliigiini de etkilemektedir. Okiiler formiilasyonlarda istenilen 6zellikler (77);
1. Etkin maddenin gbzde kalis siiresini uzataraki etkisini arttirmak ve istenen
biyoyararlanimi saglamak
2. Okiiler doku ve sivilardaki etkin madde konsantrasyonunda biiyiik oynamalari
onlemek
3. Yan etkileri engellemek
4. Uygulama sayisini azaltmak

5. Hastaya kolaylik saglamak ve yasam kalitesini arttirmaktadir.

GOZE TOPIKAL iLAC HEDEFLENDIRILMESI

Goze topikal ila¢ hedeflendirilmesi, cesitli goz hastaliklarinin tedavisinde oftalmik
ilaglarin uygulanmasi i¢in uygun bir zemin ayarlar ve bu nedenle topikal uygulama en popiiler
ve erigilebilir uygulama yoludur. Goze topikal ila¢ uygulamasinin birgok avantaji olmasina
ragmen, ila¢ hedeflendirilmesinde, gozii korumak i¢in mevcut olan goze ilaglarinin girisini
smirlayan bir¢ok anatomik, fizyolojik ve biyolojik faktorler nedeniyle diisiik biyoyararlanim
dezavantaji bulunmaktadir. G6z kapasitesi ancak siirli hacimde kalabilir. Hem normal olarak
tiretilen hem de harici olarak verilen fazla sivi, goz tarafindan hizla bosaltilir (78).

Genel olarak hasta uyuncu i¢in, tercih edilen topikal okiiler ila¢ uygulama sistemlerinin
bulanik gérme ve tahrise neden olmadan g6z damlasi formunda olabilecegi diisiiniilmektedir
(79). Goz damlasi gibi geleneksel okiiler ila¢ uygulama sistemlerinin biyoyararlanimi ¢ok
zayiftir ¢linkii goz, goziin hedef bolgesi igindeki etkin bir ila¢ konsantrasyonunun elde
edilmesini zorlastiran bir dizi karmasik savunma mekanizmasi tarafindan korunmaktadir. Géze
uygulanan ila¢ formiilasyonlarinin viskozitesinin artirilmasiyla, verimsiz absorpsiyonun
giderilmesi saglanabilir. Artan viskozite drenaj oranimi disiirebilir, prekorneal alanda kalma

sliresini uzatabilir ve gdzdeki absorbsiyonu artirabilir (80).

llag gecisi acisindan, goziin dért hedef bolgeye sahip oldugu kabul edilebilir (78);

e (G0ziin 6n-goz yapilari, 6rnegin konjunktiva ve goz kapaklari
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e Kornea
e On ve arka kamarayla ilgili dokular
e Vitroz bosluk

GOz Oniine topikal uygulama 6n okiiler, kornea ve anterior / posterior bolgelere
farmakolojik ajanlarin verilmesinde kullanilabilmektedir. Goziin 6n yapilarinin bozukluklarini
tedavi etmek i¢in topikal okiiler uygulama, diger ila¢ uygulama yollarina gore dort ana avantaj
sunmaktadir:

e ilag etkileri lokalizedir ve sistemik dolasima daha az ilag gegisi olur

e Sistemik uygulama ile ulasilmasi zor olan goz icine ila¢ hedeflendirilmesini
kolaylastirir

e Hepatik ilk ge¢is metabolizmasini dnler

e Nispeten kullanisli, basit ve agrisiz bir yontemdir.

Goze topikal ilag uygulamalar1 konjonktivadan emilim yiiziinden noninvaziv bir yol
olarak kabul edilir ¢iinkii konjunktiva i¢ine giren ila¢ goz i¢i segmentlerden ziyade genel kan
dolagimina erigsmektedir. Konjunktivaya ek olarak, nazolakrimal kanalin ilacin sistemik
emilimine katkida bulundugu bilinmektedir. Sistemik absorpsiyon, posterior segment
hedeflendirilmesi i¢in bir engel olusturmadigi icin elde edilen intraokiiler ilag miktar1 genellikle

etkin konsantrasyonun altinda olmaktadir (81).

OKULER YUZEYE UYGULANAN DOZAJ FORMLARI

Cozeltiler

Oftalmik ¢ozeltiler géze damlatma ile uygulanan steril ¢ozeltilerdir. Ayn1 zamanda bu
dozaj formlarinda antimikrobiyal ajan ihtiyaci, ozmolarite, tamponlama, viskozite ve uygun
ambalajlama gibi diger farmasotik faktorler dikkatle incelenmektedir. Polimeler ¢ozeltiler,
etkin madde ¢ozeltisine polimer ilave edilince ¢ozeltinin viskozitesi artar bundan dolayi
biyolojik membranlardan gegemezler ve gézde uzun siire kalabildikleri i¢in etkin maddenin
kornea ile temas zamanini uzatarak biyoyararlanimini arttirirlar. Polimerin cinsine ve
konsantrasyonuna bagli olarak degisik ¢ozelti tipi sistemler hazirlanabilir. Bunlar baslica,

viskoz ¢ozeltiler, biyoadezif hidrojeller ve in situ jellesen sistemlerdir (82).

Emiilsiyonlar
Okiiler emiilsiyonlar genellikle etkin maddenin bir yag fazinda ¢oziilmesi ya da

dagitilmasi, ylizey etkin madde eklenmesi ve su ile karistirilarak su i¢cinde yag emiilsiyonu
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olusturulmasiyla hazirlanmaktadir. Etkin madde emiilsiyon iiretim siirecinin baglangicinda
¢coziinebildigi faza ilave edilebilir veya emiilsiyon uygun bir dispersiyon islemi ile

hazirlandiktan sonra formiilasyona eklenebilmektedir (83).

Siispansiyonlar

Etkin maddenin istenen ¢oziicii igerisinde ¢oziinmedigi veya ¢ozeltisinin stabil olmadigt
durumda oftalmik silispansiyonlar kullanilmaktadir. Ancak siispansiyonlarin bir dezavantaji
ilacin konsantrasyonu, ¢oziiciide dagildigr i¢cin uygun dozlama yapilamamasi durumu soz
konusu olabilmektedir. Siipansiyonlarda ki ¢6ziinmeyen etkin maddenin, kornea tahrisine veya
c¢izilmesine neden olmamasi i¢in mikronize bir formda olmasi gerekmektedir. Siispansiyonlar,
yaygin olarak, uygun bir sulu ¢oziiclide mikronize ilag tozu (10 pm'den kii¢iik ¢apta) dagitilarak
formiile edilmektedir. Cap1 10 um {iizerinde partikiil boyutuna sahip siispansiyonlar gbze
uygulandiktan sonra gdzde yabanci bir viicut hissi ile sonuglanarak refleks gézyasi olusumuna,
g6z dokusunda hasara neden olabilir. Pargacik boyutunda azalma genel olarak hasta konforunu

ve siispansiyon formiilasyonlarinin kabul edilebilirligini arttirir (83).

Merhemler

Oftalmik merhemler bircok oftalmik ¢ozeltiye kiyasla ilacin goz yiizeyiyle temas
siiresini uzatmaktir, fakat oftalmik merhemlerin gérmede bulanikliga ve goz kapaklarinin
matlastirllmasina neden olan dezavantajlart bulunmaktadir. Oftalmik merhemler kismen
sterilize edilebilirler veya alternatif olarak aseptik ortamda steril igerik maddelerden
uretilmeleri gerekir. Uygun bir membran ya da kuru 1siyla sterilizasyon yoluyla filtrasyon

siklikla kullanilir (84).

Jeller

Oftalmik jeller, etkin maddenin goze lokal olarak verilmesini saglayan mukoadhezif
polimerlerden olusur. Bu polimerler, ilacin biyolojik dokularla temas siiresini uzatabilir ve
boylece okiiler biyoyararlanimi gelistirebilir. Polimerin se¢imi, ilacin dozaj formundan salinim
kinetiginde kritik bir rol oynamaktadir. Karboksimetilseliiloz, karbopol, polikarbofil ve sodyum

aljinat 6rnek olarak verilebilir (83).
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Insertler

Oftalmik insertler, konjonktival fornikse, lakrimal punktuma veya korneaya
yerlestirilen uygun boyut ve sekle sahip kat1 dozaj formlaridir. Bu kat1 dozaj formu asimabilir
(¢cdziinen) ve asmamayan (¢dziinmez) olarak smiflandirilabilir. insertler géze uygulanan ilag
dozunun dogru bir sekilde verilmesini saglar ve gozdeki biyoyararlanimi 6nemli Olcilide

artirabilmektedir (85).

Kontakt Lensler
Geleneksel olarak kullanilan kontakt lensler, birkag saat boyunca bir ilag¢ salinimi saglar.
Konvansiyonel hidrojel yumusak kontakt lensler, ilac1 absorbe edebilme yetenegine sahiptir ve

ilacin lakrimal s1v1 igine gegisiyle ya da konjonktiva yoluyla absorbsiyonunu en aza indirir (86).

Implantlar

Implantlar, 6zellikle posteriordaki okiiler sivilar ve dokulardaki ilaglarm yayilimim
uzatmak icin yaygm sekilde kullanilmaktadir. Implantlar parcalanma &zelliklerine gore
biyolojik olarak pargalanabilir ve biyolojik olarak pargalanmaz olmak iizere genel olarak iki

kategoriye ayrilir (86).

OKULER YUZEYE UYGULANAN YENILIKCIi DOZAJ FORMLARI

Hidrojeller

Hidrojeller hazirlanmasinda polimerlerin kullanildigi sistemlerdir. Polivinil alkol,
polivinil pirolidon, polietilen glikol (PEG), poliakrilik asit gibi sentetik polimerler fizyolojik
uyumlulugu ve fizikokimyasal ozelliklerinden Otiiri viskozite arttirict maddeler olarak
kullanilmaktadir. Hazirlanan formiilasyonun goze kolay uygulanmasi ve viskoelastik
ozelliklerinin bir sonucu olarak gézde uzun siireli kalmasi saglanmaktadir. Bu sistemler in situ
jellesen sistemler olarak adlandirilir. In situ jeller géze uygulandiginda, géz ortamindaki
sicaklik, pH, iyonik igerik ve gozyasi sivist gibi dis etkenlere karsi duyarli olan polimerlerin
konformasyonunda degisiklik gergeklesmektedir, bunun sonucu olarak formiilasyonun
viskozitesi degismektedir. Ancak, mukozaya yapisan formiilasyonlarin bulanik gérme ve hos
olmayan yapisma hissi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir ve hastalarin tedaviye uyumu zor

olabilmektedir (82).
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Kolloidal Sistemler

Kolloidal  sistem dozaj formlar1 arasinda, lipozomlar, nanopargaciklar,
mikroemiilsiyonlar, nanoemiilsiyonlar vb. bulunmaktadir. Kolloidal dozaj formlarinin, ilacin
hedeflenen bdlgede stirdiiriilebilir ve kontrollii saliminin saglamasi, ilacin uygulama sikliginin
azaltmast ve kan-okiiler bariyerlerinin iistesinden gelme gibi avantajlart bulunmaktadir.
Mlaglarin bu kolloidal tastyicilarla kapsiillenmesi hedeflenen bélgede gegirgenligi dnemli dlgiide
arttirmaktadir ve okiiler enzimler tarafindan pargalanmay1 6nlemektedir (82, 86).

Nanosiispansiyonlar, ylizey etkin maddeler tarafindan stabilize edilmis uygun bir
dispersiyon ortami igine asili suda az ¢oziiniir ilagtan olusan mikron alt1 koloidal sistemlerdir.
lacin ¢odziiniirliigiinii arttirma ve dolayisiyla biyoyararlanimmin arttirilmasinda etkilidirler.
Nanosiispensiyonlarin igerisinde bulunan nanoparcaciklarin yiizeyindeki yiik, korneaya
yapismasini kolaylastirir (86). Nanopartikiiller, cesitli biyolojik olarak
parcalanabilir/par¢alanmayan polimerler, lipitler, fosfolipitler ya da metaller igeren, 1
pum'den daha diisiik bir ¢apa sahip parcaciklardir (86).

Lipozomlar, dogal toksik olmayan fosfolipitler ve kolesterolden iiretilebilen kiigiik suni
vezikiiller olarak tanimlanmaktadir. Ayrica, boyutlari, amfifilik 6zellikleri ve biyouyumluluk
Ozelliklerinden &tiirti, okiiler ilag hedeflendirmede gelecek vaat eden sistemlerdir (87).
Niozomlar, topikal hedeflendirilmede diger vezikiiler sistemlere gore daha c¢ok tercih
edilmektedir, ¢linkii lipozomlarla karsilastirildiginda kimyasal olarak daha kararlidir. Hem
lipofilik hem de hidrofilik ilaglar1 tasiyabilir ayn1 zamanda iyonik olmadiklar1 i¢in diislik
toksisiteye sahiptirler (86).

Dendrimerler, makromolekiiler bilesikler olup i¢ cekirdek etrafinda bir dizi daldan
olugmaktadir. Nanometre boyut araliklari, hazirlanma ve islevsellik kolaylig1 ve biyolojik
tanima islemleri i¢in ylizey gruplarinin birden fazla kopyasini goriintiileme yetenegi nedeniyle
ila¢ hedeflendirmede kullanilmaktadir (88). Tablo 5 ve Sekil 9°da gbéze uygulanan okiiler

sistemlerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 gosterilmistir.

Tablo 5. Okiiler sistemlerin avantajlar: ve dezavantajlari (56)

Okdiler Sistemler Avantajlart Dezavantajlari

Diisiik drenaj ve
biyoyararlanim, gozyas ile ilag
kaybi1 ve sik ila¢ kullanimi1

Ekonomik ve hasta uyuncu

Cozeltiler acisindan uygun
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Tablo 5 devam. OKkiiler sistemlerin avantajlar1 ve dezavantajlar: (56)

Stispansiyonlar

G0z yiizeyinde uzun temas siiresi
ve hasta uyuncu agisindan uygun

Partikiil boyutundan dolay1
irritasyon sebebi ve ilag¢ kayb1

Merhemler

Uzun temas siiresi, gdzyast
diliisyonu olmamasi, iyi stabilite
ve biyoyararlanim

Diistik hasta uyunca ve bulanik
gorme

Insertler

Kullanim rahathig ve diisiik doz
siklig1 ile uzun siireli ilag salimi

Insertleri kullanirken
yerlestirilmesi ve ¢ikarilmasi
icin O0zel beceri gerektirmesi

Implanlar

Biyocoziiniir 6zellikte olmasi ve
toksik olmamasi

Cerrahi uygulama

Lipozamlar

Uygun stabilite ve
biyoyararlanim, kontrollii ilag
salim1 ve diisiik dozlama siklig1

Stabilite problemleri,
tekrarlanabilir olmamasi, hizli
atilim ve konjunktival
hiicrelerden alim

Niozomlar

Uygun stabilite, kontrollii ilag
salimi ve diisiik dozlama siklig

Konjunktival hiicrelerden
alindig1 i¢in biyoyararlanimi
diistik

Nanopartikiiller

uzun raf omrii ve diisiik dozlama

Yiiksek oranda stabilite ve
biyoyararlanim, kii¢iik boyut,

siklig1

Partikiil kontaminasyonu

Mikropartikiiller

biyoyararlanim ve diisiik dozlama

Uygun stabilite ve

siklig1

[rritasyon olusumu ve partikiil
biiytikligi

Penetrasyon arttiricilar

etmek ve uygun biyoyararlanim

Ilaglarin penetrasyonunu tesvik

Toksik etki ve irritasyon
olusumu ve yiiksek

konsantrasyon
On ilaglar Uzun sitreli alikonma stiresi ve Metabolizma problemleri
¢ diisiik dozlama siklig P
Hidrojeller G0z yiizeyinde uzun temas siiresi Is1, pH ve iyonik yiik

ve biyoyararlanimda artis

yarafindan etkilenmesi

Dendrimerler

dozlama siklig1 ve iyilestirilmis

G0z yiizeyinde uzun temas
stiresi, kiigiik boyut, diisiik

biyoyararlanim

Bulanik goriis ve ekonomi
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Tablo 5 devam. OKkiiler sistemlerin avantajlar1 ve dezavantajlar: (56)

Mikroemiilsiyonlar

Tyilestirilmis ¢oziiniirliik ve
biyoyararlanim, uygun stabilite
ve diisiik dozlama siklig1

Yiiksek konsantrasyonda
surfaktandan dolay1 toksisite ve
surfaktan ve organik faz
seciminin stabiliteyi etkilemesi

Nanoemiilsiyonlar

Tyilestirilmis ¢oziiniirliik ve
biyoyararlanim, uygun stabilite
ve goz ylizeyinde uzun temas
stiresi

Az ¢oziiniir ilaglar i¢in
kullanilmas1

Hafif ilag yaklagimlari

o

Cozeltiler
Jeller
Merhemler
Sispansiyonlar
Emdlsiyonlar
insertler

/-t-\

Konvansiyonel Sistemler

Kimyasal Salim

Retrametabolik
Salim Sistemleri

AN

Skleral tikaglar

sistemleri

Gelismis Salim
Sistemleri

Gen terapisi
SiRNA

OKULER SALIM SISTEMLERI

Lipozomlar
Niozomlar
Diskomlar

A

Kok hucreler

implantlar
Hidrojeller

Vezikuler
Sistemler

Kontrolli Salim
Sistemleri

Dendrimerler
» Nanoslispansiyonlar
Mikroemdlsiyonlar

Konvansiyonel Sistemler

Retrametabolik
Salim Sistemleri

Siklodekstrinler
Kontakt lensler

Sekil 9. Okiiler tedavi icin kullanilan farkh salim sistemleri
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MIKROEMULSIYONLAR

Mikroemiilsiyon terimi ilk olarak 1940’11 yillarda Hoar tarafindan kullanilmistir. Daha
sonra J.H. Schulman 1959 senesinde yaptig1 bir ¢alismada siitlii bir emiilsiyonu hekzanol ile
titre ederek tek fazli sistem elde etmis ve bu sistem i¢in ‘mikroemiilsiyon’ terimini kullanimistir
(89). Mikroemiilsiyonlar yag, su ve ylizey etkin madde (YEM) ve bazi mikroemiilsiyonlarda
ayrica yardimci yiizey etkin madde (YYEM) kullanilarak olusan optik olarak izotropik ve
termodinamik olarak kararli kolloidal sistemlerdir. Mikroemiilsiyonlarin yap1 olarak ti¢ farkli

tirti vardir (Sekil 10); yag i¢inde su (S/Y), su iginde yag (Y/S) ve siirekli/ge¢isli yapilardir (90).

‘ Yag ; ; ‘

Sekil 10. Mikroemiilsiyonlarin ii¢ farkh tipte mikro gosterimi (90)

Mikroemiilsiyonlar kii¢iik damlacik boyutuna sahip, termodinamik olarak stabil,
saydam ve etkin madde biyoyararlanimini arttiran sistelerdir. Coziliniirliigii az biyoyararlanim
problemi olan etkin maddelerin emilimini ve klinik etkilerini arttirarak toksisite problemlerinin
de tistesinden gelir. Endiistriyel iiretim ve sterilizasyonu basit ve ucuzdur, kullanilan lipofilik
faza bagl olan ¢oziiniir lipofilik ilaglar i¢in kolaylik saglayan mikroemiilsiyonlar etkin madde
¢ozlinlirliiglini arttirma, hazirlama ve uygulama kolayliklar1 ve uzun raf omiirleri ile tercih
edilen ilag¢ tasiyict sistemlerdir. Mikroemiilsiyonlar diisiik viskoziteli, damlacik boyutu misel
yapidan daha biiylik ve i¢ faz damlaciklarinin yaricapi 10 ve 100 nm arasinda degismektedir.
Mikroemiilsiyon hazirlarken kullanilacak maddelerin belirlendikten sonra gorsel gozlem ve
ticgen faz diyagrami yardimiyla su fazi, yag fazi, YEM ve YYEM karisimlari ile belirlenebilir.

YEM ve YYEM sisteme birlikte eklenmesi ile birlikte ara ylizey geriliminin diisiik
olmasi saglanir. YYEM kullanilmadan olusan mikroemiilsiyonlara kendiliginden emiilsifiye
olan (self-emulsifying) mikroemiilsiyonlar denir. Kendiliginden mikroemiilsiyon olusturan
sistemler ilag, yag ve yiizey etkin maddeden olusan; cogunlukla bir veya birden fazla yardimci
yiizey etkin madde iceren biyouyumlu sistemlerdir. Genellikle bu sistemlerde etkin maddenin
lipofilik 6zelligi sulu ve yagl fazla arasinda dagilmakta olup dagilim katsayisi salim hizina etki

etmektedir. Kendiliginden mikro/nano emiilsifiye olabilen ila¢ tasiyici sistemleri, ¢oziintirliik
36



ve biyoyararlanim sorunu olan ilaglarda ilacin ¢Oziiniirligiiniin ve absorpsiyonunun
iyilestirilmesinde etkili sistemlerdir. Hidrofobik yapidaki ilaglar bu sistemler iginde
¢Oziinebilirler. Mikroemiilsiyonlar sivi sistemlerde olmasi istenen uzun silire bozulmadan
kalabilme (termodinamik kararlilik), ylizeyler arasi gerilimin az olmasi ve neredeyse
kendiliginden olugabilme, diisiik viskoziteye sahip olmalarindan dolayr Newtonion akis 6zelligi
gostermeleri, yliksek ¢oziindiirme kapasitesi ve kiiciik damlacik boyutu ile tiim olasi

gereksinimleri saglamaktadir (90, 91).

Mikroemiilsiyonlarin Yapisi

Organik faz: Mikroemiilsiyonlar i¢in yag se¢imi, hem mikroemiilsiyon stabilitesini
onemli dl¢tide etkiledigi hem de verilmesi gereken biiyiik dlciideki lipofilik ilact ¢oziindlirmek
icin gerekli oldugu icin dnemlidir. Bununla birlikte genellikle her iki kosulu da miikemmel bir
sekilde karsilayan basit bir yag se¢imi yoktur. Organik faz sadece lipolifik ilaci ¢oziindiirmekle
kalmamaktadir, ayn1 zamanda lipofilik ilacin hedeflenen bolgeden emilmesini de arttirdigi
cesitli avantajlara sahiptir. Tipik olarak asir1 uzun hidrokarbon zincirlerine sahip yapilar
mikroemiilsiyonlar olusumuna engel olurlar. Ciinkii bu zincir yapin arayiizey filmine niifuz
etmesini engeller. Daha kisa zincirli yaglar yiizey etkin maddelerin hidrofobik kuyruklariin
daha derinine niifuz edebilir ve boylece mikroemiilsiyon olusumu i¢in gerekli olan daha stabil
bir arayiizey filmi olusturur. Fakat organik faz ile ¢oziinme kapasitesi zincirin uzunlugu ile
artar. Bu nedenle belirli bir yiizey etkin madde ve ilag ¢ifti i¢in mikroemiilsiyon olusumunu
saglamada en uygun yag1 se¢cmek dikkatli bir optimizasyon gerektirir. Stabilite ve ¢dziinme
sorunlarina ek olarak, yaglarin okiiler toksisitesinin de formiilasyon asamasinda dikkatlice
degerlendirilmesi gerekir. Yine de bazi durumlarda, yag fazi etkin bilesen olarak goérev

yapabilir.
laglarmn daha iyi ¢oziiniirliigiine bagli olarak polar olmayan yaglar yerine orta ya da
uzun zincirli trigliseritler (MCT, LCT) gibi polar yaglar da tercih edilir. Ek olarak, organik
fazlar ¢ok kutuplu olmamalidir ¢linkii mikroemiilsiyon olusumunu 6nlerler. LCT'den daha fazla
suda ¢oziinlir olan MCT, siklikla yiiksek konsantrasyonlarda lipofilik ilaglarin ¢ézlinmesini
sagladiklari i¢in tercih edilir. En sik kullanilan dis fazlar, soya yagi, hintyagi yag1 (Evitts ve
digerleri, 1991), yag asitlerinin %95'inin 8-10 karbon atomundan yapildig: trigliseritler,
Migliyol 812s (gliserol denemeleri, kaprilikler ve kaprilik asitler), izopropil miristat, oleik asit
gibi yag asitleri ve sakkarozun mono-, di- veya tri-palmitatlari gibi sakkaroz esterleri bulunur.

Bu yardimc1 maddeler goz tarafindan iyi tolere edildiklerinden, potansiyel olarak tahris edici
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maddelerle kirlenmeyi dnlemek i¢in saflik derecelerinin yiiksek olmasi gerekir (89, 92). Tablo

6’da oftalmik preparatlarda tercih edilen yag gruplari gosterilmistir.

Tablo 6. Oftalmik Preparatlarda Tercih Edilen Yag Gruplar (93)

Yaglar Ornekler

o : Etil oleat, izopropil meristat ve izopropil
Yag asitleri esterleri

pilmitat

Tekli doymamuis yag asitleri Oleik asit

Doymus Yag asitleri / Diisiik molekiil . Cer e e o
Kaprik-Kaprilik trigliserit, oktanoik asit
agirlikl trigliseritler

Sulu faz: Su, mikroemiisiyon olusumunda temel bilesendir. Y/S tipi
mikroemiilsiyonlarda, siirekli faz olarak islev goriir ve yagla olan karismazliginin aksine YEM
ve YYEM’le hidrojen bag1 yapmasiyla yag damlaciklarinin olusumu gergeklesir ve su i¢inde
yag tipi mikroemiilsiyon olusturulur.

Sulu faz tamponlar, mikroemiilsiyon sistemlerini hazirlama sirasindaki zorluklari en aza
indirmek ve ayrica mikroemiilsiyon stabilitesini en iist seviyeye ¢ikarmak icin secilmelidir.
Tipik olarak mikroemiilsiyonlar antibakteriyel ve izotonik ajanlar gibi birka¢ katki maddesi
icermelidir.  Mikroemiilsiyonlarin  mevcut alanimi  etkileyebilir ve bu nedenle
mikroemiilsiyonlarin diger bilesenlerinin varliginda incelenmelidirler. Tuzluluk, iyonik yiizey
etkin maddeler eklendiginde faz diyagramlarini etkiler ve iyonik olmayan yiizey etkin
maddelerin faz inversiyon sicakligini (PIT) azaltir. Mikroemiilsiyonlarin hazirlanmasi, eger PIT
caligma kosullarmma yakinsa sicakliga ¢ok duyarlidir. Fosfolipitlerin ve trigliseritlerin
hidrolizini, mikroemiilsiyonun pH'mi1 azaltabilecek yag asitlerine indirgemek i¢in baslangi¢
pH'sinin 7-8'de ayarlanmasi da Onemlidir. Genellikle g6z damlast formiilasyonlarinda
kullanilan koruyucular, mikroemiilsiyonlara dahil edilemez. Yiizey etkin maddelerle etkilesime
girmemeli ve komplekslerle sonuglanmamali, bazlardaki bakteri aktivitesini 6nemli 6l¢iide
azaltacak olan nanodamlaciklarda absorbe edilmemelidir. % 0.01-0.2 konsantrasyonlarinda

tiyomersal ve klorobiitanol kullanilabilir; kombinasyonlari 6zelliklerini arttirir (92).

Yiizey etkin madde (YEM): YEM’ler sulu ve yagh fazlar arasinda gerilimi azaltarak
emiilsiyonlarin olugmasini saglarlar. YEM’in tercih edilen adsorpsiyonu, amfifilik dogasi
nedeniyle arayiizeyin fizikokimyasal ozelliklerinde degisiklik yapilmasini saglar. YEM
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konsantrasyonu emiilsiyonlarda agirlikca %0,1 iken, sulu ve yagh faz arasindaki araylizey
alanin artmasindan dolay1 mikroemiilsiyonlarda en %10’dur. Bu yiiksek YEM konsantrasyonu
okiiler toksisiteye neden olabilir. Bu nedenle YEM miktarini azaltmak ve kendiliginden
emiilsifiye olmayan bir hazirlama isleme segmek daha iyi olabilir. Genellikle okiiler uygulama
icin iyonik YEM’ler kullanilmayacak kadar toksiktir. Dolayisiyla iyonik olmayan YEM’ler
tercih edilmelidir. Bu YEM’ler eter fonksiyonel gruplarinin varligi nedeniyle suda kolayca
¢oziinlir. Mikroemiilsiyomlarin hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan YEM’ler, poloksamerler,
polisorbatlar, polietilen glikol ve tiloksapol (tylaxapol)’diir.

PEG arasinda en diisiik viskozitesinden dolayr PEG 200 tercih edilir. Poloksamerlere
gelince, polioksietilen glikol bloklar1 hidrofilik iken polioksipropilen bloklar hidrofobiktir. En
yiiksek miktarda oksietilen poloksamer 188’ de bulunuru (a/a 82). Sonug olarak, poloksamer
grubunda hidrofilik lipofilik denge (HLB) degeri en yiiksektir (HLB=29) ve Y/S emiilsiyonlarin
hazirlanmasinda tercih edilir. Son olarak, polisorbat 80, hem yiliksek HLB (HLB=15) degerine
hem de en diisiik viskoziteye sahip olan yiizey etkin maddedir. Lesitin gibi amfoterik YEM’ler
diisiik toksisitesi nedeniyle ilgi c¢ekicidir. Kullanilmadan 6nce bu bilesigin kaynagi ayrica
fosfolipitlerin fiziksel 6zellikleri, bilesimleri ve konsantrasyonlar1 gibi saflagtirma derecesini
(yag asitleri igeriginin degisimi) belirtmek zorunludur. Dolayisiyla 6rnegin yumurta sarisindan
elde edilen lesitin %32 fosfatidilkolin, %22 fosfatidiletanolamin ve %19 fosfadilinositol igerir.
Bir bagka amfoterik YEM olaran Miranol (MHT) goz formiilasyonlarinda iyi tolere edilir.
Ayrica stearilamin gibi katyonik YEM’ler yag damalalarinin epitele baglanmasi yoluyla kalma
stiresindeki potansiyel artis nedeniyle yararlidir (90, 92). Tablo 7’de oftalmik preparatlarda
kullanilabilecek YEM’lerden bahsedilmistir.

Tablo 7. Oftalmik Preparatlarda Kullanilabilecek Yiizey Etkin Maddeler (93)

Genel Stmiflandirma Ornekler

Saf Fosfolipitleri (Orn, soya fosfatidil kolin) ve karisik

Lesitin ve lesitin tiirevleri fosfolipitler, sodyum kolat

Hidroksillenmis fosfolipitler/lesitin

Poligliserol yag asidi esterleri Poligliserol
polirisinolat Propilen
Gliserol yag asidi esterleri glikol yag asidi esterleri (Orn, Polioksietilengliserol,

cremophor EL)
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Tablo 7 devam. Oftalmik Preparatlarda Kullanilabilecek Yiizey Etkin Maddeler (93)

Span 20 (sorbitan monolaurat) Span

Sorbitan yag asidi esterleri .
yag 80 (sorbitan monooleat)

Polioksietilen sorbitan yag asidi | Tween 20 (polietilen glikol sorbitan monolaurat) Tween

esterleri 80 (polietilen glikol sorbitan monooleat)

Propilen glikol

Digerleri (Potansiyel YYEM'ler)
PEG 200

Yardimec yiizey etkin madde (YYEM): YYEM’lerin mikroemiilsiyon olusumunda ii¢
islevi vardir; (a) mikroemiilsiyonlarin olusumu ve termodinamik kararliliklar i¢in gerekli cok
diisiik arayiizey gerilimi saglama, (b) apolar gruplarin géreceli 6nemine bagli olarak arayiizeyin
egriligini degistirebilmeleri ve (c) araylizey filminin akiskanligina etki ederler. Arayiizey filmi
cok sert ise mikroemiilsiyon olusumunu 6nler ve daha viskoz ¢ift kirilgan bir faza neden olur.
YYEM ilavesi akiskanlik saglar ve dallanmis bir YEM’ye esdegerdir. Ayni zamanda
formiilasyonlarda daha az konsantrasyonda YEM kullanilmasina olanak saglar. YEM’lerin
hidrokarbon zinciri lizerindeki doymamis sinirlarin varligi, filmin akiskanligini esit sekilde
arttirtr. Kullanilan YYEM’leri genellikle diisikk molekil agirligi olan alkoller, C2 ve Cio
arasinda degisen karbon zincirlerinin uzunluguna sahip glikoller gibi kii¢iik molekiillerden
olusur. Pentanol ve hekzanol gibi bazi alkoller, asir1 tahrig edici dogas1 nedeniyle farmasotik
uygulamalarda kullanilmaz. Kisa zincirli aminler YYEM olarak da kullanilabilir (92, 93). Tablo
8’de oftalmik preparatlarda kullanilabilecek YYEM’lerden bahsedilmistir.

Tablo 8. Oftalmik Preparatlarda Kullanilabilecek Yardima Yiizey Etkin Maddeler (93)

Siniflar Ornekler

Alkanol Etanol, propanol ve 1-biitanol
Alken-diol 1,2-Propen diol, 1,2-Biiten diol
Alken-polioller Gliserol, glusitol ve polietilen glikol

Mikroemiilsiyonlarin Faz Calismalar:

Emiilsiyonlar1 denge durumlarina gore siniflandirmak icin yaygin olarak kabul géren
bir tanim Winsor tarafindan 1947'de onerildi ve Sekil 12'de gosterildi. Emiilsiyonlarin Winsor
I, Winsor 1I, Winsor Ill ve Winsor IV olmak iizere dort tipi mevcuttur. Winsor I diye
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adlandirilan fazda emiilsiyon ve yag olmak tizere iki faz vardir. Bu fazin iist kisminda atik fazla
yag bulunur, alt kisminda emiilsiyon olusur. Winsor II’de de su ve emiilsiyon olmak tizere 2
faz vardir, burada st kisimda emiilsiyon olusup, alt kisimda atik olan su bulunmaktadir. Winsor
III’de ise 3 faz mevcuttur, bu fazlar S/Y, Y/S ve gecisli emiilsiyon fazidir. Burada ise emiilsiyon
orta kisimda olugmaktadir. Winsor IV tipinde, yag, su ve YEM’in homojen olarak karigmasi ile
elde edilen sadece bir faz vardir. YEM’ler arayiizey filminin akigskanlig izerinedeki etkilerinin

davraniglar1 Sekil 11°de gostermistir (90).
T fHn
(d) (e)
(a) (b) (c)

Sekil 11. Yardima yiizey etkin maddelerin arayiizey filminin akiskanhg iizerindeki
etkisi. (a) dogrusal yiizey etkin madde, (b) dallanms yiizey etkin madde, (c)
yardimcl yiizey etkin madde, (d) sert film ve (e) akiskan film (92)

Winsor | Winsor 1l Winsor 111 Winsor IV

Yag Yag

Su Su

Sekil 12. Winsor tarafindan onerilen denge durumlarina dayanarak emiilsiyon
siniflandirilmasinin sematik gosterimi (90)
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Uggen faz diyagrami kararlilik alanlarmi iceren sekil asagida verilmistir. Emiilsiyon
sistemlerinde YEM/YYEM-Yag-Su sisteminin en uygun ve en dayanikli emiilsiyon verdigi
konsantrasyonlar iiggen faz diyagramlar1 ile belirlenir. Uggen faz diyagrammin uygun
mikroemiilsiyon alaninin, formiilasyondaki bilesenlerin miktarinin hesaplanabilmesi i¢in
kullanilan bir yontemdir. Ayrica stabilite sorunlarinin incelenmesine ve dnlenmesine yardimei
olur. Sistemde tligten fazla bilesen oldugunda bilesenlerden bir ya da birkag1 sabit bir oranda
tutularak degisken sayis1 ilige indirilebilir. Diyagram, S/Y emiilsiyonu, lamellar veya
hegzagonal siv1 kristaller, S/Y mikroemiilsiyonu, Y/S emiilsiyonu ve Y/S mikroemiilsiyonunun
dengesinden olusur (93). Sekil 13’te mikroemiilsiyonlarin farkli alanlarda olusturdugu ti¢gen

faz diyagramindaki gdsterimi verilmistir.

Lamellar

L aaaadand
Surfaktant
S/Y mikroemlsiyon g | evsceses
damlaci@ e
F N\ >
Nl W ki ¢ Y/S mikroemilsiyon
\ 0 damlacig
o .\\ _./ A
\\. 1)
Misel "
«*s \ 4 1D \ ¢
> > p £ L Tersmisel
0 I \ | SN -
e s « v -~
~\/ o Sl \ L” e
> TN \

o /' - \ \

> 20 O\

Su / NoYag

Sekil 13. Ucgen faz diyagraminda farkl alanlarda mikroemiilsiyon tiplerinin gosterimi
(93)

Y/S ve S/Y tipi mikroemiilsiyonlarin damlaciklari, YEM ve YYEM molekiillerinden
olusan film ile ¢evrilmistir. D1s faz1 yag olan (S/Y) mikroemiilsiyonunda amfifilik molekiiliin
hidrofobik kismi dis faza, hidrofilik kism1 ise su damlaciginin i¢ine yonelmis durumdadir. Bu
tip mikroemiilsiyonlar ters miseller olarak adlandirilmaktadir. Dis fazi su olan (Y/S)
mikroemiilsiyonunda amfifilik molekiiliin hidrofobik kism1 yag damlaciginin i¢ine yonelmis,
hidrofilik kisimlari ise dis faza yonelmis halde bulunmaktadir. Gegisli mikroemiilsiyonlarda ise
su, yag ve YEM orani esittir. Bu tip mikroemiilsiyon, ¢ok koseli olup, yag ve su fazlari, amfifili
¢ok olan bir tabaka ile ayrilmistir. Gegisli mikroemiilsiyonlar tek tabakali olarak YEM’in su ve
yagda dagilmasi ile olusmaktadirlar (91, 92).
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Mikroemiilsiyon ila¢ tasiyici sistemlerin formiilasyonunda ilk islem, {iggen faz
diyagramlarinin ¢izilmesidir. Cizilen diyagramda, mikroemiilsiyon formiilasyonundaki sulu
faz, yagh faz, YEM ve YYEM uygun sekilde karistirilir ve en uygun mikroemiilsiyon alani
belirlendikten sonra formiilasyondaki bilesenler saptanabilir. Bilesenlerin ¢Oziiniirligii ile
yakindan iliskili olan faz diyagramlarinin ¢izilmesi i¢in en yaygin ve kolay yontem
titrasyondur.

Non-iyonik surfaktanlarla hazirlanmis olan mikroemiilsiyonlarin karakteristik
Ozelliklerinden biri yapilariin sicaklik degisimine karsi hassas olmalaridir. Her bir sistem dar
bir sicaklik degisimi ile karakterizedir ve maddelerin emiilsiyon yapici 6zelliklerinin sicaklikla
degistigi bilindigi i¢in, HLB sisteminin yam1 sira, Faz Inversiyon Sicakligi (PIT) sistemi
gelistirilmistir. Bu sistemde, emiilsiyon yapicilar, hangi sicaklikta Y/S emiilsiyonunun, S/Y
emiilsiyonuna doniistiirdiiklerine gore derecelendirilmistir. Literatiirde PIT a dayanan bir HLB
sicakligini tanimlamanin tercih edilebilir oldugu ileri siiriilmektedir. Bu sicaklik, YEM-yag-su
faz diyagraminin bir 6zelligidir. Non-iyonik YEM’ler i¢in PIT bir sicakliktir ve bu sicakligin

altinda bir YEM, tercihen su fazi i¢ine yagda sisen miseller olarak parcalanir ve bu sicakligin

tistiinde, tercihen yag fazi i¢ine suda sisen invert miseller olarak parcalanir (92, 93).

Hidrofilik-Lipofilik Denge (HLB)

1949 yilinda Griffin tarafindan gelistirilen hidrofilik-lipofilik balans sistemi YEM
seciminde kullanilmaktadir. Olusan emiilsiyon tipi HLB degerine baghdir. YEM ve
YYEM’lerin HLB degerleri 0 ile 20 arasinda degismektedir (Tablo 9). Bu deger 20’ye
yaklastik¢a emiilgator hidrofilik 6zellik kazanir. HLB degeri 8 den kiiciik olan emiilgatorler
lipofilik, biiyiik olanlar ise hidrofilik 6zelligindedir.

Tablo 9. HLB degerlerine gore YEM’lerin kullanim amaclari (94)

HLB Suda Dagihm Uyguluma

1-4 Yok Koptik kirict

3-6 Zayif S/Y Emiilgator

6-8 Calkalama ile siitsii dagilim Islatma ajani

8-10 Dayanikls siitsii dagilim Islatma ajani, Y/S Emiilgator

10-13 Yarisaydam-Berrak Dagilim Y/S Emiilgator

>13 Berrak ¢ozelti Y/S Emiilgator, Coziindiirme ajani, Peptizan
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Iki farkli emiilgatoriin karistirilmas: ile de HLB degeri hesaplanabilir. Karisim

YEM’lerinin HLB degerleri asagidaki esitlikte gosterilmistir (94).

HLB = HLBax[ Wa J+ HLBs x[ L J ...................................................... Esitlik 1
Wa+W Wa+Ww

HLBa: Birinci emiilgatoriin HLB degeri
HLBy: Ikinci emiilgatriin HLB degeri
Wa: Birinci emiilgatdriin emiilsiyondaki miktari

Wh: Ikinci emiilgatdriin emiilsiyondaki miktar

Mikroemiilsiyon Hazirlama Yontemleri

Mikroemiilsiyon formiilasyonunda, sulu faz, yagh faz, YEM ve YYEM uygun sekilde
karistirilir; olusan sistem Y/S mikroemiilsiyonu, S/Y mikroemiilsiyonu, Y/S makroemiilsiyonu,
S/Y makroemiilsiyonu, lameller veya hekzagonal kristal yapili s1vi olabilir (95).

Mikroemiilsiyon hazirlanmasinda kullanilan yontemlerden birisi, yiiksek basingli
homojenizasyondur. Yontemde, onceden hazirlanan makroemiilsiyonlar yiliksek basinglt
homojenizatorden gegirilerek, saydam mikroemiilsiyonlar elde edilmektedir (95, 96).

Bir diger yontemde ise, PIT kullanilir. Yontemde, Y/S mikroemiilsiyonu hazirlamak
icin uygun bilesenlerle 59-80°C’da S/Y emiilsiyonu hazirlanir, olusan emiilsiyon oda
sicakligina sogutuldugunda faz ayrimi olusmakta ve faz ayriminin oldugu bu sicaklik faz ayrim
sicakligi olarak adlandirilmaktadir. Faz ayrimi1 asamasindan sonra sisteme YYEM eklenmesi
ile mikroemiilsiyon elde edilebilmektedir. YYEM’siz hazirlanan sistemlerin yiiksek basing
homojenizatorii kullanilarak da mikroemiilsiyonlari olusturulabilmektedir (95).

Mikroemiilsiyonlar i¢in en uygun su miktari, titrasyon yontemi veya deneme-yanilma
yontemi ile belirlenebilmektedir. Deneme-yanilma yontemi asirt madde kaybi ve ampirik bir
yontem olmasi nedeniyle ¢ok tercih edilmemektedir (97).

Mikroemiilsiyon bilesenlerinin se¢ciminde, bilesenlerin birbirleri ile etkilesiminin amag
dogrultusunda olmasina dikkat edilmelidir. Mikroemiilsiyonlarin hazirlanmasindaki en 6nemli
konu ise, sistemi olusturan maddelerin, 6zellikle yiiksek oranda igerdikleri YEM’lerin

(ortalama % 20) toksik ve irritan etki gostermemeleridir (98).
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Mikroemiilsiyonlarin Karakterizasyonu

Optik ozellikler: Mikroemiilsiyonlar, damlacik biyiikliikleri ufak oldugundan
saydamdirlar ve goriiniir 15181n dalga boyunu gegirirler. S/Y sistemlerde az miktar YEM ile
saydamlik saglanirken, Y/S mikroemiilsiyonlarinda gerekli olan YEM miktar1 daha yiiksektir
(99). Mikroemiilsiyon kararliliginin bozulmasi, fiziksel goriinimde meydana gelen
degisikliklerin gozlenmesi ile kolaylikla anlagilir. Buna bagli olarak, camsi yap1 olusturan
mikroemiilsiyonlarin optik incelemeleri, taramali elektron mikroskobu (TEM)ile dogrudan

goriintiileme ile sinirh da olsa yapilabilmistir (100).

Damlacik biiyiikliigii tayini: Mikroemiilsiyonlarin damlacik biiylikliigiinii 6lgmek igin
elektron mikroskobu ve 1sik sagimimi (SANS ve SAXS) ile dinamik 1s1k sagilimi (DLS)
yontemleri gibi farkli yontemler kullanilabilmektedir. SAXS ve SANS gibi 151k sa¢inim
tekniklerinde, 6rnege belli bir ac1 ile gonderilen dalgalar, 6rnegin iginde birbirlerini etkileyerek
sonradan Ornegin goriiniimiinii olusturacak modeli meydana getirmek iizere tiim yonlere
sagilirlar. SANS yontemi ile ayrica yapisal 6zellikler de ortaya konmaktadir (101). Yapisal
bilgiler acisindan, yOntemin, agregatlarin caplarini da Olgebilecek kapasitede olmasi
gerekmektedir. Misel ve mikroemiilsiyon damlaciklari i¢in, ndtron ve X 1sinlart (dalgaboyu
<1.0 nm) kullanilabilmektedir. Dar ag1li saginim yonteminde 6l¢iilen yogunluk, saginima neden
olan maddelerin yogunlugu, damlaciklar arasi olusumlar, damlaciklar arasi yapisal farkliliklar

ile orantili olarak, damlacigin yapisal korelasyonu ve pargacik biyiikligl verilerini
etkilemektedir (102).

DLS yonteminde ise, gonderilen 1s1n demeti kolloidal parcacikla Brown hareketi ile
etkilesir. Korelasyon fonksiyonunun yogunlugu, 1smi1 dagitan parcaciklarin difiizyon
katsayilarini ve buradan hareketle de mikroemiilsiyon damlaciklarinin gaplarini Stokes-

Einstein esitligine gore vermektedir (103).

R = Esitlik 2

Burada R,: Hidrodinamik g¢ap; k: Boltzman sabiti; T: Sicaklik; n: Dis faz viskozitesi; D:
Difiizyon katsayisidir.
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Zeta potansiyel analiz: Mikroemiilsiyon sistemlerinde zeta potansiyel analizleri de
gerceklestirilmektedir. Kiiglik damlacikli Y/S tip emiilsiyonlar diisiik direng gosterirken, S/Y
tipi emiilsiyonlarda damlacik koagiilasyonu goriildiigiinde iletkenlik izlenmektedir. Direncin
zamanla artmasi, agregasyonun, Yani dayaniksizhigin belirtisidir (104). Sistem, 50 uS.cm-1
iletkenlige sahip bidistile suda seyreltilerek analizler Helmholtz—Smoluchowski esitligine gore
degerlendirilir (105).

4mn (9.10%)

|4
7 = K Esitlik 3

Burada, Z: Zeta potansiyel; V/E: Elektroforetik hareketlilik; n: Viskozluk, D: Ortamin
dielektrik sabitidir.

Okiiler olarak kullanilan mikroemiilsiiyonlarda, i¢ faz damlaciklarinin yiikleri okiiler
absorbsiyonlarini etkilemektedir. Negatif yiike sahip olan korneaya uygulanan pozitif yiikli
damlaciklar, dokulara tutunmus, gézde kalis siiresinin artmasi ile mikroemiilsiyonun saliminda

da artig saglamistir (92).

Reolojik ozellikler: Mikroemiilsiyonlarin kullanim kolayliklar1 ve biyoyararlanimin
artmasi agisindan sistemin viskozitesi bilyiik 6nem tasir. Viskozitenin dl¢iimiinde tek nokta
viskozimetreleri ve ¢ok nokta viskozimetreleri kullanilmaktadir. Reolojik analizler igin, ¢ok
nokta viskozimetrelerinden koni-tabla yontemini kullanan rotasyon tipi reometreler siklikla
kullanilmaktadir. ~ Makroemiilsiyonlar ~ genellikle = psddo-plastik  akig  gosterirken,
mikroemiilsiyonlar Newtonian akis gostermektedir. Mikroemiilsiyon formiilasyonunun,

ozellikle topik uygulamada belli reolojik 6zellikleri tagimasi gerekmektedir (100).

Mikroemiilsiyonlarin Okiiler Kullanimi

Oftalmik ilaglarin okiiler absorbsiyonunu arttirmak i¢in yeni ilag tasiyici sistemler
olarak mikroemiilsiyonlar gelistirilmistir. Formiilasyon stratejilerinin ¢ogu, kornea ve
konjonktival alandaki ilag kalma siiresinin uzatilmasi ve ayni zamanda prekorneal ila¢ kaybinin
asgariye diisliriilmesi yoluyla okiiler ilag permeabilitesinin en {ist diizeye c¢ikarilmasini
amaglamaktadir. Mikroemiilsiyonlar oftalmik uygulama ile ilgili bir¢ok avantaji oldugu i¢in
g6z kullanimi i¢in umut verici dozaj formlaridir (106).

Mikroemiilsiyonlar, ilacin yag partikiiliine yiiklenme olasiligi nedeniyle, korneaya

hidrofobik ilaglarin verilmesinde 6zellikle ilgi ¢ekmektedir. Y/S mikroemiilsiyonlari, okiiler
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uygulama igin, az ¢oziinen ilaglarin ¢ézlinmesi, emiliminin arttiritlmast ve ayn1 zamanda salim
profilinin uzatilmasi i¢in uygun sistem olarak degerlendirilmistir (107).

Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu ¢ok kiiciik (genellikle 150 nm'nin altinda)
olmasindan dolay1 bu sistemler, ilac1 kontrollii salarak ve goziin daha derin katmanlarina ilacin
daha fazla penetrasyonunu saglamaktadir. Mikroemiilsiyonlarin miikemmel avantajlar
olmasina ragmen, YEM/YYEM secimindeki sinirlamalar ve. YEM/YYEM daha yiiksek
konsantrasyonlariyla baglantili potansiyel toksisite siklikla mikroemiilsiyonlarin kullanimini
kisitlamaktadir (92). Bazi okiiler mikroemiilsiyon calismalart ve TQ igeren emiilsiyon
calismalari olusturma metotlar1 ve iceriklerine gore Tablo 10 ve Tablo 11°de bahsedilmistir.

Son yillarda mikroemiilsiyonlarin okiiler hedeflendirmedeki potansiyelleri c¢esitli
arastirma ekipleri tarafindan incelenmistir. Kumar ve ark. (107) 2014 yilinda vorikonazol yiikli
okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonu gelistirmistir ve gelistirdikleri formiilasyonla geleneksel
olan formiilasyonu in vitro salim ve ex Vvivo gecis c¢alismalarinda degerlendirmislerdir.
Calismanin sonucunda gelistirilen mikroemiilsiyonun geleneksel olan formiilasyondan daha
iistiin 6zelliklere sahip oldugu goériilmistiir.

Fialho ve ark. (106) 2004 yilinda yapmis olduklari c¢alismayla mikroemiilsiyon
formiilasyonuna deksametazon yiiklemislerdir. Deksametazon yiikli okiiler mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinda stabilite, kinetik, okiiler irritasyon testi ¢aligmalarini yapmislardir ve elde
ettikleri sonuclar dogrultusunda gelistirdikleri sistemin geleneksel sistemlerden daha {istiin

oldugunu kanitlamislardir.

Tablo 10. Bazi okiiler mikroemiilsiyon ¢alismalar:

Emiilsiyon Tipi | Metot ilag Yag Faz1 | YEM YYEM | Siv1 Faz | Kaynak
Mlkr.ofcmumyf) n | Titrasyon Diklofenak IPM* Tw-80* | Gliserin | Tampon* (108)
(suiginde yag) | metodu
Mikroemiilsiyon | 10eYON | Everolimus | Triasetin | P 184% | PG* Su (109)
metodu
. oy Titrasyon | Pilokarpin . Crill 1/ -
Mikroemiilsiyon metodu | hidrokloriir Etil oleat Crilet 4 X Su (110)
Mikroemiilsiyon Titrasyon Deksametazon| [IPM* Tw-80* | PG* Su (111)
metodu
. oy s Titrasyon . « | Sp-20* + n-
Mikroemiilsiyon metodu Kolorafenikol IPM Tw-20 | biitnaol Su (112)
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Tablo 10 devam. Baz1 okiiler mikroemiilsiyon ¢calismalari

Titrasyon Deksametazon | IPM* Cremophor

metodu EL PG* Su (106)

Mikroemiilsiyon

IPM*: izopropil meristat, Tampon*: pH 7,4 PBS tamponu, P 184: Poloksamer 184, Tw-80*: Tween 80, PG:
Propilen glikol, Sp-20: Span 20, X*: Yok

Tablo 11. TQ iceren emiilsiyon ¢calismalari

Emiilsiyon Tipi Metot lla¢c |YagFaz| YEM YYEM | Sivi Faz | Kaynak
Nanoemiilsiyon | Yiksek basingh |+ | 300000 | Tw-g0 X su (113)
(suiginde yag) | homojenizasyon
Nanoemiilsiyon Tw-20%
(sui inéle Zv) Titrasyon metodu| TQ |Oleik asit ve Karbitol Su (114)
¢ yag Labrasol
Nanoemiilsiyon | = gy enpex | g | KaMOR | oge | jpax Su (115)
(su iginde yag) 90
Nanoemiilsiyon * Kur*/ | Corek y PG* ve
(st iginde yas Wl o E TQ | otuyag | 88" | pegao| SU | (116)

Tw-20*: Tween 20, Cur*: Kurkumin, 1988*: Imwitor 988, SNEDDS: Self-nanoemulsifying drug delivery

systems (Kendiliginden nanoefiilsifiye olan sistemler), IPA: Izopropil akolkol

KURU GOZ HASTALIGI

Daha 6nce kuru goz, gozyas: yetersizliginden ya da asir1 gézyasi buharlasmasindan
kaynaklanan, interpalpebral alanda okiiler ylizey hasarina ve okiiler rahatsizlik semptomlarina
yol agan bir gbzyasi filmi bozuklugu olarak tanimlanmistir (117). Giiniimiizde ise bu tanim
degismis ve kuru goz, lakrimal fonksiyonel tinitenin kompleks inflamatuar bir sendromu olarak
tanimlanmaktadir. “Disfonksiyonel gozyasi sendromu” veya “lakrimal keratokonjunktivit”
terimlerinin de kullanilabildigi kuru g6z sendromunda okiiler yiizeyde klinik ya da subklinik
bir inflamasyonun bulunmasindan bahsedilmektedir (118).

2007 yilinda Uluslararas1 Kuru G6z Calisma Komitesi tarafindan kuru goz i¢in kapsamli
bir siniflama sistemini de i¢eren yeni bir tanimlama bildirilmistir. Komitede ti¢ boliimlii bir
klasifikasyon sistemi yaymlanmistir. {lk boliim etyopatogeneze ydneliktir ve kuru goziin ¢oklu
nedenlerini tanimlar. Bu grupta kuru g6z baslica iki kategoriye ayrilmistir; akdz yetersizlik
(Sjdgren veya non-Sjogren iliskili) ve evaporatif bozukluklar. ikinci boliim mekanizmaya aittir
ve her bir nedenin, ortak bir yolak boyunca etki ettigini gostermektedir (gdzyas1 hiperosmolarite
ve gdzyasi film instabilitesi). Ugiincii boliim hastaligin siddetine dayanmaktadir (gdrme

bozukluklari, konjonktival enjeksiyon, konjonktival boyanma, korneal boyanma, goz kapag:
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bulgulari, gozyasi kirllma zamani, Schirmer testi ve tedavi i¢in rasyonel bir temel saglamaktadir
(119).

Kuru gbéz olusumundaki mekanizmalar; gozyasi hiperozmolaritesi, gozyasi film
instabilitesi ve inflamasyondur. Gozyas1 hiperozmolaritesi, artmis buharlasma ya da azalmig
akoz sekresyona bagli olusabilir. Protein ve elektrolit konsantrasyonundaki artis, baglangicta
okiiler ylizeyde irritasyona ve ileriki asamalarda inflamasyona yol acan gozyasi hacminde
azalmaya neden olur. G6z kurulugu zamanimin azalmasi ile tanist konulan gozyasi filmi
instabilitesi de artmis buharlasma ile ilgilidir (120). Sekil 14’te normal gézyasi filmi ve goz

kurulugu sonra olusan gozyasi filmi gostermistir.

ek 56«»6&““5“““6660?
Gozyas!

% filmi
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(a) Normal gozyasi film tabakasi (b) Anormal gozyas! film tabaksi

Sekil 14. Kuru goz oncesi (a) ve sonrasi (b) gozyasi film tabakasinin gosterimi (121)

Kuru goz, oftalmoloji kliniginde sik rastlanan bir durumdur. Son yillarda yapilan
aragtirmalara gore, kuru g6z prevelansinin ¢esitli yas gruplarinda %5-30 arasinda oldugu
tahmin edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 40 yas iizerinde 7,1 milyon kisinin kuru
g6z sendromuna bagli okiiler rahatsizlik yasadigi belirtilirken, prevelansla ilgili yapilan diger
caligmalarda ise 40 yas iizerindeki popiilasyonun %6’s1 ve 65 yas ilizerindeki popiilasyonun
%15’inde kuru g6z oldugu bildirilmistir. Kuru goz siklig1 yasla birlikte artar ve 6zellikle de
kadinlarda anlamli olarak daha sik goriiliir. Ayrica ¢esitli sistemik hastaliklarda kuru goz

goriilme siklig1 belirgin olarak artmaktadir (122).
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Kuru Géz Etiyolojisi

Etiyolojide degisik ve birbirleriyle iligkili olabilen faktorler rol oynayabilmektedir.
GoOzyasimin miktarindaki azalma, gdzyasinin okiiler yiizey iizerinde dagilimindaki bozukluk,
kornea epitelindeki diizensizlik ve go6zyas1 lipitlerindeki patolojilere bagli olarak
gelisebilmektedir. Tablo 12°de kuru goziin etiyolojik siniflandirilmasi goriilmektedir. Akoz
gozyas1 yetmezligi, gdzyasi bezinin yeterince gozyasi salgilayamamasina bagl gelismektedir.
Gozyas1 miktar1 azalir, osmolaritesinde artis meydana gelir ve hiperosmolarite inflamasyonu
tetikleyerek kuru goziin siddetini arttirir. Sjégren sendromunda, gézyasi ve tiikriik bezlerinde
lenfosit infiltrasyonu sonucu bez yapilarinda harabiyet yapan otoimmiin bir neden mevcuttur.
Bunun sonucunda goézyasi ve tiikriik salgilanmasi azalir. Sjogren sendromuna bagli olmayan
akoz yetmezlik ise yaslanma ile olusan akdz yetmezlik, dogumsal gozyasi bezi yoklugu
(Konjenital Alakrima), gozyas: bezinin sempatik ve parasempatik innervasyonunda olusan
bozulmalar, gézyas1 bezinin infiltrasyonu, ablasyonu gibi nedenlere bagli olusabilmektedir.

Buharlagma fazlaligina bagli kuru gézde, gbzyasi bezinden gozyast salinimi normaldir
fakat okiiler ylizeyden buharlasma sonucu kuru goéz klinigi gelisir. Meibomius bezi
disfonksiyonu (Posterior blefarit), iki goz kirpma arasindaki silirenin uzamasi, ortamdaki nem
oraninin diisiik olmasi, alerjik konjonktivit, kontakt lens kullanim, oktiler yiizeye toksik ilaglar
gibi sebepler 6zellikle lipit tabaka da bozulma, lipit bilesenlerinde degisiklik yaparak kuru géze
neden olurlar (123).

Tablo 12. Kuru goz etiyolojik siniflandirilmasi (119)

Kuru Goz
CEVRESEL FAKTORLER AKOZ GOZYASI BUHARLASMAYA BAGLI
YETMEZLIGI .
G OLUSAN KURU GOZ
(EVAPORATIF KURU
ccpviese | SogmSedmnnieg |60
FAKTORLER Y
2)Sjogren sendromuna bagli .
olmayan akoz yetmezlik 1)Hastaya Ait Sebepler
Goz kirpma oraninin A) Meibomius bezi
1
azaimast disfonksiyonu
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Tablo 12 devam. Kuru goz etiyolojik siniflandirilmasi (119)

G0z kapag araliginin
artmasi

Diistik androjen, yiiksek
Ostrojen seviyesi

Yasa bagli olusan fizyolojik
degisimler

DIS CEVRESEL
FAKTORLER

Ortamdaki nem oraninin
diistik olmasi

Riizgarh hava

Bilgisayar basinda uzun
stire ¢caligmak

A) Primer Gozyas1 Yetmezligi

e Yasa Bagh Kuru G6z

e Dogumsal Gozyasi
Bezi Yoklugu

(Konjenital Alakrima)

e Familyal disotonomi
(Riley Day Sendromu)

B) Sekonder Gozyast
Yetmezligi

e (Gozyasi Bezinin
infiltrasyonu:
Sarkoidoz, lenfoma,

AIDS, greft versus host.

e (Gozyas1 Bezinin
Ablasyonu

e Gozyasi Bezinin
Denervasyonu

C) Gozyas1 Bezi Kanallarinin
Obstriiksiyonu

Trahom
Skatrisyel Pemfigoid
Eritema Multiforme

Kimyasal ve Termal
Yaniklar

D)Refleks Hiposekresyon
(Refleks sekresyonda azalma)

o Refleks Duyusal Blok:
Kontakt lens
kullanimi, Diabetes
Mellitus,
norotrofik keratit

e Refleks Motor Blok

B) Gozkapagi agikliginin ve
gbzkapagi-goz
kiiresiuygunlugunun
bozulmasi

C) Go6z kirpma oraninin
diisiik olmasi

2)Ekstrensek Sebepler

A) Okiiler ylizey
bozukluklari

B)Kontakt lens kullanim1

C)Allerjik konjonktivit
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Kuru Goz Mekanizmasi

Kuru goziin temel mekanizmalari, gbdzyasi hiperozmolaritesi ve gozyast filmi
kararsizligi tarafindan yonlendirilir. Olaylarin dongiisii Sekil 15’te gosterilir. Gozyasi
hiperozmolaritesi, okiiler ylizeyde bir dizi inflamatuar olay1 aktif hale getirir ve inflamatuar
mediatorlerin gdzyasina salinmasiyla yiizey epiteline zarar verir. Epitel hasari, apoptoz ile
hiicre 6ltimii, goblet hiiclerinin kaybini ve miisin ekspresyonunun bozulmasini igerir ve bu da
gbozyast filmi instabilitesine yol acar. Bu dengesizlik okiiler ylizey hiperozmolaritesini
siddetlendirir ve kisir dongliyii tamamlar. Go6zyast filmi instabilitesi, gozyasi
hiperozmolaritesinden 6nce kseroftalmi, okiiler alerji, topikal koruyucu kullanim1 ve kontakt
lens asinmasi dahil olmak {izere ¢esitli etiyolojiler tarafindan baslatilabilir.

Kuru g6ziin neden oldugu epitel hasari, kornea sinir uglarini uyarir, artan gozii agma ve
kapamadan dolayi telafi edici refleks lakrimal gézyas1 sekresyonuna yol acar. Okiiler yiizeyde
normal miisin eksikligi géz kapaklar1 ve goz kiiresini arasindaki siirtiinme direncini arttirarak
semtomlara katkida bulunur. Bu donemdeki yliksek refleks girisine bez i¢indeki norojenik bir
inflamasyonun temeli olarak ortaya atilmistir.

Gozyas1 hiperozmolaritesinin baglica nedenleri, lakrimal yetmezlik ve/veya gozyasi
filminden artan buharlasma sonucu olusan sulu gozyas: akisidir. Bu durum seklin iist orta
kismindaki okla gosterilir. Artan buharlasma sonucu kayip, diisiik nem ve yiiksek hava akisinin
cevresel kosullar tarafindan tercih edilir ve klinik olarak 6zellikle kararsiz bir gozyas filmi
lipit tabakasina yol agan muibom bezi disfonksiyonundan kaynaklanabilir. Kapak lipit kalitesi,
blefarit (g6z kapaginin iltihabi, arpacik) sayilari artan normal kapak iiriinlerinde salinan esteraz
ve lipaz enzimlerinin etkisiyle degistirebilir. Azalan sulu gozyasi akisi, lakrimal sivinin
konjonktival kese i¢cine bozulmus iletiminden kaynaklanmaktadir. Bunun normal yaslanmanin
bir 6zelligi olup olmadig belirsizdir. Ancak antihistaminikler ve antimuskarinik ajanlar gibi
baz1 sistemik ilaglar tarafindan indiiklenebilir. En yaygin neden, Sjogren sendromu gibi
otoimmiin bozukluklarda ve ayrina Sjogren sendromu olmayan kuru gdzde goriilen inflamatuar
lakrimal hasardir. inflamasyon hem doku yikimima hem de potansiyel olarak geri déniisiimlii
bir ndro-salgilayict bloga neden olur. Bir reseptdr bloguna, antikorlarin M3 reseptoriine
dolasimi da neden olabilir. inflamasyon diisiik doku androjen seviyeleri tarafindan tercih edilir.

Gozyast iletimi sikatrisyel konjonktival ¢izik ile engellenebilir veya okiiler ylizeyden
likrimal bezine duyusal refleks giidiisii kaybi ile azaltilabilir. Sonunda kuru goziin kronik ylizey
hasar1 kornea duyarliliginda bir diisiise ve refleks gézyasi1 sekresyonunda bir azalmaya yol agar.

Cesitli etiyolojiler en azindan kismen refraktif salgt blogunun mekanizmasi ile kuru goz
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sendromuna neden olabilir: refraktif cerrahi, kontakt lens aginmasi ve topikal anesteziklerin

kronik kotiiye kullanimi olarak agiklanir (124).

Eksik veya
Kararaiz
Lipit
Tabakamn

Blefarit Kapak
Yiiksek Hava Hizs flora lipaz ve

. |

Yiiksek
Buharlazma

Cevre

Kseroftalmi
Okiiler alerji
Koruyucular

Sistemik ilalar
oy engeller

Gozyan
Hiperozmolaritesi

Goblet glicresi,
glokokaliks
miusin kaybi

‘apoptoz

Sekil 15. Kuru goz mekanizmasi (124)

Kuru Gozde Tedavi

Kuru goziin tedavisinde ilk yapilmasi gerekenler; altta yatan nedenlerin ortaya
cikarilarak tedavi edilmesi, semptomlarin giderilmesi, gdzyasi osmolaritesinin azaltilmasi,
gbzyas1 tabakasinin stabilitesinin diizeltilmesi ve géz yiizeyi harabiyetinin geri ¢evrilmesidir.

Kuru goz sendromunun nedeni ne olursa olsun hasta mutlaka tedavi hakkinda
bilgilendirilmelidir. Tedavi ile semptomlarin iyilesmesi, okiiler yilizeyin biitinligiiniin
saglanmasi ve komplikasyonlarin dnlenmesi amaglanmalidir. Kuru géze sebep olan sistemik

bir hastalik varsa tedavi edilmelidir. Kuru g6z tedavisinin kronik, genelde direngli ve kesin
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tedavisi oldukca gii¢ olabilen bir hastalik oldugu her zaman akilda tutulmalidir. Kuru goz
semptomlari ¢ok genis bir yelpazede bulundugu ve bir¢ok oftalmojik hastalikta ortak seyrettigi
i¢in, kuru goz tedavisinde yanilgilar olabilmektedir. Son yillarda bu hastaligin inflamatuar bir
sendrom oldugu yoniinde c¢alismalar oldugu i¢in tedavi protokolleri, artik antiinflamatuar ve

immiin modiilator alanlara kaymaya baglamistir (125).

Kuru Géz Hastahginin Tedavisinde Kullamlan ilaclar
Asagidaki ilag listesi, bir sekilde bu durumla ilgilidir veya bu durumun tedavisinde
kullanilir (126).
Kuru goz hastaligi tedavisinde kullanilan ilaglar ikiye ayrilir. Bunlar;
e Oftalmik Antiinflamatuar Ajanlar
e Oftalmik Lubrikantlar

Oftalmik antiinflamatuar ajanlar: Oftalmik antiinflamatuar ajanlar, go6zlere
uygulanarak agriyici azaltacak veya iltihabi tedavi edecek sekilde formiile edilmis iiriinlerdir.
Antiinflamatuar ajanlar, iltihaplanmaya neden olan ve goézlerde tahris ve sismeyi azaltan bir
veya daha fazla mediyatore karsi etki eder. Ayrica antiinflamatuar gz damlalar1 ameliyattan

sonra agriy1 hafifletmek i¢in de kullanilir.

e Restasis® Oftalmik Emiilsiyon

Restasis oftalmik emiilsiyonu etkin madde olarak %0,05 siklosporin, yardimci madde
olarak hint yagi, gliserin, polisorbat 80, karbomer, su ve sodyum hidroksit icerir. Restasis goz
damlasi, bir immiinosupresif ila¢ olan Siklosporin igerir. Siklosporin, gozlerdeki iltihaplanma
ile azaltilmis gézyas1 liretimini arttirabilir. Restasis géz damlalari, iltihaptan kaynaklanabilecek
kronik kuru gozii tedavi etmek i¢in kullanilir. Tablo 13’te Restasis’in Tiirkiye miistahzarlari

gosterilir.
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Tablo 13. Restasis’in Tiirkiye’deki miistahzarlar

URON DOZAJ ETKIN KULLANILAN YARDIMCI
ADI/FIRMASI SEKLI MADDE MADDELER
Gliserin
N Hint Yag1
GOZ . . )
Polisorbat 80
DEPORES" /[DEVA | DAMLAs| | Slosiborin
EMULSIYON o Karbomer
Su
Sodyum Hidroksit
Gliserin
N Hint Yag1
GOZ . . .
Polisorbat 80
DEPORES X®/DEVA | DAMLASI S'k'o‘/’sc;%o“”
EMULSIYON o Karbomer
Su
Sodyum Hidroksit
Gliserin
. Hint Yag1
® GOZ . L ]
TEARON®/SEBA Siklosiporin | Polisorbat 80
LA DAMLASI %0.05
¢ EMULSIYON o, Karbomer
Su
Sodyum Hidroksit
Gliserin
- Hint Yag
EPOSTIN®/VEM GOZ Siklosiporin | Polisorbat 80
LA DAMLASI %0.05 °
¢ EMULSIYON oL, Karbomer
Su
Sodyum Hidroksit

e Xiidra® Oftalmik Soliisyon

Xiidra oftalmik soliisyon etkin madde olarak %5 liftegrast, yardimct madde olarak
sodyum klorit, sodyum fosfat, sodyum tiyosiilfat, sodyum hidroksit, hidroklorik asit ve su igerir.
Xiidra, viicudumuzdaki hiicrelerin yilizeyinde belirli bir proteini bloke ederek caligir. Bu protein
gozlerinizin yeterince gbzyasi iretmemesine veya gozlerinizi saghikli tutmak i¢in dogru

kivamda olmayan gdzyaslari iiretmesine neden olabilir. Xiidra géz damlalar1 kuru g6z hastaligi

semptomlarini tedavi etmek i¢in kullanilir.

Oftalmik lubrikantlar: Oftalmik lubrikantlar kuru ve tahris olmus gozleri tedavi etmek

i¢in kullanilir. Kullanilan bu tirtinler Tablo 14’te bahsedilir.
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Tablo 14. Oftalmik lubrikant iiriinleri

URUN ADI/FIRMASI DOZAJ SEKLI YARDIMCI MADDE

SSTLRONT | s cozmss | PUELE L

LUBI%;?LATQ,%EV A STERIL GOZ DAMLASI POI;ES%EENG&I%% L400,
AKWA TEARS®/AKORN OFTALMIK MERHEM BEYAZY X‘é@iﬁ‘éi&l\] ERAL

FRESHKOTE® OFTALMIK MERHEM POU}YOH\‘II?IS SI%IKOL

LACRISERT® OFTALMIK INSERT HIDROKSIPROPIL SELULOZ
TEARSALLERGAN GOZ DAMLASI SOV ioror M

GONAK®/AKORN OFTALMIK INSERT HiDROI?gE%(L)gZL METIL
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GEREC VE YONTEMLER

KULLANILAN ARAC ve GERECLER
Kimyasal Malzemeler

Timokinon (Sigma Aldrich — Almanya)

Corek otu yag1 (Naturlife — Tiirkiye)

Tween 20 (Merck — Almanya)

Tween 80 (Merck — Almanya)

Cremophor ELP (BASF — ABD)

Cremophor RH40 (BASF — ABD)

Propilen Glikol (BASF — Almanya)

Gliserol Monolinoleat (Maisine 35-1) (Gattefosse — Fransa)
Détere kloroform (Sigma Aldrich, ABD)

PEG 400 (Merck — Almanya)

N-oktanol (Merck — Almanya)

Metanol (Merck — Almanya)

Asetonitril (Merck — Almanya)

Disodyum hidrojen fosfat (Merck — Almanya)
Potasyum dihidrojen fosfat (Merck — Almanya)
Sodyum klortir (Tekkim — Tirkiye)
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Hidroklorik asit (Sigma Aldrich - Almanya)

Sodyum hidroksit (Merck — Almanya)

ARPE-19 Hiicre hatti (Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) — Amerika)
FBS (MULTICELL FBS-11-11A — Amerika)

Penisilin (MUTICELL — Amerika)

Streptomisin (MULTICELL 450+201-Z1 — Amerika)
L-glutamin (MULTICELL 609-065-E2 — Amerika)
EMEM:DMEM HAMS F12 (MULTICELL — Amerika)
Tripsin-EDTA (MULTICELL 352-524-EL — Amerika)
DMSO (MERCK 67-68-15 — Almanya)

MTT (Biomatik — Amerika)

Arag ve Gerecler

Manyetik 1siticili karistirict (Daihan Scientific — Gliney Kore)

Yiiksek devirli homojenizator (Daihan Scientific — Giiney Kore)

Stabilite kabini (Daihan Scientific — Giiney Kore)

Viskozimetre (AND — Japonya)

pH metre (Matter Toledo — ABD)

UV-vis spektrofotometre (Shimadzu — Japonya)

Hassas terazi (Shimadzu — Japonya)

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) (Varian 300 MHz, ABD)

Fourier Transformed Infrared (FT-IR) (Shimadzu Corporation, Japonya)

Zeta Boyut ve Potansiyel Ol¢iim Cihazi (Nano-ZS) (Malvern Panalytical, ABD)

Likid Kromatografi — Kiitle / Kiitle Spektroskopisi (LC-MS/MS) (Agilent Technologies

6460 Triple Quad LC/MS)

Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) (DSC-60, Shimadzu, Japonya)

X-Isin1 Difraktometresi (Lab X XRD-6100) (Shimadzu Corporation, Japonya)

Laminer kabin (Safe Fast Elite EN 12469 2000 — Italya)

Invert mikroskop (OLYMPUS — Japonya)

Satrifiij (HERMLE — Almanya)

Dondurucu (PANASONIC — Japonya)

Mikroplaka okuyucu spektrofotometre (Thermo Scientific Multiskan Go — Amerika)
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TIMOKINON’UN FiZIKOKIMYASAL ANALIZLERI

TQ’nun standardizasyonunu ve safligini saglamak i¢in ¢alismalar, Fourier Doniisiimli
Infrared spektroskopisi (FT-IR) analizi, Niikleer Manyetik Rezonans analizi (NMR),
Ultraviyole (UV) analizi, Kiitle Spektrum (MS) analizi, Erime noktas1 analizi, Diferansiyel
taramali kalorimetri (DSC) analizi ve X-1isinim1 kirmim1 (XRD) analizi yapildi. Yapilan analiz

caligmalarina ait detaylar asagida verildi.

Timokinon’un Fourier Déniisiimlii Infrared Spektroskopisi

TQ FT-IR spektrometre cihazi kristalinin iizerine konuldu ve TQ’nun FT-IR
spektrometre cihazinda 4000-500 cm™ araliginda taranip pik verdigi dalga boylari belirlendi ve
IR spektrumu ¢izildi.

Timokinon’un Ultraviyole Spektrofotometre Analizi
0,4 mg/mL TQ, PBS ortaminda ¢oziindiiriildiikten sonra bu stok ¢ozeltisi UV-vis
spektrofotometre cihazinda 200-400 nm dalga boylar1 arasinda maksimum absorbans verdigi

dalga boyu (Amax) saptandi.

Timokinon’un Kiitle Spektrum Analizi

2 ug/mL TQ, metanol ile ¢oziindiiriiltiikten sonra bu stok ¢ozelti MS analizi i¢in 60 V
fragmantor voltajinda LC-MS/MS (Sivi kromatografisi — Kiitle spektoskopisi/Kiitle
spektroskopisi) cihazina uygun kosullarda enjekte edildi ve kiitle/elektriksel yiik oranina (m/z)

gore en ylksek bagil bollugu saptandi.

Timokinon’un Termal Analizi

TQ’nun DSC ile termogramlari elde edildi. Yaklasik 2-5 mg tartilan numune kapakli
aliminyum pan igine konulup preslenerek kapatilmasi saglandi. Maddenin DSC termogrami
azot gaz1 gegirilerek 30 °C ile 80 °C sicaklik araliginda 3 °C/dk sicaklik artis1 hizinda 6l¢iilerek
elde edildi.

Timokinon’un Niikleer Manyetik Rezonans Analizi
TQ’nun *H ve 13C degerlendirmesi NMR ile yapildi. Céziicii olarak kloroform (CDCls)
kullanildi.
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Timokinon’un X-1simim1 Kirinimi Analizi
TQ’nun XRD analizi 40 kV voltaj, 30 mA akim siddeti, 20: 3-40° araliginda, 0,02°/dk
tarama hizinda yapildi ve XRD difraktogrami elde edildi.

TIMOKINON ILE ANALITIK YONTEM GELISTIRME VE VALIDASYON
CALISMALARI

llag analiz yontemleri igin, Avrupa Farmakopesi (EP) (127), Birlesik Devletler
Farmakopesi (USP) (128), Uluslaras1 Harmonizasyon Konfederasyonu (ICH) (129) ve
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi'nin (FDA) (130) verdigi talimatlar dogrultusunda validasyonlar
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu baglamda analitin fiziksel ve kimyasal ozellikleri
incelenerek kullanilacak olan dedektor ve g¢alisilacak olan cihaz analiz parametreleri valide
edilmektedir. Optimum spektroskopik ve kromatografik sartlar, hem sistem uygunluk testleri

hem de yontem validasyonu analizleri ile belirlenmektedir.

Tez kapsaminda, TQ’nun miktar tayini ¢alismalari i¢in LC-MS/MS (Sekil 16) ve UV-
vis spektrofotometre (Sekil 19) cihazlan ile gelistirilen yontemler kullanildi. Kullanilan
yontemlerin validasyon ¢alismalar yapilarak, 6zgiin, kesin, dogru, duyarli, saglam ve dogrusal
bir yontem elde etmek amaciyla uygun spektroskopik ve kromatografik sartlar belirlendi.

Belirlenen parametreler asagida 6zetlendi.

ICH’a gore analitik validasyonun kabul edilebilirligini saglayan validasyon

parametreleri;

Dogrusallik (Linearity)

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan c¢ozeltilerin konsantrasyonuna kars1 cihaz
cevabinin (pik alani, absorbans vb.) grafige gecirilmesi ile elde edilen egriye kalibrasyon egrisi
denir. Kalibrasyon dogrusunun egimi, dogrusalligin matematiksel bir dl¢iisiidiir. Kalibrasyon
egrisinde, egrinin dogrusal oldugu diisiik konsantrasyon ile en yiiksek konsantrasyon araligi

yontemin dogrusalligi olarak ifade edilir.

Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik (Accuracy and Recovery)
Dogruluk, elde edilen deneysel degerin gercek degere ne kadar yakin oldugunu

saptamak amaciyla yapilir. Yontemin dogrulugu geri alma yiizdesine baglidir. Bu hesaplamada
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yontemin dogrulugu % geri kazanim degerlerinin ortalamasi hesaplanarak, onaylanir. Standart
sapma (SS) veya varyasyon katsayisi (VK) ile ifade edilir. Geri kazanim degeri Esitlik 4

yardimi ile hesaplanir.

% Geri Kazanim = (Kpratik / Kteorik) X 200 ..ottt Esitlik 4

Koratik: Etkin maddelerin kalibrasyon esitliginden elde edilen konsantrasyon degeri

Kteorik: Etkin maddenin konsantrasyon degeri

Kesinlik (Precision)

Kesinlik analitik yontemin normal ¢alisma kosullarinda tekrar edilebilirlik ve tekrar elde
edilebilirlik derecesinin 6lciisiidiir. Istatistiksel agidan yeterli degerlendirmenin yapilacag
sayida olmak tizere ayni konsantrasyondaki ornekler olgiilerek aritmetik ortalama, SS ve VK
hesaplanmasiyla gergeklestirilir. VK’nin % 2’den kiiciik olmasi yontemin kesinliginin
saglandigini ifade eder.

o Tekrar edilebilirlik (repeatability)

Kalibrasyon esitligi olusturmak i¢in hazirlanan stok ¢dzeltisinden bir konsantrasyon
secilip ve iki farkli glinde hazirlanan bu konsantrasyondaki ¢ozeltiler cihaza verilir. Cihazin
verdigi cevaba karsilik gelen konsantrasyonlarin ortalamasi, SS ve VK hesaplanir. Varyasyon
katsayisinin % 2’den az olmas1 yontemin tekraredilebilir oldugunu gostermektedir.

o Tekrar elde edilebilirlik (reproducibility)

Tekrar elde edilebilirlik i¢in ayn1 stoktan hareket edilerek seyreltmeyle hazirlanan belirli
sayida ayn1 konsantrasyondaki ¢ozeltinin cihazin verdigi cevabin 2 farkli analist tarafindan test
edilmesi ve elde edilen degerlerin ortalama, SS ve VK hesaplanmasidir. Bulunan varyasyon

katsayisinin % 2’den kiigiik olmas1 yontemin tekrar elde edilebilirligini gostermektedir.

Secicilik (Specificity)
Etkin maddenin cihazda verdigi cevabin bog formiilasyonu olusturan maddelerin verdigi

cevap ile ¢akismamasi icin yapilan kontroldiir.

Teshis ve Tayin Sinirlar1 (LOD and LOQ)
Teshis sinir1 (limit of detection: LOD) analizi yapilan maddenin kabul edilebilir

dogruluk ve tekrarlanabilirlikle tayin edilebilecegi en diisiik konsantrasyondur. Tayin siniri
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(limit of quantitation: LOQ) analizi yapilan maddenin saptanabilecegi en diisiik
konsantrasyondur. Bu sinirlar diisiik konsantrasyona sahip bir seri 6rnegin analiz edilmesiyle
belirlenir. Kalibrasyon esitliginde en diisiik degere karsilik gelen alanlarin standart sapma
degerleri hesaplanir ve bu degerlerin ortalamasi, secilen kalibrasyon egrisinin egimine boliinir.
Bu deger Esitlik 5 ve Esitlik 6’da gosterildigi gibi 3,3 ile ¢arpilarak saptama sinir1 ve 10 ile

carpilarak tayin siir1 belirlenmistir.

LOD = 3,3 X SD/M. oo Esitlik 5
LOQ = 10X SD/M ..o Esitlik 6

SD: Kalibasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmasi

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

Esitlik 7

yi = Ortalama yanit (alan degeri / absorbans)
vi = Derigimi bilinen maddenin dogru denkleminde karsilik gelen ortalama yaniti

n = Kalibrasyon grafiginde belirtilen konsantrasyon sayist
Stabilite (Stability)

Hazirlanan standart ¢ozeltilerin farkli ortam kosullarinda bekletilerek ve farkli zaman

araliklarinda cihaza verilip cihaz cevabinda herhangi bir degisiklik olup olmadig1 saptanir.
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LC-MS/MS ile Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismasi

b () LTS

Sekil 16. LC-MS/MS cihaz gosterimi

Cihazin LC ile ilgili parametreleri:

Tablo 15. Cihazin LC ile ilgili parametreleri

Analiz Parametresi Kosul

Mobil Faz A % 0,1'lik Formik asitli Ultra saf su
Mobil Faz B % 0,1'lik Formik asitli Asetonitril
Kolon Sicakligi 35°C

Ornekleyici Sicaklig 4°C

Kolon Poroshell EC C1g (Spum, 150 x 3 mm)
Enjeksiyon Hacmi 10 uL

Analiz Siiresi 14.00 dk

Akis Hizi 0,600 mL/dk

LC akis gradienti parametreleri:

Tablo 16. LC Akis Gradienti Parametreleri

Zaman (dk) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%0)
1.00 90.0 10.0
4.00 2.0 98.0
Akis gradienti 7.00 2.0 98.0
7.10 0.0 100.0
9.00 0.0 100.0
9.00 90.0 10.0
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Cihazin MS/MS ile ilgili parametreleri:
Tablo 17. Cihazin MS/MS ile ilgili parametreleri

Analiz Parametresi Kosul

Iyon Kaynagi Elektrospray iyonizasyon (ESI)
Iyonlastirma Tiirii Pozitif

Kapiler Voltaji 2500 V

Source Sicakligi 375 °C

Azot Gaz Sicakligl 300 °C

Azot Gaz Akisi 10 L/dk

Delta EMV (+) ov

MS/MS MRM parametreleri:
Tablo 18. TQ Optimizasyon Calismalar1 MS/MS Parametreleri

Bilesik | Prekiirsor iyon | Uriin iyon |Fragmentor (V)| Dwell (s) CE (V)
TQ 165 165 60 200 0

Metot validasyon parametreleri:

1- Stok ¢ozeltilerinin hazirlanmast:
e TQ Ana Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

10,044 mg TQ 10,044 mL metanolde ¢oziildii ve 1000 ppm stok ¢6zelti hazirlandi.
e Mobil Faz A Hazirlanmasi

500 mL ultra saf su igine 500 pL formik asit ilave edildi.
e Mobil Faz B Hazirlanmasi

500 mL asetonitril igine 500 uL formik asit ilave edildi.

e Numune On Hazirlik Islemleri

Her biri 1000 ppm olan F3-1 (Tween 20 igeren formiilasyon) ve F7-9 (Cremophor
RH40 iceren formiilasyon) numuneleri 5 ppm olacak sekilde hazirland1 ve enjeksiyon i¢in cam

viallere alindi. Seyreltme faktorii: 200

2- Dogrusal aralik ve kalibrasyon egrisi: Calismamizda 1000 ppm TQ stok ¢ozeltisinden
F3-1 ve F7-9 numunelerinden katim yapilarak 0,5-10 pg/mL artan konsantrasyon araliginda
alt1 noktali kalibrasyon egrisi hazirlandi. Hazirlanan tiim konsantrasyonlar cihaza ii¢ kez

enjekte edildi.
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3- Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve miktar tayin alt sinir1 (LOQ): Belirlenen deney
kosullarinda saptanabilen en diisikk konsantrasyondur. Bir smir degeri olup, madde
konsantrasyonunun belirli bir degerin altinda veya iistiinde olup olmadigi1 saptanir. Bu sinir,

saptama siirinda hazirlanmis uygun sayida 6rnegin analizi ile gerceklesir.

4- Dogruluk ve geri kazanmim: Analitik geri kazanim igin 4 pg/mL ve 8 pg/mL
standartlar1 TQ c¢ozeltisine F3-1 ve F7-9 numuneleri igerisine TQ stok ¢ozeltisinden katim

yapilarak hazirlandi.

UV-vis Spektrofotometre Validasyon Calismasi

pH 7.4 fosfat tampon cozeltisinin (PBS) hazirlanmasi:
Disodyum hidrojen fosfat ~ 2,38g

Potasyum dihidrojen fosfat 0,19g

Sodyum kloriir 8,09
Distile su y.m.
1000 mL

Avrupa farmakopesine gore (131) hazirlanacak PBS i¢in 250 mL olacak sekilde
belirlendi. 250 mL’lik balon jojenin igine bir miktar saf su koyuldu. Ilk olarak disodyum
hidrojen fosfat 0,595 g tartilt1 ve balon jojenin igine aktarildi. Balon joje ultrasonik su
banyosuna alinip maddenin iyice ¢oziinmesi saglandi. Sirasiyla potasyum dihidrojen fosfat
0,0475 g ve sodyum kloriir 2,0 g tartilarak ayni sekilde hazirlandi. Cozelti balon jojedeki
cizgisine kadar 250 mL’ye saf su ile tamamlandi. Tampon ¢6zeltinin hepsi bir beher igine
dokiliip pH metre kullanilarak pH’1 6l¢iildi. pH 6,4 olacak sekilde 0,1M HCI ¢ozeltisi ile

ayarlandi.

Analitik yontem validasyonu:
1- Ozgiinliik (Segicilik): TQ nun, ortamda bulunan diger maddelerden ayirt edilebilmesi
i¢in formiilasyonda bulunan YEM ve YYEM maddeleri 200-400 dalga boylar1 arasinda UV-

vis spektrofotometre ile tarandi.
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2- Dogrusallik: TQ’ nun kalibrasyon dogrusunu hazirlamak tizere TQ 0,4 mg/mL ana
stok ¢ozeltisi pH 7,4 PBS ile ¢oziindiiriilmesiyle hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden yola ¢ikarak
uygun seyreltmeler yapilarak, standart ¢ozeltiler 13; 10; 9; 8; 7; 6; 5; 4; 3; 2; 1 ve 0,5 ug/mL
konsantrasyonlarda elde edilecek sekilde elde edildi. Elde edilen standart ¢ozeltiler ile
kalibrasyon egrisi ¢izildi. Hazirlanan konsantrasyonlar ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen
absorbans degerleri grafige gecirildi. Regresyon analizi yardimiyla kalibrasyon dogrusu ¢izildi.
Gergeklestirilecek tiim analizde kullanilmak {izere dogru denklemi (y=mx+n) elde edildi.
Gelistirilen analitik yontem ile derisime karsi olgiilen analitik cevabin dogru orantili olarak
arttiginin ispat1 i¢in, TQ konsantrasyonunun korelasyonu incelendi. Bu sebeple 0,5-13 pg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusallik ¢aligmalar1 yapildi. En kii¢iik kareler yontemi kullanilarak
basit dogrusal regresyon istatistikleri analizi uygulandi ve t testi ile regresyon katsayisi ve

interseptin anlamlilig test edildi.

3- Dogruluk ve geri elde: Elde edilen degerlerin tekrarlanabilirligini test edebilmek
amaciyla {i¢ ayr1 konsantrasyonda (0,5; 6 ve 13 pg/mL) TQ standart ¢ozeltileri licer defa
hazirlandi. Elde edilen ortalama degerlerin gercek degerlerden sapma orani, dogruluk
parametresinin dl¢iisiidiir. Dogruluk parametresi i¢in validasyon sonuglari geri elde (%) olarak

belirtildi.

4- Kesinlik: Ug farkli konsantrasyonda (1, 7 ve 10 pg/mL) ii¢ paralel drnegin
absorbanslar 6l¢tildii. Absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyon miktari kalibrasyon
esitlginde yerine konularak hesaplandi. Analitik metodun kesinligi normal kosullar altinda
tekrarlanabilirliginin bir dl¢iistidiir. Yontemin tekrarlanabilirligi (ayn1 analizei, ayn1 yontem,
ayni laboratuvar kosullari, ayni cihaz vb.) giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik ¢aligmas1 yapilarak
ispatlandi. Yontemin giinler arasindaki degiskenliginin analizi i¢in, ayn1 prosediir {i¢ ardigik
giin boyunca tekrarlandi. Bu {i¢ giin kendi igerisinde, kesinlik ve tekrarlanabilirlik olarak
degerlendirilirken, {i¢ giinilin toplaminda elde edilen sonugclar ara kesinlik olarak degerlendirildi.
Kesinlik ve tekrarlanabilirlik parametreleri, her bir konsantrasyon diizeyi i¢in, ayr1 ayr1 giinler
icerisinde elde edilen sonuglarin yiizde varyasyon katsayis1 (% VK) olarak ifade edildi. Ara
kesinlik parametreleri ise, her bir konsantrasyon diizeyi i¢in, {i¢ ardisik giin icerisinde elde

edilen biitlin sonuglar % VK olarak ifade edilmistir.

66



5- Tayin alt limiti (LOQ) ve tespit alt limiti (LOD): Gelistirilen analitik yontemin
duyarlhiliginin degerlendirilebilmesi i¢in, tayin alt limiti (limit of quantitation, LOQ) ve tespit
alt limiti (limit of detection, LOD) degerleri hesaplandi.

6- Stabilite: TQ’nun stok ¢ozeltisinden 9 pg/mL konsantrasyonda ¢dzelti hazirlandi, oda
sicakliginda (25 °C £ 2), buz dolabinda (4 °C £ 2) ve derin dondurucuda (-20 °C + 2)’ da 48
saat bekletilerek belirli zaman araliklarinda miktar tayini c¢alismalar1 yapildi. %VK
degerlerlerinin  %2'den kiigiik olmasi, etkin madde stabilitesinin siirdiiriilebilirligini

gostermektedir.

TIMOKINON’UN LIPIT/SU PARTISYON KAYSAYISI

TQ’un lipit/su partisyon katsayisinin analizi amaciyla, n-oktanol fazi, distile su ile
deneyden 24 saat 6nce doyuruldu. N-oktanol ile TQ’un 0,03 M ¢ozeltisi hazirland1 ve
baslangigtaki TQ konsantrasyonu UV-vis spektrofotometre ile tayin edildi. Bu ¢6zeltinin 2
mL’si 10 mL’lik tlipe alinarak tizerine 2 mL saf su eklendi. Tiiplerin agz1 kapatilarak 24 saat
oda sicakliginda yatay calkalayici ile calkalandi ve ardindan 3500 rpm (dakikada doniis
sayisi)’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra n-oktanol fazindaki TQ konsantrasyonu UV-vis
spektrofotometre ile tayin edildi. Distile su fazindaki TQ konsantrasyonu, n-oktanol
fazindadaki baslangi¢ ve son konsantrasyon arasindaki fark hesaplanarak bulundu. TQ’un
lipit/su partisyon katsayisi Esitlik 8 ile hesaplandi. TQ’un lipit/su partisyon katsayis1 2 paralel
ornek ile caligilarak hesaplandi. Her 6rnek UV-vis spektrofotometre’ de 3 kere olgiilerek

degerlendirildi.

LOog P =Log [MN/MS]. ...t Esitlik 8

Mn = n-oktanolde ¢oziinen etkin madde miktar1

Ms = sulu fazda ¢6ziinen etkin madde miktar1

TIMOKINON’UN COZUNURLUK CALISMASI

TQ’nun ¢oziiniirlik ¢alismalarinda Corek otu yagi, Tween 20, Tween 80, Cremophor
RH40, Cremophor ELP, Propilen glikol, PEG 400, Gliserol, Distile su ve pH 7,4 PBS ortamlar1
kullanild1. Eppendorf tiiplerine ortamlardan 0,3 mL konuldu ve {izerine TQ’un ¢oziiniirliigii

doygunluga ulasana kadar TQ ilave edilerek siispande edildi. 24 saat oda sicakliginda
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calkalamali su banyosunda karistirildi. 24 saat sonunda ¢okmiis TQ maddesinin ¢6ziliniip
¢oziinmedigi kontrol edildi. TQ maddesinin ¢6ziindiigii ortamlara bir miktar daha TQ eklendi
ve 24 saat daha calkalayicida karistirildi. Coziinen TQ miktarlar1 belirlenmeden Once,
¢Oziinmemis TQ’un uzaklastirilmasi i¢in hazirlanan karisgimlar 13.000 rpm’de 30 dk santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatant ile gerekli seyreltmeler yapilarak UV-vis spektrofotometre’de
analiz edildi. Her 6rnek UV-vis spektrofotometre’de 3 kere Ol¢iilerek degerlendirildi.

MIKROEMULSIYON FORMULASYON CALISMALARI

Mikroemiilsiyon On Formiilasyon Calismalari

Okiiler mikroemiilsiyon 6n formiilasyon ¢alismalart 2 metot kullanilarak gelistirildi
(92). ilk olarak faz titrasyon yéntemi kullanilarak mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 olusturuldu.
Burada belirli oranlarda yag, YEM ve Y YEM kullanilip distile su ile bulanma noktalarina kadar
titre edildi. Elde edilen veriler liggen faz diyagramina gecirilip en fazla su tutan mikroemiilsiyon
formiilasyonu tespit edildi. Ikinci metot olarak yiiksek devirli homojenizasyon yontemi

kullanilarak mikroemdiilsiyonlar hazirlandi.

Faz titrasyon metodu ile hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlari: Okiiler
mikroemiilsiyon formiilasyon ¢alismalarinda farkli YEM ve YYEM’ler kullanildi. Yag fazi
sabit olup ¢orek otu yagi; YEM olarak Tween 20, Tween 80, Cremophor ELP ve Cremophor
RH40; YYEM olarak Gliserin, Propilen glikol ve polietilen glikol 400 (PEG 400) ve su fazi

olarak distile su kullanild.

1- Hazirlama parametreleri: Okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin tasariminda
YEM’lerle YYEM’ler 1:1, 2:1, 3:1, 4:1 ve 5:1 oranlarinda karistirildi. Smix™* ve yag fazi oranlari
9:1, 8:2, 7:3, 6:4 ve 5:5 olarak hazirlandi. Formiilasyonlar bir beher igerisinde manyetik
karistiricida 400 rpm’de ve 40-50 °C’ de karistirilirken, bulanma noktalarina kadar distile su ile
titre edildi ve bulanma noktalari tespit edildi. Formiilasyon ¢aligmalar1 Tablo 19 — Tablo 35°te
gosterildi.

*Smix. YEM/YYEM oranu.

2- Uggen faz diyagramlarmin ¢izimi: Okiiler mikroemiilsiyon formiilasyon
caligmalarinda elde edilen veriler ile Triplot programi yardimiyla her bir Smix orani igin {iggen
faz diyagramlar ¢izildi. Emiilsiyon olusumlari programda bir alan igerisinde gosterildi. En

yiiksek alan degerini veren formiilasyonlar ideal formiilasyon olarak segildi.
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Tablo 19. YEM olarak Cremophor EL, yag olarak Corek otu yagi ve su kullanilarak

gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlar:

Yag YEM/YYEM Su
.. YEM:YYEM ;
Formiilasyon kodu Oram COl;zlglOtu Cremophor ELP Distile su
1 9 0.00 - 100
2 8 0.00 - 100
MEF - 1 1:0 3 7 0.00-1.30
4 6 0.00 - 0.32
5 5 0.00 - 0.00

Tablo 20. YEM olarak Cremophor EL, YYEM olarak Gliserin, yag olarak Corek otu
yagi ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su

YEM:YYEM

Formiilasyon kodu Oram

Cokek otu | Cremophor ELP /

9 . Distile su
yagi Gliserin

-
O

0.00 - 100
0.00 - 0.64
0.00-0.16
0.00-0.16
0.00 - 0.00
0.00 - 100
0.00 - 100
0.00-0.16
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 100
0.00 - 100
0.00 - 0.64
0.00 - 0.08
0.00 - 0.00
0.00 - 100
0.00 - 100
0.00-0.16
0.00-0.16
0.00 - 0.00

MEF - 2 1:1

MEF -3 2:1

MEF - 4 31

MEF -5 4:1

OB WOINIPIORIWINFPORWNRFRORWIN
OIOIN|0|O|UT|OO|N|0|O|UoT|d|(No(Oo|o1o|N |
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Tablo 20 devam. YEM olarak Cremophor EL, YYEM olarak Gliserin, yag olarak Corek

otu yagi ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

1 9 0.00 - 100
2 8 0.00 - 100
MEF -6 5:1 3 7 0.00 - 0.64
4 6 0.00-0.16
5 5 0.00 - 0.00

Tablo 21. YEM olarak Cremophor EL, YYEM olarak PEG 400, yag olarak Corek otu
yagi ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su

YEM:YYEM

Formiilasyon kodu Oram

Cokek Cremophor ELP /

P PEG 400 Distile su

|

0.00 - 0.64
0.00-0.16
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 100
0.00-0.16
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 100
0.00 - 0.64
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 100
0.00 - 0.64
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 100
0.00 - 0.64
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00

MEF - 7 1:1

MEF - 8 2:1

MEF -9 31

MEF - 10 4:1

MEF - 11 o1

QB WOINIPIOIRIWOIN PO WOINFRPORRWINRFRORWIN
QIO IN|O0|O|O|O|N|O0|O|U1OO|N|0 OO0 Noo(o1od|N|0o|©o
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Tablo 22. YEM olarak Cremophor EL, YYEM olarak Propilen glikol, yag olarak Corek
otu yag: ve su kullanmilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su

YEM:YYEM

Formiilasyon kodu Orani

Cokek otu | Cremophor ELP /

yagi Propilen glikol Distile su

o

0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00

MEF - 12 1:1

MEF - 13 2:1

MEF - 14 3:1

MEF - 15 4:1

MEF - 16 o1

QB WOINIPIOIRIWOINFPIOORARWOINFPORWINIRFRPORWIN|E
GION|O0|O|OT|O|N|0|O|U1|OO|N|0j o1 |N(o(o|(o1o||0

Tablo 23. YEM olarak Tween 20, yag olarak Corek otu yagi ve su kullanilarak gelistirilen

mikroemiilsiyon formiilasyonlar:

Yag YEM/YYEM Su
.. YEM:YYEM )
Formiilasyon kodu Oram COkelf ot Tween 20 Distile su
yagi

1 9 0.00 - 0.32
2 8 0.00 - 0.08
MEF - 17 1:0 3 7 0.00 - 0.00
4 6 0.00 - 0.00
5 5 0.00 - 0.00
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Tablo 24. YEM olarak Tween 20, YYEM olarak Gliserin, yag olarak Corek otu yagi ve

su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Formiilasyon kodu

YEM:YYEM
Oram

Yag

YEM/YYEM

Su

Cokek otu
yagl

Tween 20 / Gliserin

Distile su

MEF - 18

1:1

0.00 - 0.64

0.00 - 0.16

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 19

2:1

0.00 - 0.32

0.00 - 0.08

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 20

3:1

0.00 - 0.32

0.00 - 0.08

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 21

4:1

0.00 - 0.32

0.00 - 0.08

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 22

5:1

0.00 - 0.32

0.00 - 0.08

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

QB WOINIPIOIRIWOINFPIOORARWOINFPORWINIRFRPORWIN|E

GION|O0|O|O|O|N|0|O|O1|OO|N|0 oo Nl |o1o|N|0o|©o

0.00 - 0.00

Tablo 25. YEM olarak Tween 20, YYEM olarak PEG 400, yag olarak Corek otu yag: ve

su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su
) YEM:YYEM ]
Formiilasyon kodu Oram Cokek | 1 een 20 / PEG 400 | Distile su
otu yagi
1 9 0.00 - 0.32
2 3 0.00 - 0.04
MEF - 23 11 3 7 0.00 - 0.00
4 5 0.00 - 0.00
5 5 0.00 - 0.00
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Tablo 25 devam. YEM olarak Tween 20, YYEM olarak PEG 400, yag olarak Corek otu

yag: ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

MEF - 24

2:1

-

©

0.00 - 0.64

0.00-0.16

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 25

3:1

0.00 - 0.32

0.00 - 0.08

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 26

4:1

0.00 - 0.32

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 28

5:1

0.00 - 0.64

0.00 - 0.08

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

QB IWOINIPIORARWINRFRP ORWNFRPOBRWIN

IO |IN|0|O|UOT|OO N0 O | U1 |N(0(O|o1o|N|0

0.00 - 0.00

Tablo 26. YEM olarak Tween 20, YYEM olarak Propilen glikol, yag olarak Corek otu

yagi ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Formiilasyon kodu

YEM:YYEM
Oram

Yag

YEM/YYEM

Su

Cokek otu

yagi

Tween 20 / Propilen
glikol

Distile su

MEF - 29

1:1

-

©

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 30

2:1

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

gala|lw|NkRlolAlw|N

gIoNjo|o|o1|o| |

0.00 - 0.00
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Tablo 26 devam. YEM olarak Tween 20, YYEM olarak Propilen glikol, yag olarak Corek

otu yagi ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

MEF - 31

3:1

-

©

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 32

4:1

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 33

5:1

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

QB IWOINPIORWOINRFRP O WIN

IO |N|0|O|U1|OO|N|0|©O|oT|o|~|00

0.00 - 0.00

Tablo 27. YEM olarak Cremophor RH40, yag olarak Corek otu yagi ve su kullanilarak

gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su
.. YEM:YYEM .

Formilasyon kodu Oram COl;glglom Cremophor RH40 | Distile su
1 9 0.00 - 100

2 8 0.00 - 100

MEF - 34 1:0 3 7 0.00-5.20

4 6 0.00-0.16

5 5 0.00 - 0.08

Tablo 28. YEM olarak Cremophor RH40, YYEM olarak Gliserin, yag olarak Corek otu

yagi ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su
. YEM:YYEM )
Formiilasyon kodu Oram Cokelf otu | Cremophor RH40 / Distile su
yagi Gliserin

1 9 0.00 - 100
2 8 0.00 - 100
MEF - 35 11 3 7 0.00 - 0.16
4 6 0.00 - 0.00
5 5 0.00 - 0.00
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Tablo 28 devam. YEM olarak Cremophor RH40, YYEM olarak Gliserin, yag olarak
Corek otu yagi ve su kullamlarak gelistirilen mikroemiilsiyon

formiilasyonlari

0.00 - 100
0.00 - 100
0.00 - 100
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 100
0.00 - 100
0.00-0.16
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 100
0.00 - 100
0.00-0.16
0.00 - 0.08
0.00 - 0.00
0.00 - 100
0.00 - 100
0.00 - 0.32
0.00 - 0.08
0.00 - 0.08

MEF — 36 2:1

MEF - 37 3:1

MEF - 38 4:1

MEF - 39 51

QB (WINFRPORIWINIPIOORWOIN PO WIN|F

GION[OO|O1IO N0 |N|0|O|u1T|od|~N|00|w©w

Tablo 29. YEM olarak Cremophor RH40, YYEM olarak PEG 400, yag olarak Corek otu
yagi ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su

YEM:YYEM

Formiilasyon kodu Oram

Cokek | Cremophor RH40 /

ofu yag1 PEG 400 Distile su

|

0.00-0.32
0.00-0.16
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 2.60
0.00-0.32
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00

MEF - 40 1:1

MEF - 41 2:1

OB WIN|IFRPIORIWIN
OO IN|0|O|U1|OO|N|00|©
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Tablo 29 devam. YEM olarak Cremophor RH40, YYEM olarak PEG 400, yag olarak

Corek otu yagi ve su kullamlarak gelistirilen mikroemiilsiyon

formiilasyonlari

MEF - 42

3:1

0.00 - 100

0.00-1.30

0.00 - 0.32

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 43

4:1

0.00 - 100

0.00 - 100

0.00 - 2.60

0.00 - 0.16

0.00 - 0.00

MEF - 44

5:1

0.00 - 100

0.00 - 100

0.00 - 2.60

0.00-0.16

QB (WINRPIORIWIN|IFP|IOITRARWIN|F

QO (N(0|O|OI|O|N|0|O©|01|O)|N|00|w©

0.00 - 0.00

Tablo 30. YEM olarak Cremophor RH40, YYEM olarak Propilen glikol, yag olarak

Corek otu yag1 ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Formiilasyon kodu

YEM:YYEM
Oram

Yag

YEM/YYEM

Su

Cokek otu

yagi

Cremophor RH40 /
Propilen glikol

Distile su

MEF - 45

1:1

-

©

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 46

2:1

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 47

3:1

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

ORI |IRPIO|RRWOINRFRPORRWIN

OO |N|0|O|U1|OO|N|0|©O U1~ |00

0.00 - 0.00
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Tablo 30 devam. YEM olarak Cremophor RH40, YYEM olarak Propilen glikol, yag
olarak Corek otu yag: ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon

formiilasyonlari

0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00

MEF - 48 4:1

MEF - 49 o1

OIoON(0O|O01|OO|N|00|©

QB WINNFRPORIWIN|F-

Tablo 31. YEM olarak Tween 80, yag olarak Corek otu yagi ve su kullanilarak gelistirilen

mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su
.. YEM:YYEM o
Formilasyon kodu Oram COkelf OmR Tween 80 Distile su
yagl

1 9 0.00 - 100
2 8 0.00 - 100
MEF - 50 1:0 3 7 0.00 - 0.08
4 6 0.00 - 0.00
5 5 0.00 - 0.00

Tablo 32. YEM olarak Tween 80, yag olarak Corek otu yag: ve su kullanilarak gelistirilen

mikroemiilsiyon formiilasyonlar:

Yag YEM/YYEM Su
" YEM:YYEM ,
Formilasyon kodu Oram COkelf otu Tween 80 Distile su
yagl

1 9 0.00 - 100
2 8 0.00 - 100
MEF - 50 1:0 3 7 0.00 - 0.08
4 6 0.00 - 0.00
5 5 0.00 - 0.00
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Tablo 33. YEM olarak Tween 80, YYEM olarak Gliserin, yag olarak Corek otu yagi ve

su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Formiilasyon kodu

YEM:YYEM
Oram

Yag

YEM/YYEM

Su

Cokek otu
yagl

Tween 80 / Gliserin

Distile su

MEF - 51

1:1

0.00 - 100

0.00 - 0.32

0.00 - 0.04

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 52

2:1

0.00 - 100

0.00 - 0.16

0.00 - 0.04

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 53

3:1

0.00 - 100

0.00 - 0.32

0.00-0.16

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 54

4:1

0.00 - 100

0.00 - 100

0.00-0.16

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 55

5:1

0.00 - 100

0.00 - 100

0.00-0.32

0.00 - 0.00

QB WOINIPIOIRIWOINFPIOORARWOINFPORWINIRFRPORWIN|E

GION|O0|O|O|O|N|0|O|O1|OO|N|0 oo Nl |o1o|N|0o|©o

0.00 - 0.00

Tablo 34. YEM olarak Tween 80, YYEM olarak PEG 400, yag olarak Corek otu yag: ve

su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su
) YEM:YYEM )
Formiilasyon kodu Oram Cokek | 1\veen 80/ PEG 400 | Distile su
otu yagi
1 9 0.00 - 100
2 3 0.00-0.16
MEF - 56 11 3 7 0.00-0.04
4 6 0.00 - 0.00
5 5 0.00 - 0.00
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Tablo 34 devam. YEM olarak Tween 80, YYEM olarak PEG 400, yag olarak Corek otu

yag: ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

MEF - 57

2:1

-

©

0.00 - 100

0.00 - 0.32

0.00 - 0.04

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 58

3:1

0.00 - 100

0.00 - 0.32

0.00 - 0.04

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 59

4:1

0.00 - 100

0.00 - 0.32

0.00 - 0.08

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 60

5:1

0.00 - 100

0.00 - 0.64

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

QB IWOINIPIORARWINRFRP ORWNFRPOBRWIN

IO |IN|0|O|UOT|OO N0 O | U1 |N(0(O|o1o|N|0

0.00 - 0.00

Tablo 35. YEM olarak Tween 80, YYEM olarak Propilen glikol, yag olarak Corek otu

yagi ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Formiilasyon kodu

YEM:YYEM
Oram

Yag

YEM/YYEM

Su

Cokek otu

yagi

Tween 80 / Propilen
glikol

Distile su

MEF - 61

1:1

©

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

MEF - 62

2:1

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

0.00 - 0.00

QB WOIN|RPIORIWIN|F

gIoO|N|0|O|o1|O| |00

0.00 - 0.00

79




Tablo 35 devam. YEM olarak Tween 80, YYEM olarak Propilen glikol, yag olarak Corek
otu yagi ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00
0.00 - 0.00

-
O

MEF - 63 31

MEF - 64 4:1

MEF - 65 51

QB IWOINPIORWOINRFRP O WIN
IO |N|0|O|U1|OO|N|0|©O|oT|o|~|00

Yiiksek devirli homojenizasyon yontemi ile hazirlanan mikroemiilsiyon
formiilasyonlari: Yiiksek devirli homojenizasyon yontem ile hazirlanmasinda yiiksek devirli
homojenizatér (Daihan Scientific) cihazt kullanildi (Sekil 17). Hazirlanan okiiler
mikroemiilsiyon formiilasyonlari i¢in yag faz1 sabit olup ¢orek otu yagi;, YEM olarak Tween
20, Cremophor ELP ve Cremophor RH40; YYEM olarak Gliserin ve Propilen glikol ve su fazi
olarak distile su kullanildi.

Sekil 17. Yiiksek devirli homojenizator gosterimi
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Mikroemiilsiyon 6n formiilasyon ¢aligmalar1 yiiksek devirli homojenzasyon yontemi

kullanilarak 10 mL olacak sekilde hazirlandi. Tablo 36’da genel formiilasyon kodlar1 ve

igerikleri verildi. Tablo 37 ila Tablo 47°de formiilasyonu olusturan maddelerin oranlari verildi.

Homojenizator sartlart 30 saniye 4000 rpm, 30 saniye 8000 rpm ve 3 dakika 16000 rpm’ de

toplamda 4 dakika

karigtirildi.

Formiilasyonlar sirasiyla;

Tim formiilasyonlar

oda

sicakliginda hazirlandi.

Tablo 36. Yiiksek devirli homojenizator ile hazirlanan formiilasyon kodlar ve icerikleri

Formiilas icerik Formiilas icerik Formiilas icerik
yon Kodu ¢ yon Kodu ¢ yon Kodu ¢
F1 Twe_en ?0 ) F4 Cremophor ELP F7 Cremophor RH40
Gliserin
Tween 20 —
Fo Propilen 5 Cremop_hor_ ELP - F8 Cremophor _RH40
; Gliserin - Gliserin
glikol
F3 Tween-20 6 Cremo_phor E_LP F9 Cremophor R_H40
— Propilen glikol — Propilen glikol

Tablo 37. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM olarak Tween

20, YYEM olarak Gliserin, yag olarak Corek otu yagi ve su kullanilarak

gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlar:

Yag YEM/YYEM Su
Formiilasyon kodu | YEM:YYEM Orani COl;glglom Tween 20 - Gliserin | Distile su

F1-1 1:1 2 2 94
F1-2 2:1 2 4 90
F1-3 1:1 3 3 91
F1-4 2:1 3 6 85
F1-5 1:1 4 4 88
F1-6 2:1 4 8 80
F1-7 1:1 5 5 85
F1-8 2:1 5 10 75
F1-9 1:1 6 6 82
F1-10 2:1 6 12 70
F1-11 1:1 7 7 79
F1-12 2:1 7 14 65
F1-13 1:1 8 8 76
F1-14 2:1 8 16 60
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Tablo 38. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM olarak Tween
20, YYEM olarak Propilen glikol, yag olarak Corek otu yagi ve su kullanilarak

gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su
Formiilasyon kodu | YEM:YYEM Oram | Cokek | Tween 20 — Propilen -
otu yagi glikol Distile su

F2-1 1:1 2 2 94
F2-2 2:1 2 4 90
F2-3 1:1 3 3 91
F2-4 2:1 3 6 85
F2-5 1:1 4 4 88
F2-6 2:1 4 8 80
F2-7 1:1 5 5 85
F2-8 2:1 ) 10 75
F2-9 1:1 6 6 82
F2-10 2:1 6 12 70
F2-11 1:1 7 7 79
F2-12 2:1 o 14 65
F2-13 1:1 8 8 76
F2-14 2:1 8 16 60

Tablo 39. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM olarak Tween

20, yag olarak Corek otu yagi ve su kullamlarak gelistirilen mikroemiilsiyon

formiilasyonlari
Yag YEM Su
Formiilasyon kodu Cokek otu yag: Tween 20 Distile su

F3-1 2 2 96
F3-2 2 4 %4
F3-3 3 3 o4
F3-4 3 6 91
F3-5 4 4 %2
F3-6 4 8 88
F3-7 5 > %0
F3-8 5 10 85
F3-9 6 6 88
F3-10 6 12 82
F3-11 7 / 86
F3-12 7 14 [

oo
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Tablo 39 devam. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM olarak
Tween 20, yag olarak Corek otu yagi ve su kullanilarak gelistirilen
mikroemiilsiyon formiilasyonlari

F3-13 8 8 84
F3-14 8 16 76

Tablo 40. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM olarak
Cremophor ELP, yag olarak Corek otu yagi ve su kullanilarak gelistirilen

mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM Su

Formiilasyon kodu Cokek otu yag1 | Cremophor ELP Distile su
F4-1 2 2 96
F4-2 2 i 94
F4-3 3 3 94
F4-4 3 6 91
F4-5 4 4 %2
F4-6 4 8 88
F4-7 5 5 90
F4-8 5 LY 85
F4-9 6 6 88
F4-10 6 12 82
F4-11 7 ! 86
F4-12 7 14 L
F4-13 8 8 84
F4-14 8 16 76

Tablo 41. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM Cremophor
ELP, YYEM olarak Gliserin, yag olarak Corek otu yag: ve su kullamilarak

gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlar:

Yag YEM/YYEM Su
Formiilasyon kodu | YEM:YYEM Oram | Cokek Cremophor ELP - -
< - Distile su
otu yagi Gliserin
F5-1 11 2 2 94
F5-2 2:1 2 4 90
F5-3 1:1 3 3 91
F5-4 2:1 3 6 85
F5-5 11 4 4 88
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Tablo 41 devam. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM

Cremophor ELP, YYEM olarak Gliserin, yag olarak Corek otu yag: ve

su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

F5-6 2:1 4 8 80
F5-7 1:1 5 5 85
F5-8 2:1 5 10 75
F5-9 1:1 6 6 82
F5-10 2:1 6 12 70
F5-11 1:1 7 7 79
F5-12 2:1 7 14 65
F5-13 1:1 8 8 76
F5-14 2:1 8 16 60

Tablo 42. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM olarak

Cremophor ELP, YYEM olarak Propilen glikol, yag olarak Corek otu yagi ve

su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su
Formiilasyon kodu | YEM:YYEM Oram | Cokek Cremophor ELP — _—
otu yag1 Propilen glikol Distile su

F6-1 1:1 2 2 94
F6-2 2:1 2 4 90
F6-3 1:1 3 3 91
F6-4 2:1 3 6 85
F6-5 1:1 4 4 88
F6-6 2:1 4 8 80
F6-7 1:1 5 5 85
F6-8 2:1 5 10 75
F6-9 1:1 6 6 82
F6-10 2:1 6 12 70
F6-11 1:1 7 7 79
F6-12 2:1 7 14 65
F6-13 1:1 8 8 76
F6-14 2:1 8 16 60
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Tablo 43. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM olarak
Cremophor RH40, yag olarak Corek otu yag: ve su kullanilarak gelistirilen

mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM Su
Formilasyon kodu Cokek otu yagi | Cremophor RH 40 Distile su

F7-1 2 2 96
F7-2 2 4 94
F7-3 3 3 94
F7-4 3 6 91
F7-5 4 4 92
F7-6 4 8 88
F7-7 5 5 90
F7-8 5 10 85
F7-9 6 6 88
F7-10 6 12 82
F7-11 7 7 86
F7-12 7 14 79
F7-13 8 8 84
F7-14 8 16 76

Tablo 44. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM olarak
Cremophor RH40, YYEM olarak Gliserin, yag olarak Corek otu yag1 ve su

kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su
Formiilasyon kodu | YEM:YYEM Oram | Cokek | Cremophor RH 40 - -
otu yagi Gliserin Distile su

F8-1 1:1 2 2 94
F8-2 2:1 2 4 90
F8-3 1:1 3 3 91
F8-4 2:1 3 6 85
F8-5 1:1 4 4 88
F8-6 2:1 4 8 80
F8-7 1:1 5 5 85
F8-8 2:1 5 10 75
F8-9 1:1 6 6 82
F8-10 2:1 6 12 70
F8-11 1:1 7 7 79
F8-12 2:1 7 14 65
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Tablo 44 devam. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM olarak
Cremophor RH40, YYEM olarak Gliserin, yag olarak Corek otu yagi ve
su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

F8-13 1:1 8 8 76
F8-14 2:1 8 16 60

Tablo 45. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan, YEM olarak
Cremophor RH40, YYEM olarak Propilen glikol, yag olarak Corek otu yagi

ve su kullanilarak gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonlari

Yag YEM/YYEM Su
Formiilasyon kodu | YEM:YYEM Oram | Cokek | Cremophor RH 40 — -
otu yagi Propilen glikol Distile su

Fo-1 1:1 2 2 94
F9-2 2:1 2 4 90
F9-3 1:1 3 3 91
F9-4 2:1 3 6 85
F9-5 1:1 4 4 88
F9-6 2:1 4 8 80
Fo-7 1:1 5 5 85
F9-8 2:1 5 10 75
F9-9 1:1 6 6 82
F9-10 2:1 6 12 70
F9-11 1:1 7 7 79
F9-12 2:1 7 14 65
F9-13 1:1 8 8 76
F9-14 2:1 8 16 60

F3, F4 ve F7 formiilasyonlar1 sadece YEM, distile su ve ¢orek otu kullanilarak
hazirlandi. Yag ve YEM oran1 1:1 ve 1:2 olacak sekilde belirlendi. F1, F2, F5, F6, F8 ve F9
formiilasyonlar1 YEM, YYEM, distile su ve ¢orek otu yagi kullanilarak hazirlandi. Smix 1:1
olacak sekilde belirlenip, yag orani ve Smix 1:2 ve 1:4 olacak sekilde belirlendi. Formiilasyonlar
hazirlandiktan sonra hizlandirilmis stabilite sartlarinda stabilite kabininde bekletildi.
Formiilasyonlar hazirlandiktan sonra faz ayrimi olusumunun olup olmayacagi gézlemlendi. F1
ve F3 formiilasyonlarinda faz ayrimi gozlendigi i¢in belirlenen miktarda YEM ilavesi yapilarak
tekrar olusturuldu. Diger formiilasyonlarda faz ayrimi gozlenmedigi i¢in YEM eklemesi

yapilmadi. Asagida YEM ekleme oranlar1 verilmistir.

86



Tablo 46. F1 formiilasyonu ekleme miktarlar:

Yag YEM YYEM Su
Formiilasyon kodu Corelf otu Tw 20 Gly Distile su
yagi

F1-1 2 2+1 2 94
F1-2 2 4+2 4 %0
F1-3 3 3+15 3 o1
F1-4 3 6+3 6 85
FL-5 4 4+2 4 98
F1-6 4 8+4 8 80
F1-7 5 5+2,5 5 85
F1-8 5 10+5 10 75
F1-9 6 6+3 6 82
F1-10 6 12+6 12 70
F1-11 7 7+35 ! 79
F1-12 7 14+7 14 0
F1-13 8 8 +4 8 76
F1-14 8 16+8 16 00

Tablo 47. F3 formiilasyonu ekleme miktarlar:

Yag YEM Su

Formiilasyon kodu Cokek otu yag: Tw 20 Distile su
F3-1 2 2+1 %
F3-2 2 4+2 94
F3-3 3 3+15 94
F3-4 3 6+3 o1
F3-5 4 4+2 92
F3-6 4 8+4 88
F3-7 5 5+25 %0
F3-8 5 10+5 85
F3.9 6 6+3 88
F3-10 6 12+6 82
F3-11 7 7+35 86
F3-12 7 14+7 79
F3-13 8 8+4 84
F3-14 8 16+8 76

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin se¢imi: Hazirlanan 6n formiilasyonlar ilk olarak

gbzlemlenip daha sonra stabilite kabinine (hizlandirilmis stabilite kosulunda 40 °C; %75 Nem)
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koyuldu. 3 ay bekletilen numunler tekrar gozlemlendi ve zetasizer cihazi ile damlacik boyutu,
PDI (polidispersite indeks) ve zeta potansiyel degerlerine bakildi. Elde edilen sonuglar

dogrultusunda mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 segildi.

Hazirlanan Mikroemiilsiyonlar I¢in Metot Secimi
Iki farkli metoda gore hazirlanan mikroemiilsiyon 6n formiilasyonlarin hangi metoda
gore hazirlanacaginin secimi igeriklerine gore degerlendirilecektir. Bilidindigi tizere okiiler

formiilasyonlarda YEM’lerin irritan 6zelliginden dolay: igeriklerinin az olmas1 gerekmektedir

(92).

Mikroemiilsiyonlara Etkin Madde Eklenmesi
On formiilasyon calismalarindan sonra belirlenen optimum formiilasyonu igin yag

fazinin %5’i oraninda TQ eklendi (132).

MIKROEMULSIYONLARIN FiZIKOKIMYASAL CALISMALARI

Ideal mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin fizikokimyasal ozelliklerini belirlemek
amaciyla, mikroemiilsiyon hazirlama asamalarindan gelebilecek olumsuzluklari ve etkin madde
ile tasiyicilar arasindaki etkilesim ve gecimsizlikleri tespit etmek icin bir seri analiz yapildi. Bu
analiz calismalar1 i¢in mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin organoleptik degerlendirmesi,
pH’s1, viskozitesi, kirilma indisi, damlacik boyutu, polidispersite indeksi, zetapotansiyeli, etkin
madde icerigi ve stabilitesi incelendi. Tiim parametreler i¢in ii¢ paralel dl¢iim yapildi ve bu

Olctimlerin ortalamasi alinip SS degerleri hesaplandi.

Mikroemiilsiyonlarin Organoleptik Degerlendirmeleri
Yeni hazirlanan formiilasyonlarinin ve TQ i¢eren mikroemiilsiyon formiilasyonlarin
organoleptik degerlendirmesi koku, renk, goriiniis, faz ayrim1 ve kopiik olusumu parametreleri

ile belirlenmistir.

Mikroemiilsiyonlarin pH Calismalar:
Yeni hazirlanan formiilasyonlarinin ve TQ i¢eren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
pH degeri oda sicakliginda pH-metre (Mettler Toledo Seven Campact pH/ion S220) ile 6l¢iildii.

pH ayarlamasi gereken formiilasyonlar i¢in 1 N NaOH c¢ozeltisi kullanildi.
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Mikroemiilsiyonlarin Viskozite Calismalari

Yeni hazirlanan formiilasyonlariin ve TQ i¢eren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
viskozitesi oda sicakliginda (25 + 2 °C) viskozimetre (AND Vibro Viscometer-SV-10)
kullanilarak olg¢iildii.

Mikroemiilsiyonlarin Kirllma Indisi Calismalar
Yeni hazirlanan formiilasyonlarinin ve TQ igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin

kirilma indisi 6l¢iimii refraktometre (SCHMIDT HAENSCH ATR-F) ile yapilmustir.

Mikroemiilsiyonlarin Damlacik Boyutu, Polidispersite Indeksi Calismalar:

Yeni hazirlanan formiilasyonlarinin ve TQ igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
damlacik boyutu Malvern Zeta Sizer Nano ZS aleti kullanilarak 173°’lik bir agiyla, oda
sicakliginda (25 = 2 °C) 6l¢iildii.

Mikroemiilsiyonlarin Zeta Potansiyel Calismalar:

Yeni hazirlanan formiilasyonlarinin ve TQ igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
zeta potansiyelleri 78,5 dielektrik sabitinde, Malvern Zeta Sizer Nano ZS ile oda sicakliginda
(25 £ 2 °C) odlgiildii.

Mikroemiilsiyonlarin Yogunluk Ol¢iimleri

Yeni hazirlanan formiilasyonlarinim ve TQ i¢eren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
yogunlugu balon joje kullanilarak oda sicakhiginda 6l¢iildii. Once balon joje bos iken darasi
alindi1 daha sonra balon joje su ile doldurulup tartildi. Ardindan etanol ile ¢alkalanarak etiivde
Kurutulmaya birakildi. Son olarak ise kuruyan balon joje mikroemiilsiyon formiilasyonu ile

doldurulup tartildi. Esitlik 9°da verilen esitlik yardimiyla hesaplanma yapildi.

A= (A3 = AL) /(A2 = AL Esitlik 9
d = yogunluk

Al = Balon joje ile tartilan distile suyun agirhigi

A2 = Dara

A3 = Balon joje ile tartilan mikroemiilsiyonun agirlig

89



Mikroemiilsiyonlarin Santrifiij ile Faz Ayrim Calismas
Yeni hazirlanan formiilasyonlarmin ve TQ igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlari
literatiirde verildigi gibi 13000 rpm’ de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda

mikroemiilsiyonlarda herhangi bir faz ayrigsmasi olup olmadig incelendi.

Mikroemiilsiyonlarin Stabilite Calismalar:

Yeni hazirlanan formiilasyonlarinin ve TQ i¢eren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
stabilite ¢alismalar stabilite kabininde hizlandirilmis stabilete sartlarinda (40 °C ve %70 nem)
1,2 ve 3 ay bekletildi. Formiilasyonlarin fiziksel goriiniimii, pH, viskozitesi, damlacik
biiyiikliigii ve zeta potansitel gibi 6zellikleri ve formiilasyonlardaki etkin miktarinin aylara gore

degisimi incelendi.

TIMOKINON ICEREN IDEAL MIKROEMULSIYON FORMULASYONUNUN
IN VITRO SALIM CALISMALARI

Salim calismasinda, diyaliz membran yontemi ve salim ortami olarak pH 7.4 PBS
kullanildi. 32 + 0.5 °C’de, sink kosullarint saglayan 1000 uL TQ siispansiyonu kontrol olarak
kullanildi, karakterizasyon ¢aligmalar1 sonrasinda ideal olarak segilen F3-1-TQ ve F7-9-TQ
formiilasyonlar1 8-10 kDa molekiil agirligina kadar gegirgen olan diyaliz membran i¢ine iki ucu
kapatilarak yerlestirildi. Membran kullanilmadan 6nce pH 7,4 PBS iginde 30 dk bekletildi. Bu
diyaliz membran 80 mL pH 7.4 PBS i¢ine daldirildi. Bu sistem ¢alkalamali su banyosu ile 50
dev/dk’da 72 saat kanistirildi. 5, 15, 30 dk, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 ve 72 saatlerde 6rnekler alindi
ve gerekli seyreltmeler yapilarak UV-vis spektrofotometre ile miktar tayini yapildi. Her 6rnek
2 kez tekrarland.
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Sekil 18. In vitro sahm ¢alismasinda kullamlan ¢alkalamal su banyosu ve numuneler

L

N
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\

Sekil 19. In vitro sahm calismasinda kullamlan UV-vis spektrofotometre

TiIMOKINON iCEREN iDEAL MiKROEMULSIYON FORMULASYONUNUN
KINETIiK CALISMALARI

Kinetik  ¢alismalarin  belirlenmesinde  ¢esitli ~ matematiksel ~ modellerden
yararlanilmaktadir. Salim verileri bu modeller kullanilarak grafige gecirilir ve grafigin lineer

regresyon katsayisina (R?) gore salimin hangi modele uydugu belirlenir.
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Sifirinci Derece Kinetik
Sifirinct dereceden salim hizi matematiksel olarak Esitlik 10°daki formiil ile ifade

edilmektedir.

QEE Q0K Ot e Esitlik 10

Qo = baslangigtaki ilag miktar1
Qt = t siire sonunda salinan kiimiilatif ila¢ miktar1

Ko = sifirinct derece salim hiz sabiti

Sifirmer derece salim kinetigi zamanla yiizey alani degismeyen ve ilaci yavas salan
sistemler i¢in uygundur. Bu sistemlere 6rnek olarak deriye yapistirilan bantlar, matris tabletler
ve osmotik sistemler verilebilir. Bu kinetige gore birim zamanda salinan ilag miktar

konsantrasyondan bagimsiz olup hep sabit kalmaktadir (133).

Birinci Derece Kinetik
Birinci dereceden salim kinetigi, salim hizinin konsantrasyona bagli oldugu durumlarda

goriilmektedir ve matematiksel olarak Esitlik 11°deki formiil ile ifade edilmektedir.

109 Qt =100 Qot Kt oo Esitlik 11

K1 = birinci derece salim hiz sabiti
Bu salim kinetiginde ¢ozeltiye gegen ila¢ miktar: matris igerisinde kalan ilag miktarina
bagli olarak zamanla azalmaktadir. Klasik ilag sistemlerinin ¢ogu ve uzatilmis etkili salim

yapan sistemler bu tiir salim kinetigine uymaktadirlar (134).

Higuchi modeli

Etkin madde salim1 degistirilmis sistemlerin ¢cogu matris sistemi seklindedir. Higuchi,
kontrollii salim yapan kati matrisler icerisinde disperse edilmis etkin maddenin salim hizlarini
belirleyen matematiksel iliskileri teorik olarak incelemistir. Bu salim kinetigi Esitlk 12’deki

formil ile ifade edilmektedir.

Q= Qo KHEY 2 L Esitlik 12



Kn = Higuchi salim hiz sabiti

Saliman etkin madde miktarina karsilik zamanin karekokii grafigi ¢izildiginde, eger
salim difiizyon kontollii ise egimi Higuchi salim hiz sabitine esit olan bir dogru elde

edilmektedir (135).

Hixson-Crowell modeli
Bu salim kinetigi salim sirasinda yiizey alaninda ve ¢apinda degisim olan sistemler i¢in
kullanilmaktadir. ‘Kiipkok kanunu’ olarak da bilinen salim kinetigi Esitlik 13°teki formiil ile

gosterilmektedir.
Q0N - QB 2 KHCT e, Esitlik 13
Khc = Hixson-Crowell salim hiz sabiti

Tabletler gibi ¢oziinmenin ylizeye paralel gerceklestigi ve geometrik seklin bozulmadan
tiim yiizeyin orantil1 bir sekilde kiigiiliip homojen bir sekilde erozyona ugradig: sistemlerde iyi
sonu¢ vermektedir. Bu modelde ila¢ salim hizin1 polimerik matristen diflizyonunun degil, ilag

molekiillerinin ¢6ziinme hizinin belirledigi kabul edilmektedir (136).

Korsmeyer-Peppas modeli

Polimerik sistemlerden etkin maddenin kontrollii salim mekanizmasini inceleyen
modellerin ¢cogu Fick difiizyon esitligine dayanmaktadir. Ancak, deneysel kosullarda salim
mekanizmas1 Fick esitliginden sapma gosterebilmektedir. Bu nedenle, degisik geometrik
sekillerdeki polimerik sistemlerin kontrollii salim verilerinin degerlendirilmesinde Korsmeyer-

Peppas tarafindan 6nerilen Esitlik 14°deki formiilden yararlanilmaktadir.
Mt .
log(M_oo) SHOgK + NIOQL. . . Esitsil 14

Mt =t zamaninda salinan etkin madde miktari
Moo = oo zamanda salinacak etkin madde miktari
k = salim sisteminin yapisal ve geometrik 6zelliklerini ifade eden kinetik sabit

n = salim mekanizmasini gosteren diflizyonel sabit
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Bu model, salim mekanizmasinin tam olarak bilinmedigi veya birden fazla salim
mekanizmasinin gegerli oldugu durumlarda kullanilmaktadir. Korsmeyer-Peppas esitligi sink
kosul altinda yani salim ortaminin siirekli olarak tazelendigi durumda ve sistemden etkin madde
saliminin ilk %60°lik (Mt/Mo < 60) kismi i¢in gegerlidir. Peppas tarafindan onerilen “n”
degerlerinin farkli geometrik sekildeki sistemler i¢in salim mekanizmasina gore degisimi Tablo

48’de verilmistir (137).

Tablo 48. Farkh geometrik sekildeki salim sistemleri icin “n” parametresinin degerleri ve

salim mekanizmalar1

Ince Film Silindir Kiire Salim mekanizmasi
Fick'e uygun difiizyon
0,5 0,45 0,43 4 Y
(Durum 1)
Fick'e uymayan (Anormal
05<n<1 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 _
gecis)
1 0,89 0,85 Durum 2
n>1 Stiper-durum 2 gegis

Hazirlanan okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlarindan etkin madde salimi; etkin
maddenin ilag tasiyici sistem i¢indeki difiizyonu, tasiyicinin degradasyonu veya erozyonuna
bagli olarak gergeklesmektedir. Salimi etkileyen parametreler ise; formiilasyonun tipi,
hazirlama yontemi, partikiil sekli ve biiyiikliigii, etkin maddenin 6zellikleri, kullanilan polimer
ve yardimci maddelerin 6zellikleri olup, salim mekanizmas1 kinetik modeller ile
belirlenmektedir.

Bu amacla tez kapsaminda, kinetik c¢alismalardan elde edilen bilgiler dogrultusunda
salim sonuglarina bes farkli kinetik model (sifirinct derece, birinci derece, Higuchi modeli,
Hixson-Crowell modeli ve Korsmeyer-Peppas modeli) uygulandi ve formiilasyonlarmn salim

mekanizmalari degerlendirildi.
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MTT YONTEMI iLE TIMOKINON ETKIN MADDESININ
SITOTOKSISITESININ DEGERLENDIRILMESI

Cahsmada Kullanilan Hiicre Hatti

Insan retinal pigmentli epitel (ARPE-19; ATCC® CRL-2302™) hiicre hattt Amerikan
Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) satin alinmis, Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma
ve Gelistirme Merkezi’'nden temin edilmistir. ARPE-19, 1986 yilinda bir motorlu tasit
kazasinda kafa travmasindan 6len 19 yasindaki bir erkegin normal gozlerinden Amy Aotaki-
Keen tarafindan tiiretilen, kendiliginden ortaya ¢ikan retina pigment epitel (RPE) hiicre hattidir.

Tablo 49°da ARPE-19 hiiresine ait bilgiler verildi.

Tablo 49. ARPE-19 Hiicre hattina ait bilgiler

Hiicre ad1 ARPE-19
Organizma Insan
Tipi Epitel
Elde Edildigi Doku Goz
Kiiltiir Ozellikleri Yapiskan
Pasaj Sayisi 7
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Sekil 20. ARPE-19 hiicresinin dondurulmasi sonrasi ¢éziinmiis gosterimi

Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Calismada kullanilan hiicre hattinin kiiltiire alinmasi, pasajlanmasi ve kiiltiir devamliligi
islemlerinin tiimii steril kiiltiir odasinda ve laminar kabin igerisinde yapildi. Hiicreler temin
edildikten sonra %5 yeni dogan sigir serumu (FBS), 100 IU/mL penisilin, 10 mg/mL
streptomisin ve %1 L-glutamin igeren EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium): DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium): HAMS F12 besin ortami flasklara ekilerek 37 °C de
%95 nem ve %5 CO: igeren etiive alindi. Hiicrelerin yapismasi ve diger ozellikleri invert
mikroskop ile belirli zaman araliklarinda kontrol edilerek kiiltiir devamliligi saglandi. Flask
tabanina yapisan, saglikl bir sekilde ¢ogalan hiicreler ii¢ giinde bir pasajlandi. Pasajlama islemi
icin flaskta bulunan besiyeri uzaklastirilarak igerisine 37 °C sicakliga getirilmis olan tripsin-

EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) eklendi ve 5 dakika siire ile hiicrelerin flask tabanindan
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kalkmas1 beklendi. Mikroskop ile tabandan kalktigi belirlenen hiicre tripsin karisimi 15 mL’lik
santrifiij tiiplerine alindi. Bu tiipler daha sonra 2500 rpm’ de 2.30 dakika santrifiij edilerek

santrifiij sonunda tripsin uzaklastirildi ve dipte kalan hiicreler besiyeri ile karistirilarak yeni
flasklara ekildi.

Hiicrelerin gerekli oldugu takdirde yeniden kullanilmak iizere dondurulmasi isleminde
hiicreler tripsin ile kaldirilarak santrifiij edildikten sonra %5 dimetil-siilfoksit (DMSO) igerecek
sekilde hiicre besiyeri karigimi eklendi ve -150 °C” de muhafaza edildi. Dondurulan hiicreler
yeniden kullanilacagi zaman ise 37 °C’ de etiivde ¢6ziindiiriiliip dnce santrifiij tiiplerine alindi
ve santrifiij islemi ile igerisinde bulunan DMSO uzaklastirildi. Yeni besin ortami
eklenmesinden sonra hiicre kiiltiirii flasklarina ekilerek uygun sartlar altinda inkiibe edildi ve

kultir devam ettirildi.

MTT Yontemi ile Hiicre Hatlarina Uygulanacak Madde Konsantrasyonlarinin
Belirlenmesi

MTT yontemi, canli hiicrelerin mitokondri enzimleri tarafindan indirgenen sar1 renkli,
MTT maddesi mor renkli suda ¢oziinmeyen kristallere doniismektedir (Sekil 21). Meydana
gelen kristallerin iizerine DMSO eklenmekte ve 492 nm’de absorbanslar belirlenmektedir.
Belirlenen absorbanslara gore % hiicre canliliklar1 ve hiicrelerin %50’sinin canli kaldig1 doz

(ICs0) degerleri hesaplanmaktadir.

N\NQ o N—NH
/4 MITOKONDRIYAL INDIRGENME ©_</
®
=N
'\ée _N N=N
r
s\/gi >=N
Sj)\

(MTT: (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- (2E,42)-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan
2,5-diphenyltetrazolium bromide))

Sekil 21. MTT’nin formazana doniisiimii (138)

Bu ¢alisma kapsaminda TQ’un, TQ i¢cermeyen formiilasyonlarin (F3-1 ve F7-9) ve TQ
iceren formiilasyonlarmin (F3-1-TQ ve F7-9-TQ) ARPE-19 hiicre hatti iizerindeki etkinliginin
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belirlenmesi amact ile MTT yontemi uygulandi. Tablo 50°de verilen gruplarin MTT testleri

yapildi.

Tablo 50. Calismada kullanilan uygulama gruplari

Uygulama Grup isimleri Dozlar
Grubu 1 2 3 4 5
1. grup Kontrol X X X X X
2.grup TQ (6000 uM) 600 uM | 300 uM | 150 uM | 75 uM | 37,5 uM
3.grup F3-1 20 uL 10 uL S5uL 2,5uL | 1,25 uL
4. grup F7-9 20 uL 10 uL 5uL 2,5ul | 1,25 ul
5.grup | F3-1-TQ (6640,24 uM) | 664 uM | 332 uM | 166 uM | 83 uM | 41,5 uM
6.grup | F7-9-TQ (6703,72 uM) | 670 uM | 335 uM | 168 uM | 84 uM | 42 uM

ARPE-19 Hiicre Hattina Uygulanan TQ ve Formiilasyonlarin ICso Degerlerinin

Belirlenmesi

Calismada kullanilacak tiim maddelerin ICso degerlerinin belirlenmesi igin hiicreler her
bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina 180 pL ekildi
ve 24 saat inkiibasyona birakilarak hiicrelerin plakalara yapismasi beklendi. Hiicrelerin

yapismasinin ardindan maddeler uygulanarak ICsg degerleri belirlendi.

TQ, igerisinde %1 DMSO olacak sekilde steril suda ¢oziildii. Ardindan son
konsantrasyonlar 600 uM, 300 uM, 150 uM, 75 uM ve 37,5 uM olacak sekilde her bir
kuyucuga 20 uL uygulandi. F3-1 ve F7-9 her bir kuyucuga 20 uL, 10 uL, 5 uL, 2,5 pL ve 1,25
uL olacak sekilde uygulandi. F3-1-TQ formiilasyonunun TQ konsantrasyonu 6640,24 uM’dir.
Son konsantrasyon olarak 664,024 uM, 332,012 uM, 166,006 uM, 83,003 uM ve 41,5015 uM
olacak sekilde her bir kuyucuga 20 pL uygulandi. F7-9-TQ formiilasyonunun TQ
konsantrasyonu 6703,72 uM’dir. Son konsantrasyon olarak 670,372 uM, 335,366 uM, 167,683
uM; 83,8415 uM ve 41,921 uM olacak sekilde her bir kuyucuga 20 pL uygulandi. Boylece TQ

iceren formiilasyonlar ayni seyreltme oraniyla (1:10) hiicre hattina uyguland.

TQ ve formiilasyonlarin uygulamalarindan 24 ve 48 saat sonra her bir kuyuya 20 pL

MTT soliisyonu (5 mg/mL) eklendi 2-4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin

sonunda plakalardaki sivi uzaklastirilip plakanin her bir kuyusuna 200 pL DMSO eklenerek

mikroplaka okuyucu cihazda 492 nm dalga boyunda absorbans degerleri belirlendi. Belirlenen
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absorbans degerlerine gore % hiicre canliliklart ve hiicrelerin % 50’sinin canli kaldig1 doz (ICsp)

degeri Esitlik 15°teki formiile gore hesaplandi.

Ornek Absorbans Degeri

% Hiicre Canliligr = 100, . Esitlik 15

Kontrol Absorbans Degeri

Hen’s Egg Chario-Allontioc-Membran (HET-CAM) Testi

Karyoallontoik Membran (CAM) iizerinde Hen’in Yumurta Testi, embriyolu tavuk
yumurtasinin karyoallontoik membranini kullanarak asindirici ve/veya siddetli okiiler tahris
edicilerin tahliline yonelik hayvan deneyleri i¢in baska bir alternatif yontemdir. Bu test,
konjonktivanin potansiyel tahrigini belirlemek icin bu membrana verilen hasar1 degerlendirir.
Test maddesinin, zarin yumusak dokusunun kii¢iik damarlar1 ve proteinleri tizerindeki akut
etkilerinin, tavsanlarin go6zlerindeki maddelerin neden oldugu etkilere benzer oldugu

varsayilmaktadir.

HET-CAM, Luepke tarafindan 1985 yilinda tahris edici/agindirici potansiyeli test etmek
icin tanimland1 ve test maddesinin embriyolu tavuk yumurtasinin zarindaki katilar veya sivilar
tizerindeki ani etkilerinin arastirilmasina izin verdi. Bu yontem uluslararasi gegerlilige sahiptir.
Karyoallantoik Membran, arterler, damarlar ve kilcal damarlar igeren eksiksiz bir dokudur ve
teknik olarak incelenmesi kolaydir. CAM, tavsanlarin goézlerinin konjonktival dokusunda
gdzlenene benzer bir inflamatuar siiregle yaralanmaya yanit verir (Draize testi). Iyi geligmis
vaskiilarizasyonu okiiler tahris ¢aligmalart i¢in ideal bir model saglar. Yontemin prensibi,
dollenmis yumurtalarin karyoallantoik membranindaki (7 ila 8 giinliikk gelisim) test maddesine
(kat, 0.3 g ve sivi, 0.1 ila 0.3 mL) dayanir ve sonuglar tahrig tipine (lizis, kanama veya
pihtilagsma) (139).

HET-CAM testi, EURL-ECVAM (European Union Reference Laboratory for
Alternatives to Animal Testing) tarafindan okiiler irritasyon in vitro g¢alismasi i¢in sunulan
alternatiflerden metotlardan biridir.

Test, ICCVAM (Alternatif Yontemlerin Dogrulanmasina Iliskin Kurumlararasi
Koordinasyon Komitesi ) test yontemine gore yapildi (140). HET-CAM testi, test edilecek
maddenin irritasyon potansiyelini smiflandirmaya dayali, farkli analiz yontemleri ile
hesaplanan bir Irritasyon Skoruna (IS) dayanmaktadir. IS analiz yOntemi, test maddesinin
uygulanmasindan sonra 0.5, 2 ve 5 dakikada belirtilen zaman noktalarinda gézlemlenmesi ile

gerceklestirilir. Okiiler mikroemiilsiyonlarin irritasyon etkisini degerlendirmek i¢in yumurta
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ciftliginden (Tekirdag) temin edilen dollenmis yumurtalar 8 giin boyunca 37°C sicakliginda ve
%60 + 2 nem oraninda inkiibe edildi (Sekil 22). Inkiibasyonun ardindan embriyolu
yumurtalarda embriyonun varhigini tespit etmek icin 151k ile kontrol yapildi ve yumurta
kabuklar1 %70’lik alkol ile temizlenerek koryoallantoik mebrani goriiniir hale getirmek icin
kabukta 2 cm ¢apinda bir pencere acildi. Kabuktaki pencereler agildiktan sonra koriyoallantoik
membrana numuneler uygulandi ve makro ¢ekimli fotograf makinesi ile fotograflar1 ¢ekildi.
Embriyolu yumurtalar negatif kontrol (%0.9 NaCl), pozitif kontrol (0.1 N NaOH) ve F3-1-TQ
ve F7-9-TQ formiilasyonlar1 test maddesi olarak 0.3 mL olarak uygulandi. Maddelerin etkisini
belirlemek icin koriyoallantoik membranlar 0.5dk, 2 dk ve 5 dk siirelerle degerlendirildi.
Maddenin etkisi belirlenerek skorlama yapildi. Maddelerin irritasyon skorlari kanama
(damarlardan kanama), vaskiiler lizis (kan damarlar1 pargalanmasi) ve pihtilagsma (damar igi ve
damar dis1 protein denatiirasyonu) bakimindan Tablo 51, Tablo 52 ve Tablo 53’teki gibi
degerlendirildi ve Esitlik 16 ile hesaplandi (139, 140). Her bir numune CAM’a 5 kez uygulandi.

Sekil 22. Embriyolu yumurtalarin inkiibasyona hazirlanmasi

Tablo 51. Irritasyon skor tablosu (140)

Skor
Etki
0.5 dakika 2 dakika 5 dakika
Lizis 5 3 1
Kanama 7 5 3
Pihtilagma 9 7 5

301—-Kanama Siresi 301—Lizis Sturesi 301—Pihtilasma Suresi
( X 7) + (— X 5) + (

300 300 300 X 9) .Esitlik 16 (139)
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Tablo 52. Vaskiiler etkileri gozlemin tanimu ile karsilastiran puanlar (139)

Vaskiiler Etkiler Skor Aciklama
0 0 Higbir reaksiyon gézlemlenmedi, CAM normal
Hayalet damarlar 1 Kan akisindan yoksun, net goriinen damarlar

Tablo 52 devam. Vaskiiler etkileri gozlemin tamim ile karsilastiran puanlar (139)

CAM'n kiiciik kan damarlarinda hiperime veta
Kilcallasma 2
artmig kan akist
o Halka alaninin %25'inden fazlasini kaplayan
Minimal kanama 3 o
kanama potansiyeli
] Halka alaniin %25-50'sini kaplayan kanama
Hafif kanama 4 o
potansiyeli
Halka alaninin %50-75'ini kaplayan kanama
Orta derece kanama 5 o
potansiyeli
. . Halka i¢indeki alanin >%75'1 kan havuzlariyla
Siddetli kanama 6 .
kaplidir, karanlik alanlar kabuk olarak olusabilir

Tablo 53. Skorlarin tahris kategorisi ile iliskisi (139)

Skor Tahris Kategorileri

0-0,9 Tahris edici olmayan

1-49 Zay1f veya hafif tahris
5-8,9/5-9,9 Orta derece tahris
9-21/10-21 Gliglii veya siddetli tahris

istatistiksel Analizler

Tim anatilik metot gelistirme ve validasyon c¢aligmalarinda, in vitro ve ex vivo
deneylerin istatistiksel analizleri SPSS istatistik programi kullanilarak, tek yonlit ANOVA testi
yapild1 ve ortalamalarin girdigi gruplar Duncan Testi ile yapilarak degerlerin kontrol gruplari

ile karsilagtirilarak anlamlilik degerleri hesaplandi.
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BULGULAR

TIMOKINON’UN FiZIKOKIiMYASAL OZELLIKLERININ BULGULARI

Timokinon’un Infrared Spektrumu Analizi Bulgular

TQ’nun Gere¢ ve Yontemler boliimiinde belirtildigi gibi calisildi. Elde edilen IR
spektrumunun gosterdigi absorpsiyon bantlar1 2966,52; 2924,09; 1641,42; 1612,49; 1462,04;
1442,75; 1429,25; 1417,68; 1375,25; 1357,89; 1305,81; 1246,02; 1182,36; 1132,21; 1105,21,
1006,84; 897,04; 873,75; 810,10; 705,95; 686,66 ve 671,23 cm™ olarak bulundu. Bu degerler
literatiirde TQ i¢in verilen IR bantlariyla uyumlu bulundu (141). TQ’ya ait IR spektrumu Sekil
23’te goriilmektedir.
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Sekil 23. TQ’nun IR spektrumu

Timokinon’un Niikleer Manyetik Rezonans Analizi Bulgular:

TQ’nun NMR analizi ¢aligmasi Gereg ve Y ontemler boliimiinde anlatildigi gibi ¢aligildi.
TQ’nun 'H NMR grafigi Sekil 24 ve *C NMR grafigi Sekil 25’te gosterildi. Bu degerler
literatiirde TQ igin verilen NMR bantlariyla uyulu oldugu belirlendi (142).

153 f
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Sekil 24. TQ’nun 1H NMR analizi grafigi
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Sekil 25. TQ’nun 13C analizi grafigi

Timokinon’un Ultraviyole Spektrofotometre Analizi Bulgular

TQ’nun UV spektrumu Gereg ve Yontemler bolimiinde anlatildigr gibi calisildi.
TQ’nun pH 7,4 PBS ile seyreltilmesiyle 0,002M (0,4 mg/mL) konsantrasyonda, maksimum
absorbans 2,1504 A, gosterdigi maksimum dalga boyu (Amax) 267 nm olarak bulundu. Bulunan
degerin literatiirdeki verilere yakin oldugu gosterildi (143). Sekil 26’da TQ’nun elde edilen UV

spektrumu gosterildi.

Spectrum 67 .Hnn 2, 150440

Sekil 26. TQ’nun UV spektrumu
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Timokinon’un Kiitle Spektrum Analizi Bulgular:

Konsantrasyonu bilinen (2 pg/mL) TQ etkin madde ¢ozeltisi kiitle spektrum analizi igin
60 V fragmantér voltajinda LC-MS/MS cihazina uygun kosullarda enjekte edildi ve
kiitle/elektriksel yiik oranina (m/z) gore en yiiksek bagil bollugu saptandi. Sekil 27°de TQ nun
elde edilen kiitle spektrumu gosterildi. Elde edilen spektrumun literatiir ile uyumlu oldugu
belirlendi (144).

+ Scan (rt: 0,864 min)

1ot |FESISan (1t: 0.864 min) Frag=60.0V timokinon kolonlu ms-scan.d
i 163.?000
A 1140000 H
217.1000
e M 130.n1000 H p 195',3000 ‘n 210
148.9000 157, 0000 i
4 107.0000 H \ “ ‘M 17 1000 1850000 ” 205. 1000 23, 1004‘ 2 '”M 2492000
0 mm\m‘www "“\J"Wﬁ s "’w"fw W\ w"mww"u"»fwm '“MW wwv/‘wM,Jw”-ﬁ'wwvuumw
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Counts s, Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 27. TQ’a ait 60 V fragmentor voltaj altinda elde edilen MS/MS spektrumu

Timokinon’un Termal Analizi Bulgular

TQ’nun termal analizi calismasi Gere¢ ve Yontemler boliimiinde anlatildigi gibi
calisildi. TQ’ nun termal analiz grafigi Sekil 28°de gosterildi. TQ’nun erime derecesi 45,74 °C

olarak bulundu. Elde edilen sonucun literatiir ile uyumlu oldugu gosterildi (141).

105
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Sekil 28. TQ’nun DSC ile elde edilen termal analiz grafigi

Timokinon’un X-1s1m Kirimim Analizi Bulgulari

TQ’nun XRD analizi calismasi Gereg ve Yontemler boliimiinde anlatildigi gibi ¢alisildi.
TQ’nun XRD grafigi Sekil 29’da gosterildi. Elde edilen deger literatiir ile uyumlu oldugu
gosterildi (141).

see Multi Plot **+
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Sekil 29. TQ’nun XRD grafigi
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TIMOKINON’UN YONTEM VALIDASYONLARI BULGULARI

LC-MS/MS Yonten Validasyon Calismalar: Bulgular:

LC-MS/MS analiz kosullari bulgulari: Cihazla ilgili 6l¢iim parametreleri TQ standart
coOzeltisi ile optimize edildi. TQ maddesinin analizinde iyon kaynagi olarak elektrospray
iyonlagma, iyon modu olarak pozitif mod ve kolon olarak Poroshell EC C1g (5um, 150 x 3 mm)
10 pL’lik enjeksiyon hacminde 0,6 mL/dk akis hizi ile ¢aligildi. Kiitle spektrometresi analizleri
Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Olgiimler,
manuel integrasyonla elde edilen pik alanlar1 esas alinarak gerceklestirildi. Metot optimizasyon
asamasinda, hareketli faz se¢imi i¢in metanol ve asetonitril karsilastirildi ve asetonitril daha
avantajli oldugu goriilmiistiir. Gelistirilecek yontem igin en iyi ayrimin saglanmasi amaciyla

optimum kosullar saptandi.

Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi Bulgular

Yontemde belirtildigi gibi hazirlanan alti farkli konsantrasyon araliginda (0,5 — 10
ug/mL) kalibrasyon egrisi ¢izildi ve her standart cihaza ii¢ kez enjekte edildi. Elde edilen
kalibrasyon egrisi ile dogru denklemi, regresyon katsayist ve egim hesaplandi. Dogru denklemi
y =5067,311x + 384,538, regresyon katsayisi 0,9989 degerin bulunup lineer oldugu ispatlandi.
Kalibrasyon egrisi Sekil 30°da gosterilmistir.

Compound1 - 6 Levels, 6 Levels Used, 18 Points, 18 Points Used, 0 QCs
9 %1044 y=5067.310862 * x +384.537873
2 5| R"2=0.99886403
S Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:None
8 4.5+
o
4,
3.5
3,
2.5+
2
1.54
14
0.5
0,
| I I I | I | I I I I I [ I I I | I I I I l
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105
Concentration (ng/ml)

Sekil 30. TQ’nun LC-MS/MS icin hazirlanan kalibrasyon egrisi
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Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Sinir1 (LOQ) Bulgular
TQ’nun LC-MS/MS ile analizi yonteminde gozlenebilme sinir1 (LOD) 0,854 pg/mL ve
tayin alt sinir1 (LOQ) 2,846 pg/mL olarak bulundu. Tablo 54’te veriler verildi.

Tablo 54. TQ’nun LOD ve LOQ hesaplamalari icin kullanilan veriler

Stadartlar

Vi

Yanit

yi n

SS

LOD

LOQ

0,5 pg/mL

2845

2912

2825

2818

2829

1 pg/mL

5513

5448

5596

5501

5537

2 pg/mL

9924

10543

9990

9984

9966

5 pg/mL

27062

25702

26748

26853

26888

7,5 ug/mL

37827

38395

37704

37948

37826

10 pg/mL

50733

51060

50790

51485

51003

1442,2

0,854
pg/mL

pg/mL

2,846

Dogruluk ve Giin i¢ci Tekrarlanabilirlik Sonuclar

TQ standart ¢ozeltilerinin olusturdugu dogruluk parametreleri bulgular1 Tablo 55°te

verildi. Her standart cihaza ii¢ kez enjekte edildi ve yontemin giin igi tekrarlanabilirligi

gosterildi. % VK degerleri % 0,13 — 0,82 arasinda bulundu ve yontemin dogrulugu ispatlandi.

Tablo 55. TQ standart ¢ozeltilerinin yontemdeki dogruluk degerleri

Beklenen Final - Ortalama o

Konsantrasyon Kons. Kons. Dogruluk Dogruluk SS VK(%)

0,5 pg/mL 05000 | 04861 | 97,22

standardi

0,5 pg/mL 0,5000 04823 | 9633 | 9657 |0,46483 | 0,48134

standardi

0,5 pg/mL 05000 | 04808 | 9616

standardi
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Tablo 55 devam. TQ standart ¢ozeltilerinin yontemdeki dogruluk degerleri

1 pg/mL 1,0000 1,0120 | 1012

standardi

1 pg/mL 1,0000 1,0285 | 102,85 101,68 |0,83452 | 0,82073
standardi

1 pg/mL 1,0000 1,0008 | 100,98

standardi

2 pg/mL 2,0000 1,8825 | 94,14

standardi

2 pg/mL 2,0000 1,8956 | 94,78 94,55 | 0,2886 | 0,30523
standardi

2 pg/mL 2,0000 1,8945 94,72

standardi

> pg/ml 5,0000 52645 | 105,29

standardi

> pg/mlL 5,0000 52027 | 10405 | 1046 |0,51493 | 0,49229
standardi

5 ug/mL 5.0000 52233 | 104,47

standardi

7.5 pg/mL 7,5000 7,3890 98,52

standardi

7,5 pg/mL 7.5000 7.4129 08,2 98,35 |0,13098 | 0,13318
standardi

7,5 pg/mL 7,5000 74129 | 98,34

standardi

10 pg/mL 10,0000 | 9,9359 | 99,36

standardi

10 pg/mL 10,0000 | 99472 | 9947 | 99,89 |0,67325 | 0,67399
standardi

10 pg/mL 10,0000 | 10,0844 | 100,84

standardi

Asagida Sekil 31 ila Sekil 36°da kalibrasyon egrisini olusturan standartlar igin
kromatogramlar1 verildi. Her bir standart {ic kez tekrarlandi ve metotta tekrarlanabilirligini

gosterildi.
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+ MRM (165.0 -> 165.0) 0.5 ppm-1.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.166-5.504 min, 102 scans) (16...
% x102 | % x10 2| % x10 2|
165.0
3 s * 5.340 min. S s 3 35 .
3,
49 49 2.5
34 34 21
1.5+
2 2 14
1] 1 0.5
I [ I [ I I I [ 0- I I I I
4.5 5 5.5 6 4.5 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 0.5 ppm-2.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.095-5.588 min, 147 scans) (16...
£ x102 | 5.323 min. 2 x102] 2 4102
5 3 3 3 165.0
o 4+ o 44 S L
3.5 3.5 .54
3 34 2
2.5+ 2.5+ 154
27%\_ 2+
1,
1.54 1.5
14 14 0.5
0-5-— I I I 05— I I I 0 A ] I
4.5 5 5.5 6 4.5 5 55 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 0.5 ppm-3.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.142-5.541 min, 120 scans) (16...
£ x102 *5.340 min. £ x102 £ x1021
3 i 3 | 3 il 165.0
8 4 8 4 8 3
3.55 3.5 25
34 3 2
2.5 2.5 ]
.5
2 2
15| 1.5 N
1 1] 0.5+
0.54 0.5 0-
I I I [ I I I [ I [ A I I
4.5 5 5.5 6 45 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 31. 0,5 pg/mL TQ standart ¢ozeltisinin MS/MS kromatogramlari ve kiitle

spektrumu
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+ MRM (165.0 -> 165.0) 1 ppm-1.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.110-5.533 min, 126 scans) (16..
£ x102 | 5.323 min. £ x102 | £ x102
3 3 3 4 165.0
O 6 O 6 (@]
3.5
54 5 34
4 4+ 2.5
34 3 2
1.5
2 2
1,
1 19 0.5
\ \ \ \ \ \ \ \ 05 \ \ \
4.5 5 5.5 6 4.5 5 55 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 1 ppm-2.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.079-5.511 min, 130 scans) (16...
£ x102 | 5.303 min. 2 x102 £ x102
3 3 3 4 165.0
(&) 6 &) 6| (&)
3.5
54 5 3
4 4 25
34 3+ 27
1.5
2 2 5
1
14 19 0.5
\ \ \ \ \ \ \ \ 0+ \ \ \
4.5 5 5.5 6 45 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 1 ppm-3.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.115-5.521 min, 122 scans) (16...
£ x102 | 5.320 min. £ x102 £ x102 |
S = 3 165.0
3 6 S 6 S 4
3.5
- 5,
5 3]
4+ 49 2.5
3 3 2+
2] 2 1.5
1,
14 1 0.5
I [ I I I I I I 0- I | I I
4.5 5 5.5 6 45 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 32. 1,0 pg/mL TQ standart ¢ozeltisinin MS/MS kromatogramlar ve Kkiitle

spektrumu
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+ MRM (165.0 -> 165.0) 2 ppm-1.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.082-5.558 min, 143 scans) (16...
£ x103 5.326 min. 2 x103 2 x102.
3 1 3 14 3 165.0
O O (@] 54
0.8 0.8+ 4
0.6- 0.6+ 3
0.4 0.4 5
024 ) 0.2+ 1
0 0
\ \ \ \ \ \ \ \ 05 A 1 \
4.5 5 5.5 6 4.5 5 55 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 2 ppm-2.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.112-5.573 min, 138 scans) (16...
£ x103 5.340 min. 2 x103] 2 x102
3 1 3 14 3 165.0
o (@] (@] 5
0.8 0.8+
4,
0.6 0.6
3,
0.4 0.4
24
O.wa__A\ 0.2+ 14
0 0
\ \ \ \ \ \ \ \ 05 A 1 \
4.5 5 5.5 6 4.5 5 55 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 2 ppm-3.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.115-5.577 min, 137 scans) (16...
2 x103 5.330 min. 2 x103 2 x102
3 1 3 14 3 165.0
(&) (&) (@] 5
0.8+ 0.8
4,
0.6 0.6
3,
0.4 0.4
24
02+ ) < \ 0.2 14
0 0
\ \ \ \ \ \ \ \ 0+ A ] \
4.5 5 5.5 6 45 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 33. 2,0 pg/mL TQ standart ¢ozeltisinin MS/MS kromatogramlari ve kiitle

spektrumu
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+ MRM (165.0 -> 165.0) 5 ppm-1.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.089-5.598 min, 153 scans) (16...
£ x103 5.326 min. £ x103 £ x103
3 254 3 254 3 165.0
o ] ] 1
2 2
0.8
1.5 1.5
0.6
14 19
0.4
0.5 0.5
0.2
— |
0 0
\ \ \ \ \ \ \ \ 05 A ] \
4.5 5 5.5 6 4.5 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 5 ppm-2.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.077-5.591 min, 153 scans) (16...
2 x103 5.330 min. 2 x103 2 4103/
3 2.5 3 2549 3 165.0
(&) o (&) 1|
2 2
0.8
1.5 1.5+
0.6
14 19
0.4
0.5 0.5
- 0.2
0 0
\ \ \ \ \ \ \ \ 0+ 1 \ \
4.5 5 5.5 6 45 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 5 ppm-3.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.073-5.611 min, 161 scans) (16...
£ x103 5.326 min. £ x103 £ x103%
3 2.5 3 2549 3 1 165.0
(&) o o
- 2,
2 0.8
1.5+ 154
0.6
14 19
0.4
0.5 0.5
0.2
0 0
I [ I I I I I I 0- I | A I I
4.5 5 5.5 6 45 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 34. 5,0 pg/mL TQ standart ¢ozeltisinin MS/MS kromatogramlari ve kiitle
spektrumu
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+ MRM (165.0 -> 165.0) 7.5 ppm-1.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.072-5.708 min, 191 scans) (16..
£ x1037 5.320 min. 2 x1037 2 4103
3 357 3 357 3 124 165.0
© 34 © 34 © 14
2.5+ 2.5+
2 2 0.81
1.5 1.5+ 0.6+
1 19 0.4
0.5 0.5 024
0 0
\ \ \ \ \ \ \ \ 05 \ \ \
4.5 5 5.5 6 4.5 5 55 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 7.5 ppm-2.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.075-5.638 min, 168 scans) (16...
£ x1037 5.320 min. 2 x1037 2 x103
5 35 3 354 3 7 165.0
o 3] o 3 O 424
2.5+ 2.5+ 14
2 2+ 0.8
1.5+ 1.5+ 0.64
1 M 0.4
0.5 0.5 02
O,M—/x 0 il
\ \ \ \ \ \ \ \ 0+ \ \ \
4.5 5 5.5 6 45 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 7.5 ppm-3.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.075-5.684 min, 182 scans) (16...
£ x10 3 5.326 min. £ x103 £ x103-
§ 3.5+ 3 359 2 124 165.0
3] o 3 o
25- 2.5 Ly
2 24 0.8
1.5 1.5+ 0.6
I i 0.4
0.5 0.5+
- J N ] 0.2
0 0
I [ I I I I I [ 0- I | I I
4.5 5 5.5 6 45 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 35. 7,5 pg/mL TQ standart ¢ozeltisinin MS/MS kromatogramlari ve kiitle

spektrumu
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+ MRM (165.0 -> 165.0) 10 ppm-1.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.072-5.637 min, 169 scans) (16...
g x10 3 | 5.313 min. g x10 3 | g x1?§*
3 3 3 07 165.0
o 4 o 4 O  1.61
1.4
34 34 1.2
1 -
2 2+ 0.8
0.6
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0+ - 0+ 0.2
\ \ \ \ \ \ \ \ 05 \ \ \
4.5 5 5.5 6 4.5 5 5.5 6 160 170
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+ MRM (165.0 -> 165.0) 10 ppm-2.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.072-5.607 min, 160 scans) (16...
£ x103 | 5.316 min. 2 x103 | 2 4103/
é § § 1.8 165.0
4 4 1.6
1.4
34 34 1.2+
1 -
2 2 0.8
14 1 0.6
0.4
0 — T — 04 0.2
\ \ \ \ \ \ \ \ 05 \ \ \
4.5 5 5.5 6 4.5 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 10 ppm-3.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.075-5.720 min, 193 scans) (16...
£ x103 | 5.316 min. 2 x103 | 2 x103
3 3 3 164 165.0
(&) 4 (&) 4 (@] 1.4
1.2
34 34 14
9] 2 0.8
0.6
1 i 0.4
0 0 0.2
\ \ \ \ \ \ \ \ 0+ \ \ \
4.5 5 5.5 6 45 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 36. 10,0 pg/mL TQ standart ¢ozeltisinin MS/MS kromatogramlari ve Kkiitle

spektrumu




Analitik Geri Kazanim

Analitik geri kazanim i¢in 4 pg/mL ve 8 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan TQ

standart ¢6zeltilerinin geri kazanim sonuglar1 asagida Tablo 56’da gosterildi.

Tablo 56. TQ’nun analitik yonteme iliskin geri kazanim sonucari

Beklenen | Final | Geri Kazanim | Ortalama o

Konsantrasyon Kons, Kons. (%) GK (%) SS VK(%0)

4 pg/mL 4,0000 | 4,5469 113,6725

standardi

4 pg/mL 4,0000 | 45694 114,235 113,87 | 0,25785 | 0,22644

standardi

4 pg/mL 40000 | 45482 113,705

standardi

8 ng/mL 8.0000 | 80241 100.3

standardi

8 pgmk 8,0000 | 80416 100,52 10072 | 0,44289 | 043973

standardi

8 ng/mL 8,0000 | 8,1061 101,33

standardi

Asagida Sekil 37 ve Sekil 38’de geri kazanim ig¢in olusturulan standartlar igin

kromatogramlar1 verildi. Her bir standart ii¢ kez tekrarlandi ve metotta tekrarlanabilirligini

gosterildi.
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+ MRM (165.0 -> 165.0) 4 ppm-1-GK.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.129-5.494 min, 110 scans) (16...
% x10 3 | *5.316 min. ,2 x10 3 | g X1037
3 3 3 165.0
o 2 o 2 O 124 L 4
1,
1.54 1.5+
0.8
14 14 0.6
0.5 0.5 0.4+
0.2
0- 0
I [ I [ I I I [ 0- I I I I
4.5 5 5.5 6 4.5 5 5.5 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 4 ppm-2-GK.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.129-5.501 min, 112 scans) (16...
£ x103 | *5.320 min. 2 x103] 2 4103 |
3 3 3 165.0
O 5 O 2] ®) 1.2
1 N
1.54 .5+
0.8
14 14 0.6
0.5 0.5 0.4+
0.2
0 04
I I I [ I I I [ 0- [ I I
4.5 5 5.5 6 4.5 5 55 6 160 170
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
+ MRM (165.0 -> 165.0) 4 ppm-3-GK.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.146-5.487 min, 103 scans) (16..
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Sekil 37. 4,0 pg/mL TQ geri kazamim standart ¢ozeltisinin MS/MS kromatogramlari ve

kiitle spektrumu
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+ MRM (165.0 -> 165.0) 8 ppm-1-GK.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.082-5.605 min, 156 scans) (16..
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Sekil 38. 8,0 ng/mL TQ geri kazamim standart ¢ozeltisinin MS/MS kromatogramlari ve

kiitle spektrumu

UV-vis Spektrofotometre Validasyon Calismalar: Bulgular:

UV-vis spektrofotometre icin standart egri ¢izimi bulgulari: TQ’ nun in vitro salim

caligmalari i¢in pH 7,4 PBS ile kalibrasyon egrisi deneysel yontem boliimiinde anlatildigr gibi

calisilarak ¢izildi. Kalibrasyon egrisi Sekil 39°da gdsterilmistir.
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Timokinon Kalibasyon Egrisi
1,6
1,4
1,2

0,8

Absorbans

0,6

y =0,1145x - 0,0034
R>=0,9996

0,4

0,2

0 2 4 6 8 10 12 14
Konsantrasyon

Sekil 39. TQ kalibrasyon egrisi

Analitik yontem bulgular::

1- Ozgiinliik bulgulart: /n vitro salim sonucunda bulunan absorbans degerlerinin etkin
maddeye ait oldugunu kanitlamak igin formiilasyonda kullanilan yardimci maddeler ile

absorbanslarin benzer olup olmadigi kontrol edildi.

2- Dogrusallik bulgulari: Basit dogrusal regresyon analiziyle analitik yontemin
dogrusallig1 degerlendirildi. 0,5-13 pg/mL konsantrasyon araliginda TQ i¢in yontemin dogrusal
oldugu belirlendi.

Regresyon dogrusunun denklemi grafik {izerinde belirtildi, regresyon katsayis1 R? =
0,9996; kesisim 0,0034 ve egim 0,1145 bulundu. Yapilan t-testiyle kesisimin sifirdan farksiz
Pkesisim = 0.0003, dolayisiyla anlamli (p < 0.05), egimin sifirdan farkli pegim = 0,0001, dolayisiyla
anlamli (p < 0.05) oldugu bulgusu elde edildi. Regresyon analizi sonucunda kalibrasyon esitligi

elde edildi ve TQ’nun miktar tayini hesaplamalari bu esitlige gore yapildi.

3- Dogruluk ve geri elde bulgulari: Analitik yontemin dogruluk parametresi, her bir

konsantrasyon i¢in yiizde geri kazanim olarak Tablo 57°de gosterildi.
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Tablo 57. TQ’un analitik yontemine iliskin geri kazanim sonuclari

Hesaplana _ Ortalam
TQ Geri )
nTQ a Geri VK
Dogruluk Cozeltisi miktari Kazamim SS
g) miktari %) Kazamm (%)
ng 0
(ng) (%)
Dogruluk Cozeltisi (a)-1 0,5 0,50 100,00
Dogruluk Cozeltisi (a)-2 |0,5 0,50 100,00 100 0,00{0,00
Dogruluk Cozeltisi (a)-3 |0,5 0,50 100,00
Dogruluk Cozeltisi (b)-1 |6 5,98 99,67
Dogruluk Cozeltisi (b)-2 |6 6,03 100,50 100,06 0,42|0,42
Dogruluk Cozeltisi (b) -3 |6 6,00 100,00
Dogruluk Cozeltisi (c) -1 |13 13,02 100,15
Dogruluk Cozeltisi (c) -2 |13 13,00 100,00 100,08 0,08 0,07
Dogruluk Cozeltisi (c) -3 |13 13,01 100,08

*: Standart Sapma
**: Varyasyon katsayisi (Bagil standart sapma)

Yapilan dogruluk analizleri sonucunda her bir konsantrasyon diizeyi icin elde edilen
yiizde geri kazanim sonuglarinin % 100°e¢ yakin bulundu, %VK degerleri % 0,00 — 0,42

arasindadir, elde edilen sonuglar dogrultusunda analitik yontemin dogrulugu kanitlandi.

4- Kesinlik/Ara kesinlik bulgulari: Kesinlik parametresi tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik
olarak degerlendirildi. Tekrarlanabilirlik; her bir konsantrasyon i¢in, giin i¢erisinde elde edilen
sonuglarin % VK degerleri 2.0’den biiyiik degildir. Yapilan kesinlik ¢aligmalarina iligkin
sonuclar Tablo 58 ila Tablo 61°de verildi.
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Tablo 58. TQ icin birinci giin elde edilen kesinlik sonuclar:

Olciilen
Konsantrasyon
Kesinlik Cozeltisi Konsantrasyon |Ort.|SS VK(%)
(ng/mL)
(ng/mL)
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (a) -1 |1 1,01
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (a) - 2 | 1 1,01 1,01 |0,0000 | 0,0000
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (a) - 3 |1 1,01
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (b) - 1|7 6,99
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (b) -2 |7 6,99 6,99 | 0,0000 | 0,0000
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (b) - 3|7 6,99
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (c) - 1 |10 9,98
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (c) - 2 | 10 10,00 9,99 10,0115|0,1156
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (c) - 3|10 10,00
Tablo 59. TQ icin ikinci giin elde edilen kesinlik sonuglari
Olgiilen
Konsantrasyon
Kesinlik Cozeltisi Konsantrasyon |Ort.|SS VK(%)
(ng/mL)
(ng/mL)
Kesinlik 2. giin Cozeltisi (a) -1 |1 0,96
Kesinlik 2. giin Cozeltisi (a) -2 |1 0,96 0,96 {0,0000 | 0,0000
Kesinlik 2. giin Cozeltisi (a) - 3 |1 0,96
Kesinlik 2. giin Cozeltisi (b) - 1|7 6,83
Kesinlik 2. giin Cozeltisi (b) -2 |7 6,82 6,83 | 0,0058 | 0,0845
Kesinlik 2. giin Cozeltisi (b) - 3|7 6,83
Kesinlik 2. giin Cozeltisi (c) - 1 |10 9,98
Kesinlik 2. giin Cozeltisi (c) - 2 | 10 9,98 9,98 | 0,0000 | 0,0000
Kesinlik 2. giin Cozeltisi (c) - 3 | 10 9,98
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Tablo 60. TQ i¢in iiciincii giin elde edilen kesinlik sonuclar:

Olciilen
Konsantrasyon
Kesinlik Cozeltisi Konsantrasyon |Ort.|SS VK(%)
(ng/mL)
(ng/mL)
Kesinlik 3. giin Cozeltisi (a) -1 |1 0,94
Kesinlik 3. giin Cozeltisi (a) - 2 |1 0,93 0,93 10,0058 | 0,6208
Kesinlik 3. giin Cozeltisi (a) - 3 |1 0,93
Kesinlik 3. giin Cozeltisi (b) - 1|7 6,81
Kesinlik 3. giin Cozeltisi (b) -2 |7 6,83 6,82 |0,0115|0,1693
Kesinlik 3. giin Cozeltisi (b) - 3|7 6,81
Kesinlik 3. giin Cozeltisi (c) - 1 | 10 9,98
Kesinlik 3. giin Cozeltisi (c) - 2 | 10 9,98 9,98 | 0,0000 | 0,0000
Kesinlik 3. giin Cozeltisi (c) - 3 |10 9,98
Tablo 61. TQ i¢in ii¢ giin boyunca elde edilen ortalama kesinlik sonuclari
Birinci Ikinci Uciincii | Giinler
Giinler
giine ait giine ait giine ait arasi Giinler
arasi
Kesinlik Cozeltileri |ortalama |ortalama |ortalama |ortalama |arasi VK
sonuclar |sonuclar |sonuclar |sonuclar SS (%)
(0]
(ng/mL) | (pg/mL) |(pg/mL) |(pg/mL)
Kesinlik Cozeltisi (a) | 1,01 0,98 0,98 0,99 0,0173 |1,7495
Kesinlik Cozeltisi (b) | 6,99 6,83 6,82 6,88 0,0954 |1,3865
Kesinlik Cozeltisi (c) | 9,99 9,90 9,87 9,92 0,0624 |0,6295

5- LOD ve LOQ bulgular:: TQ i¢in LOQ = 0,1109 pg/mL ve LOD = 0,0330 pg/mL

olarak bulundu.

6- Stabilite bulgulari: 9 pg/mL hazirlanan standart ¢6zelti oda sicakliginda, buz

dolabinda ve derin dondurucuda 48 saat boyunca bekletilerek konsantrasyon degerlerinde

degisme olup olmadig tespit edildi. Konsantrasyon degerleri arasindaki uyum oda sicakliginda

%385,56, buz dolabinda %97,78 ve derin dondurucuda %96.67 olarak bulundu. Buradaki

sonuglar dogrultusunda TQ ¢6zeltisinin buzdolabinda saklanmasinin ideal oldugu kanitlandi.

Sonuglar Tablo 62°de gosterildi.
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Tablo 62. TQ stabilite sonuglari

Konsantrasyon | Konsantrasyo | Konsantrasyon Uyum (%)
Saat | (25°C=+2) n (4 °C + (20°C+ [(25°C+ |(4°C [(20°C =
(ng/mL) 2)(pg/mL) 2)(ng/mL) |2) +2) (2
t=0 |9 9 9
t=24 |7,19 8,72 8,59 85,56 97,78 96,67
t=48 (6,91 8,67 8,51

TIMOKINON ETKIN MADDESININ LIPIT/SU PARTISYON KAYSAYISI
BULGULARI

TQ’nun lipit/su partisyon katsayisi ¢alismasi Gereg ve Yontemler boliimiinde anlatildigi
gibi calisildi. Bir maddenin birbiri iginde karigmayan iki faz yani sulu ve yagh faz arasindaki
dagilimiin kantitatif Olclisiine partisyon katsayist denir. Yag fazi olarak viicudun yaglh
dokulariyla biiyiik benzerlik gosteren n-oktanol kullanildi. Bu katsay1 genellikle log P yag/su
olarak gosterildi. Gere¢ ve Yontemler boliimiinde anlatildigi gibi TQ’ya ait Esitlik 8 ile
hesaplanan log P degeri 2,3499 + 0,1146 olarak bulundu.

TIMOKINON ETKIN MADDESININ COZUNURLUK CALISMASI
BULGULARI

TQ’nun ¢oziiniirliik ¢alismasi Gereg ve Yontemler boliimiinde anlatildigi gibi saptanan
¢ozinlrlik sonuglar1 asagida Tablo 63’te gosterildi. TQ ile olusturulan mikroemiilsiyon
bilesenleri Corek otu yagi, Tween 20, Tween 80, Cremophor RH40, Cremophor ELP, Propilen
glikol, PEG 400, Gliserin, Distile su ve pH 7,4 PBS’deki ¢oziiniirliik sonuglart ve grafigi
gosterildi. En yiiksek ¢oziiniirliik ¢orek otu yaginda 331,16 + 2,35 mg/mL olarak tespit edildi.

Tablo 63. TQ etkin maddesine ait ¢oziiniirliikk ¢alismasi sonuglar:

Bilesen Coziiniirliik (mg/mL)
(Corek otu yagi 331,16 £ 2,35
Tween 20 130,85 + 0,64
Tween 80 135,93 £ 0,06
Cremophor RH40 X
Cremophor ELP 143,28 £0,75
Propilen glikol 36,36 £ 0,37

123



Tablo 63 devam. TQ etkin maddesine ait ¢oziiniirliik ¢alismasi sonuglari

PEG 400 103,42 £ 0,53
Gliserin 1,9+0,13

D.Su 0,759 £ 0,02

pH 7,4 PBS 0,911 £0,01

MIKROEMULSIYON FORMULASYON CALISMALARI BULGULARI

Faz Titrasyon Metodu ile Hazirlanan Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Ucgen
Faz Diyagrami Bulgulari

Okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 i¢in Gere¢ ve Yontemler boliimiinde
anlatildigr gibi formiilasyon ¢alismalari sonucunda elde edilen degerler ile tiggen faz
diyagramlari ¢izildi. Formiilasyonlarin aldiklari su miktarina gére ana formiilasyon belirlendi.
Bu dogrultuda tek basina YEM kullanilan formiilasyonlarda su miktarinin fazla oldugu tespit
edildi ancak Tween 20 ayni sonucu gosteremedi. YYEM olarak kullanilan maddelerden
gliserinli olan formiilasyonlar iyi sonuglar gosterirken PEG 400 biraz daha duyarli kaldu.
Propilen glikol kullanilan formiilasyonlarin her biri su miktar1 aldig1 gibi bulaniklastigi i¢in
formiilasyonlar basarisiz oldu.

Ideal mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin belirlenmesi amaciyla liggen faz diyagramlart
ile mikroemiilsiyon olusumu gézlenen formiilasyonlarin verileriyle elde edilen nokta sayilari
incelendi ve bu veriler dogrultusunda iiggen faz diyagraminda en yiiksek alana sahip olan
formiilasyonlar formiilasyonlar1 olarak belirlendi. Bu sebeple sadece YEM olarak hazirlanan
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda en fazda alan Cremophor RH40 ile hazirlanan
formiilasyon (MEF-34) secildi. YYEM olarak kullanilan gliserin ile hazirlanan
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda en fazla alan Cremophor RH40-Gliserin ile hazirlanan
formiilasyon (MEF-39) secildi. Yine YYEM olarak kullanilan PEG 400 ile hazirlanan
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda en fazla alan Cremophor RH40 - PEG400 ile hazirlanan
formiilasyon (MEF-43 / MEF-44) secildi. Ideal olduguna karar verilen mikroemiilsyon
formiilasyonlariin tiggen faz diyagramlar Sekil 40, Sekil 41 ve Sekil 42°de gosterildi.
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Corek otu yag:

¥ \_
/“, \
VA
X ®
u""‘ *
oy ° #
* *
/ L
/ * ®
/N ¥ .
*
o * .0
Jh Ky £ * * 3
/ * *
/ * &
/ * *
Cremophor RH40 & S . @ % & ’ Distile su

Sekil 40. YEM olarak Cremophor RH40, yag olarak Corek otu ve su kullamlarak

hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonunun (MEF-34) iicgen faz diyagrami

* = Su alan noktalar

. - Bulaniklagan noktalar

Corek otu yagi

4 ¢
VAR
_‘/"‘ &
x x L 2
K ® o :
sk BN
‘ % L J ¢ \
B % g ®
% ° o
Fte %
/ S #
* * *. }
/ *
; * *
Cremophor RH40 / Gliserin % s 2 ¢ ' " Distile su

Sekil 41. YEM olarak Cremophor RH40, YYEM olarak Gliserin, yag olarak Corek otu
ve su kullanilarak hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonunun (MEF-39)

iicgen faz diyagrami
125



i I
*
b
*
*
«“‘W * *

Corek otu yagi

-

Cremophor RH40 / PEG“‘400

Distile su

Sekil 42. YEM olarak Cremophor RH40, YYEM olarak PEG 400, yag olarak Corek otu

ve su kullamlarak hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonunun (MEF-43/44)

iicgen faz diyagram

Yiiksek Devirli Homojenizasyon Yontemi ile Hazirlanan Mikroemiilsiyon

Formiilasyonlarinin Bulgular:

Hazirlanan mikroemiilsiyonlar hizlandirilmis stabilite kosullarinda bekletildi. Daha

sonra faz ayrimi olup olmadigi kontrol edildi. Zamanla faz ayrimi goriilen formiilasyonlar

elendi. Faz ayrimi goriillmeyen mikroeilimiilsiyon formiilasyonlarin ayn1 zamanda zetasizer ile

PDI degerleri ve damlacik biiyiikligii olgiilda (Tablo 64). F1-1, F3-1 ve F7-9 en iyi

formiilasyon olarak se¢ildi.

Tablo 64. Yiiksek devirli homojenizasyon yontemi ile hazirlanan formiilasyon bulgulari

Formiilasyon kodu Damlacik boyutu (nm) PDI
F1-1 1426 £4,7 0,203 + 0,007
F3-1 128,3+2,6 0,242 + 0,004
F7-9 191,2+2,9 0,392+ 0,011
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Mikroemiilsiyon Hazirlama Metodunun Secilmesi Bulgular:

Farkli metotlara gére hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarin se¢imi igerdigi
YEM miktarinin oranina gore belirlenecegi Gere¢ ve Yontemler bdliimiinde anlatildi.
Sonuglara gore yliksek devirli homojenizasyon yontemine gore hazirlanan mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin beklenen sonuglara daha yakin oldugu goriildii. Bu yiizden yiiksek devirli
homojenizasyon yontemi ile hazirlanan F1-1, F3-1 ve F7-9 formiilasyonlarini secilip ve
ilerleyen caligmalarda bu formiilasyonlar ile ¢alisilacaktir. Tablo 65’te metotlara gore

hazirlanan formiilasyonlarin igerikleri gosterilmektedir.

Tablo 65. Iki yonteme gore hazirlanan formiilasyonlar ve icerikleri

Yiiksek Devirli Homojenizasyon Yontemi Faz Titrasyon Yontemi
F1-1 Formiilasyonu MEF 39 Formiilasyonu
Bilesen Miktar (g) Yiizde (%) Bilesen Miktar (g) Yiizde (%)
Yag 0,2 1,98 Yag 0,2 2
Tw 20 0 2,97 RH40 0,67 6,7
Gly 0,2 1,98 Gly 0,13 1,3
D.su 9,4 93,07 D.su 9 90
F3-1 Formiimasyonu MEF 34 Formiilasyonu
Bilesen Miktar (g) Yiizde (%) Bilesen Miktar (g) Yiizde (%)
Yag 0,2 1,98 Yag 0,2 2
Tw 20 0,3 2,97 RH40 0,8 8
D.su 9,6 95,05 D.su 9 90
F7-9 Formiilasyon MEF 42 Formiilasyonu
Bilesen Miktar (g) Yiizde (%) Bilesen Miktar (g) Yiizde (%)
Yag 0,2 2 Yag 0,2 2
RH 40 0,6 6 RH40 0,64 6,4
D.su 9,2 92 PEG 400 0,16 1,6
D.su 9 90

Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarina TQ Etkin Maddesinin Yiiklenmesi Bulgulari
Gereg ve Yontemler boliimiinde anlatildigi sekilde g¢alisildi. Hiroyuki ve ark. (145)

yaptig1 ¢alismada yeni bir Vitrigel-goz irritasyon testi yontemi gelistirmislerdir. Bu yontem iki
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boliimden olusur, bir kolajen vitrigel membran odasinda insan korneal epitel modelinin
olusturulmasi ve insan korneal epitel modeline bir kimyasali maruz biraktiktan sonra ii¢ dakika
boyunca transepitelyal elektrik direnci degerlerinin zamana bagl profili analiz edilerek goz
irritasyon tahmini yapmislardir. Bu yontemin performansini toplam 118 kimyasali test edilerek
tahmin etmislerdir. Yontemin ¢ok hafif tahrig edici kimyasallar da dahil olmak iizere yaygin
gz tahrisini degerlendirmek icin miikemmel tahmin performans: saglayabilicegini
savunmuslardir. Yontem kapsaminda goz irritasyon testi i¢in tezimizde kullandigimiz Tween
20 ve Gliserin maddelerinin testi yapilmis olup, Tween 20 irritasyonu olmayan ancak
Gliserin’in irritasyona sebebiyet verdigi tespit edilmistir. Dolayisiyla segtigimiz Ti¢
formiilasyonlarindan (F1-1, F3-1 ve F7-9) F1-1 formiilasyonu gliserin i¢erdiginden dolay1 bu
formulasyonu ¢ikarma karari aldik ve F3-1 ve F7-9 formiilasyonlar1 ile devam edip etkin madde
olan TQ bu formiilasyonlara yiiklendi. F3-1-TQ formiilasyonuna 9,9 mg ve F7-9-TQ
formiilasyonuna 10 mg eklendi. Eklenen TQ miktarlarinin miktar tayini 6l¢iim sonuglar1 Tablo

66°da verildi.

Tablo 66. F3-1 ve F7-9 formiilasyonlarinin TQ i¢erik miktarlari

Icerik Miktan
Formiilasyonlar Ortalama (ng/mL) SS

(ng/mL)
514,3929
F3-1 509,0375 505,1057 9,5996
491,8866
955,2159
F7-9 955,0849 959,5922 6,2818
968,4757

Asagida Sekil 43 ve Sekil 44’te F3-1 ve F7-9 formiilasyonlarinin MS/MS

kromatogramlari ve kiitle spektrumlar1 verildi.
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+ MRM (165.0 -> 165.0) F-3-1-Y-TKR1.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.099-5.588 min, 146 scans) (16...
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£ x103] 5.310 min. 2 x103 ] 2 x102
g 12 g 12 g %
1 1 51
0.8 0.8 47
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é 1924 é 12 é 64 165.0
14 14 5-
0.8 0.8 44
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ve kiitle spektrumu
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+ MRM (165.0 -> 165.0) F-7-9-Y-TKR1.d 165.0 -> 165.0 + MRM (5.142-5.471 min, 99 scans) (165....
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Sekil 44. F7-9 formiilasyonunun TQ icerik miktarim gosteren MS/MS kromatogramlari

ve Kkiitle spektrumu

MIKROEMULSIYON
CALISMALARI

FORMULASYONLARININ

KARAKTERIZASYON

Mikroemiilsiyonlarin Organoleptik Degerlendirme Bulgular:

Yiiksek devirli homojenizasyon yontemi ile taze hazirlanan TQ yiiklii ve ytiklii olmayan

formiilasyonlarin koku, renk, goriiniis, faz ayrimi1 ve kopiik olusumu parametreleri Gereg ve

Yontemler bolimiinde anlatildigi gibi degerlendirildi (Tablo 67). Formiilasyonlarda ¢orek otu

130




yag1 karakteristik kokusu gozlendi. F3-1 ve F7-9 formiilasyonlarinin renkleri beyaz iken
formiilasyonlara TQ eklenmesi ile birlikte F3-1-TQ ve F7-9-TQ formiilasyonlarinin rengi
sartya donmiistiir. Formiilasyonlarin  tlimiinlin  goriiniisii  bulanik olarak  bulundu.
Formiilasyonlar yliksek devirli homojenizatérde olustuktan sonra herhangi bir faz ayrimi

goriilmedi.

Tablo 67. Formiilasyonlarin organoleptik degerlendirilmesi sonuglari

Koku
(Corek otu Kopiik
Formiilasyon Kodu yagi Renk Goriiniis (]l;:Zl;:zfrlnE) Olusumu
karakteristik Ylangie (Baslangicta)
koku)
F3-1 + Beyaz Bulanik Yok Var
F7-9 + Beyaz Bulanik Yok Var
F3-1-TQ + Sar1 Bulanik Yok Var
F7-9-TQ + Sar1 Bulanik Yok Var

Mikroemiilsiyonlarin pH Calismalar1 Bulgular

TQ yikli ve yiikklenmemis formiilasyonlarmn pH olglimii Gere¢ ve Yontemler
bolimiinde anlatildigi gibi yapildi. Goze uygulanabilirlik agisindan pH degerleri uygun
olmayan formiilasyonlar 1 N NaOH c¢ozeltisi ile pH’1 7 olacak sekilde ayarlandi. Olgiim
sonuglart Tablo 70’te verildi. TQ ilavesi ile formiilasyonlarin pH degerinde biraz artis

gbzlemlenmedi.

Mikroemiilsiyonlarin Viskozite Calismalar: Bulgular:
TQ yiikli ve yliklenmemis formiilasyonlarin viskozite dl¢iimii Gere¢ ve YOntemler
béliimiinde anlatildig1 gibi yapildi. Viskozite degeri Centipoise (cP) olarak bulundu. Olgiim

sonuglar1 Tablo 70’te verildi.

Mikroemiilsiyonlarin Kirilma indisi Calismalari Bulgular:
TQ yiiklii ve yiiklenmemis formiilasyonlarin kirilma indisi 6l¢timii Gereg¢ ve Y ontemler

boliimiinde anlatildig1 gibi yapildi. Olgiim sonuglari Tablo 70°te verildi.
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Mikroemiilsiyonlarin Damlacik Boyutu ve Polidispersite Indeksi Calismalar
Bulgular:

Belirlenen en iyi formiilasyonlarin damlacik biiytlikliigli Gereg ve Yontemler boliimiinde
anlatildign gibi yapildi. Olgiimii yapilan TQ vyiiklii ve yiiklenmemis formiilasyonlara ait
damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerleri Tablo 68’de verildi. Bu formiilasyonlara ait
boyut grafikleri Sekil 45, Sekil 46, Sekil 47 ve Sekil 48°de verildi.

PDI damlacik biiyiikliigi dagilimi hakkinda bilgi vermektedir. Formiilasyonlarin PDI

0,5 nin altinda bulunmus olup, bu durum damlaciklarin homojen dagildigini géstermektedir.

Tablo 68. TQ icermeyen F3-1 ve F7-9 formiilasyonlarimin ve TQ iceren F3-1 ve F7-9
formiilasyonlarimin damlacik biiyiikliigii ve polidispersite indeksi degerleri

(t=0 aninda)

Formiilasyon Kodu Damlacik Biiyiikliigii (nm) PDI
F3-1 384,9+4,7 0,407 + 0,006
F7-9 4149+23 0,367 £ 0,013
F3-1-TQ 374,6 £ 4,6 0,418+ 0,013
F7-9-TQ 356,9 £0,6 0,359 + 0,001
seomminimens |
e e |
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Size (d.nm}

I——— Record 337: F3-1 1 e Ri@eopd 358 FA 4 2 Record 339: F3-1 3

Sekil 45. F3-1 formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii dagilim
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Sekil 46. F3-1-TQ formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii dagilim
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Sekil 47. F7-9 formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii dagilim
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Sekil 48. F7-9-TQ formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii dagilim

Mikroemiilsiyonlarin Zeta Potansiyel Analiz Bulgular:

Belirlenen en iyi formiilasyonlarin zeta potansiyelleri Gereg¢ ve Yontemler boliimiinde
anlatildig1 gibi yapildi. Ol¢iimii yapilan TQ yiiklii ve yiiklenmemis formiilasyonlara ait, zeta
potansiyel degerleri Tablo 69°da verildi. Bu formiilasyonlara ait boyut grafikleri Sekil 49, Sekil
50, Sekil 51 ve Sekil 52°de verildi.
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Sekil 49. F3-1 formiilasyonunun zeta potansiyel yiikii dagilim
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Sekil 51. F7-9 formiilasyonunun zeta potansiyel yiikii dagilim
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Sekil 52. F7-9-TQ formiilasyonunun zeta potansiyel yiikii dagilimi

Tablo 69. TQ icermeyen F3-1 ve F7-9 formiilasyonlarimin ve TQ iceren F3-1 ve F7-9

formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri degerleri (t=0 aninda)

Formiilasyon Kodu Zeta Potansiyel (mV)
F3-1 -182+ 1,4
F7-9 -9,7+0,8
F3-1-TQ -24,7+0,2
F7-9-TQ -12,9+£0,5

Mikroemiilsiyonlarin Yogunluk Olciimleri Bulgulari

TQ yiikli ve yiiklenmemis formiilasyonlarin yogunluk dl¢timleri Gereg ve Yontemler

boliimiinde anlatildig gibi yapildi. Olgiim sonuglar1 Tablo 70°te verildi.

Tablo 70. TQ icermeyen F3-1 ve F7-9 formiilasyonlarinin ve TQ iceren F3-1 ve F7-9

formiilasyonlarinin pH, viskozite ve yogunluk dl¢iimiine ait veriler (t=0 aninda)

Formiilasyon ) ] Yogunluk .
pH Viskozite (cP) Kirilma Indisi
Kodu (9/mL)
F3-1 7,02 £ 0,01 2,19+0,02 0,0166 + 0,0003 | 1,3394 £+ 0,0000
F7-9 7,02 + 0,00 2,70 £ 0,01 0,0272 +£ 0,0004 | 1,3440 + 0,0000
F3-1-TQ 7,06 = 0,01 2,20 £ 0,00 0,0171 £0,0001 | 1,3387 +0,0000
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Tablo 70 devam. TQ icermeyen F3-1 ve F7-9 formiilasyonlarimin ve TQ iceren F3-1 ve F7-
9 formiilasyonlarinin pH, viskozite ve yogunluk dl¢iimiine ait veriler (t=0
aninda)

F7-9-TQ 7,08 = 0,00 2,72+ 0,01 0,0279 £ 0,0003 | 1,3433 +0,0000

Mikroemiilsiyonlarin Santrifiij ile Faz Ayrimi Bulgular:
Faz ayrimi ¢calismasi Gereg ve Y ontemler boliimiinde anlatildigi gibi ¢alisildi. TQ yiikli
ve yiklenmemis formiilasyonlarin tamami 13000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij

sonunda herhangi bir faz ayrismasi veya goriiniisiinde degisiklik olmadig tespit edildi.

Mikroemiilsiyonlarin Stabilite Bulgular:

Stabilite ¢alismasi1 Gereg ve Yontemler boliimiinde anlatildigr gibi ¢alisildi. TQ yiikli
ve yiiklenmemis formiilasyonlarin stabilite incelemesi amaciyla formiilasyonlar 40 °C sicaklik
ve %70 nem ortaminda 2 ay boyunca saklandi. Formiilasyonlarin fiziksel goriiniimiinii
incelendiginde F3-1-TQ formiilasyonu ayni agik sari1 renginde ve faz ayrismasi gibi bir
bozunmanin goriinmedigi, F7-9-TQ formiilasyonunda ise renginin koyulastigi ve faz
ayrismasinin gozlemlenmedi goriildi. Damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyel degerlerinin
zamanla arttig1; pH, viskozite, yogunluk ve kirilma indisi degerlerinde zamanla anlamli bir
degisikligin olmadig tespit edildi. Formiilasyonlarin stabilite sonuglar1 Tablo 71, Tablo 72,
Tablo 73 ve Tablo 74’te gosterildi.

Tablo 71. F3-1 formiilasyonunun t=0 anindaki hizlandirilmus stabilite sartlarinda (40 °C
/ %70 Nem) yapilan baslangicta (t=0), 1 ve 2 aya ait stabilite calismalar1 ve

standart sapma degerleri (£ SS)

40 °C /%70 Nem
Olgiilen P t
guien Tarametre t=0 (Baslangic) 1. Ay 2. Ay
_ Damlacik 384,9 +4,7 483,13 + 8,1 4282+ 2.4
bityiikliigii (nm)
PDI 0,407 + 0,006 0,434 +0,013 0,723 £ 0,002
Zeta potansiyel 182+ 1.4 12,17+0.3 -1,94+0,6
(mV)
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Tablo 71 devam. F3-1 formiilasyonunun t=0 anindaki hizlandirilms stabilite sartlarinda

(40 °C / %70 Nem) yapilan baslangigta (t=0), 1 ve 2 aya ait stabilite

calismalari ve standart sapma degerleri (£ SS)

pH 7,02 +£0,01 7,01 £0,02 7,01 £0,01
Viskozite (cP) 2,19+ 0,02 2,19+ 0,01 2,19+ 0,01
Yogunluk (g/mL) 0,0166 + 0,0003 0,0165 £ 0,0005 0,0165 £ 0,0002
Kirilma indisi 1,3394 + 0,0000 1,3394 + 0,0000 1,3395 + 0,0000

Tablo 72. F7-9 formiilasyonunun t=0 anindaki hizlandirilmis stabilite sartlarinda (40 °C

/ %70 Nem) yapilan baslangicta (t=0), 1 ve 2 aya ait stabilite calismalari ve

standart sapma degerleri (+ SS)

Olciilen Parametre

40 °C / %70 Nem

t=0 (Baslangic) 1. Ay 2. Ay
biiy]i)ii‘(lllililgi?glm) 4149 +23 449,13 + 6,4 4411+ 3.6
PDI 0,367 £0,013 0,434 £ 0,013 0,432 + 0,009
Zeta potansiyel 9.7+0,8 -6,29 0,8 13,4+ 0,4
(mV)
pH 7,02 + 0,00 7,02 £ 0,02 7,02 +0,01
Viskozite (cP) 2,70 + 0,01 2,71 £ 0,02 2,72 + 0,00
Yogunluk (g/mL) | 0,0272 + 0,0004 0,0272 £ 0,0001 0,0275 = 0,0001
Kirilma indisi 1,3440 £ 0,0000 1,3440 + 0,0000 1,3441 = 0,0000




Tablo 73. F3-1-TQ formiilasyonunun t=0 anindaki hizlandirilms stabilite sartlarinda (40

°C / %70 Nem) yapilan baslangicta (t=0), 1 ve 2 aya ait stabilite calismalar ve

standart sapma degerleri (= SS)

(“)lg:iilen Parametre

40 °C /%70 Nem

t=0 (Baslangic) 1. Ay 2. Ay
bﬁy]l.)i‘i‘(‘l'i‘ilgﬁ‘glm) 374,6 + 4,6 551,43+ 6,1 595,5+ 1,6
PDI 0,418 0,013 0,747 £ 0,027 0,639 £ 0,011
<gla rotangaigl 247+02 [15,7+0.,6 3.9+0.6
(mV)
pH 7,06 £ 0,01 7,05 £ 0,02 7,05 + 0,00
Viskozite (cP) 2,20+ 0,00 2,21 +£0,01 2,21 +£0,01
Yogunluk (g/mL) 0,0171 = 0,0001 0,0173 £0,0004 | 0,0173 = 0,0001
Kirilma indisi 1,3387 + 0,0000 1,3387 % 0,0002 1,3387 + 0,0000

TQ miktar1

505,1057 £ 9,5996

418,8038 +2,0909

332,3836 +2,7013

Tablo 74. F7-9-TQ formiilasyonunun t=0 anindaki hizlandirilms stabilite sartlarinda (40

°C / %70 Nem) yapilan baslangicta (t=0), 1 ve 2 aya ait stabilite caliymalari ve

standart sapma degerleri (= SS)

Ol¢iilen Parametre

40 °C / %70 Nem

t=0 (Baslangic) 1. Ay 2. Ay
_ Damlacik 356,9 +0,6 595.4 +8,8 630,6 = 3,4
bityiikliigii (nm)
PDI 0,359 + 0,001 0,688 +£0,024 0,706 + 0,001
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Tablo 74 devam. F7-9-TQ formiilasyonunun t=0 anindaki hizlandirilmis stabilite

sartlarinda (40 °C / %70 Nem) yapilan baslangicta (t=0), 1 ve 2 aya ait

stabilite calismalar: ve standart sapma degerleri (= SS)

Zeta potansiyel

(mV) -12,9+0,5 -11,2+£0,2 -8,26 £ 0,3
pH 7,08 + 0,00 7,08 + 0,01 7,08 = 0,00
Viskozite (cP) 2,72 £ 0,01 2,73 £0,00 2,78 £ 0,01
Yogunluk (g/mL) 0,0279 £+ 0,0003 0,0279 £+ 0,0001 0,0287 + 0,0005
Kirilma Indisi 1,3433 + 0,0000 1,3434 + 0,0002 1,3432 + 0,0000

% TQ miktar

959,5922 + 6,2818

951,1069 £ 1,5459

852,1639 + 14,227

TQ yiiklii ve yliklenmemis formiilasyonlarin 1 ay ve 2 aylik stabilite isleminden sonra damlacik

boyutu dagili ve zeta potansiyel yiikii dagilimi grafikleri Sekil 53 ila Sekil 60°ta gosterildi.
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Sekil 53. F3-1 formiilasyonunun 1 ve 2. aylardaki damlacik biiyiikliigii degisimi
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Sekil 54. F3-1 formiilasyonunun 1 ve 2. aylardaki zeta potansiyel yiikii degisimi
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Sekil 55. F3-1-TQ formiilasyonunun 1 ve 2. aylardaki damlacik biiyiikliigii degisimi
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Sekil 56. F3-1-TQ formiilasyonunun 1 ve 2. aylardaki zeta potansiyel yiikii degisimi
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Sekil 57. F7-9 formiilasyonunun 1 ve 2. aylardaki damlacik biiyiikliigii degisimi
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Sekil 58. F7-9 formiilasyonunun 1 ve 2. aylardaki zeta potansiyel yiikii degisimi
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Sekil 59. F7-9-TQ formiilasyonunun 1 ve 2. aylardaki damlacik biiyiikliigii degisimi
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Sekil 60. F7-9-TQ formiilasyonunun 1 ve 2. aylardaki zeta potansiyel yiikii degisimi

IDEAL OKULER MiKROEMULSIYON FORMULASYONLARININ /N VITRO
SALIM CALISMALARI BULGULARI

Okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin in vitro salim ¢alismasi Gereg ve Y 6ntemler
boliimiinde anlatildig: gibi yapildi. 0, 15, 30dKk, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 ve 72. saatte ortamdaki TQ
miktarlar1 belirlendi. Okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin in vitro salim g¢alismasi
sonuglart  Sekil 61°de gosterildi. Formiilasyonlarin 24-48 saat sonunda maksimum
konstansantrasyonda ortama ila¢ saldig1 tespit edildi. Elde edilen sonuglara gore gelistirilen
mikroemiilsiyon formiilasyonlariyla kontollii salim saglanabilmektedir. F3-1-TQ ve F7-9-TQ
formiilasyonlar1 zamana bagli dogrusal olarak artan ilag salim profiline sahip oldugu goriildii.
F3-1-TQ formiilasyonu 1. saate kadar kontrollii salim yapip, 2. ve 4. saate gelindiginde
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neredeyse ortamdaki ila¢ konsantrasyonunu iki kat arttirdig goriildii. 12. saatten sonra 24, 48
ve 72. saatlerde ila¢ konsantrasyonu sabit kalip, 12. saatten sonra ortamdaki ila¢ salim yiizdeleri
sirastyla %88,8; %90,3; %90,3 ve %89,2 olarak bulundu. F7-9-TQ formiilasyonu, F3-1-TQ
formiilasyonuna nazaran 8. saate kadar nispeten kontrollii salimin1 gergeklestirip 12. saatte
ortamdaki ila¢ konsantrasyonunun arttig1 goriildii. 12. ve 24. saatten sonra 48 ve 72. saatlerde
ilag konsantrasyonlar1 sabitlenip ortamdaki ilag salim yiizdeleri sirasiyla %89,3 ve %89,8
olarak bulundu. Ayn1 zamanda kontrol ¢alismasi olarak diyaliz membran igerisine distile su ile
hazirlanan TQ siispansiyonu hazirlanip, salim profilide gozlendi. Olusturulan her iki

formiilasyonda gozyasi ortaminda birbirine yakin salim profili gosterdi.

Timokinon'un ve Formilasyonlarin Salim Grafigi
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=@==F7-9-TQ Salim Grafigi F3-1-TQ Salim Grafigi TQ Suspansiyon

Sekil 61. TQ siispansiyonu ve formiilasyonlarin zamana kars1 % salim grafigi

IDEAL OKULER MiKROEMULSIYON FORMULASYONLARININ KiNETiK
CALISMALARI BULGULARI

Kinetik degerlendirmeler kapsaminda formiilasyonlardan etkin madde saliminin uyum
sagladigi mekanizmalar1 belirlemek amaciyla salim sonuglarina bes farkli kinetik model
(sifirine1 derece, birinci derece, Higuchi modeli, Hixson-Crowell modeli ve Korsmeyer-Peppas
modeli) uygulandi ve hem R? (regresyon katsayis1i) hem de k (salim hiz sabiti) degerleri
hesaplandi. Okiiler mikroemiilsiyonlarin salim sonuglarina goére hesaplanan kinetik modellerin
grafigi Sekil 62 ila Sekil 76’da gosterildi ve sonuglardan elde edilen R? ve k degerleri sonuglart
Tablo 75’te verildi. En yiiksek R? TQ siispansiyonu i¢in 0,9195 olarak Higuchi modeli olarak
bulundu. F3-1-TQ formiilasyonunda ise en yiiksek R? degeri 0,9127 olarak bulunup 0. derece
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ve Hixson-Crowell modeli olarak bulundu. Son olarak F7-9-TQ formiilasyonunda en yiiksek
R2degeri 0,9770 olarak bulunup 1. derece kinetik ve Korsmeyer-Peppas modeli olarak bulundu.

TQ Suspansiyon 0. Derece Kinetik
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80,0%
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40,0%
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20,0%

0,0%
5 15 30 60 120 240 480
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Sekil 62. TQ siispansiyonunun 0. derece kinetik calismasi grafigi

TQ Suspansiyon 1. Derece Kinetik
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Sekil 63. TQ siispansiyonunun 1. derece kinetik ¢calismasi grafigi
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TQ Sispansiyon Higuchi Modeli
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Sekil 64. TQ siispansiyonunun Higuchi modeli kinetik ¢calismasi grafigi

TQ Suspansiyon Hixson-Crowell Modeli
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Sekil 65. TQ siispansiyonunun Hixson-Crowell modeli kinetik calismasi grafigi
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TQ Siispansiyon Korsmeyer-Peppas Modeli
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Sekil 66. TQ siispansiyonunun Korsmeyer-Peppas modeli kinetik ¢calismasi grafigi

F3-1-TQ 0. Derece Kinetik
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Sekil 67. F3-1-TQ formiilasyonunun 0. derece Kinetik calismasi grafigi

152



F3-1-TQ 1. Derece Kinetik
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Sekil 68. F3-1-TQ formiilasyonunun 1. derece Kinetik calismasi grafigi

F3-1-TQ Higuchi Modeli
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Sekil 69. F3-1-TQ formiilasyonunun Higuchi modeli kinetik ¢calismasi grafigi
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F3-1-TQ Hixson-Crowell Modeli
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Sekil 70. F3-1-TQ formiilasyonunun Hixson-Crowell modeli kinetik calismasi grafigi

F3-1-TQ Korsmeyer-Peppas Modeli
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Sekil 71. F3-1-TQ formiilasyonunun Korsmeyer-Peppas modeli kinetik ¢calismasi grafigi
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F7-9-TQ 0. Derece Kinetik

100,0%

y =0,0945x - 0,1394

80,0% R?=0,9345

60,0%

40,0%

Konsantrasyon

20,0%

0,0%
5 15 30 60 120 240 480 960 1440 2880 4320

-20,0%
Zaman (dk)

Sekil 72. F7-9-TQ formiilasyonunun 0. derece Kinetik calismasi grafigi

F7-9-TQ 1. Derece Kinetik

2,50

y=0,116x+0,7935 ...
R2=0,977 o o™

2,00

=
(%]
o

=
o
o

Konsantrasyon

0,50

0,00
5 15 30 60 120 240 480 960 1440 2880 4320

Zaman (dk)

Sekil 73. F7-9-TQ formiilasyonunun 1. derece Kkinetik calismasi grafigi
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F7-9-TQ Higuchi Modeli
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Sekil 74. F7-9-TQ formiilasyonunun Higuchi modeli kinetik calismasi grafigi

F7-9-TQ Hixson-Crowell Modeli
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Sekil 75. F7-9-TQ formiilasyonunun Hixson-Crowell modeli kinetik calismasi grafigi
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0,20

0,00

F7-9-TQ Korsmeyer-Peppas Modeli

0,70

-0,20

-0,40

-0,60

Konsantrasyon

-0,80
-1,00

-1,20

Sekil

grafigi

1,18 1,48

1,78

2,08 2,38 2,68 298 _396.-°3,46 3,64
y=0,116x - 1,2065
R?2=0,977
Zaman (dk)

76. F7-9-TQ formiilasyonunun Korsmeyer-Peppas modeli kinetik c¢alismasinin

Tablo 75. TQ siispansiyonu ve formiilasyonlarinin kinetik ¢calismalari sonucu elde edilen

R? ve k degeri sonuclar:

A ] Hixson-
0. Derece | 1. Derece Higuchi Korsmeyer-
y o ) Crowell )
Kinetik Kinetik Modeli _ Peppas Modeli
Modeli
TQ R?| 0,8586 0,6851 0,9195 0,8586 0,6851
Siispansiyo
« 0,1375 0,1313 1625 -4,5833 0,1313
n
R?| 0,9127 0,8602 0,8958 0,9127 0,8602
F3-1-TQ
k 0,1051 0,1271 1073,8 -3,5038 0,1271
R?| 0,9345 0,977 0,8452 0,9345 0,977
F7-9-TQ
k 0,0945 0,116 868,64 -3,1514 0,116

MTT YONTEMI SITOTOKSISITE BULGULARI

ARPE-19 Hiicre Hattina Uygulanan TQ ve Formiilasyonlarin ICso Degerleri

Calisma kapsaminda ARPE-19 hiicre hatlarinda TQ ve formiilasyonlarin farkli dozlarda

uygulanmasiin 24 ve 48 saatlerde hiicre canliligi iizerine etkisi Gere¢ ve Yontemler

boliimiinde agiklandigr sekilde MTT testi ile saptandi.

Timokinon: Saf TQ nun ARPE-19 hiicrelerine belirli dozlarla 24 ve 48 saat sonra hiicre

canliligina etkisi incelendi.
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TQ uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra ARPE-19 hiicre canliliginda istatiksel olarak
anlamli bir azalis oldugu belirlendi (p<0.0001). 24 saatlik verilerle yapilan ¢calismada ARPE-
19 hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin 600 uM dozunda oldugu ve bu dozda
ortamdaki hiicrelerin sadece %33,9411 + 5,8587 oldugu saptandi. En yiiksek hiicre canliliginin
ise 37,5 uM dozunda %61,4711 + 16,0032 oldugu belirlendi. 48 saatlik veriler ile yapilan
calismada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin 600 uM dozunda oldugu ve
bu dozda ortamdaki hiicrelerin sadece %55,58075 + 12,96632 oldugu saptandi. En yiiksek
hiicre canliliginin ise 37,5 uM dozununda %119,1156 + 40,62683 oldugu belirlendi. Sekil
80°de TQ’nun 24 ve 48 saat i¢indeki hiicre canlilig1 verileri verildi. TQ nun ARPE-19 hiicre
hattina 24 ve 48 saat uygulandigi MTT plagi Sekil 78 ve Sekil 79°da verildi.

Timokinon'un 24 ve 48 Saat Sonucunda Ortalama

Hiicre Canlilig1
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Sekil 77. ARPE-19 hiicre hattinda 24 ve 48 saat siireyle 37,5 pM ile 600 pnM dozlarinda

TQ uygulamasinin hiicre canlih@ina etkisi
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Sekil 78. ARPE-19 hiicre hattinda 24 saat siireyle TQ’nun uygulandigi MTT testi plag:
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Sekil 79. ARPE-19 hiicre hattinda 48 saat siireyle TQ’nun uygulandigit MTT testi plag:

Calismada farkli dozlarda TQ uygulamasinin % hiicre canliligi iizerine etkisinin
belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. ve 48. saatte hiicrelerin %50’sinin dliimiine
neden olan ICsp degerleri sirasiyla 54,152 uM ve 609,48 uM olarak hesapland: (Sekil 80 ve
Sekil 81).
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Timokinon 24 Saat Probit Grafigi
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Sekil 80. ARPE-19 hiicre hattinda 24 saat siire ile TQ uygulamasinin MTT testi sonuglari

kullanarak yapilan probit analizi ve ICso degeri

Timokinon 48 Saat Probit Grafigi
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Sekil 81. ARPE-19 hiicre hattinda 48 saat siire ile TQ uygulamasinin MTT testi sonuclari

kullanarak yapilan probit analizi ve ICso degeri

F3-1 ve F7-9 formiilasyonlari: F3-1 ve F7-9 formiilasyonlarinin ARPE-19 hiicrelerine

belirli dozlarla 24 ve 48 saat sonra hiicre canliligina etkisi incelendi.

F3-1 formiilasyonunun uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra ARPE-19 hiicre
canliliginda istatiksel olarak anlamli bir azalis oldugu belirlendi (p<0.0001). 24 saatlik veriler

ile yapilan ¢alismada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin 20 pL dozunda
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oldugu ve bu dozda ortamdaki hiicrelerin sadece %50,4501 + 5,3872 oldugu saptandi. En
yiiksek hiicre canliliginin ise 1,25 pL. dozunda %64,0666 + 6,3897 oldugu belirlendi. 48 saatlik
veriler ile yapilan c¢alismada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin 20 pL
dozunda oldugu ve bu dozda ortamdaki hiicrelerin sadece %13,3023 + 1,9788 oldugu saptandi.
En yiiksek hiicre canliliginin ise 1,25 pL. dozunda %82,7000 £ 30,6475 oldugu belirlendi. Sekil

82’de F3-1 formiilasyonunun 24 ve 48 saat i¢indeki hiicre canlilig1 verileri verildi.

F3-1 Formiulasyonunun 24 ve 48 Saat Sonucunda
Ortalama Huicre Canlihigi

Kontrol 20 pL 10pL 2,5 pL 1,25 pL
Doz (uL)
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Sekil 82. ARPE-19 hiicre hattinda 24 ve 48 saat siireyle 1,25 pL ile 20 pL dozlarinda

F3-1 formiilasyonu uygulamasinin hiicre canhihigina etkisi

F7-9 formiilasyonunun uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra ARPE-19 hiicre
canliliginda istatiksel olarak anlamli bir azalis oldugu belirlendi (p<0.0001). 24 saatlik veriler
ile yapilan ¢aligmada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin 20 pL dozunda
oldugu ve bu dozda ortamdaki hiicrelerin sadece %49,51393 + 16,0546 oldugu saptandi. En
yiiksek hiicre canliliginin ise 1,25 pLL dozunda %97,9361 + 9,3261 oldugu belirlendi. 48 saatlik
veriler ile yapilan ¢alismada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin 20 pL
dozunda oldugu ve bu dozda ortamdaki hiicrelerin sadece %23,2618 + 7,4400 oldugu saptanda.
En yiiksek hiicre canliliginin ise 1,25 pL dozunda %80,1314 £ 9,3505 oldugu belirlendi. Sekil

83’te F7-9 formiilasyonunun 24 ve 48 saat i¢indeki hiicre canlilig1 verileri verildi.
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F7-9 Formilasyonunun 24 ve 48 Saat Sonucunda
Ortalama Hiicre Canlilig
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Sekil 83. ARPE-19 hiicre hattinda 24 ve 48 saat siireyle 1,25 pL ile 20 pL. dozlarinda

F7-9 formiilasyonu uygulamasinin hiicre canhihigina etkisi

Calismada farkli dozlarda F3-1 formiilasyonu uygulamasinin % hiicre canlilig1 izerine
etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. ve 48. saatte hiicrelerin %50’sinin

oliimiine neden olan ICso degerleri sirasiyla 19,431 puL ve 3,742 pL olarak hesaplandi (Sekil 84
ve Sekil 85).

F3-1 24 Saat Probit Grafigi
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IC5, Degerleri

Sekil 84. ARPE-19 hiicre hattinda 24 saat siire ile F3-1 formiilasyonu uygulamasinin MTT

testi sonuclar: kullanarak yapilan probit analizi ve 1Cso degeri
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F3-1 48 Saat Probit Grafigi
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Sekil 85. ARPE-19 hiicre hattinda 48 saat siire ile F3-1 formiilasyonu uygulamasinin MTT
testi sonuclar: kullanarak yapilan probit analizi ve 1Cso degeri
Calismada farkli dozlarda F7-9 formiilasyonu uygulamasinin % hiicre canlilig1 tizerine
etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. ve 48. saatte hiicrelerin %50’sinin
Olimiine neden olan ICso degerleri sirasiyla 13,957 uL ve 4,644 uL olarak hesaplandi (Sekil 86
ve Sekil 87).

F7-9 24 Saat Probit Grafigi
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Sekil 86. ARPE-19 hiicre hattinda 24 saat siire ile F7-9 formiilasyonu uygulamasinin MTT

testi sonuclar1 kullanarak yapilan probit analizi ve ICso degeri
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F7-9 48 Saat Probit Grafigi
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Sekil 87. ARPE-19 hiicre hattinda 48 saat siire ile F3-1 formiilasyonu uygulamasinin MTT

testi sonuclar1 kullanarak yapilan probit analizi ve ICso degeri

F3-1-TQ ve F7-9-TQ formiilasyonlar:: F3-1-TQ ve F7-9-TQ formiilasyonlarinin
ARPE-19 hiicrelerine belirli dozlarla uygulanip 24 ve 48 saat sonra hiicre canlilifina etkisi

incelendi.

F3-1-TQ formiilasyonunun uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra ARPE-19 hiicre
canliliginda istatiksel olarak anlamli bir azalis oldugu belirlendi (p<0.0001). 24 saatlik veriler
ile yapilan ¢aligmada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin 664 pM dozunda
oldugu ve bu dozda ortamdaki hiicrelerin sadece %22,0460 + 0,8425 oldugu saptandi. En
yiiksek hiicre canliliginin ise 41,5 uM dozunda %86,2893 + 28,1768 oldugu belirlendi. 48
saatlik veriler ile yapilan ¢alismada hiicre canliliginda kontrole gére en belirgin azalmanin 664
uM dozunda oldugu ve bu dozda ortamdaki hiicrelerin sadece %16,8294 + 1,6453 oldugu
saptandi. En yiiksek hiicre canliliginin ise 41,5 uM dozunda %113,2524 + 21,4242 oldugu
belirlendi. Sekil 88’de F3-1-TQ formiilasyonunun 24 ve 48 saat i¢indeki hiicre canlilig verileri

verildi.
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F3-1-TQ Formulasyonunun 24 ve 48 Saat
Sonucunda Ortalama Hticre Canliligi
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Sekil 88. ARPE-19 hiicre hattinda 24 ve 48 saat siireyle 1,25 pL ile 20 pL. dozlarinda

F3-1-TQ formiilasyonu uygulamasinmin hiicre canhili@ina etkisi

F7-9-TQ formiilasyonunun uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra ARPE-19 hiicre
canliliginda istatiksel olarak anlamli bir azalis oldugu belirlendi (p<0.0001). 24 saatlik veriler
ile yapilan ¢aligmada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin 670,4 uM dozunda
oldugu ve bu dozda ortamdaki hiicrelerin sadece %18,7149 + 0,7191 oldugu saptandi. En
yiiksek hiicre canliliginin ise 41,9 uM dozunda %88,6581 + 3,4409 oldugu belirlendi. 48 saatlik
veriler ile yapilan ¢aligmada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin 670,4 uM
dozunda oldugu ve bu dozda ortamdaki hiicrelerin sadece %17,7795 + 4,3849 oldugu saptandi.
En yiiksek hiicre canliliginin ise 41,9 uM dozunda %58,4548 £ 16,3996 oldugu belirlendi. Sekil

89°da F7-9-TQ formiilasyonunun 24 ve 48 saat i¢indeki hiicre canlilig1 verileri verildi.
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F7-9-TQ Formulasyonunun 24 ve 48 Saat
Sonucunda Ortalama Hticre Canliligi
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Sekil 89. ARPE-19 hiicre hattinda 24 ve 48 saat siireyle 1,25 pL ile 20 pL. dozlarinda

F7-9-TQ formiilasyonu uygulamasinin hiicre canlili@ina etkisi

Calismada farkli dozlarda F3-1-TQ formiilasyonu uygulamasinin % hiicre canliligi
tizerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte hiicrelerin %50’sinin
6liimiine neden olan ICso degeri 197,32 uM olarak hesaplandi. Calismada farkli dozlarda F3-1-
TQ formiilasyonu uygulamasinin % hiicre canliligi iizerine etkisinin belirlenmesini takiben

probit analizi yapilarak 48. saatte hiicrelerin %50’sinin 6liimiine neden olan ICso degeri 92,386

uM olarak hesaplandi (Sekil 90 ve Sekil 91).
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F3-1-TQ 24 Saat Probit Grafigi
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Sekil 90. ARPE-19 hiicre hattinda 24 saat siire ile F3-1-TQ formiilasyonu uygulamasinin

MTT testi sonu¢lar1 kullanarak yapilan probit analizi ve ICso degeri

F3-1-TQ 48 Saat Probit Grafigi
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MTT testi sonu¢lar1 kullanarak yapilan probit analizi ve ICso degeri

Calismada farkli dozlarda F7-9-TQ formiilasyonu uygulamasinin % hiicre canliligi
tizerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte hiicrelerin %50’sinin
6liimiine neden olan ICsg degeri 231,90 uM olarak hesaplandi. Caligmada farkli dozlarda F7-9-
TQ formiilasyonu uygulamasimin % hiicre canlilig1 iizerine etkisinin belirlenmesini takiben

probit analizi yapilarak 48. saatte hiicrelerin %50’sinin 6liimiine neden olan ICsg degeri 45,15
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uM olarak hesaplandi (Sekil 92 ve Sekil 93). F3-1, F3-1-TQ, F7-9 ve F7-9-TQ
formiilasyonlarinin ARPE-19 hiicre hattina 24 ve 48 saat uygulandigit MTT plag: Sekil 94 ve
Sekil 95’te verildi.

F7-9-TQ 24 Saat Probit Grafigi

10000,000
E; 1000,000
IS
a 231,899 uM
E 1111
@ 1
S 100,000 Ill._.l
10,000
= R NN W W s DN U U D o NN ™ o W
o w o u o w o w o (O] o w o u o wu o
o o o o o o o o o o o o o o o o o
ICs, Degeleri

Sekil 92. ARPE-19 hiicre hattinda 24 saat siire ile F7-9-TQ formiilasyonu uygulamasinin

MTT testi sonuclar1 kullanarak yapilan probit analizi ve ICso degeri
F7-9-TQ 48 Saat Probit Grafigi
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Sekil 93. ARPE-19 hiicre hattinda 48 saat siire ile F3-1-TQ formiilasyonu uygulamasinin

MTT testi sonuclar: kullanarak yapilan probit analizi ve 1Cso degeri

169



Sekil 94. ARPE-19 hiicre hattinda 24 saat siireyle 1,25 uL ile 20 pL. dozlarinda F3-1
formiilasyonu uygulamasinin hiicre canlihgina etkisi. MTT testi plag: (F3-1, F7/-

9, F3-1-TQ, F7-9-TQ), veriler % Canlilik Ortalama + Standart Sapma
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Sekil 95. ARPE-19 hiicre hattinda 48 saat siireyle 1,25 pL ile 20 pL dozlarinda F3-1
formiilasyonu uygulamasinin hiicre canhihgina etkisi. MTT testi plag: (F3-1, F7/-

9, F3-1-TQ, F7-9-TQ), veriler % Canhlik Ortalama + Standart Sapma

HET-CAM testi bulgular

Yapilan HET-CAM testi ile CAM iizerinde damarlanma, lizis ve pihtilagma bakimindan
degerlendirmeler yapildi ve fotograflandi. Calismada pozitif kontrol olarak 0,1N NaOH, negatif
kontrol olarak normal salin (%0,9 NaCl) kullanildi. TQ yiiklii okiiler mikroemiilsiyon
formiilasyonlar1 (F3-1-TQ ve F7-9-TQ) 0,3 mL olacak sekilde uygulandi. Deney her bir
numune i¢in 5 kez tekrar edildi. Test sonucunda uygulanan formiilasyonlarda herhangi bir
irritasyona neden olmadi (Sekil 96, Sekil 97 ve Sekil 98).
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Pozitif Kontrol

Negatif Kontrol

Sekil 96. HET-CAM testi Pozitif Kontrol ve Negatif Kontrol Grubu

0. Saniye

2. Dakika

30. Saniye

5. Dakika

Sekil 97. HET-CAM testi, F3-1-TQ formiilasyon grubu
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0. Saniye 30. Saniye

N\

2. Dakika 5. Dakika
Sekil 98. HET-CAM testi, F7-9-TQ formiilasyon grubu

Hesaplamalar:

e F3-1-TQ Formiilasyonu
Kanama = Yok
Vaskiiler Lizis = 266,4 saniye
Pihtilagsma = Yok

(301 2664 ) N (301 301 ) N (301 — 301 9)
300 300 300

Skor Sonucu = 0,346 = Tahris edici olmayan
e F7-9-TQ Formiilasyonu
173



Kanama = Yok
Vaskiiler Lizis = Yok
Pihtilagsma = Yok

<3o1 — 301 5) N (301 — 301 7) N (301 — 301 9)
300 300 300

Skor Sonucu = 0 = Tahris edici olmayan
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TARTISMA

Bu calismanin amaci kuru g6z hastaligi tedavisine yonelik TQ yiikli okiiler
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin okiiler kullanim agisindan gelistirilmesi ve etkinliklerinin
kendi aralarinda in vitro ve ex vivo calismalar ile karsilastirarak daha etkin bir tedavi
saglayacak formiilasyon alternatifi Onerebilmektir. Ayni1 zamanda gelistirilen okiiler
mikroemiilsiyonlarin yag fazinin ¢orek otu yagi ile olusturulmasi ile TQ’nun yaninda,
igerisinde bulunan diger antiinflamatuar maddelerin kuru goz tedavisine yonelik yardimci

olabilecegini diisiinerek tercih ettik.

Kuru goz hastaligi, lakrimal fonksiyonel {linitenin kompleks inflamatuar bir sendromu
olarak tanimlanmigtir. Olusumundaki mekanizmalar; gbzyas1 hiperozmolaritesi, gézyast film
instabilitesi ve inflamasyondur (118). Akoz gozyasi yetmezligi, gbzyast bezinin yeterince
gbzyasi salgilayamamasina bagl gelismektedir. Gozyas1 miktar1 azalir, osmolaritesinde artig
meydana gelir ve hiperosmolarite inflamasyonu tetikleyerek kuru goziin siddetini arttirir (123).
Dolayistyla, son yillarda bu hastaligin inflamatuar bir sendrom oldugu yoniinde ¢aligmalar
oldugu icin tedavi protokolleri, artik antiinflamatuar ve immiin modiilatdr alanlara kaymaya
baslamistir. Corek otu yagi ve TQ’un antiinflamatuar 6zellikleri literatiir ile desteklenmistir
(30). inflamasyon mekanizmas: hiicre diizeyinde COX ve LOX olmak iizere iki enzim sistemi

tizerinden etkili olmaktadir. COX yolaginda ile PG’ler sentezlenirken LOX yolaginda ile LT
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sentezlenir ve bunlar inflamasyonda gorev alir. TQ bu iki enzim sisteminin zamana ve doza
bagimli olarak inhibisyonu ile antiinflamatuar etki gosterdigi bildirilmistir (18, 20). Aym
zamanda gelistirilen mikromiilsiyonlar ¢érek otu kaynakli oldugu icin ¢orek otu yaginda
bulunan TQ ile birlikte THQ, DTQ, TMY, p-simen, nigellidin ve nigellisin gibi maddeler

antiinflamatuar 6zellikleri gostermektedir.

Goze topikal ilag uygulamasina yonelik yaklagim, okiiler semptomlarin 6zel tedavisi
icin daha etkili oldugunu gostermektedir. Goze ilag uygulandiginda gozlemlenen refleks olarak
g6z kirpmasi, gbzyast olusmasi, gozyast miktarinin artmasiyla fazlaligin nazolakrimal kanala
geemesi gibi problemlerle karsilasilmaktadir. Karsilasilan bu problemler yiiziinden geleneksel
okiiler sistemlerin géze topikal uygulanmasiyla gozde istenen diizeyde ila¢ konsantrasyonu
saglanamamakta ve dolayisiyla istenilen siirede istenilen etki goriilmemektedir. Bu nedenle
arastirmacilar okiiler ilag uygulaasi i¢in yeni ila¢ sistemleri gelistirmiglerdir. Geleneksel
oftalmik dozaj sekillerinin gozde kalis siirelerinin diisiik olmasi, biyoyararlanimlarinin yeterli
terapotik dozu saglamadan uzak olmasi ve goriisii etkilemeleri nedeni ile uzun siireli tedavilerde
basarili olamamaktadir. Yeni gelistirilen okiiler sistemlerde amag ilacin terapotik etkinligini
artirmak i¢in géz ylizeyinde ilacin kalis siiresinin uzatilmasi, gozde ila¢ emiliminin en iist
diizeye ¢ikarilmasi, hedeflendirme sisteminden ilacin yavas salim1 ve prekonneal ila¢ kaybini
en aza indirmektir. G6ze uygulanacak olan optimum dozaj formunun, gozde bulanik gérme
veya irritasyon yapmayacak, daha az yan etkilere sahip olmasi ve giin igerisinde sik dozlamaya

gerek duyulmadan hastanin kolayca uygulayabilecegi sistem olmasi istenmektedir.

Mikroemiilsiyonlar kiiciik damlacik boyutuna sahip, termodinamik olarak stabil,
saydam ve etkin madde biyoyararlanimini arttiran sistelerdir. Cozliniirliigii az biyoyararlanim
problemi olan etkin maddelerin emilimini ve klinik etkilerini arttirarak toksisite problemlerinin
de tistesinden gelir. Endiistriyel tiretim ve sterilizasyonu basit ve ucuzdur, kullanilan lipofilik
faza bagl olan ¢6ziiniir lipofilik ilaglar i¢in kolaylik saglayan mikroemiilsiyonlar etkin madde
¢ozlinlirliiglini arttirma, hazirlama ve uygulama kolayliklar1 ve uzun raf omiirleri ile tercih
edilen ilag tasiyici sistemlerdir (90, 91). Ayn1 zamanda mikroemiilsiyonlar, géze uygulanan bir
ilacin stirekli salimini ve konvansiyonel sistemlere gore ilacin okiiler yapiya, akdz hiimore daha
derin niifuz etmesini saglar. Mikroemiilsiyon sistemleri, diisiik viskozite, ila¢ uygulamada daha
iyl emilim gibi 6zellikler olmak {izere avantajlar sunmaktadir. Ayrica, mikroemiilsiyonlarla
ilacin uzatilmis salim yapabilmeleri, bu sistemlerin okiiler uygulama igin tercih edilmesini

saglar ve goz damlasi uygulama sikligini biiyiik 6l¢ciide azaltmaktadir.
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Formiilasyon gelistirme c¢alismalarimiza baglamadan 6nce, TQ etkin maddesinin
fizikokimyasal o6zellikleri cesitli spektral yontemler, DSC ve XRD ile incelendi ve sonuglar
literatiir verileri ile karsilastirilarak karakterizasyon caligmalar1 tamamlandi. TQ’un FT-IR,
NMR, MS, UV, DSC ve XRD analizlerinin yapilmasindaki ama¢ maddenin saf oldugunun

kanitlanmasidir.

FT-IR spektrumunda kimyasal yapiya bagl olan karakteristik pikler, maddenin saf
oldugunu gostermektedir (Sekil 23). Calismamizda 2966,52 dalga boyunda bulunan yogun
bant, alifatik gruplarmin C-H gerilmesine karsilik geldigini gosterdi ve 1641,42 cm™ dalga
boyunda siddetli pik gézlemlendi ve bu da karbonil grubunun (C=0) karakteristik pikini verdi.
Karbonil grubu asimetrik ve simetrik gerilme yaparak 2 siddetli pik verdi ve bu da molekiil
formunda karbonil grubunun 2 tane oldugu sonucunu verdi. TQ molekiil yapisinda ¢ift baglar
(C=C) simetrik oldugu igin ¢ift bagda sinyal goziikkmez yani dipol momenti yoktur. S. Pagola
ve ark. (141) yaptig1 calismada TQ’nun kizilétesi spektrumu FT-IR cihazi ile incelemislerdir.
Bir sikloheksadienin karbonil grubunun karakteristik giiclii germe band: 1650 cm™ dalga
numarasinda gozlenir ve bu TQ i¢in ¢alismada 1648 cm™ olarak ve 1,4 benzokinon igin 1661
cm™ olarak bulunmustur. Ayni zamanda 2967 cm™ dalga boyu C-H gerilmesine karsilik
geldigini gostermistir. Bu veriler kapsaminda buldugumuz sonuglarin literatiir verileriyle

uyumlu oldugu gosterildi.

'H NMR ve C NMR sonuglar1 Sekil 24 ve Sekil 25°te gosterildi. 'H NMR sonuglari
i¢cin benzokinon halkasinin metilen protonlari i¢in bulunan kimyasal kayma degerleri 6,51; 6,57
ve 6,58 olarak bulundu. Metil grubunun metil protonlari igin 2,02 ve 2,03 degerleri bulundu.
Izopropil grubunun metilen protonu i¢in 2,98; 2,99; 3,01; 3,02 ve 3,03 olarak bulundu. izopropil
grubunun metil protonlari 1,10 ve 1,12 kimyasal degerlerinde bulundu. 3C NMR sonuglar igin
kimyasal kayma degerine karsilik karbon sayilar1 sirasiyla 21,49 ve 26,6 ppm’de Cg ve Cy
izoproil grubu, 15,49 ppm’de Co metil grubu, 130,44; 133,92; 145,26 ve 155,02 ppm’de Cs, Cs,
Cs ve Csz benzokinon halkasi, 187,55 ve 188,75 ppm’de C> ve C1 karbonil karbonu bulundu.
Alaa A. Salem ve ark. (142) yaptig1 ¢alismada TQ nun NMR cihazi ile tH ve *C spektrumlarini

incelemistir. Buldugumuz sonuglarin literatiir verileriyle uyumlu oldugu gosterildi.

TQ’un pH 7,4 PBS igerisinde UV spektrumlart 200-400 nm dalga boyu arasinda
incelendi Amax degeri 267 nm olarak bulundu (Sekil 26). UV-vis spektrofotometre cihaziyla
yapilacak analitik yontem gelistirme ve miktar tayini yonteminde bu veri kullanildi. M. Salmani

ve ark. (143) yaptigi calismada, TQ’nun UV-vis spektrofotometre ile dalga boyunu
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saptamiglardir. TQ’ nun etanol icerisinde 10 pg/mL spektrumu incelenmis ve TQ spektrumlari
254-257 nm’de bir belirgin pikin (Amax) varligi ile karakterize edilir, kinonlar i¢in analog
hidrokinonundan ayirt edilici bir pik olarak kabul edilir, ikincisi 290 nm’ye yakin pik gosterir.
Calismada TQ’nun 254-257 nm’de belirgin pik vermesine ragmen calismamizda bu pik
araliginda belirgin pik goriilmedi ve Amax degeri 267 nm olarak bulundu. Bunun nedeni farkl

¢oziicii kullandigimiz igindir.

TQ’nun kiitle spekturumu i¢in LC-MS/MS cihazi kullanildi ve (+) ESI kaymiginda
dogrudan enjeksiyondan sonra TQ standardinin MS/MS iiriinii iyon spektrumunda
kiitle/elektriksel yiik orant 165 m/z olarak bulundu (Sekil 27). Rabab M. Soliman ve ark (144)
yaptigi ¢alismada TQ’nun LC-MS/MS ile analizi yapilmistir. Standart TQ ¢o6zeltisi ESI
kaynaginda pozitif iyon tarama modunda dogrudan enjekte edilmis ve TQ’nun m/z oran1 165,46
protonlanmis molekiiler iyonu tespit etmislerdir. Boylece ¢alismamizda buldugumuz sonug
literatiir ile desteklendi. Ilaglarn goziin yapisina gecisini etkileyen faktdrler arasinda ilacin
molekiil agirlig1 gelmektedir. Fluorokinolonlar ile yapilan bir ¢alismada molekiil agirliginin
kornea penetrasyonu iizerine etkisi oldugunu tespit etmislerdir fakat korneadan geg¢isin sadece
molekiil agirligina bagli olmadigini ¢oziintirliikk ve lipit su partisyon katsayisi gibi daha birgok

faktoriin de etkili oldugunu soylemislerdir (146).

DSC ile yapilan erime derecesi tayininde, literatiire uygun sekilde erimenin baglangici
30 °C ve 80 °C arasinda yapilip erime derecesi 45,74 °C olarak bulundu (Sekil 28). XRD
difraktogrami Sekil 29°da verildi ve TQ’nun (amorf/kristal) yapida oldugu bulundu. S. Pagola
ve ark. (141) yaptigi ¢alismada TQ’nun DSC ile yapilan erime derecesi tayininde erime
derecesini 43,55 °C degerinde bulmusglardir ve XRD ile TQ’nun kristal yapisini inceleyip kristal

yapida oldugunu tespit etmislerdir. Bulunan sonuglar literatiir ile benzerlik gosterdi.

TQ’nun analitik yontem gelistirme ve validasyon ¢aligmalari LC-MS/MS ve UV-vis

spektrofotometre cihazi ile ICH kriterlerine gore gerceklestirildi.

LC-MS/MS yontem validasyonunda, LC parametreleri, akis gradient parametreleri,
MS/MS parametreleri ve metot validasyon parametreleri verildi. Metot validasyon
parametreleri dogrusal aralik ve kalibrasoyon egrisi, LOD ve LOQ, dogruluk ve giin i¢in
tekrarlanabilirlik ve analitik geri kazanim olmak {izere dort baslik altinda incelendi. Ilk olarak
stok cozeltilerinin, mobil fazlarin ve numune &n hazirlik islemleri anlatildi. Ikinci olarak
TQ’nun ana stok ¢ozeltisinden etkin madde icermeyen F3-1 ve F7-9 numunelerinde katim

yapilarak gerekli seyreltmeler sonucunda 0,5-10 pg/mL artan konsantrasyon araliginda alti
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noktal1 kalibrasyon egrisi hazirlandi (Sekil 30). Hazirlanan tiim konsantrasyonlar cihaza {i¢ kez
enjekte edildi. Boylece kalibrasyon egrisi olusturuldu ve dogrusal aralik belirlendi. R? = 0,9989
degerinde bulunarak yontemin dogrusal oldugu ispatlandi. Yapilan ¢alismada LOD ve LOQ
degerlerini belirlemede Esitlik 5, Esitlik 6 ve Esitlik 7 kullanilarak hesaplandi. LOD 0,854
ug/mL ve LOQ 2,846 ug/mL olarak bulundu ve Tablo 54’te veriler verildi. Dogruluk ve
tekrarlanabilirlik sonuglar i¢in hazirlanan TQ standart ¢ozeltileri cihaza {i¢ kez enjekte edildi.
Ug kez enjekte edilen standartlarin dogruluk degeri hesapland1 ve %VK degeri 2 nin altinda
bulundu (Tablo 55). Standartlarin kromatogramlar1 Sekil 31 ila Sekil 36’da verildi. Bu da
gelistirilen analitik yontemin dogrulugunu ve giin i¢i tekrarlanabilirligini ispatlamaktadir.
Kalibrasyon egrisini olusturan standartlardan bagimsiz 4 pg/mL ve 8 pg/mL iki standart
hazirlandi ve geri kazanimlar1 degerlendirildi. Cihaza enjekte edilen standartlardan elde edilen
degerin teorik deger ile kiyaslanmasi sonucunda geri kazanimlar1 hesaplandi ve % VK degeri
2’nin altinda bulundu (Tablo 56). Geri kazanimda kullanilan standartlarin kromatogramlari
Sekil 37 ve Sekil 38°de verildi.

UV-vis spektrofotometre ile yapilan validasyon c¢alismasinda ilk olarak 6zgiinliik
calismasinda formiilasyonu olusturan yardimci maddelerin (YEM’ler, YYEM’ler, pH 7,4 PBS
ve distile su) 267 nm dalga boyunda absorbans verip vermedigi arastirildi. Elde edilen sonuglara
gore yardimec1 maddelerin higbiri 267 nm dalga boyunda absorbans vermedigi tespit edildi.
Yapilan dogrusallik ¢alismalart icin 13; 10; 9; 8; 7; 6; 5; 4; 3; 2; 1 ve 0,5 pg/mL
konsantrasyonlarda kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 39). Basit dogrusal regresyon analizi
ile yontem dogrusalligi degerlendirilip 0,5-13 pg/mL konsantrasyon araliginda TQ igin
yontemin dogrusal oldugu ispatlandi. Cizilen standart egriye ait denklem (y = 0,1145x —
0,0034) etkin maddenin miktar tayininde giivenle kullamlabilecegini R? = 0,9996 olmasi
nedeniyle gostermistir. Dogruluk ve geri elde c¢alismalart 0,5; 6 ve 13 pg/mL
konsantrasyonlarinda ¢alisildi. Analitik yontemin dogruluk parametresi her bir konsantrasyon
icin yiizde geri kazanim olarak hesaplandi. Dogruluk analizi her bir konsantrasyon i¢in % 100’e
yakin bulunup, %VK degerli 2’den biiyiik degildir (Tablo 57). Bu da gelistirilen analitik
yontemin dogrulugunu ispatlamaktadir. Yapilan kesinlik ¢aligmalar1 tekrarlanabilirlik ve ara
kesinlik olarak degerlendirilip 1, 7 ve 10 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢alisildi. Giin i¢i ve
giinler aras1 elde edilen sonuglar1 % VK degerleri 2’den biiyiik ¢tkmamistir (Tablo 58, Tablo
59, Tablo 60 ve Tablo 61). Bu da gelistirilen analitik yontemin kesinligini ispatlamaktadir.
Teshis ve tayin smirlari etkin maddenin ¢ok diisiik konsantrasyonlariin UV-vis

spektrofotometre ile dl¢limiiniin saglanabilirligini gostermektedir. Yapilan ¢caligmada teshis ve
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tayin sinir1 olarak c¢ok diisiik degerler elde edildi (LOD=0,0330 pg/mL, LOQ=0,1109 pg/mL)
ve elde edilen sonuglarla gelistirilen metodun TQ’un c¢ok diisiik konsantrasyonlarinin
Olclilebilecegi  goriilmiistiir. Son olarak yapilan stabilite calismasinda 9 pg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan TQ standardi kullanildi. Oda sicakliginda (25 °C), buz dolabi
sicakliginda (4 °C) ve derin dondurucu sicakliginda (-20 °C) 24 ve 48 saatlik stabilite
caligmalar yapildi (Tablo 62). Elde edilen sonuglara gore en iyi kararlilik gosterdigi sicaklik
degerinin buz dolabi sicakligi (4 °C) oldugu tespit edildi.

TQ’un lipit/su partisyon katsayist ¢alismasi etkin maddenin yag fazinda ve su fazinda
¢cOzlinirligi belirlemek i¢in yapildi. N-oktanol yag fazi olarak, su fazi olarak distile su
kullanildi. Esitlik 7 kullanilarak TQ etkin maddesinin lipit/su partisyon katsiyisi1 hesaplandi ve
2,3499 £ 0,1146 olarak bulundu. Yagda ¢oziniirligi yiiksek olan TQ etkin maddesinin Log P
degerinin 2,3499 + 0,1146 ¢ikmasi beklenilen bir sonu¢ olup maddenin yaga gore
kiyaslandiginda suda c¢oziinmedigini gostermektedir. Goze uygulanan ilag sekli olarak
mikroemiilsiyon segmemizin bir nedeni de lipofilik 6zellikte olan TQ’un i¢ faz1 lipofilik olan
bir tastyici ile gdzde kuru géz hastaligi tedavisinde daha etkili olmaktir. TQ’un lipit/su partisyon
katsayist i¢in literatiir aragtirmasi yaptigimizda bu ¢aligmanin yapilmadigimi gordiik.
Pubchem’de TQ icin oktanol/su partisyon katsayisi degerini 2,2 olarak verilmistir (19).
Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi’nda TQ i¢in buldugumuz partisyon katsayisi
verileri deneysel olarak 2,2 oldugu ve on goriilen degerler 1,95 ve 3,27 arasinda oldugunu
soylemektedir (147). Calismamizda bulunan partisyon katsayisi degeri literatiir ile uyum
gostermektedir.

TQ etkin maddesinin ¢6ziintirliik ¢alismasinda, etkin maddenin farkli ortamlarda
¢ozliniirliikleri incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 63’te gosterildi. TQ ¢ozliniirliigiiniin en
fazla oldugu ortam ¢orek otu yagi ortami ve bu ortamda ¢6ziinen madde miktart 331,16 + 2,35
olarak belirlendi. TQ’un ¢oziiniirliigiiniin yag fazinda yiiksek olmasi ve gbze uygulanan
formiilasyonun kontrollii olarak salinmasi istenildigi i¢in hazirlanacak olan mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin tipi Y/S olarak belirlendi. TQ’nun ¢oziiniirliik ¢aligmasinda ayni zamanda
Cremophor RH40’ta bozundugunu tespit ettik. Segtigimiz ana formiilasyonun iginde
Cremophor RH40 igerdiginden (F7-9-TQ) TQ yiikledikten sonra ve 2 aylik stabilite
caligmalarindan sonra formiilasyonda miktar tayini yapilarak ve organoleptik degerlendirme
yapilarak incelendi ve formiilasyon icerisinde herhangi bir bozunmaya sebebiyet vermedigi

tespit edildi.
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Mohd Abul Kalam ve ark. (115) yaptigi ¢calismada kendi kedine nanoemiilsifiye edici
ilag salim sistemi gelistirerek TQ’un oral biyoyararlanim artis1 ve hepatoprotektif etkileri
tizerine ¢alismislardir. Kendiliginden nanoemiilsifiye olan ilag tasiyicit sistemlerinin
hazirlanmasinda uygun bilesenleri se¢cmek icin, ila¢ molekiiliiniin farkli bilesenlerdeki
¢oziinlirliigli en 6nemli adimlardan birisidir. Bu nedenle TQ’un yaglar, yiizey aktif maddeler ve
yardimci yiizey aktif maddeler {izerindeki ¢6ziiniirlikkleri dl¢iilmiistiir. 1 mL numuneye TQ
doyurulmus ve 48 saat boyunca 25 = 1 °C’de ¢alkalayicit su banyosunda ¢6zlinme islemi
gergeklestirilmis. Daha sonra 10 dakika boyunca 5000 rpm’de santrifiij edilmis ve 254 nm dalga
boyunda TQ konsantrasyonlari Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)’de
bakilmistir. Calismada TQ’un ¢oziiniirliik ¢alismalar1 Capryol-90, Tween 20 ve izopropil alkol
(IPA)’de gerceklestirilmis ve sirastyla 503,01 mg/mL, 125,25 mg/mL ve 165,54 mg/mL olarak
bulunmustur. En iyi ¢oztinirligii Capryol-90°’da vermistir. Bu sonu¢ TQ’un yag fazindaki
¢Oziiniirliiglinlin fazla oldugunu gostermistir. Calismamizda Tween 20°deki TQ ¢ozlniirligii

130,85 £ 0,64 mg/mL degerinde bulunup ve literatiire yakin degerde oldugu gosterildi.

TQ’un sulu ¢oziiniirligii ve bozunma kinetigi ile ilgili yapilan bir diger ¢alismada distile
su ve farkli pH ortamlarinda calisilmistir. Calisma 24, 48 ve 72 saatlerde kademeli olarak
yapilmis ve zaman gore ¢oziiniirliikleri karsilastirilmistir. Distile su; 0,1N HCI; pH 5 tampon
cozeltisi; pH 7,4 tampon ¢ozeltisi ve pH 9 tampon ¢ozeltisi ortamlarinda yapilan ¢oziintirliik
caligmasinda 24. saatte en iyi ¢0ziiniirliigii distile suda (669,13 + 5,4 ng/mL), 48 saatte en iyi
¢Oziinlirligli pH 9 tampon ortaminda (727,57 £ 4,69 pg/mL) ve 72. saatte en iyi ¢Oziiniirliigi
distile suda (740,63 + 5 ug/mL) vermistir. Calismanin yaninda TQ’un farkli pH degerlerine
sahip sulu ¢ozeltilerindeki stabilitesini degerlendirmek i¢in distile su, salin, 0,IN HCI ve ii¢
fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 5; 7,4 ve 9) kullanilmistir ve 96 saat ¢oziintirliikleri incelenmistir.
Sonuca gore zamanla TQ bozundugu tespit edilmis, asidik pH’taki bozunma hizi diger
¢ozeltilere kiyasla en diisiik ¢ikmistir (143). Calismamizda distile su ve pH 7,4 fosfat tampon
cozeltisinde 24. saatlik ¢oziiniirliik calismast yapildi ve sirastyla 0,759 = 0,02 mg/mL ve 0,911

+ 0,01 mg/mL olarak bulunup ve literatiire yakin sonucu gostermektedir.

Niyaz Ahmad ve ark. (114) yaptigi nanoemiilsiyon formiilasyon ¢alismasinda,
formiilasyon ¢aligmalarina baglamadan 6nce farkli yaglarda ¢oziiniirliik ¢aligmasina dayanarak,
oleik asitte (245,5 mg/mL) maksimum ¢oziiniirligiin oldugunu tespit etmisglerdir. Boylece yag

fazi olarak oleik asit se¢ilmistir.

181



Mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin hazirlanmasinda kullanilacak maddelere karar
verilmesinde mikroemiilsiyon formiilasyonunun goze uygulanacak olmasi goz Oniinde
bulunduruldu. Handbook Pharmaceutical Excipients, USP ve EP monograflar1 incelenerek
madde secimi i¢in karar verildi. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin gelistirilmesinin sebebi,
piyasada bulunan kolloidal sekildeki géz damlasinda (siklosporin A iceren RESTASIS) bu

formiilasyonun kullanilmasidir.

Okiiler formiilasyonlarin hazirlanmasinda oncelikle 6nformiilasyon ¢alismalar1 yapild.
Onformiilasyon ¢alismalar1 literatiirde belirlenen 2 metoda gore hazirlandi. Bunlar, faz
titrasyon yontemi ve yiiksek devirli homojenizasyon ydntemidir (92). Ilk olarak faz titrasyon
yontemi i¢in dnformiilasyon ¢aligmalarinda yag fazi olarak ¢orek otu yagi, YEM olarak Tween
20, Tween 80, Cremophor ELP, Cremophor RH40, YYEM olarak Gliserin, Propilen glikol ve
Polietilen glikol ve formiilasyonlar bulanma noktalarina kadar distile su ile titre edildi. MEF-1,
MEF-17, MEF-34 ve MEF-50 formiilasyonunda YYEM kullanilmadan yalnizca YEM olarak
stirastyla Cremophor ELP, Tween 20, Cremophor RH40 ve Tween 80 kullanildi. Su ile titre
edilip mikroemiilsiyon olusturulmasinda aldiklari su yiizdesine gore liggen faz diyagraminda
hesaplanarak en uygun sistemi Cremophor RH40 ile hazirlanan MEF-34 formiilasyonu
olusturdu. YEM olarak Cremophor ELP kullanilarak hazirlanan formiilasyonlara YYEM
eklenmesi ile hazirlanan formiilasyonlarda MEF-2 ila MEF-6 arasindaki formiilasyonlari
Gliserin, MEF-7 ila MEF-11 formiilasyonlarinda PEG 400 ve MEF-12 ila MEF-16
formiilasyonlarinda Propilen glikol YYEM olarak kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin su
ile titre edildikten sonra en ¢ok su tutan formiilasyon Gliserin ile hazirlanan MEF-6
formiilasyonu se¢ildi. YEM olarak Tween 20 kullanilarak hazirlanan formiilasyonlara YYEM
eklenmesi ile hazirlanan formiilasyonlara MEF-18 ila MEF-22 formiilasyonlarinda Gliserin,
MEF-22 ila MEF-28 formiilasyonlarinda PEG-400 ve MEF-29 ila MEF-33 formiilasyonlarinda
Propilen glikol YYEM olarak kullanilarak hazirlandi. Tween 20°’nin YYEM’ler ile 1yi uyum
gostermeyip az miktarda su ile titre edilmesi ile hemen bulaniklagma goriildigii tespit edildi.
YEM olarak Cremophor RH40 kullanilarak hazirlanan formiilasyonlara YYEM eklenmesi ile
hazirlanan formiilasyonlarda MEF-35 ila MEF-39 formiilasyonlarinda Gliserin, MEF-40 ila
MEF-44 formiilasyonlarinda PEG 400 ve MEF-45 ila MEF-49 formiilasyonlarinda Propilen
glikol YYEM olarak kullanilarak hazirlandi. Su ile titre edildiklerinden sonra en iyi su tutan
formiilasyon MEF-39 formiilasyonu oldu. YEM olarak Tween 80 ile hazirlanan
formiilasyonlara YYEM eklenmesi ile hazirlanan formiilasyonlara MEF-51 ila MEF-55
formiilasyonlarinda Gliserin, MEF-56 ila MEF-60 formiilasyonu ve MEF-61 ila MEF-65
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formiilasyonlarina Propilen Glikol YYEM olarak kullanilarak hazirlandi. Su ile titre edildikten
sonra yine kisa siire sonra formiilasyonlarda bulaniklagma tespit edildi. Dolayisiyla Tween
80’in ayn1 Tween 20’de oldugu gibi YYEM’ler ile uyum gosteremedigi tespit edildi. Genel
olarak YYEM olarak Propilen glikol olan formiilasyonlar su ile titre edilmeden kendiliginden
bulaniklastig tespit edildi. Propilen glikoliin ¢orek otu yagi ile mikroemiilsiyon formiilasyonu

olusumu i¢in birbirleri arasinda uyum saglayamadigi goriildii.

Yapilan Onformiilasyon ¢alismalar1 ile elde edilen veriler dogrultusunda okiiler
formiilasyonlar secildi. ideal mikroemiilsiyonlarin belirlenmesinde Triplot bilgisayar programi
kullanildi. Bilgisayar programi yardimiyla mikroemiilsiyon olusumu gézlenen hem YEM hem
de YEM/YYEM oran iceren formiilasyonlar i¢in iicgen faz diyagrami ¢izilmistir (Sekil 40,
Sekil 41 ve Sekil 42) ve ¢izilen bu faz diyagramlarinda elde edilen alan degerleri incelendi.
Ucgen faz diyagramlari ¢iziminden elde edilen alan degerlerinden, biiyiik alan degerine sahip
ve kisa siirede faz ayrigmasi gériilmeyen formiilasyonlar ideal formiilasyon olarak kabul edildi.
En iyi alan degerine sahip olan 3 formiilasyonun tliggen faz diyagramu ¢izildi (MEF-34, MEF-
39 ve MEF-43/44).

Yiiksek devirli homojenizasyon yontemine gére mikroemiilsiyon 6n formiilasyonlar
belirlenen igerikte Tablo 36’da gosterildi. Onformiilasyon ¢alismalarinda yag fazi olarak ¢drek
otu yagi, YEM olarak Tween 20, Cremophor RH40 ve Cremophor ELP, YYEM olarak Gliserin
ve Propilen glikol kullanildi. Belirlenen hazirlama parametrelerine goére hazirlanan
mikroemiilsiyon 6n formiilasyonlar1 Tablo 37 ila Tablo 47°de gosterildi ve stabilite kabinine
hizlandirilmig stabilite sartlarinda 3 ay siire zarfinda bekletildi. Mikroemiilsiyonlarin faz
kararliliklart degerlendirildi. Faz ayrimi goriilen formiilasyonlara belirlenen oranda YEM
ilavesi yapildi ve tekrar stabilite kabininde bekletildi. Hazirlanan mikroemiilsiyonlarin
damlacik biiyiikliikleri ve polidispersite indeksi taze olarak bakild: (t=0). ideal mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin se¢iminde hizlandirilmis stabilite sartlarindaki faz kararliklari, damlacik
biiyiikliigii ve polidispersite indeksinden yararlanarak belirlendi. ideal mikroemiilsiyon

formiilasyonlar1 F1-1, F3-1 ve F7-9 olarak belirlendi.

Hazirlanan formiilasyonlarin metot karsilastirilmasi ise igeriklerine gore belirlendi
(Tablo 65). Mikroemiilsiyon olusumunda kullanilan YEM’lerin yiiksek miktardaki
konsantrasyonlari toksisiteye yol acabilmektedir ve ayrica goze uygulandiginda irritasyona yol
acabilmektedir. Bu durum okiiler olarak uygulanan mikroemiilsiyonlar i¢in ¢cok onemlidir.

Bununla birlikte yapilan bir¢cok calismada non-iyonik YEM’ler ile hazirlanan
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mikroemiilsiyonlarin uygulama sonrasi korneada herhangi bir irritasyon etkisi olusmadig:
gosterilmistir (90-92). Dolayisiyla formiilasyonlarin igerigindeki YEM miktarina gére metot
se¢imi yapildi. Ayn1 zamanda formiilasyonu olusturan yag fazi igerisinde de eser miktarda TQ
icerdiginden yag miktarinin da fazla oldugu mikroemiilsyon formiilasyonu géz oniine alindi.
Yiiksek devirli homojenizasyon yontemi ile hazirlanan mikroemiilsiyon 6n formiilasyonlari

YEM degerlerinin daha az olmasi1 nedeniyle ideal mikroemiilsiyonlar olarak secildi.

Ideal olarak secilen mikroemiilsiyon formiilasyonlarina TQ yiikleme islemi, TQ un

mikroemiilsiyonun yag fazinda ¢oziiliip formiilasyona dahil edilmesiyle gerceklestirildi.

Formiilasyonlarin miktar tayini ¢calismasinda LC-MS/MS cihaz1 kullanildi. F3-1-TQ
formiilasyonu i¢in 6l¢iilen deger 5,05 mg ve F7-9-TQ formiilasyonu i¢in dlgiilen deger 9,60 mg
bulundu. Formiilasyonlarin cihazda miktar tayini 6l¢timiinde plasebo formiilasyonlar: (F3-1 ve
F7-9) baskilik gosterip TQ olgiimiinii sinirlandirdi. Dolayisiyla diger in vitro ¢aligmalarin

miktar tayini 6l¢limiinde UV-vis spektrofotometre cihazi kullanildi.

Mikroemiilsiyonlarin géze uygulanabilir formiilasyonlar olduklarinin degerlendirilmesi
amactyla fizikokimyasal ozellikleri belirlendi. Bu amagla organoleptik degerlendirme, pH
degerleri, viskoziteleri, kirilma indisi, yogunluk, damlacik biyiikliikleri, PDI degerleri, zeta
potansiyelleri,  santrifiij  edilmeleri ve  stabilite  parametreleri  degerlendirildi.
Mikroemiilsiyonlarin organoleptik degerlendirmeleri kapsaminda fiziksel goriiniis, koku ve faz
ayrimi parametreleri incelendi ve sonuglar Tablo 67°de verildi. Mikroemiilsiyonlarin fiziksel
goriisiinii beyaz, bulanik haldedir. Bu durum goze uygulandiktan sonra gozde bulanik gérmeye
sebep olabilir. Géze uygulanabilirlik a¢isindan 6nemli bir parametre de pH’dir. Gézyaginin
pH’s1 ortalama 7,35 olup, 5,20 ile 8,35 arasinda degiserek tolere eder (58). TQ yiikli
olmayan/yliklii mikroemiilsiyonlarin pH degerini gézyasi pH degerine getirmek icin 1IN NaOH
¢ozeltisi kullanildi ve pH 6lgtim sonuglar1 7,02-7,08 arasinda ayarlandi (Tablo 70). Hazirlanan
TQ yiiklii olmayan/ytiklii mikroemiilsiyonlarin pH degeri gézyas: pH degerine yakin ve tolere
edilecek degerdedir. Bu yiizden mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 gbze uygulanacak olan
sistemlerde istenilen pH araligini saglamaktadir. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin kirilma
indisi dl¢timii yapildi. TQ yiiklii olmayan mikroemiilsiyonlarin (F3-1 ve F7-9) kirilma indisleri
sonuclart 1,3394 ve 1,3440 nD, TQ yiiklii mikroemiilsiyonlarin kirtlma indisleri sonuglari
1,3387 ve 1,3433 nD olarak bulundu (Tablo 70). Formiilasyonlara TQ yiiklenmesinin kirilma
indisini etkilemedigi tespit edildi. Bununla birlikte formiilasyonlarin yogunluklarinin géze

uygulanabilirlik ag¢isindan uygun yogunluk degerine sahip oldugu gorildi (Tablo 70).
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Mikroemiilsiyonlarin géze uygunlugunu 6lgmek icin viskoziteleri dl¢iildii. TQ yiiklii olmayan
mikroemiilsiyonlarin (F3-1 ve F7-9) viskozite sonuglar1 2,19 = 0,02 ve 2,70 £ 0,01 cP, TQ
yiiklii mikroemiilsiyonlarin viskozite sonuglar1 2,20 + 0,00 ve 2,72 + 0,01 cP olarak bulundu
(Tablo 70). Mikroemiilsiyonlara TQ yiiklenmesiyle viskozite degerlerinde 6nemli bir degisiklik
olmadig tespit edildi. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin viskoziteleri, hastanin ilac1 goze

kolay uygulanabilirlik agisindan uygun bulundu.

Mikroemiilsiyonlarin karakterizasyon c¢alismalari dahilinde damlacik boyutu 6l¢iildi
(Tablo 68). Oftalmik uygulama i¢in partikiil boyutu ¢izilmeyi ve yabanci cisim hissini 6nlemek
icin 10 mikron gegmemelidir (92). TQ yiiklii olmayan mikroemiilsiyonlarin (F3-1 ve F7-9)
damlacik boyutu 384,9 + 4,7 ve 414,9 + 2.3 nm ve TQ yiiklii mikroemdiilsiyonlarin damlacik
boyutu 374,6 £ 4,6 ve 356,9 £ 0,6 nm arasinda degismektedir. Mikroemiilsiyon
formiilasyonlarina TQ etkin maddesinin ilavesiyle formiilasyonlarin damlacik boyutunda
belirgin bir degisiklik olmadig: tespit edildi. Mikroemiilsiyonlarin damlacik homojenitesini
degerlendirmek igin PDI degerleri 6l¢iildi (Tablo 68). TQ yiikli olmayan mikroemiilsiyonlarin
(F3-1 ve F7-9) PDI &lgiim sonuglari 0,407 £+ 0,006 ve 0,367 + 0,013 bulundu. TQ yiiklii
mikroemiilsiyonlarin PDI 6l¢tim sonuglar1 0,418 £+ 0,013 ve 0,359 + 0,001 olarak bulundu.
Mikroemiilsiyon formiilasyonlarina TQ ilavesiyle, formiilasyonlarin PDI degerlerinde belirgin
bir degisiklik olmadig1 goriildii. Mikroemiilsiyonlarin PDI 6l¢iim sonuglar literatiirlere uygun
olarak 0,5’in altinda bulundu (92). TQ yiiklii olmayan mikroemiilsiyonlarin (F3-1 ve F7-9) zeta
potansiyel Olglim sonuglart -18,2 = 1,4 mV ve -9,7 £ 0,8 degerinde ve TQ yiikli
mikroemiilsiyonlarin (F3-1-TQ ve F7-9-TQ) zeta potansiyel 6l¢iim sonuglar1 -24,7 £ 0,2 ve -
12,9 £ 0,5 mV degerinde bulundu (Tablo 69). Mikroemiilsiyon formiilasyonlarma TQ
yiiklenmesiyle, formiilasyonlarin zeta potansiyelinde belirgin bir degisiklik olmadig1 goriildii.
Zeta potansiyeli, bir kolloidal sistemin toplam elektrik yiikii anlamina gelmektedir (92).
Gelistirilen TQ yiiklii/yiikli olmayan okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 stabilite
caligmalar1 igin formiilasyonlar1 +40°C ve %75 nemde iki ay boyunca bekletildi.
Formiilasyonlarin stabiliteleri t=0, t=1.ay ve t=2. ayda faz ayrismasi, pH, viskoziteleri, kirtlma
indisleri, yogunluklari, damlacik biiyiikliikleri, zeta potansiyelleri ve PDI 6zelliklerinin
incelenmesiyle gerceklestirildi (Tablo 71, Tablo 72, Tablo 73 ve Tablo 74). Hazirlanan
mikroemiilsiyonlarda santrifiij edilmis ve gerceklestirilen islem sonunda faz ayrismasi
gozlenmemistir bu da hazirlanan mikroemiilsiyonlarin termodinamik olarak kararli yapiya

sahip olduklarin1 gostermektedir.
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Niyaz Ahmad ve ark. (114) yaptig1 calismada serebral iskemi tedavisinde kullanilacak
TQ yiikli mukoadezif nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 gelistirmislerdir. Nanoemiilsiyonlar
titrasyon metoduna gore hazirlanmistir. Yag fazi olarak oleik asit, yardimci yiizey etkin madde
olarak karbitol ve yiizey etkin madde olarak Tween 20/Labrasol/Cremophore EL kullanarak
stirekli fazi su olan nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanmigtir. Formiilasyonlara TQ’un
eklenmesi yag fazina farkli konsantrasyonlarda (%2,5; %5 ve %?7,5) olarak belirlenmistir.
70’ten fazla nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanarak sadece 4 tane TQ yiiklii formiilasyon
secilmis (TNE2, TNE27, TNE46 ve TNES8) ve karakterizasyon calismalar1 yapilmistir.
Damlacik boyutu ¢alismalari sonucu 94,8 -139,3 nm arasinda, PDI ¢alismalart sonucu 0,172 —
0,299 arasinda, zeta potansiyel ¢alismalar1 sonucu -13,5 / -31,1 mV arasinda, pH ¢alismalar1
sonucu 5,4 — 6,4 arasinda, viskozite ¢alismalar1 sonucu 105 — 133 cP arasinda, ilag¢ yiikleme

caligmalar1 sonucu %97,39 - %99,86 arasinda bulunmustur.

Zaki Tubesha ve ark. (113) yaptig1 ¢alismada yiiksek basingli homojenizasyon yontemi
kullanilarak TQ yiikli nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlamislardir. Su i¢inde yag
nanoemiilsiyon ¢aligmasinda formiilasyonun %5’ini olusturan yag fazi olarak Triolein
kullanilmis ve TQ yag fazinin %4,45°1 kadar eklenmistir. %95 olan siv1 faz (%93 Distile su,
%2 Tween 80) iki farkli homojenizasyon metodu ile hazirlanmistir. Ilk metot olarak 13000 rpm
de 3 dakika boyunca karistirilarak konvansiyonel nanoemiilsiyonlar elde edilmistir. Ikinci
metotta ise hazirlanan konvansiyonel emiilsiyonlar1 800 barlik yiiksek basinct homojenizasyona
sokarak nanoemiilsiyon olusturma islemini tamamlamiglardir. Hem konvansiyonel
nanoemiilsiyon hem de nanoemiilsiyon karakterizasyon caligmalarinda damlacik biiyiikliigii,
PDI, zeta potansitel ve refraktif indeks degerlerine bakilmis ve bu degerler 180 giin boyunca 3
farkl1 sicaklikta (4, 25 ve 40 °C) stabilite degerlendirmesi yapilmustir. {lk 6lgiim sonuglarinda
sirastyla TQ  yiikli/yiiklii olmayan konvansiyonel nanoemiilsiyon ve nanoemiilsiyon
formiilasyonlari i¢in damlacik boyutu 571,8 nm - 119,6 nm/511,8 nm —119,5 nm; PDI 0,570 -
0,194/0,542 — 0,191; sadece nanoemiilsiyon zeta potansiyeli -30,5 mV/-28,8 mV ve refraktif
indekleri 1,339 / 1,339 olarak bulunmustur.

Norsharina Ismail ve ark. (132) yaptig1 ¢alismada TQ igeren nano ve konvansiyonel
emiilsiyonlar gelistirerek yiiksek yag-kolesterol diyetine bagli siganlarda hafiza eksikligi, lipit
peroksidasyonu, toplam antioksidan durumu, antioksidan gen ekspresyonu ve ¢oziinlir AP
seviyeleri tizerindeki yararli etkileri lizerine ¢alismiglardir. Emiilsiyonlarin hazirlanmasi iki
asamali homojenizasyon metodu ile gergeklestirilmistir. Formiilasyon, %’5 ini olusturan

yiiksek fraksiyonlu TQ yag1 (sliperkritik sivi ekstraksiyonu kullanilarak c¢orek otu
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tahumlarindan elde edilen ¢orek otu yagi) ile formiilasyon olusturulmus (TQRFNE) ve yag
icerisine yagin %5’1 kadar TQ eklenmis, sivi fazin %93’i distile su ve %2 si Tween 80 ile
(TQNE) formiilasyonlar1 olusturulmustur. Formiilasyonlar ilk olarak yiiksek devirli
homojenizator ile 13000 rpm’de konvansiyonel emiilsiyonlar (TQRFCE - TQCE) daha sonra
yiikksek basinci homojenizator ile 800 bar basingta nanoemiilsiyonlar (TQRDNE — TQNE)
hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin degerlendirilmesinde damlacik boyutu, zeta
potansiyel ve PDI degerlerine bakarak karakterizasyon caligmalar1 tamamlanmistir. TQRFNE
ve TQRFCE formiilasyonlarinin ortamala damlacik boyutu sonuglar1 72,15/1556,33 nm; TQNE
ve TQCE formiilasyonlarmin ise 92,17/2193 nm olarak bulunmus. TQRFNE ve TQRFCE
formiilasyonlarinin ortamala zeta potansiyel sonuglar1 -30,40/-29,17 mV; TQNE ve TQCE
formiilasyonlarinin ise -14,10/-17,77 mV olarak bulunmus. Son olarak TQRFNE ve TQRFCE
formiilasyonlarinin ortamala PDI sonuglar1 0,26/0,9; TQNE ve TQCE formiilasyonlarinin ise
0,16/1,00 olarak bulunmus.

Mohd Abul Kalam ve ark. (115) yaptig1 ¢alismada kendiliginden nanoemiilsifiye edici
ilag salim sistemi gelistirerek TQ’un oral biyoyararlanim artis1 ve hepatoprotektif etkileri
tizerine ¢caligmiglardir. Titrasyon yontemine gore hazirlanan nanoemiilsiyon ¢aligmalarinda yag
faz1 olarak Capryol 90, yiizey etkin madde olarak Tween 20 ve yardimci yiizey etkin madde
olarak izoproil alkol (IPA) kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
nanoemiilsiyonlar su ile tire edilerek sonuglari iiggen faz diyagrami kullanilarak belirlenmistir.
TQ’un ¢oziiniirlik caligmalarinda en iyi ¢oziiniirligii Capryol 90 verdigi i¢in 10,1 mg TQ
Capryol 90 i¢ine yiiklenmistir. TQ yiiklii nanoformiilasyonlarin karakterizasyon ¢aligmalar1 ad1
altinda damlacik boyutu, PDI, zeta potansiyel, viskozite ve refraktif indeks degerlerine
bakilmistir. Damlacik boyutu sonuglar1 54,25 — 87,62 nm arasinda, PDI degeri sonuglar1 0,125
— 0,325 arasinda, viskozite sonuclar1 18,25 — 55,75 cP arasinda ve refraktif indeks sonuglari
1,343 — 1,348 arasinda bulunmustur. Formiilasyondaki TQ icerigi HPLC cihazinda 254 nm
dalga boyunda yapilmaistir.

TQ yiikli okiiler mikroemiilsiyolarin diyaliz membran kullanilarak in vitro salim
calismas1 gergeklestirildi (Sekil 61). Formiilasyonlarin 24-48 saatlerde ortama maksimum
konsantrasyonda ila¢ saldigi tespit edildi. Elde edilen sonuglara gore formiilasyonlarinda
gozyast ortaminda kontrolli salim yaptigi tespit edildi. F3-1-TQ formiilasyonunu
inceledigimizde 1. saate kadar kontrollii salim yapip 2. ve 4. saate gelindiginde ortamdaki ilag
konsantrasyonunu iki kat arttig1 goriildii. 12. saate gelindiginde maksimum konsantrasyonda

ortama ilag saldig1 (%88,8) ve kalan siirelerde salimin sabit olarak devam ettigi goriildii. F7-9-
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TQ formiilasyonu incelendiginde ise gozyasi ortaminda 8. saate kadar kontrollii bir salimin
goriildiigli 12. saatte ila¢ konsantrasyonunun arttigi gozlemlendi. 12. Saatten sonra
formiilasyonun ortama maksimum konsantrasyonda ila¢ saldig1 (%89,3) sonrasinda sabit olarak
devam ettigi tespit edildi. Dolayisiyla formiilasyonlarin ortamlardaki salim davranislari
karsilagtirildiginda  F7-9-TQ formiilasyonunuda daha kontrollii bir salim yaptigim
sOyleyebiliriz. Bunun nedeni F7-9-TQ formiilasyonun PDI (0,359) ve damlacik biyiikligi
degerleri (356,9 nm) F3-1-TQ formiilasyonunun PDI (0,418) ve damlacik biytikligi (374,6
nm) degerlerinden daha stabil oldugu i¢in etkin maddeyi ortama daha kontrollii bir sekilde
saldigini s6yleyebiliriz. Bunun yani sira F7-9-TQ formiilasyonunun viskozitesi (2,72 cP) F3-1-
TQ formiilasyonunun viskozitesinden (2,20 cP) daha yiiksek oldugu i¢in gz de kalis siiresi
daha fazla olabilecegi diislincesinden salim performansi acisindan biyoyararlanimi daha iyi
olacaktir. Ayn1 zamanda TQ siispansiyonu hazirlanarak kontrol ¢alismasi diyaliz membrandan
yapildi. Formiilasyona gore ortama salim konsantrasyonu incelendiginde kontrol ¢aligmasinin
ortamin ilag konsantrasyonunun kisa siirede arttirdigi goriildii. Bu sebeple kolloidal sistelerin
okiiler uygulamada dogru dozlarla tedavi edilebilecegi ve ayn1 zamanda etkin maddeyi yiliksek
konsantrasyonda ortama vermeyip toksisite problemlerininde 6niine gegilebilecegi goriiliir.
TQ siispansiyonu ve TQ yiiklii okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin in vitro salim
caligmalar1 verileri kullanilarak kinetik ¢alismalar1 yapildi. Kinetik ¢aligsmalari i¢in; 0. derece,
1. derece, Higuchi modeli, Hixson Crowell modeli ve Korsmeyer Peppas modeli kullanildi.
Sekil 62 ila Sekil 76’da modellere gore formiilasyonlarin grafikleri verildi ve Tablo 75’te
sonuclar verildi. Kinetik caligmalar ile formiilasyonlarin matematiksel modellemeleri de
degerlendirilmis oldu. Bu sebeple F3-1-TQ formiilasyonu 0. derece ve Hixson-Crowell modeli
kinetik gosterdigi goriildii. Bu da zamanla yiizey alan1 degismeyen ve ilaci yavas sistemler i¢in
uygun oldugu fakat zamanla ila¢ konstanrasyonunun ortamda dogrusal olarak degilde dogrusal
olmayan (non-linear) salim yaptigini sdylemektedir. F7-9-TQ formiilasyonu 1. derece ve
Korsmeyer-Peppas modeli kinetik gosterdigi goriildii. Bu modele gore formiilasyonlar
uzatilmis etkili salim yapan sistemler ve ilacin ortam diizeyinde zamanda dogrusal olarak arttig1
calisma modelleri i¢in yorumlanir. Kontrol ¢alismasi olarak TQ siispansiyonu ise Higuchi
modeli kinetik gdstermis olup buna gore difiizyon kontrollii sistemlerin salim hizlar1 igin
matemetiksel ifade ettigi soylenebilir. Formiilasyonlarin iki farkli kinetik modele gére sonug
vermesi ortamdaki stabilite ve salim davranis1 hakkinda genis bir bilgi verdigini sdyleyebiliriz.
Habib ve ark. (108) sentetik, nonsteroit antiinflamatuar ve analjezik etki gosteren

diklofenak etkin maddesini kullanarak okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 iizerinde
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calismiglardir. Kararlastirilan diklofenak yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonlariin in vitro
ilag salimi ¢alismasi i¢in yontem olarak diyaliz membran diflizyonu kullanmiglardir. 100
mL’lik beher igerisine 40 mL pH 7,4 ortam koyulmus ve membran ortama daldirilmistir. Sistem
32 °C sicaklik ve 50 rpm hizda sicak plakali manyetik bir karistirict iizerinde
gerceklestirilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda (0.5, 1, 2, 4, 6, 12 ve 24 saat) belirli hacimde
numune alinip ve esit hacimde ortamdan ilave edilmistir. Calismada Img/mL diklofenak
stispansiyonu hazirlanip kontrol olarak kullanilmistir. 24 saatlik siiren salim ¢alismasinda en
yiiksek ila¢ salim1 %82 olarak bulunmustur. Formiilasyonlarin kinetik ¢alismalarida yapilmig
olup en yiiksek korelasyon katsayist degeri, kiimiilatif salim ve zamanin karekok arasinda
dogrusal bir iliski gosterdigi yani Higuchi modeli oldugu bulunmustur. Kontrol
siispansiyonunun ise sifirinci derece kinetigi izledigi bulunmustur.

Mohd Abul Kalam ve ark. (115) yaptigi ¢alismada TQ yiikli nanoemiilsiyonlar
hazirlanmustir. /n vitro salim ¢alismalar1 diyaliz membran ydntemine gore pH 6,8 fosfat
tamponu ortaminda (0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12 ve 24 saatlik) siirede gergeklestirilmistir. Calisma
37 °C sicaklik ve 50 rpm hizda sicak plakali manyetik bir karistirict {izerinde
gerceklestirilmistir. En iyi sonucu NE3 kodlu formiilasyon vermistir (igerigi; 10,1 mg TQ, 5,00
g Captyol 90, 10,00 g Tween 20, 10 g IPA ve 75,00 g distile su) ve 24 saatlik ¢alisma sonunda
ilag salimi %98,45 olarak bulunmustur. Calismada Smg/mL TQ silispansiyonu hazirlanip

kontrol olarak belirlenmistir.

Niyaz Ahmad ve ark. (114) yaptigi ¢alismada TQ yikli mukoadezif nanoemiilsiyon
formiilasyonlar gelistirmislerdir. [n vitro salim galismasi 32 °C sicaklik ve 50 rpm hizda sicak
plakali manyetik bir karigtirict lizerinde pH 7,4 PBS ortam igerisinde diyaliz membran
kullanilarak gerceklestirilmistir. Hazirlanan nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin in vitro salim
caligmalar1 nazal mukozal membran ile secilen dort formiilasyonla yapilarak 4 saat i¢inde ilag
saliminin %75’inden fazlas1 salinmig ve en iyl salim performansimi TNE2 formiilasyonu
vermistir.

TQ ve formiilasyonlarin ARPE-19 hiicre hattinda MTT yontemi ile sitotoksisite
calismast yapildi ve ICso degerleri belirlendi. ilk olarak TQ, ARPE-19 hiicrelerine farkl
dozlarda ve farkli zamanlarda uygulandi ve elde edilen veriler dogrultusunda hiicrelerin
%350’sinin canli kaldig1 doz ICso degeri 24. saatte 54,152 uM ve 48. saatte 609,48 uM olarak
bulundu. 24. ve 48. saatlerde diisiik dozlara bagl olarak hiicre canlilig1 arttig1 gézlemlendi. 24.
saat sonucunda TQ’un 600 uM, 300 uM, 150 uM ve 75 uM dozlarinda hiicre canlilig1 birbirine
¢ok yakin seyretti. 37,5 uM TQ dozunda hiicre canliliginin neredeyse iki katina ¢iktigi
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gozlemlendi. 48. saatte TQ’un hiicre canlili1 lizerindeki etkisi arttig1 gézlemlendi ve 37,5 pM
TQ dozunda hiicre canliligmin %119,1156 oldugu goriiliip TQ’un en diisiik dozunda hiicre

tiremesini arttirdig: tespit edildi.

TQ igermeyen F3-1 ve F7-9 formiilasyonlart ARPE-19 hiicrelerine farkli dozlarda ve
farkli zamanlarda uygulandi. Elde edilen veriler dogrultusunda hiicrelerin %50’sinin canl
kaldig1 doz F3-1 formiilasyonu icin ICso degeri 24. saatte 19,434 uL ve 48. saatte 3,742 uL
olarak bulundu. F7-9 formiilasyonu i¢in ICso degeri 24. saatte 13,957 uL ve 48. saatte 4,644 uL
olarak bulundu. F3-1 formiilasyonunun hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi 20 uL, 10 uL, 5 uL ve
2,5 uL dozlarda 24. saatte daha fazla oldugu 48. saatte ayn1 dozlarda hiicre canliliginin azaldigi
tespit edildi. Ancak, en diisitkk dozda 1,25 pL hiicre canlilig1 48. saatte daha fazla arttig1 goriildii.
F7-9 formiilasyonu i¢in ise hiicre canliligi izerindeki etkisi 24. ve 48. saatlerde de azalan doza
gore artig goriildii. 24. saatte hiicre canliligr 48. saatteki hiicre canliligindan tiim dozlara gore
daha fazla oldugu tespit edildi. Dolayisiyla F7-9 formiilasyonu igin 24. saat verileri esas alindi.
Sonu¢ olarak her iki formiilasyonunun 24. saatteki hiicre canliligi daha fazladir. F3-1
formiilasyonunun 20 pL ve 10 pL dozlarinda F7-9 formiilasyonundan az da olsa hiicre canlilig1
fazla; 5 pL, 2,5 uL ve 1,25 pL dozlarinda F7-9 formiilasyonun hiicre canliliginin daha fazla
oldugu goriilmektedir. 1Cso degeri en yiiksek olan formiilasyon F3-1 oldugundan tercih
edilebilir.

TQ igeren F3-1-TQ ve F7-9-TQ formiilasyonlart ARPE-19 hiicrelerine farkli dozlarda
ve farkli zamanlarda uygulandi. Elde edilen veriler dogrultusunda hiicrelerin %50’sinin canli
kaldig1 doz F3-1-TQ formiilasyonu i¢in 1Cso degeri 24. saatte 197,32 uM ve 48. saatte 92,386
uM olarak bulundu. F7-9-TQ formiilasyonu i¢in ICso degeri 24. saatte 231,90 uM ve 48. saatte
45,15 uM olarak bulundu. F3-1-TQ formiilasyonunun hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi 664 uM,
332 uM, 166 uM ve 83 uM dozlarinda 24. saatte daha fazla oldugu 48. saatte ayn1 dozlarda
hiicre canliliginin azaldig: tespit edildi. Ancak, en diisiik dozda 41,5 pM hiicre canlilig1 48.
saatte daha fazla arttig1 goriildii. F7-9-TQ formiilasyonu i¢in ise hiicre canliligi tizerindeki etkisi
24. saatte azalan doza gore artis goriildii. 48. saatte 670,4 uM, 335,4 uM ve 167,7 uM azalan
doza gore hiicre canliligr artmis fakat 83,8 uM dozda hiicre canlilifi azaldi daha sonra 41,9 uM
dozda tekrar hiicre canlilig1 arttif1 gozlemlendi. 24. saatte hiicre canlilig1 48. saatteki hiicre
canliligindan tiim dozlara gore daha fazla oldugu tespit edildi. Dolayisiyla F7-9-TQ
formiilasyonu igin 24. saat verileri esas alindi. Sonug olarak her iki formiilasyonunun 24.
saatteki hiicre canlilig1 daha fazladir. 1Cso degeri en yiiksek formiilasyon F7-9-TQ oldugundan

tercih edilebilir.
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TQ yikli formiilasyonlarin hiicre canliligi ve ICsp degerinin belirlenmesi i¢in
sitotoksisite ¢aligmast yapildi ve en iyi ICso degeri sonucunu veren formiilasyon F7-9-TQ
formiilasyonu olarak bulundu. Bunun sebebi F7-9-TQ formiilasyonunun salim ¢alismasindaki
sonuglarini inceledigimizde F3-1-TQ formiilasyonuna gore daha kontrollii salim yaptig1 buna
bagli olarak damlacik biiytlikliigii ve PDI degerlerini karsilastirip sonuglarinin daha kararligi
oldugunu ayni zamanda viskozitesinin yiiksek olup ortamda kalig siiresinin daha fazla
olabilecegi yorumunu sdyledik. Bu veriler ile kinetik ¢alismasi sonucu 1. derece ve Korsmeyer-
Peppas modellerine uyarak dogrusal olarak uzatilmig salim yapabilecegi yorumunu
degerlendirdik. Dolayisiyla F7-9-TQ'nun in vitro sonuglart degerlendirildiginde hiicre
hatlarinda ilk zamanlarda yavas, etkili ve kontrollii salim yaparak hiicre canlilifini arttirip

zamanla bu etkinin azalip hiicre canliliginin azaldigin1 kanitlamaktadir.

Xin Hu ve ark. (148) yaptig1 ¢alismada TQ’nun antioksidan &zelliginden faydalanip
ARPE-19 hiicre hattinda hidrojen peroksit (H202) kaynakli oksidatif strese karsi koruyucu
etkisini incelemislerdir. TQ’nun H202’de hiicre canliligin1i ve apoptozu iyilestirdigini
gostermislerdir. Ayrica H20; ile indiiklenen reaktif oksijen tiirleri ve malondialdehit
seviyelerinin TQ’nun 6n muamelesi ile 6nemli dl¢lide zayiflattigini tespit etmislerdir. TQ nun
hiicre hattina 0, 5, 10, 20 ve 40 pM konsantrasyonlarinda uygulandigi ve artan TQ
konsantrasyonuna bagli hiicre canliligini arttirdigini belirtmiglerdir. Sonug olarak H202’ye
maruz kalmanin sitotoksisiteye ve oksidatif hasara neden oldugu ve ARPE-19 hiicrelerinde

apoptoza yol actig1 ve buna karsilik TQ’nun 6n tedavisi bu etkiyi korudugunu gostermislerdir.

Serviks kanser hiicre hattinda TQ’un sisplatin sitotoksisitesine etkilerini inceleyen
calismada HeLa hiicre hatti kullanilmistir. Sitotoksisitesinin belirlenmesi i¢in MTT yontemi
kullanilmistir. Hiicre hatlarinda genis konsantrasyon araliginda sisplatin ve TQ tek baslarina 24
ve 48 saat maruziyeti sonucunda sitotoksisiteleri belirlenmistir. Sisplatin konsantrasyonlari
0,49-250 uM arasinda ve TQ konsantrasyonlar1 1,95-1000 uM arasindaki dozlar kullanilmistir.
24 saatlik inkiibasyon sonucunda HeLa hiicrelerinde TQ’un 1,95-31,25 uM doz araliginda
Oonemli bir sitotoksik etki olusturmadigi ancak 62,5 uM ve tizerindeki dozlara bagli olarak hiicre
canliliginda anlamli bir azalma gozlemlenmistir. TQ un HeLa hiicrelerindeki ICso degeri 24
saatlik maruziyette 143,7 pM bulunmustur. 48 saatlik inkiibasyon sonucunda HelLa
hiicrelerinde TQ un 1,95-15,62 uM doz araliginda 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadig1 anca
31,25 uM ve tizerindeki dozlara bagli olarak hiicre canliliginda anlamli bir azalma goriilmiistiir.

TQ’un HeLa hiicrelerindeki ICso degeri 48 saatlik maruziyette 67,5 uM bulunmustur (149).
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TQ’un meme kanseri hiicresi lizerine etkisi yapilan ¢aligmada, MCF-7 hiicre hatti
tizerindeki sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in ger¢ek zamanl hiicre elektronik algilama sistemi
yontemi kullanilmistir. TQ dozlar (5, 25, 50 ve 100 uM) ile 152 saat boyunca hiicre sayisindaki
degisiklikler gézlemlendi. Hiicre proliferasyonu ile her plakada toplam hiicre sayis1 10 000
olarak bulunmustur. TQun MCF-7 hiicre proliferasyonuna etkisi 152 saat boyunca
incelendiginde 64. saate kadar MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu etkilememis olsa da 64.
saatten sonra inhibitor etkisini gostermeye baslamis. 88. saatte doz gruplari arasinda en yiiksek
degeri 50 uM doz grubu, en diisiik degeri 100 uM doz grubu gostermistir. TQ verilen hiicrelerin
proliferasyon egrisi grafiginde ICso degeri hesaplanmis ve 11,6 pM olarak bulunmustur (150).

TQ’un sitotoksisitesinin ve genotoksik oOzelliklerinin in vitro degerlendirilmesi
calismasinda V79, HeLa ve HepG2 hiicre hatlarinda MTT yo6ntemi ile TQ’un sitotoksisitesi
belirlenmigtir. TQ hiicre hatlarina 1,95-1000 uM doz araliginda uygulanmistir.V79 hiicre
hatlarina TQ dozlar1 uygulanip 24 saatlik inkiibasyondan sonra MTT y6ntemi ile hiicre canlilig
tizerine etkileri incelenmistir. 1,95-62,5 uM doz araliginda sitotoksik etki olugsmadig1 ancak 125
uM ve iizeri dozlarda doza bagl hiicre canliliginin azalmasi goriilmiistiir. TQ un 24 saatlik
maruziyetinde 1Cso degeri 102 uM olarak bulunmustur. HeLa hiicre hatlarina uygulanan TQ
dozlar1 24 saatlik inkibasyon sonrast MTT yontemi ile hiicre canlilig1 incelenmis, 1,95-250 uM
doz aralifinda sitotoksik etki olugturmadigi ancak 500 uM ve {izeri dozlarda doza bagl hiicre
canliliginin azaldig1r goriilmiis. TQ’un 24 saatlik maruziyetinde ICso degeri 461 uM olarak
bulunmustur. HepG?2 hiicre hatlarina uygulanan TQ dozlar1 24 saatlik inkibasyon sonrast MTT
yontemi ile hiicre canliligt incelenmis, 1,95-125 uM doz araliginda sitotoksik etki
olusturmadig: ancak 250 uM ve lizeri dozlarda doza bagli hiicre canliliginin azaldig1 goriilmis.

TQ’un 24 saatlik maruziyetinde ICso degeri 364 uM olarak bulunmustur (151).

TQ yiiklii folik asit — kitosan nanopartikiilerinin yumurtalik kanseri hiicrelerine (Caco-
2 ve SKOV-3) MTT yontemi ile sitotoksisitesi ve ICso degeri incelenmistir. Hiicre ekimi 96
kuyucuklu plakalara yapildi ve 24 saat inkiibe edildi. TQ (TQ), TQ-kitosan (TQCS) ve Folik
asit-TQ-kitosan (FATQCS) numuneleri hiicrelere 25 pg/mL; 12,5 ng/mL; 6,25 pg/mL, 3,13
pg/mL ve 1,25 pg/mL dozlar1 uygulandi ve 48 saat inkiibe edildi. Numunelerin sitotoksisitesi
MTT cozeltisi eklenerek degerlendirildi. TQ, TQCS ve FATQCS her iki hiicre hattinda da
diisiik ICso degerleri ile ¢ok sitotoksik bulunmustur. SKOV-3 hiicreleri {izerinde 48 saat
boyunca ICso degeri sirasiyla 12,64; 12,60 ve 7,55 ug/mL olarak belirlenmistir. Caco-2
hiicreleri tizerinde 48 saat boyunca ICso degeri sirasiyla 14,66; 13,99 ve 13,82 ug/mL olarak

belirlenmistir (152).
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Calismada gelistirilen okiiler mikroemiilsiyonlarin toksisite/irritasyon denemeleri HET-
CAM testi kullanilarak degerlendirildi. Tavsan Draize testine alternatif olarak kullanilan hizls,
hassas ve ucuz bir test yontemi olup madde irritasyon ve antiinflamatuar etkisi bakimindan test
edilir. Embriyonun koryoallantoik zar1, damarlari, arterleri ve kilcallar1 igeren bir dokudur ve
teknik olarak incelenmesi ¢ok kolaydir (153). TQ yiiklii okiiler mikroemiilsyon formiilasyonlari
bu yontem kullanilarak test edildi ve kontrol olarak 9%0,9 NaCl ¢ozeltisi elde edilen sonuglarla
karsilastirildi. F3-1-TQ ve F7-9-TQ formiilasyonlarinin uygulanmasinda kanama, vaskiiler lizis
ve pihtilasma olusumu gozlemlendi. F3-1-TQ formiilasyonu koryoallantoik zara
uygulandiginda 266,4 saniye sonra vaskiiler lizis olusumu gézlemledi ve IS 0,346 olarak
bulundu. IS degerlendirildiginde formiilasyonunun tahris edici olmadig1 saptandi. F7-9-TQ
formiilasoynu koryoallantoik zara uygulandiginda kanama, vaskiiler lizis ve pthtilasma hicbir
sekilde goriilmedi, herhangi bir irritasyona neden olmadi. Sonug olarak hazirlanan TQ yiikli

okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 okiiler uygulama i¢in giivenli oldugu gosterildi.

Gabriela Mojeiko ve ark. (154) meme kanserinin kemoprevansiyonunda potansiyel
uygulama i¢in selekoksib topikal iletimi i¢in mikroigne ve mikroemiilsiyon kombinasyonu
izerine c¢aligmiglardir. Mikroemiilsiyonlarin irritasyon potansiyelleri HET-CAM  testi
uygulanarak gerceklestirilmis. Dollenmis tavuk yumurtalar: 9 giin boyunca 37 °C sicaklik ve
%55 nem degerinde inkiibatorde bekletilmis. Her iki saatte bir yumurtalar otomatik olarak
dondiiriilmiis. Mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 200 mg olacak sekilde koryoallantoik
membran lizerine uygulanmistir. Negatif kontrol PBS ve pozitif kontrol olarak 0,1M NaOH
kullanilmistir. En az irritasyon skoru gosteren mikroemiilsiyon formiilasyonuna selekoksib
(%1) eklenerek ilag birlesmesinin irritasyonu etkileyip etkilemeyecegi ve topikal kullanimini
engelleyip engellemeyecegini degerlendirmek i¢in incelenmistir. Yikli ve yiksiik
mikroemiilsityon benzer degisiklikleri gdsterdi ve benzer bir skor aldi (2,4 puan; zayif veya
hafif tahris).

Mohammad Mehdi Mahboobian ve ark. (155) brinzolamid yiiklii nanoemiilsiyonlarin
ex vivo transkorneal gecirgenlik, hiicre canliligi ve okiiler irritasyon testleri iizerine
caligmiglardir. Okiiler irritasyon testi olarak HET-CAM ve BCOP testi uygulamiglardir. HET-
CAM testinde, dollenmis tavuk yumurtalar1 3 giin boyunca 37 °C sicaklik ve %66 + 5 nem
degerinde inkibatorde bekletilerek gilinde iki kez dondiiriilmiis. 3. giinde yumurta kabuklari
acilmis bir membran ile kapatilarak tekrar ayni inkiibasyon sartlarinda bekletilmistir. Toplam
10 giin bekletilen yumurtalara 200 pL nanoemiilsiyonlar uygulanmistir. Pozitif kontrolde giiclii

tahris edici olarak 0,5M NaoH, orta derece tahris edici olarak aseton ve hafif tahris edici olarak
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propilen glikol kullanilmistir. Negatif kontrol olarak %0,9 NaCl ¢ozeltisi kullanilmistir. Her
numune uygulandiktan sonra damarlanma, vaskiiler lizis ve pihtilasma 0,5; 2 ve 5 dakika
boyunca incelenerek skorlanmustir. 2 formiilasyonun skoru tahris edici olmayan veya hafif
tahris edici olarak siiflandirilmistir. Ayn1 zamanda bu formiilasyonlar BCOP testinde sigir

kornealarina uygulandiginda da herhangi bir toksik etki gostermemistir.

Alper Oztiirk ve Tuba Kiyan (156) oksidatif stres kaynakli agri ve inflamasyonun
deksketoprofen trometamol (DT) yiikli farkli molekiiler agirlikli kitosan nanopartikiil
formiilasyonlar1 olusturup HET-CAM testi kullanilarak antiinflamatuar aktivitelerine
bakmislardir. D6llenmis yumurtalar 3 giin boyunca 36,5 °C sicaklik ve %80 nem degerinde
inkibatorde bekletilmistir. 3. giinlin sonunda yumurtalar agilmis ve ayrica 10-15 mL albiimin
aspire edilmistir. Bir membran ile kapatilan yumurtalar tekrar ayni inkiibasyon sartlarinda 3
giin daha bekletilmistir. Her numune i¢in 10-15 adet yumurta kullanilmis ve deney her numune
testi i¢in 3 kez tekrarlanmustir. Pozitif kontrol olarak (antiinflamatuar etki) sodyum dedosil
stilfat (SDS) 50 pg/mL, negatif kontrol olarak agar %2,5 (a/h) kullanilmistir. Antiinflamatuar
etkinin degerlendirilmesi i¢in yar1 kantitatif bir skor sistemi kullanilmistir. Stereomikroskop ile
incelenen koryoallantoik membranlar, test edilen 6rneklerin tiim konsantrasyonlarinda higbir
embriyotoksik etki gostermemistir. Antiinflamatuar etki degerlendirmesinde diisiik DT
konsantrasyonunda bile (50 pg/mL) iyi antiinflamatuar etki sonuglar1 bulmuslar, ayn1 zamanda
CAM iizerinde emilim ve penetrasyon diisiik dozda iyi antiinflamatuar etki biraktigini

ispatlamiglardir.
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SONUCLAR

Farkl ylizey etkin maddeler kullanilarak ve farkli metotlarda okiiler mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve karakterizasyonu, ideal olarak belirlenen mikroemiilsiyon
formiilasyonlarina TQ yiiklenmesi, karakterizasyonu, in vitro salim calismalar1 ve kinetigi,
ARPE-19 hiicre hattinda formiilasyonlarin sitotoksistesi ve HET-CAM testi yapilarak
formiilasyonlarin irritasyon potansiyelinin degerlendirilmesi yapildi.

TQ’nun safliginin belirlenmesi i¢in fizikokimyasal analizleri yapildi. FTIR, NMR, UV
ve MS gibi spektral yontemler kullanildi ve ek olarak DSC ile erime tayini ve XRD ile
molekiiliin kristal yapis1 incelendi. Yapilan test sonuglar literatiir ile karsilastirildi ve literatiire
uyumlu oldugu ispat edildi.

TQ’nun lipit/su partisyon katsayist hesaplandi ve literatiir ile karsilastirildiginda benzer
oldugu ispatlandi. TQ nun ¢6zniirliik calismalari, mikroemiilsyon formiilasyonlarini olusturan
yag fazi, yiizey etkin maddeler, yardimci yiizey etkin maddeler, distile su ve in vitro salim
ortami olan pH 7,4 PBS ortaminda gerceklestirikdi. En iyi ¢oziiniirliik yag fazinda gerceklesti
ve daha 6nce formiilasyonun yag fazina etkin madde yiiklemesi kararlastirildig i¢in bu sonucun
calismamizdaki etkin madde miktar1 yiiklemesinde genis bir araligi oldugunu ispatladi.

TQ’nun miktar tayini analizi i¢in iki farkli cihaz kullanildi. Bunlar LC-MS/MS ve UV-
vis spektrofotometredir. Etkin maddenin gerekli standartlar1 hazirlanarak cihazlarda metot

gelistirildi ve validasyon c¢alismalar1 yapildi. Yapilan tiim ¢aligmalar ICH kriterine gore yapildi.
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Okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin gelistirilmesinde faz titrasyon yontemi ve
yiikksek devirli homojenizasyon yontemi kullanilmigtir. Yontemlere gore hazirlanan
mikroemiilsiyon formiilasyonlari igeriklerine gore degerlendirildi ve en az ylizey etkin madde
iceren formiilasyonlar sec¢ildi. Buna gore metot olarak yiiksek devirli homojenizasyon yontemi

tercih edilmis oldu.

Belirlenen okiiler mikroemiilsiyonlara TQ yiiklemesi, daha once TQ yiiklii okiiler bir
formiilasyon caligsmasi literatiirde olmadigi i¢in benzer TQ yiiklii emiilsiyon caligmalar1 ve
ticari goz formiilasyonlari incelenip 6n fikir olusturuldu. TQ formiilasyonun yag fazina eklendi.
Formiilasyondaki etkin madde yiiklemesi yapildiktan sonar LC-MS/MS’te etkin madde miktar1
tayini yapildi.

TQ yikli ve yiklenmemis okiiler mikroemiilsiyonlara g¢esitli karakterizasyon
calismalar1 uygulandi. Organoleptik degerlendirme ile formiilasyonlarin fiziksel davranisi
incelendi, pH, viskozite, damlacik biiyiikliigii, PDI, zeta potansiyel, kirilma indisi, icerik
miktar1, yogunluk ve faz ayrimi ¢alismasi yapildi. Yapilan bu ¢alismalar1 hizlandirilmis stabilite

sartlarinda (40°C ve %70 nem) 2 ay bekleterek degisimleri gozlemlendi.

TQ yiiklii okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin in vitro salim ¢alismalar1 diyaliz
membran yontemi kullanilarak yapildi. Ortam olarak suni gozyasi olan pH 7,4 PBS kullanildu.
TQ siipansiyonu distile su i¢inde hazirland1 ve membran igine koyuldu ve sonuglar1 kontrol
olarak degerlendirildi. TQ yiikli formiilasyonlar membran i¢ine koyuldu ve c¢alkalamali su
banyosu i¢inde gozyasi sicakligi olan 32 °C’de 50 dev/dk’da 72 saat karistirildi ve belirli zaman
periyotlarinda numuneler alinip, alinan miktar kadar ortamdan ilave edilerek sink kosul
saglandi. Numuneler UV-vis spektrofotometre cihazinda Olgiilerek degerlendirildi. Her iki

formiilasyonda birbirine yakin salim performansi gosterdigi goriildii.

MTT yontemi ile TQ ve formiilasyonlarin sitotoksisite degerlendirilmesi ARPE-19
hiicresinde yapildi. Hiicrelerin kiiltiire alinmasi, pasajlanmasi ve dondurulmasindan sonra
numuneleri uygulaya hazir hale getirildi. Belirlenen konsantrasyon araliklarinda TQ ve
formiilasyonlar hiicre hattina uygulandi ve UV-vis spektrofotometre cihazi kullanilarak hiicre
canliligi belirlendi. Elde edilen sonuglara gore TQ c¢ozeltisinin ve formiilasyonlarin artan

konsantrasyonlara bagli olarak hiicre canliliginin azaldig1 goriildii.

TQ yiiklii formiilasyonlarin irritasyon potansitelini belirlemek icin HET-CAM testi
yapildi. Test metodu ICCVAM kriterlerine gore gergeklestirildi. Embriyolu tavuk yumurtalari
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temin edildikten sonra laboratuvar ortaminda stabilite kabinine koyularak belirli sartlarda
bekletildi. Daha sonra yumurtalarin kabuklar1 agildi. Pozitif kontrol olarak 0,1N NaOH ve
negatif kontrol olarak %0,9 NaCl c¢o6zeltisi hazirlandi. Formiilasyonlar taze bir sekilde
hazirlandiktan sonra belirlenen hacimde CAM iizerine uygulandi ve 0,5; 2 ve 5. dakikalarda
gozlemler yapilarak skorlama yapildi. Elde edilen sonuglara gore formiilasyonlarin goze

uygulanabilirlik agisindan herhangi bir irritasyon etkisi olmadigi tespit edildi.

Sonug olarak, tez kapsaminda okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 gelistirilip ve
antiinflamauar etki kazandirak i¢in bu formiilasyonlara etkin madde TQ yiliklemesi yapildi.
Kuru g6z hastaligini tedavisinde son zamanlarda bilim insanlar1 antiinflamatuar etki gosteren
etkin madde ve formiilasyonlar {izerinde calismislardir. Bizde gelistirdigimiz antiinflamatuar
etki gosteren okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 literatiire katkida bulunmak ve hastaligin
tedavisini kolaylastirmak i¢in amagladigimiz ¢alismamizi sunuyoruz. Bu veriler ile in vivo ve
insan faz calismalar1 yapilarak daha kapsamli sonuglar elde edilip piyasaya siiriilebilir bir
formiilasyon elde edilebilir. Formiilasyonun piyasa formu i¢in dnerilerimiz, TQ’nun 1s18a karsi
hassasiyetinden dolayr ambalaj tasarimi ona gore yapilmali ve bu preparatt kullanacak

hastalarin gece kullanmasi tavsiye edilmelidir.
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OZET

Okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin gelistirilmesi, gelistirilen mikroemiilsiyon
formiilasyonlara gerekli kontroller yapilarak ideal mikroemiilsiyonlarin segilmesi, ideal
mikroemiilsiyonlara antiinflamatuar etkili Timokinon etkin maddesinin yiiklenmesi ve
Timokinon yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin okiiler kullanima uygunlugunun
degerlendirilmesi igin karakterizasyon, in vitro salim calismasi, sitotoksisite ve irritasyon
caligmalarinin yapilmasi amaclanmistir. Gelistirilen okiiler mikroemiilsiyonlarin kuru goéz
hastalig1 tedavisinde kullanilmas1 hedeflenmistir.

Okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 gelistirilmesinde iki metot kullanilmustir. Ilk
olarak faz titrasyon yontemi kullanilmistir. Yag faz1 olarak Corek otu yagi, ylizey etkin madde
olarak Tween 20, Tween 80, Cremophor ELP, Cremophor RH40, yardimci yiizey etkin madde
olarak Gliserin, Propilen glikol ve Polietilen glikol 400 kullanilarak su ile titre edilmistir. Uggen
faz diyagrami kullanilarak en yiiksek alan degerini veren formiilasyonlar belirlenmistir. Diger
yontem olarak yiiksek devirli homojenizasyon yontemi kullanilmistir. Yag fazi olarak Corek
otu yagi, yiizey etkin madde olarak Tween 20, Cremophor ELP, Cremophor RH40, yardimc1
yiizey etkin madde olarak Gliserin ve Propilen glikol kullanilmistir. Homojenizator kullanilarak
belirli oranlarda formiilasyonlar hazirlanip daha sonra hizlandirilms stabilite sartlarinda (40 °C
sicaklik ve %75 nem) stabilite kabininde 3 ay bekletilmistir. Gegcen siire zarfindan sonra

formiilasyonlarin fiziksel goriiniimleri, damlacik biiytikliigii ve PDI degerleri belirlenerek en
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iyi formiilasyonlar belirlenmistir. Her iki metoda goére hazirlanan mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin se¢imi igeriklerine gore belirlenmis ve yiiksek devirli homojenizasyon
yontemi ile hazirlanan formiilasyonlar se¢ilmistir. Belirlenen formiilasyonlarin yag fazina
Timokinon yiiklemesi yapilmistir ve Timokinon yiiklii ve yiiklii olmayan formiilasyonlarin
karakterizasyon ¢aligmalar1 yapismistir. Timokinon yiiklii mikroemiilsiyon formiilasyonlariin
gbze uygulanabilirlik agisindan karakterizasyon c¢aligmalari, in vitro salim g¢alismalar1 ve
kinetik ¢alismalari, ARPE-19 hiicre hattinda sitotoksisite ¢calismalar1 ve irritasyon potansiyelini
belirlemek i¢cin HET-CAM testleri yapilmuistir.

Belirlenen okiiler mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin okiiler kullanima uygunlugu i¢in
yapilan karakterizasyon caligmalari sonucu formiilasyonlarin géze uygulanabilir 6zellikte
olduklar1 goriilmistiir. Ayrica yapilan in vitro salim caligmalar1 ve kinetik g¢alismalari,
sitotoksisite ve irritasyon potansiyeli belirleme ¢alismalari da mikroemiilsiyon

formiilasyonlarinin goze uygulanabilir oldugunu ispatlamistir.

Anahtar Kelimeler: Corek otu yagi, timokinon, antiinflamatuar, okiiler
mikroemiilsiyon, kuru géz hastaligi, ARPE-19, sitotoksisite, HET-CAM
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PREPARATION AND EVALUATION OF MICROEMULSION EYE
FORMULATIONS WITH ANTI-INFLAMMATORY EFFECT FROM
BLACK SEED OIL

SUMMARY

It was aimed to develop ocular microemulsion formulations, to select the ideal
microemulsion purification by making the necessary controls on the developed microemulsion
formulations, to load the anti-inflammatory active ingredient Thymoquinone into ideal
microemulsions, and to conduct characterization, in vitro release study, cytotoxicity and
irritation studies, in order to evaluate the suitability of Thymoquinone loaded microemulsion
formulations for ocular use. Ocular microemulsions developed are aimed to be used in the
treatment of dry eye disease.

Two methods have been used in the development of ocular microemulsion formulations.
First, the phase titration method was used. It was titrated with water using Black seed oil as the
oil phase, Tween 20, Tween 80, Cremophor ELP, Cremophor RH40 as the surfactant, Glycerin,
Propylene glycol, and Polyethylene glycol 400 as the co-surfactant. Using the triangle phase
diagram, the formulations giving the highest area value were determined. A high-speed
homogenization method was used as the other method. Black seed oil was used as oil phase,
Tween 20, Cremophor ELP, Cremophor RH40 as the surfactant, Glycerine and Propylene
glycol as co-surfactants. Formulations were prepared in certain proportions by using a
homogenizer and then kept in the stability cabinet under accelerated stability conditions (40 °
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C temperature and 75% humidity) for 3 months. The best formulations were determined by
determining the physical appearance, droplet size, and PDI values of the formulations after the
elapsed time. The selection of microemulsion formulations prepared according to both methods
was determined according to their content and formulations prepared by the high-speed
homogenization method were selected. The oil phase of the identified formulations was loaded
with Thymoquinone and the characterization studies of the formulations with and without
Thymogquinone be done. Characterization studies, in vitro release studies and kinetic studies,
cytotoxicity studies in the ARPE-19 cell line, and HET-CAM tests were conducted to determine
the irritation potential of microemulsion formulations loaded with thymoquinone.

As aresult of the characterization studies carried out for the suitability of the determined
ocular microemulsion formulations for ocular use, it has been observed that the formulations
are applied to the eye. In addition, in vitro release studies and kinetic studies, cytotoxicity, and
irritation potential studies have proved that microemulsion formulations are applicable to the

eye.

Key words: Black seed oil, thymoquinone, anti-inflammatory, ocular microemulsion,
dry eye disease, ARPE-19, cytotoxicity, HET-CAM
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