1. GIRIiS

Bu arastirmada, AIDS tedavisinde kullanilan bir etkin madde olan Zidovudin’in
(AZT) transdermal uygulanmasi sirasinda penetrasyon arttiricilar yardimiyla deriden

gecisinin arttirilmasi iizerinde ¢alisilmistir.

AZT, oral yolla uygulandiginda, ilacin yan etkileri belirgin bir bicimde ortaya
cikmaktadir. Bu etkin maddenin oral yol disinda transdermal yol ile verilmesinin bu
yan etkilerin siddetini ve/veya goriilme sikligin1 azaltacagi ve transdermal yol ile
uzatilmis salim saglanabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak AZT nin hidrofilik 6zelligi
nedeni ile deriden pasif difiizyonla gecisi zayiftir ve transdermal yolla terapotik
diizeye ulagmak zordur. Uygun bir tagiyic1 ya da penetrasyon arttirici kullanimu ile
deriden gecisin arttirilmast miimkiindiir. AZT’nin deriden gecisinin arttilmasi
amaciyla kullamlabilecek yontemler arasinda kimyasal penetrasyon arttiricilardan
veya iyontoforez mekanizmasindan yararlanilabilecegi bildirilmistir (Narishetty ve

Panchagnula, 2004; Oh ve ark., 1998).

Bu nedenle ¢alismamizda iki farkli penetrasyon arttirma mekanizmasi kullanilarak

AZT’nin deriden geg¢isi arttirllmaya ¢alisilmigtir.

1.1. Derinin Ozellikleri

1.1.1. Derinin Anatomik Yapisi

Deri, 2 m*lik yiizey alam ile insan viicudunun en genis ylizey alanli orgamidir.
Toplam viicut agirliginin % 3,7’lik boliimiinii olusturmaktadir. Deri, viicudumuzda
giines 1sinlarinin zararli radyasyonundan ve dis etkenlerden koruyuculuk, 1s1
dengesinin saglanmasi ve su kaybinin dengelenmesi gibi temel gorevleri
tistlenmektedir (Poet ve McDougal, 2002; Hadgraft, 2004). Deri iizerine uygulanan
ilag formlarinin deri ile uzun siireli temasta bulunabilme 6zellikleri nedeni ile hem

sistemik hem de lokal etki olusturmak i¢in deri yoluyla ila¢ kullamimi yaygindir



(Mullins, 1980). Uygulanan ilacin deriden emilmesi epidermis tabakasindan, kil
folikiillerinden ya da ter bezi kanallarindan pasif difiizyon ile olmaktadir (Tarimci ve

Yiiksel, 1988).

Derinin anatomik yapis1 incelendiginde genel olarak {ic ana tabakaya ayrildigi

goriilmektedir: (Tarimer veYiiksel, 1988; Wang ve ark., 2005; Mullins, 1980)

1- Epidermis tabakasi
2- Dermis tabakasi

3- Hipodermis tabakasi

Bu tabakalar arasinda en kalin olan1 3-5 mm kalmliga sahip olan dermistir. Dermis
ter bezleri, kil folikiilleri, sinir sonlar1 ve lenf kanallarim1 barindirmaktadir. Deri

yoluyla uygulanan ilaglar dermiste absorbe olmaktadir (Wang ve ark., 2005).

Epidermis tabakasimin kalinhigi 0,06-0,8 mm’dir ve viicudun cesitli bolgelerinde
kalinlig1 degisiklik gostermektedir. Epidermis tabakasi etkin maddelerin transdermal
absorpsiyonlart icin hiz kisitlayici bir tabaka 6zelligi gostermektedir (Wang ve ark.,

2005).

Ilaclarin deriden penetrasyonunda en etkili bariyer ozelligini epidermisde yer alan
katmanlarin en iistiinde yer alan stratum korneum gostermektedir (Lee ve ark., 1997).
Stratum korneumun tabakasinin farkli kaynaklardan edinilen kalinlik degerleri 10-20
um (Hadgraft, 2004), 10-15 um (Lee ve ark., 1997), 5-400 um (Poet ve McDogal,
2002) olarak verilmektedir. Stratum korneum derinin su kaybinin Onlenmesini ve
koruma gorevini iistlenmektedir. Stratum corneum % 20 oraninda su icerigi ile
lipofilitesi yiiksek bir katman 6zelligi gostermektedir (Wang ve ark., 2005). Yapilan
arastirmalar stratum korneum tabakasindan yoksun olan deriden su kaybinin 61 kata

kadar artig gosterdigini belirtmektedir (Hadgraft, 2004).



Deriden kimyasal maddelerin gecisi 3 temel yoldan olmaktadir (Sekil 1.1);
a-Maddenin intraseliiler/transseliiler sivida ¢oziinerek difiizyonu
b-Interseliiler/paraseliiler s1vida difiizyon

c-Deri eklerinden (kil folikiilleri, ter bezleri ve yag bezleri gibi) gecis (Tarimci ve

Yiiksel, 1988; Wang ve ark., 2005; Hekimoglu, 1987).

Deri, 1 cm? lik boliimiinde ortalama olarak 40-70 adet kil folikiilii ve 200-250 adet
ter bezi kanali bulundurmaktadir. Deri ekleri olarak da bilinen bu yapilar suda
¢coziinen ve iyonik karakterdeki etkin maddelerin deriden gecislerinde onemli rol
oynamaktadirlar. Deri ekleri ortalama deri yiizeyinin yaklasik % 0,1’'lik bir

boliimiinii olugturmaktadir (Wang ve ark., 2005).

Deri eklerinden etkin madde gecisi fiziksel veya kimyasal mekanizmalarla
arttinlabilir ya da kontrol edilebilir. Fiziksel mekanizmalardan biri olan iyontoforez
ile etkin maddenin tasinmasi genel olarak deri eklerinden taginma seklinde
gerceklesmektedir, bu teknikle molekiiller kil folikiilleri veya terbezi kanallar

izerinden tasinmaktadirlar (Wang ve ark., 2005; Lee ve ark., 1996).

Elektriksel

inkorporasyon Deri eklerinden gegis

‘/g Iyontoforez

Transseliiler yol

interseliiler yol
Stratum
corneum

Epidermis

= >
Kapiler ag %ﬁ\ Dermis
&
Elektrop;rasyon

“~a Transdermal gegis

Sekil 1.1. Derinin sematik gosterimi ve iyontoforetik gecis yollar1 (Banga, 1998).



1.1.2. Derinin Elektriksel Ozellikleri

Stratum korneumun yiiksek lipit diisiik su oranina sahip olmasi, derinin elektriksel
direncinde 6nemli rol oynamaktadir. Yapilan arastirmalar elektriksel direncin stratum
corneumun su icerigi ile ters orantili oldugunu gostermektedir (Riviere ve Heit,
1997). Stratum corenum 10*-10° Q.cm?lik bir dirence sahiptir. Stratum korneumun
elektriksel ozellikleri, hidratasyon, kimyasallarin kullanimi, sicaklik, zaman, deri
hastaliklari, tiroit aktivitesi veya disardan uygulanacak elektrik akimi uygulamasi ile
degisebilmektedir. Elektriksel uygulama sirasinda uygulanan lokal elektrik akiminin
etkisiyle stratum corneum lipitlerinin daha akiskan ve gecirgen ozellik kazandigi
disiiniilmektedir (Prausnitz, 1996). Deri kendini olusturan yapi taslarinin 6zellikleri
nedeniyle negatif yiik barindirmaktadir. Bu 6zelligi deriye katyon segici gegirgenlik
ozelligi kazandirmaktadir. Deri pH 3-4 arasinda izoelektrik noktaya sahiptir bu
nedenle deri iizerine uygulama yaparken optimum pH se¢imi 6nemlidir. (Prausnitz,

1996; Riviere ve Heit, 1997).

1.1.3. Deriden Emilme (Perkiitan Absorpsiyon):

Perkiitan absorpsiyon (deriden emilme), yerel uygulanan bir dozaj seklinden ilacin
salinmasi, deriye penetrasyonu ve daha sonra kilcallar vasitasi ile kan dolasimina

katilmasidir (Branough ve Stewart, 1985).

Perkiitan absorpsiyon genel olarak ii¢ asamada gerceklesir; (Hekimoglu, 1987).
-[lacin s1vag/tasiyici sistemde ¢oziinmesi,
-Coziinmiis ilacin sivagdan/tasiyici sistemden deri yiizeyine difiizyonu,

-[lacin deri tabakalarindan gecerek kan dolasimina katilmast.

[lacin deriden gecisi bolim 1.1.1.°de anlatildigr gibi 3 farkli mekanizma ile
gerceklesir:
a-Maddenin intraseliiler/transseliiler sivida ¢oziinerek difiizyonu

b-Interseliiler/paraseliiler s1vida difiizyon



c-Deri eklerinden gecis (Tarimci ve Yiiksel, 1988; Wang ve ark., 2005; Hekimoglu,
1987).

Bir maddenin perkiitan absorpsiyonunda bu yollardan sadece biri etkili olmaz birkag1
bir arada goriilebilir. Gegis yapacak olan molekiiliin tabiatina gore bu yollardan biri
veya birkagi etkili olmaktadir. Intraselliiler sividan difiizyon, daha ¢ok aktivitesi
yiikksek molekiiller icin gecerlidir. Interseliiler sividan gecis ise alanin kiiciik olmasi

nedeniyle daha etkisiz kalmaktadir (Tarimer veYiiksel, 1988).

Deriden etkin maddelerin perkiitan gecisi pasif diflizyon ile gerceklesir. Difiizyon,
madde molekiillerinin yiiksek konsantrasyonlu bolgeden diisitkk konsantrasyonlu
bolgeye gogiidiir ve matematiksel olarak Fick’in 1. ve 2. yasalar ile aciklanmaktadir

(Guy ve Hadgraft, 1985; Shah ve ark, 1994; Block, 2000; Hadgraft, 2004).

Difiizyonla epidermis tabakasindan gecen etkin madde konsantrasyonunun zamana
kars1 grafiklendirilmesi ile deriden emilim dengeye gelene kadar parabolik bir iligki
goriiliir, bu iligki Fick’in 2. kanunu ile agiklanir. Dengeye ulasildiginda ise Fick’in 1.
kanunu ile aciklanan dogrusal bir iliski s6z konusudur. Dengeye ulasana kadar gecen

siireye gecikme siiresi denir (Guy ve Hadgraft, 1985).

Penetre olan madde miktan

+——lag time — Zaman

Sekil 1.2. Epidermisten etkin madde difiizyon profili.



1.Fick kanunu;

dQ/dt = Ky D. (Ciasayier - Cresepisr) / h Denklem 1.1.

dQ/dt : Etkin maddenin deriden penetrasyon hizi (mg/cm?.1/sn)

D : Etkin maddenin deriden difiizyon katsayisi (cm?/sn)

K, : Etkin maddenin deri ve tasiyici sistem arasindaki partisyon katsayisi
Ciagiyir : Etkin maddenin tasiyici igindeki konsantrasyonu (mg)

Creseptor : Etkin maddenin alici (reseptor) kompartiman i¢indeki konsantrasyonu

h : Deri bariyerinin etkili kalinligi (cm)

Genellikle Cregepir<< Ciagiyicr 0Oldugundan formiil kisaltilarak verilebilir.

dQ/dt = Kp D. Cggier / h Denklem 1.2.

2 .Fick kanunu;

Sc/dt =D . (8%) / (6x%) Denklem 1.3.

¢ : Madde konsantrasyonu
t : Gegis siiresi

x : Katedilen yol

Etkin maddenin sivag/tasiyict/homojen filmden ¢ikis matematigi Higuchi denklemi
ile agiklanir. Denklem c¢ozelti tipi preparattan ¢ikis ve siispansiyon tipi preparattan

cikis icin iki farkli sekilde verilmektedir (Yiiksel, 1992).

Cozelti tipi preparattan ¢ikis icin,
Q=(.Cy.D.t/m" Denklem 1.4.

Q :taninda birim alandan salinan yi1gilmali etkin madde miktar1 (mg)
C o : Etkin maddenin baslangi¢c konsantrasyonu (mg/ml)
D : Etkin maddenin preparattaki difiizyon katsayisi (cm?/sn)

t : Zaman (sn)



Siispansiyon tipi preparattan ¢ikis igin,

Q=(Q2.A.D.C. 1" Denklem 1.5.

A : Etkin maddenin preparattaki konsantrasyonu (mg/ml)
C; : Etkin maddenin ortam sivisinda ¢oziiniirliigii (mg/ml)

D : Etkin maddenin ortam sivisinda difiizyon katsayisi

1.2. Transdermal Yolla ila¢ Uygulamas:

Transdermal yolla ilag uygulamasi 1979 yilinda skopolamin yamalarinin kullanima
girmesi ile klinik a¢idan onemli bir konuma gelmistir. Bununla beraber uygulama
alan1 olan derinin etkin madde gecisini kisitlayic1 6zelligi nedeni ile transdermal
amagla kullanilabilecek sinirli sayida etkin madde bulunmaktadir. Bu nedenle
arastirmalar daha fazla etkin maddenin transdermal kullanimina yonelik olarak

devam etmektedir (Langer, 2004).

Yapilan caligmalar deriden etkin madde gecisini 6nleyen faktorlerin anlasilmasina
151k tutmustur. Rein, 1924 yilinda yaptigi calismayla deriden ilag gecisini engelleyen
ana unsurun epidermisde bulunan stratum korneum tabakasi oldugunu hipotezinde

ortaya koymustur.

Blank, 1964 yilinda yaptigi calismada stratum korneumu soyarak uzaklastirilmig
deriden su kaybinin fonksiyonlar1 tam olan deriye nazaran daha fazla oldugunu

ortaya koymustur.

Scheuplin, 1965 yilinda yaptig1 calismada deriden transdermal penetrasyonu

sinirlayan yegane unsurun stratum korneum tabakasi oldugunu ortaya koymustur.

Michaels, 1975 yilinda yaptifi c¢alismada farkli etkin maddelerin stratum
korneumdan gegislerini inceleyerek bu etkin maddelere ait difiizyon katsayilarini

belirlemistir.



Giiniimiizde ise piyasada skopolamin, nitrogliserin, nikotin, klonidin, fentanil,
estradiol, testosteron, lidokain, oksibutin gibi etkin maddelerin transdermal
preparatlar1 bulunmaktadir. Transdermal yolla ila¢ uygulamasinin en 6nemli avantaji;
ilaglarin karacigerdeki ilk gecis eliminasyonuna ugramamalaridir. Ayrica klonidin,
nitrogliserin ve fentanilin piyasada bulunan preparatlarn iizerinde yapilan
aragtirmalarda oral uygulamaya nazaran transdermal uygulanmalarinin daha az yan
etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Biitiin avantajlarina ragmen giiniimiizde sadece
belirli sayidaki etkin madde transdermal yolla uygulanabilmektedir. Bu nedenle
giinimiizde daha ¢ok etkin maddenin transdermal olarak uygulanabilirligini
saglamak amaciyla degisik yontemlerden yararlanilmaktadir. Bu yontemler arasinda
fiziksel ve kimyasal penetrasyon arttirict yontemler bulunmaktadir. Fiziksel
yontemlerin basinda iyontoforez uygulamasi gelmektedir ve yapilan arastirmalarda
bu yontemle pek c¢ok etkin maddenin transdermal gecisinin arttirilabilecegi

bildirilmistir (Langer, 2004).

1.3. Transdermal Yolla fla¢c Uygulanmasinda Kullamlan Gecis Arttirma

Yontemleri

Insan derisi etkin madde penetrasyonu icin secici gecirgen 6zellikte bir bariyerdir.
Secici gecirgen 6zelligi nedeniyle ancak uygun fizikokimyasal 6zellige sahip etkin
maddeler deri yolu ile kendiliginden gecis yapabilecek niteliktedir. Bu nedenle
deriden gecise uygun fizikokimyasal Ozellige sahip olmayan etkin maddeler igin
fiziksel ve kimyasal penetrasyon arttirma yontemleri kullanilmaktadir (Barry, 2001a;

Barry, 2002).

1.3.1. Tasiyic1 ve Etkin Madde Etkilesimi

1.3.1.1. Uygun Etkin Madde veya Prodrogun Secimi

En basit yaklagim ayn1 farmakolojik siniftan stratum korneum bariyerini asabilecek

uygun fizikokimyasal 6zellige sahip etkin maddelerin secilmesidir. Eger etkin madde



stratum korneum bariyerini asabilecek uygun o6zelliklere sahip degilse bu etkin
maddelerin prodruglarinin (6n ilag) sentezlenmesi yoluna gidilebilir. Prodrug stratum
korneum bariyerini asabilecek uygun fizikokimyasal Ozellige sahip olmalidir.
Prodruglar stratum korneum bariyerini ge¢ip canli dokuya ulastiklarinda canli
dokuda yer alan enzimler tarafindan etkili formlarina doniistiiriiliirler (Barry, 2001b;

Barry 2002).

1.3.1.2. Kimyasal Potansiyelin Ayarlanmasi

Higuchi’nin termodinamik aktiviteye iliskin denkleminden yararlanarak etkin
maddenin tasiyic1 sistem icerisindeki termodinamik aktivitesine baglh olarak

penetrasyon oraninin degistigi anlasilmaktadir.

dm/dt = a.D/y.h Denklem 1.6.

a: Termodinamik aktivite

v: Deri icindeki aktivite katsayisi

h: Uygulama alaninin kalinlig

D:Difiizyon katsayisi

dm/dt: Zamana bagl olarak deriden gecis yapan etkin madde miktar1

D, h, y degerleri sabit degerler oldugundan, deriden ge¢is yapacak olan etkin madde
miktar1 etkin maddenin tasiyict sistem icindeki termodinamik aktivitesi ile dogru
orantilidir. Bu nedenle etkin madde yiiksek termodinamik aktivite goOsterecegi
tasiyict sistemde yer almalidir. Yapilan calismalarda doygun c¢ozeltilerde etkin
maddelerin yiliksek termodinamik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (Hadgraft,

2004; Barry, 2002).

1.3.1.3. liyon Cifti ve Koaservatlar

Yiklii molekiillerin stratum korneumun elektriksel o©zellikleri nedeniyle bu

tabakadan gecis yapmaya uygun olmadiklan belirtilmektedir. Bu nedenle gelistirilen



tekniklerden biri etkin maddeyle zit yiiklii bir iyonun olusturdugu lipofilik iyon
ciftleridir. Iyon ciftleri canh epidermise difiize olur ve bu tabakada kendilerini

olusturan iyonlara ayrilir (Hadgraft, 2004; Fini ve ark.,1999; Trotta ve ark., 2003).

Koaservat sistemleri ise zit yiiklii iyon ¢iftlerinin koaservati olusturan yag fazinda
ayristirtlmasi ile elde edilirler. Koaservatlar canli dokuya difiize olarak kendilerini

olusturan iyonlara ayrilirlar (Barry, 2002).

1.3.1.4. Otektik Sistemler

Emla® Krem adi ile bilinen ticari preparatta lidokain ve prilokain ile hazirlanan
otektik karigimin sagladigi avantajlar yeni etkin maddeler icin de otektik sistem
olusumu ile benzer faydalar elde etme diisiincesinin gelisimine neden olmustur

(Barry, 2001a; Barry, 2002).

Arastirmacilar, lidokain ve mentol ile hazirlanan otektik sistemde yilan derisinden
penetrasyonun arttigini ortaya koymuslardir. Ibuprofenin 7 terpen ve propranololiin
yag asidi esterleri ile hazirlanan 6tektik sistemleri iizerinde yapilan arastirmalarda da
transdermal penetrasyonda artis saglandigini belirtmislerdir (Barry, 2001a; Barry,
2002).

1.3.2. Vezikiiller ve Partikiiller

1.3.2.1. Lipozomlar ve Analoglari

Lipozomlar genellikle kolestrol ve fosfolipitlerden olusan kolloidal partikiillerdir. Es
merkezli biyomolekiiler bir tabaka formundaki lipozomlar etkin maddeleri i¢lerinde

hapsederek deriden gecislerini saglarlar (Jia-You ve ark., 2001).

Lipozomlarin sodyum kolat gibi siirfaktan maddeleri iceren yiiksek elastikiyet

ozelligi gosteren transferzomlar (Kim ve ark., 2004; Elsayed ve ark., 2006), yiiksek
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konsantrasyonda etanol iceren etozomlar (Touitou ve ark., 2000), noniyonik
siirfaktanlar iceren ve lipozomlarin kimyasal instabilite, fosfolipit kaynakl piirite ve
yiikksek maliyet gibi dezavantajlarim1 ortadan kaldiran niozomlar gibi tiirleri vardir

(Elsayed ve ark., 2006; Jia-You ve ark., 2001).

1.3.2.2. Partikiillere Hiz Kazandirilmasi

Hankin (2007), Powderject sistemi 20-100 pm partikiil boyutundaki etkin maddelerin
helyum gaziyla olusturulan siipersonik sok dalgalar1 yardimiyla stratum korneum
bariyerinden gegirerek deri derinliklerine iletilmesini saglamaktadir. Ancak bu sistem

heniiz FDA tarafindan onay alamamistir.

Intraject®, J-Tip®, Biojector® 2000 ve Medi-ject Vision® adiyla bilinen sistemler igne
kullanmadan sivi ila¢ sekillerini 0,1-0,5 mm c¢apindaki bir uygulama alaninda
stratum korneum bariyerinden gecirerek deri derinlerine iletmektedir. Bu sistemler
Vietnam’da Amerikan askerlerinde kullanilan as1 tabancasindan hareketle

hazirlanmis, ignesiz injeksiyon oOzelligi gosteren sistemlerdir (Shergold ve ark.,

2006).

1.3.3. Stratum Korneumun Modifiye Edilmesi
1.3.3.1. Hidratasyon

Stratum  korneumun hidratasyonu cogu etkin maddenin penetrasyonunu
arttirmaktadir. Su stratum korneumun siki yapisinda agilmalara neden olarak etkin
maddelerin penetrasyonunda artisa neden olmaktadir. Nemlendirme faktorleri,
okliizif filmler, transdermal patchler (yama) ve lipofilik merhemler deride
hidratasyonu saglamakta ve bu sayede etkin maddelerin deriden penetrasyonu

artmaktadir (Williams ve Barry, 2004, Barry 2002).
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1.3.3.2. Kimyasal Penetrasyon Arttiricilar

Kimyasal penetrasyon arttiricilar stratum korneum lipit yapisina etki ederek, stratum
korneum proteinlerini modifiye ederek ve etkin maddenin stratum korneumdaki
partisyonunu arttirarak etki gosterirler (Hadgraft, 2004; Williams ve Barry, 2004,
Barry 2002).

Azon, terpenler, alkoller, yag asitleri ve dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi kimyasal
penetrasyon arttiricilar stratum corneumun lipit organizasyonunu bozarak stratum
korneumu etkin maddelere kars1 daha gecirgen bir hale getirirler (Hadgraft, 2004;
Williams ve Barry, 2004, Barry 2001a).

Iyonik siirfaktanlar, DMSO, desilmetilsiilfoksit gibi kimyasal penetrasyon arttiricilar
korneositlerde yer alan keratin ile etkilesime girerek siki protein yapilarinin
acilmasin saglar ve stratum korneumu etkin maddelere kars1 daha gegirgen bir hale

getirirler (Hadgraft, 2004; Williams ve Barry, 2004, Barry 2001a).

Cogu c¢oziicii (Etanol, Transkutol, DMSO) de stratum korneumun c¢oziicii
ozelliklerini degistirmektedir. Bunun sonucu olarak etkin maddelerin stratum
korneuma partisyonunu arttirmaktadir (Seki ve ark., 1991; Hadgraft, 2004; Williams
ve Barry, 2004).

1.3.4. Stratum Korneumun Atlatilmasi veya Uzaklastirilmasi

1.3.4.1. Folikiiler Gegis

Deri iizerinde yer alan kil folikiilleri ve yag bezi kanallan etkin maddelere stratum
korneum bariyerinin kisitlayic1 etkisine ugramadan gecis yapabilecekleri alternatif

bir yol olusturmaktadirlar (Meidan ve ark., 2005; Williams ve Barry, 2004, Barry
2002).
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Touitou ve ark. (2000) caligmalarinda kolloidal yapidaki lipozom ve analoglarinin
icerdikleri etkin maddelerin folikiiler yolla deriden gecislerini arttirilabilecegini
bildirmektedirler. Bu yolla yiiksek molekiil agirliga sahip etkin maddelerin folikiiler

yolla verilebilecegi diisiiniilmektedir.

1.3.4.2. Stratum Korneumun Uzaklastirilmasi

Aluminyum oksit kristalleri kullanilarak yapilan kimyasal soyma yontemi, lazer
uygulamasi, serit soyma yontemi gibi fiziksel, kimyasal veya mekanik yontemlerle
stratum korneum tabakasi uzaklastirilarak derinin bariyer 6zelligi ortadan kaldirilir

ve deri etkin maddelere daha gecirgen bir hale gelir (Barry, 2002; Barry, 2001a).

1.3.4.3. Mikroigneler

Mikroelektronik endiistrisinde 1990’11 yillardan giiniimiize kadar gecen siire
icerisinde mikrofabrikasyon teknikleri cok kiiciik ebatlarda yapilarin iiretilebilmesini
saglamistir. Mikrofabrikasyon teknolojisinin {iriinii olan mikroigneler stratum
korneum bariyerini asabilecek kadar uzun ve sinir reseptorlerini uyarmayacak kadar
kisadirlar. Mikroigneler etkin madde ile kaplanmis silikon mikroigneler ve i¢lerinde
bulundurduklar1 bosluklarda etkin maddeyi c¢oOzeltisi halinde iceren metal
mikroigneler olmak iizere iki farkli tipte olabilirler. Mikroignelerle yapilan tedavi
sonucunda olusan hasarmn giinliilk deri yipranmasindan veya hipodermal ignelerle
gerceklestirilen injeksiyondan daha fazla olmadigi belirtilmektedir (Prausnitz, 2004;
Teo ve ark., 2006; Gill ve Prausnitz, 2007)

1.3.5. Elektriksel Yontemler

1.3.5.1. Ultrason

Transdermal yolla ilag veriligsinde gecis arttirmak icin kullanilan diisiik frekansh

ultrason, 18-100 kHz frekansa sahip bir dalga hareketidir. Ultrason stratum
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korneumun interseliiler kanallarinda lokalize olmus lipitlerle etkilesime girerek
stratum korneumu etkin maddelere kars1 daha gecirgen bir hale getirmektedir.
Ultrasonun biyolojik dokularda kavitasyon (mikroskobik hava kabarcigi olusumu),
termal ve mekanik etkileri bulunmaktadir. Kavitasyon etkin maddelerin transdermal
gecislerini arttirmada en etkili faktordiir (Machet ve Boucaund, 2002; Lavon ve Kost,

2004).

1.3.5.2. Elektroporasyon (Elektrodelme)

Elektroporasyon yiiksek voltaj uygulamasiyla lipit ¢ift tabaka membranlarinda gecici
yapisal kansiklik olusturulmasi islevidir. Bu yontem pek c¢ok lipit ¢ift tabakali
membrana, 0rnegin lipozomlara, hiicresel yapilara (bakteri, memeli hiicresi gibi)
veya stratum korneum gibi daha kompleks yapilarda etki gostermektedir (Denet ve
ark.,2004). Elektroporasyonla tabaka basina 0,5-1,0 volt’luk elektrik potansiyeli
uygulama bolgesine 10us—10ms siireyle uygulanmaktadir (Banga ve ark., 1999).
Elektroporasyon uygulamasiyla deri iizerinde geri doniistimlii olarak kisa siireli yeni
por yollar1 olusur ve bu porlardan molekiillerin transportu saglanir (Jadoul ve ark.,
1999; Banga ve ark., 1999; Denet ve ark., 2004) . Elektroporasyon giiniimiizde gen
tedavisinde ve elektrokemoterapide kullanilmaktadir. Deri {izerinde bulunan lokal
timorlerin yok edilmesinde elektrokemoterapi, kemoterapiden daha etkilidir. Son
yillarda da transdermal ila¢ verilisinde kullanilan fiziksel gecis arttirici yontemlerle
beraber anilmaktadir. Cogunlugunu in vitro ortamda yapilan deneylerin olusturdugu
sinirh sayidaki hayvan ve insan deneyleri sonucunda bu yontemin de fiziksel gecis
arttirict bir yontem olarak kullanilabilecegi goriilmektedir. Elektroporasyonun diger
penetrasyon arttiric1 yontemlerle kombine kullanimina iliskin yapilan ¢aligmalar da
elektroporasyona ait veri birikiminin saglanmasi agisindan énemlidir (Denet ve ark.,

2004).

1.3.5.3. Magnetoforez

Yapilan sinirl sayidaki arastirmada manyetik alanin, manyetik 6zellik gosteren etkin

maddelerin deriden gegcislerini arttirmada kullanilabilecegini bildirilmektedir.
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Manyetizma ve mikrogip teknolojisi ile hazirlanan diizeneklerle etkin maddelerin

deriden kontrollii gecislerinin saglanabilecegi belirtmektedir. (Barry, 2001a).

1.3.5.4. lIyontoforez

iyontoforez, sabit bir elektrik akimi kullanarak deri tlizerinde olusturulan elektrik
potansiyeli yardimi ile iyonik (yiiklii) ve noniyonik (nétral/yiiksiiz) maddelerin
deriden gecislerini arttirmada kullanilan bir yontemdir (Wang ve ark., 2005).
Elektrigin temel prensiplerinden biri olan benzer yiiklerin birbirini itmesi ilkesinden
faydalanarak etkin maddenin dondr kompartimana yerlestirilen benzer yiikteki
elektrot tarafindan itilerek viicuda dogru siiriiklenmesi saglanir (Wang ve ark., 2005;

Sing ve Maibach,1996).

Deri fizyolojik pH’da kendisini olusturan proteinlerin aminoasit yapilarinda
tagidiklart karboksilik gruplar nedeni ile negatif yiike sahiptir ve katyon gecisine
oncelik veren bir membrandir. Derinin negatif yiikte olusu nedeniyle iyontoforez
uygulamasi sirasinda anottan, katota dogru bir siv1 hareketi gozlenir. Elektro-osmotik
akis denen bu sivi hareketi nedeniyle iyontoforez uygulamasi sirasinda katyonik
(pozitif yiikli) maddelerin transdermal akisi artar, notral maddelerin de elektro-
osmotik hareketten faydalanmilarak iyontoforetik yolla verilislerini miimkiin kilar
(Wang ve ark., 2005). Elektroosmoz aym1 zamanda negatif yiiklii bir anyonun da

katotdan akisini engelleyebilir (Singh ve Maibach,1996; Banga, 2000).

Toplam iyontoforetik aki, elektriksel itme, pasif difiizyon ve elektroosmozla olusan

aki bilesenlerinin bir toplamidir (Wang ve ark.,2005).

1.3.5.4.1. liyontoforezin Avantajlari ve Dezavantajlari

Avantajlari:

Iyontoforezin en onemli avantaji viicuda gecis yapan etkin maddenin uygulanan

elektrik akimi ile orantili olmasi nedeniyle programlanabilir etkin madde verilisi

saglamasidir. Uygulanan elektrik akimina bagh olarak biyolojik varyasyonlara daha
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az baglh etkin madde absorpsiyonu goriiliir. Denekler aras1 varyasyon, akim siddeti
ayarlanarak azaltilabilir (Wang ve ark.,2005; Sing ve Maibach,1996; Banga ve ark.,
1999).

Klasik transdermal uygulamalarla ancak potent (etkili) ve lipofilik karakterdeki etkin
maddelerin deriden gecisleri saglanirken, iyontoforez uygulamasiyla yiiklii, yiiksek
molekiil agirlikli ve nétral etkin maddelerin de deri yoluyla gecisleri saglanmaktadir

(Wang ve ark., 2005; Singh ve Maibach, 1996).

Doz, akim siddetinin veya siiresinin kontrolii ile kigiye 6zel hale getirilebilinir (Singh

ve Maibach, 1996, Banga ve ark., 1999).

Karacigerde ilk gecis eliminasyonuna ugrayan etkin maddelerin deri yoluyla
uygulanmasiyla ilk gecis eliminasyonuna ugramadan viicuda verilmeleri saglanir.
Ayn1 zamanda gastrointestinal kanalda tahris yapabilecek veya gastrointestinal
kanalda parcalanarak etki kaybina ugrayan etkin maddeler (insiilin gibi polipeptit
yapilar) bu etkilerden kurtarilmis olur (Singh ve Maibach, 1996; Kalia ve ark., 2004;
Teo ve ark., 2006).

Dezavantajlari:

Uygulanan elektrik akimi fizyolojik olarak kabul edilebilir diizeylerde secilse de
iyontoforez uygulamasi sirasinda deri iizerinde hafif eritem, yanma ve Odem
gozlenmistir (Singh ve Maibach, 1994; Singh ve Maibach, 1996). Insan deneyleri
sirasinda kullanilan elektrotlarin altindaki deri bolgesinde gozlenen eritem geri
doniisiimliidiir ve nabiz atimi (periyodik akim uygulamasi) seklinde elektriksel akim

uygulanmasiyla da dnlenebilmektedir (Wang ve ark., 2005)
Iyontoforez uygulamalar sirasinda farelerde yapilan deneylerde irritasyon, eritem,

elektriksel sinir stimulasyonu, agr hissi kayb1 gibi yan etkiler goriilmesine ragmen

FDA bu yan etkileri diisiik risk grubunda degerlendirmektedir (Prausnitz, 1996).
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Bu dezavantajlarinin yanisira iyontoforezin pahali bir tedavi yontemi oldugunu
savunan goriisler de mevcuttur (Singh ve Maibach, 1994; Panchagnula ve ark.,,

2000).
1.3.5.4.2. liyontoforezin Etki Mekanizmasi

Iyontoforezin etki mekanizmasinin temeli basit bir elektrik prensibine; benzer
yiiklerin birbirini itmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu ilkeden hareketle, Ornegin
pozitif yiiklii bir etkin madde olan lidokainin deri yoluyla verilisini saglamak icin
lidokainin bulundugu kompartimana benzer yiikteki pozitif elektrot yerlestirilir,
boylece lidokain benzer yiikteki elektrot tarafindan itilerek viicutta farkli bir bolgede
konumlandirilmis olan zit yiikteki negatif yiiklii elektrota dogru siiriiklenecektir.
Negatif yiiklii bir etkin madde icin bu olay tersine isleyecektir (Sekil 1.3.) (Kalia ve
ark., 2004).

Sabit akim kaynag1

-@-

FEikin madde (D+, A-) ‘ Tampon iyonlar: (H +, A -)
1
st

I I
Anyon (6m. Cl-) Katyon (6. Na +)

— Kan ——’

Deri ekleri (6. kol derisi)

Sekil 1.3. Anodal iyontoforezin sematik gosterimi (Singh ve Maibach, 1994).

Iyontoforez sirasinda derideki negatif yiik suyun anottan katota dogru olan
elektroosmotik hareketini saglar. Iyontoforez sirasindaki bu su hareketi anotta por
biiziilmesi ve katotta por sismesi ile sonuglanir (Wang ve ark., 2005; Lin ve ark.,

1997) .
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Iyontoforez uygulamasinda etkin maddelerin ana transport yollar1 deri ekleri olarak
da bilinen ter bezi kanallar1 ve kil folikiilleridir. Ancak yapilan calismalar stratum
korneum yapisi iizerinde meydana gelen karigiklik sonucunda yapay gecis yollarinin
olusumunu da desteklemektedir (Wang ve ark., 2005; Singh ve Maibach, 1996;
Banga ve ark., 1999) .

Iyontoforezin teorisini aciklamaya yonelik esitlikleri olusturmak amaciyla Nertz-

Plank esitliginden yararlanilir (Singh ve Maibach, 1996).

Genel olarak iyonik maddeler icin aki (J;) asagidaki formiille ifade edilir:
Ji= -(D;.dC/dx) - (Di.Ci.zi.F/R.T).o6E/bx Denklem 1.7.

D;: Difiizyon katsayist

z;: Valans

F: Faraday sabiti

Ci: Konsantrasyon

R : Gaz sabiti

T : Kelvin cinsinden sicaklik
0Ci/dx : Konsantrasyon gradyani

OE/dx : Elektiriksel potansiyel gradyani

Iyontoforez uygulamasi sirasinda olusan elektro-osmotik hareketten kaynaklanan
etkilerin anlasilabilmesi icin yine Nertz-Plank esitliginden yararlanilir (Singh ve
Maibach, 1996).

Ji= -(D;.08C/6x) -(D;.C;.zi.F/R.T).0E/6x + C;.J, Deklem 1.8.

J, : Elektro-osmotik akis hiz1

Yiiklii bir etkin maddenin iyontoforetik akisi, bu etkin maddeye etki eden elektriksel

itme, pasif difiizyon ve elektroosmoz ile olusan aki bilesenlerinin toplamina esittir

(Wang ve ark., 2005; Kalia ve ark., 2004).
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T total = T elektriksel itme + J elektroosmoz + J pasif Denklem 1.9.

1.3.5.4.3. Iyontoforezi Etkileyen Faktorler

Iyontoforez iizerine etkili faktorler 4 ana bashk altinda toplanabilir (Singh ve

Maibach, 1994 ; Wang ve ark., 2005) .

-Etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine ait faktorler
-Elektrik diizenegine ait faktorler
-Formiilasyona Ait Faktorler

-Fizyolojik faktorler

1.3.5.4.3.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerine Ait Faktorler

Etkin maddenin yiikii, molekiil boyutu, yapis1 ve lipofilitesi gibi ozellikleri

iyontoforeze aday olma konusunda 6nem tasir.

Etkin maddenin suda ¢oziiniir olmasi ve yiikii fazla olan tuz formlarinin bulunmasi
iyontoforez uygulamalarinda tercih edilir (Wang ve ark., 2005; Singh ve Maibach,
1996; Banga, 1998).

Genel olarak diisiik molekiil agirlikli ve hidrofilik iyonlarin iyontoforetik gecisi
biiylik molekiil agirlikli olanlara oranla daha hizli bulunmustur. Etkin maddelerin
zayif asit tuzunun kullanimi, akim etkinlikleri nedeniyle tercih edilir. Non-iyonize
molekiiller ise elektro-osmoz yoluyla verilebilir. Iyontoforez icin iist boyut limiti
heniiz bilinmemektedir. Genelde molekiill agirligi 250-500 Dalton araliginda
maddelerle calisgilmigsa da molekiiler agirliktan c¢ok molekiiler hacim 6nem

tasimaktadir (Banga, 1998).
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1.3.5.4.3.2. Elektrik Diizenegine Ait Faktorler

1.3.5.4.3.2.1. Elektrik Akiminin Siddeti

Bir cok etkin madde icin, uygulanan elektrik akimi ile elde edilen aki arasinda
dogrusal bir iliski bulundugu bildirilmistir. Ancak, hasta giivenligi agisindan,
kullanilacak maksimum akim siddetinin iist limiti 0,5 mA/cm? olarak belirlenmistir

(Wang ve ark., 2005; Singh ve Maibach, 1994; Singh ve Maibach, 1996) .

Akim uygulamasi ile deriden hem solvent hem de model etkin madde geg¢isi artmistir
ve akimla dogru orantili oldugu bulunmustur (Wang ve ark.,2005). Fakat arastiricilar
akimin 0,5 veya 1 mA {iizerine ¢ikmasi halinde deride meydana gelen degisimlerin

geri doniisiimsiiz oldugunu bildirmislerdir (Manabe ve ark., 2000).

1.3.5.4.3.2.2. Elektrik Akimumn Tipi

Iyontoforez akim kaynagma dayali bir tekniktir. Akim tipi olarak, devamli veya
nabiz atimi seklinde dogrusal akim kullanilabilmektedir. (Singh ve Maibach, 1994;
Singh ve Maibach, 1996; Ishikawa ve ark., 2002).

Devamli dogru akim kullanilmasi deri polarizasyonu ile sonuglanabilir. Bu da, dogru
akim uygulanma siiresiyle de orantili olarak iyontoforetik gecisin etkinligini azaltir.
Polarizasyonun olusmasim Onlemek {izere dogru akimin periyodik olarak
uygulandig1 sekli olan nabiz atimi (pulse) seklindeki akim kullamilabilir. Bu akim
seklinde, akim kesildiginde deri depolarize olur ve hemen hemen baslangictaki
elektriksel 6zelliklerine geri doner. Nabiz atimi seklinde akim uygulanmasiyla deri
toleranst da artar, bu sekilde hastalar deriden gecen daha yiiksek diizeyde akimi
tolere edebilmektedirler ve deri iritasyonu da devamli dogrusal akima oranla
azalmaktadir (Wang. ve ark.,2005; Singh ve Maibach, 1996; Harden ve Viovy,
1996).
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1.3.5.4.3.2.3. Elektrik Akiminin Uygulama Siiresi

Elektrik akiminin uygulama siiresindeki artisa bagli olarak etkin maddelerin
uygulama bolgesinden permeabiliteleri artar. Buspiron HCI ile yapilan iyontoforez
uygulamalarinda transdermal akinin, akim siddeti ile dogru orantili oldugu

bulunmustur (Wang ve ark.,2005).

1.3.5.4.3.2.4. Elektrot Secimi

Iyi iletken 6zellik, sekil, deri yiizeyine kolayca adapte edilebilirlik ve pH degisimini
minimum diizeyde tutabilme Ozellikleri iyontoforezde kullanilacak elektrot
seciminde onemli kriterlerdir (Singh ve Maibach, 1994). Ayrica kullanilacak elektrot
materyali viicuda zarar vermemelidir. Elektrotlarin deriye direkt temasindan

kacimilmalidir (Tyle ve Kari, 1988 ).

Iyontoforez galigmalarinda pH degisimine direngli olduklarindan en ¢cok Ag/AgCl
elektrotlar kullanilmaktadir, bunun disinda platin ve Zn/ZnCl elektrotlar da
kullanilabilir. (Wang ve ark., 2005; Singh ve Maibach, 1994; Singh ve Maibach,
1996) .

1.3.5.4.3.4. Formiilasyona Ait Faktorler

Optimum formiilasyonun se¢imi Onemlidir. Bu secimde etkin madde
konsantrasyonu, pH, iyonik kuvvet, viskozluk gibi faktorler etkilidir (Wang ve ark.,

2005; Thysman ve ark., 1992, Chu ve ark., 1994, Banga , 1998).

Konsantrasyon:
Artan konsantrasyon belli bir noktaya kadar iyontoforezi arttirir, fakat daha yiiksek
konsantrasyonlarda aki, konsantrasyondan bagimsiz olabilir (Singh ve Maibach,

1996; Banga, 1998).
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pH:

Donoér ¢ozeltinin pH 11 ayarlamak i¢in kullanilan tamponun pH’inin, deri pH’ 11
etkileyerek derinin negatif yiikle yiiklii oldugu pH’mn olusmasim saglamasi halinde
anodal iyontoforezde katyonlarin penetrasyonu artacaktir (Wang ve ark., 2005).
Donoér ¢ozelti pH’1 ayn1 zamanda iyontoforez uygulamasinda etkin maddenin iyonize
halde bulunacagi optimum pH’in olusmasinda da 6nem tasidigindan optimum pH
secimi onemlidir (Wang ve ark., 2005; Singh ve Maibach, 1994; Singh ve Maibach,
1996; Tyle ve Kari, 1988).

Diger bir parametre formiilasyon pH’sidir. pH etkin maddenin yiiklii olup olmadigini
tayin eder ya da yiiklii-yiiksiiz tiirlerin oranini etkiler (Wang ve ark., 2005; Singh ve

Maibach, 1996; Banga, 1998).

pH degisiminden kaginmak i¢in tampon kullanilir, ancak tampon maddenin iyonlar
akim tagima konusunda etkin madde ile yangirlar (Wang ve ark., 2005). HEPES
tamponu pH 7,4 deki yiiksek tampon kapasitesi nedeniyle ¢ok kullanilir, ¢iinkii bu
pH’da zwitter iyon halindedir ve bu nedenle yiik tasima kapasitesi diisiiktiir (Banga,

1998).

Harici iyon varligi:
Tampon konsantrasyonunun arttirilmasiyla veya tampondaki sodyum, potasyum,
kloriir gibi harici iyonlarin varlifinda reseptdrdeki etkin maddenin transdermal

akisinin azaldig belirtilmektedir (Sing ve Maibach,1996).

Iyon yarismasi:

Donoér ortamin pH’sin1 ayarlamak icin kullanilan tamponlar veya tonisite ayarlamada
kullanilan yardimci maddeler nedeniyle genelde ortama etkin madde iyonlarindan
daha mobil (hareketli) dzellikteki Na iyonlar1 gibi iyonlarin ilavesi s6z konusudur.
Bu durumda 6zellikle katyonik etkin maddelerin tasimakta oldugu akim fraksiyonu
ve sonucta transdermal iyontoforetik akilart azalmaktadir (Degim ve ark., 1998;

Wang ve ark., 2005; Singh ve Maibach, 1996).
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1.3.5.4.3.4. Fizyolojik Faktorler

Kiiciik iyonlar s6z konusu oldugunda iyontoforetik verilis kullanilan deri tipinden
etkilenmeyebilir. Ornegin, lityumun farkl tiirlerde pasif akis1 degisken oldugu halde,
insan, domuz ve tavsan derisinden iyontoforez yardimi ile verilisinde kiyaslanabilir
sonuclar elde edilmistir. Bunun nedeni iyontoforez ile tiirler arasi farklarin
azaltilmasina baglanabilir. Ancak, ¢ogu etkin madde deri ile etkilesime girebilen
kompleks yapiya sahiptir. Bu durumda in vivo/ex vivo calismalarda denek hayvaninin
cinsinin ve yasinin iyontoforez lizerinde etkili bir faktor olabilecegi diistiniilmektedir

(Sing ve Maibach, 1996; Banga, 1998; Kanikkannan ve ark., 2001).

1.4. Transdermal ila¢ Uygulamasinda Kullamilan Polimerler

Etkin maddeleri, deriden gecirerek kan sirkiilasyonuna dahil olmalarin1 saglamak
amaciyla transdermal yamalar ila¢ sekli olarak kullanilabilmektedir. Transdermal
yamalar yardimiyla ilag uygulamasinin en 6nemli avantaji ilacin siirekli ve sabit kan
konsantrasyonunun saglanabilmesidir. Transdermal yamalar gelisimleri siiresince
membran konrollii sistemler ve matris tipi flasterler olmak iizere ikiye ayrilmustir. ilk
matris tipi flasterlerde ek olarak adhezif bir tabaka bulunurken giiniimiiz matris tipi
flasterleri kendiliginden adhezif 6zellik gostermektedir. Matris tipi flasterlerde etkin
maddeler matris igersinde ¢oziindiirillerek veya siispande edilerek sisteme dahil
edilirler. Membran kontrollii sistemler ise polivinil asetat veya polietilen iceren hiz

konrollii sistemlerdir.

Transdermal sistemlerde polimerlerin kullanima girmesi ilk olarak poliglikolik asitin
transdermal sistemlerde kullanilmasiyla baglamistir. Giiniimiizde transdermal
uygulamalar i¢in kullamilan polimerler dogal ve sentetik polimerler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Sentetik polimerler ise kendi icinde biyolojik ortamda pargalanabilen
ve parg¢alanamayan olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir (Pillai ve Panchagnula,

2001).
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Biyolojik ortamda parcalanmayan polimerlerle olusturulan matrislerde ilaclarin
polimerden c¢ikiglari, polimer iizerindeki porlardan veya olusan kanallardan
gerceklesmektedir. Biyolojik ortamda parcalanabilen polimerlerle olusturulmusg
matrislerden ila¢ c¢ikist ise bu polimerlerin iskeletlerinde bulunan esterler,
ortoesterler, anhidrit, karbonat ve iire gibi labil (hareketli) gruplarin sagladigi
erozyon ve parcalanma olaylaryla gerceklesir. Akilli polimerler olarak da
nitelendirilen hidrojellerden ilag¢ ¢ikislar ise biyolojik ortamda meydana gelen cesitli
etkilere (kimyasal, mekanik, termal ve fiziksel degisimler) kars1 polimer matrisin

gosterdigi tepki veya tepkilerle olur (Pillai ve Panchagnula, 2001).

Cizelge 1.1. Giiniimiizde kullanilan dogal ve sentetik bazli polimerler (*)

Dogal polimerler

Protein bazh polimerler | Kollajen, albumin, jelatin, agaroz, aljinatlar,
karragen, hiyoluronik asit
Polisakkaritler Dekstran, kitozan, siklodekstrinler

Sentetik polimerler

Biyolojik ortamda parcalanabilenler

Poliesterler Poli(laktik asit), poli(glikolik asit), poli(hidroksi
butirat), poli(kaprolakton), poli(beta malik asit),
poli(dioksanon)

Polianhidritler Poli(sebasik asit), poli(adipik asit), poli(terftalik
asit)

Poliamidler Poli(imino karbonatlar), poliamino asitler

Fosfor bazh polimerler | Polifosfatlar, polifosfonatlar, polifosfazinler

Digerleri Poli(siyano akrilatlar), politiretanlar, poli orto

esterler, polidihidropiranlar, poliasetaller

Biyolojik ortamda parcalanmayanlar

Seliiloz tiirevleri Karboksimetil seliiloz, etilseliiloz, seliiloz asetat,
seliiloz asetat propiyonat, hidroksipropil metil
seliiloz

Silikonlar Polidimetilsiloksan, kolloidal silika

AKrilik polimerler Polimetakrilatlar, poli(metil metakrilatlar),
polihidro(etil metakrilatlar)

Digerleri Polivinil pirolidon, etil vinil asetat,

poloksamerler, poloksaminler
(*Pillai ve Panchagnula, 2001).
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Formiilasyonlarin adhezif 6zelligini arttirmak amaciyla polimer kombinasyonlarinin
kullanimi s6zkonusudur. Ornegin adhezif 6zellikteki polimetil metakrilat (Eudragit)
tiirleri seliiloz eterleriyle veya polivinil prolidon ile kombine edilerek adhezifligi

arttirma caligmalar1 yapilmistir (Valenta ve Auner, 2005).

Perkiitan absorbsiyonu incelemek i¢in verapamil hidrokloriir ile yapilan ¢alismada,
verapamil hidrokloriir Eudragit RL, Eudragit RS, hidroksipropil metilseliiloz ve etil
seliiloz kombinasyonlariyla hazirlanan farkli hidrofobite ve hidrofilitedeki yamalara

yiiklenerek sonuglari incelenmistir (Valenta ve Auner, 2005).

Calismamizda kullanilan polimerler, polimetilmetakrilat (Eudragit®) tiirevleri ve etil
seliilozdur. Etil seliiloz, seliilozun etil eteri yapisinda, hidrofobik 6zellik gosteren bir
polimerdir. Hidrofobik 6zelligi nedeniyle, oral formiilasyonlarda tablet ve kapsiiller
icin kaplama ajan1 olarak ve matris olusturucu 6zelligi nedeniyle salim modifiye
edici amaglarla kullamilir. Topikal formiilasyonlarda; etil selilloz jel, krem ve
losyonlarda viskozite arttirici ajan olarak kullamlir. Etil selilloz ile organik
solvanlarda ¢oziinen ve su gecirmez filmlerin hazirlanmas1 miimkiindiir. Bu filmler,
hidroksipropilmetilselilloz ya da dibutil sebasat, dibiitil ftalat, dietil ftalat, trietil
sitrat, triasetin, oleik asit, stearik asit gibi farkli tipte plastizerler kullanilarak
modifiye edilebilir. Etilseliiloz ile kapli dozaj formlarindan etkin madde salimi

difiizyon kontrolludur (Kibbe, 2000).

Eudragit tiirevleri ise; metakrilik asit kopolimerleri, metakrilik asit ve akrilik asit
kopolimerleri ya da metakrilik esterlerin kopolimerleri ile tamamiyla polimerlesmis
yapilardir. Caligmalarda kullanilan Eugragit RL 100 (Tip A) ve RS 100 (Tip B) ve E
100 genel olarak tablet teknolojisinde film kaplama ajan1 ve salim modifiye etmek
amaciyla kullanilmaktadir. Ozellikle Eudragit RL 100 ve RS 100 suda ¢oziinmeyen
film kaplamasi olusturmak ve uzatilmis salim saglayan preparatlar elde etmek
amactyla kullanilmaktadir. Bu iki polimer, amonyummetakrilat kopolimerleri olarak
adlandirilirlar. RL 100 fonksiyonel kuaterner amonyum gruplarin1 % 10 oraninda
icerirken, RS 100 de bu gruplar % 5 oraninda bulunur. Amonyum gruplar1 polimere

pH’dan bagimsiz gecirgenlik 6zelligi kazandirir. Eudragit RL 100 ile hazirlanan

25



filmlerin su gecirgenligi iyi iken, RS 100 ile hazirlanan filmlerin su gecirgenligi
azdir. Film hazirlanmasi sirasinda bu polimerlere % 10-25 oraninda dibutil sebasat,
dibutil ftalat, gliserin triasetat ya da polietilen glikol veya bunlarin kombinasyonlari

plastizer olarak ilave edilebilir (Kibbe, 2000).

1.5. Uretim Yontemleri

Eudragit tiirleri ile hazirlanacak formiiller i¢in 3 farkli hazirlama yéntemi mevcuttur.
Bunlar:

1) Organik coziiciilerde ¢ozerek hazirlama

2) Sulu dispersiyonlarini hazirlama

3) Sicakta eritme (Hot-Melt) yontemi ile hazirlamaktir (R6hm Pharma-Data Sheet;

Ro6hm Pharma-technical literature).

Genellikle Eudragit tiirleri ile m*de 10-100 um kalinlik elde etmek icin 10-100 g
kuru polimer kullanimasi1 gerekmektedir. Bu sekilde hazirlanmak istenen filmler igin
uygulamanin yapilacagi alandan ve istenilen kalinlik degerlerinden hareketle
hesaplama yapilarak kullanilacak polimer miktarlar1 belirlenebilir. Sonucta
uygulamaya hazir, genellikle seffaf ve esnek 6zellikte filmler elde edilir. Elde edilen
filmler yiiksek su buhart gecirgenligine sahip olduklarindan deri ile gecimlidirler.
Kullanima hazir film i¢indeki etkin madde matrise homojen karistirilarak yiiklenir.
Salinan etkin madde miktar1 sistemin fizikokimyasal Ozelliklerine baglidir. Etkin
madde salim1 ayn1 zamanda film tabakasinin kalinligin1 modifiye ederek ya da etkin
madde dozunu degistirerek veya Eudragit tiirlerinin birbirleri ile farkli oranlarda

kombine edilmesi yolu ile de degistirilebilir (R6hm Pharma-technical literature).
Aseton:2-propanol (60:40) karisimi1 en ¢ok kullanilan organik ¢oziicii karigimidir.

Propanol disinda; etanol, metanol gibi diger alkoller de ¢oziicii olarak kullanilabilir

(Kibbe, 2000).
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1.6. Kontroller:

1.6.1. Infrared (IR) Spektroskopisi:

IR Spektroskopisi, polimer-etkin madde etkilesiminin belirlenebilmesi ve hazirlanan
formiilasyonlarin ig¢inde yer alan etkin madde varhiginin, etkin maddenin ana
fonksiyonel gruplarini ifade eden absorpsiyon bantlar1 vasitasiyla izlenebilmesi
amactyla kullanilan bir analiz yontemidir. Yapilan calismalardaki polimer-etkin
madde etkilesimleri ve hazirlanan formiilasyonlardaki etkin madde varliginin
belirlenebilmesi ve etkin maddenin fiziksel durumu hakkinda 6n bilgi edinilmesi

amaciyla kullanilir (Barber, 1993 ; Jenquin ve McGinity, 1994).

IR spektrometresi ile yapilan analizlerde genelde disk yonteminden yararlanilir. Bu
yontemin tek dezavantaji maddenin toz haline getirilmesi esnasinda fiziksel ve
kimyasal degisiklige ugrayabilmesi ve buna baglh olarak beklenmeyen bir

spektrumun goriilebilmesidir (Ergeng ve ark. , 1984 ; Phadnis ve ark., 1997).

IR yontemi kullanilarak maddelerin kristal yapilar, polimorfik doniisiimleri ve
maddeler arasi1 gecimsizlikler incelenebilir. Ayn1 sekilde polimerin Ggiitiilmesi de
kristal yapiy1 degistirerek yeni piklerin olusumuna neden olabilir ve bu durum da IR
ile incenebilir (Lin ve ark, 1994).

1.6.2. Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC)

Etkin madde ve polimerler arasindaki etkilesimlerin incelenmesinde XRD ve IR

analizleriyle beraber DSC analizinden de yararlanilir.

DSC genellikle saf haldeki maddenin ve formiilasyonlarin termal davranmislarim

aciklamak amaciyla kullanilir (Yiiksel ve ark., 1996).

DSC analizi ile elde edilen termogramlar analiz sirasinda uygulanan 1s1 ile meydana

gelen cesitli degisiklikleri ve bunlarin sonucunda etkin maddelerin polimorflarinin
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olusup olusmadigimi ifade eder. Etkin madde-polimer arasindaki etkilesimin
mekanizmasinin agiklanabilmesi i¢in Oncelikle etkin madde-polimer kompleksinin

fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin incelenmesi gerekir (Jenquin ve McGinity, 1994).

1.6.3. Transdermal Yamalar Uzerinde Yapilan incelemeler

1.6.3.1. In Vitro-Ex Vivo Cikis Testleri

In vitro yontemler, zarli ve zarsiz yontemler olarak ikiye ayrilarak incelenebilir.
Zarsiz yontemler agar jeli, kromatografik yontem, hiicreden zarsiz difiizyon gibi
formiilasyondaki etkin maddenin dogrudan reseptor faz olarak segilen ortama
difiizyonunun 6l¢iildiigii yontemlerdir. Zarli yontemlerde ise preparati tagiyan dondr
faz ve etkin maddenin difiize olacag reseptor faz arasinda bir zar bulunmaktadir. En

sik kullanilanm Franz difiizyon hiicresi yontemidir (Yiiksel, 1992).

Franz difiizyon hiicreleri farkli hiicre tasarimlarinda olabilmektedir. Siklikla statik
difiizyon hiicreleri kullanilmaktadir. Hiicre tasarimi tek odali ya da iki odali
olabilmektedir. Bunlardan iki odali olan modellerin deriden difiizyon
mekanizmalarini incelemede uygun oldugu bildirilmistir. Perkiitan absorpsiyonun in
vitro tayininde kullanilan difiizyon hiicrelerinin iki fazin da manyetik karistirildigi,
iki odacikli veya tek odacikli statik hiicre seklinde olabilecegini bildirmistir

(Bronaugh ve Stewart, 1985).

Franz difiizyon hiicreleri genel olarak 3 bilesenden olusur,
-Dondr hiicre,
-Hiicreleri ayiran yar1 gecirgen membran

-Reseptor hiicre
Franz hiicresi ile calisilirken, kullanilan membranin, reseptér ortami se¢iminin,

reseptor fazla yeterli karistirmanin saglanmasinin ve fizyolojik sicakligin saglanmig

olmasinin 6nemi vardir (Bronaugh ve Stewart, 1985). Sentetik membranlar
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formiilasyondan etkin madde salimini izlemede minimum varyasyon ile tekrar

edilebilir veri saglamasi nedeniyle tercih edilmektedir (Farinha ve ark., 2003).

1.6.3.2. Diger Testler

Avrupa Farmakopesi’ne (2002) gore, transdermal yamalar iizerinde dissoliisyonla
beraber etkin madde icerik tekdiizeligi de incelenmelidir. icerik tekdiizeligi testi, tek
dozluk preparatlar icin verilen test ile aym sekilde yapilir. Farmakope dissoliisyon
metodu olarak, film igerik, sekil ve boyutlarina bagli olarak; disk metodu, hiicre
metodu ya da donen silindir metodunu dnermektedir. Membran olarak, inert seliiloz,

silikon ya da etkin madde ¢ikis kinetigini bozmayan materyaller 6nerilmektedir.

1.7. Etkin Madde (Zidovudin)

1.7.1. Acik Formiil
Zidovudin.
O
CH,4
HN |
PN
HO
O
N3

Kimyasal Adi1 (Okunusu):
1-[(2R,4S,55)- 4-azido-5-(hidroksimetil) oksolan-2-il]- 5-metil-pirimidin-2,4-dion
3’-azido-2’,3’-dideoksitimidin

(Clercq, 2001; Clercq, 2004)

1.7.2.Kapal Formiil
C10H13N504
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1.7.3. Fizikokimyasal Ozellikleri

Zidovudin, beyaz ve kokusuz bir tozdur. Molekiil agirligr; 267,2°dir (FDA, 2002;
Martindale 34", 2005).

Zidovudin, suda iyi, dehidrate alkolde cok iyi ¢oziiniir. Polimorfizim gosterir ve
1s1ktan korunmasi gereklidir (FDA, 2002; Martindale 34", 2005).

1.7.4. Farmakolojik Ozellikler

Zidovudin, sentetik bir niikleozit analogudur. Zidovudin viicutta timidin kinaz ve
diger kinazlar tarafindan fosforilasyona ugrayarak 5’-trifosfati haline doniistiiriiliir.
Zidovudinin trifosfat hali HIV viriisiiniin de i¢inde yer aldigi retroviriislerin DNA
sentezlerini durdurur. Difosfat gruplarimin uzaklastirilmasindan sonra zidovudinin
monofosfat hali viral DNA zincirinin 3’- sonu ile birlesir. Bu etki ile retroviriislerin
DNA sentezleri durdurulmus olur. Zidovudinin viral DNA sentezini durdurucu etkisi
ters transkriptaz enzimi ile yarisarak viral DNA ile birlesmesinden ileri gelmektedir.
Yapilan in vitro calismalar sonucunda zidovudinin benzer etkiyi Epstein-Barr ve
gram negatif bakteriler iizerinde de gosterdigi belirtilmektedir (Clercq, 2001; Clercq,
2004, Martindale 34™, 2005).

Zidovudin tedavisi sirasinda zidovudine rezistans tiirler hizli bir sekilde (16 hafta)
ortaya ¢ikmaktadir (FDA, 2002). Bu nedenle uzun siireli tedaviler sirasinda yarar
zarar iliskisini g6z Oniinde bulundurmak gereklidir. Herhangi bir ters transkriptaz
inhibitorilne karsi gelisen diren¢ durumlarinda capraz direng¢ olusumu da

bildirilmektedir (Martindale 34th, 2005).

1.7.5. Farmakokinetik Ozellikler

Zidovudin gastrointestinal sistem (GIS) tarafindan hizla absorbe olur ve karacigerde
ilk gecis eliminasyonuna ugrar. Bu nedenle oral biyoyararlanimi1 % 60 civarindadir.

Pik plazma konsantrasyonuna oral alimindan 1 saat sonra ulasir. Yemeklerle beraber

aliminda absorborbsiyonu gecikir fakat oral biyoyararlanimi bu gecikmeden
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etkilenmez. Serobrospinal sivi, kan oram1 0,5’dir ve kan beyin bariyerinden gecer.
Zidovudin hamilelerde plasentadan gecer ve anne siitiine karisir. Plazma
proteinlerine baglanma oran1 % 38’den daha diisiiktiir. Plazma yar1 6mrii 1 saattir.
Zidovudin viicutta antiviral etkinlikteki trifosfat1 haline doniisiir ve hizla metabolize
edilerek karacigerde inaktif metaboliti olan glukuronitleri haline doner. Zidovudin

idrarla degismeden veya metabolitleri halinde viicuttan atilir (Martindale 34™ 2005).

Cizelge 1.2. Zidovudinin farmakokinetik ozelliklerine ait tablo.

Parametre Zidovudin
Oral biyoyararlanim (%) 64 +10
Dagilma hacmi (L/kg) 1,6 +0,6

Plazma proteinlerine baglanma orani (%) <38

Serobrospinal sivi:plazma orani 0,6 (0,04 —2,62)
Sistemik klirens (L/saat/kg) 1,6 +0,6

Renal klirens (L/saat/kg) 0,34 + 0,05
Eliminasyon yar1 6mrii (saat) 0,5-3

FDA, 2002

1.7.6. Etkin Maddenin Farkh indekslerde Kayith Olan Piyasa

Preparatlan

Zidovudinin farkli ila¢ indekslerinde kayitli olan piyasa preparatlar1 asagidaki

tabloda (Cizelge 1.3.) verilmistir.

Cizelge 1.3. Zidovudinin Farkl1 ila¢ Indekslerinde Kayitli Olan Piyasa Preparatlarina

Ornekler.

Preparat Tlac Sekli Doz Firma
Combivir Tablet 300 mg *Glaxosmithkline
Retrovir IV enfiizyon 200 mg/20 ml °Glaxosmithkline
Retrovir Kapsiil 100 mg; 250 mg °Glaxosmithkline
Retrovir Surup 50 mg/5 ml °Glaxosmithkline
Retrovir Tablet 300 mg °Glaxosmithkline

a : PDR 2005.

B : Vademecum 2006.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler:

Aseton

Dibutil sebasat
Dimetil siilfoksit
Etanol

Etil seliiloz
Eudragit E 100
Eudragit NE 40D
Eudragit RL 100
Eudragit RS 100
HEPES

Izopropil alkol
Sodyum kloriir
Ketamin hidrokloriir (Ketalar® 10 ml flakon)
Kloroform
Metanol
Potasyum bromiir
Sodyum hidroksit
Triasetin

Trietil sitrat

Zidovudin

Merck

Sigma

Sigma

Merck

BDH

Rohm Pharma
Rohm Pharma
Rohm Pharma
Rohm Pharma
Fluka

Merck

Merck

Pfizer

Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma

Sigma

Cipla
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2.1.2. Deneylerde Kullanilan Aletler:

Hassas Terazi

Manyetik Karistiric

UV Spektrofotometre

Sabit akim kaynag1 ve Ag/AgCl elektrot

Modifiye Franz Difiizyon Hiicresi
Termostatlt Su Banyosu

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
Kolon

Kuvartz kiivet

Kuvartz mikrokiivet

pH-metre

IR Spektrofotometre

Iklim Dolab1

DSC

Ultrasonik banyo

Derin dondurucu -20°C

Seliiloz asetat membran (0,22um)
Plastik enjektor

Katater ignesi

Mikrometre

Milli-Q Plus Water (Su aritma cihazi)
Aluminyum folyo+ PE sirt materyali
Celik disk

Hesap Makinasi

Grafik Programi

Istatistik Programi

: Sartorius

: WiseStir

: Shimadzu 1604

: Tarafimizdan yaptirilmistir.
: {ldam

: Haake

: Agilent

: C18 Luna

: Hellma

: Mes

: Meter-Lab PHM 201
: Jasco FT/IR 420

: Niive ID 501

: DSC-60 Shimadzu

: LC 60H, Lab-Line

: General Electric

: Sartorius

: Ayset

: lar

: NSK

: Millipore

: BAK ambalaj

: Tarafimizdan yaptirilmistir.
: Casio fx-3800P

: GraphPad Instat 3

: GraphPad Instat 3

: Microsoft Excel
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2.2. Yontemler
2.2.1 Etkin Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1. Etkin Maddenin Infrared Spektrumunun Belirlenmesi

Etkin maddenin ¢ok saf ve kuru potasyum bromiir ile hazirlanmig (1:10) disklerinin

4000-400 cm™ dalga boylari arasinda spektrumlar: alnmustir.

2.2.1.2. Etkin Maddenin DSC Analizi

Saf haldeki etkin maddenin termal davranisini incelemek i¢in diferansiyel tarama
kalorimetresi kullamilmistir. Yaklasik 2,0 mg agirhikta tartilmis numune kapakl bir
aluminyum pan (kap) i¢ine konulmustur. 25-600 °C sicaklik araliginda, 10 °C/dak

hizda, azot ortaminda termogrami1 alinmistir.

2.2.1.3. Etkin Maddenin UV Spektrumlarimin Belirlenmesi
1.Etkin Maddenin pH 7,4 HEPES Tamponu ile UV Spektrumlarimin Belirlenmesi

Etkin maddenin pH 7,4 HEPES tamponu (BP 1999) ile hazirlanmis, belirli
konsantrasyonlarda berrak cozeltilerinin 200-400 nm arasinda UV spektrumlar

alinarak 267 nm degeri Ay olarak belirlenmistir.

2. Etkin Maddenin Etanol ile UV Spektrumlarinin Belirlenmesi

Etkin maddenin etanol ile hazirlanmis, belirli konsantrasyondaki berrak ¢ozeltilerinin
200-400 nm arasinda UV spektrumlari alinarak 265 nm degeri Am.x olarak

belirlenmistir.
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2.2.1.4 Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Yontem Kullamlarak

Kalibrasyon Dogrularinin Hazirlanmasi
1.Etkin Maddenin pH 7,4 HEPES Tamponu ile UV Spektrofotometrik Kalibrasyonu

Etkin maddenin pH 7,4 HEPES tamponu’nda 0,2 mg/ml konsantrasyonunda stok
cozeltileri hazirlanarak bundan uygun seyreltmelerle farkli konsantrasyonlarda
2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 pg/ml) cozeltiler elde edilmis ve bu cozeltilerin
absorbanslar1 267nm’de okunmustur. Konsantrasyon ve absorbans degerleri Instat
3.0 adli paket program ile degerlendirilip standart dogru denklemleri hesaplanmistir
ve kalibrasyon grafigi cizilmistir. Bu dogru denklemlerinden daha sonra UV
spektrofotometre kullanilan tiim analizlerde etkin maddenin pH 7,4 HEPES

tamponu’ndaki miktarinin hesaplanmasinda yararlanilmistir.

2. Etkin Maddenin Etanol ile UV Spektrofotometrik Kalibrasyonu

Etkin maddenin miktar tayininde kullanilmak iizere etanol iginde 0,2 mg/ml
konsantrasyonunda stok ¢ozeltileri hazirlanarak bundan uygun seyreltmelerle farkli
konsantrasyonlarda (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 pg/ml) ¢ozeltiler elde edilmis ve
bu cozeltilerin absorbanslart 265nm’de okunmustur. Konsantrasyon ve absorbans
degerleri Instat 3.0 adli paket program ile degerlendirilip standart dogru denklemleri
hesaplanmistir ve kalibrasyon grafigi cizilmistir. Bu dogru denkleminden daha sonra
formiilasyonlarin icerdigi etkin maddenin etanol i¢indeki miktar tayininde

yararlanilmistir.

2.2.1.5. Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Yontem Kullamlarak

Kalibrasyonunun Analitik Validasyonu

ICH guideline Q2(R1) ve USP 24’ de anlatildig1 sekilde, bir etkin maddenin analitik
yontemlerle analizlerinde c¢esitli  validasyon parametrelerinin  incelenmesi
gerekmektedir. Bunlar dogrusallik ve araligi, dogruluk, kesinlik, teshis ve tayin

sinirlari, segicilik ve tutarliliktir.
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2.2.1.5.1. Dogrusallik ve Arahg:

Dogrusallik, numune igindeki etkin madde miktarinin elde edilen absorbanslar ile
dogrusal iliskide olup olmadigim1 ve bu dogrusallifin nerelerde bozulup,
bozulmadigini  simgelemektedir. Aralik ise, bu dogrusal iliskinin hangi
konsantrasyonlar arasinda devam ettiginin ve hangi araliklardan sonra bozuldugunun

kanitlanmasidir ICH Q2(R1); USP 24).

Bu amagla etkin maddenin pH 7,4 HEPES tamponu ve alkol igerisinde 0,2 mg/ml
konsantrasyonunda stok ¢ozeltileri hazirlanarak, bu stoktan ¢ok diisiik ve cok yiiksek
konsantrasyonlar1 da igeren 8 farkli seyreltme elde edilmis (1, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 30
ug/ml) ve bu ¢ozeltilerin absorbanslart belirlenen A« degerlerinde okunmustur. Her
bir konsantrasyon ve ona karsi gelen absorbans degerleri Instat 3.0 paket programi
yardimiyla grafige cizilmis ve grafikte dogrusalliktan sapmanin gerceklestigi

noktalar belirlenmistir.

2.2.1.5.2. Dogruluk

Dogruluk, deney yoluyla elde edilen degerlerin, gercek/teorik degerlere yakinliginin
saptanmasidir (ICH Q2(R1), USP 24). Bu hesaplamada % geri elde degerlerinin
ortalamasi; bu dagilimin standart sapmasi ve bagil standart sapmasi hesaplanarak

yontemin dogrulugu onaylanmis olmaktadir.

Bu amagla etkin maddenin pH 7,4 HEPES tamponu’'nda 0,2 mg/ml
konsantrasyonunda stok c¢ozeltisinden 3 farkli konsantrasyonda (4 pg/ml, 8 pg/ml,
16 pug/ml) 3 seri diliisyon hazirlanmistir ve absorbanslari belirlenen Ay, degerlerinde
okunmustur. Okunan absorbans degerleri kalibrasyon denkleminde yerine konarak
elde edilen konsantrasyonlardan % geri elde degerleri asagida verilen denklem ile

bulunmustur:
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% geri elde = (Cprmk)/ (CTeorik) . 100 Denklem 2.1.

Creorik : 4 pg/ml, 8 pg/ml, 16 pg/ml

Cpraiik : Zidovudin’in maksimum absorbans verdigi dalga boyunda okunan degerdir.

Bu hesaplamada % geri elde degerlerinin ortalamasi; bu dagilimin standart sapmast

ve bagil standart sapmas1 Microsoft Excel 3.0 programi ile hesaplanmaistir.

2.2.1.5.3. Kesinlik

Kesinlik, bir yontemin birbirini takip eden 6l¢iimleri arasindaki yakinligin derecesini
gostermektedir. Standart sapma veya bagil standart sapma ile ifade edilir. Kesinlik,
normal ¢aligma kosullarinda bir analitik yontemin tekrarlanabilirlik ve tekrar elde
edilebilirlik derecesinin bir oOl¢iisiidiir (ICH Q2(R1), USP 24). Elde edilen
konsantrasyon degerlerinin bagil standart sapma degerlerinin kiiciik olmasi, ayrica
tekrar elde edilebilirlik i¢in ortalamalarin arasindaki farkin secilen olasilik

seviyesinde anlamli olmamasi gerekmektedir.

Bu amacgla etkin maddenin pH 7,4 HEPES tamponunda 0,2 mg/ml
konsantrasyonunda stok c¢ozeltisinden hazirlanan 4 pg/ml, 8 pg/ml ve 16 pg/ml
konsantrasyonlardaki 3 seri diliisyonun absorbanslar1 ayni analist tarafindan farkli
zamanlarda okunmustur. Ayrica ayni konsantrasyonlarda 3 farkli diliisyon farkli
analist tarafindan hazirlanmis ve yine iki farkli zamanda absorbanslari okunmustur.
Sorumlu analist tarafindan okunan 3 seri diliisyonun verilerinden tekrarlanabilirlik;
ayn1 deney ve yontemin farkli analist tarafindan ve farkli zamanlarda tekrar edilmesi

ile elde edilen verilerden de tekrar elde edilebilirlik hesaplanmustir.

Elde edilen konsantrasyon degerlerinin bagil standart sapma degerlerinin kiiciik
olmasi, ayrica tekrar elde edilebilirlik icin ortalamalarin arasindaki farkin segilen
olasilik seviyesinde anlamli olmamasi1 gerekmektedir. Bagil standart sapma degerleri
Microsoft Excel 3.0 programi ile hesaplanmistir, ortalamalarin arasindaki fark ise

GraphPad Instat 3.0 programu ile ¢ift yonlii t-testi uygulanarak incelenmistir.
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2.2.1.6. Etkin Maddenin HPLC Kullamlarak Kalibrasyon Dogrularimn

Hazirlanmasi

Etkin madde Zidovudin’in HPLC yontemi icin belirlenen mobil fazi icerisinde
Img/ml konsantrasyonunda stok c¢ozeltisi hazirlanmistir ve bu stoktan uygun
seyreltmelerle farkli konsantrasyonda cozeltiler elde edilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler

Cizelge 2.1. de verilen sartlar alinda HPLC yontemi ile analiz edilmistir.

Cizelge 2.1. Zidovudin’in HPLC ile analizinde kullanilan ¢aligma kosullar1.

Cihaz Agilent 1100 Series
G1379A Degasser, G1311A Quat Pump,
G1313A ALS, G1316A COLCOM
Mobil faz Asetonitril:Metanol:Su (10/70/20, h/h/h) @
Akis hizi 0,45 ml/dk
Kolon Luna C18 kolon, 5pm, 150 x 4.6 mm
Dedektor DAD dedektor, G1315B
Dalga boyu A: 265nm @
Sicaklik 37°Cc ®
Enjeksiyon hacmi © 20 wl
Alikonma zamani tzidovudin - 3,8 dk
(retention time)

@ Uslu ve Ozkan, 2002
® Narishetty ve Panchangnula, 2004
© Her bir numune icin enjeksiyonlar ii¢ kere tekrarlanmistir.

2.2.1.7. Etkin Maddenin HPLC Kullamlarak Kalibrasyonunun Analitik
Validasyonu

2.2.1.7.1. Dogrusallik ve Arahg

Bu amacla etkin maddenin HPLC mobil fazi icinde 1 mg/ml konsantrasyonunda stok
cozeltileri hazirlanarak, bu stoktan ¢ok diisiik ve cok yiiksek konsantrasyonlari da
iceren 6 farkli seyreltme elde edilmis ve bu cozeltilerin alanlari belirlenen A

degerlerinde okunmusgtur. Her bir konsantrasyon ve ona karsi gelen piklerin alan
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degerleri Instat 3.0 paket program ile grafige cizilerek grafikte dogrusalliktan

sapmanin gerceklestigi noktalar belirlenmistir.

2.2.1.7.2. Dogruluk

Bu amacla etkin maddenin HPLC mobil fazi icerisinde 1 mg/ml konsantrasyonunda
stok cozeltisinden 3 farkli konsantrasyonda 3 seri diliisyon (0,4 pg/ml, 5,0 pg/ml,
40 pg/ml) hazirlanarak 6nceden belirlenen A degerlerinde alanlari okunmustur.
Okunan piklerin alan degerleri kalibrasyon denkleminde yerine konarak elde edilen
konsantrasyonlardan % geri elde degerleri asagida verilen denklem ile

hesaplanmistir:

% geri elde = (Cprmk)/ (CTeorik) . 100 Denklem 2.2.

Creorik : 0,4 ug/ml; 5,0 pg/ml; 40 pg/ml

Cpraiik : HPLC ile okunan piklerin alan degerinden hareketle bulunur.

Bu hesaplamada % geri elde degerlerinin ortalamast; bu dagilimin standart sapmast
ve bagil standart sapmas1 Microsoft Excel 3.0 ile hesaplanarak yontemin dogrulugu

onaylanmis olmaktadir.

2.2.1.7.3. Kesinlik

Tekrar elde edilebilirlik:

Bu amagla etkin maddenin HPLC mobil faz1 icerisindeki 1mg/ml konsantrasyonunda
stok ¢ozeltisinden 2 farkli analist tarafindan hazirlanan, 3 farkli konsantrasyondaki 3
seri diliisyondan (0,4 pg/ml, 5,0 pg/ml, 40 pg/ml) elde edilen piklerin alanlan
HPLC yardimiyla birer kez okunduktan sonra kalibrasyon denkleminde yerine
konarak bulunan konsantrasyonlarin ortalama, standart sapma ve bagil sapma

degerleri hesaplanmistir.
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Tekrarlanabilirlik:

Bu amagla etkin maddenin HPLC mobil faz1 igerisindeki 1 mg/ml
konsantrasyonunda stok ¢ozeltisinden hazirlanan 3 farkli konsantrasyondaki 3 seri
diliisyonun (0,4 pg/ml, 5,0 pg/ml, 40 pg/ml) pik alanlart HPLC yardimiyla 2 farkl
giinde birer kez okunduktan sonra kalibrasyon denkleminde yerine konarak bulunan

konsantrasyonlarin ortalama, standart sapma ve bagil sapma degerleri hesaplanmisgtir.

Elde edilen konsantrasyon degerlerinin bagil standart sapma degerlerinin kiiciik
olmasi, ayrica tekrar elde edilebilirlik i¢in ortalamalarin arasindaki farkin secilen
olasilik seviyesinde anlamli olmamasi1 gerekmektedir. Bagil standart sapma degerleri
Microsoft Excel 3.0 programi ile hesaplanmistir, ortalamalarin arasindaki fark ise

GraphPad Instat 3.0 programu ile ¢ift yonlii t-testi uygulanarak incelenmistir.

2.2.1.7.4. Teshis ve Tayin Simirlar:

HPLC’de, analiz sirasinda, giiriiltii (noise) seviyesinin 10 kati biiyiikliigtinde pik
alam1 veren konsantrasyon degeri tayin sinin (Limit of Quantitation: LOQ), 3 kat
bityiikliigiinde pik alam1 veren konsantrasyon degeri ise teshis sinir1 (Limit of

Detection: LOD) olarak belirlenmistir.

2.2.2.Polimerlerin Ozelliklerini Belirlemeye Yonelik Calismalar

2.2.2.1. Polimerlerin IR Spektrumlarinin Belirlenmesi

Polimerlerin ¢ok saf ve kuru potasyum bromiir ile hazirlanmis (1:10) disklerinin

4000-400 cm™ dalga boylari arasinda spektrumlar: alnmustir.

Polimerler ile etkin madde arasindaki etkilesimleri incelemek amaciyla etkin madde:
polimer (1:1) fiziksel karigimlarinin 4000-400 cm™ dalga boylart IR spektrumlar

alinmastir.
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2.2.2.2. Polimerlerin DSC Analizi

Saf haldeki polimerlerin ve ex vivo c¢alismalar icin secilen filmlerin termal
davramisim1  incelemek i¢in diferansiyel tarama kalorimetresi kullanilmustir.
2-3 mg agirhikta tartilmis numuneler cihazin icine kapakli bir aluminyum kap ile
konulmustur. 25-600 ° C sicaklik araliginda, 10 ° C/dak. hizda, azot ortaminda

termogrami ahnmlstlr.

2.2.2.3. Polimerlerin Etanol icinde UV Spektrumlarimn Belirlenmesi

Polimerlerin etanol i¢inde hazirlanmig, belirli konsantrasyondaki berrak
cozeltilerinin 200-400 nm arasinda UV spektrumlari alinmistir, Ay, degerleri
belirlenmistir ve etanol i¢inde maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda etkin

madde ile girisim yapip yapmadigi incelenmistir.

2.2.3. Matris Formiilleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar:

2.2.3.1. Matris Formiillerinin Hazirlanmasi:

Matris formiilasyonlar tarafimizdan yaptirilmis olan her biri 3,6 cm ¢apinda, 10,18
cm’ yiizey alanina sahip 3 adet paslanmaz celik disk i¢inde hazirlanmistir. Cam plaka
tizerine ¢ift tarafl bant yardimiyla 5 cm’ yiizey alanina sahip aluminyum materyaller
yerlestirilmis ve paslanmaz celik diskler yine ¢ift tarafli bant yardimiyla bu
aluminyun materyalin {izerine oturtulmustur. Hazirlanan diizenek c¢alisilan banko

tizerinde su diizeci yardimiyla yatay pozisyonda diizlemsel hale getirilmistir.

Standart 50 ml’lik beherlere hesaplanan miktarlarda polimerler ya da polimer
karisimlart (Eudragit E 100, RL 100, RS 100, etil seliiloz), plastizer (triasetin, dibutil
sebasat), por olusturucu (adipik asit, siiksinik asit) tartilmis ve son olarak karigimin
tizerine 10 ml aseton:metanol (80:20, h/h) ilave edilerek magnetik karistirici ile (500
rpm’de, 1 saat) kanstirilmistir (WiseStir, Japonya). Daha sonra bu ¢ozeltinin 3 ml’si

5 ml’lik enjektorler yardimiyla disklerin igine damlatilarak konulmustur. Diskin
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icerisindeki ¢oOzeltilerin ¢oziiciileri 24 saat siire ile oda sartlarinda bekletilerek

ucurulduktan sonra, elde edilen filmler iklim dolabina kaldirilmustir.

Yukarida hazirlanigt anlatilan filmlerin icerdigi polimer miktarlan teorik olarak 300
um kalinlikta olacak sekilde hesaplanmistir. Rohm Pharma teknik literatiirlerinde
aciklandigr iizere, 10-100 g/m2 kuru polimer agirligindan hareketle 10-100 pum
kalinlikta filmler elde edilebilmektedir. Calismamizda ayni sekilde 300 g/m2 kuru
polimer agirhigindan yola c¢ikilmistir ve formiillere hesaplanan polimer agirlig
tizerinden % 25 a/a plastizer, % 10 a/a por olusturucu ve % 2,5 a/a zidovudin ilave
edilmistir. Ex vivo caligmalarda ise calisma igin secilen filmlere konulan etkin
madde miktar1 % 5 a/a olarak degistirilmistir. Elde edilen filmlerin icerikleri Bolim

3.3.1. de Cizelge 3.24 de verilmistir.

2.2.3.2. Etkin Madde iceren Filmlerin Ortalama Kalinhklar

Filmlerin kalinliklarin1 6lgmek i¢in, her bir diskten 3 farkli noktadan 1,3 cm ¢apinda
3 adet disk mantar delici yardimiyla kesilmis ve bir mikrometre yardimiyla
kalinliklar1 okunmustur. Bulunan kalinliklarin ortalama, standart sapma ve bagil

sapma degerleri Microsoft Excel 3.0 programu ile hesaplanmstir.

2.2.3.3. Filmlerden Etkin Madde Miktar Tayini

Hazirlanan filmlerin etkin madde iceriklerinin tayininde hem polimerlerin ve hem de
etkin maddenin i¢inde iyi ¢Oziindiigii bir ¢oziicii olan etanol kullamilmistir.
Hazirlanan filmlerden mantar delici yardimiyla kesilen 1,3 cm caph (1,32 cm?)
diskler magnetik karistiricidda, 500 rpm hizda 1 saat kanstirilarak etanol iginde
¢oziildiikten sonra balon jojede hacmi % 2,5 a/a etkin madde iceren formiiller i¢in 50
ml’ye, % 5,0 a/a etkin madde iceren formiiller i¢in 100 ml’ye tamamlanarak
absorbansi 265 nm’de okunmus, kalibrasyon denklemi yardimiyla filmdeki etkin
madde miktar1 tayin edilmistir(n=3). Bulunan konsantrasyonlarin ortalama, standart

sapma ve bagil sapma degerleri Microsoft Excel 3.0 programu ile hesaplanmistir.
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2.2.3.4. islem Etkinligi Tayini

Etkin madde miktar tayininden yola ¢ikilarak asagidaki formiille hesaplanmustir:
Islem etkinligi (%): [Pratik miktar (ug)/Teorik miktar (ug)].100 Denklem 2.3.

Pratik miktar: 1,32 cm”lik disk i¢inde miktar tayini ile bulunan etkin madde
miktarinin tiim diske oranlanmasiyla elde edilen deger (ug)
Teorik miktar: Baslangicta tartilan etkin madde miktarindan hareketle miktar tayini

yapilan diskte bulunmasi gereken etkin madde miktar1 (pg)

2.2.3.5. Filmlerden in Vitro Etkin Madde Salimi

2.2.3.5.1. Filmlerden in Vitro Etkin Madde Salini Tayininde Kullamlan Ortam

Filmlerden in vitro etkin madde salimi i¢in ortam olarak HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetansiilfonik asit) tamponu kullanilmistir. Bunun i¢in 2,38 g HEPES yeterli
miktar distile suda coziildikkten sonra % 20 a/h NaOH cozeltisi ile pH 7,4’e
ayarlanmig ve yine distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak tampon elde edilmistir

(BP 1999).

2.2.3.5.2. Filmlerden In Vitro Etkin Madde Salim Tayininde

Kullanilan Difiizyon Hiicresi ve Test Yontemi
Bu amacgla Franz difiizyon hiicresi kullanilmistir. Bu hiicrenin i¢ odacigr 20 ml

reseptor faz hacmine sahip olup yiizey alan1 2,23 cm”dir. Hiicrenin sematik yapist

Sekil 2.1.a. ve Sekil 2.1.b. ile gosterilmistir .
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Su gikist

Su girigi

A:Dondr kompartman
B:Reseptor kompartman
C:Membran

D:0-halka

E:Su ceketi

F:Magnet

G:Ornek alma borusu

Sekil 2.1.b In vitro ve Ex vivo ¢aligmalarda kullanilan Franz difiizyon
hiicresinin sematik goriiniisii (Bosman ve ark., 1996).

In vitro salim deneylerinde reseptodr faz olarak HEPES tamponu ve membran olarak
0,22um por capina sahip seliiloz asetat membran kullanilmistir. In vitro salim
deneylerinde kullanilan membranlar kullanilmadan once reseptor fazla bir saatlik
hidratasyon isleminden gecirilmistir. Seliiloz asetat membran, filmden cikis iizerine
iyontoforezin etkisi incelendiginde ¢ikis hizi iizerine olumsuz etki gostermemesi ve
formiilasyondan etkin madde salimimi izlemede minimum varyasyon ile tekrar
edilebilir veri saglamasi nedeniyle tercih edilmektedir (Demou ve ark, 1994;

Stamatalis ve ark, 2002, Farinha ve ark., 2003).
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Ex vivo salim deneylerinde reseptor faz olarak HEPES tamponu ve membran olarak
5 ecm”lik yiizey alanma sahip, kilsiz Wistar rat sirt derisi kullamilmustir. Deriler
hayvanlar anestezi altinda iken tras bigag1 yardimiyla killarindan arindirilmistir. Tily
dokiiciilerin deride birikim yaparak etkin madde gecisini engellememesi i¢in bu
yontem tercih edilmemistir. Wistar rat derileri kullanilmadan 6nce reseptor fazla bir
saatlik hidratasyon isleminden gecirilmistir. Derilerin Franz difiizyon hiicrelerinin iki
odas1 arasina yerlestirilmelerinden sonra reseptdr faz HEPES tamponu ile dolu iken 2
saat siireyle dermal deri bolgesinin tamponla temasi saglanmis ve olusan hava
kabarciklart bertaraf edilmistir (Narishetty ve Panchagnula, 2004; Thomas ve
Panchagnula, 2003; Seki ve ark., 1990). Ex vivo deneyler 24 saat siire ile

uygulanmustir.

In vitro ve ex vivo ¢alismalar sirasinda reseptor faz, etrafin1 cevreleyen su ceketine
termostathl ve sirkiilasyon pompali su banyosundan (Haake) gelen 37° C’lik
(37£2°C) su ile sabit sicaklikta tutulmustur. Donér faz bolmesi ise su ceketsiz ve

ortam sicakligindadir.

Hiicrenin reseptor fazi icine alacak alt boliimii bir manyetik karistiriciya oturtulup,
stand vasitasiyla sabitlenmistir. Reseptor faz hiicresinin i¢ odacigr pH 7,4 HEPES
tamponu ile doldurulup icine magnet yerlestirilerek 500 rpm donii hizinda i¢ ortam
sicakliginin sabit hale gelmesi icin deneylere baslanmadan once 1 saat siireyle su
banyosu calisir vaziyette bekletilmistir. Daha sonra bir saat siiresince reseptor faz
icinde hidratasyona birakilan seliiloz asetat membran veya Wistar rat derisi arada
hava kabarcig1 kalmayacak sekilde reseptor faz odaciginin iistiine yerlestirilmistir.
Reseptor kompartiman iizerine dondr kompartiman konulup kaymaya meydan
vermemek icin yanlarindan metal klipsler vasitasiyla sikica tutturulmustur. Dondr
faza 2 ml tampon ilave edilmistir. Calisma siiresince belli zaman araliklarinda
reseptor fazdan 1 ml numune alinmis ve yerine aymi miktar taze tampon ilave
edilmistir. Reseptor fazdan alinan numuneler HPLC yontemi ile analiz edilmeden
once 24 saat siireyle buzdolabinda bekletilmistir (Kim ve Chien, 1996). Ex vivo

calismalar esnasinda reseptdor kompartimanda meydana gelebilecek mikrobiyolojik
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kontaminsayonlarin oniine gecebilmek amaciyla reseptér kompartimana eklenen
tampon i¢ine % 0.02 a/a konsantrasyonda sodyum azid ilave edilmistir (Narishetty ve

Panchagnula, 2004; Thomas ve Panchagnula, 2003; Seki ve ark., 1990).

2.2.3.6. Ex Vivo Calhismalar icin Deney Protokolii:

Calismada Ketamin hidrokloriir (75 mg/kg, intra peritonal enjeksiyonu) ile anestezi
altina alinmig ve iizerinde farmakolojik deneyleri tamamlanmis (Calismanin etik
kurul karar no: 103-2693) kontrol grubu Wistar ratlardan artan deri pargalar
kullanilmistir. Ketamin hidrokloriir ile anestezi altina alinmis Wistar ratlar kol ve
ayaklarindan flaster yardimiyla sabitlenmis, hayvanlarin sirt bolgeleri traslanarak
titylerinden kurtarilmistir. Traglanan sirt bolgesi cerrahi makas (disseksiyon makasi)
yardimi ile kesilerek cikartilmistir. Tiim sirt derisi 5 em®lik pargalar halinde
kesilmistir. Deri iizerindeki yag tabakasinin temizlenmesi amaciyla izopropil alkolle
muamele edilmis ve bu islem sonunda deri izotonik NaCl ¢ozeltisi ile yikanarak -20

°C’deki derin dondurucuya kaldirilmistir (Seki ve ark., 1990).

A)Pasif Difiizyon Calismalart

Ratlarin sirt bolgesinden elde edilen deri ornekleri franz difiizyon hiicrelerinde
reseptor ve dondr kompartiman arasina gelecek sekilde yerlestirilmistir. Dermal
kisim reseptor kompartimana bakacak sekilde 2 saat siireyle bekletilerek olusan hava
kabarciklart bertaraf edilmistir (Narishetty ve Panchagnula, 2004; Thomas ve
Panchagnula, 2003; Seki ve ark., 1990). Calismada kullamlacak kesit alan1 belli
filmler deri {izerine uygun sekilde yerlestirilmisti. Dondr kompartiman

yerlestirilerek i¢ odacigi 2 ml tampon ile doldurulmustur.
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B)Pasif Difiizyon Uzerine Penetrasyon Arttiricilarin Etkisi

i)lyontoforez Uygulamast

Ratlarin sirt bolgesinden elde edilen deri Ornekleri franz difiizyon hiicrelerinde
reseptor ve donor kompartiman arasina gelecek sekilde yerlestirilmistir. Dermal
kisim reseptor kompartimana bakacak sekilde 2 saat siireyle bekletilerek olusan hava
kabarciklart bertaraf edilmistir (Narishetty ve Panchagnula, 2004; Thomas ve
Panchagnula, 2003; Seki ve ark., 1990). Calismada kullamilacak kesit alan1 belli
filmler deri tizerine uygun sekilde yerlestirilmistir. Dondr kompartiman 2 ml tampon
ile doldurulmustur. Deney siiresince uygulanan akim siddeti 0,1 mA/cm® ve 0,5
mA/cm” dir ve deneyde giimiis plaka elektrotlar kullanilmustir. Iyontoforez uygulama

siiresi 2 saattir. Deri lizerine yerlestirilen filmlerin hepsi ayn1 begten alinmistir.
ii)DMSO Uygulamast

Zidovudinin deriden penetrasyonu iizerinde penetrasyon arttiricilarin - etkisini
incelemek iizere DMSO donér kompartimani olusturan ¢ozeltiye %1 a/h ve % 5 a/h
konsantrasyonlarda eklenmistir. Siganlarin sirt bolgesinden elde edilen deri 6rnekleri
franz difiizyon hiicrelerinde reseptdr ve dondr kompartiman arasina dermal kisim
reseptor kompartimana bakacak sekilde yerlestirilmigtir. Dondr kompartimana 1
ml’lik % 1 veya % 5 a/a DMSO iceren ¢ozelti ilave edilerek 2 saat siireyle derinin
epidermisi ile temasta birakilmistir (Lopez ve ark.,2003; Seki ve ark., 1990; Bugay
ve ark., 2006). Bekleme siiresi sonunda donor kompartimandaki ¢ozelti geri alinarak,
kompartman HEPES tamponuyla yikanmistir. Calismada kullanilacak kesit alani
belli filmler deri tizerine uygun sekilde yerlestirildikten sonra donér kompartimana 2
ml tampon ilave edilmistir. Deri iizerine yerlestirilen filmlerin hepsi aym begten

alinmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Etkin Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesine Yonelik Bulgular

3.1.1. Etkin Maddenin IR Spektrumunun Belirlenmesi

Boliim 2.2.1.1.°de anlatildig1 gibi hazirlanmis olan saf haldeki etkin maddenin IR

spektrumu Sekil 3.1. ile verilmistir.
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Sekil 3.1. Saf haldeki Zidovudinin IR spektrumu.

3.1.2. Etkin Maddenin DSC Analizi

Boliim 2.2.1.2.°de anlatildigr gibi yaklasik 2,0 mg tartilmis saf etkin maddenin DSC

termogrami Sekil 3.2. ile verilmistir.
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Sekil 3.2. Saf haldeki Zidovudinin DSC termogramu.

3.1.3. Etkin Maddenin UV Spektrumlarimin Belirlenmesi

1. Etkin Maddenin pH 7,4 HEPES Tamponu I¢inde UV Spektrumu

Etkin maddenin boliim 2.2.1.3."de belirtildigi sekilde pH 7,4 HEPES tamponu i¢inde

UV spektrumu alinmig ve zidovudinin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu

(Amax) 267 nm olarak belirlenmistir. Zidovudinin pH 7,4 HEPES tamponu i¢inde UV

spektrumu Sekil 3.3. ile gosterilmistir.

-0.022

2545

2.000

1.000
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Waanvelength (nr.)

Sekil 3.3. Zidovudinin HEPES i¢inde elde edilen UV spektrumu.
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2. Etkin Maddenin Etanol Iginde UV Spektrumu

Etkin maddenin boliim 2.2.1.3.’de belirtildigi sekilde etanol i¢inde UV spektrumu
alinmis ve zidovudinin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Ayax) 265 nm
olarak belirlenmistir. Zidoudin’in etanol icinde elde edilen UV spektrumu Sekil 3.4.

ile gosterilmistir.
2500
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0500
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Sekil 3.4. Zidovudinin etanol i¢inde elde edilen UV spektrumu.

3.1.4. Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Yontem Kullamlarak

Kalibrasyon Dogrularimin Hazirlanmasi

1.Etkin Maddenin HEPES Tamponu Icinde Kalibrasyonu

Etkin maddenin boliim 2.2.1.4.”de anlatildig: sekilde pH 7,4 HEPES tamponu i¢inde
yapilan ol¢iimlerden elde edilen kalibrasyon parametreleri Tablo 3.1 ve Sekil 3.2. ile

gosterilmistir.

2.Etkin Maddenin Etanol Icinde Kalibrasyonu

Etkin maddenin bolim 2.2.1.4.’de anlatildig1 sekilde etanol iginde yapilan
Olctimlerden elde edilen kalibrasyon parametreleri Cizelge 3.1 ve Sekil 3.3. ile

gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Zidovudinin UV spektrofotometre kullanilarak, pH 7,4 HEPES tamponu ve
etanol ortamlarinda elde edilen kalibrasyon dogrularina ait parametreler.

pH 7,4 HEPES Etanol
Konsantrasyon aralig1 (ng/ml) 2-16 2-20
Egim (m) (% 95 olasilikl giiven sinirlar1) [0.03714 £0.00101 |0.03715 £+ 0.0007
Standart hata 0.0004128 0.0003046
Kesisim (n) (% 95 olasilikl1 giiven 0.03989 £0.0102 |0.04520 £0.00133
sinirlari)
Standart hata 0.004169 0.03781
Korelasyon katsayis1 (r) 0.9996 0.9997
Regresyon katsayis (1°) 0.9993 0.9995
Regresyon dogrusundan olan sapmalarin | 005350 0.005534
standart sapmasi (Sy.x)
Lineer regresyon kareler toplami 0.2317 0.4556
Dogrusalliktan sapmalarin kareler toplami | ) 0001717 0.0002450
Ortalamanin artik kareler toplami 0.2319 0.4558

Linear Redression

95% Corfidence Interval

0p14
0573
0532
0492
0451

041
0,365

Absorbans

0328
0,267
0245
0205
0,164
0,123

2 3 4 5 & F B 8 10

314

o2
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.5. Zidovudinin pH 7,4 HEPES tampon i¢inde kalibrasyon grafigi.

15

16
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Linear Regression

----- 95% Confidence Interval

0,776
0737
0,596
0555
0514
0,573
0532
0,492
0,451
041
0,369
0,328
0,267
0,245
0,205
0,164
IREEE

2 4 6 5 10 12 1 16 18 0

Konsantrasyon (ug/mil)

Absorbans

Sekil 3.6. Zidovudinin alkol i¢inde kalibrasyon grafigi.

3.1.5. Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Yontem Kullamlarak

Kalibrasyonunun Analitik Validasyonu

3.1.5.1. Dogrusallik ve Aralig

Etkin maddenin bolim 2.2.1.5.1°de anlatildig1 sekilde pH 7,4 HEPES tamponu ve
alkol i¢inde devamli okunabilecegi minimum ve maksimum konsantrasyonlari
arasinda 8 nokta tespit edilmistir. Dogrusallik ve araligina ait deneysel veriler

Cizelge 3.2. ve Sekil 3.7. ile gosterilmektedir.
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Cizelge 3.2. Zidovudinin pH 7,4 HEPES tamponu ve alkol ortamlarinda dogrusallik ve
aralig calismasina ait parametreler.

pH 7,4 HEPES Etanol
Konsantrasyon araligi (pg/ml) 1-30 1-30
Egim (m) (% 95 olasilikli giiven 0.04093 £ 0.00124 0.03645 £+ 0.00037
sinirlari)
Standart hata 0.0005090 0.000151

Kesisim (n)
(% 95 olasilikl giiven sinirlar)

0.006568 + 0.018268

0.05255 +0.00634

Standart hata 0.007466 0.002590
Korelasyon katsayisi (1) 0.9995 0.9999
Regresyon katsayist (1) 0.9991 0.9999
Regresyon dogrusundan olan 0.01188 0.004003
sapmalarin standart sapmasi (Sy.x)

Lineer regresyon kareler toplami 0.9129 0.9351
Dogrusalliktan sapmalarin kareler | 00008470 9.613E-05
toplami

Ortalamanin artik kareler toplami 0.9138 0.9352

Linear Regression

----- 95% Corlidence Interval

0,983
0,801
0819
0737
0 555

0,573

Absorbans

0,432

041
0,326
0,246

0,164

0,082

2 1 5 3 10
Konsantrasyon (ug/mil)

12 14 16 18

20 22 24

Sekil 3.7. Zidovudinin pH 7,4 HEPES ortaminda dogrusallik ve aralifi calismasina

ait dogru.
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Absorbans

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.8. Zidovudinin alkol ortaminda dogrusallik ve araligi ¢alismasina ait dogru.

3.1.5.2. Dogruluk

Etkin maddenin bolim 2.2.1.5.2.°de anlatildig1 sekilde pH 7,4 HEPES tamponu

icinde yapilan dl¢limlerden elde edilen % geri elde, standart sapma ve bagil sapma

degerleri Cizelge 3.3.- Cizelge 3.5. ile gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Zidovudinin pH 7,4 HEPES ve etanol ortamlarinda dogruluk testine ait
veriler (4pg/ml).

HEPES tampon Etanol
[C] Teorik [C] Bulunan % Geri Elde [C] Bulunan % Geri Elde
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
4,0 3,72 % 93 4,18 % 104,5
4,0 3,59 % 90 4,05 % 101,3
4,0 3,80 % 95 3,62 % 90,5
(% geri elde)o: 9 93 9 98,75
SS: 0,087 0,293
BS (%): 2,35 7,4
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Cizelge 3.4. Zidovudinin pH 7,4 HEPES ve etanol ortamlarinda dogruluk testine ait

veriler (8ug/ml).

HEPES tampon Etanol
[C] Teorik [C] Bulunan % Geri Elde [C] Bulunan % Geri Elde
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
8,0 7,74 96,8 7,17 % 90,0
8,0 7,71 96,4 7,66 % 95,8
8,0 7,52 94,0 7,69 % 95,0
(% geri elde)o: 95,7 % 94
SS: 0,097 0,267
BS (%): 1,27 3,4

Cizelge 3.5. Zidovudinin pH 7,4 HEPES ve etanol ortamlarinda dogruluk testine ait

veriler (16 pg/ml).

HEPES tampon Etanol
[C] Teorik [C] Bulunan % Geri Elde [C] Bulunan % Geri Elde
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
16,0 15,88 99,3 15,75 % 98,4
16,0 15,88 99,3 15,56 % 97,3
16,0 16,04 100,3 15,75 % 98,4
(% geri elde)o: 99,6 % 98
SS: 0,075 0,110
BS (%): 0,47 0,70

3.1.5.3. Kesinlik

Etkin maddenin boliim 2.2.1.5.3.’de anlatildig1 sekilde pH 7,4 HEPES tamponu ve
etanol icinde yapilan Slgiimlerden elde edilen tekrarlanabilirlik verileri Cizelge 3.6.,
Cizelge 3.7. ve Cizelge 3.8.ile, tekrar elde edilebilirlik testlerine ait veriler ise

Cizelge 3.9., Cizelge 3.10. ve Cizelge 3.11. ile gosterilmistir.
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Tekrarlanabilirlik:

Cizelge 3.6. Zidovudinin pH 7,4 HEPES Tamponu ve alkol i¢cinde yapilan tekrarlanabilirlik
caligmasina ait sonuglar (4 pg/ml).

HEPES tampon Etanol
[C] reorik (ng/ml) | 1.Giin (pg/ml) | 2.Giin(pg/ml) | 1.Giin (pg/ml) |2.Giin(pg/ml)
4,0 3,72 3,72 4,18 3,36
4,0 3,59 3,51 4,05 4,05
4,0 3,30 3,56 3,62 3,62
[C] ort.(ug/ml): |3,70 3,60 3,95 3,79
SS: 0,087 0,11 0,29 0,37
BS (%): 2,35 3,06 7,34 9,76

*p<0,05. 1. giin ve 2. giin bulunan [C] (ug/ml) degerleri arasinda 6nemli derecede fark

bulunmamaktadir.

Cizelge 3.7. Zidovudinin pH 7,4 HEPES tamponu ve alkol icinde yapilan tekrarlanabilirlik
calismasina ait sonuglar (8 pg/ml).

HEPES tampon Etanol
[C] reorik (ng/ml) | 1.Giin (pg/ml) | 2.Giin(pg/ml) | 1.Giin (pg/ml) |2.Giin(pg/ml)
8,0 7,74 7,68 7,17 7,23
8,0 7,71 7,85 7,66 7,60
8,0 7,52 7,66 7,69 7,50
[C] ort.(ug/ml): | 7,67 7,73 7,48 7,44
SS: 0,097 0,10 0,27 0,19
BS (%): 1,27 1,29 3,61 2,55

*p<0,05. 1. giin ve 2. giin bulunan [C] (ug/ml) degerleri arasinda 6nemli derecede fark

bulunmamaktadir.
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Cizelge 3.8. Zidovudinin pH 7,4 HEPES Tamponu ve alkol i¢cinde yapilan tekrarlanabilirlik
calismasina ait sonuglar (16 pg/ml).

HEPES tampon Etanol

[C] reorik (ng/ml) | 1.Giin (pg/ml) | 2.Giin(pg/ml) | 1.Giin (pg/ml) |2.Giin(pg/ml)
16,0 15,88 15,88 15,75 15,51

16,0 15,88 15,96 15,56 15,61

16,0 16,04 15,91 15,75 15,61

[C] ort.(ug/ml): | 15,93 15,92 15,69 15,58

SS: 0,075 0,04 0,11 0,06

BS (%): 0,47 0,25 0,70 0,39

*p<0,05. 1. giin ve 2. giin bulunan [C] (ug/ml) degerleri arasinda 6nemli derecede fark

bulunmamaktadir.

Tekrar Elde Edilebilirlik:

Cizelge 3.9. Zidovudinin pH 7,4 HEPES tamponu i¢inde yapilan tekrar elde edilebilirlik
calismasina ait sonuglar (4 pg/ml).

[C] Teorik (ng/ml) 1. Analist 2. Analist
[C] (pg/ml) [C] (ug/ml)
4,0 3,72 3,75
4,0 3,59 3,86
4,0 3,80 3,68
[C] ort.(ug/ml): 3,70 3,76
SS: 0,087 0,091
BS (%): 2,35 2,42

*p<0,05. 1. analist ve 2. analistle bulunan [C] (ug/ml) degerleri arasinda 6nemli derecede

fark bulunmamaktadir.
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Cizelge 3.10. Zidovudinin pH 7,4 HEPES tamponu icinde yapilan tekrar elde edilebilirlik
calismasina ait sonuglar (8 pg/ml).

[C] Teorik (ng/ml) 1. Analist 2. Analist
[C] (ng/ml) [C] (ug/ml)
8,0 7,74 7,69
8,0 7,71 7,85
8,0 7,52 7,59
[C] ort.(pug/ml): 7,67 7,71
SS: 0,097 0,131
BS (%): 1.27 1,70

*p<0,05. 1. analist ve 2. analistle bulunan [C] (pg/ml) degerleri arasinda 6nemli derecede

fark bulunmamaktadir.

izelge 3.11. Zidovudinin pH 7, tamponu icinde yapilan tekrar elde edilebilirli
izelge 3.11. Zidovudinin pH 7,4 HEPES i¢ind 1 krar elde edilebilirlik
calismasina ait sonuglar (16 pg/ml).

[C] teorik (ng/ml) 1. Analist 2. Analist

[C] (ug/ml) [C] (ug/ml)
16,0 15,88 15,96
16,0 15,88 15,91
16,0 16,04 15,88
[C] ort.(ug/ml): 15,93 15,92
SS: 0,075 0,040
BS (%): 0,47 0,25

*p<0,05. 1. analist ve 2. analistle bulunan [C] (pg/ml) degerleri arasinda 6nemli derecede
fark bulunmamaktadir.

3.1.6. Zidovudinin HPLC Kalibrasyonuna Ait Bulgular

3.1.6.1. Etkin Maddenin HPLC Kullanilarak Kalibrasyon Dogrularimin

Hazirlanmasi

Etkin maddenin bolim 2.2.1.6.°de anlatildigi sekilde mobil faz ic¢inde yapilan
Olctimlerden elde edilen kalibrasyon parametreleri Cizelge 3.12. ve Sekil 3.10. ile

gosterilmistir.
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Cizelge 3.12. Zidovudinin kalibrasyon dogrusuna ait deneysel veriler.

Konsantrasyon araligi (pg/ml) 0,4-40
Egim (m) (% 95 olasilikli giiven sinirlar) 76,546 £ 1,385
Standart hata 0,4991
Kesisim (n) (% 95 olasilikli giiven sinirlar) 60,258 + 33,47
Standart hata 12,057
Korelasyon katsayisi (r) 0,9999
Regresyon katsayisi (17) 0,9998
Regresyon dogrusundan olan sapmalarin standart 22,855
sapmasi (Sy.x)

Lineer regresyon kareler toplami 1,228E+07
Dogrusalliktan sapmalarin kareler toplami 2089,4
Ortalamanin artik kareler toplami 1,228E+0,7

atilay

~ DAD1 A, Sig=265,10 Refoff (ZDVAASATI30010.0)

mAU
225

200
1754
150
125
100
75

50

25

-

|4.677

min

Sekil 3.9. Zidovudinin HPLC piki.
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Linear Regression

-—=== 55% Confidence Interval
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Sekil 3.10. Zidovudinin HPLC yontemine ait kalibrasyon grafigi.

3.1.7.Etkin Maddenin HPLC Kullanilarak Kalibrasyonunun Analitik

Validasyonu

3.1.7.1. Dogrusallik ve Aralig1

Etkin maddenin Boliim 2.2.1.7.1.”de anlatildig1 sekilde i¢inde devamli okunabilecegi
minimum ve maksimum konsantrasyonlar1 arasinda 6 nokta tespit edilmistir.
Dogrusallik ve araligma ait deneysel veriler Cizelge 3.13. ve Sekil 3.11. ile

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.13. Zidovudinin HPLC kullanilarak kalibrasyonun dogrusallik ve araligi
caligmasina ait parametreler.

Konsantrasyon araligi (pg/ml) 0,2-50
Egim (m) (% 95 olasilikh giiven sinirlari) 76,034 + 1,102
Standart hata 0,4869
Kesisim (n) (% 95 olasilikli giiven sinirlar) 63,780 £ 24,687
Standart hata 10,914
Korelasyon katsayis1 (r) 0,9998
Regresyon katsayist (1”) 0,9996
Regresyon dogrusundan olan sapmalarin standart 27,789
sapmast (Sy.x)

Lineer regresyon kareler toplami 1,883E+07
Dogrusalliktan sapmalarin kareler toplami 6950,3
Ortalamanin artik kareler toplami 1884E+07

Linear Regression
''''' 95% Confidence Interval
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400

200
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Sekil 3.11. Zidovudinin HPLC kullanilarak kalibrasyonun dogrusallik ve aralig1
calismasina ait dogru.



3.1.7.2. Dogruluk

Etkin maddenin bolim 2.2.1.7.2.°de anlatildign sekilde mobil faz icinde yapilan
Olctimlerden elde edilen % geri elde, standart sapma ve bagil sapma degerleri Cizelge

3.14. — Cizelge 3.16. ile gosterilmistir.

Cizelge 3.14. Zidovudinin dogruluk ¢alismasina ait veriler (0,4 pg/ml).

[CI reorik(jrg/ml) [C] pratik (ug/ml) % Geri Elde
0,4 0,38 95,0

0,4 0,39 97,5

0,4 0,38 95,0

[C] ort.(ug/ml): 95,8

SS: 1,44

BS (%): 1,503

Cizelge 3.15. Zidovudinin dogruluk ¢alismasina ait veriler (5 pg/ml).

[CI reorik(jrg/ml) [C] pratik (1g/ml) % Geri Elde
5,0 4,93 98,6

5,0 4,94 98,8

5,0 4,93 98,6

[C] ort.(ug/ml): 98,7

SS: 0,12

BS (%): 0,122

Cizelge 3.16. Zidovudinin dogruluk caligmasina ait veriler (40 pg/ml).

[CI Teorik (Lg/ml) [C] pratix (Lg/ml) % Geri Elde
40,0 38,64 96,6

40,0 38,25 95.6

40,0 38,78 96,9

[C] ort.(ug/ml): 96,4

SS: 0,68

BS (%): 0,705




3.1.7.3. Kesinlik

Tekrarlanabilirlik:

Etkin maddenin Boliim 2.2.1.7.3.”de anlatildig1 sekilde mobil faz icinde, 0,4pg/ml,

5 pg/ml ve 40 pg/ml konsantrasyonlardaki cozeltilerinden hareketle yapilan

Olctimlerden elde edilen tekrarlanabilirlik testlerine ait veriler Cizelge 3.17- Cizelge

3.19. ile gosterilmistir.

Cizelge 3.17. Zidovudinin tekrarlanabilirlik ¢alismasinin sonuglar1 (0,4 pg/ml).

1.Giin 2.Giin

Alan [C] (ug/ml) Alan [C] (ug/ml)
89,48060 0,38 87,41043 0,35
90,22576 0,39 86,64536 0,34
89,39182 0,38 86,97647 0,35

Ortalama : 0,38 Ortalama : 0,35

SS 0,006 SS 0,006

BS (%) 1,579 BS (%) 1,714

P> 0,05. 1. ve 2. giinde elde edilen degerler arasinda anlamli derecede fark vardir.

Cizelge 3.18. Zidovudinin tekrarlanabilirlik ¢aligmasinin sonuglar1 (Spg/ml)

1.Giin 2.Giin
Alan [C] (ug/ml) Alan [C] (ug/ml)
437,58154 4,93 43427753 4,89
438,34598 4,94 433,26505 4,87
437,26913 4,93 428,59686 4,81
Ortalama : 4,93 Ortalama : 4,86
SS 0,006 SS 0,042
BS (%) 0,122 BS (%) 0,864

P> 0,05 1. ve 2. giinde elde edilen degerler arasinda anlamli derecede fark yoktur.
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Cizelge 3.19. Zidovudinin tekrarlanabilirlik ¢alismasinin sonuglar1 (40 pg/ml).

1.Giin 2.Giin
Alan [C] (ug/ml) Alan [C] (ug/ml)
3018,14346 38,64 3012,63089 38,57
2988,34515 38,25 2993,15996 38,32
3028,63428 38,78 2972,58911 38,05
Ortalama : 38,6 Ortalama : 38,3
SS 0,28 SS 0,26
BS (%) 0,725 BS (%) 0,679

P> 0,05 1. ve 2. giinde elde edilen degerler arasinda anlamli derecede fark yoktur.

Tekrar Elde Edilebilirlik:

Etkin maddenin boliim 2.2.1.7.3.’de anlatildig1 sekilde mobil faz iginde, 0,4pg/ml;

Spug/ml; 40pg/ml konsantrasyondaki zidovudin c¢ozeltisinden hareketle yapilan

Olctimlerden elde edilen tekrar elde edilebilirlik testlerine ait veriler Cizelge 3.20-

Cizelge 3.22 ile gOsterilmistir.

Cizelge 3.20. Zidovudinin HPLC yo6ntemi ile kalibrasyonunda tekrar edilebilirlik
caligmasina ait sonuglar (0,4 pg/ml).

Alan 1. Analist Alan 2. Analist
[C] (pg/mD) [C] (ng/mD)

87,41043 0,35 90,74041 0,40

86,54536 0,34 90,11545 0,39

87,07647 0,35 89,34977 0,38

Ortalama : 0,35 Ortalama : 0,39

SS 0,006 SS 0,01

BS (%) 1,71 BS (%) 2,56
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Cizelge 3.21. Zidovudinin HPLC yo6ntemi ile kalibrasyonunda tekrar edilebilirlik
caligmasina ait sonuglar (5 pg/ml).

Alan 1. Analist Alan 2. Analist
[C] (ng/ml) [C] (ng/ml)

434,27753 4,89 432,27537 4,86

433,26505 4,87 436,65075 4,92

428,59686 4,81 432,36865 4,86

Ortalama : 4,86 Ortalama : 4,88

SS : 0,04 SS : 0,04

BS (%) 0,86 BS (%) : 0,82

izelge 3.22. Zidovudinin yontemi ile kalibrasyonunda tekrar edilebilirli
izelge 3.22. Zidovudinin HPLC i ile kalib da tekrar edilebilirlik
caligmasina ait sonuclar (40 pg/ml).

Alan 1. Analist Alan 2. Analist
[C] (ng/mD) [C] (ng/mD)

3012,63089 38,57 2998,58963 38,39

2993,15996 38,32 2973,29659 | 38,06

2972,58911 38,05 2949,39151 |37,74

Ortalama : 38,3 Ortalama : 38,06

SS : 0,26 SS : 10,33

BS (%) 0,68 BS (%) : (0,87

3.1.7.4.Teshis ve Tayin Simirlar

Zidovudinin Bolim 2.2.1.7.4.’de anlatildign sekilde yapilan LOD ve LOQ test

sonuglar1 Cizelge 3.23. ile verilmistir.

Cizelge 3.23. Zidovudinin HPLC ile miktar tayinine ait LOD ve LOQ degerleri.
LOD LOQ

0,022 pg 0,073 ng
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3.2. Polimerlerin Ozelliklerinin Belirlenmesine Yonelik Bulgular

3.2.1. Polimerlerin IR Analizine Ait Sonuclar

Bolim 2.2.2.1°de anlatildigi gibi hazirlanmis olan polimer-etkin madde (1:1) fiziksel

karisimlarinin IR spektrumlar1 Sekil 3.11. ve Sekil 3.12. ile verilmistir.
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Sekil 3.12. Etil seliiloz:etkin madde fiziksel karisiminin IR spektrumu.
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Sekil 3.13. Eudragit RL 100:etkin madde fiziksel karisiminin IR spektrumu.
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3.2.2. Polimerlerin DSC Analizine Ait Sonuclar

Polimerlerin boliim 2.2.2.2."de belirtildigi yontemle elde edilen DSC termogramlari

Sekil 3.13. ve Sekil 3.14. ile verilmistir.

Sample Name: Etilsalliloz
Sample VWeight 1.800[mg]
DsC Atmosphere: Air
mwW Flow Rate: 50(mnlfemin]
Peak 416.38C
15.00r set 11700
Peak 369.86C dset 42011
Onzet 358.40C 46.85m)
Endsst 381 87C 26,0308
Heat BISEIm] Peak 437 730
ISIET Y 2
Onset 430.98C
10.00 Endset 444.20C
J Heat 150.50m.)
8361
5.00r
Pesk 179.48C
Onzet 17307C
Enciset 186.18C
Hest 28 86mJ
16030
0.00-
100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00
Temp [C]

Sekil 3.14. Etil seliiloz DSC termogrami.

Sample Weight 3.160[ma]
DsC Atmosphere Ar

mw Flow Rate S0[mlfmin]
20.00F
10.00-
0.00-
0.00 100.00 200.00 300,00 400.00 500.00 600.00

Temp [C]

Sekil 3.15. Eudragit RL 100 DSC termograma.
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3.2.3. Polimerlerin Etanol Icersinde UV spektrumlarimin Belirlenmesi

Polimerlerin boliim 2.2.2.3.’de belirtildigi sekilde etanol igcinde UV spektrumu
alinmis ve zidovudinin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) olan 265
nm ile girisim yapip yapmadiklarina bakilmistir. Etilselillozun formiilasyonda
kullanilan miktar1 ile UV spektrumu elde edilememistir. Eudragit RL 100’iin etanol

icinde elde edilen UV spektrumu Sekil 3.15. ile gosterilmistir.

2.000
1500

1.000

w3

0500

0.oon

200.0 250.0 300.0 350.0 400.0
Wanvelength (nm.)

Sekil 3.16. Eudragit RL 100’iin etanol icerisindeki UV spektrumu.
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3.3. Formiilasyonlar

3.3.1. Etkin Madde iceren Matris Formiilasyonlarmm Kodlanmasi

Etkin madde icermeyen filmlerden elde edilen veriler g6z 6niine alinarak % 2,5 zidovudin igceren filmlerin % 25 oraninda dibutil sebasat

kullanilarak ve 300 um kalinlikta hazirlanmasina karar verilmistir.

Cizelge 3.24. Formiilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilan maddeler ve miktarlari.

Formiil |AZT Eudragit | Eudragit Eudragit | Etilseliilloz |Siiksinik | Adipik |Triasetin |DBS |Aseton | Metanol
Kodu |(g) E100(g) |RL100(g) |RS100(g) |(g) Asit (g) | Asit(g) | (g) (g [(ml) (ml)
AAl 0,036 1,440 - - - 0,144 - 0,360 - 8 2
AA2 0,036 1,440 - - - 0,144 - - 0,360 8 2
AA3 0,036 1,440 - - - 0,144 - 0,180 0,180 8 2
AA4 0,036 - - 1,440 - 0,144 - 0,360 - 8 2
AAS 0,036 - - 1,440 - 0,144 - - 0,360 8 2
AA6 0,036 - - 1,440 - 0,144 - 0,180 0,180 8 2
AAT 0,036 - 1,440 - - 0,144 - 0,360 - 8 2
AAS8 0,036 - 1,440 - - 0,144 - - 0,360 8 2

69



Cizelge 3.24. devamu.

Formiil |AZT Eudragit | Eudragit Eudragit | Etilseliilloz |Siiksinik | Adipik |Triasetin |DBS |Aseton | Metanol
Kodu | (g) E100(g) | RL100(g) [RS100 (g |(2) Asit (g) | Asit(g) |(g) (g (ml) (ml)
AA9 0,036 - 1,440 - - 0,144 - 0,180 0,180 8 2
AA10 0,036 1,440 - - - - 0,144 - 0,360 8 2
AAll 0,036 - 1,440 - 0,144 - 0,360 8 2
AA12 0,036 - - 1,44 - 0,144 - 0,360 8 2
AA13 0,036 1,440 - - - - - - 0,360 8 2
AA14 0,036 - 1,440 - - - - - 0,360 8 2
AA14B 0,072 - 1,440 - - - - - 0,360 8 2
AA15 0,036 - 1,440 - - - - 0,360 8 2
AA16 0,036 - 1,440 - - - 0,360 8 2
AA17 0,036 - 0,720 0,720 - - - 0,360 8 2
AA18 0,036 - 0,720 - 0,720 - - - 0,360 8 2
AA18B 0,072 - 0,720 - 0,720 - - - 0,360 8 2
AAI19 0,036 - 0,864 - 0,576 - - - 0,360 8 2
AA20 0,036 - 1,008 - 0,432 - - - 0,360 8 2
AA21 0,036 - 1,152 - 0,288 - - - 0,360 8 2
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3.3.2. Matris Formiilleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar

3.3.2.1. Matris Formiillerinin DSC Termogramlari

Eudragit RL 100 ve etilseliiloz ile hazirlanan, etkin madde iceren filmlerin DSC
termogramlar1 Boliim 2.2.2.2..° de anlatilldig1 sekilde elde edilmistir. Zidovudin ve

polimerler ile hazirlanan filmlere ait termogramlar Sekil 3.16-3.17 ile verilmistir.

Sample Name Eudrogit RL100]

Sample Weight 1 860[mg]
DscC Atmosphere: Al
mw Flow Rate: S0[mlfmin]
4.00-
Peak 409.58C
Onset 401.27¢ Feak S00.84C
Endset 418.85C Onset 489 88C
3.00 Heat 21261m) Endset S07.72C
ABATY: Heat 11 75m)
)4 590413
“ k/\,
Pesk 367.07C
1:00r Pesk 190.74¢ :r::c; :;:;; Peak 52817C
& x
Onset 182.54C e P Onset 51445C
Endset 205.42C Enuset 224
0.00- Heat a8, Heat -33.00md
95 16 Badiy
s
-1.00-
100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00

Temp [C]
Sekil 3.17. AA14B kodlu formiilasyona ait DSC termogrami.

Sample Weight 2.300(mag]
Dsc Atmosphere Air
mW  FlowRate: 80[mlfmin]
15.008 92.56C
Pesk 392560
Onset 3064
Endset #4327
Heat 148
10.00- 4339641

100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00
Temp [C]

Sekil 3.18. AA18B kodlu formiilasyona ait DSC termogramu.
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3.3.2.2. Etkin Madde iceren Filmlerin Ortalama Kalnhklar

Boliim 2.2.3.3.de anlatildig1 sekilde kesilen 1,3 cm ¢apli disklerden elde edilen kalinliklar Cizelge 3.25. ile verilmistir.

Cizelge 3.25. AA14-AA19 veAA21 kodlu formiillerin ortalama kalinliklari, (n = 3).

Formiil kodu | AA14 AA1S AA16 AA17 AA18 AA19 AA21 AA14B | AA1SB
Eal':]‘)‘"k SH 19934153 [290+£2,09 |327+3.39 |295+1.86 |317+£2.61 |313+2.03 |307+2.00 | 297 +1.86 | 322 £1.21
BS (%) 0.91 1.25 1.79 1,09 1.42 1.12 1.13 1.08 0.65

3.3.2.3. Filmlerden Etkin Madde Miktar Tayini

Boliim 2.2.3.3.”de anlatildig1 sekilde kesilen 1,3 cm ¢aph disklerden elde edilen miktar tayini sonuglar1 Cizelge 3.26. ile verilmistir.

Cizelge 3.26. AA14-AA19 ve AA21 kodlu formiillerin icerdigi ortalama etkin madde miktarlari, (n=3).

Formiil kodu | AA14 AA1S AA16 AA17 AA18 AA19 AA21 AA14B AA18B

l(\/[il;tar + SH 834,9 +8,85 |817,6 £7,65 |624,4+57,9 |890,7+9,13 [906,2 13,1 |866,0+18,0 |829,8 +26,5 |1948,1+28,5|1836,4 +21,9
ng

BS (%) 1,83 1,62 16,06 1,77 2,50 3,60 5,52 2,53 2,07
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3.3.2.4. islem Etkinligi Sonuclari

Boliim 2.2.3.3.’de anlatildig1 sekilde kesilen 1,3 cm ¢apli disklerden elde edilen islem etkinligi sonuglar1 Cizelge 3.27. ile verilmistir.

Cizelge 3.27. AA14-AA19 ve AA21 kodlu formiiller i¢in ortalama islem etkinlikleri, (n=3).

Formiil kodu |AA14 AA1S AA16 AA17 AA18 AA19 AA21 AA14B AA18B

Miktar (%) [93,12+0,99 |91,36 +0,86 | 68,24 + 6,33 | 98,15+ 1,01 | 99,86 + 1,45 | 95,69 + 1,99 |90,93 £2,90 | 96,21 + 1,41 | 90,69 + 1,09
+ SH

BS (%) 1,83 1,62 16,1 1,77 2,51 3,6 5,52 2,53 2,07




3.3.2.5. Filmlerden In Vitro Etkin Madde Salim Calismalar

Boliim 2.2.3.6.’da anlatilan metoda gore in vitro etkin madde salim ¢alismasi yapilan filmlerden, deney sonucunda elde edilen veriler
Cizelge 3.28., Sekil 3.18. ve Sekil 3.19. ile verilmistir. AA14-AA19 ve AA21 kodlu filmlerden etkin madde salim ¢alismasi1 deneyleri
sonucunda elde edilen verilere ait kinetik veriler ise Cizelge 3.29a. ve Cizelge 3.29b. ile gosterilmistir

Cizelge 3.28. AA14-AA19 ve AA21 kodlu filmlerden 0,22 um seliiloz asetat zar kullanilarak yapilan in vitro etkin madde salim ¢alismalari

sonucunda elde edilen veriler, (n=3).

i:)lg; AAl4 AA15 AA16 AA17 AA1S8 AA19 AA21 AA14B AA1SB

t (saat) | pg/em’+ SH | pg/em’+ SH | pg/em’+ SH | pg/em®+ SH | pg/em’+ SH | pg/em’+ SH | pg/em®+ SH | pg/em®+ SH | pg/em’ + SH
1 196,1 £7,30 | 101,0£13,3 | 81%6,70 | 2389+20,0 | 77,0£9,70 | 1264 £9,30 | 159,7 +7,60 | 456,9 £27.9 | 368,5 + 28,9
2 276,1 £2,20 | 209,9 8,40 | 19,0£9,50 | 2883 £6,00 | 164,2+2,50 | 218,6 £10,5 | 216,6 17,4 | 700,7 38,1 | 588,8 +17,2
3 352,9+3,80 | 2455+3,60 | 33,5+16,2 | 314,4+4,00 | 241,1 £2,30 | 27524282 | 269,4+19,1 | 911,9+40,9 | 729+54
4 39144104 | 2745840 | 451125 | 3420+7,90 | 2702+ 1,70 | 308,0 £38,9 | 292,8 +222 | 1082,6 +28,3 | 791,9 + 25,8
5 4038 %152 | 2774£5,70 | 54,5+10,9 | 3544+ 11,6 | 294,1 £4,30 | 331,9+40,5 | 305,7 18,6 | 1105,3 36,5 | 819.4 +30,8
6 4075+ 16,4 | 290,5+8,10 | 582142 | 360,9+9,70 | 3152+3,80 | 332,6 £44,7 | 313,0£22,7 | 1095,5+37,8 | 835,7 42,9
7 4124155 | 2847530 | 64,0£145 | 3449+11,6 | 3152+3,60 | 3362+42.4 | 319,5+24,6 |1091,9 +37,7 | 8494 +45,9
8 4140156 | 281,1£530 | 64,0£13,7 | 3522+6,60 | 326,8+2,40 | 3348 +42.4 | 3189+234 |1091,2+37,3 | 844,3 +46,3
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Sekil 3.19. AA14-AA19 ve AA21 kodlu formiillerden elde edilen in vitro etkin madde
salim profilleri.
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Sekil 3.20. AA14-AA19ve AA21 kodlu formiillerden 8 saat sonunda ¢ikan etkin madde
miktarlar.



Cizelge 3.29a. AA14-AA19 ve AA21 kodlu filmlerden etkin madde salim deneyleri
sonucunda elde edilen kinetik veriler.

i";mﬁl Parametre | 0 Derece 1. Derece Higuchi Peppas
oau
r’ 0,7241 0,8165 0,8612 0,9842
k -0,1150 -0,002056 2,410 0,4763
AAl4 F 18,371 31,151 37,237 187,36
SE 0,02683 0,0003683 0,3949 0,03479
RMS 155,49 0,02930 25,838 0,0003694
r’ 0,7057 0,7492 0,7706 0,8079
k -0,08376 -0,001181 1,869 0,4666
AA15 F 16,787 20,910 20,157 25,227
SE 0,02044 0,0002582 0,4163 0,09290
RMS 90,280 0,01440 28,715 0,005604
r’ 0,9500 0,9496 0,9752 0,9737
k -0,03309 -0,0003556 | 0,9781 1,017
AAl6 F 133,03 131,93 235,68 221,77
SE 0,002869 3,983E-05 0,06371 0,06832
RMS 1,777 0,0002070 0,6726 0,003032
r’ 0,5745 0,6513 0,8303 0,9058
k -0,07870 -0,001194 1,170 0,2035
AA17 F 9,449 13,075 29,363 57,717
SE 0,02560 0,0003303 0,2160 0,02679
RMS 141,59 0,02357 7,727 0,0004659
r’ 0,8568 0,9009 0,9197 0,9218
k -0,09615 -0,001350 2,524 0,6866
AA18 F 41,879 63,647 68,685 70,709
SE 0,01486 0,0001692 0,3046 0,08166
RMS 47,683 0,006185 15,368 0,004330
r 0,7630 0,8184 0,81612 0,9052
k -0,09538 -0,001417 2,189 0,4728
AA19 F 22,533 31,547 37,213 57,278
SE 0,02009 0,0002522 0,3589 0,06247
RMS 87,201 0,01374 21,339 0,002535
r 0,7266 0,7975 0,8971 0,9463
k -0,08766 -0,001294 1,788 0,3496
AA21 F 18,603 27,576 52,335 105,75
SE 0,02032 0,0002465 0,2472 0,03400
RMS 89,223 0,01312 10,121 0,0007507
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Cizelge 3.28.b. AA14, AA18 ve AA14B, AA18B kodlu filmlerden etkin madde salim
deneyleri sonucunda elde edilen kinetik veriler.

Formiil Parametre | 0 Derece 1. Derece Higuchi Peppas
kodu

r’ 0,7241 0,8165 0,8612 0,9842

k -0,1150 -0,002056 2,410 0,4763
AAl4 F 18,371 31,151 37,237 187,36

SE 0,02683 0,0003683 0,3949 0,03479

RMS 155,49 0,02930 25,838 0,0003694

r’ 0,7063 0,7325 0,8185 0,8891

k -0,06829 -0,001181 2,221 0,4217
AA14B F 14,428 16,429 27,062 48,098

SE 0,01798 0,0002913 0,4269 0,06080

RMS 998,41 0,2877 998,41 0,1299

r’ 0,8568 0,9009 0,9197 0,9218

k -0,09615 -0,001350 2,524 0,6866
AA1S8 F 41,879 63,647 68,685 70,709

SE 0,01486 0,0001692 0,3046 0,08166

RMS 47,683 0,006185 15,368 0,004330

r 0,7349 0,7579 0,8456 0,8864

k -0,04880 -0,00072820 1,581 0,3979
AA18B F 16,637 18,779 32,866 46,803

SE 0,01196 0,0001680 0,2758 0,05816

RMS 489,92 0,1058 489,92 0,1160

3.3.2.6. Filmlerden Etkin Madde Salim Uzerine iyontoforez Etkisine

Ait Bulgular

Elde edilen kinetik veriler sonrasinda AA14-AA18 kodlu formiillerle ¢alisilmasina
karar verilmis ve % 5 a/a etkin madde icerecek sekilde hazirlanmistir (AA14B ve
AA18B). AA14B ve AAI18B kodlu formiillerin iizerine 0,1 mA/cm’ ve 0,5
mA/cm” lik dogrusal elektrik akimi 2 saat siireyle uygulanmis ve sonuglar UV
spektrofotometrik olarak analiz edilmistir. Calisma sonucunda AAI14B kodlu
formiilasyondan elde edilen agiga c¢ikan etkin madde miktarlar1 Cizelge 3.30, Sekil
3.20 ve Sekil 3.21. ile verilmistir. AA18B kodlu formiilasyondan elde edilen aciga
cikan etkin madde miktarlan1 ise Cizelge 3.31, Sekil 3.22 ve Sekil 3.23. ile

verilmistir.
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Cizelge 3.30. AA14B kodlu filmden cikan etkin madde miktarlar1 (ug/cm?) , (n = 3).

Pasif difizyon* | 0,lmA/cm’Akim”® | 0,5 mA/em’ Akim ¢

t (saat) ug/cm2 + SH ug/cm2 + SH ug/cm2 +SH

1 456,9 £ 48,3 448,0 £27,7 559,4 £ 25,6

2 700,9 * 65,8 903,0 + 50,6 810,3+7,3

3 911,9 £ 70,8 1013,0 £ 16,3 951,1 £6,6

4 1082,9 + 49,0 1087,0 + 6,6 1040,3 £ 12,8

5 1105,6 £ 63,2 1102,8 £ 13,1 1087,7 £5,2

6 1095,5 + 65,4 1107,2+ 11,2 1146,7 £2,9

7 1091,9 +£ 65,2 1105,0 £ 15,7 1191,3 £ 13,8

8 1091,2 £ 64,5 1100,7 £ 10,8 1184,7 £ 15,0

a ve b arasinda istatistiksel olarak fark onemli bulunmamigtir, p> 0.05.
a ve ¢ arasinda istatistiksel olarak fark 6nemli bulunmamistir, p> 0.05.
b ve c arasinda istatistiksel olarak fark 6nemli bulunmustur,

p< 0.05.
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Sekil 3.21. AA14B kodlu filmlerden elde edilen in vitro etkin madde salim profilleri.
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Sekil 3.22. AA14B kodlu filmlerden 8 saat sonunda agiga ¢ikan etkin madde miktarlari.



Cizelge 3.31. AAI18B kodlu filmden aciga ¢ikan etkin madde miktarlar1 (ug/cm?) , (n = 3).

Pasif difiizyon * 0,ImA/cm*Akim® | 0,5 mA/em’ Akim ¢

t (saat) pg/em’ + SH pg/cm’ + SH pg/em’ + SH

1 368,5 +£49,9 311,3+57,9 457,6 £ 64,7

2 588,8 £29,7 608,2 + 38,9 697,3 £ 35,2

3 729,0 £9,4 673,6 £24.9 881,0£8,2

4 791,9 £ 44,6 826 £5,0 968,7+1,6

5 819,5 £ 53,3 930,9 £ 21,9 1010,0£2,2

6 835,7+74,2 999,6 + 12,8 1052,8 £ 11,6

7 849,4 £79,5 995,3 £ 19,0 1034,8 £ 0,4

8 844,3 + 80,1 998,5 £ 14,3 1037,3 £2,5

a ve b arasinda istatistiksel olarak fark énemli bulunmustur, p <0.05.
a ve c arasinda istatistiksel olarak fark onemli bulunmustur, p < 0.05.
b ve c arasinda istatistiksel olarak fark 6nemli bulunmustur, p < 0.05.
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Sekil 3.23. AA18B kodlu filmlerden elde edilen in vitro etkin madde salim profilleri.
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Sekil 3.24. AA18B kodlu filmlerden 8 saat sonunda agiga ¢ikan etkin madde miktarlari.



3.3.3. Etkin Maddenin Deriden Penetrasyonunun Ex Vivo Tayinine Ait Sonuclar

Boliim 2.2.3.6.5.1. de anlatilan deney protokoliine gére yapilan ex vivo etkin madde ¢ikis deneylerine ait sonuglar AA14B kodlu
formiilasyon i¢in Cizelge 3.32 ve Sekil 3.24, sekil 3.25 ile, AA18B kodlu formiilasyon i¢in Cizelge 3.33 ve Sekil 3.26, sekil 3.27 ile

verilmistir.
Cizelge 3.32. AA14B kodlu film i¢in ex vivo ¢aligmalar sonunda deriden gegen etkin madde miktarlari; (n=3).
Pasif difiizyon * 0,ImA/cm*Akim” | 0,5 mA/em® Akim ¢ % 1 DMSO* % 5 DMSO*
t (saat) pg/cm’ + SH pg/em’ + SH pg/em’ + SH pg/ecm’ + SH pg/em’ + SH
0,25 * 0,66 £ 0,36 1,69 £ 0,12 * *
0,50 * 0,89+£0,16 2,06 = 0,21 * *
1 0,95 +0,81 3,51 £0,21 7,23 + 3,64 0,99 + 0,49 i
2 5,41 £1,28 5,74 £ 0,41 15,28 £5,75 2,16 £1,50 3,52+ 0,99
3 8,03 £3,08 14,25 +£3,38 22,32 £7,03 2,76 £ 1,56 9,40 = 1,90
4 9,41 * 5,05 21,10+ 741 29,17 £4,78 7,94 + 5,54 11,67 5,28
5 10,27 £ 4,82 32,38 £9,72 31,10 £ 3,85 13,87 £ 4,45 21,28 +6,41
6 10,74 + 4,80 32,90 + 8,48 42,84 3,15 19,78 + 8,24 30,46 +7,11
7 15,04 + 2,64 39,29 £8,70 52,03 +4,10 26,50 + 10,62 36,61 + 6,50
8 16,73 + 3,15 44,97 + 12,90 60,35 + 4,69 37,19 £12,22 41,93 £5,65
24 26,06 + 7,57 78,05 £9,19 124,46 + 9,94 108,16 + 24,08 119,19 + 18,79

* Degerler kalibrasyona ait LOQ degerinin altindadir.
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Cizelge 3.33. AA18B kodlu film i¢in ex vivo ¢aligmalar sonunda deriden gecen etkin madde miktarlari; (n=3).

Pasif difiizyon * 0,lmA/cm*Akim” | 0,5 mA/em® Akim ¢ % 1 DMSO* % 5 DMSO*
t (saat) pg/em’ + SH pg/em’ + SH pg/em’ + SH pg/em’ + SH pg/em’ + SH
0,25 * 0,1 0,07 1,94 £0,11 * 0,85 + 0,46
0,50 * 1,17 £0,93 7,09 0,17 * 6,76 £ 3,36
1 0,33 £0,28 1,54 £0,58 7,63 0,67 * 9,11 +1,55
2 1,09 £ 0,94 1,89 + 1,77 10,06 3,75 2,16 1,28 13,21 + 1,81
3 2,97 1,82 2,00 + 1,43 11,85 +3,91 6,08 + 3,19 20,08 + 3,64
4 4,78 + 4,56 3,42 3,03 16,42 +2,87 8,40 + 4,94 20,98 5,23
5 5,64 £ 5,59 5,97 £ 3,85 26,00 7,21 16,82 + 3,71 24,67 531
6 9,14 +3,91 9,71 3,45 27,77 £ 10,56 22,60 % 4,60 27,82 +6,23
7 11,14 4,26 14,88 +£2,42 33,07 + 10,88 28,66 * 6,30 32,16 + 8,81
8 12,78 +£3,08 17,93 + 1,96 39,75 £ 15,17 33,64 £ 5,86 35,24 9,06
24 18,36 + 8,97 67,56 £ 5,37 104,52 £ 13,46 89,84 + 24,58 102,55 + 22,49

* Degerler kalibrasyona ait LOQ degerinin altindadir.
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Cizelge 3.32 ve Cizelge 3.33 ‘de yer alan veriler istatistiksel olarak incelendiginde

asagidaki sonuglar elde edilmistir:

a ve b arasinda istatistiksel olarak fark 6nemli bulunmustur, p < 0.05.
a ve c arasinda istatistiksel olarak fark onemli bulunmustur, p < 0.05.
b ve ¢ arasinda istatistiksel olarak fark 6nemli bulunmamustir, p > 0.05.
c ve d arasinda istatistiksel olarak fark onemli bulunmamistir, p > 0.05.

¢ ve e arasinda istatistiksel olarak fark 6nemli bulunmamustir, p > 0.05.
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Sekil 3.25. AA14B kodlu filmden, 0,1 ve 0,5 mA/cm? iyontoforez uygulamasi sonrasi
elde edilen ex vivo etkin madde salim profilleri.
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Sekil 3.26. AA14B kodlu filmden, %1 ve % 5 a/a DMSO uygulamasi sonrasi elde
edilen ex vivo etkin madde salim profilleri.
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Sekil 3.27. AA18B kodlu filmden, 0,1 ve 0,5 mA/cm? iyontoforez uygulamasi sonrasi
elde edilen ex vivo etkin madde salim profilleri.
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Sekil 3.28. AA18B kodlu filmden, %1 ve % 5 a/a DMSO uygulamasi sonrasi elde

edilen ex vivo etkin madde salim profilleri.
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Sekil 3.29. AA14B kodlu filmden, 0,1 ve 0,5 mA/cm? iyontoforez; % 1 ve % 5 a/a DMSO

uygulamalart sonrasi elde edilen ex vivo etkin madde salim profilleri.
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Sekil 3.30. AA18B kodlu filmden, 0,1 ve 0,5 mA/cm? iyontoforez; % 1 ve % 5 a/a DMSO

uygulamalart sonrasi elde edilen ex vivo etkin madde salim profilleri.
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Sekil 3.31. AA14B kodlu filmden, ex vivo deneyler sonunda 24 saat sonunda

aciga cikan etkin madde miktarlari.
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Sekil 3.32. AA18B kodlu filmden, ex vivo deneyler sonunda 24 saat sonunda
aciga cikan etkin madde miktarlari.
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4. TARTISMA
4.1. Etkin Maddenin Ozelliklerinin Degerlendirilmesi
UV Spektrofotometrik Analizlerin Degerlendirilmesi:

Zidovudinin HEPES tamponu ve etanol icerisindeki farkli konsantrasyondaki
cozeltilerinden elde edilen absorbans degerleri literatiirler ile uyumludur (Narishetty
ve Panchangnula, 2004; Uslu ve Ozkan, 2002) ve bu ortamlarda etkin maddenin
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda konsantrasyon artisina bagli bir

degisme s6z konusu degildir.

Formiilasyon hazirlamada kullanilan polimerlerin alkol icerisindeki maksimum
absorbans verdigi dalga boylari ©6n denemelerde incelenmis ve kullanilan
polimerlerin zidovudin ile bu dalga boylarinda girisim yapmadigi belirlenmistir
(Sekil 3.4, Sekil 3.15). Yine miktar tayinleri sirasinda elde edilen absorbans
degerlerinden hareketle hesaplanan etkin madde miktarlarinin % 100 degerinden ¢ok
yiiksek ¢ikmasi nedeniyle formiilde kullanilan yardimec1 maddelerin etanol igerisinde
UV spektrumlar1 alinmis, plastizer olarak kullanilan triasetinin zidovudinin
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda girisim yaptig1 tespit edilmistir. Bunun

sonucunda kullanilan plastizer DBS ile degistirilmistir.

Zidovudinin HEPES tamponu ve etanol igerisinde yapilan kalibrasyon
calismalarindan elde edilen veriler incelendiginde kalibrasyon denklemine ait 1’
degerlerinin yiiksek, Sy.x degerlerinin ise kiiciik oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.1,
Sekil 3.5 ve Sekil 3.6). Zidovudinin HEPES tamponu ve etanol ortamlarinda devamli
okunabilecegi 8 farkli konsantrasyon belirlenerek dogrusallik ve aralifina ait calisma
yapilmis ve sonucta denklem r’ degerlerinin yiiksek, Sy.x degerlerinin ise kiiciik
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.2, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8). Elde edilen yiiksek * ve
diisiik Sy.x degerleri her iki ortam i¢inde de zidovudin icin segilen konsantrasyon
araliklarinda (2-16 pg/ml HEPES tamponu, 2-20 pg/ml etanol) yapilan ¢aligsmalarin

giivenilir sonuglar verecegini gostermektedir.
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Zidovudinin HEPES tamponu ve etanol ortamlarinda yapilan dogruluk ¢alismasina
ait verilerinden elde edilen % bagil sapma degerleri genel olarak diisiitk bulunmustur.
Calisma sonuclart % geri eldeye cevrildiginde ise genel olarak % 90- % 104,5
arasinda degerler elde edilmistir (Cizelge 3.3- Cizelge 3.5). Zidovudinin HEPES
tamponu ve etanol ortamlarinda yapilan tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik
calismalar sonucunda ise giinler arasinda ve farkli analistlerden elde edilen veriler
arasida % 95 olasilik seviyesinde farklarin énemli olmadigi tespit edilmistir (Cizelge
3.6- Cizelge 3.11). Calismalarda veriler iizerine ¢ift yonlii t-testi uygulanmistir
(GraphPad Instat paket programi). Tiim veriler dogrultusunda zidovudinin UV

spektrofotometrik analiz yonteminin dogrulugunun kanitlandigina karar verilmistir.

HPLC Yontemi Analizlerinin Degerlendirilmesi:

Zidovudinin literatiire gore belirlenen mobil faz icerisinde (metanol:su:asetonitril,
70:20:10, h/h) HPLC kalibrasyonu ve yontemin analitik validasyonu calisilmistir
(Uslu ve Ozkan, 2002). Literatiirde verilenden farkli olarak 0,45 ml/dak. akis hizi
kullanilmigtir. Boylece deri ekstraktindan gelebilecek yan maddelerin etkin madde
pikinden ayrilmasi saglanmistir. Kolon sicakligi ise literatiirlerde belirtilen 37°C

olarak belirlenmistir (Narishetty ve Panchangnula, 2004).

Zidovudinin HPLC analizlerinde mobil faz igerisinde yapilan kalibrasyon
calismalarindan elde edilen veriler incelendiginde kalibrasyon denklemine ait 1’
degerlerinin yiiksek, Sy.x degerlerinin ise kiiciik oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.12,
Sekil 3.10). Bu nedenle 0,2-50 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda yapilacak

Olctimlerin giivenilir sonug verecegine karar verilmistir.

Zidovudinin mobil faz igerisinde devamli okunabilecegi 6 farkli konsantrasyon
belirlenerek dogrusallik ve araliina ait calisma yapilmis ve sonucta denklem r*
degerlerinin yiiksek, Sy.x degerlerinin ise kiiciik oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.13,
Sekil 3.11). Elde edilen yiiksek r* ve diisiik Sy.x degerleri zidovudin icin secilen
konsantrasyon araliklarinda yapilan calismalarin giivenilir sonuglar verecegini

gostermektedir.
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Zidovudinin mobil faz icerisinde yapilan dogruluk calismasina ait verilerinden elde
edilen % bagil sapma degerleri genel olarak diigiikk bulunmustur. Calisma sonuglart
% geri eldeye cevrildiginde ise genel olarak % 95- % 98,8 arasinda degerler elde
edilmistir (Cizelge 3.14- Cizelge 3.16). Zidovudinin HPLC yontemi icin yapilan
tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik ¢alismalart sonucunda ise giinler arasinda
ve farkli analistlerden elde edilen veriler arasinda % 95 olasilik seviyesinde farklarin
0,4 pg/ml’den yiiksek konsantrasyonlar i¢in Onemli olmadigi tespit edilmistir
(Cizelge 3.17- Cizelge 3.19). Calismalarda veriler iizerine cift yonlii t-testi
uygulanmistir (GraphPad Instat paket programi). Calismanin LOD ve LOQ degerleri
incelendiginde (0,022 pg LOD, 0,073 pg LOQ) kalibrasyon i¢in segilen araligin
altinda degerler elde edilmistir. Bu da kalibrasyon araligimizda giivenilir sonuclar
elde edildigini gostermektedir. Tiim veriler dogrultusunda zidovudinin HPLC ile

yapilan analizlerinin dogrulugunun kanitlandigina karar verilmistir.

Etkin Madde Ozelliklerinin IR Spektrumu ve DSC Termogrami Yardimiyla

Degerlendirilmesi:

Referanslara gore, zidovudin yapisindaki amid ve ester baglar nedeniyle 1281, 1385,
1630-1600, 1694, 2102 ve 3500-3200 cm™ dalga boylarinda karakteristik IR pikleri
vermektedir (Araujo ve ark., 2003). Zidovudinin tarafimizdan yapilan IR
spektrofotometrik analizi sonucunda 1281, 1381, 1685, 2083, 3160, 3463 cm’! dalga
boylarinda karakteristik piklerini verdigi goriilmiistiir (Sekil 3.1). Etkin maddenin
Eudragit RL 100 polimeri ile fiziksel karisiminda da etkin maddenin 1281, 1686,
2083, 3161 ve 3463 cm’ dalga boylarinda karakteristik pikleri gozlemlenmistir
(Sekil 3.13). Eudragit RL 100, etilseliiloz ve etkin maddenin fiziksel karisimlarinda
da etkin maddenin 1636, 1698, 2102, 3445 cm’! dalga boylarinda karakteristik pikleri
gozlemlenmistir (Sekil 3.12).

Zidovudinin DSC termogramindaki erime derecesi 126,72 °C bulunmustur (Sekil
3.2). Bu deger referanslarda belirtilen degerlere (120-124 °C) uygundur (Araujo ve
ark., 2003). Zidovudinin Eudragit RL100 ile hazirlanan filmlerinde zidovudine ait

endotermik reaksiyon degerleri literatiirlerde verilen araliklar i¢inde gergeklesmistir
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(Sekil 3.18). Zidovudinin Eudragit RL100:Etil seliiloz (1:1) karisimi ile hazirlanan
filmlerinde ise zidovudine ait endotermik reaksiyon degerleri belirgin olarak
gozlenenemistir (Sekil 3.17). Bunun nedeninin kristal yapidaki zidovudinin amorf

formlarina doniismesi oldugu diisiiniilmektedir.

4.2. Formiilasyona Ait Verilerin Degerlendirilmesi

4.2.1. Matris Formiillerinin Hazirlanmasi

Boliim 2.2.3.1. ‘de anlatilan yonteme gore hazirlanan AA14-AA19 ve AA21 kodlu
filmler (Cizelge 3.24) icin polimer olarak Eudragit RS 100, RL 100, EC ve
karisimlari, plastizer olarak DBS kullanilmigtir. AA1-AA13 kodlu formiilasyonlar da
ise plastizer olarak triasetin, polimer olarak Eudragit E 100, ayrica salim modifiye
etmek amaciyla siiksinik asit ve adipik asit kullanilmasi diisiiniilmiistiir. Ancak AA1-
AAI13 grubu formiilasyonlardan in vitro etkin madde ¢ikis calismalarinda istenen
sonuclar elde edilememistir. Bu nedenle calismalara AA14-AA19 ve AA21 kodlu

filmler iizerinde devam edilmistir.

4.2.2. Ortalama Film Kalinliklarimin Degerlendirilmesi

Filmler, kalnlig1 300 g/m” kuru polimer agirligindan yola ¢ikarak 300 um kalinlik
elde etmeye uygun olacak sekilde hazirlanmistir. Formiilasyonlarin hazirlanmasinda
kullanilan ¢6ziicii sistemi ucurulduktan sonra Olciilen film kalinliklar1 290-327um
arasinda bulunmustur ve bu degerler teorik degerden = % 10’dan daha az
sapmaktadir. Ayrica formiilasyona giren yardimci ve etkin madde miktarlarinin da
kalinlik iizerine etkisi diisiiniilecek olursa, elde edilen 290-327um kalinlik araliginin
hedeflenen teorik degere uygun oldugu soylenebilir. Genel olarak Eudragit tiirevleri
ile hazirlanan filmlerde kalinliklar 300 pm’den daha diisiik iken, filmlerdeki etil
seliilozun oranimin artmasiyla orantili olarak kalinlik degerleri artmis ve 300 um’den
yiiksek bulunmustur (Cizelge 3.25). Bu farkliligin etil seliiloz ve Eudragit tiirevleri
arasindaki molekiil boyutu ve polimer yapisi farkliliklarindan ileri geldigi

diisiiniilmektedir.
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4.2.3. Etkin Madde Miktar Tayini ve Islem Etkinligi

Sonuglarimin Degerlendirilmesi

Miktar tayinleri hem zidovudinin hem de polimerlerin iyi ¢oziiniirlik gosterdigi
etanol ortaminda yapilmistir. Sonuglar Cizelge 3.26 ile verilmistir. Buna gore AA16
kodlu film haricinde, % 90 dan yiiksek islem etkinlikleri elde edilmistir (Cizelge
3.27). Yine islem etkinligine ait bagil sapmalar incelendiginde % 1,62-% 5,52
arasinda degerler elde edilmistir. Bu da her bir iiretimin ayr1 bir ornek olarak
hazirlandig1 bir tiretim yontemi ile ¢calisilmasina ragmen oldukca yiiksek bir verim ve
diisiik sapma elde edildigini gostermektedir. AA16 kodlu film ise polimer olarak
sadece etil seliilloz kullanilarak hazirlanmistir. Bu filme ait islem etkinligi diisiik (%
68,24), bagil sapma ise yiiksek (% 16,06) bulunmustur. Bunun nedeninin polimer
¢ozeltilerinin paslanmaz celik disklere dokiilmesinden sonra buharlasma sirasinda
diskin orta kisimlarindan disk cidarina dogru yigilmasi oldugu diisiiniilmektedir.
Sonugta kalinlik ve islem etkinligi tayinleri icin diskin farkli bolgelerinden alinan
numuneler arasinda da sonuglar yiiksek sapma gostermektedir. AA16 kodlu formiil
disiik verimi ve yiiksek bagil sapmasi nedeniyle tek basina kullanilmak yerine

Eudragit RL 100 ile kombine edilmistir.

4.2.4. Filmlerden Etkin Madde Salimina Ait Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Filmlerden etkin madde salim deneyleri in vitro ve ex vivo olarak Franz Difiizyon
Hiicresi yontemi ile tayin edilmistir. In vitro etkin madde cikis hizi sonuglari
incelendiginde en hizli etkin madde ¢ikisinin polimer olarak % 100 Eudragit RL 100
kullanildiginda (AA14) elde edildigi, % 100 etilseliilloz ile hazirlanan formiilden
(AA16) ise etkin madde cikisinin en yavag oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.28, Sekil
3.19, Sekil 3.20). AA14 kodlu filmden 8 saat sonundaki kiimiilatif etkin madde cikisi
beklenildigi gibi, AA15 kodlu filmden (% 100 Eudragit RS 100) etkin madde
cikisindan daha fazladir. Bunun nedeni Eudragit RL 100’iin hidrofilik ve RS 100’{in
ise hidrofobik yapida olusudur. Yine bu iki polimerin sahip oldugu kuaterner
amonyum gruplan incelendiginde, RL 100 polimerin iki kati oranda kuaterner

amonyum grubu icerdigi goriilmektedir (Kibbe, 2000). Etilseliilloz ve RS 100 gibi
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hidrofobik 0zellik gosteren polimerlerin orami arttirildiginda, bu polimerler ile
hazirlanan filmlerden etkin madde cikisi azalmaktadir. (Mutalik ve ark., 2006).
Eudragit RL100 ve RS 100 polimerlerin 1:1 oraninda kullanildigt AA17 kodlu
filmden etkin madde ¢ikisi ise, AAI1S kodlu filmden etkin madde ¢ikisina oranla
daha hizli olmakla birlikte RL 100 ve EC’nin beraber kullanildig1 formiilasyonlardan
AAI18 kodlu film haricinde (RL 100: EC, 1:1) belirgin derecede farkli
bulunmamugtir. Istatistik calismasi % 95 olasiik seviyesinde cift yonlii t-testi

uygulanarak yapilmistir (GraphPad Instat 3.0).

Eudragit RL 100 ile EC polimerlerin ¢esitli oranlarda kombine edilmesiyle elde
edilen formiillerde ise, filmden etkin madde ¢ikis1 AA14 kodlu filmden etkin madde
cikisina oranla belirgin derecede yavastir. Bu grupta yer alan 3 formiil (AAIS,
AA19, AA21) arasinda en yavas etkin madde cikisi AA18 kodlu filmden
(RL 100:EC, 1:1) gerceklesmistir. Kullanilan EC oraninin azaltilmasina baglh olarak
etkin madde c¢ikisinin artmasi beklenmektedir. Ancak bu ii¢ filmden etkin madde
cikiglarnn arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Bunun nedeni olarak
caligma sartlarindan kaynaklanan standart ve bagil sapmalarin yiiksek olusu

gosterilebilir.

AA14-AA19 ve AA21 kodlu filmlerden etkin madde c¢ikis1 kinetik acgidan
incelendiginde ise, genel olarak salimlarinin Higuchi kinetigine uyum gosterdikleri
goriilmiistiir (Cizelge 3.29). Filmlerden etkin madde salim1 Peppas kinetigi acisindan
incelendiginde “k” degerlerinin genel olarak k < 0.5 oldugu gozlenmistir. Ancak
% 100 EC kullanilan AA16 kodlu film i¢in Peppas kinegine ait “k” degeri k > 1 ve
yine AA18 kodlu film (RL 100:EC, 1:1) i¢in “k” degeri 1> k > 0.5 olarak
bulunmustur. Disk seklindeki preparatlar i¢in bu degerin 1’den biiyilk olmast
salim kinetiginin 0. derece kinetige uydugunu gostermektedir. Ancak bu filme
(AA16) ait islem etkinliklerinin diisiik (% 68) ve kalinlik standart sapmasinin diger
filmlere oranla fazla (SS: 5,86) olmasi nedeniyle homojen olarak elde edilemedigine

karar verilmistir.
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4.2.5. Filmlerden Etkin Madde Cikis Hizi Uzerine Iyontoforezin Etkisinin

Degerlendirilmesi

Filmlerden etkin madde c¢ikis hiz1 {izerine iyontoforezin etkisi franz difiizyon
hiicreleri, DC akim ve Ag/AgCl elektrotlar kullanilarak, % 5 a/a etkin madde
icerecek sekilde hazirlanmis olan AA14B ve AA18B kodlu formiillerin iizerinde
incelenmistir. Bu amacla secilen diisiik (0,1 mA/cm2) ve yiiksek (0,5 mA/cm2) akim

siddetleri 2 saat siireyle uygulanmistir.

Bu c¢alisma i¢in segilen AA14 kodlu film etkin madde ¢ikisinin en hizli oldugu
formiilasyondur. Etkin madde c¢ikisinin en yavas oldugu % 100 EC iceren AA16
kodlu formiil ise boliim 4.2.4. de anlatildig1 iizere en yavas ¢ikisa sahip ve 0.derece
kinetige uyumlu bulunmus olmasina ragmen iiretim verimi agisindan uygun
bulunmamaistir. Bu nedenle AA14 kodlu formiil ile kiyaslamak iizere etil seliilozu en
yiikksek oranda iceren AA18 kodlu formiil secgilmistir (Cizelge 3.24) . Bu amacla
filmlere yiiklenen etkin madde oran1 % 2,5 a/a’dan 2 katina ¢ikarilarak, % 5 a/a etkin

madde icerecek sekilde AA14B ve AA18B kodlu formiilasyonlar hazirlanmistir.

Uygulanan akim ile etkin maddenin UV spektrofotometrik 6zelliklerinin
degismedigini gozlenmistir ve ¢alisma sonuclar1 UV spektrofotometrik olarak analiz
edilmistir. Iyontoforez uygulamasi sonucunda beklentiler dogrultusunda secilen her
iki filmden de etkin madde cikisimin artan elektrik akimiyla artis gosterdigi
goriilmiistiir (Cizelge 3.31, Cizelge 3.32, Sekil 3.21-Sekil 3.24). Etkin madde cikig
hizlarindaki artig, akim siddeti diisiik tutuldugunda, AA14B kodlu film icin % 95
olasilik seviyesinde c¢ift yonlii t-testi uygulandiginda istatistiksel olarak Onemli
bulunmamistir (GraphPad Instat 3.0). Ancak akim siddeti 0,5 mA/cm? oldugunda
cikis hizindaki artis 6nemli derecede farkli bulunmustur (Cizelge 3.31). AA18B kodlu
filmden etkin madde cikis hizindaki artig ise akim siddetinin artis1 ile dogru orantili
olarak onemli derecede farklidir (Cizelge 3.32). AA14B kodlu film {iizerine 0,1
mA/cm® akim uygulandigina beklenilenin aksine istatistiksel fark bulunmamasinin

nedeni ise kontrol grubuna ait verilerdeki standart sapmalarin yiiksek olusudur.
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4.2.6. Ex Vivo Calismalara Ait Sonuglarin Degerlendirilmesi

Zidovudinin Wistar cinsi si¢an derisinden gegis hiz1 iizerine penetrasyon arttiricilarin
etkisi iyontoforez ve DMSO kullanilarak gosterilmistir. Bu amacla franz difiizyon
hiicreleri, DC akim ve Ag/AgCl elektrotlar kullanilarak, 0,1 mA/cm’ ve 0,5 mA/cm?
akim siddetleri 2 saat siireyle uygulanmistir. Yine % 1 a/a ve % 5 a/a DMSO
cozeltileri 6nceden 2 saat siireyle franz difiizyon hiicrelerine yerlestirilen deri iizerine

uygulanmustir.

Calismada kullanilan her iki formiil i¢in de (% 5 a/a etkin madde igeren AA14B,
AA18B kodlu formiiller) etkin maddenin deriden gegis hizi en yavas pasif difiizyonla
gerceklesmistir (Cizelge 3.33, Cizelge 3.34, Sekil 3.20-Sekil 3.32). Iyontoforez
uygulamasinin etkisi incelendiginde, 0,1 mA/cm® akim siddetinin deriden gegisi
belirgin derecede arttirdign goriilmiistir. Bu akim siddeti 0,5 mA/cm2’ye
yiikseltildiginde deriden gecen etkin madde miktarinda daha fazla artis gozlenmistir.
Kimyasal penetrasyon arttici olarak kullanilan DMSO’nun etkisi incelendiginde;
DMSO’nun deriden gecisi arttirdigi ancak bu defa bu artisin penetrasyon artticinin
konsantrasyonundan etkilenmedigi gozlenmistir. Yine uygulanan akim siddetleri ve
kimyasal penetrasyon arttiricilarin  etkisi  birlikte incelendiginde; uygulanan
0,5 mA/cm? akim siddetinin etkisi ile DMSO’nun etkisi arasinda istatistiksel bir fark
gozlenememistir. Ancak her iki uygulama standart sapma degerleri agisindan
incelendiginde iyontoforez ile elde edilen degerlerin standart sapmalarinin DMSO ile
elde edilen degerlere oranla daha diisiik oldugu goriilmektedir ve bu durum
iyontoforez uygulamasina ait bir avantaj olarak diisiiniilmektedir. Istatistik ¢alismasi
% 95 olasilik seviyesinde c¢ift yonlii t-testi uygulanarak yapilmistir (GraphPad
Instat 3.0).

Cizelge 3.33 ve Cizelge 3.34°deki veriler incelendiginde iyontoforez uygulanan
orneklerde etkin maddenin reseptor fazdan, ilk Ornegin alindigi 15. dakikadan
itibaren kantitatif olarak tayin edilebildigi goriilmiistir. Ancak iyontoforez

uygulanmayan orneklerde etkin madde kantitatif olarak 60. dakikadan itibaren tayin
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edilebilmistir. Bu durumu iyontoforezin deriden gegisteki gecikme siiresini

kisaltmasi ile agiklamak miimkiindiir.

Literatiirlere gore, DMSO’nun deriden gecisi arttirmasi stratum korneumun ¢oziicii
yapisint degistirerek ve lipit ve protein yapilarina etki ederek gerceklesmektedir. Bu
sekilde stratum korneum daha gecirgen bir hal almaktadir (Williams ve Barry, 2004).
1y0nt0f0rezin etki mekanizmasi ise, deri eklerinden (kil folikiilleri ve ter bezi
kanallar1) elektriksel itme kuvveti yardimiyla gerceklesmektedir (Wang ve ark.,
2005).
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5. SONUC ve ONERILER

Sonu¢ olarak, her ne kadar calismamizda uygulanan penetrasyon arttirma
mekanizmalan ile elde edilen sonuclar birbirine yakin bulunmus ise de, iyontoforez
uygulamasinin deriden etkin maddenin gecisini akim siddeti artisina bagli olarak
artirdigi ve iyontoforez uygulanan oOrneklerden elde edilen verilerin standart
sapmalarmin kiiciik olmasi nedeniyle bu yontemin degiskenlerden daha az
etkilendigi goriilmiistiir. Bu nedenle, calismamizda kullandigimiz polimerlerin tipi ve
oranlar1 gibi formiilasyona ait parametreler ve iyontoforez yonteminin etki siiresi,
akim tipi ve siddeti gibi iyontoforeze ait faktorler ayarlanarak zidovudinin
transdermal yol ile uygulanmasinda deriden gecen etkin madde miktarin1 modifiye
edilebilecegi ve bu amacla iyontoforez yonteminden yararlanilabilecegi

diistiniilmektedir.
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OZET

Zidovudinin Transdermal Uygulanmasinda Gecis Arttirma Calismalar:

Bu arastirmada, AIDS tedavisinde kullanilan bir etkin madde olan Zidovudin’in
transdermal uygulanmasi1 sirasinda penetrasyon arttiricilar yardimiyla deriden
gecisinin arttirilmasi tizerinde calisilmistir.

Calismamizda zidovudinin transdermal yol ile uygulanabilecek, tek tabakali
filmlerini elde edebilmek amaciyla polimetil metakrilat tiirevleri (Eudragit RL 100,
RS 100) ve etilseliiloz veya bunlarin karisimlar1 kullanilmistir. Filmler tarafimizdan
yaptirilmig olan 3,6 cm capinda paslanmaz celik diskler icerisinde ¢oziicii ugurma
yontemiyle hazirlanmistir. Elde edilen filmler kuru polimer agirlig: iizerinden % 2,5
veya % 5 a/a etkin madde, % 25 a/a dibutil sebasat icermektedir. Hazirlanan filmler
tizerinde UV spektrofotometrik ve HPLC analiz yontemleri kullanilarak etkin madde
miktar tayinleri, cap ve kalinlik tayinleri ile in vitro ve ex vivo etkin madde salim
calismalar1 yapilmstir.

Hazirlanan filmlerden in vitro etkin madde salimi franz difiizyon hiicrelerinden,
0,22 pum seliiloz asetat membran kullanilarak calisilmistir. Etkin madde ¢ikisi iizerine
polimerlerin etkisi incelendiginde, Eudragit RL 100 ile hazirlanan filmlerden (AA14)
8 saat sonunda cikisin hizli ve etil seliiloz ile hazirlanan filmlerden (AA16) cikisin
yavas oldugu goriilmiistiir. Elde edilen veriler incelendiginde, filmlerden etkin
madde saliminin Higuchi kinetiklerine uyum gosterdigi bulunmustur. In vitro etkin
madde cikisina iyontoforezin etkisi 0,1 mA/cm® ve 0,5 mA/cm> DC akim
kullanilarak incelenmis ve sonugta iki saat siireyle yapilan iyontoforez uygulamasini
takiben, akim siddetine bagli olarak etkin maddenin polimerden ¢ikis hizinda anlaml
bir artis oldugu goriilmiistiir.

Ex vivo caligmalarda ise franz difiizyon yonteminde 250-300 g, erkek Wistar
ratlardan elde edilen 5 cm? ‘lik sirt derileri membran olarak kullamlmustir. Bu grup
deneylerde Eudragit RL 100 iceren filmler (AA14B) ve Eudragit RL 100:Etilseliiloz
(1:1) karisimi igceren filmler (AA18B), % 5 a/a konsatrasyonda etkin madde icerecek
sekilde hazirlamistir. Bu filmlerden salinan zidovudinin pasif difiizyon ile deriden
penetrasyonu, iyontoforez yontemi (0,1 mA/cm® ve 0,5 mA/cm® akim siddeti, DC
akim, Ag/AgCl elektrot, 2 saat) ve kimyasal penetrasyon arttirict1 én uygulamasi
(% 1 ala ve % 5 a/a DMSO c¢ozeltisi, 2 saat) ile kiyaslanmistir. Sonu¢ olarak,
zidovudinin deriden gecen miktar1 penetrasyon arttirict yardimiyla arttirilmistir.
Iki saat siireyle yapilan iyontoforez uygulamasim takiben, akim siddetine bagli
olarak etkin maddenin deriden geg¢isinde anlamli bir artis bulunmustur ve gecisin
basladigr “gecikme siiresi” iyontoforez uygulamasi ile kisaltilmistir. Ancak etkin
maddenin deriden penetrasyonu agisindan, uygulanan 0,5 mA/cm” akim siddetinin
etkisi ile DMSO’nun etkisi arasinda istatistiksel bir fark gozlenememistir. Yine
uygulanan DMSO konsantrasyonlarinin penetrasyon iizerine etkisi acisindan da fark
bulunmamastir.

99



Her iki uygulama sekli ile de istatistiksel olarak yakin sonuglar elde edilmesine
ragmen, iyontoforez yontemi kullanilarak elde edilen sonuglarin diisiik standart
sapma icermesi nedeniyle, bu yontemin DMSO uygulamasina oranla avantajh
olduguna karar verilmistir.

Anahtar Kelimeler : Dimetil siilfoksit, iyontoforez, Transdermal

Uygulamalar, Zidovudin
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SUMMARY

Studies on, Transdermal Delivery enhancement strategy of Zidovudine

In this study, transdermal delivery of anti-AIDS active agent zidovudine was tried to
enhance by using penetration enhancers.

In order to prepare formulations, polimethyl methacylate type polymers (Eudragit RL
100, RS 100) and ethyl cellulose polymers were used either alone or in combination
with each other. Films were prepared by solvent evaporation method in stainless steel
discs (3,6 cm in diameter). Each of the monolithic films includes 2,5 % w/w or
5 % wiw AZT and 25 % w/w dibuthyl sebacate of the dry polymer weight. HPLC
and UV spectrophotometric analyses were used to determine amount of the drug in
the films. Film thicknesses and diameters and in vitro and ex vivo release studies
from films with franz diffusion method was performed.

In vitro release study from films was studied with franz diffusion cells by using 0,22
um cellulose acetate membrane. The effect of polymer type on the in vitro release of
zidovudine from films was performed and it was found that, the films that includes
Eudragit RL 100 (%100 w/w) showed more rapid in vitro drug release among the
formulations and films prepared by ethyl cellulose (%100 w/w) have the slowest in
vitro drug release among the formulations. All the formulations were best fitted to
Higuchi release kinetics. The effect of iontophoresis on the in vitro release of
zidovudine was performed for 2 hours with 0,1 mA/cm’ and 0,5 mA/cm?® direct
current by using Ag/AgCl electrodes and the results showed that the effect of
iontophoresis on the release of zidovudine from the films were increased by
increasing the current.

In the ex vivo experiments, 5 cm” dorsal skin of male wistar rats (250-300 weight)
were used as membrane. These experiments were studied on the films coded as,
AA14B (100 % Eudragit RL. 100) and AA18B (Eudragit RL 100: Ethylcellulose
(1:1) mixture) which were included the active substance at 5 % w/w. The passive
diffusion of zidovudine from these films compared with iontophoresis application
(0,1 mA/cm?® and 0,5 mA/cm? current, DC current, Ag/AgCl electrode, 2 hours) and
pre-treatment of chemical penetration enhancer (% 1 w/w and % 5 w/w DMSO
solution, 2 hours). It was investigated that, the zidovudine amount transported from
wistar rat skin increased by using these penetration enhancers. After 2 hours of
iontophoresis application, it was found that the amount of zidovudine which
transported from wistar rat skin was significantly increased by increasing the
application current. Also the lag time for the study was significantly decreased.
Significant difference was not found between effect of the 0,5 mA/cm? iontophoresis
and DMSO pre-treatment applications, in terms of zidovudine amount which
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transported to the receptor fluid. Also, no significant difference was found between
the concentration effects of DMSO that applicated to wistar rat skin.

The both enhancement methods were statistically have the same efficacy but the data
obtained from iontophoresis application had smaller standard deviations then DMSO
pre-treatment. This was the reason that we decided to enhance transdermal delivery
of zidovudine by iontophoresis application in contrast with DMSO pre-treatment.

Key Words : Dimethyl sulfoxide, Iontophoresis, Transdermal
Applications, Zidovudine
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