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OZET

Aytekin E. Keratokonus Tedavisinde Riboflavin’in Girisimsel Olmayan (“Epi-On”)
Teknik ile Korneaya Tasinmasi igin Okiiler ilag Tasiyici Platformlarin Tasarlanmasi
ve In vitro — In vivo Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Farmasotik Teknoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2020. Keratokonus,
ilerleyici 6zellikte ve etkin tedavinin saglanamamasi durumunda kornea nakli ile
sonuglanabilen bir g6z hastaligidir. Hastaligin tedavisi icin klinikte en yaygin kullanilan
yontem korneal gapraz baglama islemidir. Ancak, riboflavinin kornea epitelinden
gecememesi nedeniyle, bu islemde ilk olarak goz lizerindeki epitel tabakasi cerrahi
islem ile kazinarak uzaklastirilmaktadir. Bu durum hastada bircok komplikasyonlara
neden olmaktadir. Bu sorunun Ustesinden gelmek icin bu tez kapsaminda epitel
tabakasinin kaldirilmasina ihtiya¢c duymayan riboflavin (RB) ve riboflavin-5-fosfat
sodyum (RT) iceren hidrofilik jel, nanoyapili lipit tasiyict (NLT) ve RB ko-kristal
formulasyonlari gelistirilmis ve in vitro, ex vivo ve in vivo olarak degerlendirilmistir. Ex
vivo ilag gegcis calismalarinda mannitol igeren ko-kristal formilasyonlarinin ve pozitif
yukli RT iceren NLT formulasyonlarinin daha yuksek ilag gegisi sagladigi belirlenmistir.
Ex vivo kornea ilag¢ tutulumu calismalarinda RB iceren NLT formulasyonlarinin diger
gruplara Ustlnlik gosterdigi bulunmustur. in vivo calismalarda RB igeren
formilasyonlarin RT iceren formilasyonlara oranla daha vyuksek kornea ilag
konsantrasyonu sagladigi tespit edilmistir. in vivo biyomekanik c¢alismalarda
gelistirilen formilasyonlardan en imit verici olanin RT ve Transcutol P iceren (THJ-TP)
termosensitif jel formiilasyonu oldugu tespit edilmistir. Bu formilasyonun 15
dakikada bir uygulanmasina ragmen, her iki dakikada bir uygulanan ve “epi-on”
(epitel kazinmadan) yodnteme uygun olarak gelistirilmis ticari preparat olan
MedioCROSS TE’den istatistiksel olarak anlamli sekilde daha etkin oldugu tespit

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Keratokonus, Riboflavin, Nanoyapili Lipit Tasiyici, Hidrofilik Jel,
Ko-Kristal

Destekleyen Kurum: TUBITAK 1001 - Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini

Destekleme Programi (SBAG, 2155685), TUBITAK.
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ABSTRACT

Aytekin E. Design and In vitro - In vivo Evaluation of Ocular Drug Delivery Platforms
for the Delivery of Riboflavin by Noninvasive (“Epi-On”) Technique in the Treatment
of Keratoconus, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences,
Pharmaceutical Technology Programme, Ph.D Thesis, Ankara, 2020. Keratoconus is
an eye disease that is progressive and can result in corneal transplantation if effective
treatment is not provided. The most commonly used method in the clinic for the
treatment of the disease is the corneal cross-linking procedure. However, since
riboflavin cannot pass through the corneal epithelium, in this procedure, the
epithelial layer on the eye is first removed by surgical operation. This causes many
complications in the patient. To overcome this problem, hydrogel, nanostructured
lipid carrier (NLT) and co-crystal formulations containing riboflavin (RB) or riboflavin-
5-phosphate sodium (RT) which do not need the removal of the epithelial layer, were
developed and evaluated in vitro, ex vivo and in vivo. In ex vivo drug permeation
studies, it was determined that co-crystal formulations containing mannitol and NLT
formulations containing positively charged RT provide higher drug transition. In ex
vivo corneal drug acumulation studies, NLT formulations containing RB were found
to be superior to other groups. In vivo studies, it has been found that formulations
containing RB provide higher corneal drug concentrations than formulations
containing RT. It was found that the most promising formulation developed in in vivo
biomechanical studies was the thermosensitive gel formulation containing RT and
Transcutol P (THJ-TP). Although this formulation is applied every 15 minutes, it has
been found that it is statistically significantly more effective than MedioCROSS TE,
which is applied every two minutes and developed in accordance with the “epi-on”

method (without epithelium scraping).

Keywords: Keratoconus, Riboflavin, Nanostructured Lipid Carrier, Hydrogel, Co-
Crystal

Supporting Institution: TUBITAK 1001 Project - Scientific and Technological Research

Projects Support Program (SBAG, 2155685), TUBITAK.
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Formilasyon ve mistahzar uygulanan tavsan kornea kesitlerinin %10
gerilimde biyomekanik cevaplarinin incelenmesi.

Tum formilasyonlarin ve piyasa preparatlarinin uygulandigi kornealarin
farkli gerilim (strain) ylizdelerinde gdstermis oldugu direnc (stres)
degerleri.

BHJ grubu hidrofilik jellerin farkli sicakhktaki stabilitesi.
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1. GiRiS

GUnumdizde ilag arastirmalari ve teknolojisindeki blyik ilerlemelere ragmen,
gozin egsiz koruma mekanizmalari nedeniyle g6z hastaliklarinin tedavisi hala blyiik
zorluklar icermektedir. Bu mekanizmalar, ilaglarin géziin hedeflenen bolgesine
istenen diizeyde ve komplikasyonlar olmadan, guivenli bir sekilde tasinmasina ciddi
engel teskil etmektedir. Bunlardan biri de, goziin 6n béliminde yer alan saydam
kornea tabakasidir. Bu tabakanin Uzerini orten gbzyasinin Uretim ve bosaltim
dongist, enzim ve protein igerigi topikal uygulanan ilaglarin inaktivasyonuna veya
uzaklastirilmasina neden olurken, kornea epitelinin lipid ve siki kavsaklardan olusan
yapisi hidrofilik ve iyonize ilaglarin gegisine izin vermemektedir. ileri formiilasyon
tasarimlari Uzerinde vyapilan bircok c¢alismaya ragmen bu probleme ¢6zim
bulunamamasi nedeniyle bazi topikal ilag uygulamalari, klinikte hala kornea epitelinin
cerrahi islem ile uzaklastirilmasindan sonra yapilmaktadir.

Keratokonus, korneanin incelmesi, sivrileserek koni sekli almasi ile meydana
gelen, ilerleyici 6zellikte dejeneratif bir hastaliktir. Bu dejenerasyon, hastada ciddi
gorme kayiplarina yol agmakta ve etkin tedavinin saglanamadigi durumlarda kornea
nakli gerektiren agir tablolar meydana gelebilmektedir.

Keratokonus toplumda yaygin (1-500/2000) olarak goérulen bir hastahktir.
Gunlimuzde hastaligin patofizyolojisine gore tedavide kullanilan yontemler; kornea
capraz baglanmasi (“corneal cross-linking”), 6zel tasarlanmis lens, kornea ici halka
veya intra-okiler lens implant uygulamalari ve lazerle (keratoktomi) tedavi olarak
siralanabilir. Bu uygulamalar arasinda en yaygin olarak kullanilan ve diger tedavi
yontemlerine gore daha basarili sonuglar veren tedavinin kornea capraz baglanmasi
oldugu bildirilmistir.

Keratokonus hastaliginda, kornea epitelinin bazal membranindaki epitel
hiicrelerinin dejenerasyonu sonucu proteolitik enzimlerin salinmasi ile stromada
bulunan kolajen lifleri parcalanarak korneanin biyomekanik glicii zayiflamaktadir.
Kornea capraz baglanmasi tedavisinde, kolajen lifleri arasindaki capraz baglanma
derecesi, B2 vitamini ve ayni zamanda fotoduyarllastirici (“photosensitizer”) bir

madde olan riboflavin uygulanmasinin ardindan UVA 1sig1 uygulamasi ile



artinlmaktadir. Riboflavinin kornea epitelinden gegememesi nedeniyle, bu
yontemde, ilk olarak goz lzerindeki epitel tabakasi cerrahi islem ile kazinarak
uzaklastiriimaktadir (“Epi-Off” Tedavi). Tedavide en yaygin olarak kullanilan yontem
olmasina ragmen bu yontemde, epitelin cerrahi islem ile uzaklastiriimasinin birgok
komplikasyonlara neden oldugu ve tedavinin basarisini olumsuz yonde etkiledigi
bildirilmistir. Bu yontemin sakincalari; mikrobiyal enfeksiyon riski, kornea erimesi
nedeniyle keratit olusumu, gérme netliginin geri doniisiimsiz olarak azalmasina
neden olan korneal skar olusumu, siddetli agri, topikal antibiyotik, steroid,
nonsteroidal antienflamatuvar veya lubrikan ila¢ kullanma gerekliligi olarak
siralanabilir.

Riboflavin gibi bircok ila¢ da prekorneal ve korneadaki engeller nedeniyle goz
dokularina istenen diizeyde ulasamamaktadir. ilaglarin kornea epitelinden gegislerini
artirarak okiler biyoyararlanimi iyilestirmek Uzere literatlrde kullanilan yaklagimlar;
ilacin fizikokimyasal 06zelliklerinin degistirilmesi (lipofilisitenin artirilmasi vb),
penetrasyon artiricilarin  kullanilmasi, formiilasyon viskozitesinin artiriimasi,
nanoteknoloji temelli ilac tasiyici sistemlerin gelistirilmesi, formilasyona katyonik yiik
kazandirilmasi ve mukoadhezif formulasyonlarin hazirlanmasi vb. olarak siralanabilir.

Girisimsel bir teknik olan klasik kornea c¢apraz baglanmasi (“Epi-off”)
yonteminin sakincalarini ortadan kaldirmak Uzere, riboflavinin korneaya epitel
uzaklastirlmadan (“Epi-on”) tasinmasi icin bircok arastirma yapilmistir. Bu
calismalarda emdilsiyon gibi lipid iceren formiilasyonlarin hazirlanmasi, siklodekstrin,
benzalkonyum klorir, EDTA, alkol gibi penetrasyon artirictc maddelerin
formulasyonlara ilave edilmesi, maddenin degisik tuzlari veya baz halde uygulanmasi,
lipofilik ester 6n ilag formlari veya lipofilik ester lipid konjugatlarinin hazirlanmasi gibi
yaklasimlar denenmis olup, riboflavinin korneaya penetrasyonunda bir miktar artis
saglanmistir. Ancak, girisimsel teknik ile elde edilen sonug kadar basarili sonuglar
heniliz elde edilememistir. Benzer sekilde, riboflavinin kornea epitelinden gecisini
penetrasyon artirici kullanarak artirmak Gzere gelistirilen bir irlin olan Ricrolin® TE’
nin, girisimsel teknik icin gelistirilen klasik sekline gore (Ricrolin®) klinikte cok az tercih

edildigi bildirilmistir.



Son zamanlarda riboflavinin girisimsel olmayan teknik ile korneaya
tasinmasina yonelik arastirma ve patent sayisinda bilylk bir artis oldugu tespit
edilmistir. Arastirmacilar ve klinisyenler keratokonusun girisimsel olmayan, etkin ve
glvenli tedavisi icin yeni formiilasyon tasarimlarina ihtiya¢ oldugunu bidirmistir. Bu
yaklasimlarda hedef riboflavinin biyilk bir fizyolojik engel olan kornea epitelini
gecerek etkin miktarda stromada birikmesinin saglanmasidir. Bu hedefe ulagsmada
literatiirde denenmemis, rasyonel formilasyon yaklasimlarinin kullanilmasi optimum
bir bakis agisi olabilir. Bu nedenle bu doktora tez ¢alismasinin amaci,

i) ilaglarin kornea epitelini ge¢cmesinde onemli katki saglayan artmis
¢Ozlintrlik ve lipofilisite faktorlerini birarada uygulamayr amacglayan kimyasal
yaklasim: baz (lipofilik) haldeki riboflavinin mannitol, dekstroz ve trehaloz gibi
yardimci maddeler ile ko-kristal formlarinin olusturulmasiyla lipofilitesinin azalmadan
¢OzUnUrlGglnin artirilmasi ile ¢ozelti formilasyonun gelistirilmesi,

ii) ilaglarin kornea epitelini gegmesinde 6nemli katki saglayan prekorneal
alanda uzun sire kalis (artmis viskozite veya nanoteknoloji temelli ilag tasiyici sistem
ile) faktorlint temel alan yaklasim: bu yaklasim kapsaminda riboflavinin baz (lipofilik)
veya tuz (hidrofilik) yapida olmasinin ve hidrofilik (termosensitif jel) veya hidrofobik
(nanoyapih lipit tastyict (NLT)) sistemler ile tasinmasinin uzun sire kalis yaklasimina
ilave bir katkisinin olup olmayacaginin arastirilmasi, olarak belirlenmistir.

Gelistirilen formulasyonlar lizerinde yapilacak in vitro karakterizasyon, ex vivo

ve in vivo galismalar ile uygun formilasyonlar belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Goziin Yapisi ve Fizyolojisi

GOz 15181 algilayan ve elektro-kimyasal sinyallere donistlirerek gormeyi
saglayan organdir. Goziin anatomik yapisi anteriyor (6n) segment ve posteriyor (arka)
segment olarak iki ayri bélumde ifade edilebilir. Anteriyor segment, géziin 1/3’lik 6n
kismini olusturan, goz bebegi, kornea, iris, ak6z hiimor ve lensi iceren bolimuddar.
GOzun 2/3’luk arka kismini meydana getiren posteriyor segment ise, vitroz hiimor,
retina, makula ve optik sinirleri icerir (1, 2) (Sekil 2.1.). Buna ilaveten, go6z kiresi
fonksiyonel olarak li¢ tabakada incelenebilir. En dista bulunan koruyucu tabaka sklera
ve korneadan olusmaktadir. Kornea 11,7 mm capinda ve 0,5 - 0,7 mm kalinlikta seffaf
yapida olan gozu enfeksiyonlara ve fiziksel hasara karsi koruyan bunun yaninda 1518
kirarak lens ve retinaya ileten bollimuddr (3). Sklera goziin en dis tabakasi olup gozi
ic ve dis kuvvetlerden koruyarak goziin seklinin bozulmamasini saglayan yapidir (4).
Orta tabaka, siliyer cisim, koroid ve irisi icermektedir. Koroid, retina ve sklera arasinda
bulunan yiiksek derecede damarlanma gésteren yapidir. iris, gz bebegi acgikhgini
kontrol ederek retinaya ulasan isik miktarinin ayarlanmasinda rol oynayan yapidir.
Siliyer cisim ise lensin seklini kontrol eden yapidir. Retina, i¢ tabakayi olusturan ve

gérme duyusu icin temel sinir hiicreleri ve yapilarini iceren tabakadir (5).
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Sekil 2.1. G6ziin anatomik yapisi ve goze ilag uygulanmasinda karsilasilan engellerin
sematik gosterimi. (Lynch ve ark. (6)’dan degistirilerek).

2.1.1. Korneanin Yapisi

Kornea, damarlanmanin olmadigl, 1siga gecirgen saydam bir dokudur. Gozde
enfeksiyonlari ve fiziksel hasarlari dnlemek icin yapisal bariyer gorevi gérmekte ve goz
ylzeyinin yaklasik %15’ini kaplamaktadir (Sekil 2.2.). Bunun yani sira goz yizeyinde
1sigin kirlliminin yaklasik %70’lik bolimi kornea tarafindan gergeklestirilmektedir.
Yaklasik olarak 11 mm capinda olan kornea dokusunun kalinhgr merkezde yaklasik
500 pum olup perifere dogru kalinlasan oval bir yapiya sahiptir. Kornea’nin %90’
capraz bagh kolajen lifleri iceren stroma yapisindan olusmaktadir (7).
Kornea’nin oval ve kavisli yapisi igerdigi g¢esitli biyomekanik yapilar ve gevresel
faktorler ile saglanmaktadir. Stromal sertlik (‘rigidity’) korneanin mevcut yapisinin

korunmasinda 6zel bir 6neme sahiptir (8).



Kornea 3 hiicresel ve 2 ara ylizey olmak lizere toplam 5 tabakadan olugsmaktadir.
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Sekil 2.2. Kornea yapisinin sematik gosterimi. (Rowsey ve ark. (9)'dan degistirilerek).

Epitel Tabakasi

Epitel ylzeyi dis ¢evre ile temasta bulunan ve buna bagli olarak goézdeki
bariyerlerin ilkini olusturan 40 um ile 50 um kahlnligi ile korneal kalinligin %10’unu
meydana getiren yapidir (7). Genel olarak ylizeyel yassi kisim, ortada kanat hticreleri
ve en altta bazal hiicreleri olarak 3 kisimda incelenebilir.

En fazla farklilasma gostererek korneanin en dis kissimda bulunan epitel hiicre
tabakasi yassi bir yapiya sahiptir ve gozyasi filminin rahat bir sekilde yayilmasini
saglar. Gozyasl, epitel tabakasini koruyan, ayni zamanda icerdigi bliyliime faktorleriile
epitel tabakasinin gelismesi ve tamirinde hayati rol oynayan bir tabakadir. Epitel
tabakanin en Ustlinde bulunan yassi hiicrelerin ylizeyleri ylksek oranda mikrovililer
ile kaplidir. Bu sayede epitel tabakasinin ylizey alani ve gézyasina olan tutunma orani

(‘adherence’) artmaktadir (10).



Korneal epitel hiicrelerinin 6émdrleri 7-10 gin arasinda olup her hafta
yenilenmesinin 6nlinl agmaktadir (11). Yeni olusan perilimbal bazal epitel hiicreleri
bir yandan korneanin ylizeyine dogru hareket edip eski hiicreleri epitelin dis ylizeyine
dogru itmekte bir yandan da baskalasim gostermektedir. Bu eski hiicreler korneal
epitel tabakasinin ylzeylerindeki gorevlerini de tamamladiktan sonra gozyas ile
uzaklastiriimaktadir. Tim bu olusumlar gergeklesirken epitel tabakasi gdzi koruma
gorevini eksiksiz yerine getirmelidir. Bunun gerceklesmesini saglayan tabaka epitelin
orta kisminda bulunan kanat hiicreleridir (12).

Korneal epitel tabakasinin en alt katmaninda bazal epitel hicreleri
bulunmaktadir. Yaklasik 20 um kalinhginda olup kornea epitelindeki mitoz béliinme
kapasitesine sahip tek hicre tipidir (13). Tight junctions (siki baglanti) denilen
hiicrelerin yan vylzeylerini birbirine baglayarak toksinler, mikroorganizmalar ve
yabanci maddelerin gegisini dnleyen yapilar bu tabakada bulunmaktadir. Bu hiicreler
tek sira seklinde bulunmakla birlikte ayni zamanda alt membrana
hemidesmozomlarla tutunmaktadir (14). Bu glg¢li baglantilar sayesinde epitel

tabakanin ayrismasi 6nlenmektedir.

Bowman Tabakasi

Stromanin st kisminda yer alan yaklasik 15 um kalinliginda olan korneanin
seklini korumasina yardimci olan tabakadir. Bowman tabakasi hiicresel bir yapi
olmayip tip | - tip IV kolajen ve proteoglikanlardan meydana gelmektedir.
Rejenerasyon yetenegi bulunmadigindan zarar gordigl takdirde yara dokusu

olusabilmektedir (7).

Stroma

Korneanin temel yapisal iskeletini ve kornea kalinhginin yaklasik %80-85’ini
olusturan bolimudiar. Kolajen liflerden ve ekstraselliler matriksten meydana
gelmistir. Paralel yapidaki kolajen iplikcilerinin paketlenmesiyle paralel sekilde
korneal lamellar yapilar olusmaktadir (15). Stroma, bu kusursuz yapisi sayesinde

trasparan oOzellik kazanmakta ve diger kolajen iceren yapilardan ayrilmaktadir.



Lamellar yapilar genelde birbirlerinden bagimsiz olsa da zaman zaman kolajen lifleri
diger lamellar yapilara uzanabilmektedir. Bu yapilarin her biri yaklagsik 2 pum
kalinligindadir ve sayilari 200-250 arasinda degismektedir (16). Stromadaki kolajenin
%58’ini tip | kolajen olusturmaktadir ve tip V, tip VI, tip XII ve tip XIV tirevi kolajenler
de burada bulunur (17). Korneal lamellar yapilarin stroma igerisinde yonelimi komsu
lamellar yapilar tarafindan belirlenmektedir. Stromanin endotele bakan bolgesindeki
(posteriyor) lamellar yapilar birbirlerine yatay sekilde konumlanmisken stromanin
epitele bakan bolgesindeki (anteriyor) lamellar yapilar birbirlerine daha dik
konumlanmislardir. Bu essiz yapi stromaya 6nemli bir dayanikhlik ve gerilme direnci
kazandirmaktadir (16) .

Stromada lifli yapit katmanlarinin arasinda proteoglikan molekilleri
bulunmaktadir. Bu yapilar bir protein gekirdegine baglh olan glikozaminoglikan
zincirlerini igerir. Bu zincirler suyu siki bir sekilde baglayarak jelimsi bir yapi meydana
getirir ve korneanin baski ve basinca dayanikli, esnek bir hale gelmesinde 6nemli rol
oynar (18).

Stromada kolajen lif yapilarina ve ekstraselliler matrikse ek olarak keratositler
bulunmaktadir. Bu hiicreler korneanin sertligi ve seffafligindan sorumlu olan
ekstraselliler matriksin ve kolajen liflerinin birbiri ile baglanmasini saglayan,
proteoglikan sentezini diizenlemektedir. Bu keratositlerin ¢ogu stromanin ylzeyel
tarafinda daha yogun sekilde bulunur ve korneal kristalin icerir. Bu kristalinler
keratositlerden isigin yansimasini azaltmakta ve korneal seffafligin diizenlenmesinde

rol oynamaktadir (16).

“Descemet” Tabakasi

Korneada stromanin arkasi ile endotel tabakasi arasinda kalan, kalinhigi 5 um
ile 10 um arasinda degisebilen bir bazal membrandir “Descement” tabakasinin
yapisinda posteriyor ve anteriyor olarak iki ayri bolim bulunmaktadir. Posteriyor
bolimi endotel tabakasi tarafindan meydana getirilmis, anteriyor katmani ise
stromaya komsu olan kolajen lamellar yapidan ve proteoglikanlardan olusmustur

(19).



Endotel Tabakasi

Korneanin posteriyor ylizeyinde tek tabaka halinde bulunan hicrelerden
olusmaktadir. Endotel tabakasi, siirekli kolajen salarak “Descemet” tabakasini
olusturmaktadir. Endotel tabakasi su dengesini korur ve akdz hiimérden gelen besin

maddeleri ile ¢esitli molekiillerine gegisine olanak saglar (20).
2.2. Goze ilag Uygulama Sirasinda Karsilasilan Giigliikler

Go6z dokularina ilag taginmasi gozdeki anatomik ve fizyolojik engeller
nedeniyle zordur. Goéziin ylzeyel hastaliklarinin tedavisinde, sistemik yoldan ilag
uygulanmasi, gozde yer alan kan-akoz bariyeri ve kan-retina bariyeri gibi engeller
nedeniyle bu bolgede istenen diizeyde ila¢ diizeyine ulasiimasini 6nlemektedir. Bu
sorunun Ustesinden gelmek i¢in uygulanan yiksek sistemik ilag dozlari hastalarda yan
etkilere neden olmaktadir. Bu nedenle goziin yizeyel hastaliklarinin tedavisinde
topikal yoldan ilag uygulanmasi siklikla tercih edilmektedir ve oftalmik preparatlarin
yarisindan fazlasini g6z damlalari olusturmaktadir (21). Ancak, topikal yoldan goze ilag
uygulanmasinda distk okiler biyoyararlanim (<% 5) gozlenmektedir. Bunun
nedenleri su sekilde 6zetlenebilir (22):

ilacin géze uygulanmasi sonrasinda ilag ¢dzeltisi gdzyasi ile seyrelmektedir.

Gozde bulunan goézyasinin hacmi yaklasik 7 ila 10 pL arasindadir. Goze

uygulanan her bir damlanin hacmi yaklasik 50 puL’dir. Bu nedenle uygulanan

ilag miktarinin yaklasik %80’i hemen goz yuzeyinden disari tasarak veya

konjonktival yoldan uzaklagmaktadir.

- Topikal yoldan uygulanan ila¢ artan gdzyasi ve normal gézyasi déngisi ile
seyrelmeye devam etmektedir.

- GoOzde bulunan diger bariyerler sonucunda ilacin géziin arka kisimlarina

penetrasyonu kisitlanmaktadir.
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ilaclarin okdler biyoyararlanimini diisiiren ve gbzde yer alan bariyerleri dért
ana kisimda incelemek mimkiindir (23):
e  GOzyasi tabakasi
- Lipid tabakasi
- Mukoakoz tabaka
e Kornea
e Konjonktiva
e Kan-okller bariyerleri
- Kan-akoz bariyeri
- Kan-retina bariyeri

Gézyasi tabakasi, kornea ve gobz kapaklari arasinda bulunan sivi film
tabakasidir. Ekstraselller matriks benzeri bir yapiya sahiptir ve epitel tabakadaki
hiicrelerin ve dis vyapilarin dizenlenmesinde ve beslenmesinde o6nemli rol
oynamaktadir (24). Lipid tabakasi, gozyasI tabakasinin Ustliinde bulunan yagh bir
tabaka olup gozdeki salgl bezleri tarafindan Uretilmektedir. Ana fonksiyonu gézyasi
tabakasinin yilzeyinde hidrofobik bir yapi olusturmaktir. Boylece, goézyasinin
buharlagsmasini azaltmakta ve daha kararli olmasini saglamaktadir (25). Mukoak6z
tabaka, konjonktival goblet ve kornea epitel hiicreleri tarafindan Uretilen jel
kivamindaki yapidir. Toksik ve yabanci maddelerin gozden uzaklastiriimasi ve
gozyasinin kararh halde tutulmasi gibi gorevleri bulunmaktadir (26).

Kornea, gbze uygulanan ilaglar da dahil olmak lizere tim yabanci maddelerin
gozin i¢ kisimlarina ulagsmasini engelleyen ¢ok tabakal bir yapidir.

Konjonktiva, goz yuizeyinin yaklasik %80’ini kaplayan ve mukus salgilayan ince
bir yapidir. Gézde pasif bir bariyer olusturmasinin yani sira gézyasi salgilama goreviyle
de bir bariyer olusturmaktadir (27).

Kan-akéz bariyeri, gbziin 6n boliminde yer alan siki kavsaklar olusturan
endotelyal hiicrelerden meydana gelen yapidir. Albumin gibi makromolekdllerin akoz
hiimora gecmesini engellemektedir (28).

Kan-retina bariyeri, kan ve retina arasinda bulunan kisith gecise izin veren

retinal kapiller endotelyal hiicreler ve retinal pigment epitelyal hiicrelerden olusan
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bir yapidir. Dis kisimda bulunan hiicreler 1s18a tepki saglarken retinanin immdiin cevap
olusturmasinda rol oynamaktadir (29). i¢ kisimda bulunan retinal kapiller endotelyal

hicreler ise kanda bulunan molekillerin retinaya gegisini engeller.

2.3. Topikal Uygulanan ilaglarin Okiiler Biyoyararlanimini Artirmada

Formiilasyon Stratejileri

Geleneksel oftalmik ilag sekillerinden olan ¢ozeltiler, ilaglarin goze topikal
olarak uygulanmasi icin yaygin olarak kullanilan formlardir. Oftalmik ¢ozeltilerin
formulasyonunda dikkat edilmesi gereken faktorler ¢ozunrlik, okiler toksisite, pKa,
pH'nin etkisi, tonisite, tampon kapasitesi, viskozite, formilasyondaki diger
bilesenlerle uyumluluk, kullanilacak koruyucular, géze uygulamada rahathk ve
kolaylik olarak siralanabilir (30).

Topikal uygulanan ilaglarin okiler biyoyararlanimini  artirmak icin
arastirmacilar, korneadaki ilag kaybini en aza indiren ve korneanin ilag
absorpsiyonunu en (st diizeye cikaran asagida belirtilen formiilasyon stratejilerini
gelistirmistir (31):

Viskozitenin artirilmasi

Topikal olarak uygulanan ilacin prekorneal alandan eliminasyonunun
zorlastirilmasi, bu alandaki kalis stiresinin artirilmasi ve dolayisiyla ilacin 6n segmente
penetre olmasinin artirilmasi icin uygulanan bir stratejidir. Bunun icin genellikle
polimerler formilasyona ilave edilir. Bu polimerlere 6rnek olarak metilseliiloz,
Poli(Vinil Alkol) (PVA), Poli (Vinil Pirolidon) (PVP), hidroksietilseliiloz, Hidroksi Propil
Metil Selliloz (HPMC), hiyaluronik asit, veegum, aljinatlar, ksantan zamki, jelatin,
akasya ve kitre verilebilir (32).

Merhem gelistirilmesi

ilacin prekorneal alanda uzun siire kalmasini saglamak Uzere gelistirilen
ylksek viskoziteye sahip merhemlerin gbz ylizeyinden uzaklastirilmasi zordur.
Merhemler genellikle viicut sicakhgina yakin bir erime veya yumusama noktasina
sahip olan, gozi tahris etmeyen yari kati ve kati hidrokarbonlar (parafin) karisimlari

kullanilarak formiile edilirler. G6z tarafindan glivenli ve iyi tolere edilmesine ragmen,
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merhemler gérme bulanikligi ve nadiren tahris nedeniyle nispeten zayif hasta uyumu
ile karsi karslya kalmaktadir (31).

Mukoadezyon ézelliklerin artirilmasi- Pozitif ylik kazandirilmasi

Mukoadezif sistemler, mukozaya yapisarak ilaglarin burada tutulma siiresini
arttirir ve okiler biyoyararlanimin artirilmasini saglayabilir.

Gozyasinda bulunan mdisin tabakasinin gorevi hava-su-kornea araytiziinde
optimum kirilma indisi olan okller ylzeyi nemlendirmek ve ¢dzlinmus proteinleri
gozyaslarinda tutmaktir. Musin, mukopolisakkarit zincirinin terminal uglarindaki
siyalik asit kalintilari nedeniyle fizyolojik pH'da (7.4) negatif yuklidir. Bu nedenle
mukoadezif ve katyonik yapidaki formilasyonlar mukoza epiteli araciligiyla
gecirgenligi gelistirmede 6nemli bir potansiyele sahiptir. Katyonik yapi, epitel
ylzeylerinden negatif yuklu sialik asit gruplari ile elektrostatik etkilesime girer. Buna
ilaveten mukoadezif 6zellik, bu gruplarla hidrojen baglari ve hidrofobik etkilesim
olmasina neden olur (33, 34).

Penetrasyon artiricilarin kullaniimasi

Korneanin gecirgenlik ozelliklerini gegici olarak artirmak amaciyla
penetrasyon artiricc maddeler formilasyona eklenebilir. Bu maddeler kornea
epitelinin butlnliguna degistirerek etki gosterdiklerinden, okiler tahris ve toksisite
gibi bazi sakincalari olabilmektedir (35).

On ilaglarin gelistirilmesi-Lipofilik ézelligin artirilmasi

Topikal olarak uygulanacak okiler ilaglarin lipofilik 6zelligi modifiye edilerek
on ila¢ formu hazirlanip korneadan gegcisi artirilabilir. On ila¢ uygulandiktan sonra
kimyasal veya enzimatik olarak metabolize edilerek aktif ilaca donusturdlir. Boylece
etki bolgesinde aktif ilacin yiksek miktarda bulunmasi saglanarak okiler
biyoyayararlanimin artmasi saglanabilir (36).

Yeni ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi

Oftalmik ilaclarin topikal yoldan uygulanmasi i¢in prekorneal alanda kalisini
artirmak, bu alandan uzaklasmasini engellemek ve korneadan ila¢ gecisini artirmak
amaciyla yeni ila¢ tasiyict sistemler gelistiriimektedir. Bu sistemler, polimerik

nanopartikiller, kati lipit nanopartikiller, nanoemiilsiyonlar, nanosiispansiyonlar,
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lipozomlar, miseller, dendrimerler, hidrofilik jeller, insertler ve okiiler minitabletler

olarak siralanabilir (37-39).
2.4. Goze Uygulanan ilag Sekilleri

Goze uygulanan ilag sekilleri, goz kiresi veya konjonktivaya uygulanan veya
konjonktival keseye yerlestirilen sivi, yari kati, kati veya kolloidal 6zelliklerde olan
steril Grlnlerdir. Okiler preparatlarda istenilen etkiyi saglamak igin bir veya daha
fazla etken madde ayrica etken maddenin stabilitesini veya etkinligini artirmak igin
yardimci maddeler kullanilabilir. G6z hastaliklarinin tedavisinde en ¢ok kullanilan ilag
sekilleri ¢ozelti seklindeki g6z damlalaridir. Ancak, c¢ozelti seklinin gozde kalis
suresinin kisa olmasi, tekrarlanan uygulamalara ihtiya¢ duyulmasi, disik hasta
uyuncu ve tekrarlanan uygulamalara bagh yan etki olusturma gibi sakincalar
bulunmaktadir. Arastirmacilar bu nedenle farklh dozaj sekilleri tizerinde galismalar
yapmaya yogunlasmistir (40, 41). Goze uygulanan ila¢ sekilleri Tablo 2.1.de
Ozetlenmistir (40, 41).

Tablo 2.1. Goze uygulanan ilag sekilleri. (40, 41).

Swvi ilag Sekilleri | Yari Kati ilag Sekilleri | Kati ilag Sekilleri | Yenilikgi ilag Sekilleri

Cozeltiler Jeller Kontakt Lensler Nanosistemler
Emiilsiyonlar in Situ Jeller implantlar Mikroigneler
Slspansiyonlar Merhemler Mini Tabletler

2.5. Hidrofilik Jeller

Hidrofilik jeller, genellikle polimerlerden olusan, yiiksek oranda su tutabilen,
Uc boyutlu agsi yapida ilag sekilleridir (42). Formilasyonlarinda siklikla hidrofobik ve
hidrofilik polimerler birlikte kullanilir ve yliksek oranda su tutma kapasitesine sahip

olmalarina ragmen suda c¢oziinmezler. Kullanilan polimere, polimer karisimlarina
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veya polimerler arasi ag yapilarinin sayisina ve niteligine bagl olarak sisme miktari ve
hizi, dolayisiyla ilag salim hizi ayarlanabilmektedir (43).

Hidrofilik jeller son yillarda tzerinde ¢ok calisilan tasiyici sistemlerdendir ve
farkl siniflama sistemine tabi tutulabilmektedir (Tablo 2.2.) Kullanilan polimerin
tipine gore siniflamada homopolimer tanimi tek bir monomerden meydana gelen
hidrofilik jelleri ifade etmektedir. Bu gruba d6rnek olarak Polietilen Glikol (PEG) (44) ve
Polivinil Pirolidon (PVP) (45) hidrofilik jelleri verilebilir. Kopolimerik hidrofilik jeller en
az bir tanesi hidrofilik olan iki farkli tip monomerden olusmaktadir. Polivinil
Pirolidon/Polietilen Glikol (PVP/PEG) (46) ve Polivinil Pirolidon/Karboksimetil Seliiloz
(PVP/CMC) (47) hidrofilik jelleri bu gruba 6rnek olarak verilebilir. Bir polimerin lineer
oldugu digerinin ise lineer polimerin arasinda kimyasal bag olmadan ¢apraz bag
olusturdugu jeller yari icice polimerik ag hidrofilik jeller (“semi-interpenetrating
polymer networks”) olarak isimlendirilir. Bu gruptaki hidrofilik jellere Polivinil
Pirolidon/Poliakrilamid (PVP/PAA) (48) hidrofilik jeli verilebilir.
Poliiretan/Poliakrilamid (PU/PAA) (49) hidrofilik jellerinde oldugu gibi kullanilan
polimerlerden en az birinin diger polimer varliginda sentezlendigi ve/veya c¢apraz
baglandig1 jellere icice polimerik ag hidrofilik jeller (“interpenetrating polymer
networks”) adi verilir.

Karboksimetil pullulan (50) gibi negatif yiiklii polimerden hazirlanan hidrofilik
jeller anyonik hidrofilik jel, polietilenimin (51) gibi pozitif yikli polimerden hazirlanan
hidrofilik jeller katyonik hidrofilik jel ve N-vinil kaprolaktam (52) gibi non-iyonik

polimerlerden olusan hidrofilik jeller ise nétral hidrofilik jel olarak siniflandirilabilir.

Sicaklik ile jellesme

Sicakhkla in-situ jellesen hidrofilik jeller, uygulanma bdolgesinde sicakhgin
etkisiyle sicakliga duyarli polimer yapisinda meydana gelen degisimler sonucu
jellesmeyi ifade etmektedir. Okliler alanda kullanilan bu tir jeller oda sicakliginda sivi
halde olup g6z yizeyinin sicakligi ile jel yapisina gecmektedir. Kullanilan polimerin
cinsine, kopolimer oranina goére ve formilasyonda kullanilan yiizdesine gore jellesme

sicakligi ve profilleri ayarlanabilmektedir (53).
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Tablo 2.2. Hidrofilik jellerin siniflandirmalari. (54)

Siniflandirma Cinsi Siniflandirma Tiirleri

Homopolimerik

Kopolimerik

Kullanilan Polimere Goére — : o
Yari ig ice polimerik ag

i¢ ice polimerik ag

Anyonik

iyonik Yiike Gore Katyonik

Non-iyonik

Dogal

Polimer Kaynagina Gore Sentetik

Hibrid

Fiziksel

Capraz Baglama Cinsine Gore -
Kimyasal

Kimyasal (pH, oksidanlar)

Dis Etkenlere Verdikleri Cevaplara Gore Biyokimyasal (enzim, ligand)

Fiziksel (sicaklik, i1sik, basing)

Diger bir siniflandirma sistemi de hidrofilik jellerin ¢apraz bag yapisina gére
fiziksel veya kimyasal olmak tizere ayrilmasidir. Fiziksel capraz baglar, pH, sicaklik gibi
dis etkilere bagl olusabilecegi gibi, hidrofobik etkilesmeler ve elektriksel etkilesimler
gibi fizikokimyasal etkilere bagh olarak da gergeklesebilmektedir. Kimyasal ¢apraz
baglar, genelde ¢apraz baglayici maddelerin monomer ¢ozeltisine eklenmesiyle ya da
¢apraz baglayicic maddelerin direkt olarak polimerlere konjuge edilmesiyle
gerceklesmektedir.

Hidrofobik etkilesimler sonucu jellesme

Hidrofobik yapiya sahip polimerler sicaklikla geri donlsli olarak jel yapisi
olusturabilirler. Distk sicaklikta bu polimerler ¢ozlintr halde bulunurken sicakligin
artmas! sonucunda hidrofobik bolgeler agregatlar olusturarak jellesme meydana
gelmektedir (Sekil 2.3.). Polimerdeki hidrofobik bolgelerin miktari arttikca jellesme
sicakhg diistis gostermektedir. Bu tip polimerlere 6rnek olarak Poloksamer olarak da
bilinen polietilen oksit-polipropilen oksit-polietilen oksit (PEO-PPO-PEQ) triblok

polimerleri verilebilir (55).
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Hidrofilik Kisim

Sl &zﬂ Sl

Sekil 2.3. Hidrofobik etkilesimlerle kiimelesme sonucu jellesmenin sematik
gosterimi. (Hoare ve ark. (56)’dan degistirilerek)

Yiik etkilesimleri ile jellesme
Yik etkilesimleri sonucu jellesme, yikli polimer ile zit yukli ¢apraz baglama
ajani arasinda olabilecegi gibi zit yukll iki polimerin bir araya gelmesiyle de meydana

gelebilmektedir (Sekil 2.4.).

+ 3 & Negatif Yukli Negatif Yukli
Polimer Capraz Baglayicl +
- Eklenme5| M Eklenme5|
+
W +

Sekil 2.4. Pozitif yuklli polimere zit yiklli polimer veya zit yikll ¢apraz baglayici
madde eklenmesi sonucu jellesmenin sematik gdsterimi. (Hoare ve ark.
(56)'dan degistirilerek).

Hidrojen badi etkilesimleri ile jellesme

iki farkh polimerin karistirilmasi sonucunda, yapilarinda bulunan hidrojen bagi
yapma oOzelligi olan bolgeler etkileserek jellesme meydana getirebilirler (Sekil 2.5.).
Buna ornek olarak hyaluronik asit-metilselliloz (57) ve jelatin-agar (58) jelleri
verilebilir. Bu grup hidrofilik jeller genellikle yliksek biyouyumluluk gostermektedir
ancak hidrojen baglarinin kolayca ayrilmasi sonucu hizli sekilde ilag salimi

gerceklestirirler.
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Hidrojen Dondr Kismi

4
/

|

Hidrojen Bagi Olusumu

| >

\

Hidrojen Akseptor Kismi

Sekil 2.5. Hidrojen bagi etkilesimi ile jellesmenin sematik gosterimi. (Hoare ve ark.
(56)’'dan degistirilerek).

Capraz baglama maddesi ile kovalent bag olusumu sonucu jellesme
Capraz baglama maddeleri kullanilarak polimerler arasinda bag olusumu ile
jellesme saglanabilmektedir. Buna 6rnek olarak hyaluronik asit-tiramin hidrofilik jeli

(59) verilebilir (Sekil 2.6.).

Capraz Baglama
Ajani Eklenmesi

Sekil 2.6. Capraz baglanma maddesi ile jellesmenin sematik gosterimi. (Bi ve ark.
(60)’'dan degistirilerek).

2.5.1. Hidrofilik Jellerin Okiiler Uygulamadaki Yeri

Oftalmik ilag uygulamalarinda en énemli problemlerden biri ilacin lakrimal
drenaj ve gozyasi ile hizla gézden uzaklastiriimasidir. Bu nedenle c¢ozelti sekilde

uygulanan ilaglarin korneaya gecis miktari genelde %5’ten az olmaktadir (61). Yiksek
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saydamlik, yliiksek mekanik dayanikllik, gozde uzun siire kalma ve biyouyumluluk gibi
Usttnlikleri nedeniyle hidrofilik jeller okiler uygulamalarda yalnizca ilag tasimak igin
degil asagida siralanan sekillerde de kullanilabilirler (62):

- Insitu jellesen ilag tasiyici hidrofilik jeller,

- ilag salan hidrofilik jel lensler,

- Okiler doku yapistiricilari,

- intraokdler lensler,

- Vitroz sivi replasmanlari,

- intravitréz ilag tasiyici sistemler.
2.6. Nanoyapih Lipit Tasiyicilar

Lipit iceren ilag tastyici sistemler, ylksek biyogecimlilikleri nedeniyle son
zamanlarda literatlirde lzerinde yogun calisilan konular arasindadir. Bu sistemler,
ozellikle hidrofobik ilaglarin tasinmasiicin ideal sistemlerdir. Lipit iceren ilag sistemler,
kati lipit nanopartikil (KLN) ve nanoyapili lipit tasiyici (NLT) olarak siniflandirilabilir.
KLN’de yag bileseni yalnizca kati lipitlerden meydana gelmektedir ve bu durum distik
ilag yiklemesine ve ilag saliminin hizli olmasina neden olmaktadir. Bu durumun éniine
gecebilmek icin arastirmacilar NLT'yi gelistirilmistir. NLT’de formiilasyonlara kati
yaglara ek olarak oda sicakliginda sivi halde olan yaglar da eklenmektedir (63).
NLT’leri olusturan bilesenler temel olarak li¢ grupta siniflandirilabilir (64):

- Kati Yaglar,
- Sivi Yaglar,
- Ylzey aktif maddeler.

Kati yaglar, oda sicakliginda kati halde olan, erime dereceleri genellikle
40°C’den buyilk olan yaglardir. Bu yaglar nanopartikdillerin kati halde kalmasina
yardimci olmaktadir. Bu gruba ornek olarak yag asitlerinden stearik asit,
monogliseritlerden gliserii monostearat, trigliseritlerden kaprilat trigliserit,
mumlardan setil palmitat verilebilir (64).

Swvi yaglar, oda sicakhiginda sivi halde bulunan NLT’leri KLN’lerden ayiran

temel bilesendir. NLT’lerde sivi yag bileseni sayesinde ila¢ ylikleme kapasitesi
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artmakta ve daha kontrolll ilag salimi saglanmaktadir. Bu gruba 6rnek olarak oleik
asit ve izopropil miristat verilebilir (64).

Yiizey aktif madde (YAM), nanopartikillerin ylzeyinde yag ve dis ortam
arasinda ara yuzey olusturarak nanoyapili lipit tasiyicilarin stabilitesini artirmak
amaciyla kullaniimaktadir. iyonik, non-iyonik ve amfoterik YAM’lara 6rnek olarak
siraslyla sodyum oleat, Tween 80 ve soya fosfolipiti Lipoid S 75 verilebilir (64).

NLT’ler yapisal olarak (g ayri grupta incelenebilir (Sekil 2.7.) (65). Bunlar;

e NLTTip1l

Bu gruptaki sistemler, kusurlu kristal yapida NLT’ler olarak da
adlandiriimaktadir. KLN formilasyonlarindaki kati yaglarin bir bélimunin sivi yaglar
ile degistirilmesi sonucu, KLN’lerde goriilen mikemmel dizenli yapi yerine bosluklu
yapida lipit 6rgusu gorilir. Bu sistemler, olusan bu bosluklu yapi sayesinde daha fazla
ilag ylikleme kapasitelerine sahiptir. Bogluklu yapilarin miktari artirilarak ilag yikleme
kapasitesi artirilabilmektedir (65).

e NLTTip2

Amorf yapida olan NLT tlrtddr. Tip 1 yapida gorilen kristal yapilar gérilmez
ve sivi lipitler ile birlikte amorf bir yapi olustururlar. Olusan lipit matriksi yine kati
haldedir. Bu sayede kristal yapilarda sikgca gorilen etkin madde sizintisi en aza
indirilmektedir (65).

e NLTTip3

Bu gruptaki sistemler coklu tip olarak da adlandirilmaktadir (Su icinde kati lipit
icinde sivi lipit). Bu tip NLT’lerde sivi lipitler kati lipitler icin homojen sekilde damlacik
olarak kalmaktadir. Kullanilan sivi lipitlerde ¢ozindrliga yiiksek olan etkin maddeler
icin oldukg¢a uygun olan bir yéntemdir. Bu sayede ilag¢ ylklenmesi ve nanopartikil
stabilitesi artirilmaktadir. Kullanilan sivi lipit miktarlari Tip 1’e oranla daha ylksektir

(65).
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Kati Lipid Nanopartikdl NLT Tip 1

NLT Tip 2 NLTTip 3
ilag Molekiilii Kati Lipid Tiirevleri Swvi Lipid Turevleri

Sekil 2.7. KLN ve NLT yapilarinin sematik gosterimi. (Salunkhe ve ark. (66)’dan
degistirilerek).

NLT’lerin sahip oldugu Ozellikler nedeniyle bir¢ok ustlinlikleri vardir. Bu

Ustinlikler su sekilde siralanabilir:

Yiiksek biyouyumluluga sahiptir (67),

Su ile hazirlanma yontemleri kullanilarak toksik ¢dziici kullaniminin
ontine gecilebilmektedir (68),

Olcek biiyiitmesi kolay oldugundan endiistriyel tretime uygundur
(69),

ilac  molekiliiniin  stabilitesi artirilirken  kontrolli  saliminin
saglanmasinda etkilidir (70),

KLN’lere gore daha yiksek ilag ylikleme kapasitesine sahiptir (71),
Lipofilik ve hidrofilik ilag molekulleri ayni anda yiklenebilir (72),

Kullanilan lipitlerin cogu biyoparcalanabilirdir (73).
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2.6.1. Nanoyapili Lipit Tasiyicilarin Hazirlanmasi

NLT lerin hazirlama yontemleri su sekilde siralanabilir (74-76);

Yiksek basingli homojenizasyon yontemi
- Emiilsifikasyon-ultrasonikasyon yontemi
- Solvan difizyon yontemi

- Solvan emiilsiyon ugurma yontemi

- Film ultrasonikasyon yontemi

- Mikroemiilsiyon yéntemi

- Sicak eriyik ekstriizyon yontemi

- Superkritik sivi yontemi

Yiiksek basingh homojenizasyon yéntemi

Bu yontem, sicak ve soguk olarak iki farkli sekilde gerceklestirilebilmesi ve
kolayca oOlgek bilyltme islemi vyapilabilmesi gibi Ustlnliklere sahiptir. Sicak
yontemde, kullanilan tiim lipitleri eritecek kadar yiksek sicaklik kullanilir ve eritilen
lipit karisimina ilag eklenerek karistirilir. Sonrasinda su fazi da ayni sicakhga getirilip
lipit fazina eklenerek kaba emiilsiyon elde edilir. Bu emiilsiyon yiksek basingli
homojenizasyona tabi tutularak damlacik blyuklGgu kigaltilir. Elde edilen nano
emilsiyon oda sicakhginda surekli karistirilarak partikillerin katilagsmasi saglanir.
Koenzim Q10 igeren NLT formilasyonlarinin hazirlanmasi bu yontemle
gerceklestirilmistir (77).

Sicakhk ile pargalanan ilaglar igin soguk yontem kullaniimaktadir. Bu
yontemde kati lipitlerin erime derecesinin Ustline ¢ikilarak eritilir, ila¢ ve diger lipitler
eklenerek karistirilir. Sonrasinda ani bir sogutma ile bu karisim kati hale getirilir. Kati
karisimin partiktl blylklGglini azaltmak igin bilyali mil degirmeni gibi cihazlar
kullanilabilir. Elde edilen toz seklindeki yapi, ylzey aktif ajan iceren soguk suyla
karistirihir ve bir slispansiyon elde edilir. Elde edilen slispansiyon yiksek basingli
homojenizatorden gecirilerek hem partikidl bayuklGgtu kiclltilir hem partikdl

dagilimi homojenize edilir (78). Genel olarak, sicak yonteme gore daha fazla basing ve
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dongl kullaniimasi gereklidir. Bu yontemle hazirlanan formilasyonlara ondansetron
hidroklorir iceren NLT formulasyonlari 6rnek olarak verilebilir (79).

Emdilsifikasyon-ultrasonikasyon yontemi

Bu yontemde kati lipitler erime noktasi Gizerinde isitilarak sivi lipitler ve ilag ile
karistirilir. Yizey aktif madde iceren su fazi da ayni sicakligi getirilir. Olusan kaba
emdlsiyon ultrasonikasyona maruz birakilir ve belirli miktar su ile seyreltilir. Olusan
karisim sogutularak nanopartikillerin kati sekilde elde edilmesi saglanir. Literatiirde
bu hazirlama yontemi ile fluvastatin iceren NLT formilasyonlari gelistirilmistir (80).

Solvan difiizyon yéntemi

Bu yontemde metanol gibi su ile karisabilen organik ¢ozliclide ila¢ ve diger
lipitler gerekirse hafif isitilarak ¢éziliir. YAM iceren sulu faz ayni sicakhga getirilerek
lipit faz ile karistirilir ve oda sicakhginda karisim soguyuncaya ve organik faz tamamen
ucana kadar karistirma islemine devam edilir. Literatlirde, raloksifen hidroklorr
iceren NLT formilasyonlari bu hazirlama yontemi kullanilarak hazirlanmigtir (81).

Solvan emidilsiyon ug¢urma yéntemi

Solvan diflizyon yonteminden farkli olarak, su ile karisabilen ¢oziciiler yerine
kloroform gibi suyla karismayan ¢ozlculer kullanilmaktadir. Literatlirde bu hazirlama
yontemi kullanilarak kolesterol asetat iceren NLT formiilasyonlari gelistirilmistir (82).

Film ultrasonikasyon yéntemi

Bu yontemde lipitler ve ilag¢ organik fazda hafif bir 1sitma islemi uygulanarak
¢Ozlllr. Bu ¢Ozelti yuvarlak bir balona alinarak vakum altinda rotavaporda organik faz
tamamen ucgana kadar karistiristirilir. Bu stire sonunda balonda ince bir lipit film
tabakasi olusur. Bu film tabakasi YAM igeren su faziyla karistirilir ve bir miktar
isitilararak ultrasonikasyon islemi uygulanarak bir dispersiyon elde edilir. Hazirlanan
bu dispersiyonun oda sicakhgina kadar sogumasi saglanarak lipit nanopartikiiller elde
edilir. Gentiopikrin ve oleanolik asit iceren NLT formdilasyonlari bu hazirlama yontemi

kullanilarak hazirlanmistir (83).
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Mikroemdlilsiyon yontemi

Bu yontemde isitilarak eritilen kati lipit karisimina sivi lipitler ve ilag eklenerek
¢ozulir. YAM igeren su fazi da ayni sicakliga getirilir. Mekanik karistirma iglemi
uygulanarak lipit faz su fazina eklenir. Olusan mikroemulsiyon yine mekanik karisim
altinda soguk suya (4°C) damlatilarak karistirilir. Literatirde, bu hazirlama yontemi ile
valdekoksib iceren NLT formilasyonlari hazirlanmistir (84).

Sicak eriyik ekstriizyon yéntemi

Bu yontemde ug¢ farkh besleme bolgesi bulunan cift vidali ekstrider
kullanilmaktadir. Cihazin ilk kisimindan ilag ve kati lipitler, ikinci kismindan sivi lipitler,
Uclinct kismindan ise YAM iceren su fazi eklenir. Bu eklemeler sirasinda ekstriiderde
karistirmanin yani sira 1sitma islemi de uygulanir. Bu sayede ekstriizyon isleminin
sonunda sivi, kaba bir emilsiyon elde edilir. Bu emiilsiyona ultrasonikasyon iglemi
uygulanarak nanopartikiller elde edilir. Bhagurkar ve ark. lidokain iceren NLT
formulasyonlarini bu hazirlama yontemini kullanarak hazirlamistir (85).

Siiperkritik sivi yéntemi

Bu yontemde oncelikle kati lipitler eritilir ve ilag ile karistirilir. Daha sonra bu
karisima stperkritik 6zellik gosteren sivi eklenerek (karbondioksit gibi) lipit yapisinda
¢Ozlinmesi saglanir. Elde edilen bu karisim atomize edici 6zellikte pliskirticliden
puskirtultr. Stperkritik sivinin genlesmesi ve ucmasi ile olusan ani sogutma etkisi

sayesinde nanopartikiller elde edilmektedir (86).

2.7. Farmasotik Ko-Kristaller

Ko-kristaller ilag gelistirme calismalarinda ilag molekiillerinin fizikokimyasal
ozelliklerinin iyilestirilmesinde son zamanlarda oldukga dikkat ¢eken alternatif kati
ilag sekilleridir (87).

Ko-kristaller, bir ya da daha fazla molekiliin belirli bir sitokiyometrik oranda
bir araya gelerek meydana getirdigi kristal yapi olarak tanimlanabilir (88). Farmasotik
ko-kristal ise molekiillerden birinin ila¢ oldugu ve ilacin belirli bir ko-kristal maddesi
ile (fumarik asit, nikotinamid, sakkarin, stiksinik asit vb.) hidrojen baglari, van der

waals kuvvetleri gibi kovalent olmayan baglarla olusturdugu kristal yapilar ifade
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etmektedir (87, 89). Ayni ko-kristal maddeler ile farkh sitokiyometrik oranlarda farkli
ko-kristaller elde edilebilmektedir (90).

Etken maddeler amorf, polimorf, tuz veya solvat/hidrat gibi bircok kati yapida
bulunabilmektedir (Sekil 2.8.). Amorf yapilar ayni kimyasal yapiya sahip bilesenlerin
rastgele bir bicimde bir araya gelistirilerek olusturduklari, belirli bir dizilim
gostermeyen yapilardir ve belirgin bir erime noktasina sahip degildirler (91).
Polimorfizm, ayni kimyasal yapiya sahip bilesenlerin tekli baglar tizerinden rotasyonu
ile belirgin ve farkh (¢ boyutlu yapilar olusturdugu kristal formlari olarak
tanimlanabilir (92). Belirli sicaklik ve basingta ayni kimyasal yapinin farkh kristal
yapilarina dontismesi ise polimorfik donlisiim olarak adlandirilir (93). Solvat ve hidrat
yapilari, etken maddelerin su veya baska bir ¢ozliclyle hidrojen baglari ve kovalent
baglar ile olusturduklari kristal yapilar olup genelde psddopolimorfik formlar olarak
adlandirilirlar (94).  Tuz yapilari, iyonize olabilen etken maddelerin belirli
sitokiyometrik oranda molekdler (asetat vb.) veya atomik (sodyum vb.) karsi iyonlarla
olusturduklari yapilardir (95). Kolay sentezlenebilmeleri ve etken maddelerin birgok
fizikokimyasal 6zelligini optimize edebildiklerinden endistride yogun bir sekilde
kullanilir. Bu nedenle piyasadaki ilaglarin %50’den fazlasinda etken maddenin tuz hali
kullanilmaktadir (96).

ila¢ molekdillerinin kimyasal bilesimleri ve {i¢ boyutlu yapilari, bu molekiillerin
¢OzlnUrlGgl, stabilitesi ve erime derecesi gibi bircok fizikokimyasal 6zelliklerini
dogrudan etkilemektedir. Son zamanlarda kesfedilen etken maddelerin biytk bir
bolimu biyofarmasotik siniflandirma sisteminde disik ¢éziinirlGgi ifade eden Il ve
IV no’lu grupta yer almaktadir. CozlintrlGgl artirmakta kullanilan bazi yontemlere
ornek olarak partikil bayiklGglini kigtltmek, ilaci 6n-ilag sekline getirmek, ilacin tuz
formuna geg¢mek, siklodekstrinler ile kompleks hale getirmek verilebilir. Ayni
zamanda ilag molekilinin kristal yapisindaki farkhliklar da ¢ézindrlige dogrudan
etki etmektedir. ilag molekdllerinin ko-kristal formlari hazirlanarak da ¢éziinGrlugi

artirilabilir.



Sekil 2.8. Etken maddelerin olasi kati form yapilarinin sematik gosterimi.

degistirmeden fizikokimyasal 06zelliklerini amaca gore optimize ederek birgok

5%

VARVARY A

Ko-Kristal Ajami

Tuz Yapisi

Amorf Yapi Polimorfik Yapilar

Solvat/Hidrat Ko-Kristal Yapisi

A

ilag Molekiili  Karst iyon

Solvan/Su

(Schultheiss ve ark. (97)'dan degistirilerek).
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Ko-kristal teknolojisi, ilag molekillerinin farmakolojik etkisini ve 6zelliklerini

Ustlnlik saglamaktadir. Bu Ustinlikler su sekilde siralanabilir (98):

Goziandrlagin ve ¢oziinme hizinin iyilestirilmesi (99),

Kimyasal stabilitenin artirilmasi (100),

Termal stabilitenin artiriimasi (101),

Cozlinme stabilitesinin artiriimasi (102),
Fotostabilitenin artirilmasi (103),

Neme karsi stabilitenin artirilmasi (104),
Biyoyaralanimin artirilmasi (105),
Permeasyonun artiriimasi (106),

Tablet haline getirilebilirligin iyilestirilmesi (107),

Aci tadin maskelenmesi (108).

Ko-kristal hazirlamada kullanilan yontemler Tablo 2.3.’de sunulmustur (109).
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Tablo 2.3. Ko-kristal hazirlama yontemleri. (109)

Hazirlama Yéntemi Gruplari Hazirlama Tiirleri

Kuru karistirma yontemi

Sivi yardimiyla karistirma yontemi

Kati Hal Yontemleri Ekstriizyon yontemi

Sicak eriyik ekstriizyon yontemi

Yiksek pargalayicili yas granilasyon yontemi

Bulamag yontemi

Yavas ugurma yontemi

Cozelti Yardimcili YoOntemler Piskirterek kurutma yontemi

Sogutma yontemi

Anti-¢6zlicl yontemi

Superkritik sivi ekleme yontemi

Superkritik Sivi Yontemleri Superkritik anti-¢cozlicli ekleme yontemi

Superkrirtik puskiirterek kurutma yontemi

Kuru karistirma yéntemi: Bu yontemde etken madde ve ko-kristal maddesi
kati halde havanda veya mekanik karistiricilarda belirli stire karistirilir. Bu yontemde
ko-kristal olusumu tamamen gerceklesmedigi takdirde bu karisimda olusan ko-
kristallerin yaninda yiiksek miktarda baslangic maddelerini de icerebilmektedir (110).

Swvi yardimiyla karistirma yéntemi: Bu yontemde karistirma asamasinin
baslangicinda kiclik miktarda ¢oziici eklenmektedir. Kullanilan ¢ézlicinin katalitik
etki saglamasiyla kuru karistirma yontemine kiyasla daha etkili bir yontemdir. Bu
yontemde slatici olarak nitrometan (111), etanol (112), metanol (113)
kullanilabilmektedir.

Ekstriizyon yéntemi: Baslangic maddelerinin erime noktalarinin altindaki
sicakliklarda ekstriider cihazi kullanarak gerceklestirilen bir yontemdir. Bu yontemde
tozlar karistirilirken ayni zamanda karisimin iletimi de saglanmaktadir. Bu yéntemle
literatlirde ibuprofen-nikotinamid (114), karbamazepin-sinnamik asit (115) ko-
kristalleri hazirlanmistir.

Sicak eriyik ekstriizyon yoéntemi: Ekstrizyon yonteminden farkl olarak

baslangic maddeleri erime derecelerinin Ustlinde isitilarak cihaza yliklenmektedir. Bu
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yontemle elde edilen ko-kristallere 6rnek olarak karbamazepin-nikotinamid (116) ve
ibuprofen-izonikotinamid (117) ko-kristalleri verilebilir.

Yiiksek pargalayicili yas graniilasyon yéntemi: Baglayici ve sivi igeren ortamda
baslangic maddelerinin toplanmasi ve olusan aglomeratlarin pargalayicida dagitiimasi
ile gerceklestirilen bir yontemdir. Literatiirde pirasetam-tartarik asit (118) ve
ivabradin hidrokloriir-mandelik asit (119) ko-kristalleri bu yontem ile hazirlanmistir.

Bulamag yéntemi: Etken maddenin ve ko-kristal maddesinin belirli bir sivida
olusturulmus slispansiyonunun belirli siire karistirilmasi ile gergeklestirilen bir ko-
kristal hazirlama teknigidir. Literatlirde meloksikam-asetilsalisik asit (120) ve
toluensilfonamid-trifenilfosfin oksit (121) ko-kristalleri bu yontem ile hazirlanmistir.

Yavas ucurma yéntemi: Etken madde ve ko-kristal maddesinin bir ¢ozlicl ya
da ¢Ozlicli karisiminda tamamen ¢ézinmesini takiben ¢ozliciiniin ortamdan yavasca
ugurularak ko-kristal c¢oOkeltilerinin elde edilmesi ile olusan bir ydntemdir.
Norfloksasin-izonikotinamid (122) ve flurbiprofen-nikotinamid (123) ko-kristalleri bu
yontem ile hazirlanmistir.

Piiskiirterek kurutma yodntemi: Etken maddenin ve ko-kristal maddesinin
¢0zlndugl ¢ozlclinin ani sekilde uguruldugu ko-kristal hazirlama yéntemidir. Bu
yontemle hazirlanan ko-kristallere 6rnek olarak karbamazepin-nikotinamid (124) ve
sulfadimidin-aminosalisilik asit (125) ko-kristalleri verilebilir.

Sogutma yéntemi: Etken madde ve ko-kristal maddesinin ¢éziinmus oldugu
¢Ozliciinin sogutulmasiyla ko-kristal elde edilmesi yontemidir. Bu ydntemle
hazirlanan ko-kristallere 6rnek olarak karbamazepin-nikotinamid (126) ve
agomelatin-sitrik asit (127) ko-kristalleri verilebilir.

Anti-¢6zliicii yontemi: Etken madde ve ko-kristal maddesinin ¢6zlinmis oldugu
¢Ozlicliye baska bir anti-¢ozlicl eklenmesiyle ko-kristallerin olusmasi esasina dayanan
bir yontemdir.

Siiperkritik sivi ekleme yontemi: Etken madde ve ko-kristal maddesini iceren
¢Ozlicliye stiperkritik karbondioksit eklenmesi ve karistirilmasi ile ko-kristal elde etme

yontemidir. Bu yontemle indometazin-sakkarin (128) ko-kristalleri hazirlanmistir.
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Siiperkritik anti-¢céziicii ekleme yéntemi: Etken madde, ko-kristal maddesi ve
anti-¢ozlcliniin  oldugu bilesime siiperkritik karbondioksit eklenmesiyle ko-
kristallerin ¢okturilmesi esasina dayal bir yontemdir. Bu yontemle hazirlanan ko-
kristallere 6rnek olarak naproksen-nikotinamid (129) ve diflunisal-nikotinamid (130)
ko-kristalleri verilebilir.

Siiperkritik ptisktirterek kurutma yéntemi: Superkritik karbondioksit icerisinde
¢Ozlindiridlmis etken madde ve ko-kristal maddesinin puskirterek kurutulmasi ile
stperkritik karbondioksitin uzaklastirilmasi esasina dayal ko-kristal olusturma
yontemidir. Bu yontemle teofilin-sakkarin ve teofilin-gentisik asit (131) ko-kristalleri

hazirlanmistir.

2.8. Keratakonus

Keratakonus ilk olarak 1854 yilinda Nottingham ve ark. (132) tarafindan
bulanik gors ile karakterize bir hastalik olarak tanimlanmistir. Keratokonus, stroma
yapisinda meydana gelen biyomekanik bozulmalar ile baglantili olarak korneanin
incelmesi ve sivrilesmesi ile olusan ilerleyici bir hastaliktir (Sekil 2.9.) (133, 134).
Korneada meydana gelen konik sekil bozuklugu sonucu hastalarin goris kalitesinde

onemli 6lclide diisiis yasanmaktadir (135).

Normal Goz Keratokonuslu Géz

Sekil 2.9. Normal goz ve keratokonuslu géziin sematik olarak gosterimi.
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Keratokonus genellikle ergenlik déneminde ortaya ¢ikar ve hastalik 30’lu
yaslarin ortasina kadar ilerlemesini slrdlirebilmektedir (136). Hastahgin genel
prevalansi ise yaklasik olarak her 2000 kiside 1 olarak tespit edilmistir (137).

Keratokonusun gorilme sikliginin yliksek olmasina karsin nadir hastalik olarak
kabul edilmektedir. Nadir hastalik, poplilasyonda siklikla gortlen diger hastaliklara
kiyasla daha disiik oranda goriilen hastaliklar olarak tanimlanmaktadir (138). Nadir
hastaliklar her ne kadar hastalik bazinda disiik oranda goriilse de hepsi birlikte
degerlendirildiginde toplumun énemli bir kisminda gortlmektedir. Bu oranin Avrupa
Ulkelerinde toplam popiilasyonun %5-8’i arasinda oldugu éngorilmektedir. Nadir
hastalik olarak kabul goren hastalik sayilarinda da bir netlik bulunmamaktadir.
Yaklasik olarak 5000-8000 arasinda nadir hastalik oldugu kabul edilmektedir (139).
Nadir hastalik taniminda ifade edilen digsiik oran farkh bolgelere gore degisiklik
gostermektedir. Avrupa Birligi icin EMA’nin kabul ettigi sinir her 2000 kiside 1 olmakla
birlikte Amerika Birlesik Devletleri icin FDA’nin kabul ettigi sinir ise her 200.000 kiside
1 olarak belirlenmistir. Bununla birlikte keratokonus gibi gortilme sikhgi yiksek olan
hastaliklar da nadir hastaliklar cercevesinde degerlendirilebilmektedir. Bu durumun
gerekgelendirilmesi ise ilacin satisi ise saglanacak gelirin, ilacin gelistirilmesinde
yapilan harcamalari karsilamamasi durumu ile yapilmaktadir. ilgili firmanin ilagtan
elde edecegi gelirin artirilmasi igin farkl imtiyazlar saglanmaktadir. Avrupa Birligi
Ulkelerinde gelistirilen ilaca 7 yillik Pazar imtiyazi taninmaktadir. Bu siire Amerika
Birlesik Devletlerinde 10 yila ¢itkmaktadir. Pazar imtiyazi ile gelistirilen ilaca patent
hakkindan bagimsiz olarak tekellesme hakki taninmaktadir. Bu stirede farkl firmalar
tarafindan gelistirilen ilaclar pazara ¢ikamamaktadir. Bu durumun istisnasi ise yeni
gelistirilen ilacin hedef hastaligin tedavinde basari oranini artirmasidir (138).

Kornea yapisinin mekanik stabilitesi temel olarak kolajen molekdllerinin yapisi
ve bu yapilarin yerlesimi tarafindan olusturulmaktadir. Bu yapi ve yerlesimlerin
dayaniklihgini ise ilgili yapilarin arasindaki capraz baglanmalar saglamaktadir.
Keratokonus sonucu olusan patolojik degisimlerin ilki korneal epitelinin bazal epitel
yogunlugunun azalmasi olarak belirtilmektedir (140, 141). Bazal membrandaki epitel

hiicrelerinin dejenerasyonu sonucu salinan proteolitik enzimler stromada bulunan
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kolajen liflerini pargalayarak korneanin biyomekanik glicinde azalmaya neden
olmaktadir (140, 142). Buna ilaveten, keratokonusta kolajen lamellar yapilarinin
kalinhiginin  degismemesine  karsin  bu vyapilarin  sayisinda azalma ve
konumlanmalarinda farklilik gézlenmektedir (143, 144). Bu yapilar arasindaki ¢apraz
baglarin sayisinin azalmasi sonucu lamellar yapilar birbiri Gzerinden kayarak korneada
incelmeye sebep olmaktadir (145, 146). Keratokonusun sebep oldugu bu farkliliklar

sonucunda korneanin biyomekanik yapisinda degisim olmaktadir.

2.8.1. Keratokonus Tedavisi

Keratokonus tedavisinde hastaligin evresine gore ¢esitli yaklasimlar olmakla
birlikte, genellikle hastahgin ilerleyisini durdurmak Uzere yogunlasiimaktadir.
Hastaligin ilk asamalarinda gozlik ve lens gibi girisimsel olmayan yontemler
uygulanirken, ilerlemis vakalarda derin anteriyor lamellar keratoplasti (DALK) gibi
cerrahi yontemlerle goris diizeltiimeye calisilir. Korneal kolajen ¢apraz baglama
(KKGB) yontemi son zamanlarda uygulanan etkin bir yontemdir (147). KKCB genellikle
daha cok hastaligin ilk asamalarinda kullanilirken, ilerlemis vakalarda hastaligin
ilerlemesini durdurmak igin tercih edilebilir (Sekil 2.10.).

Keratokonusta uygulanan tedavi yaklasimlari 6zet seklinde Tablo 2.4'te

verilmistir (148).

Korneal Capraz Baglama

Gozlik | YumusakLens |  Sert Lens DALK

SIDDETLI

invazif Yontemler
Cerrahi Midahaleler

invazif Olmayan Yontemler

Sekil 2.10. Keratokonusta uygulanan tedavi yontemlerinin sematik gosterimi.
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Tablo 2.4. Keratokonusta uygulanan tedavi yaklasimlari. (148).

Tedavi Tiirii Tedavi Ozellikleri

Gorece yeni ve olduk¢a umut vaat eden bir yontemdir,
keratokonusun ilerlemesini durdurma amaciyla
uygulanmaktadir.

Hastaligin erken donemlerinde goris diizeltmek igin
uygulanmaktadir.

ilerlemesi durmus keratokonus vakalarinda ve miyop
astigmat hastalarinda olumlu sonug veren bir yéntemdir.

Korneal Kolajen
Capraz Baglama

Kontakt Lens

intraokiiler Lens

Korneal Keratokonus sonucu yapisal bozulmaya ugramis korneanin
Transplantasyon yapisini degistirmek icin uygulanan yéntemdir.

Belirtilen tedavi yontemlerinin birlikte kullaniimasini ifade

Kombine Tedavi .
etmektedir.

Kontakt lensler keratokonustaki goris kaybini dizeltmede ilk secenek olarak
degerlendirilir (149). Fakat dogasi geregi hastalik surekli ilerlediginden gozlik ile
kontrol altina alinmasi zordur. Bu nedenle kontakt lensler keratokonusta daha siklikla
kullanilmaktadir. Bu lensler, yumusak kontankt lens ve gaz gecgirgen kontakt lens
olarak iki sinifta incelenebilir. Yumusak kontakt lensler kullanim kolayhgi ve diisik
maliyeti nedeniyle tercih edilmektedir (150). Ancak hastaligin ilerleyen asamalarinda
yumusak lensler gorisi dizeltebilmek icin yeterli gelmemekte ve sert lenslere gecis
yapilmaktadir. Her ne kadar sert lensler kullanimda rahatsizlik hissi verse de
sagladiklari diizglin optik ylizey sayesinde goriisii oldukca diizeltmektedir (151). Son
zamanlarda hibrit lensler Uzerinde c¢alisiilmaktadir. Bu lenslerin merkezi bolimu
gorlsl daha iyi diizeltmek amaciyla sert lensten olusurken dis kisimlari kullanim
rahatligi icin yumusak lensten meydana gelmektedir (152).

Keratoplasti, diger bir deyisle kornea nakli, hasarl korneanin cerrahi yéntemle
cikarilarak saglam kornea ile degistirilmesidir. Penetran keratoplasti (PK) keratokonus
tedavisinde standart bir yontemdir ve yeni gelistirilen DALK yonteminin kullaniimasi
glinimizde artmaktadir (153). PK yonteminde korneadaki tiim dokular ¢ikarilirken,
DALK tekniginde endotel ve “Descemet” tabakasi gozde birakilmaktadir (154). Bu
nedenle DALK yonteminde endotel reddi riski elimine edilerek immuinsiipresif ilaglara

daha az ihtiya¢ duyulmaktadir (155).
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2.8.2. Korneal Kolajen Capraz Baglama

Capraz baglama (“cross-linking”) terimi proteinler ya da bazi molekiller
arasinda olusan kimyasal koprileri ifade etmektedir. Yapilan arastirmalarda (156,
157) diyabet hastalarinda keratokonus siddetinin daha az oldugu ve bunun nedeninin
glikozilasyon aracili capraz baglanmanin stromal yapiyl giclendirmesi oldugu
bildirilmistir. Bu duruma benzer bir etki saglamak i¢in arastirmacilar UV isik ile aktive
olan ve capraz baglanmayi saglayan KKCB yontemini gelistirmistir (158, 159). Bu
yontemde, fotoduyarlilastirici (“photosensitizer”) bir madde olan riboflavin ve UVA
(Ultraviyole A) 15181 kullanilarak korneadaki kolajenlerin ¢apraz baglanma sayisinin
artirilmasi ve keratokonus sonucu bozulan kornea yapisinin mekanik stabilitesinin
geri kazanilmasi hedeflenmektedir.

Korneada normal fizyolojik kosullarda kolajen gapraz baglanmasi lizil oksidaz
enzimi ile gerceklesmektedir (160). KKCB yonteminde, fotoduyarlilastirici olarak
kullanilan riboflavin, uygulanan UVA 15181 absorbe ederek serbest radikaller
olusturmakta, bu radikaller dogal lizil oksidaz yolagini aktive etmektedir. Bunun yani
sira bir vitamin tirevi olan riboflavin (B2 vitamini) goziin endotel, lens ve retina
tabakasinin hasar almasini 6nlemektedir (159). Riboflavinin sudaki ¢ézlintrliginin
disiik olmasi sebebiyle calismalarda ve ticari preparatlarda genellikle riboflavin-5-
fosfat sodyum tuzu kullaniimaktadir.

Riboflavin baz, lipofilik yapida olup suda pratik olarak ¢6ziinmemektedir (0,14
mg/mL). Riboflavin-5-fosfat sodyum ise riboflavin’in tuz seklidir ve ¢6zinurlugu

artirlmistir (35,71 mg/mL) (161).
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Tip 1 Proses
Yavas

UVA — Substrat (S)
Isimi

RN
Singlet Triplet m

Durum Durum

Hidrojen Transferi —RbH+S —p S-S

" Transferi —>Rb+st —> SRb

0, —» HO,+S — S-S

Singlet
Oksijen
Molekdli

Sekil 2.11. UVA 15181 uygulanmasi sonucunda riboflavinin serbest radikal olusturma
mekanizmasinin  sematik gosterimi. (Raiskup ve ark. (162)dan
degistirilerek).

UVA 15181 uygulanmasi sonucunda riboflavinin meydana getirdigi fotokimyasal
reaksiyonlar tip 1 ve tip 2 olarak siniflandirilabilir (Sekil 2.11.). Tip 2 ortamdaki oksijen
varliginda gerceklesen hizli bir reaksiyondur. Tekli (singlet) oksijen molekill reaktif
yapida bir radikaldir ve kolajen yapilarinda bulunan karbonil gruplari ile reaksiyona
girer. Ortamdaki oksijen tlikendiginde ise tip 1 reaksiyonlari devreye girmektedir.
KKCB isleminde her iki proses de gérev almaktadir (163).

UVA 15181 uygulanmasi ile riboflavin tip 1 veya tip 2 reaksiyonlarini
gerceklestirerek kolajen lifler arasinda yeni capraz bag yapilari olusturmaktadir. Bu
nedenle stromal yapinin biyomekanik sertligi artirilarak keratokonus hastaliginin
ilerlemesi 6nlenmektedir. KKCB yontemi genellikle standart (“epi-off”) ve girisimsel

olmayan (“epi-on”) olarak iki farkl sekilde uygulanabilir.

Standart (“Epi-Off”) Yontem ile Korneal Kolajen Capraz Baglama
Dresden Protokoli olarak da isimlendirilen bu yontemde korneanin stroma
Uzerindeki epitel tabakasi cerrahi islem ile kazinarak uzaklastirilmaktadir. Bunun

nedeni, kullanilan riboflavin ¢o6zeltilerinin korneanin epitel tabakasi nedeniyle
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stromaya penetre olamamasidir (164). Bu islemde 6ncelikle géze topikal anestezik
damlatilir. Sonrasinda kornea epiteli 7-9 mm c¢apinda olacak sekilde kazinarak
kaldirilir. % 0,1’lik (a/h) riboflavin ¢ozeltisi goze 30 dakika boyunca her 2-5 dakikada
bir olmak tGizere damlatihir. Daha sonra 370 nm dalga boyunda ve 3mW/cm? (5.4
J/ecm?) yogunlukta UVA 15181 30 dakika uygulanir. UVA uygulamasi sirasinda her 2-5
dakikada bir riboflavin ¢ozeltisi damlatilmaya devam edilir (Sekil 2.12.).

Gozdeki epitel tabakasinin kazinmasi sonucu iritasyon olusumu, gérmede
bulanikhk gibi cesitli komplikasyonlar meydana gelmektedir. islem sonrasi gézde
olusacak agrinin 6nlenebilmesi icin sistemik analjezik ilaglar ve tekrar epitelizasyon
olana kadar antibiyotik ve kortikosteroidler kullaniimaktadir. Gérmede bulanikhligin

meydana geldigi durumlarda sert lenslerin kullaniimasi gerekebilmektedir (165).

ilk olarak gtizdeki epitel tabakasinin bir Riboflavin ¢ozeltisi her iki ila bes
kismi kaldinlarak Riboflavin g¢ozeltisinin dakikada bir olmak tzere géze damlatilir.

korneaya gegisi artirilr.

Kollajen lifleri arasindaki ¢apraz baglarin 30 dakika boyunca 3mW/cm? giigte 370
sayisi artirilarak stromanin biyomekanik nm dalga boyunda UV-A isini uygulanir.
saglamligi artinlmaktadir.

Sekil 2.12. Standart (“Epi-Off”) Yontem ile KKCB isleminin sematik olarak gosterimi.
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Girisimsel Olmayan (“Epi-On”) Yéntem ile Korneal Kolajen Capraz Baglama

KKCB’de standat yontem (“epi-off”) ile tedavi sonrasi hastalarda
komplikasyonlar meydana gelmesi, oftalmoloji alaninda ¢alisan hekimleri ve
arastirmacilari kornea epiteli uzaklastirilmadan (“epi-on”) bu islemin yapilmasi igin
arastirmalar yapmaya yonlendirmistir. Bu arastirmalar sonucunda i) mekanik, ii)
kimyasal (formulasyon) ve iii) iyontoforez yaklasimlari gelistirilmistir (163).

Mekanik yaklasimda epitelin tamaminin kaldirilmasi yerine epitelde kiguk
kesikler veya cukurlar agilarak riboflavinin gecisinin artiriimasi hedeflenmektedir.
Yapilan bir calismada Bowman tabakasi bozulmadan epitel tabakasinda kigulk
cukurlar acilmis bu sayede tiim epitelin kaldirilmasi ile olusabilecek yan etkilerin
azaltilarak iyilesmenin hizlandirildigi bildirilmistir (166). Hashemi ve ark. (136)
tarafindan yapilan bir calismada kornea epitelinde 2 mm genisliginde seritler agilarak
riboflavin uygulamasi yapilmis ve keratokonusun ilerlemesinin durduruldugu
bildirilmistir. Literatirde mekanik uygulamanin her zaman basaril sonuglar
vermedigini gésteren calismalar da vardir. Ornegin, Samaras ve ark. (167) domuz
kornea epitelinde kare seklinde parcalar olusturacak sekilde kesilmis ve riboflavin
uygulamasi ile UVA capraz baglama islemi gerceklestirmistir. Calismada bir diger
grupta domuz kornea epiteli tamamen uzaklastirildiktan sonra KKCB islemi yapiimistir
(standart tedavi). Arastirmacilar epiteli kare seklinde parcalara boéliinen grupta
riboflavinin homojen olarak dagilmamasi nedeniyle iyi sonuglar elde edilemedigini,
standart tedavinin daha hizli ve yliksek oranda iyilesme sagladigini belirtmistir.

Kimyasal yaklasimda riboflavinin  gbzle temas siresinin artirilmasi,
formilasyonda kullanilan maddeler ile epitelin permeasyonunun artirilmasi veya
riboflavin ¢ozeltisinin fizikokimyasal 6zelliklerinin degistirilmesi gibi ¢esitli yaklagimlar
kullanilmaktadir. Torricelli ve ark. (168), tavsan gozlerine % 0,02 benzalkonyum klorir
ve % 0,01 EDTA igeren riboflavin ¢ozeltisinin epitel uzaklastirlmadan uygulandiginda
standart yonteme gore biyomekanik sertligi (stiffness) artirdigini bildirmistir. Benzer
sekilde, Kissner ve ark. (169) % 0,02 benzalkonyum iceren riboflavin ¢ozeltisini epitel
uzaklastirilmadan tavsan gozlerine uygulamis ve bu sekilde riboflavinin korneal

epitelden gecisinin arttigini, stromada vyeterli sekilde biriktigini ve korneanin
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biyomekanik sertligini artirdigini tespit etmistir. Buna ilaveten, trometamol ve EDTA
iceren riboflavin formilasyonlarinin (170) ve vitamin E-TPGS (171) iceren riboflavin
formiilasyonlarinin epitel uzaklastirlmadan uygulandiklarinda keratokonusun
ilerleyisini durdurdugu gésterilmistir.

lyontoforez yaklasiminda iyonize ila¢c molekdllerinin dusiik bir elektrik akimi
yardimiyla korneadan gegisinin artirilmasi saglanmaktadir (172). Riboflavin negatif
yukld bir molekil oldugundan iyontoforez yontemine uygundur (163). Cassagne ve
ark. (173) yaptigi calismada 1mA akimda 5 dakika boyunca riboflavin ¢ozeltisini
iyontoforez yontemiyle tavsan gozlerine damlatarak UVA 15181 uygulamistir. Diger bir
grup tavsan gozlerine epitelin kazindigi standart yontem uygulanmistir. Her iki grup
karsilastirildiginda, iyontoforez uygulanan grubun stromasindaki riboflavin miktarinin
standart yontemle biriken miktarin yarisi oldugu, ancak biyomekanik incelemelerde
iki grup arasinda anlamli bir fark olmadigi, iyontoforez yonteminin etkili oldugu
bildirilmistir. Diger bir arastirmada (174), riboflavin ¢6zeltisi 1ImA akimda 5 dakika
boyunca iyontoforez yontemiyle tavsan gozlerine damlatihp UVA uygulandiginda,
standart yontem ile daha iyi sonuglar elde edildigi bildirilmistir. Calismada UVA
Isiginin gict 10 mW/cm?’ ye cikarildiginda, ayni akim ve sirede iyontoforez islemi
uygulanan grupta standart tedavi uygulanan gruba gore daha yiksek biyomekanik
degerler tespit edilmistir.

Literatlrdeki calismalar genel olarak degerlendirildiginde, riboflavinin kornea
epitelinden gegisinin mekanik, kimyasal veya iyontoforez yaklasimlari ile artirildig ve
biyomekanik sertligini iyilestirildigi ¢alismalara rastlanmaktadir. Ancak bu
yontemlerle riboflavinin korneadan gegisinin ve korneanin biyomekanik 6zelliklerin
iyilesmedigini gosteren calismalar da mevcuttur (175, 176). Bu nedenle klinikte hala

epitelin kazinarak uzaklastirildigi standat yéntem (“epi-off”) uygulanmaktadir.



2.9. Riboflavin ve Riboflavin-5-Fosfat Sodyum

2.9.1. Riboflavin’in Genel Ozellikleri
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Riboflavin sari-turuncu renkte serbest akis gosteren bir tozdur. Kimyasal

formuli Sekil 2.13.’de gosterilmektedir. B2 vitamini ve laktoflavin olarak da

isimlendirilmektedir. Vicutta flavin mononukleotid gibi karbonhidrat ve yaglarin

redoks reaksiyonlarinda gorev alan flavokoenzimlerin yapilarinin olusumunda rol

oynamaktadir. Riboflavin ve riboflavin-5-fosfat sodyum gibi tiirevleri gidalarda ve

gida takviyelerinde kullanildigi gibi renklendirici olarak da kullanilmaktadir.

Fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2.5.”de 6zetlenmistir (177).

0
HsC Ny -
HaC N \N/&O
HO
HO™ ™" "OH
OH

Sekil 2.13. Riboflavinin kimyasal formulu. (178)

Tablo 2.5. Riboflavinin fizikokimyasal 6zellikleri. (177)

IUPAC isimlendirmesi

7,8,-dimetil-10-[(2S,3S,4R)-2,3,4,5,-
tetrahidroksipentil]benzo[g] pteridin-2,4(3H,10H)-

dion
Sinonimleri Vitamin B2, laktoflavin
CAS No 83-88-5
Kapali Formul C17H20N406
Molekul Agirligi 376,37 g/mol
Erime Derecesi 280°C

Cozundrlak

Suda: 0,07-0,16 g/L
Etanolde, eterde, asetonda ve kloroformda pratik
olarak ¢ozlinmez.
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2.9.2. Riboflavin-5-Fosfat Sodyum’un Genel Ozellikleri

Riboflavin-5-fosfat sodyum turuncu renkli bir tozdur. Kimyasal formali Sekil
2.14.de verilmistir. Kullanim alanlari Riboflavin ile benzerdir. Sudaki ¢éztnurlGgiiniin
ylksek olmasi sebebiyle ticari preparatlarda bu sekli kullanilmaktadir. Fizikokimyasal

ozellikleri Tablo 2.6.”da 6zetlenmistir (177) .

0O
Me N\ NH
Me N~ N ’&o
HO
0 “OH
HO-P=0 OH
ONa

Sekil 2.14. Riboflavin-5-Fosfat Sodyum’un kimyasal formuli. (178)

Tablo 2.6. Riboflavin-5-fosfat sodyum’un fizikokimyasal 6zellikleri. (177)

Sodyum([(2S,3R,4R)-5-(7,8-dimethyl-2,4-
dioksobenzo[g]pteridin-10-yl)-2,3,4-
trihidroksipentil]lhidrojen fosfat

IUPAC isimlendirmesi

Sinonimleri Riboflavin sodyum fosfat
CAS No 130-40-5
Kapali Formulu Ci17H22N409PNa
Molekil Agirligi 478,33 g/mol
Erime Derecesi 249-253°C
Suda: 37 g/L

Cozundrlak

Etanolde ¢ok az ¢ozlinlir, eterde, asetonda ve
kloroformda pratik olarak ¢6ziinmez.




39

3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Biyolojik Maddeler, Cihazlar ve

Yazilimlar

3.1.1. Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Maddeler

Madde
2-Propanol
Asetonitril
Compritol ATO
Cremophor EL
Dekstroz
Diklorometan
Diyaliz Membrani
DMEM-F12
DMSO

EDTA

Etanol

Etil Asetat

FBS

Formik Asit
Gelucire 44/14
Kalsiyum Klorlr
Mannitol
MedioCROSS D
MedioCROSS TE
Metanol
Miglyol 812
MTT
Nikotinamid

N-N-Dimetil formamid

Marka

Merck, Almanya
Sigma, ABD
Gattefossé, Fransa
Sigma, ABD
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, ABD
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, ABD
Sigma, ABD
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Gattefossé, Fransa
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Avedro, ABD
Avedro, ABD
Sigma, ABD

IOl Chemicals, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, ABD

Merck, Almanya



Penisilin-Streptomisin
Pluronic F-127

Potasyum Fosfat
Riboflavin
Riboflavin-5-fosfat sodyum
Sodyum Asetat

Sodyum Hidroksit
Stearilamin

Transcutol P

Trehaloz

Tripsin-EDTA

3.1.2. Kullanilan Cihaz ve Yazilimlar

Cihaz/Yazilim

Bilyeli Degirmen

Cok noktali manyetik karistirici
Doku analiz cihazi

DSC cihazi

Ex-vivo gecis calismasi

FTIR cihazi

Hassas terazi

Homojenizator

HPLC cihazi

Isitictl manyetik karistirici
inkiibator

istatistik Yazihimi

Kornea capraz baglama cihazi
Laminar hava akimli kiltir kabini

Liyofilizator

Merck, Almanya
Sigma, ABD
Merck, Almanya
Sigma, ABD
Sigma, ABD
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, ABD
Gattefossé, Fransa
Merck, Almanya

Lonza, isvigre

Marka/Program Adi

Retsch, Almanya

Variomag Telesystem, Almanya
Stable Micro Systems, ingiltere
TA Instruments, ABD
Warner-Instruments, ABD
Perkin Elmer FTIR System
Spectrum BX, ABD

Mettler Toledo, isvicre

Ultra Turrax T-18 IKA, Almanya
Agilent 1200/ ABD

IKA, Almanya

Sanyo, Japonya

Minitab 16

CCL Vario, isvicre

Faster, italya

Hirayama, Japonya
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Mikropipetler

Partikll buyuklGgl ve zeta potansiyeli
Ol¢lim cihazi

Rotavapor

Santrifiij aleti

Termostatli yatay ¢alkalayici
Ultra saf su cihazi
Ultrasonikator cihazi

UV spektrofotometre
Vizkometre

Vorteks

XRD cihazi

3.2. Analitik Metod Validasyonlari

3.2.1. Riboflavin Miktar Tayini
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Eppendorf, Almanya

Malvern Instruments, ingiltere

IKA, Almanya

Hermle Z383K, Almanya
Memmert, Almanya
Millipore, ABD

Bandelin, Almanya
Shimadzu, Japonya
Brookfield DV2R-RV, Kanada
IKA, Almanya

Malvern Pananalytical, ingiltere

Tez ¢alismalarinda riboflavin miktar tayini icin HPLC yontemi kullaniimis ve

kromatografik kosullar Tablo 3.1.”de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Riboflavin’in HPLC ile miktar tayininde kullanilan kromatografik kosullar.

(179)
Mobil Faz Asetat Tamponu (Sodyum asetat/CaCl,/EDTA): Metanol
Enjeksiyon hacmi 20 uL
Akis hizi 1 mL.dk*
Dedektor Floresan
Dalga boyu Eksitasyon:420 nm/ Emisyon: 530 hm
Kolon C8
Sicaklik 23 °C
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3.2.2. Riboflavin’in Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analizi yapilacak maddenin tayininde
kullanilacak olan analitik yontemin belirlenen kosullarda dogru, o6zgil ve
tekrarlanabilir oldugunu garanti etmek igin uygulanan islemdir (180). HPLC
metodunun degerlendiriimesinde asagidaki parametreler incelenmis ve sonuclar
istatiksel olarak yorumlanmustir:

e Dogrusallk

e Dogruluk

e Kesinlik

e Gunlerarasi tekrarlanabilirlik

e Duyarlilik

e Stabilite (180)

Dogrusallik (“Linearity”)

Dogrusallik, bir analitik ydontemin belirli bir aralikta, analizi yapilan maddenin
konsantrasyonu ile deney sonuclarinin dogrudan orantili olmasini saglama 6zelligidir
(180). Analiz sonucunda, ¢ozeltilerin konsantrasyona karsi elde edilen pik alanlari
kullanilarak dogru denklemi hesaplanmis ve korelasyon katsayisinin 6nem kontroli

yapilmistir.

Dogruluk (“Accuracy”)
Analitik yontem ile bulunan deney sonuglarinin gergek degerlere olan yakinligi
belirlenmistir. Kullanilan yontemin dogrulugunun degerlendirilmesi igin hazirlanan

stok ¢ozeltiden % geri kazanilan degerler hesaplanmistir (180).

Kesinlik (“Precision”)
Bir yontemin birbirini takip eden &lcimleri arasindaki yakinhgin derecesini
ifade eden kesinlik parametresi standart sapma (SS) veya varyasyon katsayisiyla (VK)

ifade edilir. Kesinlik, normal calisma kosullarinda analitik yontemin tekrar edilebilirlik
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(repeatability) veya tekrar elde edilebilirlik (reproducubility) derecesinin bir
gostergesidir (180).

Tekrarlanabilirlik (“Repeatability”)

Yontemin tekrarlanabilirligini gostermek amaciyla ayni konsantrasyonda
hazirlanan 6rnek arka arkaya 6 kez uygulanarak elde edilen pik alanlarinin X, SS ve VK

degerleri hesaplanmistir. (180).

Ozgiilliik (“Specifity”)
Ozgiillik, bir analitik ydntemin amaglanan maddeyi spesifik olarak tayin

edilebilmesidir (180).

Duyarhlik (“Sensitivity”)

i) Miktar Tayini Sinir1 (Limit of Quantitation, LOQ)

Analitik yontemin belirlenen sartlarda, analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir kesinlik ve dogruluk ile kantitatif olarak tayin edilebildigi en disuk
konsantrasyon olarak tanimlanir. Bu deger, sinyal:glirtlti oraninin 10:1 oldugu
konsantrasyon ile ifade edilmektedir (180).

ii) Saptama Siniri (Limit of Detection, LOD)

Analizi yapilan maddenin kalitatif olarak saptanabildigi en dislik
konsantrasyondur. Bu deger, sinyal:glrilti oraninin 3:1 oldugu konsantrasyon ile

ifade edilmektedir (180).

Stabilite
Riboflavin’in deneyler siresince stabil kaldiginin gésterilmesi amaciyla 2,5
pug/mL konsantrasyonda 3 seri olmak lzere ¢ozeltiler hazirlanmis ve 6rnekler hemen, 24. ve

48. saatlerde analiz edilmistir.
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3.2.3. Riboflavin-5-Fosfat Sodyum Miktar Tayini

Tez ¢calismalarinda riboflavin-5-fosfat sodyum miktar tayini icin HPLC yontemi

kullanilmis ve kromatografik kosullar Tablo 3.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.2. Riboflavin-5-fosfat sodyumun HPLC ile miktar tayininde kullanilan
kromatografik kosullar. (181)

Mobil Faz Fosfat Tamponu (KH2PO4):Metanol (77,5:22,5)
Enjeksiyon hacmi 50 pL
Akis hizi 0,9 mL.dk*
Dedektor Floresan
Dalga boyu Eksitasyon:440 nm/ Emisyon: 530 nm
Kolon L1
Sicakhk 25°C

3.2.4. Riboflavin-5-Fosfat Sodyum’un Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analizi yapilacak maddenin tayininde
kullanilacak olan analitik yontemin belirlenen kosullarda dogru, 0Ozgil ve
tekrarlanabilir oldugunu garanti etmek icin uygulanan islemdir (180). HPLC
metodunun degerlendiriimesinde asagidaki parametreler incelenmis ve sonuclar
istatiksel olarak yorumlanmustir:

o Dogrusallik

e Dogruluk

e Kesinlik

e Gunlerarasi tekrarlanabilirlik

e Duyarlihk

e Stabilite (180)

Riboflavin-5-fosfat sodyum’un analitik validasyon parametreleri icin yapilan
calismalar riboflavin icin yukarida (Bolim 3.2.1.) verilen calismalarla ayni sekilde

gerceklestirilmistir.
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3.2.5. Dokudan Riboflavin ve Riboflavin-5-Fosfat Sodyum Miktar Tayini

in vivo calismalarda kornea dokusundan riboflavin ve riboflavin-5-fosfat
sodyum miktar tayini i¢cin LC-MS yontemi kullaniimistir ve kromatografik kosullar
Tablo 3.3'de 6zetlenmistir. Bu amagla Q-TOF LC/MS (Agilent Technologies, ABD)

cihazi kullanilmistir.

Tablo 3.3. Riboflavin ve riboflavin-5-fosfat sodyum’un LC/MS ile miktar tayininde
kullanilan kromatografik kosullar. (182)

Mobil Faz %0,1 Formik Asit / Asetonitril (Gradient)
Kullanilan kolon ACE5 AQ 150x3.0mm

Akis hizi 0.6 mL.dk*

Dedektor Q-TOF

Nitrojen gazi akisi 14 L/dk

Kapiller Voltaj 1500 V pozitif, 1250 V negatif
Koni Voltaji 500 V

Kaynak sicaligi 250°C

Desolvasyon sicaklngi 350°C

Ekstraktor voltaji 400V

lyon tarama aralig m/z 100 - 500

3.3. Riboflavin veya Riboflavin-5-Fosfat Sodyum igeren Formiilasyonlarin

Gelistirilmesi
3.3.1. Riboflavin iceren Farmasoétik Ko-Kristallerin Hazirlanmasi

Riboflavin’in ¢ozlintrliglii hem suda hem de organik ¢ozicilerde oldukca
disik oldugundan (183), 6ncelikle ko-kristal hazirlanmasinda ¢ozinirlik kontroli
gorsel olarak gergeklestirilmistir (184). Bunun igin riboflavinin belirlenen ¢6zlicl ve
¢Ozlicl karisimlarinda ¢ozinirlik kontroli amaci ile 40 mg riboflavin veya ko-kristal
yapici madde, 20 mL ¢o6zlici veya ¢ozlcl karisimina eklenerek gorsel olarak

incelenmistir.
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Ko-kristallerin hazirlanmasinda yapilan 6n denemeler sonunda, i) ¢ozici
yardimi ile birlikte ugurma yontemi (109) ve ii) birlikte karistirma yontemi (185) nin
kullanilmasina karar verilmistir.

Coziicii yardimi ile birlikte u¢urma yoéntemi

Bu yontemde riboflavin ve ko-kristal yapici maddenin bir c¢ozicide
¢Ozlldiikten sonra ¢ozliclinin ugurulmasi ile her iki maddenin birlikte ¢oktirilmesi
gerceklestirilmistir (109). Yapilan 6n denemeler sonucunda bu yontemde ¢ozici
olarak DMSQO’nun kullanilmasina karar verilmistir.

Bu yontem icin; 1 birim mol riboflavin ve 1 veya 2 birim mol nikotinamid,

1 birim mol riboflavin ve 1 veya 2 birim mol mannitol,

1 birim mol riboflavin ve 1 birim mol dekstroz,

1 birim mol riboflavin ve 1 birim mol trehaloz,

birlikte DMSO’da ¢6zlilmiis ve vakum altinda 50°C'de Isitma veya
liyofilizatoérde dondurarak kurutma yontemi ile DMSO’nun u¢masi saglanmistir.

Birlikte karistirma yéntemi

Bu yontem igin; 1 birim mol riboflavin ve 1 birim mol nikotinamid,

1 birim mol riboflavin ve 1 birim mol mannitol,

havanda veya bilyeli degirmende yardimci ¢dziici kullanimi (etanol — metanol)
da denenerek birlikte karistirma islemi yapilmigtir (185).

Ko-kristal hazirlanmasi icin yapilan denemeler icin detayl bilgi Tablo 3.4.’de
sunulmustur. Daha sonra hazirlanan ko-kristal formilasyonlarinin kontrolleri DSC,

XRD ve FTIR analizleri ile yapilmistir.
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in Vitro Lipofilisite Degerlendirme Calismasi

Hazirlanan ko-kristal formilasyonlarinin in vitro lipofilisitelerinin tespit
edilmesi i¢in oktanol:su karisimindaki dagihm yizdeleri hesaplanmistir (186). Bunun
icin, hazirlanan ko-kristal formulasyonlari 5 mg/100 mL olacak sekilde PBS igerisinde
¢OzlilmUstlr. Bu ¢ozeltilerden 5’er mL alinarak Gstiine 5 mL 1-oktanol eklenmis ve 30
dk yatay calkalayicida ve sonra 1 saat boyunca ultrasonik banyoda karistiriimistir.
Ornekler 1 gece dinlendirildikten sonra PBS béliimii alinarak ve mobil fazla 10 kat

seyreltilerek HPLC'de analiz edilmistir.

3.3.2. Riboflavin veya Riboflavin-5-Fosfat Sodyum igeren Hidrofilik Jel

Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Bu tez calismasinda sicakliga bagh olarak (termosensitif) in situ jellesme
gosterecek olan hidrofilik jel formilasyonlari hazirlanarak, riboflavin veya riboflavin-
5-fosfat sodyum tuzunun kornea yizeyinde kalis siresinin uzatilmasi ile korneaya
penetrasyonunun artirilmasi hedeflenmistir. Ayrica bu formiilasyonlara penetrasyon
artirici ilavesinin korneal penetrasyon Uzerine etkisi de incelenecektir. Termosensitif
polimer olarak okiler alanda siklikla kullanilan Pluronic F-127 polimeri segilmistir

(187).

Pluronic F-127 polimeri ile hidrofilik jel formuilasyonlarinin hazirlanmasi igin
soguk yontem (“cold method”) kullanilmistir (188). Bunun icin literatlirde Pluronic F-
127 igin verilen % 15, 18 veya 20 (a/h) konsantrasyon degeri kullanilarak jel
formulasyonlari hazirlanmistir. Bolim 4.3.1’de belirtildigi izere jellesme sicakliklari
bulgularinin  degerlendirilmesinin  ardindan formilasyonlarda % 18 (a/h)
konsantrasyonda Pluronic F-127 kullanilmasina karar verilmistir. Formilasyon
bilesenleri Tablo 3.5’te sunulmustur. Hazirlama asamasinda Pluronic F-127 polimeri
distile su icinde gece boyunca +4°C'de manyetik karistiricida karistiriimistir.
Sonrasinda bu karisima riboflavin (% 0.1, a/h) veya riboflavin-5-fosfat sodyum (% 0.1,

a/h), sodyum klorir (% 0.7, a/h), benzalkonyum klorir (% 0.01, a/h) veya Transcutol
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P (% 0.1, a/h) eklenerek 30 dakika daha +4°C’de karistiriimasi saglanmistir. Elde edilen
formulasyonlar kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.
Hazirlanan formilasyonlar;
e Riboflavin ve permeasyon artirici (Transcutol P) iceren hidrofilik jel
formilasyonlari (BHJ-TP)
e Riboflavin iceren, permeasyon artirici (Transcutol P) icermeyen
hidrofilik jel formilasyonlari (BHJ)
e Riboflavin-5-fosfat sodyum ve permeasyon artirici (Transcutol P)
iceren hidrofilik jel formilasyonlari (THJ-TP)
e Riboflavin-5-fosfat sodyum iceren permeasyon artirici (Transcutol P)
icermeyen hidrofilik jel formilasyonlari (THJ)

olarak siralanabilir.

Tablo 3.5. Riboflavin ve riboflavin-5-Fosfat sodyum igeren hidrofilik jel
formulasyonlarinin bilesenleri.

Kod Riboflavin  Riboflavin-5-fosfat Pluronic NaCl  Benzalkonyum Transcutol Su
(%) sodyum (%) F-127 (%) (%) kloriir (%) P (%) (mL)

BHJ 0.1 - 18 0.7 0.01 - 25

BHJ-TP 0.1 . 18 0.7 0.01 0.1 25

TH) : 0.1 18 0.7 0.01 : 25

THI-TP _ 0.1 18 0.7 0.01 0.1 25

Hidrofilik Jel Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

Jellesme Sicakhigi Tayini

Riboflavin veya riboflavin-5-fosfat sodyum iceren termosensitif hidrofilik
jellerin jellesme sicakhiginin tespit edilmesi icin (n=3), jel formilasyonlari, su banyosu
icerisine yerlestirilmis ve manyetik karistirici ile stirekli karistirilarak termometre
kontroliinde sicakhgl yikseltiimis, manyetik karistirici cubugunun dénmemeye
basladigi sicaklik derecesi sol-jel gecis sicakhgl olarak tespit edilmeye calisiimistir
(189). Ancak bu yontem ile tekararlanabilir sonuclar elde edilemedigi icin diger bir

gecerli metod olan tlip cevirme (“tube inversion”) yontemi kullanilmistir (190). Bu
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yontemde tiip icindeki jel formtlasyonlari su banyosu icerisine yerlestirilmis ve artan
sicakhk ile birlikte tlip ters gevriliginde iceriginin sabit sekilde akmadan kaldigi sicaklik
derecesi sol-jel gecis sicakligl olarak belirlenmistir.

Viskozite Tayini

Riboflavin veya riboflavin-5-fosfat sodyum iceren termosensitif hidrofilik jel
formulasyonlarinin (n=3) viskozite 6l¢timleri 37 °C’de, Brookfield Viskometresi (DV2T-
RV) ve CP52 spindle kullanilarak yapiimistir. Tespit edilen viskozite (cP) degerleri
sicakhga (°C) karsi grafige gecirilmistir.

In-vitro Salim Calismalari

Riboflavin veya riboflavin-5-fosfat sodyum iceren termosensitif jel
formulasyonlari igin in vitro salim deneyleri (n=3) “Diyaliz Torbasi Yo&ntemi”
kullanilarak gergeklestirilmistir (191). Salim ortami olarak PBS pH 7.4 kullanilmistir.
Cahsmalarda termosensitif jel formilasyonlarindan 1 mL alinarak diyaliz zari (MW
14000 Cut off) icerisine (~8 cm? diyaliz alani) yerlestirilmistir. Bu sistem, 10 mL pH 7,4
PBS tamponu iceren kapakli falkon tiip icerisine alinip 3212 °C'de 50 rpm hizla
calismakta olan yatay c¢alkalayiciya yerlestirilmistir. 0.5, 1, 2, 3, 6, 18 ve 24. saatlerde
alinan salim érneklerinden HPLC analizi ile riboflavin veya riboflavin-5-fosfat sodyum
tayin edilmistir. Her bir 6rnek alim zamaninda dis hacim tamamen alinarak yerine taze
pH 7,4 PBS tamponu eklenmistir (Sekil 3.1.).

Hidrofilik jel formilasyonlarindan etken maddelerin in vitro salim profillerini

karsilastirmak igin benzerlik faktorleri (f2) hesaplanmistir (192).
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Yatay calkalayicida 24
saat salim galismalari
ger(;eklest|r|lm|§t|r

1 mL alinarak diyaliz
membranina yerlestilmistir.
Tupe 10 mL PBS eklenmistir.

>

Hidrojel Formulasyonu

Sekil 3.1. Riboflavin veya riboflavin-5-fosfat sodyum iceren termosensitif jel
formulasyonlarinin in vitro salim deneylerinin sematik gosterimi.

3.3.3. Riboflavin veya Riboflavin-5-Fosfat Sodyum iceren Nanoyapilh Lipid

Tastyici (NLT) Formilasyonlarinin Hazirlanmasi

Riboflavin veya riboflavin-5-fosfat sodyum iceren ve 3 farkh 6zellikte NLT
formiilasyonlari eriyik emilsifikasyon yonteminin modifiye edilmesi (193, 194) ile
hazirlanmistir (Tablo 3.6.).

Riboflavin igeren NLT formtilasyonlari:

e Riboflaviniceren, katyonik madde veya penetrasyon artirici icermeyen
formulasyon (RBN)

e Riboflavin ve penetrasyon artirici (Transcutol P) iceren formilasyon
(RBTP)

e Riboflavin ve katyonik madde (Stearilamin) iceren formtilasyon (RB+ )

Riboflavin-5-fosfat sodyum iceren NLT formiilasyonlari:

e Riboflavin-5-fosfat sodyum iceren, katyonik madde veya penetrasyon
artirici icermeyen formilasyon (RTN)

e Riboflavin-5-fosfat sodyum ve penetrasyon artirici (Transcutol P)
iceren formulasyon (RTTP)

e Riboflavin-5-fosfat sodyum ve katyonik madde (Stearilamin) iceren

formulasyon (RT+)
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Tablo 3.6. Riboflavin veya riboflavin-5-fosfat sodyum iceren NLT formilasyonlarinin
bilesenleri ve oranlari.

Kod RBN RBTP RB+ RTN RTTP RT+
Riboflavin (%) (YF) 0,2 0,2 0,2 - - -
Riboflavin-5-fosfat sodyum (%) (SF) - - - 0,2 0,2 0,2
“Compritol ATO” (%) (YF) 4 4 4 4 4 4
“Gelucire 44/14” (%) (YF) 4 4 4 4 4 4
“Miglyol 812" (%) (YF) 2 2 2 2 2 2
“Cremophor EL” (%) (SF) (YAM) 2 2 2 2 2 2
“Transcutol P” (%) (SF) - 0,4 - - 0,4 -
Stearilamin (%) (YF) - - 0,2 - - 0,2
Su (mL) (SF) 25 25 25 25 25 25

YF: Yag Fazi, SF: Su Fazi, YAM: Yizey Aktif Madde

Riboflavin veya riboflavin-5-fosfat sodyum igceren NLT formilasyonlarinin
hazirlanmasiigin, 0,5 g “Cremophor EL” 25 mL su icerisine eklenip karistirilarak su fazi
olusturulmustur (riboflavin-5-fosfat sodyum ve/veya “Transcutol P”iceren gruplarda
bu madde/maddeler su fazina eklenmistir). Su fazi su banyosunda 85 °C’ye isitilmistir.
Yag fazi icin, 1 g “Compritol ato 888”, 1 g “Gelucire 44/14” ve 0,5 g “Miglyol” ayri
beherde karistirlmistir (riboflavin ve/veya stearilamin iceren gruplarda bu
madde/maddeler yag fazina eklenmistir). Hazirlanan yag fazi da su banyosunda 85
°C'ye getirilmistir. Son olarak su banyosunda yag fazi su fazina damla damla ilave
edilerek 600 rpm’de manyetik karistiricida 1 dakika karistirilarak kaba emdiilsiyon
olusturulmustur. Hazirlanan kaba emiilsiyon dnce 85°C’de Ultra-Turrax yardimiile 10
dakika 11000 rpm’de homojenize edilmistir. Bu islemden sonra karisima tekrar oda
sicakhginda 15 dakika %10 glicte ultrasonikasyon uygulanmistir. Hazirlanan
emilsiyon buz banyosuna alinarak ve sicakliginin aniden 0°C’ye diismesi saglanarak

NLT’lerin ¢okmesi saglanmistir (Sekil 3.2.).
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» Su » Compritol Ato @
» Cremophor EL » Gelucire
> Riboflavin-5- > Miglyol Su fazi lizerine yag
Fosfat Sodyum » Riboflavin faz1 600 rpm’de
; (; manyetik karistirici
b ‘ § kullanilarak 1 dakika
AL boyunca

karigtirlmistir.

=y =

Beherler sicak su banyosuna alinarak
85°C’ye gelene kadar karistiriimistir.

<l

Aniden 0°C’ye getirilerek yag
damlaciklarinin kati seklinde
¢Okmesi saglanmistir.

15 dk. boyunca oda
sicakliginda %10 gilicte
ultrasonikasyona maruz
birakilmistir.

10 dk. boyunca 85°C
su banyosunda 11000
rpm’de Ultraturrax ile
homojenize edilmistir.

Sekil 3.2. NLT Formilasyonlarinin hazirlanmasinin sematik gésterimi.

Riboflavin veya Riboflavin-5-Fosfat Sodyum igeren Nanoyapih Lipid Tastyici

Formiilasyonlarinin Gelistirilmesinde Faktoriyel Tasarim Calismalari

NLT hazirlama yonteminin genel cergevesi belirlendikten sonra optimum
formilasyonun bulunmasi icin faktoriyel tasarim calismalari gerceklestirilmistir.
Calismada faktoriyel tasarim 22 olacak sekilde, 6 farkli grup ve toplamda 24 ayri
formilasyon olarak gergeklestirilmistir (Tablo 3.7.) (tiim formiilasyonlar n=3 olacak
sekilde calisiimis ve 72 adet formilasyon hazirlanmistir). Bu tasarimin nedeni 2 ayri
etken madde ve 3 farkl (notr, pozitif yikli veya Transcutol P iceren) oOzellikte

nanopartikil hazirlanmasidir (Tablo 3.8.).
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Tablo 3.7. Faktoriyel tasarim galismalari.

Yag Fazi Miktari YAM Miktari
Yiiksek %20 %4
Diisuik %10 %2

Tablo 3.8. Faktoriyel tasarim calismalarinda hazirlanan NLT gruplari.

Etken madde Notr Penetrasyon Artirici iceren  Stearilamin igeren

Riboflavin RBN RBTP RB+

Riboflavin-5 fosfat

RTN RTTP RT+
sodyum

Hazirlanan 6 NLT grubundan partikiil buyGkliga ve PDI degeri acisindan uygun
bulunan formilasyonlar secilerek in vitro salim, ARPE-19 ile hiicre kiltlri ve ex vivo

calismalara alinmistir.

Riboflavin veya Riboflavin-5-Fosfat Sodyum iceren Nanoyapili Lipid Tasiyici

Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

Morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi

Hazirlanan NLT formilasyonlarinin sekilleri ve ylzey o6zellikleri Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. SEM analizinde nanopartikiller karbon
grid Uzerine tespit edilmis ve Au-Pd kaplama ile kaplanarak SEM fotograflari
cekilmistir (195).

Partikdl biiyiikligi ve zeta potansiyel 6l¢iimii

NLT lerin partikil blyUklGgu ve zeta potansiyel dlgiimleri icin Malvern Zeta
Sizer Nano Series, Nano ZS aleti kullanilmistir. Liyofilizasyondan 6nce ve sonra elde
edilen nanopartikiller distile suda siispande edildikten sonra 6l¢im (n=3) yapilmistir.

ilag Yiikleme Etkinligi

Formilasyonlarin ilag yikleme etkinligi (“drug loading”) calismalariicin 10 mg
liyofilize NLT formilasyonundan (n=3) 10 mg tartiimis ve 15 mL’lik santrifij tiplerine
aktarilmistir. Bu tlplerin Uzerine 5 mL metanol eklenmis ve 2’ser dakika

vortekslenmistir. Daha sonra elde edilen karisim 1 dk %10 giicte ultrasonikasyona tabi
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tutulmustur. Son karisim 1’e 10 oraninda tampon ile seyreltilerek numunelerdeki
etken madde miktarlari HPLC ile tayin edilmistir.

in Vitro Salim Calismalari

Riboflavin veya riboflavin-5-fosfat sodyum iceren NLT formilasyonlari igin in
vitro salim deneyleri (n=3) “Diyaliz Torbasi Yontemi” kullanilarak gergeklestirilmistir
(191). Bunun igin, 10 mg liyofilize formilasyon (n=3) tartilmis ve 1 mL pH 7,4 PBS'te
disperse edilerek diyaliz membranina (MW 14000 cut off) yerlestirilmistir. Hazirlanan
bu sistem 10 mL PBS 7,4 iceren 15 mL’lik santrifiij tiplerine alinmis ve 32+2 °C'de 50
rpm hizla calismakta olan yatay ¢alkalayiciya yerlestirilmistir. 0.5, 1, 2, 3, 6, 18 ve 24.
saatlerde alinan salim 6rneklerinden HPLC analizi ile riboflavin veya riboflavin-5-
fosfat sodyum tayin edilmistir. Her bir 6rnek alim zamaninda dis hacim tamamen
alinarak yerine taze pH 7,4 PBS tamponu eklenmistir.

NLT formilasyonlarindan etken maddelerin in vitro salim profillerini

karsilastirmak igin benzerlik faktorleri (f2) hesaplanmistir (192).
Formiilasyonlarin Belirlenmesi ve Sterilizasyonu

On formiilasyon calismalari sirasinda elde edilen sonuglar gbéz éniinde
bulundurularak:
- FTIR, DSC ve XRD sonuglari ile ko-kristal olusumu tespit edilmis 1R1N ve
1R1M kodlu formilasyonlar
- BHJ, BHJ-TP, THJ ve THJ-TP kodlu hidrofilik jel formUlasyonlari
- %10 Yag fazi ve %2 siirfaktan iceren RBN, RBTP, RB+, RTN, RTTP ve RT+
kodlu NLT formilasyonlari
daha ileri galismalar (ex vivo permeasyon ve in vivo) igin belirlenmistir. Belirlenen

formilasyonlarin kodlari ve 6zellikleri Tablo 3.9.” da sunulmustur.
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Tablo 3.9. ileri calismalar igin secilen formiilasyonlar.

Forzrl:z?on Kodu | Agiklama
o el 1R1N 1 birim mol riboflavin ve 1 birim mol nikotinamid'den olusan ko-kristal
1R1IM |1 birim mol riboflavin ve 1 birim mol mannitol'den olusan ko-kristal
BHJ Riboflavin igeren hidrofilik jel
. - BHJ-TP | Riboflavin ve trasncutol P igeren hidrofilik jel
Hidrofilik Jel
THJ Riboflavin-5-fosfat sodyum igeren hidrofilik jel
THIJ-TP | Riboflavin-5-fosfat sodyum ve transcutol P igeren hidrofilik jel
RBN Riboflavin igeren nétr nanolipid yapili tasiyici
RBTP Riboflavin ve transcutol P iceren nanolipid yapih tasiyici
Nanolipid RB+ Riboflavin ve stearilamin igeren nanolipid yapil tasiyici
Yapili Tagiyici | RTN Riboflavin-5-fosfat sodyum igeren nanolipid yapih tasiyici
RTTP Riboflavin-5-fosfat sodyum ve transcutol P iceren nanolipid yapili tasiyici
RT+ Riboflavin-5-fosfat sodyum ve stearilamin iceren nanolipid yapili tasiyici

Yukarida kodlari belirtilen, segilen formilasyonlardan farmasotik ko-kristal,
hidrofilik jel ve NLT formilasyonlarinin sterilizasyonu “filtrasyon” teknigi ile
gerceklestirilmistir (196). Bunun icin, aseptik ortamda laminar hava kabini icinde ko-
kristal, hidrofilik jel (+4 C'de ¢ozelti formunda ) ve NLT formiilasyonlari, 0.22 um lik
steril filtrelerden stzilerek steril hale getirilmistir.

Sterilizasyon kontroli icin formilasyonlar steril distile suda 24 saat inkiibe
edilmis daha sonra 1 ml Ornek alinarak sivi tiyoglikolat ve triptik soy buyyon
besiyerlerine ekilmistir. 24 saat sonra tlplerdeki sivilardan 1’er mL alinarak treme
kontroli icin P.aeuroginosa (ATCC 27853) standart kokeninden 100 CFU
slispansiyonlar hazirlanarak ayni plaklara ekim yapilmistir. Tum plaklar 37°C'de 48
saat inklibasyona birakilmis, silire sonunda besiyerlerindeki (reme sonuglari

incelenmistir (197).

3.4. Sitotoksisite Calismalari

Tez kapsaminda gelistirilen (¢ formilasyon grubu (farmasotik ko-kristal,
termosensitif hidrofilik jel veya NLT) Uzerinde gerceklestirilen sitotoksisite ¢calismalari
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromidir) (MTT) testi ile
gerceklestirilmistir. Bu test in-vitro kosullarda hiicrelerin canhligina dayanan ve

sitotoksisiteyi 6lcmek icin uygulanan kantitatif, kolorimetrik bir testtir. Bu yontem,
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hizli, kolay ve yliksek oranda dogruluga sahiptir (198). Bir tetrazolyum tuzu olan MTT
sari renkli olup, yasayan hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan stiksinat-dehidrojenaz
enzimine spesifik olarak baglanmaktadir. Bu baglanmanin sonunda suda ¢ézlinmeyen
koyu mavi renkte kristaller (formazan kristalleri) olusmaktadir. Kristaller, DMSO veya
HCl igeren saf izopropanol gibi organik ¢o6zicllerde kolayca ¢odziinmektedir.
Coziinmis olan bu kristal, konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik
yontemle goriinir dalga boylarinda 6lcilebilen bir absorbans vermektedir.

Tez calismalarinda sitotoksisite galismalari ARPE-19 (insan retinal pigment
epitel) (ATCC CRL-2302) hicreleri kullanilarak gergeklestirilmistir. ARPE-19 kiltiir
ortami hazirlanmasi amaciyla DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium:
Nutrient Mixture F-12) Uzerine %10 (h/h) oraninda fetal sigir serumu ve penisilin-
streptomisin karisimdan 50 uUnite/mL ilave edilmistir. Daha sonra, ARPE-19 hiicreleri
96 kuyucuklu plaklara 5000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmis ve 24 saatlik hiicre
stabilizasyonunun ardindan plaklardaki ortam uzaklastirilmis ve belirli oranda
seyreltilen formulasyonlar ilave edilerek 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
plakalara 1 mg/mL konsantrasyonda 25 pL MTT ¢ozeltisi eklenmistir. 4 saat
inklibasyondan sonra %45 DMF ve %25 SDS igeren ¢ozelti, 80 pL/kuyu olacak sekilde
formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla kuyucuklara eklenmistir (Sekil 3.3.).
Kuyucuklarin absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda ELISA plak okuyucu ile
okunarak hiicre canlilik orani tespit edilmistir. Kontrol grubunun absorbans degeri
%100 hiicre canlilik orani olarak kabul edilmistir.

Literatlirde riboflavinin hticre kdltlrd c¢alismalarinda hiicre biylmesini
artirdigl yoniinde arastirmalara (199-201) rastlandigindan tasiyici sistemin etkisinin
net gorilebilmesi icin sitotoksisite calismalari sadece etken madde icermeyen

formiilasyonlar Gzerinde gerceklestirilmistir.
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3.4.1. Farmasétik Ko-Kristal Formiilasyonlari Uzerinde Gergeklestirilen

Sitotoksisite Calismalari

Ko-kristal formulasyonlari {izerinde sitotoksisite calismalari icin FTIR, DSC ve
XRD sonuglari goz 6ninde bulundurularak 1R1IN ve 1R1M formilasyonlarinin
secilmesine karar verilmistir (Tablo 3.9.)

Etken madde icermeyen ko-kristal formulasyonlarinin sitotoksisitesinin
incelenmesinde nikotinamid’in DMSQO’daki ¢ozeltisi kullanilmistir (202). Bunun igin,
48,8 mg nikotinamid’in 5 mL DMSQ’da ¢o6ziilerek bu ¢ozeltiden 65 L alinmis ve 10
mL’ye hiicre ortami ile tamamlanmistir. Bu ¢ozelti ve bu ¢ozeltinin belirli orandaki

seyreltmeleri MTT testinde kullaniimistir.
3.4.2. Hidrofilik Jel Formiilasyonlarinin Sitotoksisite Calismalari

Etken madde icermeyen hidrofilik jel formulasyonlarinin sitotoksisitesinin
incelenmesinde (Tablo 3.9.), formilasyonlardan 1 mL alinip 10 mL’ye hiicre ortamiile
tamamlanmistir. Bu ¢ozelti ve bu ¢ozeltinin belirli orandaki seyreltmeleri MTT

testinde kullaniimistir (202).

3.4.3. Nanoyapilh Lipid Tasiyici Formiilasyonlari Uzerinde Gergeklestirilen

Sitotoksisite Calismalari

Etken madde icermeyen NLT formilasyonlarinin sitotoksisitesinin
incelenmesinde liyofilize formilasyon 100 mg olarak tartiimis ve 2 mL distile suda
dagitilmistir. Bu karisimdan 1 mL alinip 10 mL'ye hiicre ortami ile tamamlanmistir
(202). Bu karisim ve bu karisimin belirli orandaki seyreltmeleri MTT testinde

kullanilmistir.
3.4.4. Su Kontrol Grubu Sitotoksisite Calismalari

Bu calisma formiulasyonlarda bulunabilecek (6zellikle hidrofilik jel grubunda)
suyun hicreler (izerinde toksik etki olusturup olusturmayacagini tespit etmek icin
yapilmistir (202). Bu test icin 1 mL steril su 10 mL’ye hiicre ortami ile tamamlanmistir.

Bu ¢ozelti ve bu ¢ozeltinin belirli orandaki seyreltmeleri MTT testinde kullanilmistir.
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Sekil 3.3. MTT testinde kullanilan 96 kuyucuklu plakanin sematik gosterimi. (pembe:
formiilasyon uygulanan, sari: kontrol grubu uygulanan, mavi: PBS 7,4
uygulanan kuyucuklar).

3.5. in Vitro Permeasyon Calismalari

in vitro permeasyon calismalari ARPE-19 (insan retinal pigment epitel) (ATCC
CRL-2302) hicreleri kullanilarak gergeklestirilmistir (203). ARPE-19 kdiltiir ortami
hazirlanmasi amaciyla DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F-12) Uzerine %10 (h/h) fetal sigir serumu ve penisilin-streptomisin
karisimdan 50 Unite/mL ilave edilmistir. Hicreler 15x10* / kuyu olmak lzere 12
kuyucuklu plakaya (113.1 mm? yizey alani) ekilmis ve 37°C, %5 CO; iceren ortamda
inkiibe edilmistir. insertlerdeki kiiltir ortami her iki giinde bir degistirilmistir.
Hicrelerin ekiminden 15-21 giin sonra hiicre tek tabakasi doygunluga ulastiginda
tabakanin buttnligu Millicell® ERS yardimiyla transepitelyal direng (TEER) 6l¢lilerek
test edilmis ve diren¢ 200-250 Qcm?2 oldugunda gecis calismalari gerceklestirilmistir.
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ARPE-19

Apikal Taraf
500 pL ortam

Membran
ThinCerts™
12 well 0,4pum

Bazolateral Taraf
1000 pL ortam

Sekil 3.4. in vitro permeasyon calismalarinin sematik gdsterimi.

Permeasyon calismalari i¢in formilasyonlarin PBS’ de ¢ozilmus/dagitiimis
sekillerinden (n=3) 0,5 mL alinarak hiicre tek tabakasinin apikal ylzeyine, 1 mL PBS
ise hiicre tek tabakasinin bazolateral ylzeyine eklenmistir (Sekil 3.4.). Daha sonra
kuyucuklar 30 rpm’de calkalayiciya yerlestirilmis ve 37°C'de 2 saat inklibe edilmistir.
Belirli zaman araliklarinda bazolateral taraftan érnek alinarak etken madde miktarlari
HPLC'de analiz edilmistir. Etken maddeler icin goriinir permeabilite sabiti (Papp,

cm/s) hesaplanmistir (204).
3.6. Ex Vivo ilag Gegis Calismalari

Ex vivo ¢alismalarda 2-3,5 kg agirliginda erkek veya disi, albino, Yeni Zelanda
tavsanlarn kullanilmistir. Deneyler, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari
Merkezinde uzman goz hekimi gozetiminde etik kurul kararina gore yiritilmustir
(Etik kurul onayi Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlarindan alinmistir (No:
2015/69 - 01)).

Riboflavin’in ex vivo sartlarda korneadan gecis ve tutulumunun incelenmesi
amaciyla yapilan ¢alismada, formilasyonlar ticari preparatlarla karsilastirmali olarak
incelenmistir. TiUm gecis calismalari n=3 olarak gerceklestirilmistir. Ex vivo gegis

calismalarina in vitro karakterizasyon bulgularinin degerlendirilmesi sonucunda
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secilen formulasyonlar ve 2 adet piyasa preparati (MedioCrROSS D ve MedioCROSS
TE) da dahil olmak lizere toplam 14 formilasyon denenmistir.

MedioCrROSS D’ nin formulasyonu, %0,1 (a/a) riboflavine esdeger riboflavin-
5-fosfat sodyum’un ve %20 (a/a) dekstranin sudaki ¢ozeltisinden olusmaktadir.

MedioCROSS TE’nin formulasyonu ise %0,25 (a/a) riboflavine esdeger
riboflavin-5-fosfat sodyum’un, %1,2 (a/a) hidroksipropil metil sililozun ve %0,01
(a/a) benzalkonyum kloririn sudaki ¢ozeltisinden olusmaktadir.

Calismada kullanilacak kornea, taze tavsan gozlerinden izole edilmis ve gegis
calismalari icin doku transport sistemi kullanilmistir (Sekil 3.5.). Doku transport
hiicrelerini donor ve akseptor taraflarina, kornea dis ylzeyi donér tarafa bakacak
sekilde vyerlestirilmistir. Hlcrenin donér tarafinda formilasyon c¢ozeltileri
yerlestirilirken akseptor tarafinda PBS pH 7,4 tamponu eklenmistir (Sekil 3.6.).
Transport diizeneginin sicakhigl deney siiresince 32°C’de sabit tutulmustur. iki saat
suresince belirli zaman araliklarinda akseptor hiicreden 6rnek alinarak (15. dk., 30.
dk., 1. saat, 2. saat) drneklerdeki riboflavin ve riboflavin-5-fosfat miktarlari LC-MS
yontemi ile tespit edilmistir. Etken maddeler icin goriiniir permeabilite sabiti (Papp,
cm/s) hesaplanmistir (204). Ayrica deney sonunda kornealar 5 mL etanolde 3 giin
bekletilerek ekstrakte edilen riboflavin ve riboflavin-5-fosfat miktarlari LC-MS

yontemi ile tespit edilmistir (205).
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Sekil 3.5. Ex vivo gegis ¢alismalari icin kullanilan transport sisteminin sematik
gorunumdu.

Donor Akseptor

Alinan 6rnekler HPLC ile

4 mL formdlasyon . N
tayin edilmistir.

eklenmistir.

Kornea

2 saat sonunda kornea drnekleri 2 giin boyunca
5 mL etanolde bekletilerek etken madde
ekstrakte edilmis ve LC-MS ile tayin edilmistir.

Sekil 3.6. Ex vivo kornea galisma diizeneginin fotografi.
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3.7. in vivo Calismalar
3.7.1. Riboflavin ve Riboflavin-5-Fosfat Sodyum In-vivo Doku Dagilimi

Cok fazla tavsan kaybini 6nlemek lizere, deney modelini yansitabilecek daha
kiigik bir deney hayvani oldugu icin in vivo doku dagilimi ¢alismalari 250-300 g
agirliginda erkek Sprague Dawley sicanlar Uzerinde vyiritlilmustlr. Deneyler,
Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Merkezinde uzman géz hekimi gézetiminde
etik kurul protokoluna uygun olarak yiritiilmistir (Onay Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan alinmistir (No: 2015/69 -01)).

in vivo calismalara in vitro karakterizasyon bulgularinin degerlendirilmesi
sonucunda secilen formiilasyonlar ve 2 adet ticari preparat (MedioCrROSS D ve
MedioCROSS TE) da dahil olmak lzere toplam 14 formilasyon dahil edilmistir. Bu
calismalarda, sican gozlerine topikal olarak formiilasyonlarin uygulanmasindan 30 dk.
sonra korneada bulunan etken madde miktarlari incelenmistir. Formiilasyonlarin
uygulanmasindan 30 dakika sonra hayvanlara 300 mg/kg Ketamin ve 30 mg/kg
Ksilazin ile 6tenazi uygulanmis, her iki goz ¢ikarilarak 2 mL etanol igerisine alinmis ve
3 giin boyunca buzdolabinda inkiibe edilmistir. Daha sonra bu numunelerdeki etken

madde miktarlari LC-MS kullanilarak tayin edilmistir.
3.7.2. Korneanin in Vivo Biyomekanik Cevabinin Degerlendirilmesi

Formilasyon uygulanmasi sonrasi korneanin biyomekanik cevabinin (Korneal
“stiffness” (sertlik-saglamlik) incelemesi) degerlendirilmesi ¢calismalarinda 2-3,5 kg
agirhginda erkek veya disi, albino, Yeni Zelanda tavsanlari kullaniimistir. Deneyler,
Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Merkezinde uzman géz hekimi gdzetiminde
etik kurul kararina gére yiritiulmistir (Etik kurul onayr Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlarindan alinmistir (No: 2015/69 - 01)).

Bu calismalarda 12 adet secilen formiilasyon ve 2 adet piyasa preparati
(MedioCrROSS D ve MedioCROSS TE) olmak (izere toplam 14 formilasyon
denenmistir (Tablo 3.9.) (n=3). Deney Oncesi tavsanlara ketamin hidroklorir (30

mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg) intamuskiler uygulanarak genel anestezi saglanmistir.
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Segilen formulasyonlarin her 2 dk’da 1 damla olarak goze topikal uygulanmasindan
sonra (hidrofilik jeller her 15 dk’da bir olacak sekilde uygulanmistir) 30 dk. boyunca
CCL Vario cihazi kullanilarak tavsan goézlerine UVA 15181 (370 nm, 3 mW/cm?)
uygulanmistir (Sekil 3.7.). Bu uygulamadan 3 hafta sonra tavsanlar asiri dozda (2mL)
T61 ve ketamin injeksiyonu ile sakrifiye edilerek gozleri ¢ikariimis ve kornealar dik
sekilde (superior-inferior) kesilerek 4mm genisliginde 10 mm uzunlugunda korneal
seritler elde edilmistir. Bu seritler TA-XT Plus Texture Analyzer’a yerlestirilerek
biyomekanik o6l¢timleri yapilmis ve formilasyonlarin korneal g¢apraz baglanmasi

Uzerindeki etkileri biyomekanik 6l¢lim ile incelenmistir (Sekil 3.8.).

RERDY Jmld
\ REM TIME: 38:88

START / STOP

® CCL vario

\LLUM\NATION

E—— . .

Sekil 3.7. Tavsan gozlerine UV 15181 uygulanmasi (korneal ¢apraz baglama islemi) igin
kullanilan CCL Vario cihazinin parametrelerini gésteren fotograf.
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Cihaz gerilme kuvveti
uygulayarak konulan
ornegin bu kuvvete olan
direncini 6lgmektedir.

Kornea Ornegi
(4x10 mm)

Sekil 3.8. Kornea numunelerinin Texture Analyzer cihazi ile incelenmesini gdsteren
fotograf.

3.8. Stabilite Calismalari

Hazirlanan  formilasyonlar  (zerinde fiziksel stabilite  ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Bunun igin:
Hidrofilik jel formulasyonlarinin;

e 25°C'de %40 bagil nemde ve

e 4°C'de (buzdolabinda) 30 giin saklanmasi sonrasinda viskoziteleri

degerlendirilmistir.

NLT formilasyonlarinin;

e 25°C'de %40 bagil nemde,

e 4°C'deve

e 20°C'de 30 gin saklanmasi sonrasinda partikiil blyukligi ve zeta

potansiyel degerleri 6l¢lilmis ve SEM gorintileri elde edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analitik Yontem Validasyonlari

4.1.1. Riboflavin’in Miktar Tayin Yonteminin Gelistirilmesi ve Validasyonu

Bolim 3.2" de belirtildigi gibi asetat tamponu (sodyum asetat/CaCl2/EDTA):
Metanol (65:35) mobil fazi kullanilarak ve Eksitasyon:420 nm/ Emisyon: 530 nm dalga
boylarinda gercgeklestirilen HPLC miktar tayinine iliskin kromatogram sekil 4.1.’de

verilmis olup yéntemin validasyonuna iliskin bulgular asagida verilmistir:

Acq. Operator : EREN Seq. Line : 1
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 51
Injection Date : 2/23/2017 2:29:58 PM Inj : 1
Inj Volume : 20.060 pl
Acq. Method : C:\CHEM32\1\DATA\EREN_RIBOFLAVIN 2817-82-23 14-28-08\EREN_RIBOFLAVIN.M
Last changed : 2/23/2017 2:01:16 PM by EREN
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\EREN_RIBOFLAVIN.M
Last changed : 2/23/2017 2:01:16 PM by EREN

Additional Info : Peak(s) manually integrated
FLD1 A, Ex=420, Em=530 (EREN_RIBOFLAVIN 2017-02-23 14-28-081051-0101.D)
LU 3

Sekil 4.1. Riboflavin’in HPLC kromatogrami.

Dogrusallik
Riboflavin dogrusallik ¢alismalar 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15 ve 20 pg/mL
konsantrasyonlarda etken maddenin verdigi piklerin egri altinda kalan alanlarinin

belirlenmesi ile hazirlanmistir. ICH kilavuzlarina uygun olarak hedef konsantrasyon
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olan 10 pg/mL’nin %200 ve 25 degerlerini kapsayacak sekilde ve en az 6 nokta alinarak
konsantrasyonlar belirlenmistir. Kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.2.de yer

almaktadir.

3000

2500 y=121,92x-0,4791
R*=1
2000

1500

Pik Alani

1000

500

0 5 10 15 20 25

Riboflavin Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.2. Riboflavin’nin dogrusallik calismasindan elde edilen kalibrasyon dogrusu
grafigi (n=6).

Yapilan hesaplamalar sonucu tanimlayicilik katsayisi olan R? degeri 1 olarak
bulunmus ve denklemin dogrusalligi gosterilmistir. R2’nin 1’e yakin olmasi, deneysel

verilerin glivenilirliginin ylksek oldugunu géstermektedir.

Dogruluk ve Geri Kazanim

Kullanilan analitik yontemin dogrulugunu gostermek amaciyla, kalibrasyon
sinirlari icerisinde bulunan, disik, orta ve yiksek konsantrasyonda olmak lizere 3
farklh konsantrasyonda (0,1 pg/mL, 2,5 pug/mL ve 20 pg/mL) 3 seri ¢ozelti hazirlanarak
HPLC analizi yapilmistir. Olgiimle bulunan konsantrasyonlardan riboflavinin geri
kazanimlari hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.1.’de Ozetlenmis ve
varyasyon katsayisi degerleri %2’nin altinda bulunarak yontemin dogrulugu

gosterilmistir (180).
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Tablo 4.1. Riboflavin’in analitik yontem validasyonuna ait dogruluk ve geri kazanim
sonuglari (n=3).

Teorik Konsantrasyon Ortalama Konsantrasyon  Geri Kazanim  Varyasyon Katsayisi

(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
0,1 0,1018 101,8 1,63
2,5 2,502 100,08 0,87
20 20,082 100,41 0,46

Kesinlik

Riboflavin’in 0,1 pg/ml, 2,5 pg/ml ve 20 pug/ml konsantrasyonlarda hazirlanan
¢Ozeltilerinin 3 ayri kez dlcllmesi ile elde edilen pik alani degerlerinin ortalamasinin
kalibrasyon dogrusunda kullanilmasi ile hesaplanan konsantrasyonlar ve varyasyon
katsayisi degerleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclar Tablo 4.2."de 6zetlenmis
ve varyasyon katsayisi degerleri %2’nin altinda bulunarak yontemin kesinligi

gosterilmistir (180).

Tablo 4.2. Riboflavin’in analitik yontem validasyonuna ait kesinlik sonuglari (n=3).

Teorik Konsantrasyon Hesaplanan Ortalama Konsantrasyon Varyasyon Katsayisi
(ng/mL) (ng/ml) (%)
0,1 0,1017 1,37
2,5 2,505 0,72
20 20,058 0,36

Gtinler Arasi Tekrar Edilebilirlik

Riboflavin’in 0,1 pg/mL, 2,5 pg/mL ve 20 pg/mL konsantrasyonlarda
hazirlanan ¢ozeltilerinin 3 ayri kez 6l¢tilmesi ile elde edilen piklerin egri altinda kalan
alan degerlerinin ortalamasinin kalibrasyon dogrusunda kullaniimasi ile hesaplanan
konsantrasyonlar ve varyasyon katsayisi degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuclar Tablo 4.3.te 6zetlenmis ve varyasyon katsayisi degerleri %2'nin

altinda bulunarak yontemin tekrar edilebilirligi gdsterilmistir (180).



69

Tablo 4.3. Riboflavin’in analitik yontem validasyonuna ait glinler arasi tekrar
edilebilirlik sonuglari (n=3).

Teorik Konsantrasyon Hesaplanan Ortalama Konsantrasyon Varyasyon Katsayisi

(ng/mL) (ng/mL) (%)
0,1 0,1019 1,37
2,5 2,497 0,69
20 19,965 0,58

Ozgiilliik

Hazirlanan formiulasyonlarda kullanilan Compritol ATO, Pluronic F-127 gibi
maddelerin Eksitasyon: 420 nm / Emisyon: 530 nm dalga boylarinda riboflavinin

olusturdugu pik alanlarinda girisim yapmadigi yéntemin 6zgil oldugu belirlenmistir.

Duyarhlik (LOD ve LOQ)

Yapilan galismalar sonucunda 0,01 pg/mL konsantrasyonda sinyal/gurulti
orani 46,6 olarak bulunmustur. Saptama siniri (LOD) icin sinyal/glirliltli orani en az 3
olmalidir. Calismada saptama siniri 0,0006 pg/mL olarak bulunmustur. Miktar tayini
sinirt (LOQ) igin sinyal/glriltl orani en az 10 olmalidir. Calismada miktar tayini siniri

0,002 pg/mL olarak bulunmustur.

Stabilite
Bolim 3.2.2’de anlatildigi gibi hazirlanan riboflavin ¢o6zeltisinin stabilite
bulgulari Tablo 4.4’te verilmistir. Elde edilen sonuglar riboflavinin deney siiresince

stabil kaldigini gbstermektedir.

Tablo 4.4. Riboflavin’in stabilitesine iliskin bulgular (n=3).

Teorik Konsantrasyon Zaman Konsantrasyon Geri Kazanim
(ng/mL) (saat) (ng/mL) (%)
2,5 0 2,502 100,08
2,5 24 2,491 99,64

2,5 48 2,479 99,16
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4.1.2. Riboflavin-5-Fosfat Sodyum igin Miktar Tayin Yonteminin

Gelistirilmesi ve Validasyonu

Bolim 3.2’ de veridigi gibi Fosfat tamponu (Monobazik potasyum fosfat)
:Metanol (77,5:22,5) mobil fazi kullanilarak ve Eksitasyon:440 nm/ Emisyon: 530 nm
dalga boylarinda gelistirilen HPLC miktar tayinine iliskin kromatogram sekil 4.3.’te

verilmis olup yontemin validasyonuna iliskin bulgular asagida verilmistir:

Acq. Operator : EREN Seq. Line : 1
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 21
Injection Date : 3/5/2017 3:28:19 PM Inj : 1
Inj Volume : 5@.000 pl
Acq. Method : C:\CHEM32\1\DATA\EREN_RS5P_STABILITE 2017-83-85 15-26-55\EREN_YENI.M
Last changed 1 3/4/2017 1:12:39 PM by EREN
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\EREN_YENI.M
Last changed : 3/16/2017 6:27:1@ PM by EREN
FLD1 A, Ex=440, Em=530 (EREN_R5P_STABILITE 2017-03-05 15-26-55\021-0101.D)
LU 1 2
] 8
160 | 4
140
120
100—-
80
60;
40 5
1 &
4 o w
] g8 ¥
20 | 8 ®°
i k I
4 D
J (=]
0l i VAN
T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 miry

Sekil 4.3. Riboflavin-5-fosfat sodyum’un kromatogrami.

Dogrusallik

Riboflavin-5-fosfat sodyum dogrusallik ¢alismalari 2,5, 5, 7,5, 10, 15 ve 20
ug/mL konsantrasyonlarda etken maddenin verdigi piklerin egri altinda kalan
alanlarinin belirlenmesi ile hazirlanmistir. ICH kilavuzlarina uygun olarak hedef

konsantrasyon olan 10 pg/mL’nin %200 ve 25 degerlerini kapsayacak sekilde ve 6
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nokta alinarak belirlenmistir. Kalibrasyon dogrusu ve denklemi sekil 4.4.te yer

almaktadir.

6000

y =277,68x - 104,86
5000 R?=0,9993
4000

3000

Pik Alani

2000

1000

0 5 10 15 20 25
Riboflavin-5-Fosfat Sodyum Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 4.4. Riboflavin-5-fosfat sodyumun dogrusallik calismasindan elde edilen
kalibrasyon dogrusu grafigi (n=6).

Yapilan hesaplamalar sonucu tanimlayicilik katsayisi olan R? degeri 0,9993 olarak
bulunmus ve denklemin dogrusalligi gésterilmistir. R”nin 1’e yakin olmasi, deneysel

verilerin glivenilirliginin ylksek oldugunu gostermektedir.

Dogruluk ve Geri Kazanim

Kullanilan analitik yontemin dogrulugunu gostermek amaciyla, kalibrasyon
sinirlari icerisinde bulunan, diisiik, orta ve yiksek konsantrasyonda olmak Uzere 3
farklh konsantrasyonda (5 pg/mL, 10 pg/mL ve 15 pg/mL) 3 seri ¢ozelti hazirlanarak
HPLC analizi yapilmistir. Olciimle bulunan konsantrasyonlardan riboflavin-5-fosfat
sodyum’un geri kazanimlari hesaplanmistir. Elde edilen sonuclar Tablo 4.5.'te
Ozetlenmis ve varyasyon katsayisi degerleri %2’nin altinda bulunarak yéntemin

dogrulugu gosterilmistir (180).
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Tablo 4.5. Riboflavin-5-fosfat sodyumun analitik yontem validasyonuna ait dogruluk
ve geri kazanim sonuglari (n=3).

Teorik Konsantrasyon Ortalama Konsantrasyon Geri Kazanim  Varyasyon Katsayisi

(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
5 5,002 100,04 0,86
10 10,016 100,16 0,39
15 14,777 98,51 0,56
Kesinlik

Riboflavin-5-fosfat sodyumun 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 15 pg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerinin 3 ayri kez olglilmesi ile elde edilen
absorbans degerlerinin ortalamasinin kalibrasyon dogrusunda kullanilmasi ile
hesaplanan konsantrasyonlar ve varyasyon katsayisi degerleri degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglar Tablo 4.6."da 6zetlenmis ve varyasyon katsayisi degerleri %2’nin

altinda bulunarak yontemin kesinligi gosterilmistir (180).

Tablo 4.6. Riboflavin-5-fosfat sodyumun analitik yéntem validasyonuna ait kesinlik
sonuglari (n=3).

Teorik Konsantrasyon Hesaplanan Ortalama Varyasyon Katsayisi
(ng/mL) Konsantrasyon (ug/mL) (%)
5 5,018 0,38
10 10,043 0,21
15 14,787 0,18

Giinler Arasi Tekrar Edilebilirlik

Riboflavin-5-fosfat sodyumun 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 15 pg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerinin 3 ayri kez 6lglilmesi ile elde edilen
absorbans degerlerinin ortalamasinin kalibrasyon dogrusunda kullaniimasi ile
hesaplanan konsantrasyonlar ve varyasyon katsayisi degerleri hesaplanarak
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclar Tablo 4.7.de Ozetlenmis ve varyasyon

katsayisi degerleri %2’nin altinda bulunmustur.
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Tablo 4.7. Riboflavin-5-fosfat sodyumun analitik yontem validasyonuna ait giinler
arasl tekrar edilebilirlik sonuglari (n=3).

Teorik Konsantrasyon

Hesaplanan Ortalama

Varyasyon Katsayisi

(ng/mL) Konsantrasyon (pug/mL) (%)

5 5,026 0,54

10 9,979 0,68

15 15,005 0,63
Ozgiilliik

Hazirlanan formilasyonlarda kullanilan Compritol ATO, Pluronic F-127 gibi

maddelerin Eksitasyon: 440 nm / Emisyon: 530 nm dalga boylarinda riboflavin-5-
fosfat sodyumun olusturdugu pik alanlarinda girisim yapmadigi belirlenmistir.
Duyarhlik (LOD ve LOQ)
Yapilan ¢alismalar sonucunda 2,5 pg/mL konsantrasyonda sinyal/girulti orani
3281,4 olarak bulunmustur. Saptama siniri (LOD) igin sinyal/gurilti orani en az 3
olmalidir. Calismada saptama siniri 0,002 pg/mL olarak bulunmustur. Miktar tayini

siniri(LOQ) icin sinyal/gurultd orani en az 10 olmalidir. Calismada miktar tayini limiti

0,007 pg/mL olarak bulunmustur.

Stabilite

Bolim 3.2.2’de anlatildigi gi

¢Ozeltisinin stabilite bulgulari Tablo 4.8’de verilmistir.

bi hazirlanan

Elde

riboflavinin deney siiresince stabil kaldigini gostermektedir.

riboflavin-5-fosfat

sodyum

edilen sonuglar

Tablo 4.8. Riboflavin-5-fosfat sodyum’un stabilitesine iliskin bulgular (n=3)

Teorik Konsantrasyon (ug/mL) 2(2:1;;1 Konsantrasyon (ug/mL) Geri I((;)z)amm
10 0 10,016 100,16
10 24 10,001 100,01
10 48 9,993 9993
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4.2. Ko-Kristal Formiilasyonlari
4.2.1. On Denemeler icin Coziiniirliik Calismalar

Riboflavinin hem suda hem de organik ¢ozicilerdeki ¢oziinirligl oldukca
disik oldugundan ve ko-kristal formilasyonlarini hazirlamada kullanilacak
¢ozuculerdeki ¢ozlunlrluk bilgilerine literatiirde rastlanmadigindan, hazirlanan
¢Ozlcl kansimlarindaki kontrolii 6n denemeler igin gorsel olarak gergeklestirilmistir.
Bunun igin, 40 mg riboflavinin 20 mL ¢6zicl/¢ozlici kansimindaki ¢ozUnurlGgu

degerlendirilmistir. Bu calismaya ait bulgular Tablo 4.9.’da sunulmustur.

Tablo 4.9. On denemelerde 40 mg/20 mL konsantrasyondaki riboflavinin
¢ozlicl/¢ozict kansimindaki ¢ozunurlGginin gorsel degerlendirilmesi

bulgular.
Coziicii/Cozicii Karisimi Riboflavin'in Coziinurligii
%100 Su Cozinmedi
%100 Su (0,1 N NaOH) Cozindu
%100 Asetonitril Cozinmedi
%100 Etanol Cozinmedi
%100 Metanol Cozinmedi
%100 Etil Asetat Cozinmedi
%100 N-N Dimetil Formamid Coziinmedi
%100 Diklorometan Cozinmedi
%100 2-Propanol Coziinmedi
%95 Su / %5 Metanol Coziinmedi
%95 Su / %5 Asetonitril Coziinmedi
%100 Dimetilsiilfoksit Coziindii
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4.2.2. Diferansiyel Taramali Kalorimetre Cihazi (DSC) Sonuglari

Ko-Kristal olusumunun degerlendirilmesi amaciyla érneklerin DSC sonuglari

incelenmistir (Sekil 4.5., Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.).
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Elde edilen DSC termogramlari incelendiginde, mekanik karistirma yontemi ile
hazirlanan formuilasyonlarda ko-kristal olusumunun meydana gelmedigi ve ¢ozelti
yardimi ile birlikte ugurma yontemi ile elde edilen formilasyonlar (zerinde
yogunlasiimasi gerektigi distintilmustir. Bu durumun yani sira trehaloz ve dekstroz
ile yapilan denemelerde de yeni bir pikin olusmadig ve/veya mevcut piklerin
kaybolmadigi gozlenmistir. Bu sonuglar 1siginda XRD calismalarinda ko-kristal

maddesi olarak nikotinamid ve mannitolln kullanilmasina karar verilmistir.
4.2.3 X Isini Kristalografisi (XRD) Sonuglari

Ko-Kristal olusumunun degerlendirilmesi amaciyla 6rneklerin XRD sonuglari
incelenmistir. Orneklerin 2 Theta derecesine karsilik yogunluk grafikleri incelenmistir

(Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.).

L SN Y WY W —

Nikotinamid

Riboflavin

0 10 20 30 40 50 60 70

2-Theta (°)
Sekil 4.8. Saf maddelerin XRD bulgulari.
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1R1M Liyo

1R1M Vakum

1RIM ACN

1R1M Su (Filtre)

1R1M Su

1R1M Fiziksel

0 10 20 30 40 50 60 70

2-Theta (°)
Sekil 4.9. 1R1M grubu formiilasyonlarin XRD bulgulari.
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1R1IN Liyo

1R1N Vakum

1R1IN MeOH

1RIN ACN

1RIN Su

1R1N Fiziksel

10 20 30 40 50 60

70

2-Theta (°)
Sekil 4.10. 1R1N grubu formilasyonlarin XRD bulgulari.



M 1R2M Liyo

1R2M Vakum

1R2M MeOH

J 1R2ZM ACN

1R2M Su (Filtre)

1R2M Su

1R2M Fiziksel

10 20 30 40 50 60 70

2-Theta (°)
Sekil 4.11. 1R2M grubu formilasyonlarin XRD bulgulari.
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£

1R2N Liyo

¢

1R2N Vakum

é

1R2N MeOH

1R2N Su (Filtre)

1R2N Su

1R2N Fiziksel

10 20 30 40 50 60 70

2-Theta (°)
Sekil 4.12. 1R2N grubu formilasyonlarin XRD bulgulari.
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Elde edilen XRD sonuglari incelendiginde bir ileri degerlendirme basamagi
olan FTIR'de incelenecek formiilasyonlarin kristal yapilarinda belirgin degisiklik
gozlenen 1R-1M (liyofilizasyon) ve 1R-1M (vakum), 1R-2M (liyofilizasyon) ve 1R-2M
(vakum), 1R-1N (liyofilizasyon) ve 1R-1IN (vakum), 1R-2N (liyofilizasyon) ve 1R-2N
(vakum) olmasina karar verilmistir.

Diger formiilasyonlarda kristal yapilarda degisme goriilse de hazirlamalarinda
kullanilan ¢oziicl miktarlari riboflavinin ¢ozindrliginin ¢cok diisiik olmasindan dolayi
cok yilksektir. Bu nedenle ileri analizlerde ve deneylerde bu formilasyonlarin

kullanilmamasi kararlastiriimistir.
4.2.4. Fourier Donlisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Sonuglari

Ko-Kristal olusumunun degerlendirilmesi amaciyla érneklerin FTIR sonuglari
incelenmistir. Orneklerin dalga sayisina karsilik % Transmitans grafikleri incelenmistir

(Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16., Sekil 4.17., Sekil 4.18. ve Sekil 4.19.).

| — Riboflavin]

1,0

0,9

0,8

% Transmitans

0,7 4

0,6

0,5

T T T T T T T T
4000 3000 2000 1000 0
Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.13. Riboflavin’in FTIR spektrumu.



% Transmitans

1,05
LOOL
095;
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Q85;
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Q75;

0,70

| —— Nikotinamid|

T T T T T
4000 3000 2000
Dalga Sayisi (cm™)

T
1000

Sekil 4.14. Nikotinamid’in FTIR spektrumu.

% Transmitans

1,00

0,95

0,90

0,85

0,80

T T T T T
4000 3000 2000
Dalga Sayisi (cm™)

T
1000

Sekil 4.15. Mannitol’lin FTIR spektrumu.
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1R-1M liyofilizasyon ve 1R-1N liyofilizasyon sonuglari incelendiginde 3500 cm-

1 alanlarinda alkol ve fenol O-H baglari olustugu gozlenmistir.
4.2.5. in Vitro Lipofilisite Degerlendirme Calismasi

Bolim 3.3.1’ de belirtildigi sekilde, hazirlanan ko-kristal formilasyonlarinin in
vitro lipofilisitelerinin tespit edilmesi igin oktanol:su karisimindaki dagilim degerleri
hesaplanmistir. Tablo 4.10" da ko-kristal formilasyonlarinin su fazindaki (PBS) dagilim

yuzdeleri sunulmustur(n= 3, ortalamatstandart sapma (XSS)).

Tablo 4.10. Gelistirilen ko-Kristal formulasyonlarinin su fazinda dagilim yizdeleri

(n=3, X£S8S).
1R1N 1R1M 1R2N 1R2M
Pik Alani 368,4 354,6 304,3 291
Konsantrasyon (ug/ml) 3,02 2,91 2,49 2,39
Seyrelteme Faktorii (x10) 30,25 29,12 24,99 23,90
Su Fazinda Kalma Yiizdesi 60,51+1,25 | 58,24+1,33 | 49,99+2,32 | 47,81+1,78

DSC, XRD ve FTIR sonuglari degerlendirildiginde ileri ¢calismalarda (ex vivo, in
vivo) 1R-1M liyofilizasyon ve 1R-1N liyofilizasyon formilasyonlarinin kullaniimasina

karar verilmistir.

4.3. Hidrofilik Jel Formiilasyonlari

4.3.1 Optimum Pluronik F-127 Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bollim 3.3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan hidrofilik jel formiilasyonlarinda
en uygun Pluronik F-127 konsantrasyonunun bulunabilmesi igin, farkli oranlarda
polimer kullanilarak sicakliga bagh viskozite degisimleri incelenmistir. Burada hedef,
formilasyonun oda sicakhiginda sivi halde kalarak kolay uygulanabilmesi, g6z ylizeyi
sicakligi olan 32°C'de ise jellesme gostermesidir. Sekil 4.20.’de gosterilen viskozite
grafikleri incelendiginde goz ylizeyinin sicakhgina yakin bir sicaklikta jellestigi tespit

edilen polimer konsantrasyonu %18 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.20. Farkl Pluronic F-127 oranlarinin artan sicaklik ile jellesme bulgulari (n=3,
X+SS).

4.3.2 Jellesme Sicakhginin Tayini

Bolim 3.3.2" de belirtildigi gibi, %18 Pluronik F-127 igeren 6rnegin jellesme
sicakhigi incelenmistir. Ornegin viskozite degerlerindeki artis bu nokta hakkinda genel
bir bilgi verse de, hangi noktadan sonra jellesme sonrasi vizkozite artisinin devam
ettigi konusunda daha net bilgiye sahip olabilmek igin ayrica jellesme sicakhgi tespit
edilmistir. Sekil 4.21'de goruldigi Gzere ters cevirme yontemi ile jellesme sicakliginin

31,4°C oldugu bulunmustur.



(a) (b)

Sekil 4.21. % 18 (a/h) Pluronic F-127 igeren 6rnegin 31,4°C’de tupte diz (a) ve ters

cevrilmis (b) durumdaki goriintileri.

4.3.3. Hidrofilik Jel Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

Bolim 3.3.2" de belirtildigi gibi hazirlanan hidrofilik jel formulasyonlarinda
kullanilan eksipiyanlarin ve etken maddelerin jellesmeye olan etkisinin incelenmesi
amaciyla hazirlanan formulasyonlarin sicakliga karsi viskozite grafikleri Sekil 4.22.’de

elde edilmistir. Hazirlanan tim preparatlarda 32°C diizeylerinde jellesme saglandigi

gosterilmistir.
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Sekil 4.22. Hidrofilik jel formulasyonlarinin sicakhiga karsi viskozite degisimi bulgular

(n=3, X£SS).
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4.3.4. Hidrofilik Jel Formiilasyonlarinin in Vitro Salim Galismalari

Hazirlanan hidrofilik jel formilasyonlarinin in vitro ilag salim profillerini
incelemek amaciyla pH 7,4 PBS ortaminda zamana karsi %kimdulatif ilac salim
miktarlari belirlenmistir. Riboflavin iceren formilasyonlarda salim daha uzun
sirmesine karsin riboflavin-5-fosfat iceren formilasyonlarda salim gérece daha hizli

gerceklesmistir (Sekil 4.23.).
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30 ~—BHJ+TP

% Kumiilatif ilag Salim Miktar
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Sekil 4.23. Hidrofilik jel formilasyonlarinin in vitro ilag salim profilleri (n=6, XSS).

4.4. NLT Formiilasyonlari
4.4.1. NLT Formiilasyonlarinin Faktoriyel Tasarimi

Formilasyon degiskenlerinin nanopartikillerin boyutuna ve PDI’a olan etkisini
belirlemek amaciyla Minitab® programi ile 22 tam faktoriyel tasarim gerceklestirilmis
ve sonuclar degerlendirilmistir. Her bir formilasyon grup partikil buydkliginden
bagimsiz in vitro-in vivo etkilere sahip oldugundan kendi iclerinde faktoriyel tasarim

gerceklestirilmistir. Tim gruplar Tablo 4.11.de verilmistir.



Tablo 4.11. NLT formulasyon gruplari.
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Kod Riboflavin  Riboflavin-5-  Compritol Gelucire =~ Miglyol Cremophor Transcutol Stearilamin
Baz (%) fosfat sodyum(%) ATO (%) 44/14 (%) 812 (%) EL (%) P (%) (%)
RBN 1 0.2 - 4 4 2 2 - -
RBN 2 0.2 - 8 8 8 2 - -
RBN 3 0.2 - 4 4 2 4 - -
RBN 4 0.2 - 8 8 8 4 - -
RBTP 1 0.2 = 4 4 2 2 0,4 -
RBTP 2 0.2 - 8 8 8 2 0,4 -
RBTP 3 0.2 - 4 4 2 4 0,4 -
RBTP 4 0.2 - 8 8 8 4 0,4 -
RB+ 1 0.2 - 4 4 2 2 - 0,2
RB+2 0.2 - 8 8 8 2 - 0,2
RB+3 0.2 - 4 4 2 4 - 0,2
RB+ 4 0.2 - 8 8 8 4 - 0,2
RTN 1 0.2 4 4 2 2 - -
RTN 2 0.2 8 8 8 2 - -
RTN 3 0.2 4 4 2 4 = -
RTN 4 0.2 8 8 8 4 - -
RTTP 1 0.2 4 4 2 2 0,4 -
RTTP 2 0.2 8 8 8 2 0,4 -
RTTP 3 0.2 4 4 2 4 0,4 -
RTTP 4 0.2 8 8 8 4 0,4 -
RT+1 0.2 4 4 2 2 - 0,2
RT+2 0.2 8 8 8 2 - 0,2
RT+3 0.2 4 4 2 4 - 0,2
RT+ 4 0.2 8 8 8 4 - 0,2
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Tablo 4.12. RBN grubu formiilasyonlarin partikil biyuklGgi, PDI ve Zeta potansiyel
degerleri (n=3, XxSS).

200

P.B. (nm) PDI Zeta (mV) Ort. P.B. (nm) Ort. PDI  Ort. Zeta (mV)
228,9+2,02 | 0,185+0,01 -10,6+0,40
RBN 1 169,4+1,55 | 0,194+0,02 -9,43+0,29 191,7+26,4 0,188+0,004 | -10,41+0,73
177+1,53 0,185+0,01 -11,2+0,25
442,4+8,34 | 0,187+0,02 -12,9+0,53
RBN 2 429,1+5,63 | 0,173+0,02 -13,4+0,70 490,8+8,7 0,184+0,008 | -13,6+0,66
421,1+7,13 | 0,194+0,01 -14,5+0,35
102+0,94 0,169+0,01 -9,57+0,70
RBN 3 94,89+1,62 | 0,158+0,01 | -10,91+0,59 107,4+13,1 0,157+0,009 | -10,66%0,807
125,640,36 | 0,146+0,01 -11,5+1,55
189,2+3,12 | 0,205+0,01 -9,54+0,57
RBN 4 360,8+6,14 | 0,193+0,02 |-11,5+0,26 303,5%+80,8 0,194+0,005 -11,08+1,1
360,6+4,20 | 0,194+0,03 |-12,2+0,49
P.B.: Partikul buyUklug, Zeta: Zeta potansiyeli
E “ED N Yag Faz 0,23 Yag Fazi
’é‘ 400 ~, . —(%)Oralnow . _(%)Oralr;
= Sa ——— 20 " - 20
'55 350 . ”
g 300 ~u T 02
2 E
t 20 <
& £ 02
; ’
s"_‘

150 \
100

2

7
Siirfaktan Miktan (%)

-

-
-
-
-
-
-
-
el
-

2

2
Siirfaktan Miktars (%}

Yag Fazi Orani (%)

Surfaktan Miktan (%)

350

300

250

Ortalama Partikdil Baydikligd (nm}

150

Ortalama PDIL

0,215

0,210

0,205

0,200

0,195

0,190

0,185

Yag Faa Orani (%)

Surfaktan Miktan (96)

\

4,0

w
o

scrfaktan Miktar (%)
w
=3

~
o

2,0
10 12

16 18 20

Yag Fazi Oram (%)

Partikdl
By k0@ (nm)
<

W 150 - 200
200 — 250
250 — 300

M 200 - 350

W 350 - 400

] > 400

Strfaktan Miktar (%)

0 12 14 16

18 20

Yag Fazi Orani (%)

Sekil 4.24. RBN grubu formilasyonlarin faktoriyel tasarim sonuglari.
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Tablo 4.13. RBTP grubu formilasyonlarin partikil bytklGgl, PDI ve Zeta potansiyel

degerleri (n=3, XxSS).

P.B. (nm) PDI Zeta(mV) Ort.P.B.(nm) Ort. PDI or(tr;j;;ta
223%2,55 0,208+0,01 | -11,7+0,30
RBTP 1 202,6+1,10 | 0,204+0,01 | -10,7+0,30 213,148,3 0,202+0,004 | -10,9+0,50
213,741,10 | 0,196%0,03 | -10,3+0,46
401,5+3,19 | 0,167+0,01 | -10,310,36
RBTP 2 402,5+3,66 | 0,194+0,02 | -9,9910,11 395,948,5 0,176+0,013| -10,5+0,50
383,8+3,98 | 0,167+0,01 | -11,3+0,30
900,60 0,174+0,01 | -9,29+0,41
RBTP 3 107,7+0,7 0,170+0,01 | -9,94+0,34 99,2+7,2 0,173+0,002 | -9,6710,27
99,8+0,20 0,173+0,01 | -9,80+0,24
469,3+6,70 | 0,202+0,01 | -9,87+0,20
RBTP 4 434,8+1,40 | 0,193+0,02 | -9,71+0,33 432,9+30,4 |0,214+0,024 | -10,3+0,724
394,7+4,30 | 0,249+0,01 |-11,32+0,15
P.B.: Partikul buyUklugi, Zeta: Zeta potansiyeli
g . Yag Faz 2 Yaj Faz
‘:é‘ P e _(%)Oram (%) Orani
- = || =
E§ 300 E 0,20
~ E
T 250 L
o £ 019
g 200 o
s \ 0.8
100 e
? Siirfaktan Mimncsz) : Siirfaktan Miklan(y:)
T Va3 Faz1 Orami (3] Strfaktan Mikean (%] 015 Yaf Faz Orani (%) Stirfaktan Mikear (5]
:é P 0,195
] 0,194
=§ 350 § 0,193
g 300 — g e
i —— B o191 /
g 250 © 0,190
g 200 0,189
0,188
150 0,187
B Partikll £
_ BUyCKICE ()
g 35 = 100—< 128
_,E W 150 - 200 E;
: m-w ||
EHEE
ﬁ 25 = ; 400 E
Z'DID 12 14 16 18 20 12 14 16 18
Yag Fazi Oram (%) Yag Fazi Orani (%)

Sekil 4.25. RBTP grubu formulasyonlarinin faktoriyel tasarim sonuglari.
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Tablo 4.14. RB+ grubu formilasyonlarin partikll buydkIGgl, PDI ve Zeta potansiyel

degerleri (n=3, XxSS).
P.B. (nm) PDI Zeta (mV) Ort. P.B. (nm) Ort. PDI Ort. Zeta (mV)
302,4+6,10 0,184+0,01 20,6+1,50
RB+ 1 282,148,80 | 0,178+0,01 18,7+1,10 290,2¢8,80 |0,184+0,005| 18,8+1,3
286+4,30 0,192+0,01 17,2+0,78
472,2+8,60 0,153+0,02 10,340,73
RB+ 2 482,8+7,00 0,223+0,01 19,6+0,72 469,1+12,60 |0,176+0,033 14,1+3,9
452,3+1,70 0,153+0,01 12,610,43
211,1+3,20 0,270+0,01 23,8+0,50
RB+ 3 249,3+1,10 0,396+0,02 230,15 235,3+17,20 | 0,349+0,056 23+0,6
245,5+2,40 0,381+0,01 22,2+0,55
443,1+3,80 0,137+0,02 13,4+0,37
RB+ 4 510,7+5,20 0,396+0,05 16,6+0,58 479,4+27,80 |0,233+0,115 14,6%1,4
484,6+3,10 0,168+0,03 13,8+0,34
P.B.: Partikul buyUklugi, Zeta: Zeta potansiyeli
E 500 Yag Fazi 0,36 Ya§ Fazi
?é. 50 —rmm—————mTT * (%)Ovalnnl _(%)Oralnl;
% - 20 032 - 20
& 400 =
@ g,
% - E 0,28
E 300 g 024
,_g . \ 970
200
2 4 2 4
Siirfaktan Miktan (%) Siirfaktan Miktar: (%}
g i Yag Fazi Orani (%) Siirfaktan Miktan (%6} 0,30 Yag Fazi Orani (%) Stirfaktan Miktari (94}
% 450 0.28
;,5; B 026 \
5 400 a
= — £ o
E T— a
2 350 5 0 \
E \
,—g 300 0,20
250 0,18
10 20 2 4 10 20 2 4
4,0-
Fartikal PDI
Bkl U (nm) < 0,200
g < 250 5 W 0200 - 0225
=35 250 — 300 = 0,225 - 0250
k W 300 - 350 b 0,250 - 0,275
-’i—‘ W 350 - 400 ;—‘ M 0,275 - 0300
c 10 W 400 - 450 c M 0300 - 0325
g W > 40 £ 0325
2,5
2,0
10 12 14 6 18 20 12 14 16 8 20
Ya§ Fazi Orami (%} Yagj Fazi Orani (%)

Sekil 4.26. RB+ grubu formilasyonlarinin faktoriyel tasarim sonuglari.
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Tablo 4.15. RTN grubu formiilasyonlarin formulasyonlarin partikil blyuklagd, PDI
ve Zeta potansiyel degerleri (n=3, X£SS).

P.B. (nm) PDI Zeta (mV)  Ort. P.B. (nm) Ort. PDI Ort. Zeta (mV)
219+1,20 0,186+0,01 -3,79+0,27
RTN 1 220,4+0,70 0,188+0,01 -6,99+0,28 218,9+1,00 |0,185+0,012 -6,37+1,90
217,7+2,10 0,169+0,01 -8,33+0,15
364,5+2,70 0,150+0,01 -10,340,26
RTN 2 367,3+2,90 0,159+0,01 -10,240,11 369,2+4,80 | 0,150+0,007 -10,46+0,30
375,7+6,00 0,140+0,01 -10,940,20
61,1+0,15 0,197+0,00 -11,4+1,32
RTN 3 90,6%0,70 0,185+0,01 -10,8+2,79 83,4+16,00 |0,180%0,015 -9,80+1,85
98,410,35 0,160+0,01 -7,21+0,82
367,6+4,50 0,196+0,03 -9,80+0,05
RTN 4 384,9+4,40 | 0,182+0,02 | -9,74+0,41 389+19,40 |0,187+0,006 | -10,11+0,48
414,7+¢2,20 | 0,183+0,02 | -10,8%0,52
P.B.: Partikul buyUklugl, Zeta: Zeta potansiyeli
E S Yag Fazi 0,19 Yag Fazi
5 .| s (%] Orani K {%) Orani
3 30 — 10 / —_— 10
2 - —_— -
g. 200 20 5 0,18 ; 20
C 8
% 250 g 0,17 S
-,1': 200 3 '1'
i 150 ° 0.16 ,”
g I,l
100 I
0,15 ¢
2 4 2 4
Siirfaktan Miktan (%) siirfaktan Miktar (%)
‘E Yag Faz Orani (%) Siirfaktan Miktar (%6) Yad Faz Orani (%) Siirfaktan Miktarn (%)
E a0 0,185
)
:; 0 0,180
g 300 %
fg \ £ o
cé 250 \ 6—'?
§ 200 0,170
150 0,165

20

Stirfaktan Miktar (34}

2,0
10

12 14

Parakdl

16

W 100 -
150 —
200 -

W 250 -

W 300 -

] >

18 20

Yag Fazi Oram (%)

B UkIOEN (nim)
<

100
150

200
250
300
350
350

Strfaktan Miktari (%)

12

14 16

18

Yag Fazi Orani {%)

Sekil 4.27. RTN grubu formilasyonlarinin faktoriyel tasarim sonuglari.
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Tablo 4.16. RTTP grubu formilasyonlarin partikil buytklGgt, PDI ve Zeta potansiyel

degerleri (n=3, XxSS).

P.B. (nm) PDI Zeta (mV) Ort. P.B. (nm) Ort. PDI Ort. Zeta (mV)
199,1+1,50 0,213+0,01 -6,60+0,24
RTTP 1 207,6%0,70 0,191+0,01 -8,14+0,21 210,2+10,2 0,186+0,024 -7,92+1,00
223,8+1,10 0,154+0,02 -9,02+0,27
345,6+2,00 0,155+0,01 -11,3+0,23
RTTP 2 335,8+2,90 0,132+0,01 -10,7+0,17 346,719,40 0,146+0,010 -11,140,28
358,7+0,40 0,152+0,01 -11,3+0,30
100,6+0,40 0,160+0,01 -7,97+0,62
RTTP 3 106,4+0,20 0,2+0,01 -7,54+0,26 102,1+#3,10 | 0,17240,020 | -7,63+0,24
99,3£1,00 0,155+0,01 -7,40+0,37
427,2+3,80 0,171+0,03 -9,19+0,19
RTTP 4 412,8+1,60 0,183+0,00 -9,28+0,25 418,2+6,40 0,170+0,010 -8,86+0,53
414,5+6,10 | 0,157+0,05 | -8,11+0,12
P.B.: Partikul buyUklugi, Zeta: Zeta potansiyeli
E 430 Yag Fazi 0,19 Yag Fazi
= 400 ",—" (%) Orani (%] Orani
El — —_ 10 —_ 10
= 0 g N 20 Wit R 20
5 =
5 % 0,17 H
= E e
£ 250 s L
o £ -
2 oo O 0,16 -
g 150 \ o //
100 e
2 4 2 4
siirfaktan Miktan (%} siirfaktan Miktar {53}
T o Yag Fazi Orani (%) Siirfaktan Miktan (%) DED Yag Faz Orani (%) Surfaktan Miktan (%)
g Y 0,175
% = % 0,170 /
® —— g~ /
& 2% 5
E 0,165
$ w0
© 0,160
150
10 20 2 4 10 20 2 4

Strfaktan Miktar (%}

4,0

2,5

2,0

10 12 14 16 18

Ya§ Fazi Oram (%)

20

Partikul
B iy Okl g (nm)
[ ] <

150
W 150 - 200
200 —

250

250 - 300
W 300 - 350
W 350 -

400
] > 400

4,0

Strfaktan Miktar: (%)

12

14 16 18
Ya§) Fazi Orani (%)

20

Sekil 4.28. RTTP grubu formulasyonlarinin faktoriyel tasarim sonuglari.
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Tablo 4.17. RT+ grubu formilasyonlarin partikil biy(kligu, PDI ve Zeta potansiyel

degerleri (n=3, XxSS).

P.B. (nm) PDI Zeta (mV) Ort. P.B. (nm) Ort. PDI Ort. Zeta (mV)
122,2+1,10 0,246+0,00 16,3+0,72
RT+1 120,7+1,20 0,259+0,00 16,7+0,51 122,2+0,90 0,246+0,003 16,6310,24
99,7+1,10 0,386+0,02 16,8+0,04
332,1+2,50 0,129+0,02 15,9+0,23
RT+ 2 319,3+1,50 0,133+0,01 16,1+0,28 312,3+19,70 | 0,128+0,005 16,23+0,33
285,4+1,40 0,121+0,01 16,7+0,20
112,1+1,90 0,276+0,00 14,1+0,37
RT+ 3 92,940,70 0,339+0,03 15,9+0,23 100,348,40 0,291+0,034 15,46+0,98
95,9+1,70 0,259+0,01 16,4+0,20
289+4,90 0,151+0,01 16,3+0,62
RT+4 329,8+0,90 0,193+0,01 16,2+0,05 317,9+20,50 | 0,176+0,018 16,03+0,30
334,844,1 0,183+0,019 15,610,529
P.B.: Partikul buyUkligu, Zeta: Zeta potansiyeli
F = Yaij Faz 0,30 —_— Ya§ Faz
O T — . {9 Orani %) Orom
2 300 T —_— 10 —_ 10
= ——— 20 —— 20
3 , 02
a 250 g
2 g
5o T 020
2 ° -
3 150 Pt
5 0,15 Pt
100 — -
2 4 2 4
Siirfaktan Miktan (%) Siirfaktan Miktan (%)
‘E‘ Yag Fazi Orani (%) Sirfaktan Miktan (%) 328 Yagj Faz Orani (%) Surfaktan Miktan (%)
‘é‘ 300
z 0,275
S
2 20 § 0,250
A_t" - ,:E 0,225 —
E 9 g,200
g 150 0,175
o 0,150
10 20 2 4 10 20 2 4
4,0+
Pargkal PDI
By CklGgh (nm) < 0,150
g < 120 I3 M 0,150 - 0,175
< 35 120 - 160 T35 0,175 - 0,200
] W 160 - 200 ] 0,200 - 0,225
§ W 200 - 240 § W 0,225 - 0250
c 30 W 240 - 280 c 30 W 0250 - 0275
27 ] > 280 £ > 0275
2,5 2,5
2,04
10 12 14 16 18 20 2 14 16 18 20
Yag Fazi Orami (%) Ya§ Fazi Orani (%}

Sekil 4.29. RT+ grubu formilasyonlarinin faktoriyel tasarim sonuglari.
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Sonuclar incelendiginde, %20 oraninda yag iceren formulasyonlarin partikdil
blyukliklerinin genel olarak 320 nm ve 490 nm arasinda oldugu gorilmektedir. Bu
nedenle bu formiilasyonlarin ileri asamalarda kullaniimamasi kararlastirilmistir. Ote
yandan %10 yag fazi ve %2 - %4 siirfaktan iceren formilasyonlarin salim deneylerinde
ve hiicre kiltiiri deneylerinde kullanilarak optimum formilasyonlarin ex vivo ve in

vivo deneylere tasinmasina karar verilmistir.
4.4.2. NLT Formiilasyonlarinin ilag Yiikleme Etkinligi ve in Vitro ilag Salimi

Hazirlanan NLT formulasyonlarinin ilag yiikleme etkinlikleri Sekil 4.30.da
verilmistir. %2 ve %4 oraninda silrfaktan iceren NLT formilasyonlar
degerlendirildiginde, partikil blytklGginde gorilen farkhliklara karsin ilag yikleme
degerleri acisindan 6nemli bir fark gorilmemistir. Kullanilan sirfaktan miktarini
azaltmak ve buna bagl olarak olasi toksisite sorunlarinin 6niine gegmek amaciyla %2

surfaktan iceren NLT formulasyonlari ile devam edilme karari alinmistir.

100 T
ns
- T 1
R
~ 80 7 I I
»
o
£ 60 7
[ ns ns
o
X 40 = ns
B=]
>
o -
o 20

Sekil 4.30. NLT formilasyonlarinin ilag yiikleme bulgulari. (n=3, X£SS). istatistiksel
analiz bagimsiz cift yonla T testi ile gergeklestirilmis olup anlamhlik
ns=anlamli degil, p>0,05.
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% 2 YAM iceren NLT formilasyonlarinin ilag salim grafikleri Sekil 4.31.de

Tablo 4.16.daki

F2 degerleri

incelendiginde genel

olarak NLT

formulasyonlarinin benzer in vitro ilag salimi gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 4.18.).

Kimilatif ilag Salim1 (%)

150 T

100 T

(&)]
o
1

3

Zaman (saat)

1
1
6

[ I

12

24

Sekil 4.31. % 2 YAM iceren NLT formilasyonlarinin kimdlatif ilag salimi(n=6 X#SS).

Tablo 4.18. NLT formiulasyonlarinin in vitro salim bulgularindan elde edilen F2

degerleri
RBN RBTP RB+ RTN RTTP RT+
RBN 63,21 74,39 RTN 79,83 72,9
RBTP 63,21 77,01 RTTP 79,83 90,51
RB+ 74,39 77,01 RT+ 72,9 90,51

NLT formdilasyonlarinin SEM gorintileri incelendiginde, partikdil

4.4.3. NLT Formiilasyonlarinin Morfolojik incelenmesi

Hazirlanan NLT formilasyonlarinin SEM goriintileri Sekil 4.32." de verilmistir.

boyutlarinin

ZetaSizer'da bulunan degerlerle uyumlu oldugu ve sekillerinin kiiresel ve kiresele

yakin oldugu goézlenmistir.
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GAIA3 TESCAN SEM HV: 2.5 kV WD: 5.69 mm GAIA3 TESCAN

n-Beam SE 500 nm View field: 2.08 ym | Det: In-Beam SE | 500 nm V"m
HuniTek (7

9
|
SEM MAG: 100 kx Date(m/dly): 04/03/19 HUNITEK FL SEM MAG: 100.0 kx Date(m/dly): 04/03/19

>

SEM HV: 2.5 kV WD: 5.62 mm caa3 TescaN fll  SEMHV: 25kv WD: 5.68 mm 1 GAIA3 TESCAN
View field: 2.08 ym  Det: In-Beam SE 500 nm ﬁ‘:ﬂ View field: 2.08 ym | Det: In-Beam SE | 500 nm 7(7
SEM MAG: 100 kx Date(m/dly): 04/03/19 HUNITEK | h SEM MAG: 100 kx  Date(m/d/y): 04/03/19 HUNITEK | ﬁ

SEM HV: 2.5 kV WD: 5.04 mm GAIA3 TESCAN SEM HV: 2.5 kV GAIA3 TESCAN
View field: 2.08 pm ~ Det: In-Beam SE 500 nm TP View field: 208 ym | Det: In-Beam SE 500 nm V[m
SEM MAG: 100 kx | Date(m/dly): 04/04/19 SEM MAG: 100 kx  Date(m/dly): 04/03/19 HuniTek | (7

Sekil 4.32. RBN, RBTP, RB+, RTN, RTTP, RT+ kodlu NLT formiilasyonlarinin SEM
fotograflari.
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4.5. Sitotoksisite Calismalari

Bolim 3.4" de belirtildigi gibi sitotoksisite calismalarinda formazan kristalleri
haricinde absorbans veren etkenleri elimine etmek amaciyla 570 nm’ye ilave olarak
650 nm dalga boyunda da 6l¢limler yapilmistir. 570 nm’de elde edilen sonuglardan
650 nm’deki sonuglar ¢ikarilarak sadece formazan kristallerinin verdigi sonuglara
ulasiimistir. MTT testi plak gorintisi Sekil 4.33. ve hazirlanan formilasyonlarin

sitotoksisiteleri Sekil 4.34."te gosterilmistir.

Transcutol P igeren Hidrojel Transcutol P iceren Bos SLN | | Transcutol P icermeyen Hidrojel Stearilamin igeren Bog SLN

112 14 18 16| 1 12 1/4 1/8 1/16 ‘ IR . 2 1 s sl 1 1z s s

Bog N&tr SLN Nikotinamid
1/2 1/ 1/8 1/16 1/2 1/4 1/8 1/16

Sekil 4.33. MTT testine iliskin plaklarin goriintis.
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B Kkontrol (Su 10%)
B nostralNLT EJ niT+Transcutorp B Hidrojel+ TranscutolP

B nit+steariamin B Hidrojel Bl nikotinamid

200 7

*
*
*
*
150 9 I

nsns o

*xxx

et
B
@

nsns
100 he ns

* ns
% *

M
. *
. *
50 * *III
x *

0 LI N B R | LI B B R | LI B R N | LI R B B |

* ns

Hicre Canlilig: (%)

IR IR IR IR ) IR I RIS IR )
MV Y x\\ MANT Y \>N AN AN \>* AN AN N)N AN RY N\N SN N\” AN AN \)”

Sekil 4.34. ARPE-19 hiicre hatti kullanilarak her ¢ formulasyon grubu (ko-kristal,
hidrofilik jel, NLT) ile gergeklestirilmis in vitro hicre canhligi calismasi.
(n=3, X£SS). istatistiksel analiz bagimsiz cift yonli T testi ile
gercgeklestirilmis olup anlamlilik ns=anlaml degil, *=p<0,05, **=p<0,01,
***=p<0,001 ve ****=p<0,0001 olarak gosterilmistir.

4.6. Permeabilite Calismalari

Bolim 3.5’ de belirtildigi gibi ARPE-19 hiicre hatti kullanilarak yapilan
permeabilite ¢alismalarinda farkh oranda YAM iceren NLT formilasyonlari arasinda
anlaml bir fark bulunamamistir (Sekil 4.35. ve Sekil 4.36.). Bu nedenle ex vivo ve in
vivo calismalarda daha az toksisiteye neden olacagl 6ngorilen %2 oraninda YAM

iceren NLT lerin kullanilmasi kararlastiriimistir.
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cm/sn)

Papp (x10

107

sekil 4.35.

ARPE-19 hiicre hatti kullanilarak her ti¢ formilasyon grubu (ko-kristal,
hidrofilik jel, NLT) ile gerceklestirilmis in vitro gecis ¢alismasi.
Formilasyonlar etken madde ile karsilastirilmistir. (n=3, X£SS).
istatistiksel analiz bagimsiz cift yonlii T testi ile gerceklestirilmis olup
anlamlilik *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 olarak gosterilmistir.

cm/sn)

-6

Papp (x10

*w&
*

_I %% %

Sekil 4.36. ARPE-19 hiicre hatti kullanilarak gerceklestirilmis in vitro gecis calismasi.

Formilasyonlar etken madde ile karsilastiriimistir. (n=3, X£SS).
istatistiksel analiz bagimsiz cift yonlii T testi ile gerceklestirilmis olup
anlamlilik ns=anlamli degil, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 olarak
gosterilmistir.
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4.7. Ex Vivo Calismalar

4.7.1. Ex Vivo Gegis Calismasi

Bolim 3.6’ de belirtildigi gibi riboflavin ve riboflavin-5-fosfat sodyum ile
hazirlanan formilasyonlarin tavsan korneasindan zamana bagli olarak gegisi

degerlendirilmis ve Sekil 4.37 ve Sekil 4.38’de sunulmustur.
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4.7.2. Ex Vivo Korneal Tutulum Calismasi

Bolim 3.6" de belirtildigi gibi riboflavin ve riboflavin-5-fosfat sodyum ile
hazirlanan formilasyonlaridaki etken maddelerin tavsan korneasinda tutunan
konsantrasyonlari degerlendiriimis ve sonuclar Sekil 4.39 ve Sekil 4.40'ta

sunulmustur.

N
o

— * %

ppm)

- ns

N
o

3

1.5

Riboflavin

0.5 9

Konsantrasyon (x10
=
o

0.0 T T T T T
RBN RBTP RB + 1R1IN 1R1M THJ THJ-TP

Sekil 4.39. Riboflavin iceren formilasyonlarin ex vivo korneal tutulum galismasi
bulgulari. (n= 3, X+SS). istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA testi ile
gercgeklestirilmis olup anlamhilik ns=anlamli degil, *=p<0,05, **=p<0,01,
***=p<0,001 olarak gosterilmistir.

ns

I

ns

h T

IS
1

3

Konsantrasyon (x10 pg/mlL)
w
1

N
1

Riboflavin-5-fosfat sodyum
.
1

a

RTN RTTP RT+ THIJ THJ-TP

Sekil 4.40. Riboflavin-5-fosfat sodyum igeren formilasyonlarin ex vivo korneal
tutulum calismasi bulgulari. (n=3, X+SS). istatistiksel analiz tek yénlu
ANOVA testi ile gerceklestirilmis olup anlamlilik ns=anlamli degil olarak
gosterilmistir.
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4.8. in Vivo Galismalar
4.8.1. Sicanlarda in Vivo Doku Dagilimi Calismalari

Bolim 3.7.1" de belirtildigi Uzere sican gozlerine topikal olarak
formulasyonlarin uygulanmasindan 30 dk. sonra korneada bulunan etken madde

miktarlari tespit edilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.41 ve 4.42.” de sunulmustur.

r 1

—

— *
*

1
ok
*kk ok
100 9
ns ns
r 1 T 1
509 I
0= T - T

(ng/mL)

Riboflavin Konsantrasyonu

r
R BN RBTP R B + 1R1IN 1R1M BHJ BHJ-TP

Sekil 4.41. Riboflavin iceren formilasyonlarin uygulanmasi sonucu sigan kornea
dokusunda tespit edilen riboflavin konsantrasyonu degerleri (n= 3,
X+SS).istatistiksel analiz tek yonlit ANOVA testi ile gerceklestirilmis olup
anlamlilik ns=anlamli degil, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001,
****=p<0,0001 olarak gosterilmistir.

—
—

r
r 1 *
* %

1T
r 1 e * kKK
E Kk ok
509
ns
—
o - T Iilil T

D TE RTN RTTP RT+ THJ THJ-TP

Riboflavin-5-fosfatsodyum
Konsantrsayonu (ng/mL)

Sekil 4.42. Riboflavin-5-fosfat sodyum iceren formilasyonlarin ve miistahzarlarinin
(D:MedioCross Dekstroz, TE:MedioCross Transepitelyal) uygulanmasi
sonucu sican kornea dokusunda tespit edilen etken madde
konsantrasyonu degerleri (n=3 , X+SS).Istatistiksel analiz tek yonli
ANOVA testi ile gerceklestirilmis olup anlamlilik ns=anlaml degil,
*=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001, ****=p<0,0001 olarak gosterilmistir.
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4.8.2. Korneanin in Vivo Biyomekanik Cevabinin Degerlendirilmesi

Bolim 3.7.2' de belirtildigi gibi segilen formilasyonlar ve 2 adet piyasa
preparati (MedioCrROSS D ve MedioCROSS TE) tavsanlara uygulandiktan sonra
tavsan goézlerine UVA 1181 (370 nm, 3 mW/cm?) uygulanmistir. . Bu uygulamadan 3
hafta sonra tavsanlarin gozleri gikarilarak korneal seritler elde edilmistir. Bu seritler
TA-XT Plus Texture Analyzer’a yerlestirilerek biyomekanik 6l¢tiimleri yapilmis ve
uygulanan formuilasyonlarin korneal capraz baglanma tGzerindeki etkileri biyomekanik
Olciim ile incelenmistir (Sekil 4.43. - Sekil 4.45.). Elde edilen bulgular Sekil 4.46- Sekil

4.50 arasinda sunulmustur.

Sekil 4.45. Korneada zamana bagli ilag birikimini gdsteren fotografi.
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4.9, Stabilite Calismalari
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Bolim 3.8’de hazirlanan formiilasyonlar tzerinde fiziksel stabilite ¢calismalari

gerceklestirilmis Sekil 4.51.-4.57. ve Tablo 4.19.-4.25."te gosterilmistir.

4.9.1. Hidrofilik Jel Stabilite Calismalari

Tablo 4.19. BHJ grubu hidrofilik jellerin farkh sicakhktaki stabilitesi (n=3, X+SS).

BHJ Numuneler (t=0)

cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 35°C
n=1 14,60 843,37 2034,01 | 7094,23 14287,7 20885,8 23068,6 24656,2
n=2 14,60 1141,03 | 1885,18 | 7639,94 14486,1 20935,4 22771 24358,5
n=3 14,40 1339,47 | 1934,79 | 7491,11 14287,7 20985 22721,4 24160,1
fss | 1453t | 1107,95¢ | 1951,32+ | 7408,42+ | 14353,83+ | 209354+ |22853,67+| 243916+
B 0,09 203,87 61,7 230,32 93,52 40,49 153,32 203,87
BHJ Oda Sicakhgi Numuneler (t=30)
cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 350C
n=1 14,88 24,81 74,41 4167,24 12452,1 15081,4 19596 23713,6
n=2 14,88 29,77 74,41 4233,39 12154,5 14684,6 20885,8 23564,7
n=3 14,88 24,81 74,41 4531,05 12154,5 16272,1 21084,2 23763,2
- 26,46+ 4310,56+ | 12253,7+ | 15346,03+ 20522+ 23680,5+
Xt 14,88+ ! 74,41+ ! ’ ’ ]
S5 /8810 2,33 A41£0 158,23 140,29 674,56 659,77 84,34
BHJ -4°C Numuneler (t=30)
cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 350C
n=1 19,84 1041,81 | 1885,18 | 6647,74 14166,1 20885,8 23664 23763,2
n=2 19,84 446,49 2034,01 | 6598,13 14062,3 20836,2 23614,4 23664
n=3 19,84 843,37 | 2579,72 | 6151,64 | 13859,3 21084,2 23267,1 23465,5
%45 | 19 84+0 777,22+ | 2166,30% | 6465,83+ | 14029,2+ | 20935,40+ | 23515,1+ | 23630,90+
- T 247,49 298,57 223,09 217,41 107,14 176,57 123,76
35000
30000
o 25000
L
2 20000
N
% 15000
< 10000
5000
0 e
15 20 25 30 35 40
Sicaklik
—@—t=0 —@— Oda Sicaklig| t=30 —@—Buzdolabi t=30

Sekil 4.51. BHJ grubu hidrofilik jellerin farkli sicakliktaki stabilitesi (n=3, X£SS).



Tablo 4.20. BHJ-TP grubu hidrofilik jellerin farkh sicakliktaki stabilitesi.

119

BHJ-TP Numuneler (t=0)

cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 35°C
n=1 24,81 1141,03 1438,69 6945,4 11112,6 19050,2 22969,4 24705,8
n=2 | 24,81 | 1091,42 1488,3 | 7044,62 11410,3 19397,5 22671,8 | 238128
n=3 24,81 1091,42 1885,18 7391,89 11063 18752,6 23316,7 23564,7
%+ss | 24.81+0 1107,95+ | 1604,05+ | 7127,30+ | 11195,30+ | 19066,77+ | 22985,97+ | 24027,70%
! 23,38 199,81 191,42 135,37 263,53 263,53 490,02
BHIJ-TP Oda Sicakhigi Numuneler (t=30)
cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 35°C
n=1 19,84 1537,91 1587,52 4911,39 12948,2 17363,5 20687,4 23366,3
n=2 14,88 1240,25 1885,18 5655,54 13097 17363,5 20737 22671,8
n=3 19,84 1785,96 1537,91 5258,66 13841,2 17561,9 20786,6 22225,3
%4SS 18,18+ 1521,37+ | 1670,20+ | 5275,19+ | 13295,47+ | 17429,63+ 20737+ 22754,4+
2,33 223,09 153,35 304,02 390,64 93,52 40,49 469,46
BHJ-TP -4°C Numuneler (t=30)
cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 350C
n=1 24,81 446,49 1141,03 8136,04 11708 19794,4 24308,9 25549,2
n=2 24,81 496,1 1240,25 8632,14 12005,6 19496,7 24606,6 27037,5
n=3 24,81 644,93 1339,47 8582,53 12253,7 20240,9 23316,7 26144,5
%+ss | 2481+ 0 529,17+ 1240,25+ | 8450,23+ | 11989,10+ 19844+ 24077,40+ | 26243,70%
! 84,32 81,01 223,09 223,08 305,83 551,45 611,63
35000
30000
25000
E 20000
2
N
% 15000
>
10000
5000
0
15 20 25 30 35 40
Sicakhk
—@—Taze —@—(OdaSicakhgl —@=—Buzdolabit=30

Sekil 4.52. BHJ-TP grubu hidrofilik jellerin farkli sicakhktaki stabilitesi (n=3, XtSS).




Tablo 4.21. THJ grubu hidrofilik jellerin farkl sicakhktaki stabilitesi.
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THJ Numuneler (t=0)

cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 35°C
n=1 | 14,88 843,37 | 1537,91 | 10418,1 13940,4 23614,4 27483,9 29567,6
n=2 | 14,88 793,76 | 1736,35 10467,7 14486,1 24011,2 27186,3 29269,9
n=3 | 14,88 744,15 | 1240,25 | 9822,78 13990 23118,3 27930,4 28972,2
4SS 14,88+ | 1107,95+ | 1951,32+ | 7408,42+ | 14353,83+ | 20935,4+ |22853,67+ | 24391,6%
a 0 40,50 203,87 293,02 246,38 365,27 305,79 243,07
THJ Oda Sicakligi Numuneler (t=30)
cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 35°C
n=1 | 14,88 24,81 1488,3 3968,8 5605,93 15676,8 20042,4 25896,4
n=2 14,88 24,81 1686,74 4911,39 4961 15577,5 19744,8 24705,8
n=3 | 14,88 29,77 1488,3 4117,63 4961 14883 19248,7 24011,2
4SS 14,88+ | 26,46+ |1554,44+ | 4332,60+ | 5175,97+ | 15379,10+ | 19678,63+ | 24871,13+
a 0 2,33 93,54 413,74 304,02 353,13 327,38 778,45
THJ -4°C Numuneler (t=30)
cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 35°C
n=1 | 19,84 992,2 1785,96 | 11311,1 15329,5 25152,3 28079,3 30262,1
n=2 | 14,88 843,37 | 2034,01 | 12154,5 16272,1 24656,2 29269,9 31006,3
n=3 | 14,88 992,2 1339,47 | 10864,6 15627,1 26491,7 29121,1 31899,2
R4S 16,53+ | 942,59+ | 1719,81+% | 11443,40+ | 15742,90+ | 25433,40+ | 28823,43+ | 31055,87+
B 2,33 70,15 287,37 534,84 393,43 775,25 529,67 669,26
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Sekil 4.53. THJ grubu hidrofilik jellerin farkli sicakliktaki stabilitesi (n=3, X£SS).
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Tablo 4.22. THJ grubu hidrofilik jellerin farkli sicakliktaki stabilitesi.

THJ-TP Numuneler (t=0)
cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 35°C
n=1 | 24,81 | 793,76 3224,65 12600,9 14883 20985 24308,9 26442,1
n=2 | 24,81 | 843,37 3423,09 13543,5 15676,8 20439,3 24060,9 26045,2

n=3 | 24,81 | 595,32 | 3423,09 | 13791,6 15379,1 21332,3 24656,2 26541,4
24,81 | 744,15+ |3356,94+ | 13312+ | 15312,97+|20918,87+| 24342+ |26342,90+
+0 107,16 93,54 512,92 327,42 367,55 244,15 214,37
THJ-TP Oda Sicakligi Numuneler (t=30)
cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 35°C
n=1 | 19,84 29,77 1141,03 | 3819,97 5853,98 113111 15379,1 16470,5
n=2 | 19,84 | 44,65 1041,81 | 3770,36 5556,32 10914,2 15676,8 17958,8

n=3 | 19,84 29,77 992,2 4068,02 4961 12005,6 14982,2 17760,4
R4S 19,84 | 34,73t |1058,34+ | 3886,11+ | 5457,10+ | 11410,30+ | 15346,03+ | 17396,57+
+0 7,01 61,87 130,20 371,24 451,04 284,53 659,81
THJ-TP -4°C Numuneler (t=30)
cP 15°C 20°C 25°C 30°C 31°C 32°C 33°C 35°C

n=1 | 24,81 | 744,15 | 3671,14 | 12452,1 14287,7 20092,1 21927,6 24308,9
n=2 | 24,81 | 1141,03 | 3373,48 | 12253,7 13642,8 20488,9 21729,2 23961,6
n=3 | 24,81 | 1438,69 | 3671,14 | 11906,4 13940,4 19844 21233,1 23515,1

24,81 | 1107,95+ | 3571,92+ | 12204,07+ | 13956,97+ | 20141,67+ | 21629,97+ | 23928,53+
+0 284,50 140,31 225,52 263,53 265,60 292,08 324,09
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Sekil 4.54. THJ-TP grubu hidrofilik jellerin farkh sicakliktaki stabilitesi (n=3, XSS).




4.9.2. NLT Stabilite Calismalari

Tablo 4.23. NLT’lerin oda sicakhigindaki stabiliteleri.
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RBN Oda Sicakhgi (t=30)

P.B. (nm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) X*SS PDI XSS | Z.P. (mV) X£SS
n=1 221,3 0,181 -7,17
n=2 224,5 0,133 -7,29 22242,23 0,164+0,02 | -7,24+0,06
n=3 220,2 0,179 -7,26
RBTP Oda Sicakhigi (t=30)
P.B. (nm) PDI Z.P. (mV) P.B. (nm) X*SS PDI X+SS | Z.P. (mV) X£SS
n=1 203,1 0,223 -11,3
n=2 205,6 0,24 -11,6 204,8+1,50 0,225+0,01 | -11,4+0,17
n=3 205,8 0,213 -11,3
RB+ Oda Sicakhgi (t=30)
P.B. (nm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) X*SS PDI XSS | Z.P. (mV) X£SS
n=1 89,27 0,44 28
n=2 92,06 0,437 25,7 91,1+1,60 0,441+0,01 | 27,2+1,30
n=3 92,04 0,445 28
RTN Oda Sicakhgi (t=30)
P.B. (nm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) XSS PDI XSS | Z.P. (mV) X%SS
n=1 281,5 0,375 -1,66
n=2 287,2 0,302 -1,54 294,9+18,55 0,358+0,05 | -1,64+0,09
n=3 316,1 0,396 -1,72
RTTP Oda Sicaklig: (t=30)
P.B. (nm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) X*SS PDI XSS | Z.P. (mV) X£SS
n=1 261,3 0,21 -8,68
n=2 265,6 0,219 -8 264,1+2,42 0,210+0,01 | -8,36+0,34
n=3 265,4 0,201 -8,39
RT+ Oda Sicakhgi (t=30)
P.B. (nm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) X*SS PDI XSS | Z.P. (mV) X£SS
n=1 232,1 0,332 17,6
n=2 232,8 0,333 17,4 212,1+35,25 0,393+0,11 | 17,2+0,47
n=3 171,4 0,514 16,7

P.B.:Partikul bliytuklGgu, Z.P.: Zeta potansiyeli



Tablo 4.24. NLT’lerin +4°C’deki sicakhgindaki stabiliteleri.
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RBN +4°C (t=30)

P.B. (hm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) X*SS PDI X£SS | Z.P. (mV) X£SS
n=1 69,3 0,173 -3,71
n=2 70,73 0,19 -3,79 70,67+1,33 0,180+0,01 | -4,08+0,57
n=3 71,97 0,177 -4,74
RBTP +4°C (t=30)
P.B. (hm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) X*SS PDI X£SS | Z.P. (mV) X£SS
n=1 255,9 0,192 -7,04
n=2 262,4 0,186 -6,17 260,5+3,97 0,198+0,02 | -6,73+0,48
n=3 263,1 0,216 -6,99
RB+ +4°C (t=30)
P.B. (nm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) X*SS PDI XSS | Z.P. (mV) X£SS
n=1 176,6 0,213 32
n=2 177 0,205 33,1 176,9+0,23 0,201+0,01 32,5+0,55
n=3 177 0,185 32,4
RTN +4°C (t=30)
P.B. (nm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) XSS PDI X£SS | Z.P. (mV) XSS
n=1 557,2 0,274 -3,07
n=2 600,38 0,233 -3,16 613,2+45,49 0,262+0,02 | -3,02+0,16
n=3 663,6 0,279 -2,84
RTTP +4°C (t=30)
P.B. (nm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) XSS PDI X£SS | Z.P. (mV) XSS
n=1 407,2 0,205 -6,23
n=2 441,8 0,255 -6,12 414,8+24,12 0,223+0,02 | -6,14+0,07
n=3 395,4 0,21 -6,08
RT+ +4°C (t=30)
P.B. (hm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) X*SS PDI X£SS | Z.P. (mV) XSS
n=1 143,4 0,23 22,4
n=2 145,4 0,234 22,2 143,1+2,52 0,227+0,01 22,6+0,52
n=3 140,4 0,218 23,2

P.B.:Partikil buyuklugi, Z.P.: Zeta potansiyeli



Tablo 4.25. NLT’lerin -20°C’deki sicakligindaki stabiliteleri.
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RBN -20°C (t=30)

P.B. (nm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) X+SS PDI X+SS | Z.P. (mV) XSS
n=1 288,6 0,261 | -14,1
n=2 294,6 0,256 -15 291,443,02 0,261+0,01 | -14,7+0,55
n=3 290,4 0,266 | -15,1
RBTP -20°C (t=30)
P.B. (hm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) XSS PDI X£SS | Z.P. (mV) X&SS
n=1 396,3 0,419 | -12,1
n=2 375,4 0,398 | -14,1 381,8+12,59 0,401+0,01 | -13,1+1.00
n=3 373,7 0,386 -13
RB+ -20°C (t=30)
P.B. (nm) PDI | Z.P. (mV) P.B. (nm) XSS PDI X£SS | Z.P. (mV) X£SS
n=1 197,1 0,275 46,3
n=2 194,7 0,314 45,4 196,8+1,96 0,286+0,02 46+0,52
n=3 198,6 0,27 46,3
RTN -20°C (t=30)
P.B. (nm) PDI | Z.P. (mV) P.B. (nm) XSS PDI X£SS | Z.P. (mV) X£SS
n=1 813,2 0,689 | -5,61
n=2 933 0,756 -5,7 840,2+82,72 0,685+0,073 | -5,89+0,410
n=3 774,3 0,61 -6,36
RTTP -20°C (t=30)
P.B. (hm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) XSS PDI X£SS | Z.P. (mV) X£SS
n=1 629,4 0,544 -0,9
n=2 628,8 0,525 | -1,61 642,4+24,04 0,537+0,01 | -1,30+0,35
n=3 669 0,541 | -1,38
RT+ -20°C (t=30)
P.B. (nm) PDI | Z.P.(mV) P.B. (nm) XSS PDI X£SS | Z.P. (mV) X%SS
n=1 332,8 0,453 28,8
n=2 380,6 0,385 33,8 360,1+24,63 0,405+0,04 | 31,8+2,63
n=3 367 0,378 32,7

P.B.:Partikul bliytuklGgu, Z.P.: Zeta potansiyeli
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SEM HV: 2.5kV WD: 5.70 mm L GAIA3 TESCAN SEMHV: 25kV WD: 5.09 mm GAIA3 TESCAN|
7

View fieid: 2.08 ym Det: In-Beam SE 500 nm View field: 2.08 pm Det: In-Beam SE 500 nm @

SEM MAG: 100 kx  Date(m/dly): 04/03/19 SEM MAG: 100.0 kx Date(m/diy): 04/03/19 HUNITEK |\ /|

: .
SEM HV: 2.5 kV WD: 5.54 mm SEM HV: 2.5 kV WD: 5.62 mm Ll GAIA3 TESCAN
View field: 2.08 ym Det: In-Beam SE 500 nm View field: 5.19 ym Det: In-Beam SE 1pm
SEM MAG: 100.0 kx  Date(m/dly): 04/03/19 SEM MAG: 40.0 kx Date(m/d/y): 04/03/19

SEM HV: 2.5kV WD: 5.04 mm L1l GAIA3 TESCAN SEMHV: 25kV WD: 5.01 mm GAIA3 TESCAN|

View field: 2.08 ym = Det: In-Beam SE 500 nm ”HW View field: 2.08 ym  Det: In-Beam SE | 500 nm rp
SEM MAG: 100 kx  Date(m/dly): 04/04/19 HUNITE! iy SEM MAG: 100 kx  Date(m/dly): 04/04/19 HUNITEK |

Sekil 4.55. NLT formilasyonlarinin oda sicakhigindaki SEM goriintileri.
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SEM HV: 2.5 KV WD: 4.99 mm GAIA3 TESCAN  SEM HV: 2.5 kV WD: 5.01 mm GAIA3 TESCAN|
View field: 208 pm  Det: In-Beam SE 500 nm 08pm  Det:In-Beam SE 500 nm 7@

SEM MAG: 100.0 kx Date(m/dly): 04/04/19 100.0 kx Date(m/dly): 04/04/19 HUNITEK | ']

J

SEM HV: 25kV WD: 4.96 mm GAIA3 TESCAN SEMHV: 2.5 kV’ WD: 495 mm GAIA3 TESCAN

B

View field: 208 ym  Det: In-Beam SE 500 nm @ View field: 2.08 pm  Det: In-Beam SE | 500 nm EW
SEM MAG: 100 kx  Date(m/dly): 04/04/19 NUNI’EKL A SEM MAG: 100 kx  Date(m/dly): 04/04/19 HUNITEK ¥

SEM HV: 2.5kV WD: 4.88 mm GAIA3 TESCAN  SEM HV: 2.5 kV WD: 5.01 mm GAIA3 TESCAN
View field: 208 ym  Det: In-Beam SE | 500 nm | [71 View field: 519 pm  Det: In-Beam SE 1 pm ﬁ_y
SEM MAG: 100.0 kx Date(midly): 04/04/19 HUNITEK, .0 kx  Date(midly): 04/04/19 HUNITEK,

Sekil 4.56. NLT formulasyonlarinin +4°C’deki sicakligindaki SEM gorintileri.
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SEM HV: 2.5kV WD: 4.89 mm GAIA3 TESCAN  SEMHV: 2.5 kV WD: 4.99 mm GAIA3 TESCAN|

View field: 5.19 pm Det: In-Beam SE B View field: 2.08 pm Det: In-Beam SE 500 nm E"
SEM MAG: 40.0 kx  Date(m/dly): 04/04/19 HUNITEK|[\/)] SEM MAG: 100 kx  Date(m/dly): 04/04/19 HUNITEK

SEM HV: 2.5 kV WD: 4.94 mm GAIA3 TESCAN  SEM HV: 2.5kV WD: 4.93 mm GAIA3 TESCAN
View field: 2.08 ym  Det: In-Beam SE | 500 nm View field: 2.07 ym | Det: In-Beam SE 500 nm
SEM MAG: 100 kx  Date(m/dly): 04/04/19 SEM MAG: 100 kx  Date(midly): 04/04/19

SEM HV: 2.5kV . GAIA3 TESCAN  SEMHV: 25 kV | GAIA3 TESCAN

View fiel View field: 208 ym  Det: In-Beam SE 500 nm
SEM MAG: 100 kx _ Date(m/dly): 04/04/19 HUNITEK| ]| SEMMAG: 100 kx Date(m/dly): 04/04/19 HuniTek | )]

Sekil 4.57. NLT formilasyonlarinin -20°C’deki sicakhigindaki SEM gorintileri.
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5. TARTISMA

ilag tasiyici sistem arastirmalarinda oftalmik ilag tasinmasi, géziin bircok statik
(korneal epitel, stroma, retina) ve dinamik bariyerleri (lakrimal sivi sekresyonu, koroid
ve konjonktival kan akisi) icermesi ve karmasik yapisi nedeniyle en zorlu alanlardan
biridir (206).

Keratokonus, korneanin incelmesi, sivrileserek koni sekli almasi ile meydana
gelen, ilerleyici o6zellikte dejeneratif bir hastaliktir. Bu dejenerasyon, hastada ciddi
gorme kayiplarina yol agmakta ve etkin tedavinin saglanamadigi durumlarda kornea
nakli gerektiren agir tablolar meydana gelebilmektedir.

Keratokonus hastaliginda, korneanin stroma tabakasinda bulunan kolajen
lifleri parcalanarak korneanin biyomekanik gilici zayiflamaktadir. Hastaligin
tedavisinde kullanilan yontemler arasinda, “korneanin ¢apraz baglanmasi”  son
zamanlarda Umit vadeden bir yéntemdir. Kornea ¢apraz baglanmasi tedavisinde,
kolajen lifleri arasindaki ¢apraz baglanma derecesi, B2 vitamini ve ayni zamanda
fotoduyarlilastirici (“photosensitizer”) bir madde olan riboflavin uygulanmasinin
ardindan UVA 15181 uygulamasi ile artirilmaktadir. Riboflavinin kornea epitelinden
gecememesi nedeniyle, klinikte bu yontemde, ilk olarak gz lizerindeki epitel tabakasi
cerrahi islem ile kazinarak uzaklastirilmaktadir (“Epi-Off” Tedavi). Tedavide en yaygin
olarak kullanilan yontem olmasina ragmen bu yéntemde, epitelin cerrahi islem ile
uzaklastirilmasinin bircok komplikasyonlara neden oldugu ve tedavinin basarisini
olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir. Bu yontemin sakincalari;; mikrobiyal
enfeksiyon riski, kornea erimesi nedeniyle keratit olusumu, gérme netliginin geri
donlislimsiiz olarak azalmasina neden olan korneal skar olusumu, siddetli agri, topikal
antibiyotik, steroid, nonsteroidal antienflamatuvar veya lubrikan ila¢ kullanma
gerekliligi olarak siralanabilir (207).

Riboflavin gibi bircok ilac da prekorneal ve korneadaki engeller nedeniyle goz
dokularina istenen diizeyde ulasamamaktadir. ilaclarin kornea epitelinden gecislerini
artirarak okiler biyoyararlanimi iyilestirmek Uzere literatiirde kullanilan yaklasimlar;
ilacin fizikokimyasal o6zelliklerinin degistirilmesi (lipofilisitenin artirilmasi vb),

penetrasyon artiricilarin  kullanilmasi, formilasyon viskozitesinin artiriimasi,
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nanoteknoloji temelli ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi, formiilasyona katyonik yiik
kazandirilmasi ve mukoadhezif formilasyonlarin hazirlanmasi vb. olarak siralanabilir
(32).

Girisimsel bir teknik olan klasik kornea c¢apraz baglanmasi (“Epi-off”)
yonteminin sakincalarini ortadan kaldirmak Uzere, riboflavinin korneya epitel
uzaklastirlmadan (“Epi-on”) tasinmasi igin bircok arastirma yapilmistir. Bu
calismalarda emdilsiyon gibi lipid iceren formiilasyonlarin hazirlanmasi, siklodekstrin,
benzalkonyum klorir, EDTA, alkol gibi penetrasyon artiricic maddelerin
formulasyonlara ilave edilmesi, maddenin degisik tuzlari veya baz halde uygulanmasi,
lipofilik ester 6n ilag formlari veya lipofilik ester lipid konjugatlarinin hazirlanmasi gibi
yaklasimlar denenmis olup, riboflavinin korneaya penetrasyonunda bir miktar artis
saglanmistir. Ancak, girisimsel teknik ile elde edilen sonuclarin daha basarili oldugu
gorilmektedir (208).

Son zamanlarda arastirmacilar ve klinisyenler keratokonusun girisimsel
olmayan, etkin ve gilivenli tedavisi icin yeni formuilasyon tasarimlarina ihtiyag
oldugunu bildirmistir. Bu yaklasimlarda hedef riboflavinin biyik bir fizyolojik engel
olan kornea epitelini gegerek etkin miktarda stromada birikmesinin saglanmasidir. Bu
hedefe ulasmada literatiirde denenmemis, rasyonel formilasyon yaklasimlarinin
kullanilmasi optimum bir bakis acisi olabilir. Bu nedenle bu doktora tez calismasinin
amaci,

i) ilaglarin kornea epitelini gecmesinde oOnemli katki saglayan artmis
¢Ozlintrlik ve lipofilisite faktorlerini birarada uygulamayr amaglayan kimyasal
yaklasim: baz (lipofilik) haldeki riboflavinin mannitol, dekstroz ve trehaloz gibi
yardimci maddeler ile ko-kristal formlarinin olusturulmasiyla lipofilitesinin azalmadan
¢ozunurltglnln artirilmasi ile ¢ozelti formiilasyonun gelistirilmesi,

ii) ilaglarin kornea epitelini gecmesinde 6nemli katki saglayan prekorneal
alanda uzun siire kalis (artmis viskozite veya nanoteknoloji temelli ilag tasiyici sistem
ile) faktoriini temel alan yaklasim: bu yaklasim kapsaminda riboflavinin baz (lipofilik)

veya tuz (hidrofilik) yapida olmasinin ve hidrofilik (termosensitif jel) veya hidrofobik
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(nanoyapih lipit tasiyict (NLT)) sistemler ile tasinmasinin uzun siire kahs yaklasimina
ilave bir katkisinin olup olmayacaginin arastiriimasi, olarak belirlenmistir.
Gelistirilen formulasyonlar (izerinde yapilacak in vitro karakterizasyon, ex vivo

ve in vivo ¢alismalar ile uygun formilasyonlar belirlenecektir.

5.1. Riboflavin ve Riboflavin-5-Fosfat Sodyum’un Miktar Tayini ve Analitik

Yontem Validasyonu

Literatlirde hem riboflavin hem de riboflavin-5-fosfat sodyum’un miktar tayini
icin UV spektrofotometre, spektroflorometre, kiitle spektrometresi, yliksek basingli
sivi kromatografisi (HPLC) , kapiler elektroforez ve mikrobiyolojik yontemler gibi farkli
yontemler bulunmaktadir (209). Tez kapsamindaki in vitro g¢alismalar igin, bu
yontemler icinde dusik miktarlardaki hem riboflavin hem de riboflavin-5-fosfat
sodyum’u yiksek hiz, yiksek hassasiyet ve dogruluk ve ile en hassas ve 6zgil bir
sekilde saptayan yontem olmasi nedeni ile HPLC yonteminin kullanilmasina karar
verilmistir.

Analitik yontem validasyonlari hem riboflavin hem de riboflavin-5-fosfat
sodyum icin ayri  sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgularin
degerlendirilmesinde ICH Q2/R1 “Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology” kilavuzu (210) esas alinmistir.

Riboflavin’in miktar tayini Bolim 4.1.1'de belirtilen sekilde Eksitasyon:420
nm/ Emisyon: 530 nm dalga boyunda, 6 farkli konsantrasyonla gerceklestirilmistir.
Tez kapsaminda yapilacak analizlere uygun olmasi igin genis bir konsantrasyon araligi
(0,1-20 pg/mL) secilerek calisiimistir. Calisilan konsantrasyon araliginda yapilan
hesaplamalar sonucunda analitik yontem validasyon parametrelerinden biri olan
dogrusallik icin R? degeri 1 olarak bulunmustur. R? degeri 1’e ne kadar yakin olursa
yontemin glvenilirligi o kadar artmaktadir (180). Yapilan 6zgillik calismasi ile
formiilasyon icinde kullanilan diger maddelerin riboflavin’in miktar tayini tzerinde
herhangi bir etkilerinin olmadigi tespit edilmistir. Yontem validasyonu kapsaminda;
dogrusallik, dogruluk kesinlik (tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik), saptama

siniri (LOD) ve miktar tayini siniri (LOQ) incelenmistir. Hesaplanan saptama siniri ve
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tayin edilebilirlik siniri sirasiyla 0,0006 pg/mL ve 0,002 ug/mL olarak bulunmustur.
llgili kilavuza (ICH Topic Q2 (R1) Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology) gore analitik yonteme iliskin validasyon parametrelerinin belirlenen
varyasyon katsayilarinin (VK) %2’nin altinda olmasi beklenmekte ve geri kazanim
degerlerinin %98-102 arasinda olmasi gerekmektedir (210). VK’'nin %2’'nin altinda
olmasi, yontemin tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik degerlerinin kabul
edilebilir 6lglde farklilik gdsterdigini belirtmektedir. Riboflavin igin gelistirilen analitik
yontemde tiim varyasyon katsayilari %2’'nin altinda olup geri kazanim degerlerinin
%98-102 arasinda oldugu gosterilmistir. Bu da ilgili yontemin hassas ve tekrar
edilebilir oldugunu gostermektedir.

Riboflavin-5-fosfat sodyum’un miktar tayini Bolim 4.1.2'de belirtilen sekilde
Eksitasyon:440 nm/ Emisyon: 530 nm dalga boyunda, 6 farkli konsantrasyonla
gerceklestirilmistir. Tez kapsaminda yapilacak analizlere uygun olmasi icin genis bir
konsantrasyon araligi (2,5-20 pg/mL) segilerek ¢alisilmistir. Calisilan konsantrasyon
araliginda vyapilan hesaplamalar sonucunda analitik yo6ntem validasyon
parametrelerinden biri olan dogrusallik icin R?> degeri 0,9993 olarak bulunmustur. R?
degeri 1’e ne kadar yakin olursa yontemin giivenilirligi o kadar artmaktadir (180). Yapilan
0zglllik calismasi ile formilasyon icinde kullanilan diger maddelerin riboflavin-5-
fosfat sodyum’un miktar tayini Uzerinde herhangi bir etkilerinin olmadigi tespit
edilmistir. Yontem validasyonu kapsaminda; dogrusallik, dogruluk, kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik), saptama siniri (LOD) ve miktar tayini
siniri (LOQ) incelenmistir. Hesaplanan saptama siniri ve tayin edilebilirlik siniri
sirastyla 0,002 pg/mL ve 0,007 pg/mL olarak bulunmustur. ilgili kilavuza (ICH Topic Q2
(R1) Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology) gore, analitik
yonteme iliskin validasyon parametrelerinin belirlenen varyasyon katsayilarinin (VK)
%2’'nin altinda olmasi beklenmekte ve geri kazanim degerlerinin %98-102 arasinda
olmasi gerekmektedir (210). VK’'nin %2’nin altinda olmasi, yontemin tekrarlanabilirlik
ve tekrar elde edilebilirlik degerlerinin kabul edilebilir dlclide farkhilik gosterdigini
belirtmektedir. Riboflavin-5-fosfat sodyum icin gelistirilen analitik yontemde tim

varyasyon katsayilari %2’nin altinda olup geri kazanim degerlerinin %98-102 arasinda
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oldugu gosterilmistir. Bu da ilgili yontemin hassas ve tekrar edilebilir oldugunu

gostermektedir.
5.2. Ko-Kristal Formiilasyonlari
5.2.1. On Denemeler igin Coziiniirliik Calismalari

Tez calismasinda farmasotik ko-kristallerin hazirlanmasi icin literatiirde siklikla
kullanilan (211-213) ko-kristal maddeleri olan trehaloz, dekstroz, mannitol ve
nikotinamidin kullanilmasina karar verilmistir. Literatiirde bu maddelerin ko-kristal
formulasyonlarinin hazirlanmasinda baslica kullanilan su veya organik ¢ozlculerde
¢Ozlinlrlik sorunu olmadig bildirildiginden, 6n denemelerde ¢6ziinirligl hakkinda
sinirli bilgi olan riboflavin tGzerinde durulmustur. Bunun igin ilk olarak belirli miktarda
riboflavin ko-kristal hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan ¢6zlicli veya ¢6zlici
karisimlari (su, 0,1N NaOH cozeltisi, etanol, etil asetat, dimetil formamid, metilen
kloriir, propanol, metanol, asetonitril, dimetil silfoksit (DMSO) veya karisimlari)
icinde ¢ozlilmeye ¢ahsilarak gorsel inceleme yapilmistir. Bu inceleme sonunda 40 mg
riboflavinin sadece 20 mL DMSO veya 0,1N NaOH c¢o6zeltisinde ¢6ziindlgu tespit
edilmistir. Riboflavin her ne kadar suda ¢oziinen vitaminler grubunda yer alsa da
keratokonus tedavisinde kullanildigi oranda suda ve bir¢cok c¢o6zlicide
¢6ziinmemektedir (183).

Cozlcu secimi calismalarindan elde edilen sonuglar dogrultusunda ko-kristal
formilasyonlarinin hazirlanmasi icin 6n denemelere gecilmistir.  Bunun igin,
DMSO’nun yiksek kaynama derecesi nedeniyle formiilasyondan evaporasyonla
uzaklasmasi oldukga zor olacagindan 0,1 N NaOH ile denemelere baslanmistir. Ancak
yapilan HPLC calismalarinda, riboflavinin 0,AN NaOH icinde 20 pg/mL kosantrasyonda
hazirlanan ¢ozeltisinde, ilk bir saat icerisinde yaklasik % 8,5’inin parcalandigi tespit
edilmis ve bu bulgu literatir ile uyumlu bulunmustur (161). Bu nedenle calismalara
DMSO ile devam edilmistir. Buna ilave olarak, riboflavin asetonitril, etanol ve
metanolde 40 mg/20 mL konsantrasyonda ¢oziinmese de bu ¢ozicilerin yiiksek
miktari (500 mL) kullanilarak 40 mg riboflavinin ¢dziinmesi saglanmis ve bazi 6n

formulasyon denemeleri bu ¢ozicilerle gergeklestirilmistir (bkz Tablo 3.4).
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5.2.2. Diferansiyel Taramali Kalorimetre Cihazi (DSC) Calismalari

Ko-kristal gibi yapilarda, etken maddenin kristal Ozelliklerinin degismesi
sonucunda fizikokimyasal oOzelliklerinde degisimler meydana gelmektedir. Bu
degisimlerden biri de erime noktasinda meydana gelen degisimlerdir (214). DSC
termogramlarinda yeni olusan pikler ve/veya fiziksel karisimda olusan piklerin
kaybolmasi gibi farkhliklar kristal yapisindaki degisiklikleri belirtebilir. Bu
degisikliklerin tespiti ko-kristal olusumunun dogrulanmasinda siklikla basvurulan
degerlendirme sekillerindendir. DSC calismalarinda ilk olarak yontem denemeleri
yapilmistir. En umut vadeden karisim olan riboflavin-nikotinamid (183) farkh ko-
kristal hazirlama yéntemleri ile denenmistir.

Sekil 4.3'te riboflavin ve ko-kristal maddelerinin saf haldeki DSC
termogramlari verilmistir. Elde edilen bu termogramlar literatirde riboflavin (215),
mannitol (216), nikotinamid (217) ve trehaloz (218) i¢in verilen termogramlar ile
uyumlu bulunmustur. Bir birim mol riboflavin ile bir birim mol nikotinamid iceren ve
farkl hazirlama teknikleri ile hazirlanan ko-kristal formiilasyonlarina ait bulgular Sekil
4.4’te sunulmustur. Bulgular incelendiginde, DMSO kullanilarak liyofilizasyon ile
hazirlanan grupta nikotinamid pikinin tamamen kaybolarak yeni bir pik olusumunun
meydana geldigi gozlenmistir. Havan ve bilyeli degirmen kullanilarak yapilan
dogrudan karistirma ve ¢oziicli yardimiyla karistirma islemi ile hazirlanan gruplarda
piklerde bir degisim meydana gelmemistir. Bu durum, liyofilizasyon ile ¢6zlicii ugurma
yonteminin riboflavin ko-kristallerinin hazirlanmasi igin daha uygun oldugunu
gostermis ve diger formilasyon gruplarinda da bu yéntemin uygulanmasina karar
verilmigtir.

Sekil 4.5. incelendiginde trehaloz ve dekstrozla hazirlanan gruplarda yeni bir
pik olusumuna rastlanmadig gorilmektedir. Mannitolliin kullanildigl formilasyon
grubu degerlendirildiginde, mannitol ve riboflavin piklerine rastlanmakla birlikte
125°C civarinda yeni bir pik meydana geldigi gorilmektedir. Bu durum yeni bir yapinin
(ko-kristal) olustugunu disindirmektedir. Bir kissim mol riboflavin ile iki kisim mol
nikotinamid’in olusturdugu grafik incelendiginde, 1R1N 6rneginde olusan pikin yine

olustugu ve riboflavinin pikinin daha kiictldtgi gorilmektedir.
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5.2.3. X Isini Kristalografisi (XRD) Sonuglari

X Isini Kristalografisi (XRD) kristal yapida olan bir maddenin X-isini demetlerini
kendine has bir sekilde kirmasina dayanan bir analiz ydntemidir. Ko-kristal
formulasyonlarinda, etken madde ve ko-kristal maddesinin kristal yapilarindan farkli
bir kristal dizilimi meydana geldiginden kendine has bir XRD spektrumu meydana
getirmektedir. Bu nedenle XRD analizi ko-kristal dogrulama c¢alismalarinda en ¢ok
kullanilan yontemlerden biridir (219).

Sekil 4.6./da etkin madde, mannitol ve nikotinamidin XRD spektrumlari
verilmistir. Bu spektrumlarla literatiirde riboflavin (220), mannitol (221) ve
nikotinamid (222) igin verilen XRD spektrumlari uyumlu bulunmustur.

Sekil 4.7’de 1 kisim mol riboflavin ve 1 kisim mol mannitolin farkli ¢oziciler
ve hazirlama sekilleri kullanilarak elde edilen yapilarinin XRD sonuglari verilmektedir.
1R1M Liyo grubu igin, 36°de yeni bir pik gozlenirken 32°de fiziksel karisimda
gozlenen pik gobzlenmemistir. Olusan degisimler kristal yapida ortaya cikan
farklilasmalar sebebiyle meydana gelmis olabileceginden ko-kristal olusumu
gerceklesmis olabilir. 1R1IM Vakum grubu icin, 32° ve 44° civar fiziksel karisimda
gozlenen pikler gézlenmemistir. Bu durum ko-kristal olusumunu disiindirmektedir.
1R1M ACN grubunda pik boyutlarinda degisim meydana gelmis olmasina karsin pikler
fiziksel karisim ile aynidir. Bu nedenle bu grup icin ko-kristal olusmadigi soylenebilir.
1R1M Su (filtre) grubunda pikler olduk¢a azalmistir. Bu nedenle elde edilen yapinin
kristal yapi 6zelligini kaybettigi ve buna bagl olarak ko-kristal olusmadigi séylenebilir.
1R1M Su grubunda ise 32%de fiziksel karisimda gozlenen pik goézlenmemistir. 35°
civari olusan yeni pik sonucunda da kristal yapisinda degisme meydana geldigi
séylenebilir.

1RIN Liyo grubunda, 12-18-30° civar fiziksel karisimda gozlenen pikler
gozlenmemistir. Bu durum kristal yapinin degistigini gostermektedir. 1R1IN Vakum
grubunda, pikler fiziksel karisima olduk¢ca benzemekle birlikte biraz daha
yayvanlasmistir. Bu nedenle kristal yapisinda belirgin bir degisim olmadigi
soylenebilir. 1R1IN MeOH ve 1R1N ACN gruplari fiziksel karisimla oldukca benzerdir.

Bu nedenle ko-kristal meydana gelmedigi distinilmektedir. 1R1N Su grubunda ise



135

piklerin kaybolmasindan dolayi yapinin kristal yapisini kaybettigi sonucuna ulagilabilir
(Sekil 4.8).

1R2M Liyo grubunda 15-18-23-45° civari fiziksel karisimda gozlenen pikler
gozlenmemistir. Bu durumda kristal yapinin degistigi sonucuna ulasilabilir. 1R2M
Vakum grubunda pik siddetleri degismekle birlikte genel anlamda fiziksel karisima
oldukga benzerdir. 1R2M grubunda 9-20° civarindaki pikler daha belirgin hale gelmis
olup fiziksel karisimdaki 10-18-23° civarindaki pikler kaybolmustur. Bu durum kristal
yapinin degistigine isaret etmektedir. 1R2M grubundaki pikler fiziksel karisimla
neredeyse ayni olup ko-kristal olusumu goézlenmemistir. 1R2M Su (filtre) grubunda
fiziksel karisimda gozlenen 18-23-38-45° civarindaki pikler kaybolmustur. Bu durum
kristal yapinin degismis olabilecegine isaret etmektedir. 1R2M grubunda ise pik
siddetlerinde degisme gorilmesine karsin fiziksel karisimla bliylik oranda benzerlik
gostermektedir. Bu nedenle ko-kristal olusmadigi sonucuna varilabilir (Sekil 4.9.).

1R2N Liyo grubunda 12-18-20-30° civari fiziksel karisimda gozlenen pikler
gozlenmemistir. Bu nedenle kristal yapinin degistigi varsayiminda bulunulabilir. 1R2N
Vakum grubunda da Liyo grubuna benzer sonuclar elde edilmistir. 1R2N MeOH
grubunda ayirt edici pikler kaybolmus oldugundan yapinin kristal 6zelligini blytk
oranda kaybettigi ¢cikarimi yapilabilir. 1R2N Su (filtre) grubunda pik siddetlerinde
degisme goriilmekle birlikte genel anlamda fiziksel karisima oldukca benzemektedir.
1R2N Su grubunda 18-30° civari fiziksel karisimda gozlenen pikler gézlenmemis olup
kristal yapida degisiklik oldugu gorilmektedir (Sekil 4.10.).

Elde edilen XRD sonuglari toplu olarak incelendiginde, bir ileri degerlendirme
basamagi olan FTIR'de incelenecek formilasyonlarin 1R-1M liyofilizasyon ve 1R-1M
vakum, 1R-2M liyofilizasyon ve 1R-2M vakum, 1R-1N liyofilizasyon ve 1R-1N vakum,
1R-2N liyofilizasyon ve 1R-2N vakum olmasina karar verilmistir. Bu formilasyonlarda
kristal yapidaki degisimler belirgindir.

Diger formiilasyonlarda kristal yapilarda degisme gorilse de hazirlamalarinda
kullanilan ¢ozicl miktarlari riboflavinin ¢ozindrligiunin ¢ok diisiik olmasindan dolayi
¢ok yuksektir. Bu nedenle ileri analizlerde ve deneylerde bu formiilasyonlarin

kullanilmamasi kararlastiriimistir.
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5.2.4. Fourier Donisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Sonuglari

Fourier Donlisiumli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ile kati, sivi ya da gaz
haldeki 6rnegin fonksiyonel gruplari ve bu gruplarin bag yapilari hakkinda bilgi sahibi
olunabilmektedir (223).

Sekil 4.11., Sekil 4.12. ve Sekil 4.13’te etken madde ve ko-kristal maddelerinin
saf haldeki FTIR spektrumlari verilmistir. Elde edilen sonuglar literatiirde riboflavin
(224), mannitol (225) ve nikotinamid (226) igin verilen FTIR spektrumlari ile uyumlu
bulunmustur.

FTIR sonuglari incelendiginde 1R-1M liyofilizasyon ve 1R-1N liyofilizasyon
formiilasyon grubunda, fiziksel karisimlardan farkli olarak 3500 cm-1 alanlarinda alkol
ve fenol O-H baglari olustugu gézlenmistir. Bu olusan yeni baglarin ko-kristal olusumu

nedeniyle meydana geldigi dusliinilmektedir (Sekil 4.14. - Sekil 4.16.)
5.2.5 in Vitro Lipofilisite Degerlendirme Calismasi

in vitro lipofilisite calismalari ile, hazirlanan ko-kristal formilasyon gruplarinin
lipofilite  ozellikleri  hakkinda  bilgi edinilebilir.  Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde nikotinamid ve mannitoliin ko-kristal igerisindeki sitokiyometrik
orani arttikca lipofilitenin arttigl gézlenmistir (Tablo 4.8.). Bu sonug tek basina
degerlendirildiginde 1R2N ve 1R2M gruplari daha lipofilik oldugu icin tercih edilir
gozikse de diger karakterizasyon calismalarindan elde edilen sonugclar incelendiginde
1R1IN ve 1R1M gruplarin kristal yapilarindaki degisimlerin daha belirgin oldugu tespit
edilmistir.

Ko-kristal formulasyonlari ile ilgili yapilan DSC, XRD, FTIR ve lipofilisite
bulgulari toplu olarak degerlendirildiginde ileri calismalarda 1RIN ve 1R1M

gruplarinin kullanilmasina karar verilmistir.
5.3. Hidrofilik Jel Formiilasyonlari

Prekorneal alanda ilacin kalis siiresini artirmanin en yaygin yollarindan biri

olan formilasyonun viskozitesini artirma yaklasimi icin siklikla polimerlerden
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yararlanilmaktadir. Hidrofilik jel formilasyonlarinda suda veya sulu c¢ozicilerde
sisme ve/veya sivi-jel gecisini baslatma 6zelligi olan polimerler kullanilir (227).
Geleneksel jellerin goz yluzeyine homojen ve tekrarlanabilir uygulanmasinda
sorunlarla karsilasilirken ayni zamanda gérmede bulaniklik olusturma gibi olumsuz
etkiler de goriilebilmektedir (228). in situ jellesen sistemlerde ise cozeltilerin
uygulama kolayhgi ve jellerin gozde kalis siresini artirarak okiiler biyoyararlanimi
iyilestirme hedefleri birlestirilmektedir. Boylelikle in situ jellesen sistemler sivi halinde
gbze damlatilir ve pH, sicaklik veya iyon degisimi gibi ¢evresel faktérler sonucunda
goz yuzeyinde jellesirler (229). Sicaklikla jellesen (termosensitif) sistemler, genellikle
oda sicakhginda sivi halde olup vicut sicakligiyla jellesme gostermektedir.
Termosensitif jelleri hazirlamak igin en sik kullanilan polimerler Poloksamer ve seliiloz

turevleridir (230).
5.3.1. Optimum Pluronic F-127 Konsantrasyonunun Belirlenmesi

iyonik olmayan yiizey aktif poloksamerler, Pluronic® adiyla ticari olarak temin
edilebilmektedir. Renksiz ve seffaf jellerin {retimini saglayabilen Pluronic F-127,
oftalmolojide en yaygin kullanilan polimerler arasindadir (231). Pluronic hazirlanan
formilasyonun ozelliklerine bagh olarak farkli konsantrasyonlarda kullanilabilir.
Genel olarak, formilasyondaki polimer orani arttik¢a jellesme kapasitesi artmakta ve
jellesme sicakhgi dismektedir (232). Yapilan bir arastirmada Pluronic iceren jel
formilasyonlarinda yuklenen ilacin lipofilikliginin artmasinin salim oranini azalttigi
bildirilmistir (233).

Termosensitif jeller kullanim kolayligi ve okiler biyoyararlanimi artirmalari
gibi ozellikleri ile okiler alanda siklikla kullanilmaktadir. Bu jeller uygulama sirasinda
yaklasik 25°C olan oda sicakliginda sivi halde olup kolayca géze damlatilmaktadir. G6z
ylzeyine ulastiginda ise yaklasik 32°C olan goz ylizeyi sicakligi ile jellesme meydana
gelmekte ve bu sayede formilasyonun goz yiizeyinde kalis sliresi uzamaktadir (234,
235).

Hidrofilik jellerin hazirlanmasindan o6nce formilasyonlarda kullanilacak

Pluronic oranlarinin belirlenmesi igin % 15, 18 veya % 20 (a/h) oraninda polimer
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iceren jeller hazirlanmistir. Uygun polimer miktarinin belirlenmesinde kriter,
hazirlanan ¢6zeltinin oda sicakliginda ¢ozelti halinde kalirken, 31-32°C arasinda jel
yapisina donusmesidir. Sekil 4.18’de goruldugi uzere, % 15 (a/h) Pluronic F-127
iceren ¢ozeltide 31-32°C arasinda jellesme olmadigi, % 20’lik (a/h) formilasyonda ise
jellesmenin 25°C’de basladigi dolayisiyla uygulama sirasinda jel yapisinda olacak
olmasi nedeniyle sorunlarla karsilasilabilecegi tespit edilmistir. % 18 (a/h) Pluronic F-
127 igeren ¢ozelti 25°C civarinda ¢ozelti halinde kalirken, 31-32°C araliginda jellesme
tespit edilmistir. Benzer sekilde, Ryu ve ark. (236) yaptiklari ¢galismada %18 Pluronic
F-127 iceren sulu ¢ozeltinin 30°C civarinda jellestigini gostermistir. Bu nedenle etken
madde iceren hidrofilik jel formulasyonlarinda Pluronic F-127 oran1 % 18 (a/h) olarak

belirlenmistir.
5.3.2. Jellesme Sicakhginin Tayini

Artan sicakliga karsi elde edilen viskozite degerlerinin grafige gecirilmesi ile
elde edilen bulgular hazirlanan polimer ¢ozeltisinin jellesmesi konusunda genel bir
bilgi saglasa da, jellesme noktasinin tam olarak tespit edilmesinde vyeterli
olamamaktadir. Bu durumun nedeni, jellesme gerceklestikten sonra da viskozite
degerlerinde artisin devam etmesidir (237). Literatliirde termosensitif jellerde
jellesme noktasinin hizli bir sekilde tayini icin manyetik karistirma sirasinda manyetik
cubugun durdugu sicakhk noktasinin tespiti veya ters cevirme (tube inversion)
yontemleri kullaniimaktadir (238). Formiilasyon gelistirme calismalarinda jellesme
sicakliginin tespitinde ilk denemeler karistirma sirasinda manyetik cubugun durdugu
sicakligin tespiti yontemiyle yapilmistir. Ancak bu yéntemde, manyetik karistiricinin
hizi, manyetik cubugun ve kabin sekli gibi bircok degisken sonuca etki ettiginden
tekrarlanabilir sonuglar elde edilememistir. Bu nedenle jellesme noktasinin tam tayini
icin ters ¢evirme (190) yontemine gegilmistir. Ters ¢evirme yonteminin prensibi,
sicaklik artisi sirasinda belirlenmis sicakliga gelen drnegin ters cevirilerek akiskanlik
gosterip géstermediginin kontrol edilmesidir. Ornek, tiip ters cevrildikten sonra da
hareketsiz sekilde tlpiln Ust kisminda kaliyorsa jellesme gerceklesmistir sonucuna

ulasilir. Tez kapsaminda hazirlanan %18 Pluronic F-127 igeren hidrofilik jel 6rneginin
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incelenmesinde sicaklik 0,2°C’lik dilimler halinde artirilmis ve her artirma sonrasi tip
ters cevrilerek jellesme kontrolli gercgeklestirilmistir. Sekil 4.19°da sunuldugu gibi,
31,4°C'de jellesmenin saglandigl gorilmektedir. Literatlirde benzer sekilde, Gratieri
ve ark. (239) hazirladiklari okiiler jel formilasyonun jellesme sicakhgini ters ¢evirme

yontemi ile tespit etmis ve jellesmenin 32 °C’de oldugunu bildirmistir.
5.3.3. Hidrofilik Jel Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

Viskozite tayini

%18 (a/h) Pluronic F-127 jel ¢Ozeltisinin artan sicaklkla degisen viskozite
degerleri tespit edildikten sonra, bu ¢ozeltiye yardimci maddelerin ve riboflavin veya
riboflavin-5-fosfat sodyum eklenmesinin viskozite degerlerinde veya jellesme
ozelliginde bir degisiklik meydana getirip getirmediginin tespiti icin formiilasyonlarin
artan sicakliga bagli viskoziteleri ol¢lilmustir. Sekil 4.20.’de goriildiigi lizere 25°C'den
once higcbir formilasyonun jellesme gostermedigi ve Pluronic F-127 jel ¢ozeltisinde
elde edilen viskozite degerlerinden farkli degerler elde edilmedigi, 30°C civarinda
jellesmenin basladigi bulunmustur.

in Vitro ilag Salimi Calismalar

Hidrofilik jeller, goz ylzeyinde ilacin kalis stresini artirmasinin yaninda sirekli
ilac salimi i¢in uygun formiilasyon sekilleridir (227). Ug boyutlu bir hidrofilik polimer
zinciri agindan olusan yapilari, su tutma icin yliksek imkan saglar ve bu sayede ilag
salimi kontrol edilebilir (228).

Sekil 4.21.de riboflavin ve riboflavin-5-fosfat sodyum igceren hidrofilik jel
formilasyonlarinin in vitro ilag salim profilleri sunulmustur. Salim profilleri
incelendiginde, riboflavin-5-fosfat sodyum igeren formilasyonlarindan ilag saliminin
daha hizl oldugu gorilmektedir. Riboflavinin sudaki disik ¢ézunirligl nedeniyle
hidrofilik jel formiilasyonlarinda salim ortamina ¢oziinerek ge¢cmesinin daha uzun
stirdigl dusiiniilmektedir. In vitro salim calismalarinda kullanilan jellerin icindeki
etken madde miktarlari hesaplanmis ve 10 mL’lik in vitro salim ortaminda sink
kosullarin saglandigi tespit edilmistir (240). Elde edilen bulgularimizla paralel sekilde,

Owonubi ve ark. (241) yaptigi calismada, proguanil HCl ve klorokin difosfat iceren
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termosensitif jel formulasyonlari hazirlamig ve in vitro salim galismalarinda klorokin
difosfatin formilasyonlardan daha hizli salindigini tespit etmistir. Arastirmacilar,
klorokin difosfatin ¢oztntrlaginin 50 mg/mL iken profuanil HCL'de bu degerin 0,156
mg/mL oldugunu, bu nedenle ¢ozlinlrligl daha yiiksek olan klorokin difosfatin daha
hizli salindigini bildirmistir. Literatiirde benzer sonucglara Castro ve ark. (242) ile
Alhnan ve ark. (243) yaptigi calismalarda da rastlanmustir.

Korneal kolajen capraz baglama (KKCB) operasyonlarindan 6nce ve operasyon
sirasinda her 2 ile 5 dk’da bir riboflavin-5-fosfat sodyum ¢ozeltisi damlatilmaktadir.
Tez calismasinda hidrofilik jel formilasyonu gelistiriimesindeki ana hedef bu
damlatma sikhgini azaltmak ve operasyonu hem hasta hem de klinisyen agisindan
kolaylastirmaktir. KKCB operasyon slresi genel olarak 60-90 dakika arasinda
gerceklestiginden hazirlanan formilasyonlarda cok uzun siiren bir ilag salimi
hedeflenmemistir. Bu agidan degerlendirildiginde daha hizli salim gercgeklestiren
riboflavin-5-fosfat sodyum iceren hidrofilik jellerin umut vadeden formilasyonlar

oldugu disinilmektedir.

5.4. NLT Formiilasyonlari

NLT formilasyonlari ilacin prekorneal alanda kalis sliresini ve korneal epitel
tabakasindan gecisini artirmasindan dolayl okiler formilasyon tasarlanmasinda
siklikla tercih edilmektedir (244). NLT formilasyonlarinin Gstinlikleri, hem hidrofilik
hem de hidrofobik ilaglar icin yiksek yikleme kapasitesine (245, 246) ve uzun raf
Omriine (247, 248) sahip olmalari ve uzun sireli ilag salimi saglamalari siralanabilir
(249). Yapilan bir calismada, suda ¢ozinurligu dusik bir antineoplastik ila¢ olan
desitabin yukli NLT'ler, Precirol ATO5 (kati lipit) ve Transcutol HP (sivi lipit)
kullanilarak soguk homojenizasyon teknigi ile hazirlanmistir. Hazirlanan NLT lere % 84
oraninda ilac¢ yliklendigi tespit edilmistir (250). Bu tez kapsaminda riboflavin veya
riboflavin-5-fosfat sodyumun girisimsel olmayan bir sekilde géze uygulanarak kisa
sureli kontrolli salimi hedeflenmektedir. Piyasa preparatlarinda yiiksek ¢ozlintrliGgi
sebebiyle riboflavin-5-fosfat sodyum kullanilsa da riboflavinin daha hidrofobik yapisi

sebebiyle korneal epitelden daha kolay gecebilecegi disitnilmis, bu nedenle
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riboflavin igceren NLT formdilasyonlari gelistirilmistir. Ayrica, gelistirilen NLT
formulasyonlarina penetrasyon artirici (Transcutol P) (251) veya pozitif yik saglayici
(Stearilamin) (252) madde eklenmesi stratejileri uygulanarak ilacin korneaya gecen

miktarinin artirilmasi hedeflenmistir.
5.4.1. NLT Formiilasyonlarinin Faktoériyel Tasarimi

NLT formilasyonlarinda kullanilan yag fazi oraninin ve YAM miktarinin
formilasyonlarin partikil bytklagi ve dagilimina olan etkisini incelemek amaciyla
22 tam faktoriyel tasarim gerceklestirilmistir. Bunun icin 6 farkhh NLT grubu kendi
iclerinde faktoriyel tasarima tabi tutulmustur. Bunun nedeni her grubun
formilasyonunda farkli bir yaklasim kullaniimasidir. Ornegin, RBTP grubu RBN
grubundan farkli olarak penetrasyon artirici (Transcutol P) icermektedir. Bu durumda,
RBN grubu ile partikll blyukligl ve PDI agisindan daha uygun sonuglar elde edilse
bile penetrasyon artirici icermesi nedeniyle RBTP formilasyonlari ile in vivo
calismalarda daha iyi sonuglar elde edilebilir. Faktoriyel tasarima in vivo deneylerin
dahil edilmesi ise ¢ok fazla hayvan kaybina neden olacagindan her formilasyon
grubunun kendi icinde degerlendiriimesine ve gruplardan elde edilen en uygun
formilasyonun hayvan calismalarinda kullanilmasina karar verilmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda toplam 24 formilasyon grubu tasarlanmis ve her biri n=3 seklinde
cahisilarak 72 adet formulasyon tizerinde calisilmistir (Tablo 4.9.).

Riboflavin iceren Nétr NLT Formiilasyonlari

Riboflavin igeren nétr NLT formilasyonlari incelendiginde (Tablo 4.10. ve Sekil
4.22.), yag fazi orani arttik¢a partikiil blyuklGginin arttigi, PDI degerlerinin azaldig
saptanmistir. Benzer sonuglara literatiirde siklikla raslanmaktadir (253-255).
Formilasyonlarda YAM miktari % 2’den % 4’e c¢ikarildiginda partikal bayikligunin
azaldigi ve PDI degerinin arttigi tespit edilmistir. Ancak, %20 yag fazi iceren
orneklerde YAM miktari arttikca partikil blyukliginde de artis gézlenmistir. Bu
duruma PDI degerlerindeki artisin neden olabilecegi distiniilimektedir ve bu sonuglar
literatlr ile uyumludur (256). RBN 2 grubunda ortalama partikidl bayGklGginin

yaklasik 421-442 nm araliginda ¢ikmasi ve RBN 4 grubunda ise yliksek YAM miktarina
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ragmen ortalama partikil blydiklGginin RBN 1 grubundan blylik ¢ikmasi nedeniyle
bu gruplar elenerek ileri ¢alismalara RBN 1 ve RBN 3 gruplari ile devam edilmesine
karar verilmistir. RBN 1 ve RBN 3 arasindaki segimde ise ilag ylikleme miktarlari ve in
vitro hicre kiltiri permeasyon ¢alismalarinin  sonuglari  gbéz 6nlinde
bulundurulacaktir.

Riboflavin ve Transcutol P iceren NLT Formiilasyonlari

Riboflavin ve Transcutol P igeren NLT grubu incelendiginde (Tablo 4.11. ve
Sekil 4.23.), yag fazi orani arttikga partikll buyuklGglinin arttigi, PDI degerlerinin
azaldigr saptanmistir. YAM miktari %2’den %4’e c¢ikarildiginda ortalama partikdil
blyuklGgunin bir miktar azaldigi, PDI degerinin arttigi gézlenmistir. RBTP 2 grubunda
ortalama partikll blyuklGgunin yaklasik 395 nm olarak ¢ikmasi ve RBTP 4 grubunda
yliksek YAM miktarina ragmen ortalama partikiil blyuklGginin RBTP 1 grubundan
biyulk ¢ikmasi nedeniyle bu gruplar elenerek ileri ¢alismalara RBTP 1 ve RBTP 3
gruplari ile devam edilmesine karar verilmistir. RBTP 1 ve RBTP 3 arasindaki segcimde
ise ilag ylUkleme miktarlari ve in vitro hicre kiltirli permeasyon calismalarinin
sonuclari gbz 6niinde bulundurulacaktir.

Riboflavin ve Stearilamin iceren NLT Formiilasyonlari

Bu grup formiilasyonlara stearilamin eklenmesinin nedeni pozitif yuklG NLT
formulasyonlarinin elde edilmesidir. Riboflavin ve stearilamin igeren NLT grubunun
sonuglari degerlendirildiginde (Tablo 4.12. ve Sekil 4.24.) zeta potansiyeli degerinin
pozitif degerlere ulastigl tespit edilmistir. Buna ilaveten, yag fazi orani arttik¢a
partikldl buylkliglinin arttigi, PDI degerlerinin azaldigl saptanmistir. YAM miktari
%2’'den %4’e cikarildiginda ortalama partikil byaklGginin bir miktar azaldigi, PDI
degerinin arttig1 gozlenmistir. RB+ 2 grubunda ortalama partikil blyUklGginin
yaklagik 469 nm olarak ¢ikmasi ve RB+ 4 grubunda ylksek YAM miktarina ragmen
ortalama partiklil blydkliginin RB+ 1 grubundan biylk c¢ikmasi nedeniyle bu
gruplar elenerek ileri calismalara RB+ 1 ve RB+ 3 gruplari gruplar ile devam
edilmesine karar verilmistir. Bu iki grup arasindaki secimde ise ilag yiikleme miktarlari
ve in vitro hicre kaltiri permeasyon calismalarinin sonuclari géz onlinde

bulundurulacaktir.
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Riboflavin-5-Fosfat Sodyum igceren Nétr NLT Formiilasyonlari

Riboflavin-5-fosfat sodyum iceren NLT grubu incelendiginde (Tablo 4.13. ve
Sekil 4.25.) yag fazi orani arttikga partikiil blyukliginin arttigl, PDI degerlerinin
azaldigl saptanmistir. YAM miktarinin %2’den %4’e ¢ikarildiginda ortalama partikal
blyukligunin bir miktar azaldigi, PDI degerinin arttig sonucuna ulasiimistir. RTN 2
grubunda ortalama partikil biylklGginun yaklasik 369 nm olarak ¢ikmasi ve RTN 4
grubunda yuksek YAM miktarina ragmen ortalama partikil biyuklGginin RTN 1
grubundan buylk ¢ikmasi nedeniye bu iki grubun ileri ¢alisamalara alinmamasina
karar verilmistir. RTN 1 ve RTN 3 gruplar arasindaki se¢imde ise ilag yikleme
miktarlari ve in vitro hiicre kiltliri permeasyon calismalarinin sonugclari géz 6niinde
bulundurulacaktir.

Riboflavin-5-Fosfat Sodyum ve Transcutol P iceren NLT Formiilasyonlari

Riboflavin-5-fosfat sodyum ve Transcutol P iceren NLT grubu
degerlendirildiginde (Tablo 4.14. ve Sekil 4.26.) yag fazi orani arttikga partikdl
blayudklugunin arttigl, PDI degerlerinin azaldigl saptanmistir. YAM miktari %2’den
%4’e cikarildiginda ortalama partikil blyiklGginin bir miktar azaldigl, PDI degerinin
arttig) tespit edilmistir. RTTP 2 grubunda ortalama partikll biytklGaginian yaklasik
346 nm olarak ¢ikmasi ve RTTP 4 grubunda yliksek YAM miktarina ragmen ortalama
partikdl bayuklGginin RTTP 1 grubundan biyik ¢ikmasi nedeniye ileri calismalara
RTTP 1 ve RTTP 3 gruplari ile devam edilmesine karar verilmistir.

Riboflavin-5-Fosfat Sodyum ve Stearilamin iceren NLT Formiilasyonlari

Riboflavin-5-fosfat sodyum ve stearilamin iceren NLT grubu incelendiginde
(Tablo 4.15. ve Sekil 4.27.), hedeflendigi sekilde zeta potansiyeli degerinin pozitif
degerlere ulastigl tespit edilmistir. Yag fazi orani arttikca partikil biytklGginin
arttigi, PDI degerlerinin azaldigi saptanmistir. YAM miktari %2’den %4’e cikarildiginda
ortalama partikil blyuklGginin sabit kaldigi, PDI degerinin arttigi sonucuna
ulasilmistir. RT+ 2 grubunda ortalama partikdl baylklGglintn yaklasik 312 nm olarak
ctkmasi sonucunda bu grup elenmistir. RT+ 4 grubu ise yiksek YAM miktarina ragmen

ortalama partikdl blyaklagi RB+ 1 grubundan biyik cikmistir. Bu nedenle bu grup



144

da elenmistir. RT+ 1 ve RT+ 3 gruplari arasindaki segim ilag ylikleme miktarlarina ve
in vitro hicre kilturld permeasyon ¢alismalari sonuglarina gore gergeklestirilmistir.

Faktériyel Tasarim Sonuglarinin Genel Degerlendirilmesi

Nanopartikiiler sistemlerin géz dokularinda dagilimina partiktl blyukluga,
formiilasyon bilesenleri, ylizey yiki ve uygulama sekli gibi bircok faktoriin etki ettigi
bildirilmistir (257). Literatlirde nanopartikillerin g6z dokularinda dagilim oranini
artirmak icin ideal bir partikil blyuklGglu araligina rastlanmamaktadir. Bununla
birlikte, Sakurai ve ark. (258) tarafindan yapilan bir ¢calismada 50 nm, 200 nm ve 2 um
partikiil baylklGgine sahip floresan isaretli polistiren nanopartikdlleri intravitreal
olarak tavsan gozlerine uygulanmis ve goz dokularindaki dagilimlari incelenmistir.
Calismada 200 nm partikdl buyikligline sahip nanopartikillerin vitréz boslukta
homojen bicimde dagildigi, 50 nm partikll blytklGgiine sahip formiilasyonlarin retina
bariyerlerini gectigi belirtmistir. Bu nedenle c¢alismalarimizda kullanilacak
nanopartikillerin se¢ciminde partikiil blyikligliniin 200 nm degerine yakin olmasi
kriteri belirlenmistir. Faktoriyel tasarim sonuglari genel olarak degerlendirildiginde
%20 yag fazi igeren gruplarin YAM miktari %4’e ¢ikarilsa dahi partiktl biyuaklGginin
hedeflenen degerden daha fazla oldugu gérilmis ve bu gruplarin ileri ¢alismalarda

kullanilmamasina %10 yag fazi iceren gruplar ile devam edilmesine karar verilmistir.
5.4.2. ilag Yiikleme Etkinligi ve ilag Salimi Calismalari

NLT formulasyonlarininilag ylikleme etkinligi bulgulari Sekil 4.28’te verilmistir.
Sekilden de goriilecegi Uzere, tim gruplarda, hidrofobik yapidaki riboflavinin
nanopartikillere yiklenme oraninin riboflavin-5-fosfat sodyuma goére daha dislk
oldugu tespit edilmistir. Genel olarak, lipit yapidaki NLT formulasyonlarina hidrofobik
yapidaki ilag molekdllerinin hidrofilik olanlara gore daha yliksek oranda ylklenmesi
beklenir (259). Literatiirde bu yonde sonuclar olmakla birlikte hidrofilik molektllerin
NLT formilasyonlarina daha yliksek oranda vyiklendigine iliskin calismalar da
mevcuttur (259-261). Ayrica, riboflavin-5-fosfat sodyum’da bulunan fosfat
gruplarinin Compritol ATO 888’de bulunan hidroksil gruplariyla hidrojen bagi

olusturmasi sonucu etkilesimin arttigi ve ilag ylklenme oraninin ylkseldigi
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distnilmektedir (262-264). Formulasyon gruplari kendi iglerinde YAM miktarina
gore degerlendirildiginde, formilasyonlarin partikiil buytklGgi farkhliklarinin ilag
yukleme lzerinde istatistiki olarak anlamli bir fark yaratmadigi gézlenmistir. Benzer
sekilde, Desai ve ark. (265) darunavir yiikli NLT formilasyonlari hazirlamis ve ilag
ylikleme etkinligi degerlerinin formilasyonlarin partikiil blytkliglinden bagimsiz
oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte, ila¢g ylkleme etkinligindeki bu benzerlik
nedeniyle sonucu YAM’larin olasi toksistesinden kaginmak igcin %2 YAM iceren NLT
formulasyonlariile ileri galismalara devam edilmesi karari verilmistir.

in vitro salim calismalarinda kullanilan NLT’lerde bulunan etken madde
miktarlari hesaplanmis ve 10 mL’lik in vitro salim ortaminda sink kosullarin saglandigi
tespit edilmistir (240). Sekil 4.29.”da verilen in vitro salim grafikleri incelendiginde
tim formilasyonlarin benzer ila¢ salim profillerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu
durum Tablo 4.16.’da verilen F2 benzerlik testi ile de desteklenmistir. Salim profilleri
degerlendirildiginde tiim formilasyonlarda ilk 2 saat icinde yiklenen ilacin %
50’sinden fazlasinin hizli bir sekilde salindigi, bunu takiben yavas salimin 24. saate
kadar devam ettigi tespit edilmistir. Bu sonuclarla paralel olarak literatlirde, NLT’
lerden ilag salimin genellikle iki asamali oldugu, baslangicta patlama etkisine (“burst
effect”) bagh hizli bir ilag saliminin ardindan, uzatilmis daha yavas bir salimin
gozlendigi bildirilmistir. Bu salim profilinin, matriksin yapisina, hazirlama yontemine,
yliklenen etken madde miktarina ve 06zelliklerine ve formilasyonun partikdl
blydkligiune bagh olarak degisebildigi de belirtilmistir (266, 267). Bunlarin yani sira
salim profiline etki eden 6nemli faktorlerden birinin etkin maddenin lipit matriks

icindeki dagilimi oldugu bildirilmistir (268).
5.4.3. Morfolojik Ozellikler

NLT formilasyonlarinin SEM goriintileri incelendiginde (Sekil 4.30.) elde
edilen sonuglarin  partiktl blyGklGgt  sonuclariyla  uyumlu  oldugu, tim
nanopartikillerin kiresel ve kiresele yakin oldugu goriilmektedir. Bunun yani sira
SEM goruntileri polimerik nanopartikillerde oldugu kadar net elde edilememistir.

Bunun nedeni hazirlanan nanopartikillerin yagh yapida olmasidir. SEM ile goriinti
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alirken uygulanan elektron bombardimanina bagli olarak 6rnek sicakliklari hizla artis
gostermektedir. Hazirlanan NLT’lerde bulunan Gelucire 44/14 kati lipidinin erime
sicakhgr 44°C oldugundan (269) goriintiileme sirasinda érnekler hizla deformasyona
ugramakta ve yapilarinda bozulmalar meydana gelmektedir. RB+ Orneginde de
gorildugl tzere arka planda bulunan ic ice gecmis goriintl eriyik NLT lerden dolayi
meydana gelmektedir. Benzer durumlara literatirde siklikla karsilasiimakta olup

partikil buyaklGgi azaldikga bu durum artmaktadir (270-273).
5.5. Sitotoksiste Calismalari

Hazirlanan formilasyonlarin olasi sitotoksik etkilerini degerlendirmek igin in
vitro hicre kultiiriinde sitotoksisite deneyleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.31.).
Literatlirde riboflavin’in  hiicre canliigini artirdig  bildirildiginden (274-276)
formilasyondan kaynakli sitotoksisitenin net sekilde saptanmasi amaciyla etken

madde icermeyen formilasyonlar degerlendirilmistir.
5.5.1. NLT Formiilasyonlari

Nétral NLT formiilasyonlari

Sitotoksisite calismalari icin Sekil 4.32. de sunulan % canlilik sonuclari
degerlendirildiginde, nétral NLT formilasyonunun vyiksek oranda kullanildig
orneklerde hicre 6limu gozlendigi, seyreltme oraninin 1/2 ve daha fazla oldugu
orneklerde ise bu etkinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ortadan kalktigi
tespit edilmistir. Bu nedenle, ileri deneylerde noétral NLT formiilasyonlari sitotoksik
etkinin gézlenmedigi konsantrasyonda kullanilmistir.

Stearilamin iceren NLT Formiilasyonlari

Sekil 4.32" de verilen % canlilik sonuglari incelendiginde, stearilamin igeren
NLT formiulasyonlarinin yiksek oranda kullanildigi o6rneklerde hiicre olimi
gozlenmistir. Seyreltme orani arttikca sitoksisitenin azaldigi gérilmektedir. Seyreltme
orani 1/4 oldugunda formilasyonlarin hicre canlihg Gzerindeki olumsuz etkisinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ortadan kalktigi tespit edilmistir.

Formilasyonlarda meydana gelen sitotoksisitenin stearilaminden kaynaklandigi
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distnilmektedir. Benzer sekilde, Ven ve ark. (277) nin gergeklestirdigi ¢calismada
stearilamin iceren nanopartikillerin sitotoksisitelerinin icermeyen formilasyonlara
gore onemli Ol¢lide ylksek oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, ileri deneylerde
stearilamin iceren NLT formilasyonlari sitotoksik etkinin gozlenmedigi
konsantrasyonda kullaniimistir.

Transcutol P iceren NLT Formiilasyonlari

Bu formilasyon grubu icin % canhlik sonuglari degerlendirildiginde (Sekil
4.32.)Transcutol P iceren NLT formilasyonlarini yliksek oranda igceren orneklerde
hiicre 6lumu gozlenmistir. Formilasyonlarin seyreltme orani arttikga sitotoksisitenin
azaldigi gorilmektedir. Seyreltme orani 1/4 oldugunda formilasyonlarin hicre
canlihgi Gzerindeki olumsuz etkisinin kontrol grubuna goére istatistiksel olarak ortadan
kalktig gdzlenmistir. Formiilasyonlarda meydana gelen sitotoksisitenin Transcutol P
kaynakh oldugu distnulmektedir. Benzer sekilde, Ujhelyi ve ark. (278) yaptig
calismada formilasyonlardaki Trascutol P miktari artikca sitotoksisitenin arttigini
belirtmistir. Bu asamadan sonraki deneylerde Transcutol P iceren NLT

formulasyonlari sitotoksik etkinin gdzlenmedigi konsantrasyonda kullaniimigtir.
5.5.2. Hidrofilik Jel Formiilasyonlari

Hidrofilik jel formuilasyonlarinda % canhlik sonuglari degerlendirildiginde
(Sekil 4.32.) genel olarak Transcutol P iceren hidrofilik jel formilasyonlarinin
icermeyenlere gore daha ylksek sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir. Bu durumun
Transcutol P’den kaynaklandigi duslinilmektedir (278). Transcutol P iceren iceren ve
icermeyen gruplar kendi iclerinde degerlendirildiginde ise her iki grup icin de
formilasyonun yiksek oranda kullanildigi 6rneklerde hiicre 6limiinin gozlendigi
seyreltme (1/2) ile bu durumun ortadan kalktigi tespit edilmistir. Bu asamadan
sonraki deneylere testlerde hidrofilik jel formilasyonlari sitotoksik etkinin

gozlenmedigi oranda kullanilmistir.
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5.5.3. Nikotinamid

Farmasotik ko-kristal formulasyonlarinda bulunan riboflavin ¢ikarildiginda
geriye sadece nikotinamid kaldig icin, sitotoksisite deneylerinde sadece nikotinamid
kullanilmistir. % canlihik sonuglari degerlendirildiginde (Sekil 4.32.) nikotinamid iceren
¢ozeltilerin hiicre canlihgl lGzerinde olumsuz bir etkisi olmadigl gézlenmis ve tim
konsantrasyonlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak benzer

hiicre canhligi degerleri elde edilmistir.

5.6. Hiicre Kiiltiirii Permeabilite Calismalari

Riboflavin iceren formilasyonlarin ARPE-19 hiicre hattinda elde edilen
permeabilite sonuclari Sekil 4.33.'te sunulmustur. Sonuclar incelendiginde,
riboflavinin su icinde slispansiyon seklinde hazirlanan formilasyonun hazirlanan
formilasyonlar ile karsilastirildiginda en yiliksek gecis degerine sahip oldugu
bulunmustur. NLT formilasyonlari kendi aralarinda karsilastirildiginda artan YAM
miktarina bagh olarak azalan partikiil blylklGginiin  permeasyon lizerinde
istatistiksel olarak anlamli artisa neden olmadigi gériilmustir. Bu nedenle ilerideki
deneylerde daha diisiik YAM iceren dolayisiyla daha az sitotoksik olacagi distnilen
%2 YAM iceren NLT'lerin kullanilmasina karar verilmistir. Riboflavin igeren hidrofilik
jel grubu formilasyonlarda, Transcutol P’nin anlamli bir etki gostermedigi
bulunmustur. Ancak, Transcutol P’nin siki kavsaklari (tight junctions) agici etkisini
hiicre hattinda gosterememis olma ihtimali géz 6niinde bulundurularak eks-vivo ve
in vivo calismalarda tum hidrofilik jel formilasyonlarinin kullanilimasina karar
verilmistir. Ko-kristal formulasyonlarinda 1’e 1 oranda riboflavin ve ko-kristal
maddesi iceren 1R1IN ve 1R1M formilasyonlarinin 1’e 2 oranda riboflavin ve ko-
kristal maddesi iceren 1R2N ve 1R2M formiilasyonlarina kiyasla daha iyi permeasyon
gostermesi nedeniyle ex vivo ve in vivo calismalara 1R1N ve 1R1M formilasyonlarinin
dahil edilmesine karar verilmistir.

Riboflavin-5-fosfat sodyum iceren formiilasyonlarin ARPE-19 hiicre hattinda
elde edilen permeabilite sonucglart  Sekil 4.34.’de sunulmustur. Sonuglar

incelendiginde, riboflavin-5-fosfat sodyumun suda c¢o6zelti seklinde hazirlanan
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formilasyonun hazirlanan formilasyonlar ile karsilastirildiginda ilac gecisi degerleri
arasinda bir fark olmadigi tespit edilmistir. NLT formilasyonlari kendi aralarinda
degerlendirildiginde, %4 YAM iceren NLT’lerden yalnizca RTN grubundan elde edilen
degerlerin, %2 YAM iceren grup formilasyonlarindan elde edilen degerlerden
istatistiksel olarak farkli oldugu (daha ylksek) bulunmustur. Yine de bu farkin olasi
YAM sitotoksisitesi i¢in yeterli olmadigl distinilmis ve riboflavin-5-fosfat sodyum
grubunda da %2 YAM iceren NLT’lerin kullanilmasi karar verilmistir. Hidrofilik jel
gruplarinda riboflavin-5-fosfat sodyum iceren hidrofilik jeller ile elde edilen ilag gegis
degerleri ¢ozeltiye gore istatistiki olarak anlamli derecede daha disik olmakla
birlikte, Transcutol P’'nin siki kavsaklari (tight junctions) acici etkisini hiicre hattinda
gosterememis olma ihtimali g6z onilnde bulundurularak ex vivo ve in vivo

calismalarda tiim hidrofilik jel formulasyonlarinin kullanilmasina karar verilmistir.

5.7. Ex vivo Calismalar

5.7.1. Ex vivo Korneal Gegis Calismasi

Riboflavin ve riboflavin-5-fosfat sodyum ile hazirlanan formilasyonlardan
etken maddelerin tavsan korneasindan zamana bagl olarak gegisi Sekil 4.35 ve Sekil
4.36’da sunulmustur. Sekil 4.35.’te verilen riboflavin iceren formilasyonlar ex vivo
satlarda kornea dokusundan gecisleri (transport) acisindan karsilastirildiginda
siralamanin ko-kristal > NLT > hidrofilik jel formulasyonlari seklinde oldugu tespit
edilmistir. Bu durumun ko-kristal formulasyonlarinda riboflavinin yapisinda meydana
gelen kristal degisimleri sebebi ile olabilecegi dustnidlmektedir. Ko-kristal
formilasyonlarindan sonra en vyiksek gecgisin NLT formilasyonlarinda olmasi
formiilasyonlarin lipit yapisi nedeniyle hiicre membranlarindan kolayca gecmesinden
kaynaklanabilir (279). Buna ilaveten, Transcutol P veya Stearilamin iceren pozitif
yukli NLT’lerin notr nanopartikillere kiyasla daha yiksek gecise sahip oldugu
gozlenmistir. Benzer sekilde literatiirde Zadeh ve ark. (251) Transcutol P iceren
NLT’lerin propranolol hidrokloriiriin korneal gecisini icermeyen formulasyonlara gore
artirdigini bildirmistir. Khames ve ark. (252) tarafindan yapilan calismada, stearilamin

ile pozitif ylkli hale getirilmis NLT’lerin nétr formilasyonlara gére natamisinin
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korneal gecisini artirdigini tespit etmistir. Calismalarda en dlisiik permeasyon
degerleri hidrofilik jel formilasyonlarinda tespit edilmistir. Bu formilasyonlar okdler
uygulamalarda gozde kalis siiresini uzatarak Ustunlik saglamaktadir. Ancak gegis
calismalarinda kullanilan dizenekte, preparatlar formilasyon 6zelliginden bagimsiz
olarak siirekli kornea ile temas halinde oldugundan hidrofilik jellerin bu GstinlGgina
gosteremedigi diistintilmektedir.

Sekil 4.36."da verilen riboflavin-5-fosfat sodyum iceren formiilasyonlar ex vivo
sartlarda kornea dokusundan gecisleri (transport) acisindan karsilastirildiginda
siralamanin NLT > hidrofilik jel formilasyonlari seklinde oldugu tespit edilmistir. NLT
formulasyonlari kendi aralarinda karsilastinldiginda ise stearilamin yikli pozitif NLT
formulasyonlarinin negatif ylkli kornea vylzeyi ile etkilesime girerek diger
formiilasyonlara gore daha iyi tutunmasi sonucu gegisin arttigi dislintilmektedir.

Riboflavin iceren hidrofilik jel formilasyonlari, riboflavin-5-fosfat sodyum
iceren hidrofilik jel formulasyonlari ile karsilastinldiginda, suda iyi ¢o6ziinmesi
nedeniyle riboflavin-5-fosfat sodyum tuzu iceren formiilasyonlarda daha yuksek ilag

gecis degerlerinin elde edildigi distinilmektedir.

5.7.2. Ex vivo Korneal Tutulum (Korneada Birikme) Calismasi

Riboflavin ve riboflavin-5-fosfat sodyum ile hazirlanan formilasyonlardan
etken maddelerin tavsan korneasindan zamana bagh olarak tutulmasi (birikmesi)
Sekil 4.37. ve Sekil 4.38’de sunulmustur. Sekil 4.37.’da verilen riboflavin iceren
formilasyonlar ex vivo satlarda kornea dokusunda tutulumlari agisindan
karsilastirildiginda siralamanin NLT > ko-kristal > hidrofilik jel formulasyonlari seklinde
oldugu tespit edilmistir. NLT formulasyonlari kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
en yuksek tutulma degerinin stearilamin iceren NLT formilasyonunda goruldugi
tespit edilmistir. Bunun nedeni, pozitif ylikli stearilamin iceren NLT’lerin negatif yikli
kornea yuzeyi ile etkilesime girmesi ile aciklanabilir. Gecis calismalarina benzer
sekilde hidrofilik jel formilasyonlarinda ilacin korneada tutulma degerleri de distk

bulunmustur.
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Riboflavin-5-fosfat sodyum igeren formulasyonlarin ex vivo satlarda kornea
dokusunda tutulumlarinda siralamanin NLT > hidrofilik jel formilasyonlari seklinde
oldugu tespit edilmistir. NLT formilasyonlari kendi aralarinda karsilastirildiginda ise
stearilamin yukli pozitif NLT formilasyonlarinin negatif yikli kornea yizeyi ile
etkilesime girerek diger formulasyonlara gére daha iyi tutunmasi sonucu ilag gegisinin

arttigl diisiinilmektedir.
5.8. in Vivo Calismalar
5.8.1. Sicanlarda in Vivo ilag Doku Dagilimi Calismalari

Hazirlanan formulasyonlarin ve riboflavin-5-fosfat sodyum igeren piyasa
preparatlarinin (D:MedioCross Dekstroz, TE:MedioCross Transepitelyal) in vivo
¢alismalarda gbéze uygulanmasi sonucu korneaya gegen etken madde miktarlarinin
(korneada tutulma/korneada birikme) tespit edilmesi amaciyla, sican gozlerine
topikal olarak formiulasyonlarin uygulanmasindan 30 dk. sonra korneada bulunan
etken madde miktarlari tespit edilmis ve elde edilen bulgular Sekil 4.39. ve Sekil 4.40.
da sunulmustur. Genel olarak, etken maddeler temel alinarak karsilastirma
yapildiginda Sekil 4.39 ve 4.40'ta riboflavin igeren formiilasyonlarda riboflavin-5-
fosfat sodyum iceren formiilasyonlara gore daha yiksek kornea ila¢ miktari tespit
edilmistir. Bu durumun nedeni, riboflavinin daha hidrofobik yapiya sahip olmasindan
dolay: lipofilik ilaclarin yliksek oranda gecisine izin veren kornea epitelinden daha
kolay permeasyon saglamasi ve korneada daha yiksek oranda birikmesi olarak
dustiniimektedir.

Riboflavin iceren gruplar kendi aralarinda i¢clerinde kiyaslandiginda (Sekil 4.39)
en yliksek korneal ila¢ tutulumun RB+ kodlu (stearilamin iceren) NLT formiilasyonu
ile saglandigi tespit edilmistir. Bunun nedeni pozitif ylikli formulasyonlarin negatif
ylzey yikiine sahip kornea ile etkilesime girmesi ile aciklanabilir. Transcutol P iceren
NLT’ler ise ikinci en fazla korneal ila¢ tutulumu saglayan grup olmustur ve bu durum
Transcutol P'nin kornea epiteldeki siki kavsaklari acarak riboflavinin gecisini artirmasi
ile aciklanabilir. Riboflavin iceren formilasyonlarin sicanlara uygulanmasi sonrasi

kornea dokusunda tespit edilen en duslik ila¢g miktari ko-kristal formilasyonlarinin
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uygulama sonrasi elde edilmistir. Bu durum en diisiik viskoziteye sahip olan ko-kristal
formulasyonlarinin gézden ¢abuk uzaklastiriimasi ile agiklanabilir.

Riboflavin-5-fosfat sodyum iceren preparatlar kendi aralarinda incelendiginde
(Sekil 4.40.) riboflavin iceren gruplarina paralel olarak, en yiksek korneal ilag
tutulumun RT+ kodlu (stearilamin iceren) NLT formilasyonu ile saglandig tespit
edilmistir. “Epi-on” uygulamalar icin gelistirilmis olan MedioCROSS TE®, MedioCROSS
D®ye kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla kornea ilag miktari
saglamistir. “Epi-on” (epitel kazinmadan) uygulamalar igin gelistirilmis olan
MedioCROSS TE® nin formulasyonunda % 0.25 riboflavine esdeger riboflavin-5-fosfat
sodyum , % 1.2 HPMC ve % 0.01 benzalkonyum klorir bulunmaktadir. “Epi-off”
(epitel kazinarak) uygulamalar igin gelistirilmis olan MedioCROSS D®’ nin formiilasyon
bilesenleri % 0.1 riboflavine esdeger riboflavin-5-fosfat sodyum ve %20 dekstran’dan
olusmaktadir. iki piyasa preparati kendi arasinda karsilastirildiginda MedioCROSS TE®
ile daha yiiksek kornea riboflavin -5-fosfat sodyum miktarinin elde edilmesinin nedeni
formulasyonun icerdigi benzalkonyum kloririin penetrasyon artirici bir yardimci
madde olmasi ile agiklanabilir.

Hidrofilik jel formilasyonlari disinda tim formilasyonlar (ticari preparatlar
dahil) ticari preparatlarin klinikte kullanimlarinda oldugu gibi her iki dakikada bir
damla olarak uygulanmistir. Yiksek viskozitesi ve jel 6zelligi nedeniyle hidrofilik jel
formilasyonlari 15 dk da bir damla olarak uygulanmistir. Aradaki bu buylk uygulama
farkina ragmen jel formilasyonlari da 6nemli 6l¢tide etkin bulunmustur. Bu durum jel

formiilasyonlariile ilacin artmis korneal temas stiresi ile agiklanabilir.
5.8.2. Tavsan in-Vivo Calismalar

in vivo calismalarin ikinci bélimiinii tavsan gozlerine formiilasyonlarin
uygulanmasini takiben elde edilen kornea dokusunun biyomekanik cevabinin
Olclilmesi olusturmaktadir. Biyomekanik cevabin olclilmesi icin, elde edilen
kornealarin Texture-analyzer XT-Plus cihazi ile uygulanan farkl strain (uygulanan

germe) degerlerine karsi gosterdigi direng 6lctlmistir.
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Kornea dokularinda riboflavin ve Riboflavin-5-fosfat sodyum miktarinin
belirlenmesinin yaninda biyomekanik cevabin &l¢iilmesinin nedeni, ilag miktarinin
kornea sertligini artirmada tek bagina etkili bir parametre olmamasidir. Burada
onemli nokta riboflavinin disaridan UV 1181 ile aktive olmasi ve bu aktivasyonun
etkinligidir. Riboflavin her ne kadar tekli oksijen molekill olusmasina yardimci olsa
da ortamda fazla miktardaki tekli oksijenin yikiminda rol oynayarak dengenin
korunmasini da saglamaktadir (280). Bir baska deyisle, gozdeki riboflavin
konsantrasyonunun  artirilmasi  ile  fazladan tekli  oksijen  reaktifinin
olusturulamayacagi sonucuna ulasilabilir.

Sekil 4.44.,4.45., 4.46., 4.47. ve 4.48'de verilen farkli gerilim oranlardaki stres
seviyeleri incelendiginde, yalnizca UV uygulanan gruba kiyasla, RT+ hari¢ tim
formiilasyonlarda (piyasa preparatlari dahil) %4, 6, 8 veya 10 gerilim dizeyinde
istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlenmistir. Benzer sekilde, ticari formilasyonlar
kendi aralarinda karsilastirildiginda kornea ilag miktarlarinda oldugu gibi Epi-on”
(epitel kazinmadan) uygulamalar i¢in gelistirilmis olan MedioCROSS TE®’nin, “epi-off”
(epitel kazinarak) uygulamalar icin gelistirilmis olan MedioCROSS D® den daha
yuksek etkinlik gésterdigi bulunmustur.

Sekil 4.47.de verilen %10 gerilimdeki sonuglar incelendiginde; riboflavin
iceren NLT formiulasyonlari arasinda en etkili preparatin pozitif yikll, stearilamin
iceren NLT formdulasyonlari oldugu goérilmektedir. Bu durum ex vivo ve in-vivo
calismalarda elde edilen bulgulari desteklemektedir. Formilasyonun sahip oldugu
pozitif yik nedeniyle negatif ylkli korneaya daha iyi tutunma sagladigindan bu
etkinin olustugu disinlilmektedir. Trancutol P iceren RBTP formiilasyonun RBN
formilasyonuna kiyasla Ustlin olmadigl tespit edilmistir. Riboflavin, riboflavin-5-
fosfat sodyuma gore daha hidrofobik bir yapida oldugu icin epitelden kolayca
gecebilmektedir. Bu nedenle Transcutol P bu formiilasyonlarda penetrasyon artirici
etkinligini tam olarak géstermemistir.

Riboflavin-5-fosfat sodyum iceren NLT formiulasyonlari kendi aralarinda
degerlendirildiginde ex vivo ve in vivo doku ila¢g miktari ¢calismalarindan farkl olarak

en etkili formulasyonun Transcutol P iceren NLT formilasyonu oldugu gorilmustdir.
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(ex vivo ve in vivo yapilan galismalarda pozitif ytikll riboflavin-5-fosfat sodyum iceren
NLT formilasyonlarinin daha yiksek tutulum gosterdigi bulunmustu). Bu durumun
nedeni pozitif yukli NLT formdilasyonlarinin korneanin epitel tabakasina tutunma
gosterdigi, ancak stroma tabakasina Tanscutol P (penetrasyon artirici) igeren
formilasyonlar kadar gecemedigi ve bunun sonucu olarak stromada bulunan
kolajenler arasi ¢capraz bag olusumuna yeteri kadar etki edemedigi distinilmektedir.
Buna ilaveten, riboflavin-5-fosfat sodyum hidrofilik bir madde oldugundan kornea
epitelinden ge¢mesi oldukg¢a zordur. Bu nedenle epitelden gegisi artiran Transcutol P,
bu maddenin etkinligini anlamh sekilde artirmistir.

Termosensitif jel formilasyonlari kendi aralarinda incelendiginde en etkin
formulasyonun riboflavin 5-fosfat sodyum ve Transcutol P iceren (THJ-TP) oldugu
bulunmustur. Bu durum, riboflavin-5-fosfat sodyumun sahip oldugu yliksek
¢Ozlinlrlik nedeniyle riboflavin iceren hidrofilik jellere kiyasla daha etkili oldugunu
gdstermektedir. icerdigi Transcutol P sayesinde gegisi kolaylasan riboflavin-5-fosfat
sodyumun, hidrofilik yapida bulunan stromaya daha kolay penetre oldugu
disundlmektedir. Hidrofilik jeller, ex vivo ve in vivo rat galismalarinin aksine fizyolojik
cevap acisindan oldukga etkili bulunmustur. Bu durumun sebebi olarak goz ylizeyini
tamamen kaplayan hidrofilik jeldeki riboflavin ve riboflavin-5-fosfat sodyum’un UV
15181 ile yuksek miktarda etkilesime girdigi, bunun sonucunda olusan radikallerin
stromadaki kolajenler arasindaki c¢apraz baglar indlklemis olabilecegi
dustiniimektedir.

Ko-kristal formilasyonlari arasindan en etkin olanin ise 1R-1N formilasyonu
oldugu gorilmdistar.

in vivo biyomekanik cevabin &lciilmesi calismalari genel olarak
degerlendirildiginde, gelistirilen formilasyonlardan en (imit verici olanin riboflavin 5-
fosfat sodyum ve Transcutol P iceren (THJ-TP) termosensitif jel formilasyonu oldugu
tespit edilmistir. Bu formuilasyonun 15 dakikada bir uygulanmasina ragmen, her iki
dakikada bir uygulanan ve “epi-on” (epitel kazinmadan) yonteme uygun olarak
gelistirilmis ticari preparat olan MedioCROSS TE’den istatistiksel olarak anlamli bir

Ustinlik gosterdigi tespit edilmistir.
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5.9. Stabilite Calismalari
5.9.1. Hidrofilik Jel Stabilite Calismalari

Hidrofilik jellerin fiziksel stabilite sonuglari incelendiginde oda sicakliginda
saklanan numunelerin (6zellikle THJ ve THI-TP gruplari) jellesme 6zelliklerinde azalma
meydana geldigi tespit edilmistir. Ancak, 4°C'de saklanan numunelerde hidrofilik
jellerin baslangic viskozite degerleri ile benzer viskozite bulgular elde edilmistir
(Tablo 4.17., 4.18., 4.19., 4.20. ve Sekil 4.49., 4.50., 4.51., 4.52.). Benzer sekilde,
Gadad ve ark. (188) Pluronic F-127 ile gelistirdikleri in situ hidrofilik jellerin kisa
dénem stabilite calismalarinda, oda sicakligindaki grubun jellesme sicakhiginda bir
miktar degisiklik meydana geldigini, 4°C’'de saklanan grupta herhangi bir degisiklik

meydana gelmedigini bildirmistir.
5.9.2. NLT Stabilite Caligmalari

NLT lerin fiziksel stabilite sonuclari incelendiginde, formilasyonlarin SEM
gorintilerinde genel olarak kiresel yapilarini koruduklari tespit edilmistir. Bunun
yanisira, formulasyonlarin oda sicakliginda saklandiklarinda taze hazirlanmis NLT’lerin
partikdl blylkliglu ve zeta potansiyel degerlerine daha yakin sonuclar verdikleri
gorlilmastir. Bu sonuca paralel olarak, Souto ve ark. (281) hazirladiklari NLT lerin oda
sicakliginda 90 giline kadar partikil boyutu ve PDI agisindan stabil bulmuslardir.
Benzer sekilde Loo ve ark. (282) da hazirladiklari NLT formdilasyonlarinin oda
sicakhginda 90 giin boyunca fiziksel olarak stabil kaldiklarini bildirmistir. Ozellikle
dondurularak saklanan nanopartikillerde partikil biylkligiinde artis belirlenmistir.
Donma ve erime dongllerinin sonucunda 6zellikle RTN ve RTTP gruplarinin agregat
olusturduklari SEM goriintilerinde de gozlenmektedir. NLT lerin oda sicakliginda kati
formda olmasi nedeniyle daha stabil olduklari (Tablo 4.21., 4.22., 4.23. ve Sekil 4.53.,
4.54., 4.55.) tespit edilmistir.



156

6. SONUC

Keratokonus, korneanin incelmesi, sivrileserek koni sekli almasi ile meydana
gelen, ilerleyici 0©zellikte dejeneratif bir hastaliktir. GuUnimizde keratokonus
tedavisinde yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri korneal ¢apraz baglanmasi
(“corneal cross-linking”)’dir. Bu tedavide, kolajen lifleri arasindaki capraz baglanma
derecesi, B2 vitamini ve ayni zamanda fotoduyarhlastirici (“photosensitizer”) bir
madde olan riboflavin uygulanmasinin ardindan UVA 15181 uygulamasi ile
artinlmaktadir. Riboflavinin kornea epitelinden gecememesi nedeniyle, bu
yontemde, ilk olarak goz Uzerindeki epitel tabakasi cerrahi islem ile kazinarak
uzaklastiriimaktadir (“Epi-Off” yontem). Tedavide en yaygin olarak kullanilan yontem
olmasina ragmen bu yontemde, epitelin cerrahi islem ile uzaklastiriimasinin birgok
komplikasyonlara neden oldugu ve tedavinin basarisini olumsuz yonde etkiledigi
bildirilmistir. Bu sakincalari ortadan kaldirmak Uzere, riboflavinin korneaya epitel
uzaklagtirlmadan (“Epi-on” ydntem) tasinmasi igin bir¢ok arastirma yapilmistir.
Ancak, girisimsel teknik ile elde edilen sonug¢ kadar bir basarili sonuglar heniiz elde
edilememistir. Benzer sekilde, riboflavinin kornea epitelinden gecisini penetrasyon
artirici kullanarak artirmak Gzere gelistirilen bir tGriin olan Ricrolin® TE’ nin, girisimsel
teknik icin gelistirilen klasik sekline gore (Ricrolin®) klinikte daha az tercih edilmesi

dikkat cekmistir.

Bu tez calismasi, literatlirde ve klinikte riboflavinin korneaya epitel
uzaklastirlmadan (“Epi-on”) tasinmasi icin ihtiya¢ duyulan yeni bir yaklasimin/ilag
seklinin ortaya c¢ikarilmasi icin gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, i) ilaglarin kornea
epitelini gecmesinde o6nemli katki saglayan artmis c¢ozinirlik ve lipofilisite
faktorlerini birarada uygulamayr amaclayan kimyasal yaklasim ile ko-kristal
formlarinin tasarlanmasi ve ii) ilaglarin kornea epitelini gegmesinde 6nemli katki
saglayan prekorneal alanda uzun siire kalis (artmis viskozite veya nanoteknoloji
temelli ilag tastyici sistem ile) faktoriini temel alan yaklasim: hidrofilik termosensitif
jel veya hidrofobik (nanoyapili lipit tasiyici (NLT)) sistemlerin tasarlanmasi,

gerceklestirilmistir. Tasarlanan bu formilasyonlarin in vitro karakterizasyon, hiicre
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kliltlirti, ex vivo ve in vivo olarak degerlendirilmesi sonucunda, tavsan gozlerinden
elde edilen kornea dokusunun biyomekanik cevabinin 6lg¢lilmesi deneylerinde,
gelistirilen formilasyonlardan en mit verici olanin riboflavin 5-fosfat sodyum ve
Transcutol P iceren (THJ-TP) termosensitif hidrofilik jel formiilasyonu oldugu tespit
edilmistir. Bu formiilasyonun 15 dakikada bir uygulanmasina ragmen, her iki dakikada
bir uygulanan ve “epi-on” (epitel kazinmadan) yonteme uygun olarak gelistirilmis
ticari preparat olan MedioCROSS TE'den istatistiksel olarak anlamli bir Gstlnlik

gosterdigi belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan arastirmalarda dikkati ¢eken diger bir
konu da, dinya ¢apinda yaygin (1-500/2000) olarak goérilen bir hastalik olmasina
ragmen keratokonus, Amerikan Ulusal Nadir Hastalik Organizasyonu tarafindan nadir
hastalik olarak tanimlanmis ve riboflavin-5-fosfat iceren, Photrexa® adli ticari
preparat Amerikan Gida ve ilag Kurumu tarafindan yetim ila¢ statisiinde
ruhsatlandirilmistir. Bu durum, tretici firmalara bu Grin icin 7 yillik bir pazar imtiyazi
saglamis ve Urunin gelistirilmesi ve Uretilmesinin 6nidnld agmistir.  Buna karsin,
Avrupa ila¢ Ajansi riboflavin-5-fosfat iceren preparatlardan MedioCROSS D® ve
MedioCROSS TE® adli irtinleri tibbi cihaz statiisiinde degerlendirmistir. Ulkemizde de
bu Urinler tibbi cihaz statlisiinde degerlendirilmektedir ve ithal edilmektedir.
Ulkemiz ilag firmalarinin bu konuya ilgisini artirarak bu tiriiniin yerli olarak gelistirilip
Uretilmesinin 6nlini agmak icin, bu Urlinlerin tlkemizde de yetim ilag statlislinde

degerlendirilmesinin 6nemli oldugu disinilmektedir.
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