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OZET

Aytekin, M. Azelaik asit iceren topikal siv1 kristal formiilasyonlarin tasarimi ve
degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Teknoloji, Kozmetoloji Programi Bilim Uzmanhg Tezi, Ankara, 2008. Deriye
uygulamaya yonelik siv1 kristal ilag tasiyici sistemlerin tasarimi ve degerlendirilmesi
amaciyla model madde olarak %1 azelaik asit iceren formiilasyonlar gelistirilmistir.
Uggen faz diyagram ¢alismalar1 sonucunda, yiizey etkin madde olarak Brij 721P ve
Brij 72, yag faz1 olarak sivi parafin ve suyun degisik oranlarda kullanilmasiyla,
lamellar siv1 kristal, lamellar sivi kristal emiilsiyon, lamellar sivi kristal yagh
sistemleri ve yag/su emiilsiyonu olmak {izere dort farkli formiilasyon gelistirilmistir.
Formiilasyonlarin karakterizasyonlari, polarizan mikroskop, reolojik inceleme ve
diferansiyel taramali kalorimetri ile yapilmistir. Formiilasyonlarin oda sicakliginda 6
ay boyunca stabil kaldig1 gézlenmis olup, yapilan in vitro salim ¢alismas1 sonucunda
en hizli salim lamellar siv1 kristal ve yag/su emiilsiyonundan elde edilirken, lamellar
stv1 kristal emiilsiyon ve lamellar siv1 kristal yagli sistemlerinden salimin daha yavas
oldugu gozlenmistir. Formiilasyonlarin stratum korneum bilesenleri ile etkilesimi de
diferansiyel taramali kalorimetri ile incelenmis olup, lipid ve protein pikleri iizerinde
en siddetli etkinin lamellar siv1 kristal ve lamellar sivi kristal emiilsiyon sisteminde
gbozlenmesi, bu formiilasyonlarin deriden gegiste daha etkin olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu bulgular 1s18inda, lamellar sivi kristal sistemlerin uygun

topikal ilag tastyici sistemler olabilecegi diisiintilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Lamellar siv1 kristaller, azelaik asit, in vitro salim, diferansiyel

taramali kalorimetri.



vi

ABSTRACT

Aytekin, M. Design and evaluation of topical lamellar liquid crystal
formulations containing azelaic acid. Hacettepe University, Institute of Health
Sciences, M. Sc. Thesis in Pharmaceutical Technology, Cosmetology Program,
Ankara, 2008. Liquid crystal drug delivery systems containing 1% azelaic acid as a
model drug were formulated and evaluated for the purpose of topical drug delivery.
Ternary phase diagram studies led to the preparation of four different formulations,
named as lamellar liquid crystal, lamellar liquid crystal emulsion, and lamellar liquid
crystal oily system and oil/water emulsion formulation, containing different
concentrations of surfactant/cosurfactant (Brij 721P/Brij 72), oil (liquid paraffin) and
water. Characterization of formulations was performed by polarized light
microscopy, rheological analyses and differential scanning calorimetry. Formulations
were stable for 6 months at room temperature. In vitro release studies indicated that
the fastest release was achieved by the lamellar liquid crystal and oil/water emulsion
systems whereas slower release was observed from the lamellar liquid crystal
emulsion and lamellar liquid crystal oily systems. The interaction between the
components of the stratum corneum and the formulations was investigated by
differential scanning calorimetry. The lamellar liquid crystal and lamellar liquid
crystal emulsion formulations were found to have the most drastic effect on lipid and
protein components of the stratum corneum, implying that these formulations could
be more effective in permeation of the drug through the skin as compared to the other
formulations. In conclusion, it could be said that lamellar liquid crystal systems

could be promising for topical drug delivery.

Keywords: Lamellar liquid crystals, azelaic acid, in vitro release, differential

scanning calorimetry.
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GIRIS VE AMAC

Siv1 kristaller son yillarda kozmetik, kimya ve eczacilik alanlarinda topikal
tagiyici sistemler olarak oldukea fazla ilgi ¢ekmektedir. Bu sistemlerin bu kadar fazla
ilgi ¢cekmesinin en Onemli nedenlerinden biri, bu kolloid sistemlerle canlilarin
hiicrelerindeki lipid ¢ifte tabaka arasindaki benzerliktir. Siv1 kristaller kullanilarak,
suda ¢Oziiniirliigli az olan etkin maddelerin ¢oziiniirliigli artirilabilecegi gibi,
proteinler gibi stabilite sorunu olan etkin maddeler formiilasyona hapsedilerek bu
maddelerin korunmasi ve hedef doku ya da organa taginmasi saglanabilir. Bu sayede,
etkin maddelerin biyoyararlanimi artirilabilmektedir. Sivi kristallerin hazirlanmalari
kolay olup, bu sistemlerle etkin maddelerin kontrollii salimi saglanabilmektedir.
Ayrica, sivt  kristaller deriye uygulandiklarinda uzun siireli nemlenme

saglayabilmektedir.

Bu calismada, lamellar sivi kristal fazlarin topik kullaniminda ilag tastyici
sistemler olarak incelenmesi amaglanmistir. Bu amagcla gelistirilen formiilasyonlarda
etkin madde olarak, akneye ve dermatolojik/kozmetik bir sorun olan pigmentasyon
bozukluklarina etkili olan azelaik asit se¢ilmistir. En sik karsilasilan hastaliklardan
biri olan aknenin baz tiirleri ciltte leke birakabilmektedir. Azelaik asit hem akne
tedavisinde hem de depigmentasyon etkisiyle, akne lekelerinin hafifletilmesinde rol
oynayan bir etkin maddedir. Azelaik asidin piyasada konvansiyonel krem ve jel
formiilasyonlar1 bulunmaktadir. Fakat bu krem (%20) ve jel (%15) formiilasyonlar
fazla miktarda azelaik asit icermekte, bu da kasinti, eritem, yanma, batma gibi yan
etkilere neden olmaktadir. Azelaik asidin ¢Oziliniirligliniin artirilmasina yonelik
calismalar g6z Oniine alinarak, bu calismada, %1 azelaik asit igeren lamellar sivi
kristal yar1 kati1 sistemlerde, lamellar siv1 kristallerin ¢oziintirlestirici etkisi, ilag

salim1 ve deriyle etkilesimi incelenmistir.

Bu amaglar dogrultusunda, bu c¢alismada azelaik asit iceren lamellar sivi
kristal formiilasyonlarin tasarlanmasi, hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyonu,
stvi kristal formiilasyonlardan etkin madde salimi calismalar1 planlanmis ve

gergeklestirilmistir.



1. GENEL BiLGILER
1.1. SIVI KRISTAL SISTEMLER

Maddeler dogada kati, sivi ve gaz olmak iizere ii¢ ana fazdan biri durumunda
bulunur. Kat1 fazda madde belirli bir sekle sahip olup molekiilleri arasindaki bag
enerjileri ile atom ve molekiillerinin potansiyel enerjileri biiyiik, kinetik enerjileri ise
kiictiktlir. Katilarin molekiilleri {i¢ boyutta diizenli tekrarlaniyorsa kristal, molekiilleri
arasinda uzun mesafe diizeni yoksa amorf (sekilsiz) kat1 olarak bilinirler. Stvilarin
belirli bir sekli yoktur. Sivilar bulunduklar1 kabin seklini alirlar ve sivi molekiilleri,
aralarindaki bag enerjisi kiigiik oldugundan buharlasabilirler. Sivilar, {izerine etkiyen
basinci aynen iletir ve sikigtirllamazlar. Gaz molekiilleri arasindaki bag, kat1 ve sivi
molekiilleri arasindaki baga gore zayiftir [1]. Kat1 fazdan sivi faza gegis, 06zel bir
gecis yapist gosteren termodinamik olarak kararli mezofaz (sivi kristal) olarak da

bilinen bir arafazdan ge¢ilerek olusmaktadir [2].

0000 0.0 AYN
%000 .\‘.\' ‘0: NS

a. Kat1 b. Siv1 Kristal c. Sivi

Sekil 1.1. Cesitli fazlarda molekiillerin dizilimi [1].

1.1.1 Siv1 Kristallerin Tanimi

Siv1 kristaller, katilarla sivilar arasinda bir gecis 6zelligi gosteren yapilardir.
Siv1 kristallerde molekiiller bir veya iki boyutta kati kristallerdeki gibi diizenlenmis,
ayni zamanda s1vilarda oldugu gibi diger boyutlarda serbest halde bulunmaktadirlar.
Bu nedenle, s1v1 kristaller, hem kat1 maddelerin molekiiler diizenine ve hem de sivi
maddelerin akis Ozelliklerine ayni anda sahiptir. Sivi kristallerin anizotropik
sacilimla karakterize, 6zgiin optik 6zellikleri bulunmaktadir. Sivi kristaller ilk olarak

1888 yilinda Avusturya’li botanik¢i F. Reinitzer tarafindan bulunmustur. Reinitzer



yaptiZ1 deneyler sonucunda, kolesterolbenzoat adli bilesigin iki farkli erime
noktasina sahip oldugunu goézlemistir. Oda sicakliginda kristal yapida olan
maddenin, 1sitildiginda 145.5°C’de bulanik bir siviya doniistiigiinii ve 178.5°C’de bu
yapmun ortadan kalkip, berrak bir sivi olustugunu gozlemistir. Sogutmayla olayin
tersine dondiigii anlasilmistir. Daha sonra Alman fizik¢i D. Lehmann, polarize
mikroskop altinda yaptigi incelemeler sonucunda bulanik goriinlimde olan fazin
anizotropik bir karakter tagidigini ortaya koymus ve termodinamik olarak kararli olan
bu fazin maddenin yeni bir hali oldugu sonucuna vararak, bu fazi, sivi kristal faz

olarak adlandirmistir [3].

Sivi kristal sistemlerin olusumunu agiklayabilmek i¢in, oncelikle sivi
kristalleri olusturan yiizey etkin maddeleri ve bunlarin c¢esitli ¢oziiciiler ile
olusturduklar1 miseller ve asosiyasyon bilesikleri incelenmelidir. Yiizey etkin
maddeler, i¢erdikleri liyofilik ve liyofobik gruplar sayesinde ara yiizeylere adsorbe
olarak, yilizey gerilimini diisiirmekte ve arayiizeylerin serbest enerjisini
azaltmaktadirlar. Ara yiizeyler doygunluga ulastiginda, yiizey etkin maddeler Sekil

1.2°deki mekanizmalarla sistemin enerjisini azaltmaktadirlar [4].
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Sekil 1.2. Yiizey etkin maddelerin, ylizey serbest enerjisini azaltma mekanizmalari

[4].



Yiizey/arayiizey gerilimini azaltma mekanizmalarindan biri, yilizey etkin
maddelerin hidrofobik kisimlarinin ¢oziicliyle temasini engelleyip, hidrofilik kismin
ise ¢oziiciiyle temasini saglayarak misel adi verilen agregatlari olusturmaktir. Yiizey
etkin maddeler, ¢oziicliniin hidrofilik oldugu durumlarda miselleri olustururken,
¢Oziiciinlin hidrofobik oldugu durumlarda hidrofilik kismin ¢d6ziiciiyle temasini

engelleyerek ters miselleri olugsmaktadirlar [5] (Sekil 1.3.).

Hidrofobik zincir

\\ Polar bag Kismi
/ Hidrofilik ortam

J_) A .
j".
Hidrofobik
;) - ._F-L \tam Misel
._/"\\_)' \
Yiuzey Aktif Madde Monomerleri I o

Ters Misel
Sekil 1.3. Yiizey etkin madde monomerleri ve miseller arasindaki geri dontigimlii

termodinamik dengenin gosterimi [6].

Misellerin  olusabilmesi icin gerekli en diisiikk yiizey etkin madde
konsantrasyonu olan  “kritik misel konsantrasyonunun (CMC)” asilmasi
gerekmektedir [7]. Sicaklikta meydana gelen degisiklikler, yiizey etkin madde
konsantrasyonu ve yiizey etkin maddedeki yapisal gruplar miselin biiyiikliigiine,
sekline ve agregasyon sayisina etki ederek kiiresel, ¢ubuksu veya disk seklinde
misellerden lamellar yapiya kadar cesitli degisik yapilarin olusmasina neden olur [4].
Kritik misel konsantrasyonunun hesaplanmasi ve buna etki eden faktorler iizerine
cesitli caligmalar yapilmistir [8,9]. Yiizey etkin maddelerin hidrofilik ve hidrofobik
gruplarmin kapladigi bosluk ve olusturdugu gesitli miseller yapilarin geometrisine
dayanarak olusturulan miseller yap1 teorisi, Israelachivili, Mitchell ve Ninham
tarafindan gelistirilmistir [10]. Yiizey etkin maddelerin kendiliginden olusturdugu bu
yapilarin meydana gelmesindeki en 6nemli etken hidrofobik ve hidrofilik ara fazlar

arasindaki etkilesime ve polar bas gruplarinin arasindaki etkilesimlere baglidir. Bu



etkilesimleri agiklamak i¢in de “kritik paketlenme parametresi” (KPP) kullanilir.
Kritik paketlenme parametresi, R = v/ ay x [, formiilii ile gosterilir. Bu formiilde
gecen v, ylizey etkin maddenin yapisindaki hidrokarbon zincirinin kapladigi hacmi,
ap, polar bag grubunun alanini, /. ise kritik zincir uzunlugunu belirtmektedir (Sekil

1.4).

Sekil 1.4. Kritik paketlenme parametresinin bilesenlerinin sematik gosterimi [11].

Sekil 1.5°de de goriildiigli lizere kritik paketlenme parametresinin 0.5’ten
kiiciik olmas1 kiiresel veya c¢ubuk seklinde misellerin olusmasina, 0.5—1 arasinda
olmas1 c¢ifte tabakalarin olusmasina, 1’den biiyiilk olmasi ise ters misellerin
olusmasina neden olmaktadir. Olusan yapilarin dengesi, olusumun termodinamigine
ve agregatlarin kendi i¢indeki ve birbiri arasindaki etkilesim kuvvetlerine baglidir
[12]. Yiizey etkin maddenin hidrokarbon zincirinin misel iginde ¢odziinmesi,
kapladigi hacmi (v) arttirir. Polar bas grubunun alanini etkileyen faktorler ise sadece
yapistyla sinirli olmayip, sistemin icerdigi elektrolit miktari, sicaklik, pH ve ¢ozeltiye
eklenen diger maddeler de etki eden dnemli faktorler arasindadir. Ornegin; orta
zincir uzunluguna sahip bir alkoliin ortama eklenmesi sonucunda, alkol polar bas
kismi ile etkilesmekte ve yiizey etkin maddenin yapisindaki polar bas kisminin
kapladig1 alan artmaktadir. Iyonik yiizey etkin maddelerde ise, ¢ozeltideki elektrolit
konsantrasyonunun artmasiyla elektriksel cifte tabaka baskilanmakta ve bunun
sonucunda, yiizey etkin maddenin yapisindaki polar bas kisminin kapladigi alan
azalmaktadir. Bu azalmanin miktarina baglh olarak, olusan miseller kiiresel yapidan
silindirik yapiya gegis gosterebilmektedir. Polioksi etilen (POE) zinciri igeren iyonik
olmayan yiizey etkin maddelerde ise sicakliktaki artisa bagli olarak POE zincirinin

dehidrasyonunda artis s6z konusu oldugunda, olusan yapinin sekli degisebilir [5].
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Sekil 1.5. Degisik kritik paketlenme parametreleri ve bunun sonucu olusan yapilar

[4].

Degisik kritik paketlenme parametreleri sonucu olusan yapilar arasindaki
denge, yiizey etkin maddelere, bunlarin olusturduklar1 asosiyasyon bilesikleri
arasindaki kuvvetlere ve olusan bu bilesiklerin olusum siirecine baglidir. Sulu
ortamda olusan misellerin sekli, yilizey etkin madde ¢ozeltilerinin bulanma noktasi,
viskozitesi ve suda c¢Oziinmeyen maddeleri ¢oOziindiirme gibi Ozelliklerini
etkilemektedir. Kritik misel konsantrasyonuna ulasildiginda, amfifilik molekiiller
kendiliginden degisik yapisal diizenlenmeler ve ¢esitli boyutlarda kolloidal
agregatlar olusturmaya baglarlar. Olusan bu agregatlar, “asosiyasyon miseller”i adini
almaktadir. Bu durumdaki ¢ozelti heniiz sivi kristal 6zelligi gostermemekte ve
“izotropik miseller ¢ozelti” adimi almaktadir [13]. Konsantrasyon artirildiginda,
belirli bir yapisal diizene sahip, belirgin liyotropik yapilar olugsmaya baslar ve ¢ozelti

anizotropik ozellik gosterir.



1.1.2. Siv1 Kristallerin Tipleri

Sivi kristaller, yapilarinda hem sivilarin akis 6zelliklerini, hem de katilarin
diizenli kristal yapilarin1 tasimakta olup kendi kendine organize olabilen sistemlere
en giizel ornektirler. Olusumlari sirasinda kullanilan yontemlere gore iki ana gruba
ayrilirlar; bunlar, termotropik ve liyotropik sivi kristallerdir [13]. Olusumlari
sicakliktaki degisiklik sonucu meydana geliyorsa termotropik sivi kristaller,
olugsmalart icin c¢esitli ¢oziiciilere gereksinim duyuluyorsa liyotropik sivi kristaller

elde edilir [14,15].

1.1.2.1. Termotropik Sivi Kristaller ve Tipleri

Termotropik sivi kristaller ¢oziiciiye ihtiyag duyulmaksizin sicakliktaki
degisime bagl olarak a) Nematik, b) Kolesterik ve ¢) Smektik olmak iizere ii¢ farkl
sekilde gozlenebilmektedirler. Yap1 olarak ince, uzun ve ¢ubuksu yapida veya disk

bicimindeki molekiillerden olusan sistemlerdir.

e Nematik Faz

Uzun aralikli yonelme diizenine (long range orientational order) sahip, fakat
uzun aralikli konum diizenine (long range positional order) sahip olmayan
termotropik sivi kristal faz, nematik faz olarak adlandirilir [16]. Sahip olduklari
anizotropinin diginda, molekiillerin yonelme diizeninden dolayi, akis 6zellikleri

normal sivilarinkine benzemektedir.

¢ Kolesterik Faz

Kolesterik veya kiral nematik sivi kristal faz, bir ac1 ile dizilmis kiral
molekiiller ve onlarin herbir diizlemdeki ortalama diziligini gosteren bir
yonlendiriciden olusur. Kolesterik faz, ilk olarak kolesterol iceren siv1 kristallerde

gbzlendigi icin bu adi almistir [16].



¢ Smektik Fazlar

Smektik sozcligii ilk olarak yirminci ylizyilin baglarinda kullanilmis olup,
Yunancada sabun anlamina gelmektedir. Bu fazin mekanik 6zelliklerinin sabunlarda
gbzlenene yakin olmasi nedeniyle bu adi almistir. Smektik sivi kristal fazlar, bir

yonde uzun aralikli konum diizenine ve uzun aralikli yonelme diizenine sahiptir [16].

1.1.2.2. Liyotropik Sivi Kristaller ve Tipleri

Liyotropik sivi1 kristaller ortamin sicakligmma ve kullanilan maddelerin
konsantrasyonuna bagli olarak farkli sekillerde bulunabilen siv1 kristallerdir. Bunlar,
bir veya iki yiizey etkin madde, genelikle yardimer yiizey etkin madde, polar bir
¢Oziicli ve yagdan olusur. Liyotropik sivi kristaller arasinda uzun aralikli yonelme
diizeni vardir. Fakat, uzun aralikli konum diizeni goriilmemektedir [12]. Liyotropik
stvi kristaller yapilarinda bulunan amfifilik yilizey etkin maddelerden dolay1
anizotropi gosterirler. Anizotropi; maddenin fiziksel 6zelliklerinin 6l¢iildiigii yone
gore degismesi demektir. Dogada veya canli yapisinda bulunan bazi maddeler,
tizerine gelen 1g1nlarin polarizasyon diizlemini degistirirler. Anizotropik herhangi bir
maddeye, bir 151n demeti yollandiginda, polarize 1518in diizlemine paralel giden
1sinlar aydinlik alan, dik giden isinlar ise karanlik alan olarak gozlenir [17]. Sivi
kristallerde de anizotropi sayesinde, polarize 151k altinda renkli polarizan caprazlar

seklinde goriiliirler [18].

Liyotropik s1v1 kristaller yapilarindaki bilesenlerin oranlarina gore; lamellar,
hekzagonal veya kiibik siv1 kristal fazlardan birinde bulunabilirler. Siv1 kristallerin
yapilarindaki yiizey etkin maddelerin birbirini takip eden polar ve apolar tabakalar
halinde dizilmesi sonucunda lamellar siv1 kristal faz olusur [13]. Eklenen ¢oziicii
madde ya da molekiillerin polar ya da apolar yapisina gore lamellar fazdan,
hekzagonal ya da ters hekzagonal faza gecis goriilebilir. Hekzagonal faza
eklenebilecek su veya apolar madde miktar1 hekzagonal fazin yapisindan dolay1
sinirhidir. Coziiciiniin fazlasinin eklenmesiyle kiibik veya miseller fazlara gegis

olabilir [19].



Coziicli konsantrasyonundaki degisikliklerin yanisira, sicaklik ve yiizey etkin
madde konsantrasyonunda yapilan degisiklikler de farkli liyotropik sivi kristal

fazlarin elde edilmesine olanak saglamaktadir (Sekil 1.6).

Hekzagonal

q0)
Yiuzey Aktif Madde Konsantrasyonu fagirhk(%c)

Sekil 1.6. Sicaklik ve yiizey etkin madde konsantrasyonuna gore olusan liyotropik

siv1 kristal fazlar [20].

En diisiik yiizey etkin madde konsantrasyonu ve sicaklikta en basit siv1 kristal
faz olan, miseller kiibik faz (I;) gozlenmektedir. Bu yapi, olduk¢a viskoz olup,
izotropik 0Ozellik gostermektedir. Yiizey etkin madde konsantrasyonu arttikca
miseller, silindirler seklinde dizilerek, uzun aralikli diizene sahip hekzagonal fazi
(Hy) olusturur. Daha yiiksek yilizey etkin madde konsantrasyonlarinda, Lo ile
gosterilen lamellar faz olugmaktadir. Lamellar fazda, yiizey etkin maddeler g¢ifte
tabakalar seklinde dizilmektedir. Hekzagonal ve lamellar fazin arasinda bir gegis fazi
olan siirekli kiibik faz (Ia3d), bu iki fazin olusumu icin gereken konsantrasyonun
arasinda bir yiizey etkin madde konsantrasyonu igermektedir. Yiizey etkin madde
konsantrasyonunun lamellar faz i¢in gerekenden daha fazla oldugu durumlarda, ters

hekzagonal (Hy;) ve ters miseller fazlar olusmaktadir [21].
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1.1.2.2.1. Hekzagonal Siv1 Kristal Faz

Hekzagonal s1v1 kristaller, iki boyutlu diizenlenmeye sahip siirekli olmayan
sistemler olup, ¢ubuksu misellerin biraraya gelmesi sonucu olusurlar. Cubuksu
miseller genellikle merkezdeki bir ¢ubuksu yapinin etrafina 6 ¢ubuksu yapinin
hekzagonal sekilde dizilmesiyle olusmaktadir (Sekil 1.7). Bu dizilim sirasinda, dis
faz su oldugunda yiizey etkin maddelerin hidrofobik kuyruk kismi misellerin ig
kismiyla, hidrofilik bas kismi ise dis ortamla etkilesecek sekilde dizilmekte olup bu
yapt normal hekzagonal faz (H;) olarak bilinmektedir. Dis faz apolar oldugunda,
normal hekzagonal fazdaki dizilimin tersi bir dizilim gézlenmekte olup, yapi ters
hekzagonal faz (Hu) adini almaktadir [22]. Hekzagonal sivi kristal fazda, yapilar
arasindaki bosluk, su miktarina bagli olarak 1 ve 5 nm arasinda degismektedir [13].
Hekzagonal siv1 kristal faz, lamellar siv1 kristal faz gibi anizotropi 6zelligine sahip
olup, polarizan 151k mikroskobuyla incelendiginde yelpaze sekline benzer bir yapida

goriinmektedir.

Hekzagonal sivi kristal faz, yliksek su konsantrasyonuna sahip olmasina
ragmen, bu faz oldukca viskozdur. Ters hekzagonal fazda, hidrokarbon zincirleri,
hekzagonal diizenlenmis silindirler arasindaki bosluklar1 doldurmaktadir. Bu

silindirlerin ¢aplar1 1-2 mm arasindadir [23].

Sekil 1.7. (a) Normal ve (b) ters hekzagonal fazin sematik goriiniimii [23].
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1.1.2.2.2. Kiibik Si1v1 Kristal Faz

Viskoz izotropik faz olarak da bilinen kiibik izotropik faz, yapisal olarak
lamellar ve hekzagonal fazlar kadar iyi karakterize edilebilmis bir sistem degildir.
Olusturulmas1 zor bir fazdir. Kiibik fazlarda, molekiiler agregatlarin kiibik
diizenlenmesi goriilmektedir. Bu diizenlenme, miseller ve ters miseller fazlarda

gbzlenen diizenlenmeye benzer sekildedir [23].

Kiibik faz olduk¢a viskoz bir faz olup, viskozitesi hekzagonal fazdan daha
fazladir. Kiibik fazlarin en onemli 6zelligi, sahip olduklar1 izotropik yapidir. Sahip
olduklar1 izotropik yap1 nedeniyle, uzayda belirli bir yonelim tercihi géstermemekte,
maddenin fiziksel 6zellikleri 6l¢iildiigli yone gore degismemektedir. Bu nedenle,
kiibik faz, polarize 151k mikroskobunda karakteristik bir goriiniime sahip
olmadigindan bu yontemle karakterize edilemez [24]. Sekil 1.8’de cesitli kiibik
fazlarin sematik gosterimi goriilmektedir. Pn3m, Im3m ve Ia3d fazlar1 sirasiyla,
elmas yapisinda (D), ilkel yapida (P) ve giroid (G) yapida yiizey yapisina karsilik
gelmektedir.

Kiibik - Ia3d

Sekil 1.8. Farkli kiibik fazlarin sematik gosterimi [25].

1.1.2.2.3. Lamellar Siv1 Kristal Faz

Hiicre membraninin yapisina benzeyen yapisiyla dikkat ¢eken lamellar faz,
cifte tabakalardan olusmus bir yap1 olup termodinamik olarak dayanikli, optik olarak
anizotropik sistemlerdir (Sekil 1.9). Bu o6zellikleri ile polarize 151k mikroskobunda

karakteristik bir goriiniime sahiptirler. Lamellar siv1 kristaller polarize 151k altinda
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incelendiklerinde, renkli “Malta hag¢1” seklinde gozlenmektedirler. Yapilarinda
bulunan c¢ifte tabakalar arasindaki bosluk sabit olup, bu tabakalar birbiri lizerinde
kayabilmektedir. Bu sayede, lamellar sivi kristaller ¢ok fazla su icermemelerine

karsin, kiibik ve hekzagonal faza gore daha diisiik bir viskoziteye sahiptirler [26].

’ .
A A,
]

Sekil 1.9. Lamellar siv1 kristal fazin sematik gdsterimi [4].

1.2. Liyotropik Siv1 Kristallerin Farmasotik ve Kozmetik Uygulamalar

Liyotropik siv1 kristaller son yillarda kozmetik alaninda, kimya endiistrisinde
ve farmasotik teknoloji alanlarinda ilag tastyici sistemler olarak oldukga fazla dikkat
cekmektedirler. Bunun nedeni, liyotropik sivi kristallerin sahip oldugu kendilerine
0zgi ozellikleridir. Bunlar, ¢ift kirinim, disardan uygulanan manyetik, elektriksel ve
mekanik kuvvetlerden etkilenme ve sicaklik, pH gibi faktorler degistirilerek faz
gecislerinin diizenlenebilmesidir. Birgok ila¢ etkin maddesinin kendiliginden sivi
kristal 6zellige sahip olmasinin yanisira [27] liyotropik siv1 kristal sistemler i¢erisine
antifungal [28], antiinflamatuvar [29, 30], antikanser [31], antibiyotik [32] ilaglar,
bunlarin yanisira; peptit-protein yapisinda maddeler [33] ve giinesten koruyucular
[34] hapsedilerek uygulanmistir. Ayrica liyotropik sivi kristaller kullanilarak, dermal
[34], mukozal [35], vajinal [36], periyodontal [32] ve oral [37 — 39] yollarla ilag

tasinmas1 miimkiindiir.

Lamellar liyotropik siv1 kristaller, termodinamik stabiliteleri ve deriye benzer
yapilari sayesinde deriye ila¢ tasinmasinda kullanilmaktadirlar. Makai ve arkadaslari
[26] suda ¢6ziinen efedrin hidrokloriiriin ve suda ¢oziinmeyen tenoksikamin lamellar
sivi  kristal sistemlerden salimimi incelemisler ve lamellar sivi  Kristal
formiilasyonlarin hem suda ¢oziinmeyen ilaglarin taginmasi i¢in uygun sistemler

olduklarin1 hem de suda ¢dziinen ilaglar i¢in de uzatilmig salim saglayabildiklerini



13

gostermiglerdir. Lamellar siv1 kristallerin yanisira, hekzagonal ve ters kiibik fazlar
da ilaglarin dermal tasinmasinda kullanilmaktadir. Model madde olarak siklosporin
A’nin kullanildig1 bir ¢alismada, bu maddenin ters kiibik ve hekzagonal fazlardan
salim1 in vitro ve in vivo olarak incelenmis ve her iki fazin da deriye siklosporin
A’nin  penetrasyonunu arttirdigini  gozlemislerdir. Boylece sivi kristal fazlarin,
peptidlerin deriye tasimmasinin optimize edilmesi i¢in uygun sistemler oldugunu

belirtmislerdir [40].

Kiibik faz ise ¢esitli polaritede ve biiyiikliikteki ilaglari ¢oziindiirme veya
disperse etme 6zelligi sayesinde, ilag tastyici sistem olarak oldukca genis bir alanda
kullanilmaktadir. Kiibik fazdan ilag¢ salimi i¢in 6ngoriilen mekanizma, dig ortam ile
kiibik faz arasinda suyun dizfiizyonal degisimi ile ilacin taginmasi seklindedir. Kiibik
faz sahip oldugu yiiksek viskozite ile igine hapsedilen ilacin difiizyonunu
yavagslatarak, kontrollii salimina olanak vermektedir. Kiibik faz ayrica, ilaglarin
mukozal [35], vajinal [36] ve periyodontal [41] tasinmasi amaciyla da incelenmistir.
Ayrica, ameliyat sonrasi enfeksiyon ve agrilarin azaltilmas: i¢in kullanilan
antibiyotik ve analjeziklerin taginmasi i¢in de kiibik sivi kristal faz ile yapilan
caligmalar literatiirde mevcuttur. Boylece, analjezik ilaglarin uzun siireli salimi,
antibiyotiklerin ise stabil bir sekilde tasinmasi saglanabilmektedir [42]. Piyasada,
non-steroidal antienflamatuvar ila¢  igeren kiibik sivi kristal fazlarin topikal
uygulanan preparatlart mevcuttur. Bunlara 6rnek olarak, Contrheuma Gel Forte N,

Trauma-Dolgit Gel and Dolgit Mikrogel verilebilir [43].

Sivi kristallerin kozmetik uygulamalar1 da literatiirde yer almaktadir. Sivi
kristaller makyaj ftriinlerinde, sa¢ bakimi, giinesten koruyucu ve deri bakimi
tirlinlerinde kullanilabilmektedirler. El-Nokaly ve arkadaslar1 [44] c¢esitli silikonlar,
gliserin, pigment ve amfifilik bir yiizey etkin madde i¢eren (Y/S emiilsiyonu tipinde)
stv1 kristal formiilasyon igerisinde veya deride sivi kristal olusturabilen, fonddten
olarak kullanilmak tiizere emiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlamis ve bu
formiilasyonlarin nemlendrimeyi arttirdigini, kolayca siiriilebilir oldugunu, deride
yapiskanlik hissine ve parlak bir goriiniime neden olmadigini belirtmislerdir. Yine

ayni arastirmacilarin yaptiklart bir baska calismada, polimerik sivi kristaller
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kullanilarak, sabun formiilasyonu gelistirilmistir [45]. Cioca ve arkadaslar1 ise [46]
vitamin A iceren, kolesterik sivi kristal formiilasyonlar1 hazirlamis ve bu
formiilasyonla vitamin A’nin deriden penetrasyonunun arttigini ve geciktirilmis
salim saglandigini belirtmislerdir. Ayrica, bunlarin yanisira, piyasada da siv1 kristal
igceren gesitli kozmetik preparatlar mevcuttur. Biopoint adiyla piyasada sampuan, sag
kopiigii, serum, sa¢ sekillendirici sprey ve sa¢ maskeleri seklinde sivi kristal yapida,

vitamin F iceren formiilasyonlar bunlara 6rnek olarak verilebilir.
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1.3. LAMELLAR SIVI KRISTALLER

1.3.1. Yapilar1 ve Olusum Mekanizmalari

Lamellar siv1 kristal faz birbirini takip eden cifte tabakalardan olusmaktadir.
Bu yap1 ayn1 zamanda, fosfolipid iceren biyolojik membranlarin da yapisidir. Bu
diizenli yapi, ¢ift yonlii sonsuz tabakalar seklinde dizilen, su molekiilleri tarafindan
sinirlandirilmis, hepsi birbirine paralel olarak dizilen amfifilik molekiiller tarafindan

olusturulmaktadir.

Cifte tabaka yapis1 yercekimi etkisinden etkilenmediginden, tabakalar
arasindaki tekrar eden dikey bosluk sabittir. Bu faz sahip oldugu kendine 6zgii yapisi
ve optik Ozellikleri sayesinde rahatlikla teshis edilebilmektedir [26].

1.3.2. Hazirlanmalar

Lamellar siv1 kristaller hazirlanmalar1 basit sistemlerdir. Lamellar siv1 kristal
sistemler hazirlanirken, yag ve ylizey etkin madde karigimi ile su fazi 60-75°C
arasina 1sitilmakta, daha sonra su fazi, yag ve yiizey etkin madde karisimina damla
damla stirekli karigtirilarak eklenmektedir. Hazirlanan karigim oda sicakligina gelene
kadar sogutulmaktadir. Karistirma sirasinda preparatlarda hava kabarcigi

olusumundan kaginilmasi son derece 6nemlidir [29,47]

Bunun yanisira, lamellar sivi kristallerin hazirlamasinda vorteks veya
santrifiij yontemleri de kullanilmaktadir. Bu ydntemlerde, maddeler cam tiiplere
tartildiktan sonra, karigimlar birka¢ kez vorteksle karistirilarak veya santrifiij

kullanilarak homojenize edilmekte ve dengeye gelmeleri saglanmaktadir [48].



16

1.3.2.1. U¢gen Faz Diyagramlari

Ucgen faz diyagramlari ii¢ bilesenli sistemler olup, sabit basing ve sicaklikta
farkll yag, su ve ylizey etkin madde oranlar1 kullanilarak, elde edilen emiilsiyonlarin
ve sivi kristal fazlarin incelenmesi, farkli fazlarin olustugu bolgelerin ve amaca
uygun formiilasyonun belirlenmesinde kullanilmaktadir. Sivi  kristallerin
olusturduklar1 fazlara ait bolgelerin belirlenmesinde iliggen faz diyagramlari yeterli

bilgiyi vermektedir.

Sabit basing ve sicaklikta, eskenar licgenin her bir kdsesinde bilesenler
yerlestirilir ve licgenin her bir kenar esit parcalara boliinerek bilesenlerin yiizdesi
agirlik cinsinden ifade edilir [49]. Sekil 1.10’da amfifilik blok kopolimer, su, yag
sisteminde ¢esitli oranlar i¢in olugan sivi kristal fazlar goriilmektedir. Bu sistemde
farkli amfifilik kopolimer (polioksietilen/polioksipropilen) oranlar1 i¢in 9 farkh

liyotropik faz gézlenmistir.

Sekil 1.10. Amfifilik blok kopolimer, yag ve sudan olusan formiilasyonlarin
olusturduklar1 siv1 kristal yapilarin iiggen fazda gosterimi (I1: miseller kiibik, H1:
hekzagonal, V1: siirekli kiibik, La: lamellar siv1 kristal, V2: ters siirekli kiibik, H2:
ters hekzagonal, and I2: ters miseller kiibik) [50].
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1.3.2.2. Karakterizasyonda Kullanilan Yontemler

Lamellar siv1 kristaller genellikle beyaz, opak, yar1 kati kivamda, homojen,
plriizsiiz, kolay siiriilebilen sistemlerdir [28]. Sivi  kristal yapilarin
karakterizasyonunda siklikla kullanilan teknikler polarize 1s1ik mikroskobu (PM),
diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), dar acili-X 1511 sag¢ilimi (SAXS) ve genis
acili-X 1sm1 sagilimi (WAXS) spektroskopileri, reolojik inceleme ve dondurarak

kesit alma transmisyon elektron mikroskobu (Freeze-Fracture TEM) yontemleridir.

1.3.2.2.1. Polarize Isik Mikroskopu

S1v1 kristallerin karakterizasyonunda, polarize 151k mikroskobu (PM) en ¢ok
tercih edilen yontemlerden biridir. Bu teknikte, polarize 1s1k altinda sivi kristal
fazlarin sahip olduklar1 anizotropi 6zelliginden faydalanilir. Anizotropi, maddenin
fiziksel 6zelliginin maddenin Sl¢ilildiigli yerine gore degismesi seklinde tanimlanir.
Sivi kristaller sahip olduklar1 bu 6zellik sayesinde polarize 11k altinda karakteristik
goriintiiler verirler. Her bir siv1 kristal karakteristik siyah beyaz goriiniime sahiptir.
Polarizore A kamasimin eklenmesiyle, siv1 kristal yapilar renkli olarak gbzlenebilir.
Anizotropik herhangi bir maddeye, bir 151n demeti yollandiginda, polarize 15181n
diizlemine paralel giden ismnlar aydinlik alan, dik giden isinlar ise karanlik alan
olarak gozlenir [17]. Polarize 151k altinda farkli siv1 kristal fazlar farkli karakteristik
goriinlime sahiptirler. Sekil 1.11°de lamellar ve hekzagonal s1vi1 kristal fazlarin sahip
olduklar1 karakteristik yapilarin polarize 151k mikroskobundaki goriintiisii
goriilmektedir. Hekzagonal siv1 kristal faz, yelpazeye benzer yapisiyla karakterize
iken, lamellar s1v1 kristal faz yagsi serit yapisina ek olarak sahip oldugu “Malta ha¢1”
yapisiyla karakterizedir. Lamellar siv1 kristalde olusan “Malta hac1” yapisi, lamellar
tabakalarin esmerkezli olarak diizenlenmesinden olusan es odakli (konfokal)
bolgelerden kaynaklanmaktadir. Bazi lamellar sivi kristallerde bu bolgelerin
fazlaligindan dolayi, yagsi serit yapisi yerine daha baskin “Malta hac1” yapisi

gbzlenmektedir.
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a)

Sekil 1.11. Lamellar siv1 kristal fazlarin a) Malta Hac1 ve b) yagsi serit ve ¢)

hekzagonal s1vi1 kristal fazin polarize 151k mikroskobundaki goriintiileri [26].

1.3.2.2.2. Dar Acihi X Isim1 Sa¢ilimi Spektroskopisi (SAXS) ve Genis A¢ih X Isim
Sacilimi Spektroskopisi (WAXS)

Sivi  kristallerde molekiil diizenlemelerinin ve fazlarin karakteristik
yapilarinin incelenmesinde kullanilan en degerli teknik X 1511 spektroskopisidir. Bu
teknikler siv1 kristallerin yonelme ve dizilmeleri konusunda direkt bilgi saglarlar. X
1s1n1 sacilmast yontemi sayesinde, cesitli yapilarin sahip olduklar1 karakteristik
girisimler incelenebilmektedir [51]. Lamellar faz, sahip oldugu 6zgiin tabakalar arasi
bosluktan (d) dolayi, karakteristik girisim piklerine sahiptir. Bragg esitligine gore; d

asagidaki formiille hesaplanabilir.

d=n\/2 siny (Esitlik 1.1)

A: kullanilan x-1511n1n dalga boyu
n: girisimin derecesini gosteren katsay1

y: girisimin olustugu ac1

Bu denklemden de anlasilacagi gibi, tabakalar arasi bosluk d, girisimin
olustugu ag1, v, ile ters orantilidir. Uzun mesafe diizeninde, d’nin biiylik degerleri
i¢cin dar a¢ili x-1511 spektroskopisi (SAXS) ve kisa mesafe diizeninde, d’nin kiigiik
degerleri icin ise genis agili x-1511 spektroskopisi (WAXS) yontemleri kullanilabilir.
Lamellar siv1 kristal sistemler i¢in yapilan SAXS caligmalar1 incelendiginde, lamellar

stvi kristallerin 1:2:3:4 oraninda 4 karakteristik Bragg piki verdigi (Sekil 1.12) ve
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ayrica SAXS calismalar ile lamellar siv1 kristal yapilarin tekrar eden lamellar arasi
bosluklarinin bliyiikliigiiniin bulunabildigi belirtilmistir [52]. Ayrica, lamellar sivi
kristallere cesitli maddelerin eklenmesi sonucunda lamellar arasi bosluk (d) ve
lamellar s1v1 kristallere ait diger parametrelerde meydana gelebilcek degisiklikler de

SAXS yontemi sayesinde incelenebilmektedir [53].

Log(l) (A.U.)

Sekil 1.12. 1-hekzadesil-3-metilimidazolyum kloriir/1-dekanol/su sisteminde olusan

lamellar s1v1 kristal fazin SAXS spektrumu [52].

1.3.2.2.3 Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)

Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) termal analiz yontemlerinden biri
olup maddelerde sicakliklikla meydana gelen 1s1 akisindaki degisimin ol¢iilmesine
yarar. Aluminyum kaplardan birine 6rnek konurken, bos aluminyum kap referans
olarak kullanilir. Bu kaplar, aynm1 sicakliga kadar isitilarak referans kap ve ornek
kaplardaki 1s1 degisimi sicaklifa karsi Olgiiliir. Faz gecislerinin entalpisi gibi
mikroskobik yontemlerle elde edilemeyen bazi veriler DSC yontemiyle elde
edilebilir. Ayni1 sekilde, mikroskopla elde edilen yapiya iliskin bilgiler DSC
yontemiyle elde edilemeyeceginden, bu iki yontem birbirini tamamlayan yontemler
olarak distniilebilir. DSC ile elde edilen entalpi verileri AH = TAS formiilii

kullanilarak, faz gecisi icin entropi degerleri elde edilebilir.

DSC’de, sistemin entalpisinde meydana gelen degisme, faz gecisinde

harcanan veya dis ortama verilen enerjiye baglh olarak, endotermik veya ekzotermik
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pikler seklinde gozlenmektedir. Kristal yapidan amorf yapiya gegis yiiksek enerji
gerektiren bir islemdir. Bunun tersine, kristal yapidan, sivi kristal yapiya veya sivi
kristal yapidan amorf yapiya gecis icin daha az miktarda enerjiye ihtiyag
duyulmaktadir [54]. Entropi tarafindan yiiriitilen faz gecisleri, spesifik 1s1
kapasitesindeki degisiklige bagli olarak, referans ¢izginin egiminde meydana gelen
bir degisiklik seklinde gozlenmektedir. Lamellar sivi kristallerde faz gecis
sicakliklarinin [54,55] lamellar sivi kristal yapiya hapsolmus su ve serbest su
arasindaki farkin [56] ve lamellar sivi kristallerle deri arasindaki etkilesimin
incelenmesinde [57] DSC siklikla kullanilan bir yontemdir. Yapilan DSC analizleri
sayesinde piklerin kaymasi, piklerin kaybolmasi ve piklerin entalpileri arasindaki

farklar kullanilarak sivi kristal yapilarin aydinlatilmas1 miimkiin olmaktadir.

1.3.2.2.4. Reolojik Inceleme

Farkl1 kolloidal tasiyicilar farkli reolojik 6zellik gosterirler [58]. Sivi kristal
yapilarda diizenin artmasina bagli olarak viskozitede artma gozlenmektedir. Kiibik,
hekzagonal ve lamellar fazlar psdédoplastik akis gosteren sistemlerdir. Kiibik ve
hekzagonal fazin viskozitesi, lamellar faza gore daha fazladir. Bunun nedeni, kiibik
fazin sahip oldugu ii¢ boyutlu ve hekzagonal fazin sahip oldugu iki boyutlu yapidan
kaynaklanmaktadir. Lamellar siv1 kristal faz, sahip oldugu tek yonlii uzun mesafe
diizeni nedeniyle daha diisiik viskoziteye sahiptir. Kiibik ve hekzagonal fazlarda
sahip olduklar1 jel yapist nedeniyle, akisin baglamasi i¢in belirli bir kuvvet
uygulanmasi1 gerekmektedir. Ters fazlarda ise, polar bas kismindaki fonksiyonel
gruplarin etkilesmesinden dolay1 jel karakteri daha belirgindir. Bu etkilesimler
sonucunda, yapilar arasinda olusabilecek hidrojen baglar1 sayesinde kuvvetli ag
yapist gozlenebilir. Fakat, icerdikleri apolar gruplar yiiziinden, ters mezofazlarda
olusan yapilarin arasindaki etkilesimler daha zayiftir. Bundan dolayi, olusan jel

yapist daha kolay deforme olabilmektedir [59].

Sivi kristal jellerin viskoelastik 6zelliklerinin Gl¢lilmesinde tercih edilen
yontem osilasyon Olglimleridir. Osilasyon yontemi sayesinde diger reolojik
calismalarda olusan mekanik deformasyon olusmadan, kayma gerilimi

uygulanmadan ve sivi kristal yapiya zarar vermeden viskoelastik o6zelliklerin
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belirlenmesi miimkiin olmaktadir. Osilasyon yonteminde dncelikle, sabit agisal hizda
(w), artan gerilimin fonksiyonu olarak kompleks modulusu (complex modulus, G*)
Olciiliir. Lineer viskoelastik bdlgenin boyutu sayesinde bir yapiin dayaniklilig
hakkinda bilgi edinilebilir [60]. Viskoelastik ozellikleri belirleyen iki bilesen
saklama modulusu (storage modulus, G*) ve kayip modulusudur (loss modulus, G”).
Saklama modulusu maddenin elastik Ozellikleri hakkinda, kayip modulusu ise
maddenin viskoz 6zellikleri hakkinda bilgi verir. Asagidaki esitlik G*, G’ ve G*
arasindaki iligkiyi belirtmektedir.

G* =G'+HG "= (G+G"%)"? (Esitlik 1.2)

Kompleks viskozite, osilasyon Ol¢limleri sirasinda maddenin akisa karsi
gosterdigi direncin gostergesidir. Bu deger ne kadar yiiksekse maddenin akisa karsi
gosterdigi direng de o kadar yiiksektir. Kompleks viskozite, [ * = G* / © formiilii ile

hesaplanir.

Osilasyon oOl¢limleri sayesinde, lamellar, hekzagonal ve kiibik sivi
kristallerin viskoelastik 6zellikleri tayin edilebilmektedir. Ayrica, siv1 kristal fazlarin
durgun hal ve gecici akis davramiglarini agiklayan cesitli ¢aligmalar mevcuttur
[61,62]. Kiibik faz ve hekzagonal faz, lamellar faza oranla daha fazla su icermesine
ragmen daha yliksek bir viskoziteye sahiptir. Bunun nedeni, lamellar siv1 kristal fazin
cifte tabakalarinin birbiri {izerinden kayabilme o6zelligi sayesinde daha serbest

hareket edebilmesidir.

1.3.2.2.5. Dondurarak Kesit Alma Transmisyon Elektron Mikroskobu (Freeze-
Fracture TEM, FF-TEM)

Polimer c¢ozeltileri, jeller, emiilsiyonlar, liyotropik ve termotropik sivi
kristaller, kolloidal dagilimlar, deterjanlar ve diger mikro yapili akigkanlarin
molekiiler yapist ve makroskobik o6zellikleri arasindaki iligskinin incelenmesi, bu
maddelerin uygun bir sekilde kullanilabilmesi acisindan olduk¢a Onemlidir.

Dondurarak-kesit alma teknikleri ile partikiillerin veya dagilimi olusturan birimlerin
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tic boyutlu goriintimleri elde edilebilecegi gibi, bu yapilarin bir diizlemdeki

yonelmeleri ve dagilimlar1 da ayn1 anda incelenebilmektedir [63].

1.3.3.

Sivi Kristallerin Ustiinliikleri ve Sakincalari

S1v1 kristallerin topikal ilag tasiyict sistemler olarak tercih edilmesinin sebepleri

asagida siralanmistir [64-66] :

Cesitli ilaglar icin kontrollii salim saglayabilmeleri hasta uyumnu arttirmakta
ve bu sistemlerin tercih edilmesini saglamaktadir.

Suda zor ¢oziinen ya da hi¢ ¢oziinmeyen ilaglarin ¢dziiniirliigiinde artisa
neden olduklarindan ilaglarin topikal uygulanmasi i¢in uygun sistemler olarak
kabul edilmektedirler.

Hapsedilen ilag etkin maddelerinin aktivitelerinin ve biyoyararlanimlarinin
arttig1 gozlenmistir

Stabilite sorunu olan maddelerin, stabil bir halde hedef doku/organa
taginmalarina olanak sagladiklarindan topikal kullanima uygun sistemlerdir.
Icerdikleri iyonik olmayan yiizey etkin maddeler sayesinde penetrasyon
arttirict etkiye sahiptirler.

Hazirlanmalari kolaydir. Fazla enerji gerektiren basamaklar igermez.

Oda sicakliginda saklandiklarinda yapilarinda herhangi bir degisiklik
olmamasi bu sistemlerin stabilite sorunlar1 olmadigin1 gostermektedir.

Biyolojik olarak toksik ve iritan 6zellik gostermezler.

Bu ozellikler gostermektedir ki; bu sistemler dermal ve transdermal ilag

taginmasinda umut vaat eden sistemlerdir.

S1vi1 kristal sistemlerin sakincalari ise ;

Sicaklik, mekanik basing, elektrik ve manyetik alan gibi ¢cevresel faktorlerden

etkilenmeleri,
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e Icerdikleri yiizey etkin madde miktarina baglh olarak deride hafif iritasyona
neden olabilmeleri,

e Etkin madde yiikleme kapasitelerinin sinirli olmasidir.

1.3.4. Lamellar Sivi Kristallerin Topikal Uygulamalar

Yiizey etkin maddeler, kendiliginden biraraya gelerek cesitli asosiyasyon
bilesikleri ve miseller olusturma egilimindedirler. Bu olusan yapilardan olan
liyotropik sivi kristal fazlar, ¢esitli ilaglar i¢in topikal uygulamada tercih edilen
sistemlerdir. Bunun nedeni, bu fazlarin sahip olduklar1 termodinamik stabiliteleri,
yuksek ¢ozlindlirme kapasiteleri, kontrollii salim saglayabilme 6zellikleri ve sahip
olduklar1 genis viskozite araligidir. Lamellar liyotropik sivi kristaller, deriye benzer
yapilar1 sayesinde deriye ila¢ tasinmasinda kullanilmaktadirlar. Suda ¢oziinen
efedrin hidrokloriiriin ve suda ¢oOziinmeyen tenoksikamin lamellar sivi kristal
sistemlerden salimi incelenmis ve lamellar sivi kristal formiilasyonlarin suda
¢oziinmeyen ilaclar i¢in uygun tasiyict sistemler olduklar1 ve suda ¢dzilinen ilaglar
icin ise uzatilmis salim saglayabildiklerini gdsterilmistir [26]. Yapilan bir ¢alismada,
lamellar siv1 kristal fazda %35 hidrokortizon ¢oziindiirlebilmis ve ilacin difiizyon
hizinin bu sivag sayesinde 4 kat arttigi gozlenmistir [67]. Miiller-Goymann ve
Hamann [68] ters miseller ve lamellar sivi kristal fazdan, fenoprofen asit ve
fenoprofen sodyum tuzunun salimini incelemisler ve miseller fazdan lamellar sivi
kristal faza faz gecisi oldugunda geciktirilmis salim elde edildigini belirtmislerdir.
Periodontal hastaliklarin tedavisinde de kontrollii salim saglayan sivi kristal
fazlardan yararlanilmistir [41]. Metronidazol benzoat igeren kiibik faz sivi kristalleri
jinjival siviyla temas sonucunda faz de§isimine ugrayarak lamellar sivi kristal faza
geemis ve bu faz da metronidazol benzoatin kontrollii salimimi saglamistir. Ayrica,
Nesseem ve arkadaglarinin yaptiklari bir ¢aligmada, lamellar sivi kristal sistem
icerisine %0.1 konsantrasyonda itrakonazol hapsedilmis ve antimikotik aktivitesi
incelenmistir. Sonu¢ olarak, %0.1 itrakonazol iceren sivi kristal formiilasyonun

topikal uygulama i¢in uygun bir sistem oldugu belirtilmistir [28].
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1.3.4. Topik Uygulanan Dozaj Sekillerinin Stratum Korneum ile

Etkilesiminin Incelenmesi

Topikal formiilasyonlarin deri ile etkilesimi, etkin formiilasyonlarin
hazirlanmasi agisindan en onemli parametrelerden biridir. Cesitli lipid ve protein
bolgelerinden meydana gelen kompleks bir yapt olan stratum korneum, topikal
penetrasyon icin engel gorevi gérmektedir. Stratum korneum ile ilacin veya
formiilasyonun etkilesim derecesi penetrasyon kinetigini etkilemektedir. Fakat
stratum korneum ve tasiyici sivag arasindaki etkilesimlerin sayisi ve tipinin fazla
olmas1 incelenmesi sonucu elde edilen verilerin yorumlanmasini zorlagtirmaktadir
[69]. Yiizey etkin maddelerin, deri ile etkilesiminin incelendigi bir ¢calismada, tastyici
olarak lipozomlar kullanilmis ve yiizey etkin maddelerin konsantrasyonunun artmasi
ile estradioliin deriden gecisinin artti§1 gozlenmistir. Ayrica yiizay aktif maddelerin

yerine limonen kullanilmasiyla da benzer bir artis goriilmiistiir [70].

Deri ile etkilesimin incelenmesinde azaltilmis toplam yansitma fourier
doniisim  infrared spektroskopisi (ATR-FTIR), fourier donilislim infrared
spektroskopisi (FTIR) ve diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) siklikla kullanilan

yontemler arasindadir [71].

1.3.5.1. Azaltilmis Toplam Yansitma Fourier Doniisiim Infrared Spektroskopisi
(Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Spectroscopy, ATR-
FTIR) ve Fourier doniisiim Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Azaltilmig Toplam Yansitma Fourier doniisiim Infrared Spektroskopisi
(ATR-FTIR) teknigi, girisimsel olmayan ve hizli bir teknik olup, maddelerin stratum
korneuma gegisinin in vitro ve in vivo olarak nicel tayinini yapabilmektedir. Bu
sayede, stratum korneuma gegen maddenin stratum korneuma gegis hizi ve miktari,
kolay, hizl1 ve giivenilir olarak tayin edilebilmektedir.  Olgiimler sonucunda,
kararsiz hal diflizyon denklemi kullanilarak, stratum korneuma geg¢en maddenin
permeasyon katsayist ve maksimum transdermal akiya ulagmasi i¢in gecen siire
belirlenebilmektedir [72]. Ayrica ATR-FTIR, stratum korneumdaki su miktarinin

Olctlilmesi [73], permeasyon artiricilarin etkisinin incelenmesi ve bir model maddenin
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(4-siyanofenol; CP) degisik tasiyic1 sistemlerden difiizyonunun incelenmesinde

kullanilmustir [74].

ATR-FTIR tekniginin 6nemli bir avantaji da 6rnek hazirlanmasina gerek
duyulmamasi1 ve dolayisiyla Ornek hazirlamadan gelecek hatalarin  ortadan
kaldirilmasidir [74]. FTIR metodu, stratum korneumdaki hidrokarbon zincirlerinin
dizilimini, paketlenme parametrelerini ve faz gecislerini incelemek i¢in de

kullanilmaktadir. Sekil 1.13’te stratum korneumun ATR-FTIR spektrumu

goriilmektedir.
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Sekil 1.13 Stratum korneumun ATR-FTIR spektrumu [72].

Fourier Doniisiim Infrared Spektroskopisi (FTIR), stratum korneum
lipidlerinin organizayonun incelenmesinde kullanilan bir tekniktir. Literatiirde
yapilan caigsmalar incelendiginde, karakterizasyon caligmalarinda FTIR tekniginin
DSC ile birlikte kullanildigi goriilmektedir. Bununla ilgili yapilan bir ¢alismada,
selekoksib iceren nanoemiilsiyonlarin uygulandigi deride, nanoemiilsiyonun stratum
korneumdaki lipid tabakalarina penetrasyonu sonucunda, derideki seramidlerin bas
kisimlarindaki hidrojen bagmin kirildigi goriilmiistiir [75]. Ayrica yapilan baska bir

calismayla da, hidrofilik penetrasyon artiricilarin  seramidlerin  bas kisimlari
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arasindaki H bagimi zayiflattiklari, lipofilik penetrasyon artiricilarin ise, lipid ¢ifte
tabaka yapilar1 arasindaki boslugu artirarak etki ettigi FTIR analizleriyle

gosterilmistir [76,77].

1.3.6. Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)

Termal teknikler, derinin engel 6zelliginin ve davraniginin incelenmesinde
siklikla kullanilan yontemlerdendir. Boylece stratum korneum lipidlerinin yapist ve
bunlarin permeasyon arttiricilarla etkilesimi incelenebilmektedir. Yapilan ¢alismalar
incelendiginde, stratum korneumun DSC analizi sonucunda dort temel pik elde
edildigi goriilmektedir. Bunlar, lipid, lipid-protein ve protein-protein yapilari
arasindaki etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Bu piklerden ilki olan ve 40°C’de
gozlenen pik (T1), lipidlerin ortagonal paketlenmeden hekzagonal paketlenmeye
gecisini gosteren, 70°C’de gozlenen pik (T2), lipidlerin hekzagonal paketlenmeden
daha diizensiz sivi hale geg¢isini, 80°C’de gozlenen pik (T3), proteinlere baglh
lipidlerin jel fazdan sivi faza gecisini, son olarak ise 90°C’den sonra gozlenen pik

(T4) proteinlerin denatiirasyonunu gostermektedir (Sekil 1.14) [78].

T2
T1 T3

Endotherm——»

x T4

<————Exotherm

'l L 1 A 1 - ] 1 L 1
jle} 30 50 70 20 1o 130 150 ITO
T(=C)

Sekil 1.14. a) CaSOy ile kurutulmus, b) 0.2 mg H,O/mg stratum korneum oraninda
nemlendirilmis, ¢) 0.6 mg H,O/mg stratum korneum oraninda nemlendirilmis

stratum korneumun DSC termogrami [78].
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Topikal formiilasyonlar, stratum korneumun yapisindaki lipid veya protein
yapilarla etkilesmekte ve bu sayede etkilerini gdstermektedir. Bununla ilgili bir
calismada, lesitin mikroemiilsiyon jel ve izopropil palmitatin deri ile etkilesimi
incelenmis ve sonugta izopropil palmitatin ve mikroemiilsiyon jelin  stratum
korneumun lipidleriyle etkilestigi  goriilmiistir  [79].  Selekoksib igeren
nanoemiilsiyonlarla  yapilan bir baska calismada da, nanoemiilsiyon
formiilasyonunun protein denatiirasyon pikini daha diisiik derecelere kaydirdigi,

dolayistyla gecis mekanizmasinda hiicrelerarast yolu kullandig: belirtilmistir [75].
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1.4. AZELAIK ASIT

Azelaik asit (AzA) 9 karbonlu, doymus bir dikarboksilik asittir. Oleik asidin
oksidasyonuyla veya serbest ve esterlesmis yag asitlerinin kimyasal, fiziksel ve
biyolojik oksidasyonuyla meydana gelmektedir [80]. Insan viicudunda ve cesitli

tahillarin tohumunda dogal olarak bulunmaktadir .
1.4.1. Kimyasal Yapisi

Azelaik asidin kimyasal yapist 1,7-Heptandikarboksilik asit olup, sekil
1.15°de goriilmektedir.

O CH

HQM

Sekil 1.15. Azelaik asidin kimyasal yapis1

Kapal1 formiilii: CoH ;604
CAS Numarasi: 123-99-99
Sinonimleri: nonanedioik asit, 1,7-heptanedikarbokslik asit, leparjilik asit, ankoik

asit, Azelex, Skinoren [81,82].
1.4.2. Fizikokimyasal Ozellikleri

Molekiil agirhgi: 188.22 g

Organoleptik Ozellikleri: Beyaz, kokusuz, toz veya toz halinde kristal
Coziiniirliigii: 1 L suda 1°C’de 1 g, 20 °C’de 2.4 g, 50 °C’de 8.2 g, 65 °C’de
22g’dir. Alkolde ve kaynar suda kolayca ¢oziiniir. 1000 g eterde 11 °C’de 18.8 g,
15°C’de 26.8 g ¢oziintir [81].

Dagilim Katsayisi: 1.57 [82]

Erime Derecesi: 106.5 °C
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1.4.3. Farmakolojik Ozellikleri

Azelaik asit ilk olarak, aktif melanositlerin mitokondrisindeki
oksidorediiktazlar1 ve tirozinazin aktivitesini baskilama &zelliginden dolay,
hiperpigmentasyon tedavisinde kullanilmistir [83]. Yapilan tedaviler sirasinda,
tesadiifen azelaik asidin akne lezyonlar1 {iizerinde olumlu bir etkisi oldugu
goriilmiistiir. Azelaik asit, sebase bezin biyiikliglinii ya da sebum salim hizim
etkilememektedir. Da Silva ve arkadaglarinin [84] yaptiklar1 bir ¢alismada azelaik
asidin, sebum bilesimi, salim hizi, veya sebase bezlerin biiyiikligli lizerinde
herhangi bir etkisinin olmadig1 fakat epidermal keratinizasyonu degistirdigi
gorlilmiistiir. Ayrica azelaik asidin, keratohiyalin graniilleri ve tonofilament
demetlerinin sayisin1 ve biyiikliigiinii azaltti§1, mitokondrinin biiylimesine neden
oldugu gozlenmistir. Azelaik asidin akne ve hiperpigmentasyon bozukluklar
tizerindeki etki mekanizmalar1 asagida belirtilmistir:

1. Tirozinaz1 geri doniisiimlii olarak engeller,

2. Sebase bezleri sitiimile eden dihidrotestosteron (DHT) un olugmasini
saglayan 5-a rediiktaz enzimini inhibe eder [85].

3. Pilosebase kanaldaki keratohiyalin graniillerinin {iretimini azaltarak
hiperkornifikasyonu normale dondiiriir [86]

4. Folikiildeki Propionibacterium Acnes kolonizasyonunu azaltir,

5. Notrofillerde, reaktif oksijen tiirlerinin liretimini azaltir, ve

6. Akne olusumuna neden olan bazi bakterilerin DNA sentezini inhibe

ederek bakteriostatik etki gosterir [87,88].

1.4.4. Stabilitesi

Azelaik asit, normal sartlarda stabil, indirgeyici ajanlarla, oksitleyici ajanlarla
ve bazlarla ge¢imsiz, asir1 1s1 ve 1siktan bozunan bir maddedir. Bunun yanisira, bazi
alkoller, ornegin etanol, oda sicakliginda azelaik asidin stabilitesini olumsuz
etkilemekte ve formiilasyonun etkisiz olmasina neden olmaktadir [89].

Azelaik asidin termal stabilitesinin incelendigi bir calismada, azelaik asit

otoklavda 1sitma ve 20 dakika kaynatma gibi 1sisal islemlere tabi tutulmus ve azelaik



30

asidin stabil oldugu ve antibakteriyel etkisinin 1sitma sonucu degismedigi

gozlenmistir [90].

1.4.5. Farmakodinamik Ozellikleri

Akneli deride inflamasyona neden olan reaksiyonlarin gerceklesmesinden
Propionibakteriler ve Stafilokoklar gibi cesitli bakteri tiirleri sorumludur [91].
Azelaik asidin baz1 aerobik ve anaerobik bakteriler iizerinde bakteriostatik etkisi
oldugu bilinmektedir. 250 mmol/L’den daha yiiksek konsantrasyonlarda ise P. acne
ve S. epidermidis’e kars1 bakterisit etki gostermektedir. Bu etkinin ortamdaki besin
azlig1 veya pH’ nin azalmasi ile arttig1 gozlenmistir [92]. Ayrica azelaik asit, hiicresel
protein sentezini engelleme 6zelligi sayesinde antimikrobiyal 6zellige de sahiptir.
Azelaik asidin %20’lik kreminin kullanilmasi sonucu serbest yag asidi oraninda ve

kiitandz mikroflora yogunlugunda azalma gozlenmistir [93].

Azelaik asit, sebase bezler ve sebum salim hiz1 {izerinde belirgin bir etkiye
sahip olmamakla birlikte, 0.1 — 3 mmol/L konsantrasyonda 5-a-rediiktaz aktivitesini
inhibe etmektedir. Yapilan klinik calismalarda %15 veya %20 azelaik asit i¢eren
kremlerle tedavi edilen akneli hastalarda deri yaglanmasinda subjektif bir azalma

goriildiigi belirtilmistir [85].

Protein sentezini inhibe edici Ozelliginin yaninda azelaik asit bir
keratinizasyon ajamidir [84]. Keratinosit farklilasmasinin son agsamalarinda
sitoplazmik proteinlerin sentezini inhibe eder. insan dermal fibroblastlar1 veya
epidermal melanositleri iizerinde yapilan in vitro ¢alismalarda [94] 1mmol/L azelaik
asidin belirgin bir antiproliferatif veya sitotoksik etkiye sahip olmadig1 goriilmiis ve
yuksek konsantrasyonlarda (10 — 40 mmol/L) azelaik asitle sican fibroblastlar1 ve

keratinositleri lizerinde yapilan ¢alismada da sitotoksik bir etki gézlenmemistir [95].

Yapilan g¢aligmalarda azelaik asidin 10 — 100 mmol/LL konsantrasyonda
kullanildiginda, zamana ve konsantrasyona bagli olarak insan kiitan6z melanoma

hiicre kiiltiirlindeki DNA sentezini engelledigi goriilmiistiir [92]. Ayrica, insan
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koroidal melanoma, Harding-Passey ve Cloudman murin melanoma ve insan
skuamoz hiicre karsinomasi gibi ¢esitli hiicre kiiltiirleri lizerinde de konsantrasyona
ve zamana bagli sitotoksik ve antiproliferatif 6zellik gostermistir. Azelaik asidin bu
antitiimoral etkisi olusturdugu mitokondri hasari ve DNA sentezini inhibe etme

ozelliginden kaynaklanmaktadir [96].

1.4.6. Farmakokinetik Ozellikleri

Azelaik asit insanlara oral ve topikal olarak, azelaik asidin sodyum tuzu ise
intravendz, intraarteryal ve intralenfatik infiizyon seklinde uygulanmistir. Azelaik
asidin tek doz (0.5 — 5 g) uygulanmasindan 2 saat sonra plazma konsantrasyonunun
6 — 75 mg/L’ye ulagtig1 goriilmiistiir [97]. Azelaik asidin perkiitan absorpsiyonu ile
ilgili Tauber ve arkadaslarinin yaptiklar: ¢alismada 6 saglikli erkek goniilliiye 5 g
%20 azelaik asit krem uygulanmis ve 1 hafta sonra da azelaik asit siispansiyonu oral
olarak uygulanmistir. Sonug olarak azelaik asidin topikal uygulamadan sonra
uygulanan dozun sadece %3.6’sinin absorblandigi, oral uygulamadan sonra ise
tamamen absorblanip, 12 saat sonunda %60’1inin degismeden idrarla disar1 atildigi

bulunmustur [98].

1.4.7. Uygulama Alanlari

Azelaik asit, sahip oldugu antiproliferatif, antibakteriyal, keratolitik ve
komedolitik etkilerinden dolay1 akne ve bunun yanisira, ¢esitli hiperpigmentasyon
bozukluklarinin (rozasea, solar lentigo ve melazma gibi) tedavisinde kullanilmaktadir
[87,88]. Bunlarin yanisira, azelaik asit antitimoral etkiye sahiptir. Azelaik asidin
antitumoral etkisi, ¢esitli in vitro hiicre kiltiiri c¢alismalart ve in vivo klinik
calismalarla kanitlanmustir. Azelaik asidin ¢esitli malin melanoma hiicreleri
tizerindeki zamana ve doza bagli antiproliferatif ve sitotoksik etkisi, onun DNA
sentezi ile ilgili enzimleri ve mitokondriyal oksidorediiktazlar1 inhibe etme
Ozelliginden kaynaklanmaktadir [99]. Azelaik asit, hiperaktif ancak anormal
melanositler iizerinde secici olarak etki gostermekte ve normal hiicreler iizerinde

sitotoksik etki gostermemektedir [100].
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e Akne, Rozasea, Diger Hiperpigmentasyon Bozukluklari1 ve Melazma

Bladon ve arkadaslar1 [93] tarafindan topikal uygulanan azelaik asit ve oral
tetrasiklinin etkinligi 45 erkek denek iizerinde 6 ay siiren ¢ift kor bir calisma ile
karsilastirilmig ve tetrasiklinin daha etkili oldugu bulunmustur. Cavicchini ve
arkadaglar1 [101] ise %20 azelaik asit ve %5 benzoil peroksit jel ile yaptiklar1 4 ay
siiren caligmada azelaik asit krem ve benzoil peroksit jelin benzer derecede etki
gosterdiklerini, azelaik asidin daha iyi tolere edilirken benzoil peroksidin ise daha
hizli etki gosterdigini bulmuslardir. Katsambas ve arkadaslar1 [102] tarafindan %20
azelaik asit i¢ceren krem ve bunun plasebosu, %20 azelaik asit igeren krem ve %0.05
tretinoin igceren krem ayri ayri karsilastirilmis ve %20 azelaik asit igeren kremin
plasebosuna gore daha etkili oldugu goriilmis, etkinlik bakimindan ise tretinoin ve
azelaik asit iceren kremler arasinda bir fark bulunamamistir. Ayrica, azelaik asit
iceren kremin tretinoin iceren kremden daha az lokal yan etkiye neden oldugu

gorilmiistiir.

Rozasea ¢ok evreli bir hastalik olup, kizariklik, papiilopiistiiler rozasea ve
deri nodiillerini i¢ermektedir [103]. Rozasea hastalarinin sikayetleri ¢ogunlukla
ylziin orta kisminda periyodik olarak gozlenen kizariklik ve eritemdir. Hastaligin
tedavisinde topikal olarak en ¢ok azelaik asit ve metronidazol kullanilmaktadir. %20
oraninda azelaik asit igeren kremler papiil, piistiil ve eritem {tzerinde etkili
bulunmustur [104]. Lezyonlardaki diizelme ikinci ayda baglar, belirgin olarak {igiincii

ayda farkedilir.

Melazma, keskin simirlart olan, ¢ogunlukla simetrik, agik gri veya koyu
kahverengi makiil ve lekelerle karakterize yaygin bir hastaliktir. Pigmentasyon
derecesi, aktif melanositlerin sayisina, sentezine, melanazomlarin biiylikliigline ve
keratinositler icindeki yiizdesine baglidir. Azelaik asit, hiperaktif melanositler
tizerindeki secici etkisi sayesinde melazma tedavisinde kullanilmaktadir [105].
Yapilan bir ¢alismada, %20 azelaik asit kremin etkinligi, hidrokortizon igeren kremle

(%2) karsilastirllmis ve azelaik asit igceren kremin tedavide daha etkili oldugu
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bulunmustur [106]. Ote yandan, azelaik asit iceren kremin (%20) etkisi %4
hidrokortizon igeren kremle Kkarsilastinlldiinda arada belirgin bir fark

bulunamamuistir [107].

1.4.8. Piyasa Formiilasyonlar1 ve Formiilasyon Gelistirme Caliymalari

Azelaik asit piyasada krem (%20) ve jel (%15) formiilasyonlar1 seklinde
bulunmaktadir. Azelaik asidin FDA’den onayli Azelex® adli bir krem ve Finacea®
adli bir jel formiilasyonu bulunmaktadir. Tiirkiye’de ise azelaik asit, Azelderm®
krem, Skinoren krem, Finacea® jel ve Azelex jel formiilasyonlar: ile piyasada
mevcuttur. Azelex krem (%20), akne tedavisi i¢in 1996’dan beri kullanilmaktadir.
Krem formiilasyonu, etkin madde olarak %20 azelaik asit ve stearil oktanoat,
gliserin, gliseril stearat, stearil alkol, setil palmitat, kokogliseridler, PEG-5 gliseril
stearat, propilen glikol, saf su ve koruyucu olarak benzoik asit icermektedir.

Formiilasyon deriye giinde iki kere uygulanmaktadir [108].

Azelaik asidin krem formiilasyonu (%20), akne ve rozase tedavisinde etkili
olmasina ragmen, azelaik asidin etkinliginin arttirilmasi i¢in c¢aligmalara devam
edilmistir [109]. Bu amagla, azelaik asidin poliakrilik asit iceren jel formiilasyonu
hazirlanmistir. Bu formiilasyonun pH’s1 4.8 olup derinin normal asit mantosuna zarar
vermemektedir. Bunun yamisira, jel formiilasyonu azelaik asidi mikronize
partikiillerini (1-10 um) icermekte olup, bu partikiillerin transfolikiiler permeasyonu
kolaydir. Boylece, daha etkili bir formiilasyon gelistirilmis olmaktadir. Ayrica,
azelaik asit krem (%20) ve jelin (%15) fare derisinden gegisi in vitro olarak
karsilastirilmistir. Sonug olarak, azelaik asidin jel formiilasyonundan canli deriye
gecen kismin (%25.3) krem formiilasyonuna (%3.6) gore daha fazla oldugu
goriilmiistiir [109]. Son yillarda, rozase tedavisinde Finacea®™y1 diger topikal
formiilasyonlarla karsilastiran ve Finacea™ nm tedavideki etkinligini inceleyen
caligmalar yapilmistir. 2003 yilinda yayinlanan ve Elewski ve arkadaslarinin [110]
yaptiklar1 caligmada azelaik asit jelin (%15) etkisi metranidazol jel (%0.75) ile
karsilagtirilmistir. Calismanin sonucunda, inflamatuar lezyonlar i¢in, ortalama lezyon
sayist ve yizde azalma bakimindan azelaik asit jelin (%15) metranidazol jele

(%0.75) gore daha {istiin oldugu bulunmustur.
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Ayrica azelaik asidin topikal kullanimi da herhangi bir sistemik yan etkiye neden
olmamakta ve deride alerjik veya fotodinamik bir reaksiyona sebebiyet
vermemektedir. Azelaik asidin jel formiilasyonu (%15) oldukga etkili olup hastalar
tarafindan iyi tolere edilebilmektedir. Sebep oldugu lokal iritasyon (yanma, batma ve
kasinma) genellikle hafif olup gecicidir. Bu formiilasyon, inflamatuar paptilopiistiiler
rozasea tedavisinde biitiin deri tipleri i¢in etkili ve gilivenli bir tedavi olarak
goriilmektedir. Yiizde olusan hiperpigmentasyonun tedavisinde krem sivagina karsi
azelaik asit kremin (%20) etkisi, tip [V, V ve VI deriye sahip hastalarda 24 haftalik
tedavi siiresince karsilastirilmis ve azelaik asit krem (%20) bu deri tiplerinde etkili ve
iyi tolere edilebilen bir tedavi yontemi olarak belirtilmistir [111]. Finacea® jel
propilen glikole hassasiyeti olan hastalar i¢in uygun degildir. Giinde iki kere (sabah
ve aksam) lezyonlarin bulundugu bolgeler yikandiktan sonra uygulanir. Diizenli
kullanim 6nemlidir. Genellikle, akne lezyonlarinda iyilesme jelin kullanimindan doért
ay sonra gozlenmeye baslanir [108]. Ayn1 sekilde, azelaik asit kremin (%20)
metranidazol krem (%0.75) ile yapilan karsilastirilmasinda, azelaik asit kremin
(%20) metranidazol kreme (%0.75) gore daha giivenli ve etkili bir formiilasyon

oldugu gosterilmistir [104].

Daha az azelaik asitle daha etkin, daha az yan etki gosteren formiilasyonlarin
hazirlanabilmesi i¢in oda sicaklifinda azelaik asidin stabilitesini etkilemeden
tamamen ¢oziinmesi gerekmektedir. Piyasaya sunulabilecek bir formiilasyon
hazirlanabilmesi i¢in ise, ¢oziinen azelaik asit oda sicakliginda stabil kalabilmelidir.
Azelaik asit ¢oziindiigiinde deride daha az iritasyona neden olup deriden daha fazla
absorbe edilebilmektedir. Daha fazla absorpsiyon, etkili bir formiilasyon i¢in daha az
miktarda azelaik aside ihtiya¢ duyularak, deride meydana gelen iritasyon riskinin
azaltilmasi anlamina gelir. Berova ve arkadaslar1 [112] su, elma pektini ve aygicegi
yag1 igeren bir emiilsiyon formiilasyonu gelistirmis ve etkin madde olarak %10-20
azelaik asit kullanmistir. Fakat bu formiilasyonda azelaik asit tamamen ¢oziinmedigi
i¢in, ancak yliksek konsantrasyonda kullanildiginda etkisini gosterebilmektedir. Ayni
problem Nazzaro-Porro [113 — 115] krem formiilasyonu ve Thornfeld’in [116]

hazirladig1 etanol iceren formiilasyon i¢in de gegerlidir. Venkateswaran [117] ise
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azelaik asidin polietilen glikol, propilen glikol ve dipropilen glikol gibi glikol
tiirevleri ve etil alkol yardimiyla ¢oziindiiriildiigii bir formiilasyon gelistirmistir.
Fakat, burada da azelaik asit etanol tarafindan destabilize edilebilecegi gibi, etanol
iceren formiilasyon deride kuruluga yol acabilmektedir. Bu nedenle, Mather [118]
azelaik asidin tamamen c¢oziindigii, glikol bazli stabil bir krem formiilasyonu

gelistirmistir.

Literatiirde azelaik asidin c¢esitli topikal dozaj sekillerinden saliminin
incelendigi calismalar mevcuttur. Gasco ve arkadaslari [119] azelaik asidin
viskozitesi artirilmis mikroemiilsiyon (%6.4) ve jelden (%15) salimini, tam
kalinliktaki karin derisi kullanarak incelemislerdir. Her iki formiilasyonda da,
gecikme zamani gozlenmis olup, mikroemiilsiyondan salinan azelaik asit ylizdesi
jeldekinden bir kag¢ kat fazla bulunmustur. Azelaik asidin deriden hizli ve 6nemli
Olclide gecisi, azelaik asidin mikroemiilsiyonun i¢ fazindan dig fazina siirekli
difiizyonundan kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Azelaik asidin, etozomal ve lipozomal
formiilasyonlardan saliminin incelendigi bir baska ¢alismada da, azelaik asidin sahip
oldugu amfifilik yapidan dolayi, etozom ve lipozomlarin i¢ faz1 ve dig fazi1 arasinda

hizla partisyona ugrayarak salindigi belirtilmistir [120].

Bu tez calismasinda, literatiirdeki calismalardan yola ¢ikilarak suda
¢Oziiniirliigli az olan azelaik asidin lamellar sivi kristal formiilasyonlar igerisinde
¢Oziindiiriiliip, azelaik asidin bu formiilasyonlardan saliminin ve formiilasyonlarin

deri ile etkilesiminin incelenmesi amaclanmistir.
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2.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER, ALETLER, MALZEMELER

2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Amonyum asetat

Asetik asit (%100)

Azelaik asit*

Borik asit

Polioksietilen (2) stearil eter (Brij 72)
Polietilen (21) stearil eter (Brij 721 P)
Polioksil-10-oleil eter (Brij 96V)
Gliseril monooleat

Metanol G (ChromosolV HPLC grade)
Sivi parafin

Sodyum borat

Sodyum kloriir

Potasyum dihidrojen fosfat

Tripsin (tip IX-S)

Riedel de Haén, Almanya
Prolabo, Fransa

Fisher Scientific, ABD
Merck, Almanya

ICI, Ingiltere

ICI, Ingiltere

ICI, Ingiltere

ICI, Ingiltere
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Riedel de Haén, Almanya
Sigma Chemical Company, ABD

* Azelaik asit, Orva Ilag Sanayi ve Tic. A.S. (Tiirkiye) tarafindan hibe edilmistir.



2.1.2. Kullanilan Aletler

Chiba igneleri

Daldirilabilir manyetik karistirict
Diferansiyel Taramali1 Kalorimetre(DSC)
Erime derecesi tayin cihazi

Franz Diflizyon Hiicresi

FTIR

Hassas terazi AX200

HPLC

HPLC dedektorii

HPLC kolonu

Millipore DI deiyonize su sistemi
Millipore Simpak ultrasaf su sistemi
pH metre model 420

Polarizan mikroskop

Selofan Membran(MWCO 12000-14000)
Su banyosu

Termostatli 1s1tict

Ultrasonik banyo

UV Spektrofotometre

Vakum pompast

Reometre

Yatay calkalayici
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Bacton-Bickinson, Norveg
Variomag, Almanya

TA Instruments, Q100, ABD
Thomas Hoover, ABD

[ldam (6zel imalat), Tiirkiye
Jasco FTIR 420, Japonya
Schimadzu, Japonya

Waters, ingiltere

Waters, ingiltere

Supelco, Ingiltere

Millipore, Fransa

Millipore, Fransa

Thermo Orion, Isvigre

Leica DM EP, Almanya
Arthur H. Thomas Co., ABD
Edmund Biihler-Tiibingen, Almanya
Haake, Almanya

Schimadzu W-160, Japonya
Schimadzu, Japonya
Newman, Ingiltere

HAAKE Thermo MARS, ABD
Gerhardt, Kart Kolb, Almanya
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2.2. YONTEMLER VE DENEYLER

2.2.1. Azelaik Asidin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Tayini

Azelaik asidin fizikokimyasal Ozelliklerini tayin etmek amaciyla FTIR
spektrumu ¢ekilmis , ¢Ozlniirliigli ve erime derecesi tayin edilmistir. 10 mM
amonyum asetat iceren ve pH’s1 %96’lik asetik asit c¢ozeltisiyle 5.0 + 1.0°e
ayarlanmig metanol:su (2:3 , h/h) c¢oziicii sisteminde yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) sisteminde kalibrasyon denklemi saptanarak validasyon

caligmalar1 gergeklestirilmistir.

2.2.1.1. FTIR Spektrumu

Azelaik asit, potasyum bromiir kullanilarak tablet haline getirildikten
sonra Jasco FTIR 420 Spectrometer spektrofotometresi ile spektrumu g¢ekilmis

ve dalga sayisi (cm™) cinsinden degerlendirilmistir.

2.2.1.2. UV Spektrumu

Azelaik asidin UV spektrumu, %1°lik c¢ozeltisi kullanilarak 10 mM
amonyum asetat igeren ve pH’s1t %96’lik asetik asit c¢ozeltisiyle 5.0 + 1.0°¢
ayarlanmis metanol:su (2:3 , h/h) c¢oziicii sisteminde , A=200-400 nm araliginda

cekilmistir.

2.2.1.3. Kalibrasyon Dogrusu

Azelaik asit miktar tayini, HPLC photo diode array (PDA) dedektor
kullanilarak, Hypersil ODS (5um-250x 4.6 mm) CI18 ters faz kolon kullanilarak
yapilmistir. Miktar tayini i¢in 10 mM amonyum asetat iceren ve pH’s1 %96’lik
asetik asit ¢ozeltisiyle 5.0 £ 1.0’e ayarlanmis metanol:su (2:3 , h/h) ¢oziicii
sistemi, mobil faz olarak kullamilmis ve akis hizi 1 mL/dk olacak sekilde

ayarlanmugtir [121].
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Azelaik asidin bu ¢oziicii sistemindeki 2000 pg/mL’lik stok cozeltisinden
hareketle 7 noktali 6 seri calisilmistir. Hazirlanan 20, 40, 100, 200, 400, 800, 1200
ug/mL’lik ¢ozeltiler kullanilarak HPLC ile Amax 210 nm’de kalibrasyon dogrusu ve

kalibrasyon denklemi elde edilmistir.

2.2.1.4. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, kullanilan analitik yontemden elde edilen
verilerin glivenilirligi hakkinda bilgi verir. Analitik yontem validasyonu i¢in gerekli
parametreler asagida verilmistir.

e Dogrusallik (Linearity)

e Kesinlik (Precision)

v’ Tekrar edilebilirlik (Repeatability)
v' Tekrar elde edilebilirlik (Reproducibility)
e Teshis Smir1 ve Tayin Smir1 (Limit of Dedection (LOD), Limit of
Quantification (LOQ))

e Duyarlilik (Sensitivity)

e  Ozgiinliik (Specifity)

e Tutarlilik (Ruggedness)

e Dayaniklilik (Stability, Etkin maddenin teshis ve tayin asamasinda)

Dogrusalhk

Analitik yontemin dogrusalligi, deney bulgularinin dogrudan veya dolayl
olarak Ornek icindeki madde konsantrasyonuyla belirli bir aralikta olmasidir.
Kalibrasyon dogrulari boliim 2.2.1.3’te belirtildigi gibi hazirlanmistir. Hazirlanan
stok c¢ozeltilerden hareketle 7 noktali 6 seri ¢alisilmistir. Elde edilen ¢dzeltilerin pik
alanlar1 hesaplanarak, bunlara karsilik gelen konsantrasyonlardan hareketle dogru
denklemi elde edilmis ve tamimlayicilik katsayilart hesaplanarak denklemin

dogrusallig1 gosterilmistir.



40

Kesinlik

Spesifik analiz kosullar1 altinda elde edilen bagimsiz analitik sonuglar
arasindaki uyumun derecesidir. Kesinlik yalnmz tesadiifi hatalarin dagilimi ile
iligkilidir, gercek degerle ilgisi yoktur. Kesinlik, standart sapma (SS), standart hata
(SH), veya varyasyon katsayis1 (VK) ile ifade edilir. Bir analitik yontemin kesinligi
istatiksel agidan yeterli degerlendirmenin yapilacagi sayida, ayni1 konsantrasyonda
ornek ardarda Olgiilerek aritmetik ortalama X,:, SH ve VK hesaplamasi ile
degerlendirilir. Tekrar edilebilirlik (repeatability) ve tekrar elde edilebilirlik

(reproducibility) kesinligin ifade edilmesini saglar.

Tekrar Edilebilirlik

Stok ¢ozeltiden 40 pg/mL ve 800 pg/mL olacak sekilde diisiik ve yiiksek iki
konsantrasyon se¢ilmis ve hazirlanan ¢ozeltilerin analizinden elde edilen azelaik
aside ait pik alanlart A, 210 nm’de 6 kez Slgiilmiistiir. Pik alanlarina karsilik gelen
konsantrasyonlar icin Xo, SH ve VK hesaplanmistir. VK’nin %2den kiigiik olmasi

yontemin tekrar edilebilirligini gosterir.

Tekrar Elde Edilebilirlik

Stok ¢ozeltiden 40 pg/mL ve 800 pg/mL olacak sekilde diisiik ve yiiksek iki
konsantrasyon sec¢ilmis ve cozeltiler 6 kez ayr1 ayri hazirlanmistir. hazirlanan
coOzeltilerin analizinden elde edilen azelaik aside ait pik alanlart HPLC ile Apax
210 nm’de Olciilerek X, SH ve VK hesaplanmistir. VK’ nin %2’den kiigiik olmasi

yontemin tekrar elde edilebilirligini gosterir.
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Ozgiinliik

Miktar tayini i¢in kullanilacak analitik yontemin, sadece azelaik aside ait olup
olmadigint bulmak i¢in, formiilasyon asamasinda kullanilacak diger yardimci

maddeler HPLC’de tayin edilmistir.

Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

Analitik yontemin validasyonu ic¢in 6nemli parametrelerden ikisi teshis ve
tayin siniridir. Teshis sinir1 (LOD), analizi yapilacak maddenin sinyalinin geri plan
giiriiltiiden ayrilabilmesi i¢in gerekli en diisiitk madde miktaridir. LOD hesaplanirken,
ornekten elde edilen pikin, referans ¢izginin giiriiltii seviyesinin 3 kat1 oldugu
konsantrasyon belirlenir. Tayin sinir1 ise (LOQ), analizi yapilan maddenin giivenilir
ve dogru bir sekilde tayin edilebilmesi i¢in gerekli en diisiik madde miktardir. LOQ
hesaplanirken, 6rnekten elde edilen pikin, referans ¢izginin giiriiltii seviyesinin 10

kat1 oldugu konsantrasyon belirlenir.

2.2.1.5. Dayanikhihk

Olgiim siiresince etkin maddenin dayanikliliginin gosterilebilmesi icin, 40
ng/mL ve 800 ng/mL azelaik asit igeren ¢ozeltiler, hazirlandiklar1 anda, 1., 5., 10.,
24 ve 48. saatlerde analiz edilerek konsantrasyondaki degisim 48 saat siliresince

incelenmistir.

2.2.1.6. Cozuniirliik tayini

Difilizyon ortami olarak Sintov ve arkadaslarinin [122] kullandig1 ortamdan
hareketle 4 mM pH 7.4 fosfat tamponu:etanol (50:50) karisimi se¢ildigi i¢in azelaik
asidin bu ortamdaki ¢oziiniirliigli incelenmistir. Bu amagla 50 mL’lik flakonlara agir1
miktarda azelaik asit tartilmis, iizerine 4mM pH 7.4 fosfat tamponu:etanol (50:50)
karisimindan 10 mL eklenmistir. Flakonlarin agzi lastik tipa ve aliiminyum kapaklar

ile sikica kapatilmistir. 37°C sicakliktaki su banyosunda, 80 devir/dk hizda yatay
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calkalayicida farkli siirelerde (1, 5, 10 ve 12. saat) tutulmustur. Her saat i¢in 3
ornekle calisilmis ve ornekler 0.45 um’lik filtrelerden siiziildiikten sonra HPLC ile

A=210 nm’de elde edilen pik alanlarindan yola ¢ikilarak ¢oziiniirliik tespit edilmistir.

2.2.1.7. Erime Derecesi Tayini

Azelaik asidin erime derecesi, Thomas Hoover kapiller erime tayini cihazi ile

tayin edilmistir.

2.2.2. Formiilasyon Calismalari

Azelaik asidin, ilag¢ tasiyict sistemlerden biri olan sivi kristal sistemler i¢ine
hapsedilmesi  amaglanmis ve  buna  yonelik formiilasyon  caligsmalari
gerceklestirilmistir. Bu amacla, lamellar sivi kristal, lamellar siv1 kristal emiilsiyon
sistemi ve lamellar sivi kristal yagl sisteminin yanisira, Y/S emiilsiyonu da

calisilmigtir.

2.2.2.1. On Formiilasyon Cahsmalari

Makroskobik ve mikroskobik goriiniim, stabilite ve kozmetik kabul
edilebilirlik agisindan uygun sivi kristal formiilasyonlarinin hazirlanmasi amaciyla,
on formiilasyon c¢alismalari yapilmistir. On formiilasyon ¢alismalar1 sirasinda
kullanilan yiizey etkin maddeler; gliseril monooleat, Brij 96, Brij 96V, Brij 72 ve
Brij 721P , yaglar; susam yagi, izopropil miristat ve sivi parafindir. Yiizey etkin
madde olarak gliseril monooleat ve yag fazi olarak susam yaginin kullanildigi
formiilasyonlarda faz ayrimu gozlenmis olup stabil formiilasyonlar elde
edilememistir. Bu nedenle, lamellar siv1 kristaller ile ilgili literatiirler incelenmis ve
literatiirde Brij serilerinden Brij 96, Brij 96 V ve Brij 97 nin siv1 kristal olusturmak
icin uygun yiizey etkin maddeler oldugu belirtilmistir. Makai ve arkadaslar1 [26, 123]
sivt parafin/Brij 96 V/gliserol/su ve sivi parafin/Brij 96/gliserol/su sistemleri
kullanilarak stabil lamellar sivi kristaller olusabildigini gostermislerdir. Wang ve

arkadaslar ise yaptiklari ¢alismada [124] izopropil miristat/Brij 97/su, oleik asit/Brij
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97/su ve geraniol/Brij 97/su sistemlerini kullanmiglar ve bu sistemler kullanilarak
lamellar (La), hekzagonal (Hyy) ve kiibik (Fd3m) s1v1 kristal fazlar olusturulabildigini
gostermiglerdir. Bu calismalar 1s18inda, ylizey etkin madde olarak, literatiirde
tizerinde c¢ok fazla calisilmamis olan ve liyotropik sivi kristal olusturma

potansiyeline sahip, Brij 721 P ve Brij 72’nin kullanilmasina karar verilmistir.

Caligmalar sirasinda sivi parafin/ Brij721P: Brij 72/ su li¢lii sistemi se¢ilerek,
farkli Brij 721P :Brij 72 oranlarn olarak 3:1 ve 3:2 (a/a) denenmistir. Ardindan
hazirlanan formiilasyonlar polarize 11k altinda, olusan sivi kristal fazlar yapilarina,
olusan fazin yogunluguna ve homojenligine gore incelenerek en uygun

formiilasyonlar secilmistir.

2.2.2.2 Formiilasyonlarda Kullanilan Yiizey Etkin Maddeler

e Brij 721 P

Brij 721 P, iyonik olmayan bir yiizey etkin madde olup, polietilen (21) stearil
eter yapisindadir. HLB degeri 15.5’tur. Brij 721 P kremlerde, losyonlarda,
aeresollerde ve antiperspiran tiriinlerde siklikla kullanilan bir yiizey etkin maddedir.
Brij 721 P iyonik olmayan yapisindan dolayi, bir ¢ok formiilasyonun igeriginde
bulunmakta ve genis bir pH araliginda kullanilabilmektedir. HLB degeri olarak
15.5’ten daha diisik HLB degerlerinin elde edilmesi i¢in daha diisitk HLB degerine
sahip yiizey etkin maddelerle karisimlar: kullanilir. Bu amagla genellikle Arlamol E
veya Brij 72 ile birlikte kullanilmaktadir. Bu ylizey etkin maddelerle birlikte
kullanildiginda, siv1 kristal faz olusturma potansiyeline sahiptir [125]. Literatiirde,
Brij 721 P ile yapilan galigmalar incelendiginde, Brij 721 P’nin Y/S kremi [126] ve
giinesten koruyucu krem [127] formiilasyonlarinda bulundugu ve formiilasyonun
ozelligine gore %1-5 araliginda kullanildig1 goriilmektedir. Bu ¢alismada da Brij 721
P lamellar sivi kristal olusturma potansiyeli nedeniyle yiizey etkin madde olarak

secilmistir.
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e Brij 72

Brij 72, iyonik olmayan bir yiizey etkin madde olup, polioksietilen (2) stearil
eter yapisindadir. HLB degeri 4.9’dur.  Brij 72 kremlerde, losyonlarda ve
antiperspiran tiriinlerde Brij 721P ile birlikte siklikla kullanilan bir yiizey etkin
maddedir. HLB degeri diisiik oldugundan, S/Y emiilsiyonlar1 i¢in uygun bir yiizey
etkin maddedir. Brij 721P ile kullanildiginda sivi kristal olusturma potansiyeline
sahiptir [125].

Literatiirde, Brij 72, HLB degeri yiiksek yiizey etkin maddelerle birlikte
kullanilarak, Y/S emiilsiyonu [126], nanopartikiiller [128] ve giinesten koruyucu
[129] formiilasyonlar hazirlanmistir. Bu c¢alismada da Brij 72, Brij 721 P ile

kullanilarak, siv1 kristal sistemler hazirlanmas1 amaglanmistir.

2.2.2.3. Ucgen Faz Diyagram Calismalar

Ucgen faz diyagramlari, iic veya dort bilesenli farmasotik sistemlerin
formiilasyonu asamasinda kullanilan sistemlerdir. Bu bilesenler arasinda, yag fazi, su
faz1 ve yiizey etkin madde bulunmaktadir. Lamellar sivi kristallerde genellikle

dordiincii faz olarak yardimci yiizey etkin madde de bulunabilmektedir.

Bilesenlerden biri yag fazi olan sivi parafindir. Bir diger bilesen olan ylizey
etkin madde Brij 721P ve yardimei yiizey etkin madde Brij 72°dir. Dordiincti bilesen
sudur. Yapilan 6n formiilasyon ¢alismalar1 sirasinda, optimum formiilasyonun elde
edilebilmesi i¢in, farkli Brij 721P:Brij 72 oranlar1 denenmistir. Brij 721P:Brij 72
oraninin 3:1 ve 3:2 oldugu iiggen faz diyagramlari olusturulmustur (Sekil 2.1 ve

2.2).

Uggen faz diyagramlarinda olusan fazlar igin ayr1 ayr1 bolgeler belirlenmistir.
Yiizey etkin madde:yardime1 ylizey etkin madde orani belirlendikten sonra Oncelikle

10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20 ve 90:10 oranlarinda yiizey
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etkin madde ve yag fazi karisimi hazirlanmis ve daha sonra karisima su ilave edilerek
ticgen faz diyagrami olusturulmustur. Fazlarin olustugu bolgelerin sinirlart

belirlenerek bolgeler adlandirilmigtir.

S Parafin

B721P:B72

Su

Sekil 2.1. Yiizey etkin madde:yardimci yiizey etkin madde oraninin 3:1 oldugu
ticgen faz diyagrami (A=lamellar siv1 kristal yaglh sistemi bolgesi, B=emiilsiyon

bolgesi, C=lamellar siv1 kristal bolgesi)
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Sivi Parafin

Su

B721P:B72

Sekil 2.2. Yiizey etkin madde:yardimci yiizey etkin madde oraninin 3:2 oldugu
licgen faz diyagrami (A=lamellar siv1 kristal yagh sistemi bolgesi, B=emiilsiyon

bolgesi, C=lamellar siv1 kristal bolgesi)

Hazirlanan iiggen faz diyagramlar incelendiginde Brij 721 P:Brij 72
oraninin 3:1 oldugu {iggende, daha genis lamellar siv1 kristal, lamellar siv1 kristal
yagh sistem ve emiilsiyon bolgeleri elde edilmistir. Bu nedenle, sonraki ¢aligmalar
icin Brij 721P:Brij 72 oraninin 3:1 oldugu {iggen faz diyagrami sec¢ilmistir (Sekil
2.1).

Bu {iggen faz diyagraminda, belirlenen emiilsiyon ve lamellar siv1 kristal faz
bolgelerinden secilen noktalar hazirlanarak, homojen ve stabil lamellar siv1 kristal
(LSK), lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemi (LSK-ES), lamellar siv1 kristal yagh
sistemi (LSK-YS) ve Y/S emiilsiyonu (Y/S E) se¢ilmistir.
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2.2.2.4. Lamellar Siv1 Kristal (LSK), Lamellar Sivi Kristal Emiilsiyon (LSK-ES)
Sistemi, Lamellar Sivi Kristal Yagh Sistemi (LSK-YS) ve Y/S Emiilsiyonu (Y/S
E)

On formiilasyon ¢alismalar1 sonucunda uygun bulunan ve incelemeye alinan

formiilasyonlar ve bunlarin bilesenlerinin oranlar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Lamellar s1v1 kristal, lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemi, lamellar sivi

kristal yagli sistemi ve Y/S emiilsiyonu bilesenleri

Formiilasyon | Sivi Parafin | Brij 721P:Brij 72 Su Mikroskobik
Kodu (3:1) goriniim

LSK 0 30 70 Lamellar s1vi1 kristal
LSK-ES 6 31 63 Lamellar siv1 kristal

emiilsiyon sistemi

LSK-YS 70 30 0 Lamellar sivi kristal

yagl sistemi

Y/S-E 40 10 50 Emiilsiyon

2.2.2.5 Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Secilen formiilasyonlar Csoka ve arkadaslarimin [130] gelistirdigi metodun
modifikasyonu ile hazirlanmistir. Formiilasyonlarda farkli oranlarda yag, su ve yiizey

etkin madde kullanilmistir. Formiilasyonlar asagidaki sekilde hazirlanmastir.

Etkin madde igermeyen lamellar sivi kristal formiilasyonun hazirlanmasi igin,
gerekli miktarda yilizey etkin madde ve yardimci ylizey etkin madde bir behere
tartilarak agzi1 parafilmle kapatilmistir. Gerekli miktarda ultra saf su, flakona
tartilarak agzi kauguk tipayla kapatilmistir. 70°C’ye 1sitilmis su banyosunda yiizey
etkin madde karisimi ve su fazi ayri ayr 1sitilarak termometreyle sicaklik kontrol

edilmistir. Sonra gerekli miktarda ultra saf su, plastik damlalik yardimiyla yiizey
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etkin madde karisimina eklenmis ve su banyosundaki manyetik karistiric1 ile 600

rpm’de karigtirilmistir.

Etkin madde icermeyen Y/S emiilsiyonu ve lamellar siv1 kristal emiilsiyon
sisteminin hazirlanmasi i¢in, gerekli miktarda yag, ylizey etkin madde ve yardimci
ylzey etkin madde bir behere tartilarak agzi parafilmle kapatilmistir. Gerekli
miktarda ultra saf su, flakona tartilarak agz1 kauguk tipayla kapatilmigtir. 70°C’ye
1sitilmig su banyosunda yag, yiizey etkin madde karisimi ve su fazi ayri ayri 1sitilarak
termometreyle sicaklik kontrol edilmistir. Sonra gerekli miktarda ultra saf su, plastik
damlalik yardimiyla yag ve ylizey etkin madde/yardimci yiizey etkin madde
karisimina eklenmis ve su banyosundaki manyetik karistirict ile 600 rpm’de

karistirilmastir.

Etkin madde igcermeyen lamellar s1v1 kristal yagli sisteminin hazirlanmasi i¢in
ise, gerekli miktarda yag, ylizey etkin madde ve yardimci ylizey etkin madde bir
behere tartilarak agzi parafilmle kapatilmistir. 70°C’ye 1sitilmis su banyosunda sivi
parafin ve ylizey etkin madde karisimi 1sitilarak termometreyle sicaklik kontrol
edilmistir. Karisim, su banyosundaki manyetik karistirict ile 600 rpm’de
karistirllmistir.  Hazirlanan karisimlar su banyosundan alindiktan sonra, oda

sicakligina soguyana kadar manyetik karistiricida karistirilmstir.

Azelaik asit konsantrasyonu saptanirken, etkin maddenin, gelistirilen lamellar
stvi kristal ve emiilsiyon sistemleri iginde ¢Oziinmesi amaglanmistir. Literatiirde,
azelaik asit iceren formiilasyonlarda kullanilan 9%0.2-6.4 araligindaki diisiik
konsantrasyonlar g6z Oniinde bulundurularak [119,120,131], azelaik asit

konsantrasyonu tiim formiilasyonlar i¢in %1 olarak saptanmistir.

Etkin madde igeren formiilasyonlar hazirlanirken, etkin maddenin suda
¢Oziiniirliigli az oldugundan etkin madde yag fazina eklenmis ve yukarida etkin
madde igermeyen formiilasyonlar icin belirtilen hazirlama yontemi aynen
uygulanmistir. Hazirlanan formiilasyonlar bir gece boyunca 25°C’deki su

banyosunda bekletirlerek sistemlerin dengeye gelmesi saglanmistir. Hazirlanan
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preparatlar 24 saat sonra polarizan mikroskop altinda incelenmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda sivi kristal faz bolgeleri belirlenmis olup makroskobik ve

mikroskobik agidan en iyi sonucu veren formiilasyonlar belirlenmistir.

2.2.2.6. Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Calismalar

e Makroskobik inceleme

Hazirlandiktan sonra 25 °C’de su banyosunda saklanan formiilasyonlarin

goriiniisi, rengi, kivami ve faz ayrilmasi olup olmadig incelenmistir.

e Emiilsiyon Tipi Tayini ve Makroskobik Inceleme

Metilen mavisi ¢ozeltisi ile boyanan Y/S emiilsiyonu, mikroskop ile incelenerek

tip tayini yapilmstir.

e Mikroskobik inceleme

Etkin madde igeren ve igermeyen sivi kristal fazlarin kendilerine o0zgii
karakteristik renkli yapilar1 Leica DM EP polarizan 1s1k mikroskobuyla incelenerek
stv1 kristal faz yapilar aydmlatilmistir [26,31,132].

e Reolojik Inceleme

Etkin madde iceren ve icermeyen lamellar sivi kristal , lamellar sivi kristal
emiilsiyon, lamellar siv1 kristal yagl sistemlerinin ve Y/S emiilsiyonunun reolojik
ozelliklerinin belirlenmesi icin yapilan osilasyon 6lciimleri Hacettepe Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Kimya Bolimii, Polimer Kimyast Anabilim Dali’nda
gerceklestirilmistir. Lineer viskoelastik bolgenin belirlenmesi ig¢in, sabit 1 Hz
frekansta, ve 30+0.05 °C sicaklikta, 0-30 Pa aralifinda, HAAKE MARS Reometre
ile calisilmigtir. Lineer viskoelastik bdlge belirlendikten sonra, belirlenen bolgede

sabit kayma geriliminde (6 Pa), 0.1-100 Hz araliginda, saklama modulusu (G’) ve
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kayip modulusu (G’’) ol¢limleri yapilmistir. Tiim formiilasyonlar i¢in yapilan

Olgtimler, tekrarli 3 6l¢limiin ortalamasi alinarak ifade edilmistir.

e Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)

Azelaik asit, Brij 72, Brij 721P ve Brij 721P:Brij 72 (3:1) karisimi, %1 (a/a)
azelaik asit iceren ve igermeyen lamellar sivi kristal, lamellar siv1 kristal emiilsiyon,
lamellar siv1 kristal yagl sistemlerinin ve Y/S emiilsiyonunun termal davranisinin
incelenmesi icin DSC caligmalar1 yapilmistir. Olgiimler, DSC Q100 (TA
Instruments, USA) cihazi ile 10 °C.dk "' 1sitma hizinda, 20 — 200 °C araliginda
yapilmistir. Etkin madde aliiminyum kaba, diger 6rnekler ise alliminyum hermetik
kaba (5 — 10 mg) tartildiktan sonra kaplar preslenerek kapatilmistir. Referans olarak
bos aliiminyum ve aliiminyum hermetik kaplar kullanilmistir. Sicakliktaki artisa

bagli olarak 6rneklerde meydana gelen 1s1 degisimi Sl¢lilmiistiir.
2.2.3. In Vitro Sahm Calismalar1

In vitro salim ¢alismalarinda azelaik asidin, lamellar s1v1 kristal, lamellar s1v1
kristal emiilsiyon sistemi, lamellar siv1 kristal yagli sistemi ve Y/S emiilsiyonundan

salimi1 incelenmistir.
2.2.3.1. Difiizyon Aygiti

Salim c¢aligmalarinda kullanilan Franz diflizyon hiicreleri inert camdan
yapilmis dondr bolme ve reseptdr bolme olmak iizere iki bolmeden olugmaktadir.
Reseptor bolmenin hacmi 10 mL olup difiizyon alam 2.5cm” dir. Yan kisimdan
yukari1 dogru uzanan 6rnek alma kolu bulunmaktadir. Selofan zar reseptér bélmenin
acik olan iist kismina yerlestirilir. Silifli camdan yapilmis olan dondr bdlmenin
yerlestirilmesi ile, selofan zar, dondr ve reseptdr bolmeler arasinda metal yaylar ile
sikigtirilir. Reseptor ortamdaki difiizyon ortami manyetik karistirict ile 600 rpm’de
karistirilir. Diflizyon hiicreleri, dondr bolme oda sicakliginda ve reseptér bdlme

tamamen su banyosuna dalacak sekilde 37°C’lik su banyosuna yerlestirilir.
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2.2.3.2. Difiizyon Ortaminin Hazirlanmasi

Salim deneylerinde kullanilacak difiizyon ortami se¢ilmeden once, literatiirde
azelaik asit ile yapilan salim ¢aligmalar1 incelenmistir. Yapilan c¢alismalarda farkli
ortamlar kullanildig1 goriilmiistiir. Gasco ve arkadaslarinin [119], azelaik asit (%6.4,
a/a) igeren mikroemiilsiyonlardan yaptiklar1 bir ¢aligsmada, salim ortami1 olarak 0.1 M
pH 7.0 tamponu kullanmislardir. Peira ve arkadaslar1 [131] ise mikroemiilsiyondan
azelaik asit (%1, a/a) ve sodyum tuzunun salimini incelemisler ve salim ortami
olarak ise su:propilen glikol (50:50) kullanmiglardir. Azelaik asidin etozom ve
lipozomlardan saliminin incelendigi bir baska ¢alismada, salim ortami olarak
izotonik Palitzsch tamponu:etanol (70:30) karisimi kullanilmistir [120].Azelaik
asidin sudaki dispersiyonu ve azelaik asit-hidroksipropil-p-siklodekstrin inkliizyon
kompleksinden salimin incelendigi bir baska c¢alismada ise salim ortami olarak pH
7.4 tamponu kullanilmastir [133]. Sintov ve arkadaslar1 [122] etil salisilat ve azelaik
asit igceren TU-2100 adli bir bilesik gelistirmis ve bunun salimmi, pH 7.4 fosfat
tamponu:etanol (50:50) ortaminda incelemislerdir. Yapilan c¢oziiniirlik deneyi
sonucunda, 4 mM pH 7.4 tamponu: etanol (50:50) ortami sink kosulu sagladigi
icin uygun salim ortami olarak bulunmus ve azelaik asit (%1, a/a) iceren

formiilasyonlarin salim deneyleri bu ortamda yapilmustir.

2.2.3.3. Salim Deneylerinin Yapilmasi

Salim deneylerinde, difiizyon hiicrelerinin i¢lerinde manyetik balik bulunan
reseptor bolmelerine %50 pH 7.4 fosfat tamponu, %50 etanol igeren ¢ozelti
doldurulmustur. Reseptér bdlmenin iizeri, bir gece Onceden distile su iginde
slatilarak sisirilen selofan zar ile hava kalmayacak sekilde kapatilmistir. Dondr
bolmenin {izerine reseptdr bdlme yerlestirilmis ve selofan zarin sabit durmasini
saglamak amaciyla yay sistemi kullanilarak sabitlenmistir. Franz diflizyon
hiicrelerinin 6rnek alma koluna Chiba igneleri yerlestirilmistir. Daha sonra,
hazirlanan Franz diflizyon hiicreleri sicakligr 37°C’ye ayarlanmig su banyosundaki

cok noktali manyetik karistirici {lizerine kurulan pleksiglas yuvalara yerlestirilir.
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Diflizyon ortami i¢in karistirma hizi 600 rpm olarak ayarlandiktan sonra sistem

dengeye gelene kadar bekletilmistir.

lg formiilasyon Ornegi reseptor bolme ile donér bolme arasinda bulunan
selofan zarin iizerine homojen bir sekilde yayilmistir. Salim c¢alismalarinda kor
olarak etkin madde igermeyen formiilasyonlar kullanilmistir. 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 8 ve 12. saatlerde 6rnek alma kolundaki Chiba igneleri yardimiyla 1 mL 6rnek

alinmis ve yerine ayni miktarda ve ayni sicakliktaki difiizyon ortami ilave edilmistir.

2.2.3.4. Miktar Tayini

Alman orneklerdeki azelaik asit miktari, UV dedektor kullanilarak HPLC’de
A=210 nm’de elde edilen pik alanlarindan yararlanilarak yapilmistir. Elde edilen pik
alanlarmin degerleri kalibrasyon denkleminde yerine konarak konsantrasyon

degerleri hesaplanmis ve zamana kars1 salinan miktar hesaplanmistir.

2.2.3.5. Salim Siiresince Azelaik Asidin Stabilitesinin incelenmesi

Salim siiresince etkin maddenin stabil olup olmadig1 %50 pH 7.4 fosfat
tamponu, %50 etanolden olusan difiizyon sistemi i¢inde yiiksek (800 pg/mL)
konsantrasyonda azelaik asit i¢eren ¢ozeltilerde incelenmistir. Hazirlanan azelaik asit
coOzeltileri, salim deneylerinde kullanilan Franz difiizyon hiicrelerinin reseptor
bolmesine konarak in vitro salim deneyi kosullarinda bekletilip belirli zaman
araliklarinda (0, 1. 5, 10 ve 24. saatlerde) ornek alinarak azelaik asit miktari

HPLC’de tayin edilmistir.

2.2.3.6. Formiilasyonlarin Stratum Korneum ile Etkilesiminin DSC ile

Incelenmesi

Etkin madde icermeyen lamellar sivi kristal sistem, lamellar sivi kristal
emiilsiyon sistemi, lamellar siv1 kristal yagl sistemi ve Y/S emiilsiyonunun deri ile

etkilesiminin incelenmesi i¢cin DSC ¢alismalar1 yapilmistir.
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Deri ile etkilesimin incelenmesinde kullanilan insan karin derisi Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Anabilim Dali tarafindan
yapilan abdominoplasti (karin gerdirme) ameliyatindan alindiktan sonra
temizlenerek -20°C’de saklanmistir. Deri, kullanilmadan once +4°C’de 24 saat
bekletilmis ve daha sonra gerekli miktarda deri, bistliri yardimiyla kesilmistir.
Epidermisi ayirmak i¢in kesilen deri 60°C’lik sicak suda 2 dakika tutulmustur. Elde
edilen epidermis distile suyla yikandiktan sonra, silika jel iceren desikatorde, 12 saat
kurutulmus ve iizerinde herhangi bir kesik ya da delik olup olmadig1 incelenmistir.
Hazirlanan epidermis 6rnegi, 12 saat boyunca %0.1°lik tripsin ¢ozeltisinde dermal
kisim alta gelecek sekilde bekletilmistir. Elde edilen stratum korneum tabakasi,
distile suyla yikandiktan sonra, asir1 doymus potasyum siilfat ¢ozeltisi icerisinde 3
giin boyunca bekletilerek hidrate edilmistir. Daha sonra stratum korneum tabakalari,
%20 — 25 hidrasyon elde edebilmek i¢in Whatman No:1 filtre kagidi ile
kurutulmustur [75]. Elde edilen stratum korneum oOrneginden yaklagik 15 mg,
aliminyum hermetik kaplara alinmis ve dengeye gelmesi igin yarim saat

bekletilmistir.

2.2.4. Stabilite Calismalar

Etkin madde icermeyen lamellar sivi kristal sistem, lamellar sivi kristal
emiilsiyon sistemi, lamellar siv1 kristal yagl sistemi ve Y/S emiilsiyonu {izerinde
25°C’de stabilite ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Sicakligi 25°C’de sabitlenmis su
banyosunda saklanan formiilasyonlar dayaniklilik acisindan incelenmistir. Bu
caligmalar, makroskobik ve mikroskobik incelemeler olmak {izere iki grupta
yuritilmustir.Belirtilen kosulda, 0, 1, 7, 30 ve 180 giin bekletilen lamellar sivi
kristal sistem, lamellar sivi kristal emiilsiyon sistemi, lamellar sivi kristal yaglh
sistemi ve Y/S emiilsiyonunda renk, kivam ve homojenlik ac¢isindan degisim olup
olmadig1, mikroskobik yapisinda degisiklik olup olmadig1 ve faz ayrimina ugrayip

ugramadigi incelenmisgtir.
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2.2.5. Bulgularin Istatistiksel olarak Incelenmesi

Deney bulgularinin ortalamalari, standart sapma veya standart hata ile birlikte
verilmigtir. HPLC yontem validasyonu calismalarinda giinler arasindaki farkin
incelenmesi, ¢oziiniirlikk ¢caligmalari, in vitro salim deneyleri ve reolojik ¢alismalarda
once Kruskal Wallis tek yonlii varyans analizi ile gruplar arasinda fark olup olmadigi
aragtirtlmis ve daha sonra ise, Mann-Whitney U testi kullanilarak hangi gruplar
arasinda fark oldugu incelenmistir. Salim siiresince etkin maddenin stabilitesinin

incelendigi deneyde ise, tek yonliit ANOVA testi kullanilmistir.
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3. BULGULAR

Calismada elde edilen bulgular bes ana baslik altinda toplanmis olup; birinci
boliimde azelaik aside ait fizikokimyasal bulgular verilmistir. Ikinci béliimde
formiilasyon caligmalar1 ve formiilasyonlar {izerinde yapilan incelemelerin sonuglari
bulunmaktadir. Ugiincii béliimde, in vitro salim deneyleri, dérdiincii boliimde
formiilasyonlarin deri ile etkilesiminin incelendigi DSC ¢alismalari, besinci boliimde

ise fiziksel dayaniklilik ¢aligmalarinin sonuglar verilmistir.

3.1. Azelaik Asidin Fizikokimyasal Ozellikleri

Azelaik asidin FTIR ve UV spektrumlari ¢ekilmis, kalibrasyon dogru denklemi
hesaplanmis ve analitik validasyon ¢alismalart gergeklestirilmistir. Etkin maddenin

¢Oziinilirliigli ve erime derecesi de belirlenmistir.

3.1.1. FTIR Spektrumu

Bolim 2.2.1.1.°de anlatildigi gibi azelaik asidin potasyum bromiirle 10 t/cm?
basingta hazirlanmis %1 diskleri kullanilarak ¢ekilen FTIR spektrumunda maddenin
yapisma 6zgii, 3000 cm™ civarinda, C-H gerilim bantlarinin yaninda genis bir H
gerilim piki gozlenmistir. 1699 cm™ civarinda, dimer molekiiliin asimetrik karbonil
(C=0) gerilim piki gbzlenmistir. C-O gerilim piki ise 1300 cm’ civarinda
gozlenmektedir. Asimetrik karbonil gerilme titresimi 1699 cm™’de gozlenmistir.
1469, 1434 ve 1409 cm™’de gozlenen CH, egilme pikidir. C-O gerilmesi ise
1300 cm™’de gozlenmistir. OH diizlem i¢i frekans1 1410 — 1435 diizlem dis1 frekansi
ise 927 cm™’de gozlenmektedir. Alinan tiim sinyaller literatiir ile uyumludur [133]

(Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Azelaik aside ait (a) 6rnek (b) referans FTIR spektrumu [134].
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3.1.2. UV Spektrumu

Bolim 2.2.1.2°de anlatildign gibi azelaik asidin UV spektrumu, %]1°lik
cozeltisi ¢ozeltisi kullanilarak 10 mM amonyum asetat iceren ve pH’st 5.0£1.0°¢e
getirilmis metanol:su (2:3) sisteminde A=200 — 400 nm araliginda cekilmistir.
Azelaik asidin metanol:su (10mM amonyum asetat, pH=5.0) HPLC mobil faz
sisteminde hazirlanan ¢ozeltisi 210 nm’de karakteristik bir pik vermektedir (Sekil
3.2) . UV spektrumundan elde edilen veri Mansour ve arkadaglarinin ¢aligmasindan

elde edilen veriyle uyumludur [121].
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Sekil 3.2. Azelaik asidin %]1’°lik ¢6zeltisinin metanol:su (10 mM amonyum asetat,

pH=5.0) mobil faz sistemindeki UV spektrumu
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3.1.3. Kalibrasyon Dogrusu

Azelaik asidin, metanol:su(10mM amonyum asetat, pH=5.0) mobil faz
sistemindeki kalibrasyon dogrusu Boliim 2.2.1.3’de agiklandig1 gibi HPLC’de elde
edilmistir. Hazirlanan farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerden hareketle, azelaik asit
icin kalibrasyon dogrusu ¢izilmis ve dogrularin denklemi dogrusal regresyonla
bulunmus ve dogrusaliktan ayrilis 6nem kontrolii yapilarak, dogrusalliktan ayrilisin

onemsiz oldugu bulunmustur (Sekil 3.3).

2000000 -
y = 1551,8x - 5615,2
R? = 0,9998
1500000
1000000

Pik Alani

500000 -
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-500000 -
Konsantrasyon (ug/mL )

Sekil 3.3. Azelaik asidin metanol:su (10mM amonyum asetat, pH=5.0) mobil faz

sistemindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi (n=6)
3.1.4. Analitik Yontem Validasyonu
Azelaik aside ait miktar tayini yontemi dogrusallik, kesinlik, 6zglinliik,

dayaniklilik agisindan incelenmistir. Bu boliimde azelaik asidin kalibrasyon dogrusu

icin yapilan analitik yontem validasyonu sonuglar1 verilmektedir.
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3.1.4.1. Dogrusallik

Bolim 2.2.1.4°de aciklandigr gibi etkin maddenin, metanol:su (10mM
amonyum asetat, pH=5.0) c¢oziicii sistemindeki kalibrasyon dogrusu konsantrasyona
kars1 elde edilen pik alanlariyla hesaplanmis ve tanimlayicilik katsayist R* = 0.9998
bulunarak denklemin dogrusallig1 gosterilmistir (Sekil 3.3).

3.1.4.2. Kesinlik

Tekrar Edilebilirlik

Azelaik asidin 40 pg/mL ve 800 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan
cozeltilerinin HPLC’de analiz edilmesi sonucunda elde edilen azelaik aside ait pik
alanlarn HPLC’de 210 nm dalga boyunda 6 ayr1 kez olgiilmesinden hareketle
hesaplanan etkin madde konsantrasyonlarindan X, SH ve VK hesaplanmis ve
sonuglar Tablo 3.1°de verilmistir. VK %?2’den kii¢lik oldugu i¢in yontemin tekrar

edilebilir oldugu saptanmustir.

Tablo 3.1. Azelaik asidin, metanol:su(10mM amonyum asetat, pH=5.0) mobil faz
sistemindeki 40 pg/mL ve 800 pg/mL konsantrasyonlar i¢in tekrar edilebilirlik

sonuclar1 (n=6)

Ornek Pik alam Konsantrasyon XortE SH VK (%)
(A=210 nm) (ng/mL)
40 pg/mL 60214 42.42
59065 41.68
60149 42.38
59943 42.25 42.17+0.13 0.76
59359 41.87
60248 42.44
800 pg/mL 1229724 796.07
1238132 801.49
1233733 798.65
1230480 796.56 798.57+1.17 0.36
1229770 796.10
1239831 802.58
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Tekrar Elde Edilebilirlik

40 pg/mL ve 800 pg/mL c¢ozeltiler, aynmi stoktan 6 kez ayr1 ayr1 hazirlanarak
¢ozeltilerin pik alanlart HPLC ile A = 210 nm’de Sl¢iilmiistiir. Ayni stoktan hareketle
hazirlanan, 6 adet ayni konsantrasyonda ¢ozeltinin HPLC’de analiz edilmesi sonucu
azelaik aside ait pik alanlar 6l¢iilerek X, SH ve VK hesaplanmis ve sonuglar Tablo
3.2’de verilmistir. VK’nin %2’den kii¢iik olmasi yontemin tekrar elde edilebilir

oldugunu gostermistir.

Tablo 3.2. Azelaik asidin, metanol:su(10mM amonyum asetat, pH=5.0) mobil faz
sistemindeki 40 pg/mL ve 800 pg/mL konsantrasyonlar i¢in tekrar elde edilebilirlik

sonuclari (n=6)

Ornek Pik alam Konsantrasyon XortE SH VK (%)
(A=210 nm) (ng/mL)

40 pg/mL 59975 42.27
59065 41.68
60350 42.51

59943 42.25 42.17+0.13 0.77
59359 41.87
60248 42.44
800 ng/mL 1228986 795.59
1233210 798.32
1229886 796.17

1230603 796.64 797.80£1.03 0.32
1231970 797.52
1239831 802.58

3.1.4.3. Ozgiinliik

Boliim 2.2.1.4°de agiklandigi gibi, formiilasyona giren yardimecir maddelerin
200 — 400 nm araliginda azelaik asidin absorbans verdigi dalga boyunda herhangi bir
pik verip vermediginin test edilebilmesi i¢in azelaik asit igermeyen bos sivi kristal
formiilasyonlar metanol:su (10mM amonyum asetat, pH=5.0) ¢dziicii sisteminde ve
pH 7.4 fosfat tamponu:etanol (50:50) sisteminde HPLC ile analiz edilmis ve

210 nm’de herhangi bir absorbans vermedigi saptanmustir.
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3.1.4.4. Teshis Siir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)

Kullanilan miktar tayini yontemi icin, boliim 2.2.1.4’de agiklandig1 sekilde,
LOD ve LOQ degerleri sirastyla 20 ve 5 pg/ mL olarak bulunmustur.

3.1.4.5. Dayamkhhk

Azelaik asidin disiik (40 pg/mL) ve yiiksek (800 pg/mL) konsantrasyonda
hazirlanan ¢o6zeltileri, etkin maddenin dayamikli oldugunun gdsterilmesi igin
incelenmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerin, hazirlandiklar anda, 1., 5., 10. ve 24. ve 48.
saatlerde HPLC’de yapilan analizi sonucunda elde edilen pik alanlar1 hesaplanmis ve
elde edilen sonuglar konsantrasyona c¢evrilmistir. Bdylece konsantrasyondaki
degisim bir giin siliresince incelenmis; zamana karsi konsantrasyon farklar
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05). Bu sonuglar dogrultusunda,
azelaik asidin HPLC’de analiz edildigi slire boyunca metanol:su(10mM amonyum

asetat, pH=5.0) ¢oziicii sisteminde dayanikli oldugunu gostermektedir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Azelaik asidin metanol:su(10mM amonyum asetat, pH=5.0) mobil faz
sistemindeki dayaniklilig1 (n=6)

Zaman | Konsantrasyon | Hesaplanan Konsantrasyon (ng/mL) VK (%)

(saat) (ng/mL) Xort = SH
0 40 43.39+ 0.18 1.01
1 40 42.89+ 0.21 1.22
5 40 42.93+ 0.32 1.83
10 40 41.97+ 0.42 245
24 40 41.80+ 0.32 1.91
48 40 43.39+ 0.25 1.44
0 800 809.12+ 0,43 0.13
1 800 809.42+ 1.13 0.34
5 800 809.87+ 0.44 0.13
10 800 808.63+ 1.00 0.30
24 800 810.70+ 0.80 0.24
48 800 808.67+ 0.45 0.14

3.1.5. Coziniirliik Tayini

Boliim 2.2.1.5°de anlatildigr gibi 5, 8 ve 12 saat boyunca yapilan ¢oziiniirlitk
calismalarindan elde edilen bulgular Tablo 3.4’te gosterilmektedir. 5, 8 ve 12. saatler
sonunda elde edilen ¢oziintirliik verileri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur (p>0.05). Azelaik asidin, salim ortami olarak belirlenen pH 7.4 fosfat
tamponu:etanol (50:50) ortamindaki maksimum ¢Ozlniirliigli 12. saat sonunda

120.40 £0.13 mg/mL olarak saptanmistir.
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Tablo 3.4. Azelaik asidin 4 mM pH 7.4 fosfat tamponu:etanol (50:50) salim

ortamindaki ¢oziiniirliik testi sonucu (n=3)

Zaman Pik alam Konsantrasyon (ng/mL) Coziiniirlik (mg/mL)
(saat) (dil. 1/200) Xort = SH

5 836396 579.36 115.8740.44
849045 588.01 117.60+0.23

853705 591.19 118.24+0.13

873374 604.64 120.93+0.22

8 873048 605.03 121.01+0.32
872187 603.83 120.77+0.41

12 867518 600.64 120.13£0.15
862793 59741 119.48+0.21

878267 607.99 121.60+0.20

3.1.6 Erime Derecesi Tayini

Azelaik asidin erime derecesi 106+£0.5°C olarak tayin edilmistir (n=6). Bu

bilgi literatiirde verilen 106-109°C araligina uygundur [81,82].
3.2. FORMULASYON CALISMALARI
3.2.1. Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Incelemeler
Hazirlanan lamellar siv1 kristal sistem, lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemi,

lamellar siv1 kristal yagl sistemi ve Y/S emiilsiyonu iizerinde makroskobik ve

mikroskobik incelemeler, reolojik inceleme ve DSC g¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.
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3.2.1.1. Makroskobik incelemeler

Bolim 2.2.2.6.°da  belirtilen formiilasyonlar iizerinde makroskobik
incelemeler gerceklestirilmistir. Makroskobik incelemeler sonucunda,
formiilasyonlardan, Y/S emiilsiyonunun beyaz renkte, diger formiilasyonlarin ise
kirik beyaz renkte oldugu gozlenmistir. Azelaik asit igeren preparatlarin ise

renklerinin beyaz oldugu gézlenmistir.

Formiilasyonlar, kivam acisindan incelendiginde ise, formiilasyonlarin
hepsinin yar1 kati krem kivaminda oldugu gozlenmistir. Hazirlanan

formiilasyonlardan hig¢ birinde faz ayrimi gerceklesmemistir.

3.2.1.2. Mikroskobik incelemeler

Siv1 kristal formiilasyonlarin lamellar sivi kristal 6zelligi ve Y/S emiilsiyonu
Leica DM EP polarize 151k mikroskobu ile incelenerek aydmlatilmistir Sekil 3.4 ve
3.5’te etkin madde igeren ve igermeyen lamellar sivi kristal sistem, lamellar sivi
kristal emiilsiyon sistemi, lamellar siv1 kristal yagl sistemi ve Y/S emiilsiyonunun
polarizan mikroskop altindaki goriintiileri verilmektedir. Etkin madde icermeyen
lamellar s1v1 kristal formiilasyonda (Sekil 3.4a) lamellar yapinin karakteristik 6zelligi
olan yagsi1 serit yapisinin yaninda “Malta hag1” yapisi polarize 1s1k mikroskobu ile
yogun bir sekilde gozlenmistir. Malta hag1 yapisi, polarizan 1s1k altinda karakteristik
renkli caprazlar halinde goriilmektedir. Etkin madde igeren lamellar sivi kristal
sistemde ise (Sekil 3.5.a), etkin maddenin eklenmesiyle, etkin maddenin lamellar siv1
kristal yap1 igerisinde ¢Ozlindiigi ve yapida herhangi bir degisiklik meydana
getirmedigi gozlenmistir. Etkin madde igermeyen lamellar sivi kristal emiilsiyon
sisteminde de lamellar sivi kristal sisteminde oldugu gibi lamellar siv1 kristallere
Ozgli yags1 serit yapist ve bunun yaninda “Malta Hag1” yapis1 yogun bir sekilde
gozlenmistir (Sekil 3.4b). Etkin madde  yap1 igerisinde ¢Oziinmiis halde
bulundugundan, etkin maddenin eklenmesiyle lamellar sivi kristal yapida herhangi
bir degisiklik meydana getirmemistir (Sekil 3.5b). Etkin madde igermeyen lamellar

stvi kristal yagl sisteminde ise, lamellar sivi kristallere ait “Malta Hag1” yapisi
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gozlenmemistir. Bu sistemde gozlenen, ¢esitli arastirmacilarin  yaptiklari
caligmalarda [131,135,136] da gozlenmis olan ve bozulmus Malta Hag¢1 adiyla
belirtilen yapidir (Sekil 3.4¢). Bu yapi, Jurado ve arkadaslarinin [137] ¢aligmasinda
da gbzlenmis olup lamellar sivi kristal faz olarak tanimlanmaktadir. Etkin madde
eklenmesiyle, lamellar siv1 kristal ve lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemlerinde de
oldugu gibi, lamellar sivi kristal yaglh sisteminde de yapida bir degisiklik
gozlenmemistir (Sekil 3.5 ¢) . Y/S emiilsiyonunda ise klasik emiilsiyon goriintiisii
gdzlenmis olup, etkin maddenin eklenmesi sonucunda Y/S emiilsiyonunun yapisinda
da diger sistemlerde oldugu gibi herhangi bir degisme meydana gelmemistir (Sekil
3.4d ve 3.5d). Azelaik asidin piyasa preparati olan ve bir Y/S emiilsiyonu olan
Azelderm® krem (%20) ile etkin maddenin igerisinde ¢oziinmiis halde bulundugu
iddia edilen jel formiilasyonu olan Finacea™ mn (%15) mikroskop goriintiileri Sekil
3.6.’da goriilmektedir. Sekilde de goriildiigii gibi piyasa preparatlarinda azelaik asit
siispande haldedir. On formiilasyon calismalar;, %5 ve %10 azelaik asidin bu
sistemler icerisinde ¢oziinmedigini gosterdigi i¢in, bu ¢alismada %1 konsantrasyonda

¢Oziinmiis azelaik asit igeren formiilasyonlar tercih edilmistir.
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¢) d)

Sekil 3.4. Azelaik asit igermeyen a) LSK, b) LSK-ES, ¢) LSK-YS ve d) Y/S E

formiilasyonlarinin polarize 151k altindaki goriintiisii (10x)
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c) d

Sekil 3.5. Azelaik asit igeren (%1, a/a) a) LSK, b) LSK-ES, ¢) LSK-YSved) Y/SE

formiilasyonlarinin polarize 151k altindaki goriintiisii (10x)
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Sekil 3.6. a) %20 azelaik asit iceren Azelderm® krem, b) %15 azelaik asit iceren

Finacea® jelin polarize 151k altindaki goriintiisii (10x)

3.2.1.3. Reolojik inceleme

Etkin madde igeren ve igermeyen lamellar sivi kristal, lamellar siv1 kristal
emiilsiyon sistemi, lamellar siv1 kristal yagl sistemi ve Y/S emiilsiyonunun reolojik
ozellikleri boliim 2.2.2.6’da belirtildigi sekilde dl¢iilmiistiir. Sekil 3.7°de etkin madde
icermeyen, Sekil 3.8’de ise etkin madde igeren lamellar sivi kristal, lamellar sivi
kristal emiilsiyon, lamellar siv1 kristal yagh sistemi ve Y/S emiilsiyonunun reolojik
osilator profilleri goriilmektedir. Etkin madde igeren ve icermeyen formiilasyonlar
icin biitiin frekans araliklarinda G’ degeri, G” degerinden biiyiiktiir (p<0.05). Bu da,
hazirlanan sistemlerin viskozdan ¢ok elastik 6zellik gosterdigini belirtmektedir [26].
Sekil 3.7 ve 3.8 incelendiginde, lamellar siv1 kristal, lamellar s1v1 kristal emiilsiyon
sistemi ve lamellar siv1 kristal yagh sistemi i¢in saklama modulusunun (G’), kayip
modulusuna (G’’) gore daha fazla oldugu ve saklama modulusunun (G’) uygulanan
frekansa baghi bir degisim gosterdigi, kayip modulusunda (G’’) ise diisiik
frekanslarda bazi sapmalar oldugu gozlenmistir. Bu sonug, lamellar yapiy1 isaret

etmekte olup lamellar yapinin karakterizasyonu agisindan énemlidir [26].
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Tablo 3.5’de tiim formiilasyonlar i¢in 1 Hz’deki osilasyon parametreleri goriilmekte
olup, lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemi, hem en diisiik faz agisina (0) sahip
oldugundan hem de saklama modulusu (G’) degeri, kaylp modulusunun (G’”) 3.34
kat1 oldugundan viskoelastik 6zelligi en fazla olan 6rnektir. Maksimum kompleks
viskozite degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup
(p<0.05), etkin madde icermeyen formiilasyonlar i¢in maksimum viskozite sirasiyla
LSK-ES (22600 Pa.s) > LSK-YS (5470 Pa.s) > LSK (1123 Pa.s) > Y/S E (624 Pa.s)
degerlerini almaktadir. Etkin madde iceren formiilasyonlar i¢in ise maksimum
kompleks viskozite degeri, LSK-ES (27100 Pa.s) > LSK-YS (3683 Pa.s) > Y/S E
(1004 Pa.s) > LSK (600 Pa.s) sirasini izlemektedir. Minimum kompleks viskozite
degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup (p<0.05), etkin
madde icermeyen formiilasyonlar i¢in minimum viskozite sirasiyla ~LSK-ES
(75.70 Pa.s) > LSK (25.4Pa.s) > LSK-YS (24.6 Pa.s) > Y/S E (13.49 Pass)
degerlerini almaktadir. Etkin madde igeren formiilasyonlar icin ise minimum
kompleks viskozite degeri, LSK-ES (86.33 Pa.s) > LSK-YS (24.83 Pa.s) > Y/S E
(23.60 Pa.s) > LSK (12.27 Pa.s) sirasin1 izlemektedir.



71

Tablo 3.5 Etkin madde igeren ve icermeyen lamellar siv1 kristal sistem, lamellar sivi

kristal emiilsiyon sistemi, lamellar siv1 kristal yagh sistemi ve Y/S emiilsiyonu i¢in

osilasyon parametreleri (1 Hz)

Formiilasyon | min (Pa.s) nmax (Pa.s) 0(°) G’ (Pa) G’ (Pa)
D 100 s DO0.1s"

LSK 25.4+1.14 1123+61.81 40.2340.26 | 1514+19.65 1285+15.09

LSK-ES 75.70£0.94 | 22600+£245.13 | 16.45+0.21 | 22707+235.84 6696+71.60

LSK-YS 24.6+0.81 5470+78.61 18.64+0.99 | 5275+56.65 1803+23.21

Y/SE 13.49+0.73 | 624+13.77 23.88+0.89 | 705+7.89 311+4.71

LSK 23.60+0.20 | 600+£17.67 48.01+0.25 | 783+17.24 871+25.13

(%1 AzA)

LSK-ES 86.33+17.24 | 27100+308.09 | 16.60+0.02 | 27883+317.46 8315+97.26

(%1AzA)

LSK-YS 24.83+0.38 | 3683+39.15 23.64+0.68 | 3338+44.43 1454+20.67

(%1 AzA)

Y/SE 12.27+1.41 | 1004+61.77 20.55+0.20 | 1477+11.57 459+6.92

(%1 AzA)

Her bir formiilasyon i¢in, frekans degeri olarak 1 Hz’de elde edilen G* ve G’

degerleri ayr1 ayr istatistiksel olarak karsilastirilmis ve herbir formiilasyon arasinda

G’ ve G’ degerleri arasindaki farkin anlamli oldugu bulunmustur (p10.05). Ayni

sekilde, %1 azelaik asit iceren formiilasyonlar i¢in de, frekans degeri olarak 1 Hz’de

elde edilen G’ ve G’ ayn ayn istatistiksel olarak karsilastirildiginda herbir

formiilasyon arasinda G’ ve G’ degerleri arasindaki farkin anlamli oldugu

bulunmustur (p[10.05) (Tablo 3.5.).

Etkin madde iceren ve icermeyen lamellar sivi kristallerin maksimum

kompleks viskozite, G* ve G”* degerleri karsilastirildiginda, bu degerlerin lamellar

stv1 kristal ve lamellar sivi kristal yagl sistemlerinde, lamellar siv1 kristal emiilsiyon

sistemine gore daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu da, yag/ylizey etkin madde
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karisimi/su sistemi olan lamellar sivi kristal emiilsiyon sisteminin, sirasiyla
yag/yiizey etkin madde karisimi ve yiizey etkin madde karigimi/su sistemlerinden
olusan lamellar siv1 kristal yagl sistemi ve lamellar siv1 kristaline gore daha viskoz
ve daha diizenli bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonug, lamellar sivi
kristal emiilsiyon sisteminin olusturdugu lamellar siv1 kristal yapinin en saglam yapi

oldugunu gostermektedir [138,139].

3.2.1.4. Emiilsiyon Tipi Tayini ve Mikroskobik Incelemeler

Hazirlanan Y/S emiilsiyonu metilen mavisi ile boyanarak mikroskop altinda
incelenmistir. Metilen mavisi ile dis fazin mavi olmasi, hazirlanan emiilsiyonun Y/S

tipinde oldugunu gdstermistir.

3.2.1.5. Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC) Analizi

Azelaik asit, Brij 721P, Brij 72, Brij 721P:Brij 72 (3:1) karisimi, %1 azelaik
asit iceren ve icermeyen lamellar sivi kristal sistem (LSK), lamellar sivi kristal
emiilsiyon sistemi (LSK-ES), lamellar siv1 kristal yagl sistemi (LSK-YS) ve Y/S
emiilsiyonu (Y/S E) boliim 2.2.2.6’da belirtildigi sekilde analiz edilmis ve Sekil 3.9,
3.10, 3.11 ve 3.12°deki DSC termogramlari elde edilmistir.
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termogrami.
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Tablo 3.6. DSC termogramlarinda elde edilen faz gegis sicakliklar1 (°C) ve erime

entalpisi degerleri (AHy,, J/g)

Formiilasyon Faz gecis Sicakhigi AHn (J/g)
C)
Brij 72 57.06 89.82
Brij 721P 50.94 107.60
Brij 721P:Brij 72 (3:1) 54.29 97.76
LSK 58.78 9.53
LSK-ES 62.42 8.65
LSK-YS 40.13 5.29
55.01 10.98
Y/SE 63.66 1.42
LSK (%1 Azelaik asit) 57.60 13.23
LSK-ES (%1 Azelaik asit) 59.22 5.34
LSK-YS (%1 Azelaik asit) 41.28 2.24
53.14 6.42
Y/S E (%1 Azelaik asit) 57.95 3.11
Azelaik asit 111.29 195.4

Azelaik asidin DSC analizi ile faz gegis sicakligr 111.29 °C ( AH,,: 195.4 J/g)
olarak belirlenmistir (Sekil 3.9, Tablo 3.6). Bu deger, literatiirde verilen deger olan
105 °C’dan farklilik gostermektedir [133]. Analizi yapilan maddenin saflik derecesi
ve kullanilan cihazin farkli olmasi, elde edilen DSC termogramlarinda farkliliklara
yol acabilmektedir. Etkin maddenin teshisi ve safligi, UV ve FT-IR spektroskopisi,
erime derecesi tayini HPLC analizi ile teyid edilmis oldugu ve DSC cihazinin
kalibrasyonu indiyum standardi ile gergeklestirilmis oldugu i¢in, faz gegis
sicakligindaki farkin kullanilan cihazin farkli olusundan ileri gelmis olabilecegi

diistiniilmektedir.

Saf haldeki Brij 72 ve Brij 721P’ye ait faz gecis sicakliklar1 sirastyla 57.06 °C
(AH,: 89.82 J/g) ve 50.94 °C (AH,: 107.60 J/g) olarak bulunmustur (S$ekil 3.10,
Tablo 3.6). Brij 721 P, polietilen (21) stearil eter ve Brij 72 ise polioksietilen (2)
stearil eter yapisinda olup, faz gecis sicakliklar1 arasindaki fark yapilarindaki
polioksietilen ve polietilen gruplarinin farkliligindan kaynaklanmaktadir. Literatiirde,
bu iki yiizey etkin maddeden sadece Brij 72’ye ait DSC bilgisi bulunmaktadir ve bu
madde i¢in verilen faz gecis sicakligi degeri 44 °C’dir [140]. Bu farkin, yine
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kullanilan maddenin safliindan ve/veya cihaz farkindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Yiizey etkin maddelerin DSC analizlerinde elde edilen bir diger
bulgu, Brij 72 ve Brij 721P’nin 3:1 oranindaki karistminin termogramidir (Sekil
3.10, Tablo 3.6). Bu termogramda, yiizey etkin madde karisiminin faz gegis sicaklig
54.29 °C (AH,: 97.76 J/g) olarak bulunmus olup, bu deger, her iki maddenin saf
haldeyken sahip olduklar1 faz gecis sicakliklarinin (Brij 72: 57.06 °C, Brij 721P:
50.94 °C) arasinda bir degerdir. Bu sonug, bu iki ylizey etkin maddenin birbirleriyle

olan etkilesimini ortaya koymaktadir.

Azelaik asit icermeyen formiilasyonlarin termogramlari incelendiginde;
lamellar sivi  kristal sistem, lamellar sivi kristal emiilsiyon sistemi, Y/S
emiilsiyonunun faz ge¢is piklerinin siddetinin yiizey etkin madde karigiminin
miktariyla orantili olarak arttig1 goriilmektedir. Ayrica, hazirlanan formiilasyonlarda,
ylzey etkin maddelerle birlikte su ve/veya yagmn varliginin yiizey etkin madde
karisimina ait faz gecis sicakligir degerinin (54.29 °C) daha yiiksek bir degere
kaymasina yol actig1 gozlenmistir (Sekil 3.11, Tablo 3.6). Faz gecis sicakligindaki bu
artts, LSK-YS (55.01 °C) sistemi i¢in ¢ok belirgin olmamasina karsin, LSK
(58.78 °C), LSK-ES (62.42 °C) ve Y/S E (63.66 °C) sistemleri i¢in daha belirgindir.
Bu formiilasyonlarin faz gegis entalpileri karsilastirildiginda ise, lamellar s1v1 kristal
sistem ve lamellar sivi kristal emiilsiyon sisteminin faz gecis entalpilerinin, Y/S
emiilsiyonunun faz gegis entalpisinden sirasiyla 6.71 ve 6.07 kat fazla oldugu
goriilmektedir. Bu da, lamellar siv1 kristal yapida faz gecisi igin gereken enerjinin
Y/S emiilsiyonuna gore daha fazla oldugunu, dolayisiyla lamellar siv1 kristal yapinin
daha diizenli bir yap1 oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda, lamellar siv1 kristal
sistem ve lamellar siv1 kristal yagli sistemlerinin gosterdikleri faz gecis sicakliginin
farkli olusu, yiizey etkin madde karigiminin, farkli ¢oziicli ortamlarinda olusturdugu
farkl1 paketlenme davranisindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica, faz
gecislerinin formiilasyonlarda daha yiiksek bir sicakliga kaymasiin, formiilasyon
bilesenlerinin sistem i¢inde birbirlerine gore farkli sekilde konumlanmalar1 ve
diizenlenmeleri sonucunda, yilizey etkin madde karisimina kiyasla daha dayanikli

yapilar olusturmalari seklinde agiklanabilir.
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Formiilasyonlara %1 (a/a) oraninda azelaik asit eklenmesiyle elde edilen
termogramlar Sekil 3.12°de verilmistir. Bu termogramlardan goriilecegi gibi, etkin
maddeye ait ve 111.29 °C’da goriilen endotermi higbir formiilasyonun
termograminda yer almamaktadir. Ayrica, etkin madde icermeyen formiilasyonlarla
karsilastirildiginda, azelaik asit iceren formiilasyonlarin faz gegis sicakliklarinin daha
diisiik degerlere kaydigi gozlenmistir (Tablo 3.6). Azelaik asidin eklenmesi Y/S
emiilsiyonu ve lamellar sivi kristal sisteminin erime entalpisini arttirirken, lamellar
stvi kristal emiilsiyon sistemi ve lamellar sivi kristal yagli sisteminin entalpisini
azalttig1 goriilmektedir. Etkin madde iceren ve icermeyen formiilasyonlarin erime
entalpileri incelendiginde ise, saf haldeki maddelerin erime piklerine gore entalpi

degerlerinin ¢ok diisiik bir degere kaydig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.11. Azelaik asit icermeyen lamellar sivi kristal sistem (LSK, — ),

lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemi (LSK-ES, —— — =), lamellar siv1 kristal

yagh sistemi (LSK-YS, ) ve Y/S emiilsiyonuna ait (Y/S E, ————) DSC

termogramlari
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Sekil 3.12. Azelaik asit iceren (%1, a/a) lamellar siv1 kristal (LSK, —— - ),
lamellar s1v1 kristal emiilsiyon sistemi (LSK-ES, —— — —), lamellar siv1 kristal

yagl sistemi (LSK-YS, ) ve Y/S emiilsiyonuna ait (Y/S E, ————) DSC

termogramlari

Biitiin bu veriler 15181nda; azelaik asidin formiilasyon bilesenleriyle etkilestigi
ve formiilasyonlarin i¢inde tamamen ¢oziindiigli belirlenmistir. Etkin maddenin
formiilasyonlarda tamamen ¢6ziinmiis oldugu ayrica polarizan mikrokobisi ile teyid

edilmistir (Sekil 3.5)

3.3. In Vitro Sahm Calismalan

Bolim 2.2.3.1.’de belirtilen tiim formiilasyonlar kullanilarak, boélim

2.2.3.4’te aciklandig1 sekilde in vitro salim deneyleri gergeklestirilmistir.

3.3.1. Lamellar Siv1 Kristal, Lamellar Sivi Kristal Emiilsiyon Sistemi, Lamellar

Sivi Kristal Yagh Sistemi ve Y/S Emiilsiyonunundan Salim

Etkin maddenin, lamellar siv1 kristal, lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemi,

ve lamellar sivi kristal yagh sistemi ve Y/S emiilsiyonundan boliim 2.2.3.4’te
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belirtildigi sekilde gerceklestirilen in vitro salim deneylerinde elde edilen sonuglar

Sekil 3.13’te goriilmektedir.
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Sekil 3.13. Azelaik asit iceren (%1 (a/a)) lamellar siv1 kristal (m), lamellar s1v1 kristal
emiilsiyon sistemi (¢),lamellar siv1 kristal yagli sistemden (A) ve Y/S emiilsiyonu

(@) azelaik asidin salim profili (n=7)

Lamellar sivi kristal sistemlerin suda ¢Ozilniirliigli az olan ilaglarin
¢Oziiniirliigiinii artirdig literatiirde belirtilmistir [141]. Bu calismada da, suda
¢Oziiniirliigli az olan azelaik asit (%1, a/a) lamellar siv1 kristal formiilasyonlarda
¢Oziinmiis halde bulunmaktadir. %1 azelaik asit igceren formiilasyonlarin salim
profili incelendiginde (Sekil 3.13), salim miktar1 ve salim hizlar1 agisindan
formiilasyonlar arasi farkliligin anlamli oldugu bulunmustur (p(10.05). Lamellar sivi
kristal, lamellar s1v1 krisal emiilsiyon sistemi ve Y/S emiilsiyonundan etkin maddenin
salim hiz1 ve miktar1 lamellar siv1 kristal yaglh sisteminden daha fazladir (p[10.05).
Formiilasyonlardan elde edilen salim hizlar1 incelendiginde, salim hizlarinin sirasiyla
LSK (136.34 pgem™® s >  Y/S E (12261 pgem™ s'?) > LSK-ES
(115.61 pgem? s?) > LSK-YS (103.39 pgcem? s seklinde oldugu

gozlenmektedir (Tablo 3.7). 12 saat sonunda formiilasyonlardan salinan miktarlar
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incelendiginde ise , en yiiksekten en diisige LSK-ES (489.62 pg.cm™) > LSK
(472.21 pg.em™) > Y/S E (440.78 pug.cm™) > LSK-YS (358.78 pg.cm™) siralamasi
elde edilmektedir (Tablo 3.7). Formiilasyonlardan etkin maddenin salim hizi,
formiilasyonlarin icerdigi su miktarlar agisindan karsilastirildiginda, etkin maddenin
en hizli salindig1 formiilasyonun en fazla su iceren lamellar sivi kristal formiilasyon
oldugu, en yavas salindig1 formiilasyonun ise su icermeyen lamellar siv1 kristal yagh
sistemi oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.7). Lamellar siv1 kristal sisteminde, yiiksek
miktarda su bulunmaktadir. Ayrica salim ortami ve kullanilan selofan zar da
hidrofilik oldugundan azelaik asidin oncelikle lamellar siv1 kristal sistemdeki ve daha
sonra ortamdaki su ile etkilesmesinin salim hizin1 artirmis olabilecegi diisiintilebilir.
Azelaik asidin, lamellar siv1 kristal emiilsiyon ve Y/S emiilsiyonu sistemlerinden
salimlar1 incelendiginde lamellar sivi kristal emiilsiyon sisteminden salimin Y/S
emiilsiyonuna gore daha yavas oldugu goriilmektedir (Tablo 3.7) Her iki sistem de,
yag/yiizey etkin madde:yardimci ylizey etkin madde/su sistemi olsa da, lamellar s1v1
kristal emiilsiyon sisteminde olusan lamellar siv1 kristal yapi, yag/su emiilsiyonuna
gore daha saglam bir yapt oldugundan azelaik asidin salimimi yavaslatabilecegi
diistiniilmiistiir. Lamellar sivi kristal yagli sisteminden azelaik asit salimi
incelendiginde ise, hidrofilik 6zellikteki selofan zar ve salim ortaminin, su icermeyen
lamellar siv1 kristal yagli sisteminden salim i¢in bir engel gorevi goriip en yavas

salima neden oldugu diistintilmektedir.

Azelaik asidin lamellar sivi kristal, lamellar sivi kristal emiilsiyon sistemi,
Y/S emiilsiyonu ve lamellar siv1 kristal yaglh sisteminden salimi sifirinct derece ve
Higuchi kinetigine gore incelenmis ve bu kinetiklere gore hesaplanan salim hizlar1 ve

tanimlayicilik katsayilar1 (R?) Tablo 3.7’de verilmistir.
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Tablo 3.7. Azelaik asit iceren (%]1,a/a) lamellar siv1 kristal, lamellar siv1 kristal
emiilsiyon sistemi, lamellar siv1 kristal yagl sistem ve Y/S emiilsiyonundan 12 saat

sonunda salinan azelaik asit miktarlar1 ve salim hizlari

Salim miktari (ug.cm™) Salim Hizi
Formiilasyon (t=12 saat) (ng.cm™.s™) R’
(ug.cm? 572"
LSK Sifirinci Derece Kinetigi 472.21+1.18 33.01+0.06 | 0.87
Higuchi Kinetigi 472.21+1.18 136.34+£0.36 | 0.97
Y/SE Sifirinci Derece Kinetigi 440.78+1.32 30.10+0.15 0.90
Higuchi Kinetigi 440.78+1.32 122.61+0.58 | 0.98
LSK-ES Sifiriner Derece Kinetigi 489.62+1.55 34.74+0.15 0.99
Higuchi Kinetigi 489.62+1.55 115.61£0.51 | 0.99
LSK-YS Sifirinel Derece Kinetigi 358.78+0.77 26.74+0.05 | 0.96
Higuchi Kinetigi 358.78+0.77 103.39+£0.18 | 0.99

*(Xor=SH, n=6)

~ Higuchi kinetigine gore hesaplanan salim hiz1 birimi

Her iki kinetige gore elde edilen tamimlayicilik katsayilart gbz Oniine
alindiginda, azelaik asidin biitiin formiilasyonlardan salimmin Higuchi kinetigine

(Q=k.t"?) daha iyi uyum sagladig goriilmiistiir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Azelaik asidin lamellar siv1 kristal (m), lamellar siv1 kristal emiilsiyon
sistemi (¢),lamellar sivi kristal yagh sistemden (A) ve Y/S emiilsiyonundan (e)

Higuchi kinetigine gore salim profili (n=7)

Birim ylizeyden salinan etkin madde miktar1 ile zamanin karekokii arasinda
dogrusal bir iliski mevcuttur. Hazirlanan formiilasyonlardan ila¢ saliminin, zamanin
karekokii ile dogrusal bir iligki gdstermesi, ila¢ saliminin difiizyon kontrollii olarak
gergeklestigine isaret etmektedir [31]. Gabboun ve arkadaslart [29], lamellar,
hekzagonal ve kiibik s1v1 kristal fazlardan salisilik asit, diklofenak asit ve diklofenak
asit tuzlarmin salimlarim1 oktanolle doyurulmus lipofilik bir bariyer ve tiiysiiz fare
derisi kullanarak incelemistir. Bu ¢alismalar sonucunda, biitiin sistemlerden salimin
sifirinci derece kinetigine uydugu, anizotropik olan lamellar ve hekzagonal fazdan
salisilik asit ve diklofenak sodyum salimin izotropik olan kiibik faza gére daha yavas
oldugu ve ilag saliminda etkili olan hiz belirleyici basamagin ilacin sivagdan
difiizyonu oldugu belirtilmistir.

Csoka ve arkadaglar1 [130] karbopol jeli standart olarak kullanarak, lamellar
stv1 kristal, hidrojel ve y/s kreminden hidrofilik (ketamin hidrokloriir) ve lipofilik

(piroksikam) ilaglarin salimini incelemisler ve en az salimin lamellar sivi kristal ve
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y/s kreminden elde edildigini gostermislerdir. Makai ve arkadaslar1 [26] lamellar siv1
kristallerin sivi parafin/Brij 96/gliserol/su igeren sistemlerden suda c¢oziinmeyen
tenoksikam ve suda ¢6ziinen efedrin hidrokloriiriin salimini incelemisler ve efedrin
hidrokloriiriin salimimin 1. derece kinetigine, tenoksikam saliminin ise sifirinci
derece kinetigine uygun gerceklestigini ve lamellar siv1 kristal sistemlerin bu iki ilag
icin uzatilmis salim sagladigini belirtmislerdir. Suda ¢6ziinmeyen tenoksikamin,
lamellar s1v1 kristal icerisindeki ¢6ziinmesini de, ilacin hem lamellar bosluk hem de
amfifilik ylizey etkin maddelerin polar bas kisimlariyla etkileserek gergeklestirdigini
belirtmislerdir. Degisik oranda Synperonic A7/su kullanilarak hazirlanan lamellar ve
hekzagonal siv1 kristal sistemlerden klorhekzidin diasetat saliminin incelendigi baska
bir ¢alismada [142], hekzagonal sivi kristallerden ila¢ saliminin sifirinci derece
kinetige uydugu ve lamellar siv1 kristallerden salimin ise Fick yasasina uymadigi
goriilmektedir. Ayrica, lamellar sivi kristallerden salimin hekzagonal faza gore daha
az oldugu, bunun da hekzagonal siv1 kristallerin lamellar siv1 kristallere gore daha
diizenli bir yapiya sahip olmalar1 ve lamellar siv1 kristallerin yapilarina su alarak
ilacin daha fazla salinmasina neden olduklar1 belirtilmistir. Biitiin bu ¢aligmalarin
1s1ginda, lamellar sivi kristal sistemlerden ilag saliminin kinetiginin ilacin yapisina
bagli oldugu, lamellar siv1 kristallerin suda ¢6ziinmeyen ilaglar1 ¢oziiniirlestirmede
ve uzatilmis salim saglanmasinda etkili oldugu sdylenebilir. Bu tez ¢alismasinda
hazirlanan formiilasyonlarda da azelaik asit lamellar siv1 kristal sistemler igerisinde
¢Oziindiiriilmiis, lamellar sivi kristal yagl sistemi ile azelaik asidin yavaslatilmig
salimi saglanmis ve lamellar siv1 kristal formiilasyonda ise saha hizli salim elde
edilmistir. Bu da, lamellar sivi kristallerin olustuklar1 bilesenlere ve bunlarin

oranlarina gore salim hiz1 ve miktarimin degisebildigini gostermektedir.

Salim  c¢alismalarinin ~ sonuglari, yapilan  reolojik  calisma ile
karsilagtirildiginda, en diisiik kompleks viskoziteye, G’ ve G’ degerlerine sahip
lamellar sivi kristal formiilasyondan salimin en fazla oldugu goriilmektedir. En
yiiksek kompleks viskoziteye, G’ ve G’’ degerlerine sahip lamellar siv1 kristal
emiilsiyon formiilasyonundan salim ise lamellar siv1 kristal ve Y/S emiilsiyonundan
daha azdir. Bu da, hazirlanan sistemlerin viskozite ile etkin maddenin salimi

arasindaki ters orantiya uydugunu gostermektedir [31].
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3.3.2. Formiilasyonlarin Stratum Korneum Bilesenleri ile Etkilesiminin DSC

ile Incelenmesi

Bolim 2.2.3.6’da anlatildig1 sekilde etkin madde icermeyen lamellar sivi
kristal sistem, lamellar sivi kristal emiilsiyon sistemi, lamellar sivi kristal yagl
sistemi ve Y/S emiilsiyonunun deri ile etkilesiminin incelenmesi icin DSC

calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuclar sekil 3.15 ve 3.16 ve

Tablo 3.8’de verilmistir.

-04

Heat Flow (Wig)

96.79°C

40 50 80 70 80 90 100
Exo Up Temperature (°C) Universal V4 2E TA Instruments

Sekil 3.15 Stratum Korneumun DSC termogrami
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Sekil 3.16 Stratum korneumun (SC, —— ) ve etkin madde icermeyen lamellar sivi
kristal (LSK, - ), lamellar s1v1 kristal emiilsiyon sistemi (LSK-ES, —— — —

), lamellar s1v1 kristal yagli sistemi (LSK-Y'S, ) ve Y/S emiilsiyonununt (Y/S

E, ————) sonucu elde edilen DSC

stratum korneuma uygulanmasi

termogramlari

Tablo 3.8. Etkin madde icermeyen lamellar sivi kristal (LSK), lamellar siv1 kristal
emiilsiyon (LSK-ES), lamellar sivi kristal yagh sistemlerinin (LSK-YS) ve Y/S
emiilsiyonu (Y/S E) stratum korneuma uygulanmasi sonucunda elde edilen faz gegis

sicakliklar1 (°C) ve entalpileri (AHy, J/g)

Faz Gegis Sicakhgi (°C) Erime Entalpisi (J/g)
Formilasyon ™0™ 157713 | T4 | T5 | AHm | AHm | AHms | AHmg | AHps
SC 5424 | 65.47 | 81.84 | 93.08 | 96.79 0.12 3.04 4.19 1.59 0.98
LSK 52.01 - - 93.76 - 1.14 - - 0.84 -
LSK-ES 53.38 - 88.17 - - 4.48 - 0.39 - -
LSK-YS 52.97 - 79.82 | 93.66 | 98.60 0.09 - 0.23 3.40 0.78
Y/SE 53.23 - 86.41 - 96.58 0.72 - 0.22 - 1.41
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Hazirlanan formiilasyonlarin stratum korneum bilesenleriyle etkilesiminin
incelenmesi i¢in dncelikle stratum korneumun DSC analizi gerceklestirilmistir. Bu
analiz sonucunda, stratum korneuma ait bes temel endoterm elde edilmistir (Sekil
3.15, Tablo 3.8). Bu endotermlerdeki faz gecis sicakliklari; 54.24 °C (T1), 65.47 °C
(T2), 81.84 °C (T3), 93.08 °C (T4) ve 96.79 °C (T5) olarak belirlenmistir.
Literatiirde, stratum korneumun DSC analizine iliskin ilk ve temel olarak kabul
edilen calisma Van Duzee tarafindan yapilmistir. Van Duzee’nin ¢aligmasinda [78],
startum korneumun DSC ile analizi sonucunda dort temel endoterm elde edilmistir.
Bunlar; 40 °C (T1), 75 °C (T2), 85 °C (T3) ve 107 °C (T4)’da faz gecisi
gostermiglerdir. Bu ilk c¢alismadan sonra, bagka arastiricilar tarafindan stratum
korneumun DSC analizine iligkin ¢esitli ¢aligmalar yiiriitiilmiis olup, bu ¢aligmalarda
bulunan temel endotermlerin gerek genislikleri gerekse faz gecis sicakliklart farklilik
gostermektedir [75,78, 143, 144]. Dreher ve arkadaslar1 [79], T1, T2, T3, T4 olarak
sirastyla 38 °C, 71 °C, 84 °C ve 96 °C degerlerini belirlemislerken, Vaddi ve
arkadaslar1 [145], 1ii¢ endoterm tespit etmislerdir: 62 °C, 79 °C ve 95 °C. Son
yillarda yapilan c¢alismalarda; Pappinen ve arkadaslart [143], 33.4 °C, 49.5 °C,
73.5 °C ve 86.1 °C degerlerini bulmuslar; 6te yandan, Shakeel ve arkadaslar [75],
34 °C, 82 °C, 105 °C ve 114 °C degerlerini belirlemislerdir. Buna ilave olarak; Silva
ve arkadaglar1 [144], yiiksek tarama hiziyla DSC analizi sonrasinda, SC bilesenlerine

ait en az sekiz endotermin tespit edilmesinin miimkiin oldugunu bulmuslardir.

Biitiin bu ¢alismalardan goriilecegi gibi, biyolojik bir materyal olan stratum
korneumun DSC ile analizi sonrasinda elde edilen termogramlar farklilik
gostermektedir. Bu farklilik; 6zellikle SC bilesenlerinin heterojen 6zelligine bagh
olup, baska faktdrlerden de etkilenmektedir. Ozellikle, stratum korneum 6rneklerinin
hazirlanmasinda kullanilan yontem, stratum korneumun hidrasyon derecesi ve DSC
ile analizde kullanilan farkli 1sitma hizlar, elde edilen termogramlarin tekrar elde
edilebilirligi iizerinde belirleyici rol oynamaktadir [75,144]. Bizim c¢alismamizda,
stratum korneuma ait DSC bulgularinda belirlenen temel endotermlerin literatiirdeki

bulgularla karsilastirilabilir oldugu goriilmektedir.
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DSC termogramlarinda hangi endotermin hangi bilesene ait oldugu
belirlenirken literatiirde yine farklilik gbéze carpmaktadir. Ancak, bir genelleme
yapilacak olursa, 30 — 40 °C’de goriilen endotermin sebase lipidlerine, 50 — 85 °C’de
goriilen iki endotermin hiicrelerarasi lipidlere ve 90 °C’nin {izerindeki sicakliklarda
goriilen endotermlerin protein denatiirasyonuna (o-keratin) ait oldugu sdylenebilir.
Bu baglamda; bizim c¢alismamizda elde edilen bulgular incelendiginde, sebase
lipidlere ait endoterm gdzlenmemis olup, 54.24 °C ve 65.47 °C’de elde edilen
endotermlerin stratum korneum lipidlerine ait oldugu, 81.84 °C, 93.08 °C ve 96.79
°C’lerde elde edilen endotermlerin ise, stratum korneum proteinlerine ait oldugu
sonucuna vartlmistir. Literatiirdeki ¢aligmalarda, 30 — 40 °C arasinda gozlenen
sebase lipidlere ait endotermin =zayif bir pik oldugu ve her zaman
gbzlenemeyebilecegi, ayrica, sebase lipidlerin deriden gegiste ©nemli bir rol

oynamadiklar1 belirtilmigtir [ 143].

Hazirlanan formiilasyonlarin stratum korneum bilesenleri ile etkilesiminin
DSC ile analizi sonrasinda elde edilen bulgular incelendiginde; her bir
formiilasyonda farkli endotermlerin kayboldugu gézlenmistir (Sekil 3.16, Tablo 3.8).
Lamellar siv1 kristal formiilasyonu (LSK) ile stratum korneumun etkilesiminde, T2,
T3 ve TS5 endotermleri tamamen kaybolmustur. Diger bir deyisle, ikinci lipid
endotermi ve protein denatiirasyon endotermi bu termogramda bulunmamaktadir.
Lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistem (LSK-ES) ile stratum korneumun etkilesimi
sonucunda, T2, T4 ve TS5 endotermlerinin kayboldugu goriilmektedir. Ayrica, T3
protein endotermi genislemis ve daha yiiksek bir faz gegis sicakligina kaymis olarak
goriilmektedir. Yag/su emiilsiyonu (Y/S E) ile muamele edilen stratum korneumun
bilesenleri incelendiginde; T2 ve T4 endotermlerinin tamamen kayboldugu, T3
endoterminin ise genisledigi ve daha yiliksek bir degere kaydigi goriilmektedir.
Lamellar sivi kristal yagli sistemin (LSK-YS) stratum korneum ile etkilesimi
incelendiginde ise, sadece T2 endoterminin tamamen kayboldugu gézlenmektedir.
Bu sonuglara gore; LSK ve LSK-ES sistemlerinin stratum korneumun hem lipid hem
de protein bilesenleriyle etkilestigi diistinlilmektedir [75,78]. Ayrica, protein
endotermlerinin genislemesi ve daha yiiksek bir faz gecis sicakligi degerine kaymasi,

stratum korneumun dehidrasyonu sonucu meydana gelmis olabilir [75]. Son olarak,
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LSK-YS sisteminin stratum korneumun sadece lipid bilesenleriyle etkilestigi

diistiniilmektedir.

Biitin bu bulgular gostermektedir ki, hazirlanan formiilasyonlarin hepsi
stratum korneumun lipid bilesenleriyle etkilesmektedir. Ayrica, formiilasyonlardan
LSK-YS disindaki diger sistemler stratum korneumun protein bilesenleriyle de
etkilesmektedirler. Bu sonug 15181nda; etkin maddenin deriden gecisinde formiilasyon
bilesenlerinin stratum korneum lipidleriyle ve proteinleriyle etkilesiminin rol

oynayacagi sdylenebilir.

3.4. STABILITE CALISMALARI

Bolim 2.2.4’te anlatildigi gibi fiziksel stabilitenin incelendigi calismada,
25°C’de su banyosunda bekletilen formiilasyonlar iizerinde fiziksel stabilite

calismasi yapilmis ve sonuglart incelenmistir.

Etkin madde i¢cermeyen lamellar siv1 kristal, lamellar siv1 kristal emtilsiyonu,
lamellar sivi kristal yagh sistemleri ve Y/S emiilsyonu belirlenen araliklarla

makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmistir.

3.4.1. Makroskobik Incelemeler

Fiziksel stabilitenin incelendigi c¢alismada 25°C sicaklikta bekletilen
formiilasyonlarda homojenitede bozulma olup olmadigi ve kivamda farklilik olup
olmadig1 incelenmistir. Formiilasyonlarda 6 ay sonunda kivam ve renk agisindan bir

degisiklik goriilmemistir.
3.4.2. Mikroskobik incelemeler
25 °C’de saklanan etkin madde igcermeyen lamellar siv1 kristal, lamellar sivi

kristal emiilsiyon, lamellar sivi kristal yagl sistemi ve Y/S emiilsiyonunun

mikroskobik 6zellikleri, hazirlandiklar1 anda, 1.giin, 7.gilin, 1.ay ve 6.ayda polarizan
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151k mikroskobuyla incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda, lamellar sivi
kristal sistem, hazirlandig1 anda sahip oldugu yags1 serit yapisi ve Malta hag1 yapisini
incelendigi biitlin zaman araliklarinda korumus, yapida herhangi bir degisikligin
meydana gelmedigi gézlenmistir (Sekil 3.17). Lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemi
incelendiginde, gozlenen lamellar sivi kristale ait yagsi serit yapisi ve yogun Malta
hag1 yapisinin incelenen biitiin zaman araliklarinda korundugu, 6 ay siiresince yapida
herhangi bir bozulma olmadig1 (Sekil 3.18), benzer sekilde lamellar siv1 kristal yagh
sistemi incelendiginde ise, bu yapida gozlenen ve Eccleston ve arkadaslarinin [135]
“bozulmus Malta Hag1” ad1 verdigi yapida da 6 ay siiresince herhangi bir degisiklik
meydana gelmedigi (Sekil 3.19) izlenmektedir. Y/S emiilsiyonu ise sahip oldugu
klasik emiilsiyon goriintlisiinii 1 hafta siiresince korumus olup, 1 haftadan sonra
emiilsiyon damlaciklarinda biiyiime meydana geldigi gozlenmistir (Sekil 3.20).
Literatiirde, kuarsetin iceren lamellar sivi kristal formiilasyonlar iizerinde 4°C, 25°C
ve 40°C’de 12 ay boyunca yapilan stabilite ¢alismasi sonucunda, lamellar sivi kristal
formiilasyonlarin yapiya 6zgii yags: serit ve “Malta Hac1” goriintiisiiniin korundugu
belirtilmistir [146]. Bu tez kapsamui igerisinde yapilan stabilite ¢aligsmasi, hazirlanan
formiilasyonlarin oda sicakliginda 6 ay silireyle saklanmalar1 sonucunda
makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerinde defisme meydana gelmedigini ve bu

siire boyunca formiilasyon stabilitesinin saglandigini gostermektedir.
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d) e)

Sekil 3.17. Lamellar siv1 kristallerin a) t= 0, b) t=1 giin, ¢) t=1 hafta, d) t=1 ay ve e)

t= 6 ay sonraki polarizan mikroskop goriintiileri (10 x)
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d)

Sekil 3.18. Lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemi a) t= 0, b) t=1 giin, ¢) t=1 hafta,

d) t=1 ay ve e) t= 6 ay sonraki polarizan mikroskop goriintiileri (10 x)
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Sekil 3.20. Lamellar siv1 kristal yagl sisteminin a) t= 0, b) t=1 giin, ¢) t=1 hafta, d)

t=1 ay ve e) t= 6 ay sonraki polarizan mikroskop goriintiileri (10x)
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d) e)

Sekil 3.19 Y/S emiilsiyonunun a) t= 0, b) t=1 giin, ¢) t=1 hafta, d) t=1 ay ve e) t=6

ay sonraki polarizan mikroskop goriintiileri (10x)
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4. TARTISMA

Siv1 kristaller yapilarinda hem sivilarin akig 6zelliklerini, hem de katilarin
diizenli kristal yapilarini tagirlar. Sivi kristaller, olusumlar1 sirasinda kullanilan
yontemlere gore iki ana gruba ayrilirlar. Bunlar termotropik ve liyotropik sivi
kristallerdir [13]. Termotropik sivi kristallerin olusumlar1 sicakliktaki degisimler
sonucunda, liyotropik sivi kristallerin olusumlar1 ise hem konsantrasyon hem de
sicakliktaki degisimler sonucunda gerceklesebilmektedir [15]. Liyotropik sivi
kristaller, yag, su, yiizey etkin madde ve genellikle yardimc ylizey etkin maddelerin
farkli oranlarda kullanilmasi ile hazirlanmaktadir [139]. Bu ¢alismada ilag tasiyici
sistem olarak, liyotropik sivi kristal fazlardan biri olan lamellar sivi kristal faz
secilmigstir. Lamellar siv1 kristallerin se¢ilmesindeki amag, bu yapilarin hidrofilik ve
hidrofobik ilaglarin kontrollii salimini saglayabilmeleri [68,123], suda ¢ozliniirligii
az olan ilaclarin ¢6ziiniirliigiiniin artirilmasini saglayabilmeleri [141], stabilite sorunu
olan maddelerin stabil bir halde hedef doku/organa taginmalarina olanak saglamalari
[147], icerdikleri yiiksek su miktar1 sayesinde deride uzun siireli nemlenme
saglayabilmeleri [148] ve cesitli parametrelerin degistirilmesi ile deriden gegisin

istenen sekilde modifiye edilebilmesi [149] gibi avantajlara sahip olmalaridir.

Bu tez calismasinda, lamellar sivi kristal (LSK), lamellar sivi kristal
emiilsiyon (LSK ES) ve lamellar siv1 kristal yaglh (LSK YS) sistemlerinin yanisira
Y/S emiilsiyonu formiilasyonu hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin
karakterizasyonu icin, formiilasyonlar polarize 151k mikroskobunda incelenmistir.
Lamellar sivi kristallerin  mikroskobik inclemelerinin  yapildigr caligmalar
incelendiginde, bu yapinin olusmasi i¢in belirli bir silire gerektigi belirtilmis, bu
nedenle yapilan mikroskobik incelemeler, formiilasyonlar hazirlandiktan 1 giin ile 1
hafta arasinda degisen zamanlarda yapilmistir [124,139]. Bu calismalar gdz 6niinde
bulundurularak  formiilasyonlarin ~ mikroskobik incelemeleri formiilasyonlar
hazirlandiktan 1 giin sonra yapilmistir. Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda,
lamellar sivi kristal ve lamellar sivi kristal emiilsiyon sistemlerinde, lamellar sivi
kristal yapisinin karakteristik 6zelligi olan, yagsi serit yapisinin yanisira yogun bir

sekilde “Malta hac1” yapist gozlenmistir (Sekil 3.4.a, 3.4b) [56]. Lamellar s1vi1 kristal
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yaglh sisteminde ise, lamellar sivi kristal sistemlerine 6zgii “Malta Hag1” yapist
yerine Eccleston ve arkadaslarinin [135] bozulmus Malta Hag1 adini verdikleri yap1
gozlenmistir (Sekil 3.4c¢). Jurado ve arkadaslari [137] da, hazirladiklar1 yag/ylizey
etkin madde karisiminda elde ettikleri bu yapinin lamellar sivi kristal yapt oldugunu
belirtmiglerdir. Y/S emiilsiyonu ise bu formiilasyonun klasik emiilsiyon

goriiniimiinde oldugunu gostermektedir (Sekil 3.4d).

Lamellar siv1 kristallerin hazirlandiktan sonra stabil halde bulunabilmeleri
icin saklama kosullarindan sicakligin 6nemli bir parametre oldugu literatiirde
belirtilmektedir [149]. Bu nedenle, etkin madde igermeyen formiilasyonlar {izerinde
yapilan stabilite ¢aligmasinda hazirlanan formiilasyonlar 25 °C’de saklanmustir.
Lamellar sivi kristal, lamellar sivi kristal emdiilsiyon, lamellar siv1 kristal yagh
sistemlerinin ve Y/S emiilsiyonunun renginde veya kivaminda herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir. Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda ise, lamellar siv1 kristal
ve lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemlerinde (Sekil 3.17 ve 3.18) yagsi serit ve
“Malta hac1” yapisiyla ve lamellar sivi kristal yagh sistemlerinde (Sekil 3.19)
bozulmus “Malta hac1” ve yagsi1 serit yapisiyla karakterize lamellar sivi kristal
yapinin 6 ay siiresince stabil oldugu gozlenmistir. Y/S emiilsiyonu sistemi ise
damlacik boyutunda gozlenen hafif artisa ragmen, 6 ay boyunca herhangi bir faz

ayrimina ugramadigindan, stabil olabilecegi diistiniilmustiir.

Tez c¢alismalarn kapsaminda yapilan DSC analizleri ile, oncelikle etkin
madde, ylizey etkin maddeler ve ylizey etkin madde/yardimci yiizey etkin madde
karisiminin (3:1) termal 6zellikleri incelenmistir. Azelaik aside ait DSC termogrami
(Sekil 3.9) ve tablo 3.6. incelendiginde azelaik aside ait erime pikinin 111.29°C’de
gozlendigi goriilmektedir. Bu, azelaik asidin literatiirde belirtilen erime sicakligindan
(105°C) farkli olarak bulunmustur [133]. Bunun nedeninin kullanilan aletlerin
farkliligindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Brij 72, Brij 721P ve bu yiizey
etkin maddelerin 3:1 oranindaki karistminin DSC analizinden elde edilen veriler
incelendiginde (Tablo 3.6), Brij 721 P ve Brij 72’nin 3:1 oranindaki karigimindan
elde edilen faz gecis sicaklig1 ve entalpisinin (54.29°C, 97.76 J/g), saf haldeki ylizey

etkin maddelerin DSC analizinden elde edilen faz gegis sicakliklart ve faz gegis
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entalpilerinin arasinda bir deger aldig1 goriilmektedir. Bu da, Brij 721 P ve Brij
72°nin  birbirleriyle etkilesmeleri sonucunda farkli bir yap1 olusturdugunu
gostermektedir. Ayrica, Brij 721 P ve Brij 72’nin faz gegis sicakliklari
(50.94°C,57.06°C)ve entalpileri (107.6 J/g, 89.82 J/g) (Tablo 3.6) arasindaki fark da
bu yiizey etkin maddelerin hidrofobik zincir kismindaki gruplarin farkliligindan
kaynaklanmaktadir. Etkin madde i¢ermeyen formiilasyonlarla yapilan DSC
calismalar1 sonucunda, her bir formiilasyondaki yag/ yiizey etkin madde karisimi/ su
icerigine, oranina ve etkilesimlerine bagli olarak termogramlarda elde edilen faz
gecis sicakliklarinda ve entalpilerinde farkliliklar gézlenmistir. Lamellar siv1 kristal
yap1 gosteren sistemler ile Y/S emiilsiyonu sistemleri karsilastirilacak olursa, Y/S
emiilsiyonundan elde edilen faz gecis entalpisinin lamellar siv1 kristal yap1 gdsteren
sistemlere gore daha diisiik oldugu goriilmektedir (Tablo 3.6). Bu sonug, lamellar
stvi kristaller iceren sistemlerde faz gegisi icin daha fazla enerjiye gereksinim
oldugunu ve bu yapilarin Y/S emiilsiyonuna goére daha saglam bir yapi

olusturdugunu gdstermektedir.

Bu c¢aligmada, etkin madde olarak, sahip oldugu antiantibakteriyel, keratolitik
ve komedolitik 6zelliklerinden dolay1 ¢esitli hiperpigmentasyon bozukluklar1 ve akne
tedavisinde kullanilan azelaik asit secilmistir [150]. Akne, sadece dermatolojik ve
kozmetik bir sorun olmayip 6zellikle yiizde biraktig1 lekeler nedeniyle hastalarda
psikolojik sorunlara da neden olabilen bir hastaliktir. Azelaik asidin, akne lekelerini
hafifletme 6zelligi de bu etkin maddenin sec¢ilmesinde etkili olmustur. Azelaik asit,
doymus, 9 karbonlu bir dikarboksilik asit olup, viicutta eser miktarda bulunmaktadir.
Cesitli enzimleri (tirozinaz, 5-a rediiktaz, p450 rediiktaz) in vitro geri doniislii olarak
inhibe etme oOzelligine sahip olup, bu nedenle hiperpigmentasyon lekelerinin
hafifletilmesinde kullanilmaktadir. Bu etkisini hiperaktif melanositlere karsi secici
etki gostererek gergeklestirir. Ayrica, mitokondriyal solunumu ve DNA sentezini de
engeller. Azelaik asidin piyasada jel (%15) ve krem (%20) formiilasyonu bulunmakta
olup, bu formiilasyonlar siispande halde azelaik asit icermektedir. Bu nedenle,
azelaik asit miktari1 azaltmaya ve azelaik asidi ¢oziiniirlestirmeye yonelik

calismalar da [112-117] g6z Oniine alinarak, bu ¢alismada igerisinde %1 azelaik
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asidi ¢Oziinmiis halde bulunduran sivi kristal formiilasyonlarin hazirlanmasi

amaglanmustir.

Azelaik asit iceren (%1, a/a) formiilasyonlarin mikroskobik incelenmesi
sonucunda, hem sivi1 kristal bazli formiilasyonlarda hem de Y/S emiilsiyonunda etkin
maddenin ¢6zlindiigi gozlenmistir (Sekil 3.5a — d). %1 konsantrasyonda azelaik
asidin formiilasyonlar igerisinde ¢oziindiigii yapilan DSC c¢alismalar1 ile de
gosterilmigtir. Sekil 3.12°deki termogramlar incelendiginde 111.29 °C sicaklikta
gozlenen azelaik asit pikinin (Sekil 3.9) tamamen kaybolmasi, mikroskobik
incelemelerde azelaik asidin sistemler igerisinde ¢oziinmiis halde bulunduguna ait

veriyi desteklemektedir (Sekil 3.5a — d).

Reolojik incelemeler hem formiilasyonlarin viskoziteleri ve reolojik
davranislar1 hakkinda bilgi verirken hem de sivi kristal yapmin aydinlatilmasina
yardimc1 olmaktadir [151].  Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de goriildiigii gibi tim
formiilasyonlar i¢in frekansa karsi ¢izilen G’ ve G’ osilator profilleri incelendiginde
tiim formiilasyonlar i¢in G’ degerinin G** degerinden biiyiik oldugu gézlenmektedir.
Bu da, lamellar s1v1 kristal, lamellar siv1 kristal emiilsiyon, lamellar siv1 kristal yagh
sistemleri ve Y/S emiilsiyonunun viskoelastik 6zellik gosterdigini kanitlamaktadir
[152] . Engstrom ve arkadaslar1 [141], monoolein kullanarak hazirladiklari g¢esitli
liyotropik sivi kristal sistemler icin yaptiklar1 reolojik Olglimler sonucunda
sistemlerin faz agisiin (0) 0° ve 90° arasinda yer aldigin1 bunun da viskoelastik
sistemlerin karakteristik 6zelligi oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, G degerinin G’
degerinden biiyiik olmasi, G’ degerinin uygulanan frekansa bagimliliginin az olmasi
ve G”’ degerinin uygulanan frekansta kiiciik degerler almasi lamellar sivi kristal
sistemlerde lamellar siv1 kristal yapinin varhigini1 kanitlamaktadir [26]. Ayrica, Tablo
3.5 incelendiginde faz agis1 (0) degerlerine bakilacak olursa, en diisiikk faz agisina
sahip lamellar s1v1 kristal emiilsiyon sisteminin (16.45°) en viskoelasik sistem oldugu
goriilmektedir. Lamellar siv1 kristal yapilar i¢cin G* degerlerinin G’ degerlerine orani
incelendiginde (Tablo 3.5), bu oranin lamellar sivi kristal emiilsiyon sisteminde

(3.34) en fazla, lamellar sivi kristal sisteminde ise en az (1.17) oldugu
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gozlenmektedir. Bu sonuclar da bize, lamellar sivi kristal emiilsiyon sisteminin en

saglam yapiya sahip oldugunu gostermektedir.

Azelaik asit iceren (%1, a/a) formiilasyonlar viskoziteleri agisindan
incelendiginde (Tablo 3.5), minimum kompleks viskozite degerleri, goz Oniine
alinirsa, en yiiksek minimum kompleks viskozite gosteren formiilasyon lamellar sivi
kristal emiilsiyon (86.33 Pa.s) iken en diisiik minimum kompleks viskozite degerine
sahip olan formiilasyon lamellar siv1 kristaldir (12.77 Pa.s). Aradaki lamellar sivi
kristal yagl sistemi (24.83 Pa.s) ve lamellar siv1 kristal (23.6Pa.s) sistemlerinin
minimum kompleks viskozite degerlerleri birbirine olduk¢a yakindir. Maksimum
kompleks viskozite, lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemi, lamellar siv1 kristal yaglh
sistemi, lamellar siv1 kristal ve Y/S emiilsiyonu i¢in sirastyla 22600 Pa.s, 5470 Pa.s,
1123 Pa.ss, 624 Pa.s degerlerini almaktadir (Tablo 3.5). Maksimum kompleks
viskozite degerleri géz Oniine alindiginda en yiiksek viskoziteye sahip sistemin
lamellar siv1 kristal emiilsiyon sistemi, en diisiik viskoziteye sahip sistemin ise Y/S

emiilsiyonu oldugu goriilmektedir.

Viskozitenin salim {izerindeki etkisi bilinen bir gergektir. Genel olarak
viskozitenin artmasi salimi geciktirmektedir [123]. In vitro salim ¢aligmalar1 azelaik
asit icin sink kosullarin elde edildigi 4 mM pH 7.4 fosfat tamponu:etanol (50:50)
ortaminda yapilmis olup azelaik asidin bu ortam icerisindeki c¢oziiniirligi
120.40 mg/mL olarak bulunmustur. Elde edilen salim sonuglarinda gore, en hizlh

%) formiilasyonundan elde edilirken,

salim  lamellar sivi kristal (136.34 pg.cm™
en diisiik hiz lamellar sivi kristal yagh sisteminden (103.39 pg.cm™ s?) elde
edilmistir. Hidrofilik selofan zar ve hidrofilik salim ortammin kullanilmasi
sonucunda lamellar siv1 kristal, lamellar siv1 kristal emiilsiyon ve Y/S emiilsiyonu
formiilasyonlarindan salimin, yagli bir sistem olan lamellar sivi kristal yagh
sisteminden salimdan daha hizl1 ve miktar agisindan daha fazla oldugu goriilmektedir
[130]. Azelaik asidin, su igerigi en fazla olan lamellar siv1 kristal formiilasyondan en
hizh (136.34 pg.cm™ g2 ) salindigi, su igcermeyen lamellar sivi kristal yagh

-172

sisteminden ise en yavas salindigi (103.39 pg.cm™ s?) gozlenmektedir. Azelaik

asit, icerdigi iki hidroksil (-OH) grubu sayesinde su ile etkilesme ve hidrojen bagi
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yapabilme kapasitesine sahiptir [153]. Yiiksek miktarda su igeren lamellar siv1 kristal
sisteminde azelaik asidin Oncelikle lamellar sivi kristal sistemdeki ve daha sonra
ortamdaki su ile etkilesmesinin salim hizinin artmasinda etkili olabilecegi
diistiniilmiistiir. Azelaik asidin, lamellar siv1 kristal emiilsiyon ve Y/S emiilsiyonu
sistemlerinden salimlar1 incelendiginde lamellar sivi kristal emiilsiyon sisteminden
salimin Y/S emiilsiyonuna gore daha yavas oldugu goriilmektedir (Tablo 3.7)
Lamellar sivi kristal emiilsiyonunu sahip oldugi yiiksek viskozite nedeniyle en
saglam yapiya sahip oldugundan, bu sistemden azelaik asit saliminin daha yavas
gergeklestigi diistiniilmektedir. Lamellar sivi kristal yaglh sisteminden azelaik asit
salimi incelendiginde ise, hidrofilik 6zellikteki selofan zar ve salim ortaminin, su
icermeyen lamellar siv1 kristal yagl sisteminden salim i¢in bir engel gorevi goriip en
yavag salima neden oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, lamellar siv1 kristal sistemin
viskozitesi en az olan formiilasyon olmasi ve sivi kristal yapisi salimin daha hizlh
olmasina nedendir. Fakat, viskozite c¢alismalarinda elde edilen siralama
formiilasyonlardan in vitro salim caligmalar1 iizerinde ¢ok etkin goriilmemektedir.
Ciinkii formiilasyonlarin yapilart ve hidrofilik/hidrofobik 6zellikleri salimda daha

baskin olmaktadir.

Salim sonuglar1 genel olarak azelaik asidin sivi  kristal bazh
formiilasyonlardan degisik hizlarda salindigin1 géstermekte olup, 6zellikle hizli etki
istenen durumlarda lamellar sivi kristal ve Y/S emiilsiyonu tercih edilirken, daha
yavas ve uzun slreli tedaviler i¢in lamellar siv1 kristal yagli sistemi uygun olabilir.
Ciinkii azelaik asit ile akne, rozase ve hiperpigmentasyon bozukluklarinin tedavisi 3-
4 aylik bir siire¢ olup degisik salim hizlarina ve etkinlik derecelerine sahip tedavi
sekilleri gerekmektedir. Bu c¢alismada, azelaik asidin Y/S emiilsiyonu kadar etkin
olabilecek lamellar sivi kristal formiilasyonlar1 ve daha yavas salim saglayan
lamellar s1v1 kristal yagli sistemi elde edilmistir. In vitro salim ¢aligmalarinin selofan
zar ile yapilmasi elde edilen sonucglarin deriden gegiste bazi degisikliklere
ugramasina neden olur. Bu farkliligi, in vitro deriden gegis calismalar ile
degerlendirmek olas1 iken, daha ¢ok deriden gecis mekanizmasinin aydinlatilmasina
yonelik, formiilasyonlarin stratum korneum bilesenleriyle etkilesimi DSC ¢aligsmalari

ile incelenmistir [123]. DSC ¢alismalarindan elde edilen sonuglardan (Tablo 3.8 ve
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Sekil 3.16), stratum korneum bilesenlerine ait endotermler iizerinde en siddetli etkiyi
lamellar sivi kristal ve lamellar sivi kristal emiilsiyon sistemlerinin gosterdigi
anlasilmaktadir. Lamellar siv1 kristal formiilasyon, T2 ve T3 lipid endotermleri ile T5
protein pikini yok ederken, lamellar siv1 kristal emiilsiyon sisteminin ise T2 lipid
pikinin yanisira, T4 ve TS5 protein piklerini yok ettigi goriilmektedir. Ayrica, T3 lipid
pikinin de faz gecis sicakliginin daha yiiksek bir degere kaydigi goriilmektedir. Y/S
emiilsiyonunu T2 lipid piki ile T4 protein pikini yok etmistir. Lamellar siv1 kristal
yagli sistemi ise sadece T2 lipid pikini yok etmistir. Bu da, deriden emilim goz
online alindiginda yiizey etkin maddelerin lipid ekstraksiyonu ve/veya protein
denatiirasyonu yoluyla penetrasyon artirict  Ozelliklerini  gosterebilecekleri
diisiiniilmistiir [78]. Bu etkiyi artiran 6zelliklerden birisi de lamellar sivi kristal
formiilasyonlarda suyun bulunmasidir. Lamellar siv1 kristal ve lamellar siv1 kristal
emiilsiyon sistemleri igerdikleri su ve yiizey etkin maddeler sayesinde stratum
korneumun hem lipid Dbilesenleriyle hem de protein bilesenleriyle
etkilesebilmektedir. Bu c¢alismada gelistirilen tiim lamellar sivi kristal bazh
formiilasyonlar ve Y/S emiilsiyonu stratum korneumun lipid ve/veya protein

yapilartyla etkileserek deriden emilimi artirma yoniinde hareket edebilir.
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SONUC

Siv1 kristallerin topikal uygulamalarini incelemek iizere bu tez calismasi
kapsaminda; siv1 parafin, Brij 721P:Brij 72 (3:1) karisim1 ve su kullanilarak basit bir
hazirlama yontemi ile %1 azelaik asit iceren ve oda sicaklifinda 6 ay stabil olan
lamellar s1v1 kristal formiilasyonlar1 ve Y/S emiilsiyonu hazirlanmistir. Farkli ytlizey
etkin madde:su:ve/veyayag icerigine sahip olan, bu nedenle farkli reolojik 6zellikler
ve termal etkilesmeler gdsteren formiilasyonlar arasinda en hizli salim lamellar sivi
kristal formiilasyondan, en diisiik salim da lamellar siv1 kristal yagh sistemden elde
edilmistir. Formiilasyonlarin stratum korneum lipitleri ile etkilesimi DSC ¢aligmalari
ile incelenmis olup, sivi kristal yagl sisteminin lipit pikini etkilemesi, yapisinda su
bulunan diger sivi kristal bazli formiilasyonlarin ve Y/S emiilsiyonunun ise lipit
piklerinin yanisira protein piklerini de etkilemesi gelistirilen tiim formiilasyonlarin

azaleik asidin deriden gegisini artirma yoniinde etki edebilecegini diisliindiirmektedir.

Azelaik asit iceren (%1, a/a) lamellar sivi kristal, lamellar sivi kristal
emiilsiyon ve lamellar siv1 kristal yagli sistemlerin etkin maddenin deriden emilimini
artirabilecek, topikal kullanima uygun, stabil formiilasyonlar olabilecegi sonucuna

varilmistir.
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