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OZET

FRANZ DIFUZYON HUCRESI KULLANILARAK TRANSDERMAL
SISTEMDEN TiYOKOLSIKOSIDIN PERMEASYONU VE HPLC ILE
ANALIZI

Hale KARAGUZEL

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti, Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Sezen SIVRIKAYA OZAK

Haziran 2024, 43 sayfa

Son zamanlarda deri yoluyla ila¢ salinimi uygulamalar1 olduk¢a popiiler hale gelmistir.
Bu ilag salim uygulamalarinin en dikkat ¢ekenlerinden biri de aktif maddenin deri veya
yapay zarlar yoluyla sistemik dolasima ge¢cmesini saglayan ilag salim yontemleri olan
transdermal ilag¢ salim sistemleridir. Bu ¢alismada, tiyokolsikosid etken maddesini i¢eren
bir jel ilacin salinim ve niifuz testleri i¢in gerekli optimizasyon kosullari, insan veya
hayvan derisi igermeyen sentetik membranlar kullanilarak karsilastirmali olarak
incelenmistir. Etkeni tiyokolsikosid olan jel formundaki ilacin gegirgenligi Franz
Diflizyon Hiicresi kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada Tuffryn membran, Seliiloz
bazli membran ve Supor hidrofilik polieter siilfon bazli membran olmak {izere 3 farkh
sentetik membran kullanilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda Franz Difiizyon
Hiicresinde tiyokolsikosid gegirgenligi agisindan en iyi sentetik membranin Supor
membran oldugu goriilmiistiir. Ayrica yontemin bagil standart sapma degerleri,
dedeksiyon ve tayin limitleri belirlenerek permeasyon caligmalari yapilmistir. Bu
calismada korelasyon katsayist 0,9995, dedeksiyon ve tayin limitleri ise 0,026 ve 0,078
ng/L olarak bulunmustur. Bu sayede validasyon caligmasinin hassasiyeti ve giivenirligi
belirlenmistir.

Anahtar Sézciikler: Franz difiizyon hiicresi, Transdermal uygulama, Tiyokolsikosid ilag
difiizyonu, Sentetik membranlar, Yiiksek basingli sivi kromatografisi
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ABSTRACT

PERMEATION OF THIOCOLCHICOSIDE FROM THE TRANSDERMAL
SYSTEM USING FRANZ DIFFUSION CELL AND ANALYSIS BY HPLC

Hale KARAGUZEL

Diuizce University
Graduate School, Department of Chemistry
Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Sezen SIVRIKAYA OZAK

June 2024, 43 pages

Recently, drug release applications through the skin have become very popular. One of
the most remarkable of these drug release applications is transdermal drug release
systems, which are drug release methods that allow the active substance to pass into the
systemic circulation through the skin or artificial membranes. In this study, the
optimization conditions required for the release and permeation tests of a gel drug
containing the active substance thiocolchicoside were comparatively investigated using
synthetic membranes without human or animal skin. For this purpose, the permeability
of the gel drug in gel form and the active ingredient thiocolchicoside was carried out using
Franz Diffusion Cell. Three different synthetic membranes were used in the study:
Tuffryn membrane, Cellulose-based membrane and Supor hydrophilic polyether sulfone-
based membrane. As a result of the investigations, it was observed that the best synthetic
membrane for the permeability of thiocolchicoside in the Franz Diffusion Cell was the
Supor membrane. In addition, the method’s relative standard deviation values, detection,
and quantification limits were determined, and permeation studies were carried out. In
this study, the correlation coefficient was found to be 0.9995, and the limits of detection
and quantification were 0.026 and 0.078 ng/L. In this way, the sensitivity and reliability
of the validation study were determined.

Keywords: Franz diffusion cell, Transdermal drug delivery system, Thiocolchicoside,
Synthetic membranes, High pressure liquid chromatography
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1. GIRIS

Canli hiicre iizerinde meydana getirdigi etki ile hastaligin teshisini, iyilestirilmesi ve
tedavisini amacglayan kimyasal preparatlara ilag denir. ilaglar, dogal, yar1 sentetik veya
sentetiklerdir [1-2]. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ilac1 “patolojik sistemleri veya
fizyolojik durumlari, alicinin faydasi icin incelemek veya farklilagtirmak amaciyla
kullanilan madde” olarak agiklamaktadir [3]. Ticari ilaglar, ilag sirketleri tarafindan
gelistirilip, iretilmektedir. Sirketler, genellikle gelistirilen iiriinleri i¢in patent almaktadir.
laglar; tablet, kapsiil, flakon, krem, merhem, paket, toz, losyon, surup, efervesan tablet,
supozituvar, ampul, siispansiyon, emiilsiyon, sampuan, damla, sprey, oviil gibi ¢esitli
farmasotik sekillerde bulunmaktadir. Oral yararlanimin diisiik olmasi kullanimini
sinirladigindan tedavi yonteminde yiiksek konsantrasyonlara ulagmak igin farkli bir
dagitim yontemi tercih edilir [4]. Oral yolla alindiginda viicutta karacigerde ilk gecis
etkisine ugrayan ya da gastrointestinal sistemde etkisini kaybeden ilaglarin deriden
emilerek dolasima karisacak sekilde uygulanmast fikri klasiklesmis bir yontemdir. Ancak
klasik uygulama seklinde, uygulanan yiizey alanmnin degismesi ve uygulanan ilacin
mutlak miktart sonucu ilacin ayni dozda tekrarlanabilirligi zorlasmaktadir [5]. Deri
tizerine lokal uygulama ile sistemin tasidigi ilact kontrollii bir sekilde serbestlestirilerek
deri iizerinden sistemik kan dolagimina ulastiran sistemlere transdermal terapotik sistem
denilmektedir. Tlag dagitim hizinmn bu tiir sistemlerde sistem tarafindan kontrol edilmesi
amaclanmaktadir [5]. Transdermal yol ile etken maddelerin uygulanmasina ilgi
artmaktadir. Herhangi bir etken maddeyi lokal etki gostermesi i¢in deriye uygulamak bazi
avantajlar veya kolayliklar saglamaktadir [6]. Deriye lokal uygulama yapildiginda, olasi
lokal alerjik veya tahris edici reaksiyonlar en 6nemli sakincalardandir. Derinin diisiik
permeabiliteye sahip olmasinin etkisiyle diisiik derisimlerde farmakolojik etki gdsteren
giiclii ilaglarin kullanilmasina yol agmaktadir ve bu nedenle deriden etken maddelerin
uygulamasina sinirlama getirmektedir. Yeni transdermal sistem ve formiilasyonlarla ilgili
arastirmalar daha c¢ok etkili faktorlerin anlasilmasina ve deriden etken maddelerin

permeabilitesinin artirilmasina yoneliktir [7]. Transdermal ilag uygulama endikasyonlari;
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kalp damar hastaliklarinin tedavilerinde, ilag emiliminin yavas ve uzun siireli olmasinin
istendigi durumlarda, sigaray1 biraktirma tedavilerinde, hormonal tedavilerde oral ilag

uygulamasinin sakincali oldugu durumlarda tercih edilmektedir.

Calismada kullanilacak jel formu etken maddelerin deriye lokal uygulanmasi ile tasiyici
olarak kullanilabilmektedir. Kiigiik kati madde veya ¢dziinmeyen pargaciklarin sivi
ortamda dagilmasi1 ile jeller olusmaktadir [8]. In vitro diflizif modeller, ¢esitli
formiilasyonlardaki aktif bilesenlerin penetrasyon kabiliyetini 6lgmek i¢in énemli bir
aractir. Deriye niifuz etmeyi arttiric1 6zelliklerin, tasiyici sistemlerin etki mekanizmasinin
ve biyoyararliligin tahmininin giivenilir bir degerlendirmesi, transdermal dagitim igin
esastir. Farkli bilesiklerin penetrasyon kinetigini test etmenin Onemi goéz Oniine
alindiginda, ¢esitli in vitro modeller gelistirilmistir. Cilt gegirgenligini degerlendirmek
icin Franz difiizyon hiicresi kullanimu; cilt, ilag ve formiilasyon i¢in temel bilgiler saglar.
Yalnizca yeni formiilasyonlarin tasarimi ve gelistirilmesinde degil, ayn1 zamanda
toksisite [9] ve kalite kontrolii i¢in de oldukc¢a faydalidir [10-11]. Difiizyon hiicresi, yar1
kat1 dozaj formlarindan ila¢ salinimin1 6l¢mek i¢in giivenilir ve tekrarlanabilir bir aragtir.
Gegirgenlik testi i¢in tercih edilen membran, cihazin veya dozaj formunun uygulanacagi
biyolojik dokudur. Gegirgenlik testinde c¢ogunlukla sentetik polimer membranlar
kullanilir. Amerika Gida ve lag Idaresi (FDA), basit, gdzenekli sentetik membranlarin,
bir destek gorevi gordiikleri, ancak hiz sinirlayict engeller olmadiklari igin topikal
farmasotik performansint degerlendirmek i¢in uygun oldugunu 6ne siirmistiir. Bunlar;
derinin simiilasyonu ve kalite kontroliidiir. Membranlar miimkiin olan en diisiik difiizyon
direncini sunmali ve hiz kontrol edici olmamalidir [12]. Yaygin olarak kullanilan
membranlar silikon, seliiloz ve polisiilfon membranlardir. Referans ilaglar; temeli patentli
molekiile dayanan, bilimsel arastirmalarin sonucunda ve klinik ¢aligmalar ile belli bir
hastalik tizerinde olumlu etki yaptig1 ¢calismalar sonucu kanitlanmis ve daha dnceden bir
benzeri olmayan ilaglardir [13]. Diinyada patent belgesi ile yasalarla korunurlar. Bu siire
zarfinda ilag sirketleri bu ilacin bir benzerini liretemez ve satisa ¢ikaramaz. Patent siiresi
dolan etken maddeye sahip ilaglara jenerik ilag denir. Etken madde orani, jenerik ilag ile
orijinal ilag i¢in ayn1 olmalidir. Ayn1 formiil yapisinda olmali ve orijinal ilagla ayni etkiyi
gosterdigi klinik ¢alismalar sonucunda kanitlanmis olmalidir. Jenerik ilaglarda orijinal
ilaglara gore yiiksek maliyetli arastirma harcamasi yapmadan kanitlanmis etkinlik ve
giivenirligine dayanilarak piyasaya siiriilmektedir. Dolayisiyla daha az maliyetlere mal

edilebilir. Daha ekonomik ve her sosyoekonomik yapidaki insanlarin ilag almalarini



jenerik ilaglar ile saglanmis olmaktadir [13]. Ceschel ve arkadaslari, ¢esitli permeasyonu
giiclendirici yardimci igeren yeni bir tiyokolsikosid kopiik formiilasyonunun in vitro

permeasyonunun taramasini sigan derisi lizerinden yapmiglardir.

Baz formiilasyonunun, ilacin daha yiiksek bir niifuz etme profiline sahip oldugu
bulunmustur. Bu da baz formiilasyonunun tek basina ila¢ niifuzunu arttirdigi anlamina
gelir [14]. Artusi ve arkadaslari, tiyokolsikosidin biyoyararlanimini arttirmak igin
yaptiklar1 galismada, tiyokolsikosidin domuz oral mukozas1 yoluyla in vitro permeasyonu
ve insanlarda in vivo bukkal tasinimi arastirmasi yapmislardir. Tiyokolsikosidin domuz
bukkal mukozasinda oldukc¢a gegirgen oldugunu ve sodyum taurokolat ve sodyum
taurodeoksikolat gibi gegirgenlik arttiricilarin akisini arttiramadigini géstermistir [15].
Gayatri ve arkadaslari, tiyokolsikosidin transdermal iletimi i¢in permeasyonu arttiricilar
ile in vivo farmakokinetiginin degerlendirilmesini ¢alismiglardir. En yiiksek deri
gecirgenligini, kimyasal gegirgenlik artirici olarak 1,8-sineol kullanildiklarinda da
gbzlemislerdir ve si¢an derisi boyunca tiyokolsikosid tasinmasini 6nemli 6l¢lide gelistirdi
[16]. Calismada tiyokolsikosid etkeninin jel formunun gelistirilen ilag ile referans ilacin
Franz difiizyon hiicresindeki permeasyonunun sentetik membran korelasyonu
kullanilarak karsilastirmali degerlendirilmesi amaglanmistir. Numunelerin elde edilen
sonuclarinin dogrulugunun ve giivenilirliginin degerlendirilmesi amaciyla validasyon
calismasi yapilmistir. Yapilan bu calisma literatiirde farkli etkenlerle yapilmis olup
tiyokolsikosid etkeni ile ilk defa yapilmistir. Bu calismanin temel amaci, model ilag
olarak tiyokolsikosid kullanilarak dogrulanmis Franz hiicrelerinde 3 farkli sentetik

membran tipinin ila¢ diflizyonu tizerindeki etkisini karsilagtirmaktir.



2. CILT YAPISI VE ILAC

2.1. CiLT YAPISI VE FONKSIiYONU

Cildin birincil islevi, viicudu su kaybindan, toksik bilesiklerin, alerjenlerin, tahris edici
maddelerin ve mikroplarin girisinden viicudu korumasidir. Derinin anatomik yapisi;
dermis, epidermis ve hipodermisten olusur. Sekil 2.1 de derinin yapis1 goriilmektedir.
Bilim adamlari, yag bezleri ve yag bezlerinden salgilanan yag ve olusturduklari lipofilik

tabakanin dordiincii tabakay1 olusturdugunu sdylemektedir [6].

Ter bezi kanal
gozenei
' }Epidermis

Arrector pili kas1 §‘ !
4
] \ [—Dermis
Kul folikitlit
Sebase (yag)
bezi
+Hipodermis

Sag kokii

Sag folikiilii
reseptorit

Ekrin ter bezi
Pacini cisimcigi
Kutandz
vaskiiler pleksus

Adipoz doku
Duyusal sinir lifi

Sekil 2.1. Derinin yapisi.

Hipodermis, hiicrelerin yag tiretip depoladig yer olarak bilinmektedir. Kolajenler yoluyla
deriye esneklik ve 1s1 yalitim1 saglar. Ana kan damarlar1 hipodermis tabakasinda bulunur.
Ana bileseni lif demetleri halinde bulunan kolajenlere dermis denir. Bunlar sinirleri,
uzantilari, kan damarlarin1 ve derideki diger yapilar1 desteklemekte ve lenf kanallarin
icermektedir. En dis tabakada epidermis bulunur. Kan damari ve lenfatik sistem i¢ermez.

Agrinin algilanmasi i¢in bazi sinir sonlanmalar igerir.



Insan derisi, epidermisi (yaklasik 100 mikron kalinliginda damarsiz katman), dermisi
(yaklasik 500 ila 3.000 mikron kalinliginda oldukg¢a vaskiilarize bir katman) ve altta
bulunan deri alti dokusunu ve bastan sona yag ve ter bezlerini i¢erir. Dermis epidermise

dogrudan bitisiktir ve cilde mekanik destek saglar [17].

Deri yapist bir tiirden digerine, ayni tiiriin farkli tiirleri arasinda ve hatta ayni tiiriin i¢cinde
farklilik gosterir. Bu nedenle perkiitandz emilim anatomik bdlgeye, cilt durumuna
(hastaliga), yasa ve cildin nem durumuna baglidir. Perkiitandz/dermal emilim siireci,

bilesiklerin deriden ge¢isini tanimlayan genel bir terimdir. Bu siire¢ ii¢ adima ayrilabilir:
Penetrasyon; bir maddenin belirli bir katmana veya yapiya girisidir;
Gegirgenlik, yani bir katmandan digerine niifuz etmedir;

Rezorpsiyon, bir maddenin merkezi bdlme goérevi goren vaskiiler sisteme (lenf

ve/veya kan damar1) alinmasidir [18].

Kimyasallarin deri yoluyla taginmasi karmasik bir siirectir. Deriden emilimin meydana
gelebilecegi lic ana mekanizma vardir. Hiicreler iginden emilim sirasinda kimyasal, hiicre
zarinin i¢gine ve disina boliinerek keratin dolu korneositler yoluyla aktarilir. Hiicreler arasi
emilim, kimyasalin lipid agisindan zengin hiicre dis1 bolgelerdeki korneositlerin etrafina
aktarilmasiyla meydana gelir. Kimyasal madde korneositleri bypass ederek kil folikiilleri,
ter bezleri ve yag bezleri tarafindan saglanan sartlara girdiginde apendiks emilimi

uygulanir [19].

2.1.1. Derinin Mekanik Ozellikleri

Derinin mekanik 6zellikleri, stratum korneumun mekanik 6zellikleri ile baglantilidir. Bu
tabakada 6lii korneositler bulunur. Viicuda uygulanan kuvvetlerin direngle ilk karsilastigi

bolgedir. Mekanik 6zellikler su iceriginden, sicaktan ve kimyasallardan etkilenir.

2.1.2. Derinin Termal Ozellikleri

Deride lokal bir bolgenin sicakligi dis ortamin sicakligi ile dogrudan iligkilidir. Membran
lipitlerinin esnekligi sicakligi fazla olan bolgelerde daha fazladir.

2.1.3. Derinin Elektriksel Ozellikleri

Derinin karmasik elektriksel 6zellikleri, derinin mozaik yapisindan kaynaklanmaktadir.
Sicaklik, bagil nemle iliskilendirilen hasarlanma, mekanik deformasyon ve patolojik

durumlardan etkilenir. Insan derisi icin birinci direnc; ter kanallar1 ve ter bezleri, ikinci
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direng ise epidermistir.

2.2. ILAC VE iLAC CESITLERI

Canli hiicre iizerinde meydana getirdigi etki ile hastaligin tanis1 ve tedavisini veya
hastaliktan korunmay1 amaglayan kimyasal preparatlara ila¢ denir. Tipta kullanilan ve
ona esdeger hayvansal veya bitkisel kaynakli, biyolojik etkinligi olan saf kimyasal madde
veya standart miktarda aktif madde iceren bir karigimdir. Kullanim amaglari, hastaligi
onleme, tedavi, tan1 ve diger amaclarla kullanilir [20]. Ilaclar; tablet, ampul, efervesan
tablet, siispansiyon, flakon, krem, merhem, kapsiil, sampuan, sprey, paket, toz, losyon,
surup, supozituvar, emiilsiyon, damla, oviill gibi c¢esitli farmasotik sekillerde

bulunmaktadir.

2.2.1. Jel Formu

Kiigiik katt madde veya ¢oziinmeyen pargaciklarin sivi ortamda dagilmasi ile jeller

olusmaktadir [8]. Cizelge 2.1’ de merhem, krem ve jel karsilastirmasi gosterilmistir [21].

Cizelge 2.1. Jel, merhem ve krem 6zelliklerinin karsilastirmasi.

Merhem

Krem

Jel

Yag bazli formiilasyon

Yag veya su bazl

Su bazli formiilasyon

formiilasyon
Yagh Daha az yagh Yaglh degil
Cok sert, kremden daha Jel ile karsilastirildiginda Hafif ve sulu
dolgun dolgun

Beyaz, kirli beyaz veya

renkli

Beyaz, kirli beyaz veya

renkli

Yar1 saydam ve seffaf

Yavasca emilir

Yavasca emilir

Hizlica emilir

Yayilma yetenegi daha az

Yayilmasi kolay

Yayilma hiz1 yiiksek




2.2.1.1. Jel Yapici Maddeler

2.2.1.1.1. Protein yapict maddeler

Kolajen, hayvansal dokularin baglayict ve temel dokusudur. Olduk¢a diisiik
konsantrasyonlarda bile yeterli kivamda jel olusturabilmektedir. Jelatin, hayvansal

kolajenin asit ile hidrolizi sonucu elde edilmektedir.

2.2.1.1.2. Polisakkaritler

Seyreltik asit muamelesi sonucu deniz iiriinlerinden aljinatlar elde edilirler. iki degerli
katyonlarla (Ca™ gibi) ¢oziinmeyen jeller, tek degerli iyonlarla (Na* gibi) ¢oziinen jelleri
olusturur. Karragen, deniz yosunlarindan elde edilir. Diisiik pH’ larda jel olusturma
yetenegi vardir. Glisirizin, meyan kokiinden elde edilir. % 2-3 konsantrasyonlarda jel

olusturur.

2.2.1.1.3. Yari Sentetik Polimerler

Sodyum karboksimetilseliiloz; bitkilerden elde edilerek yar1 sentetik hale getirilir. Metil
seliiloz, hidroksipropilmetilselilloz ve hidroksipropilseliiloz; farmasdtik iiriinlerde

viskozlugu arttirmak i¢in kullanilir.

2.2.1.1.4. Sentetik Polimerler

Hidrofilik bir polimer olan polivinil alkol, % 10-15 oraninda jel 6zelligi gosterir. Suda bir
slire bekletip sisirilen ve ¢oziildiikten sonra pH degeri 5 ile 10 arasinda olan poliakrilik
Asit kopolimerleri jellesip plastik akis 6zelligi gosterirler. poliakrilamitler, hidrofilik
ozellikte olup % 4-10 konsantrasyonda jel 6zelligi gosterirler. Poloksamerler, sicakta

jellesmektedirler.

2.2.2. Tlacin Cilde Niifuz Etme Yollar:

Deriye etken maddenin uygulanmasi s6z konusudur. Formiilasyonda bulunan etken ve
kullanilan diger yardime1 maddeler gecirgenligin etkisi i¢in oldukc¢a dnemlidir. Stratum
korneum’ un dis tabakasinda ilag dagilimi 6nemli birinci asamadir. Stratum korneum
hidrofobik bir membran gibi davranir. Ikinci asama olarak epidermisten pasif difiizyonla
gecer Ve liglincii asama ise dermiSe penetrasyondur. Ilag epidermisten ve iist dermisten
difiize olur. Sonugta, emilimi ile sistemik dolasima katilir. Sekil 2.2° de gosterildigi gibi

deriden gegis igin ti¢ degisik yol saptanmaistir.
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Bu {i¢ yolun birlesik akisi, cildin gecirgenligini belirlemektedir [22]. Transdermal
sistemin terapdtik etkinligini gozlemlemek ve test etmek i¢in, ilag salinim gecirgenligini
Olcebilen, giivenilir, tekrarlanabilir, dogrulanmis ve dogru tahmin verileri elde edebilen

in vitro teknik ve model sistemlere ihtiya¢ vardir [23-28].

Eklentiler _
(sac folikiilleri, ~ Uygulanan Ilag .
kanallar) Korneositler
= | = =t
— —_———aa e Stratum
= ' ==X comeum
N oI D —
Y Y Y

Hiicredis1 matris

Sekil 2.2. Derideki ilag niifuz yollart.

Hadgraft ve Guy, geleneksel ilag uygulamalart ile transdermal uygulamanin
tistlinliiklerini karsilastirmistir [29], etken madde transdermal yolla verilirse oral yolla
uygulama goriilen karacigerden ilk geg¢is etkisi goriilmemektedir. Transdermal uygulama,
hasta uyuncunun arttirilmasi1 ve yan etki goriilme olasiliginin azalmasini saglar.
Uygulama esnasinda istenmeyen etki goriildiigiinde, etkenin deriden basitge

uzaklastirilmasi ile sonlandirilabilir [30-34].

Deriye ilag uygulamasi esnasinda, en 6nemli sakinca olasi lokal alerjik veya tahris edici
reaksiyonlardir. Derinin diigiik permeabiliteye sahip olmasinin etkisiyle disiik
derisimlerde farmakolojik etki gosteren giiclii ilaglarin kullanilmasina yol agmaktadir ve
bu nedenle deriden etken maddelerin uygulamasina smirlama getirmektedir. Yeni
transdermal sistem ve formiilasyonlarla ilgili arastirmalar daha ¢ok penetrasyon
mekanizmasi, etkili faktorlerin anlasilmasina ve deriden etken maddenin gegisinin
arttirtlmasina yoneliktir. Sekil 2.3” te gosterildigi gibi sirt tabakasi, sistemi dis etkilerden
korumaktadir. Inert olmali, dis etkilerden korumalidir. Kontrollii salimi saglayan kisim,
ila¢ salim hizin1 kontrol eden membran gorevi goriir. Basinca duyarli yapiskan (adezif)
tabaka, deride artik birakmamali ve alerjen olmamalidir. Koruyucu tabaka, depolama
sirasinda ilact korumaldir. Ilag endiistrisinde giderek artan &nemi ve ticarilesmesi

nedeniyle diizenleyici otoriteler tarafindan onaylanmasina yol agmistir [35-38].
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Sekil 2.3. Transdermal sistemin kisimlari.

Transdermal sistemin avantajlart ve dezavantajlar1 Cizelge 2.2° de gosterilmistir [39].

Lokal uygulama oral yolla tablet kullanamayan insanlar i¢in her ne kadar avantajli olsa

da dezavantajli durumlarda g6z 6niinde tutulmalidir.

Cizelge 2.2. Transdermal sistemin avantajlar1 ve dezavantajlari.

Avantaji

Dezavantaji

Oral yolla ila¢ alamayan hastalar icin

alternatif ila¢ dagitim yolu olmasidir.

Deri gegirgenliginin diisiik olmasi ilag

sayisint sinirlamaktadir.

Sabit plazma seviyesine ihtiya¢ duyan

ilaglar i¢in uygundur.

[lag nedeniyle lokal 6dem, kasinti, tahris

yasanabilir.

Aktivasyon siiresini uzatir.

Stratum korneum biitiinligiiniin

lipitlerle bozulmas1 meydana gelebilir.

Dozlama sikligin1 azaltir.

Polimortfik doniisme olasilig1 vardir.

2.2.2.1. Porlardan ya da Bosluklardan Gegig

Polar yol olarak da adlandirilan bu yol, molekiiliin ter bezi ve kil folikiiliinden gegerek
ana bariyeri asmasini saglayan diisiik dirence sahip kisa bir yan gecittir. Bu kanal,
maddenin derinin dis tabakasi ile kilcal yatak arasinda ge¢gmesi i¢in olasi bir kanal sunar.
Yag ve ter kanallarindan olusan yollarin 6nemli gegis yollar1 olabilecegi one

striilmektedir [22].



2.2.2.2. Transseliiler Yol

Etken bu yol boyunca bariyer hiicrelerinden geger. Hiicrelerin ¢ogunlugu keratin ve
keratohyalin nedeniyle neredeyse geg¢isi zorlastiran korneositlerden olusur. Bu yol polar
olmayan maddeleri tasiyabilir [22]. Kil folikiilii kesit alani cilt yiizey alaninin % 0,1-0,2’
sini olusturmaktadir. Deride ¢ok sayida kil folikiilii oldugunda, deriye niifuz etmede gozle

goriiliir bir artis meydana gelmektedir.
2.2.2.3. Interseliiler Yol

Madde, stratum korneum’ dan hiicreleraras1 gegisi kolaylastirmak igin membrandaki
lipitler ve proteinlerle birlesir. Baskin olmasi durumunda, hiicreler arasi yolun
korneositlerden maddeyi ayiran lipit katmanlarini gegmesi de miimkiindiir. Cesitli
hidrokortizon esterlerinin stratum korneum lipitlerine ne kadar iyi etki ettigi
belirlenmistir. Bazi teorilere gore, gegirgenligin stratum Korneumdan sapmasinda anahtar
faktor, lipit bilesenlerinin boliinme kapasitesidir. Stratum korneum ile su arasindaki
bolme katsayisi, oktanol/su bolme katsayisi ile dogrudan iligkilidir. Hiicreler arasi yol,
oktanol ve suyun dagilimina dayanan c¢alismalarla birincil penetrasyon yolu olarak

desteklenmektedir [22].
2.2.2.4. Derinin Durumu

Penetrasyonu etkileyen en onemli faktorlerdendir. Stratum korneum hasara ugradigi

zaman deri ylizeyi ile temasta bulunan hemen her maddenin absorpsiyonu artmaktadir.
2.2.2.5. Derinin Yasi

Derinin gecirgenligi ¢ocuklarda yetiskinlere gore daha fazladir. Erken dogan bebeklerin
epidermisi diger bebeklerinkinden fazla gecirgenlik gosterir. Yaslilarda 6nemli dermal

fonksiyonlarda azalma ve biiyiik epidermal degisiklikler absorpsiyonu da degistirir [22].
2.2.2.6. Artan Kan Artst

Dermal kanallarinda kan akisinin artisi, penetre olan materyalin ortamdan c¢abuk
uzaklastirilmasi nedeniyle absorpsiyonu arttirir. Kan damarlarinda daralma penetrasyonu

azaltir.
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2.2.2.7. Deri Bélgesi

Deride anatomik farkliliklar engel tabakanin farkli kalinlikta olmasina bagh
olabilmektedir. Su anatomik sira ile hiz artar; taban, 6n kol, ayak tistii, kafa derisi, karin

derisi, kulak arkasi.
2.2.2.8. Derinin Tiirti

Tavsanlarin, farelerin ve sicanlarin derisinde ter bezleri yoktur. Fakat kil folikiilleri

fazladir. Kemirgenlerin derisinin insanlarinkinden daha gegirgen oldugu bildirilmistir

[22].
2.2.2.9. Derinin Hidratasyonu

Stratum korneum’ un hidratasyonu penetrasyonun artmasina etki eden en 6nemli faktorler
arasindadir. Hidratasyon ile nikotinik asitin ve salisilik asit esterlerinin penetrasyon

hizinin arttig1 tespit edilmistir [22].
2.2.2.10. Derinin Sicakligi

Normal in vivo kosullarda sicaklik ¢ok dar bir aralikta degismektedir. Yapilan in vitro
caligmalarda 60 °C’ ye kadar sicakliklarda birkag saat birakildiginda permeabilitenin
degistigi, pH<3 veya pH>9 oldugu sulu ortamda ve 65 °C’ nin tizerinde ¢alisildiginda
stratum korneum’ un doniisiimsiiz yapisal degisikliklere ugradigi bildirilmistir.

Sicakligin, ilacin deriden absorpsiyonu yaninda jelin stabilitesi lizerinde de etkisi vardir.
2.2.2.11. pH

Salisilatlarin pH’ sina bagli olarak absorpsiyonunun arttigi goriilmiistiir. En yiiksek

pH=10,78 iken en diislik absorpsiyonun pH=2,97 oldugu tespit edilmistir.
2.2.2.12. lla¢ Konsantrasyonu

Absorpsiyonda ila¢ miktar1 konsantrasyona bagli olarak artar. Bu artis ylizey alaninin

genislemesi ve temas siiresi ile dogru orantili olarak artmaktadir [22].
2.2.2.13. Ilaclarin Coziiniirliik Ozellikleri

[laglarm absorpsiyonunda ilacin ¢oziiniirliik 6zelliginin etkisi Mayer-Overton teorisi ile
onem kazanmistir. Epidermal hiicre membrani lipid ve protein molekiillerinin heterojen
karisimindan olugmustur. Bu teoriye gore yagda ¢oziinen maddeler lipit igerdiginde hiicre
membranindan gegmektedir. Suda ¢oziinen maddeler ise hiicre duvarindaki protein

parcaciklarinin filtrasyonundan sonra gecerler.
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2.2.2.14. llacin Molekiil ve Partikiil Biiyiikliigii

Kiiciik molekiillerin biiyiik molekiillere nazaran daha kolay, kiicilik partikiillii ilaglarin da

bliyiik partikiillere nazaran daha kolay absorbe oldugu yapilan ¢alismalarla gdzlenmistir.
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3. CALISILAN ETKEN MADDE VE VALIDASYONU

3.1. TIYOKOLSIKOSID YAPISI VE OZELLIKLERI

Kolsikosid, Colchicum sonbaharale bitkisinde bulunan bir glikozittir. Kolsikosidin yar1
sentetik kiikiirt tiirevine tiyokolsikosid adi verilir. Tiyokolsikosid, amino biitirik asit
(GABA) reseptorlerine olan 6zel afinitesi nedeniyle kas kontraktiiriinii degistiren GABA-
nerjik inhibitor yolaklari aktive ederek giiclii bir kas gevsetici gorevi goriir (Sekil 3.1).
Klinik ortamlarda madde norolojik, romatizmal, kas ve travmatik sorunlar1 tedavi etmek
icin kullanilir. Hayvan modellerinde antiinflamatuvar ve analjezik etkiler de
belgelenmistir. Hepatik ilk gecis etkisi ve sinirli gastrointestinal emilim nedeniyle ilacin
oral biyoyararlanimi yaklasik % 25’ tir. Oral yararlanimin diisiik olmasi kullanimini
sinirladigindan, tedavi yonetiminde yiiksek kan konsantrasyonlarina ulagsmak i¢in farkl

bir dagitim yontemi tercih edilir [40-47].

_.l'. "n. | |I i
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Sekil 3.1. Tiyokolsikosidin molekiil formiilii.

Tiyokolsikosid, kas spazmlari ile iligkili semptomlarin tedavisinde kullanilir [48]. Giiglii
konviilsan aktiviteye sahiptir ve nobet gegirmeye egilimli bireylerde kullanilmamalidir.

Etki sekli, kemokin ve prostanoid iiretiminin modiilasyonunu ve eklem iltihabinin
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baslatilmasina ve giiclendirilmesine miidahale eden nétrofil ve endotelyal hiicre yapisma
molekiillerinin inhibisyonunu igerir. Tiyokolsikosid, artrit tedavisinde, ilk giin 8 mg’ a

esdeger olagan dozda, giinde 12-16 mg’ a kadar oral olarak verilen bir kas gevseticidir.

Iskelet kas1 gevseticilerin yan etkileri sunlar1 igerebilir: Uyusukluk, bulanik veya gift
gorme, kabizlik veya ishal, bag donmesi ve uyusukluk, bas agris1, mide eksimesi, hickirik
ve mide bulantisi, uykusuzluk, mide kramplari, titreme, kusma, halsizlik ve uzun siireli

kullanimin ardindan olas1 bagimlilik, 1s18a duyarlilik reaksiyonlar1 verir [49].

3.2. FRANZ DiFUZYON HUCRESI

In vitro gegis ¢alismalarinda kullanilan cihazlardan biri de Franz tipi difiizyon hiicresidir.
Bunlar ya isitma ceketleri yardimi ya da su banyosuna oturtularak sabit sicaklikta
caligtirtlirlar. Bir membran, reseptor bolmesini, Franz hiicresine giren maddeyi tutan

dondr bolmesinden ayirir. Franz difiizyon hiicresinin sematik gdsterimi Sekil 3.2” te

I
+«— Membran

Reseptér Bolmesi

verilmigtir.

Omekleme
g —
Manyetik +—Su Ceketi
Karigtiricl
+— & R

Sekil 3.2. Franz Tipi Difiizyon Hiicresi.

Difiizyon hiicreleri, yaklasik 0,5 — 10 mL’ lik resept6r odasi hacimlerine ve yaklasik 0,2
— 2 cm?’ lik agikta kalan membranlarin yiizey alanlarina sahip, inert adsorbe etmeyen
malzemeden olugsmalidir [50]. Insan derisi ile yapilacak calismalarda 9 mm capli Franz
Difiizyon Hiicresi ideal segenektir; yapay membranlarda ise en iyi se¢enek 15 mm ¢apl
Franz Diflizyon Hiicresi’ dir. Test uygun sayida (en az alt)) membran ile
gergeklestirilmelidir [51]. Aparatin her ¢alismasi i¢in, karsilastirilan iki iirtin alt1 hiicreye
Sekil 3.3 teki gibi test T ile referans ilag ise R ile gosterildigi gibi atanmalidir. Cilt
gecirgenligini degerlendirmek icin Franz Difiizyon Hiicresinin kullanimi; cilt, ilag ve
formiilasyon icin temel bilgiler saglar. Yalnizca yeni formiilasyonlarin tasarimi ve

gelistirilmesinde degil, ayn1 zamanda toksisite taramasi [51] ve kalite kontrolii i¢in de
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oldukg¢a faydalidir. Difiizyon hiicresi, yar1 kat1 dozaj formlarindan ilag salinimini 6lgmek

icin giivenilir ve tekrarlanabilir bir aractir.

O ® O © ©®
® © PO ® O

Sekil 3.3. (T) Gelistirilen ilag ve (R) Referans ilacin Franz Difiizyon Hiicresine

yerlestirilen konumlari.

3.2.1. Reseptor Sivisi

Test maddesini ¢oziindiirmek i¢in yeterli kapasiteye sahip olmasi gereken reseptor sivisi,
uygulama zamanindan reseptdr sivisinin toplanmasinin sonuna kadar derinin alt tarafi ile
temas halinde tutulur. Reseptor sivisinin sicaklik kontrolii deney boyunca ¢ok dnemlidir.
Difiizyon hiicresindeki cilt yiizeyi sicakligi, in vivo cilt sicakligi olan 32 = 1 °C’ de
tutulmalidir. Statik hiicrelerdeki reseptor sivist ¢alisma boyunca iyice karistirilmalidir.
Reseptor sivisinin bilesimi, test maddesinin diflizyon kapsamini sinirlamayacak sekilde
secilir; yani arastirilan kimyasalin reseptor sivisindaki ¢oziintirliigii ve stabilitesi garanti

edilmelidir.

Bazen uzun siireli cilt niifuz deneyleri i¢in ¢ozeltiye bir koruyucunun (sodyum azid)
eklenmesi tavsiye edilir [52]. Kullanilan farkli ortamlar arasindaki ayirt etme giiciindeki
onemli farkliliklar Baert tarafindan gosterilmistir [53]. Hidrofilik bilesikler i¢in yaygin
olarak salin veya tamponlu salin soliisyonlar1 kullanilir. Siv1 analitik prosediire miidahale
etmemelidir. Genel bir kural olarak reseptor sivisinin fizyolojik bir pH’ ya sahip olmasi
gerekir. Deney sirasinda kabarcik olusumunu 6nlemek igin reseptdr sivisinin gazi
giderilmelidir. Dermal absorpsiyonun eksik tahmin edilmesine neden olabilecek serbest
difiizyon siirecine miidahaleyi en aza indirmek amaciyla, reseptor sivisindaki niifuz eden
madde miktart hi¢bir zaman doygunluk seviyesinin % 10’ unu agsmamalidir. Madde, in

Vitro test ve sonraki analiz siiresince reseptor sivisinda stabil olmalidir [53].

3.2.2. Membran Sec¢imi

Membran tipi ve kalinlig1r énemli faktorlerdendir. Gegirgenlik testi icin tercih edilen
membran, cihazin veya dozaj formunun uygulanacagi biyolojik dokudur. Biyolojik cilt

hazir olarak bulanamadigindan topikal farmasoétiklerin gegirgenlik testinde ¢ogunlukla
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sentetik polimer membranlar kullanilir.

Amerika Birlesik Devletleri Saglik Bakanlig1’ na bagl Gida ve ilag Idaresi (FDA), basit,
gozenekli sentetik membranlarin, bir destek gorevi gordiikleri, ancak hiz sinirlayici
engeller olmadiklar i¢in topikal farmasotik performansini degerlendirmek i¢in uygun
oldugunu oOne siirmiistiir. Kullanilan sentetik membranlarin iki islevi vardir. Bunlar;

derinin simiilasyonu ve kalite kontroliidiir.

Membranlar miimkiin olan en diisiik difiizyon direncini sunmali ve hiz kontrol edici

olmamalidir [54]. Sentetik membran kullanmanin mantigi, sentetik membran

kullaniminin hayvan veya insan derisiyle iligkili degiskenligi en aza indirmesidir [55].

Cizelge 3.1° de Franz Difiizyon Hiicre deneylerinde kullanilan sentetik membranlari

gostermektedir. Membran kalinligi, nominal gézenek boyutu, gézeneklilik ve bireysel

ireticiler de gosterilmektedir. ‘Polimerik’ ve ‘seliiloz’ bazli olarak gruplandirilirlar.

Cizelge 3.1. Seliiloz bazl1 ve polimer bazli sentetik membranlar ve 6zellikleri.

Gozenek
’ Kalinhk Referans
Membran | Polimer boyutlar Marka
(nm) numarasi
(nm)
Seliiloz Rejenere Seliiloz 0,45 170 Sartorius | 1120 18406
Bazh 2005453
Polimer Bazh
Durapore | PVDF 0,45 125 Merck GVWP04700-
(Poliviniliden Durapore | ROSB67826
floriir)
Supor PES  (Hidrofilik | 0,45 140 Pall- 60172-
polietersiilfon) Supor 27574621
Nylone Nylone (Hidrofilik | 0,45 170 Merck HNWP04700-
Naylon Net filtre) ROKA74223
Tuffryn PS (Poli siilfon) 0,45 145 Pall 60669

16




Genellikle selilloz ve poliakrilonitril membranlarda esnekligi artirmak, kirilganligi
azaltmak icin gliserol kullanilir, gliserol ilag difiizyon katsayisini degistirebilir ya da
reseptor kisma gecerek membran gozeneklerini tikamaktadir. Bu durumu 6nlemek igin
membran uzun siire reseptor igerisinde bekletilerek gliserol yok edilebilir. Hidrofilik bir
membran kullanilmasi durumunda da membranin siviya doyurulmus olundugundan emin
olunmalidir. Gerekirse 12 saate kadar kullanilacak reseptor igerisinde bekletilerek ortama

doyurulmalidir.

3.2.3. Numune Alma Siiresi

Numune alma siiresi maruz kalma siiresini yansitmalidir. Bu nedenle maruz kalma siiresi,
iiriin i¢in birka¢ dakikadan, maksimum 24 saate ve endiistriyel {iriinler i¢in 6 — 8 saate
kadar degisebilir [56]. Numune alma siklig1i, absorpsiyon derecesinin/oraninin ve
absorpsiyon profilinin belirlenmesine olanak taniyacak sekilde se¢ilmelidir. Emilim
kinetigini tahmin edebilmek i¢in, en erken zaman noktasi (30 dakika) dahil olmak {izere

en az 6 uygulama sonrasi zaman noktasi i¢in kinetik 6l¢iimlerin elde edilmesi gerekir.

3.2.4. Difiizyon Hiz1

Difiizyon hizin1 etkileyen en dnemli parametre konsantrasyon farkidir. Konsantrasyon
farki ne kadar biiyiik olursa difiizyon hiz1 da o kadar fazla olur. Bu nedenle iiriiniin pH’
st ve ortamin pH’ s1 ¢cok dnemlidir. Diger etkileyen parametrelerden biri olan sicaklik, ne
kadar yiiksek olursa parcaciklarin kinetik enerjisi de o kadar fazla olur, dolayisiyla daha
hizli hareket edip karisirlar. Membran yiizey alani da hizi etkileyen parametreler
arasindadir. Yiizey alani ne kadar biiyiik olursa temasi arttirdigindan dolayi difiizyon hizi

artar.

3.3. METOT VALIDASYON PARAMETRELERI

3.3.1. Dogrusallik

Dedektor tepkisinin Ol¢iilen analitin konsantrasyonuyla dogrudan orantili olma derecesi
analitik prosediiriin dogrusalligini belirlemektedir. Bir kalibrasyon egrisi olusturulurken

kalibrasyon standartlar1 hedeflenen 6l¢tim araligini igine almalidir.

En az 0,95 diizeyinde diizeltme faktorii elde edilmelidir. Sifirdan biiyiik 7 standarttan en
az 5’ 1 LOQ’ dan biiyiik ve en yiiksek konsantrasyon dahil olmak iizere, yukaridaki kritere

uymalidir [57-58].
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3.3.2. Kesinlik

Belirli kosullar altinda ayn1 homojen numunenin ¢esitli numunelerinden yapilan bir dizi
olgiim arasindaki uyum derecesi, analitik yontemin kesinligi olarak adlandirilir. Ug
dogruluk diizeyi ayirt edilebilir; tekrarlanabilirlik (t), ara kesinlik ve tekrar tiretilebilirlik
(R). Kesinlik arastirmalart orijinal, homojen numunelerle yapilmalidir. Bir 6l¢iim
dizisinin varyansi, standart sapmasi veya varyasyon katsayisi, analitik bir siirecin

kesinligini temsil etmek i¢in siklikla kullanilir.
3.3.2.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, ayni1 caligma kosullar1 altinda kisa bir zaman araliginda yani ayni
analist, ayn1 ekipman, kisa zaman igerisinde analiz yapma, ayni1 kimyasallar ve ayni
laboratuvar gibi kesinligi ifade eder. Tekrarlanabilirlik ayni zamanda analiz i¢i kesinlik

olarak da adlandirilir.
3.3.2.2. Ara Kesinlik
Ara kesinlik laboratuvar i¢i farkliliklar ifade etmektedir: farkli analistler, farkli giinler,
farkli ekipmanlar vb.
3.3.3. Geri Kazamim

Olgiilen degerin dogru ya da kabul edilen degere yakinligini gosterir. Numune ortamina
saglanan bir analitin miktarindan kaynaklanan dedektor tepkisinin, saf orijinal standardin
cevabina orani, bir analitin geri kazanim orani olarak bilinir.

3.3.4. Saglamhk

Metot parametrelerinde yapilan kiiciik degisikliklerden etkilenmeden zorlu kosullarda da
ayni sonucu vermesinin bir Olcilisii olarak yapilan saglamlik, kullanim sirasindaki

giivenilirligi saglar. Cozelti stabilitesi, filtre ¢caligmasi buna ornektir.

3.3.5. Dedeksiyon Limiti

Dedeksiyon limiti, tespit edilebilecek en diisilk analit miktari olarak adlandirilir.
Genellikle metotlarda LOD olarak kisaltilmis haliyle kullanilir.

3.3.6. Tayin Limiti

Tayin limiti, kabul edilebilir tekrarlanabilirlik ve dogrulukla belirlenebilecek en diisiik
analit konsantrasyonunu gosterir. Literatiirde LOQ olarak ifade edilir. Baska bir deyisle,
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tiim analitik sistemin taninabilir bir sinyal ve kabul edilebilir bir kalibrasyon noktasi
iirettigi konsantrasyondur. Ozellikle safsizliklarmn ve/veya bozunma iiriinlerinin
tanimlanmast i¢in nicelik sinir1, numune matrislerindeki diisik kimyasal

konsantrasyonlari i¢in niceliksel analizlerin bir parametresidir.
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4. YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFISI

llag, gida ve kozmetik dahil olmak {izere birgok farkli alanda kimyasal bilesim bilgisini
derinlemesine inceleme ihtiyaci, analitik karakterizasyonu, belirli bir numunede bulunan
bilesenlerin niteliksel ve/veya niceliksel tanimlanmast i¢in bir arag¢ haline getirilmistir.
Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), diisiik molekiil agirliklt maddelerden
cok yiiksek molekiile sahip maddelere kadar farkli 6zelliklere sahip bilesiklerin analizi
icin uygulanabilen bir ayirma teknigidir. Bu kromatografik ayirma, hareketli bir fazda
¢Oziinmiis bir karigimin, sabit faz adi1 verilen bagka bir malzemeden gegirilmesini igerir
ve hem hareketli hem de sabit fazlar birbiriyle karismaz. Coziiniir forma gegebilen tiim
bilesikler (antibiyotikler, sekerler, aminoasitler, gida tatlandiricilari, vitaminler,
pestisitler ve renklendiricileri ve bunlarin tlirevleri vb.) bu teknik ile giivenilir ve hizli
sekilde tespit edilebilmektedir [59]. Mobil faz, dedektorler, kolon ve kolon firini,
degazor, pompa, otodrnekleyici ve enjektor cihazi olusturan temel pargalaridir.
Analitlerin dogasma, kimyasal yapisina ve molekiiler agirhigina bagli olarak sivi
kromatografisinin tiirii secilmektedir. Bu anlamda, incelenen numunenin bireysel
bilesenleriyle ilgili niteliksel ve niceliksel bilgiye olanak tanityan farklt HPLC tiirleri
ortaya ¢ikmistir. Sekil 4.1” de HPLC cihazinin ¢alisma prensibi gosterilmistir.

i ) Numune
HPLC Sistemi Enjeksiyonu
4 | 4 m=mp Pompa eo— D.edeld.or
) . Kolon Sistemi
Solvent dagitim
sistemi l
‘ Kromatogram <= Q
LU ——
,l'_f '} | “ ‘ gisayar sisteminde

veri toplama

Sekil 4.1. HPLC cihazinin ¢aligma prensibi.
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Mobil faz, gesitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip ¢oziicli karisimlaridir. Analizi
yapilacak etkenin ve yardimci maddelerin 6zellikleri, kullanilacak sabit faz ve dedektoriin

Ozellikleri gibi parametrelere mobil faz se¢iminde dikkat edilmelidir.

Pompa, numuneyi ve mobil faz1 dedektore ve kolona tasiyan aracidir. Kolon, maddelerin
Ozelliklerinden yararlanarak ayirt edilmesini saglar. Mobil faz kolona ulasana kadar
sistemde olusabilecek hava kabarciklar1 degazor tarafindan elimine edilir.
Autoornekleyici ve enjektor kullanilarak uygun hacimde numune ¢ekilip mobil fazla
birlikte kolona verilir. Dedektorler, niceliksel analize olanak saglamak igin analitleri
olciilebilir sinyallere doniistiiriir. Ornegin tath kimyasallar1 arastirmak igin bir kirilma
indiri dedektorii(RID) gereklidir (glikoz, fruktoz, sakkaroz gibi). Ancak pestisitler,
antibiyotikler ve fenolik kimyasallar gibi maddeler iizerinde yapilan arastirmalarda
ultraviole 151n dedektorii(UV) veya diyot dizili dedektorlerinden(DAD) yararlanilabilir.
DAD dedektoriiniin UV’ ye gore daha duyarh oldugu vurgulanmalidir [59-60].

4.1. TEMEL KROMATOGRAFIK PARAMETRELER

4.1.1. Teorik Plaka Sayisi

Kolon verimliligi, farkli kolonlarin performansini karsilastirmak icin kullanilir.
Muhtemelen kolon performansinin en sik bahsedilen parametresidir ve teorik plaka
numarasi N olarak ifade edilir [61]. Plaka sayis1 yiiksek olan kolonlar daha verimlidir.
Yiiksek N’ ye sahip bir kolon, belirli bir tutma siiresinde, daha diisiik N sayisina sahip bir

kolona gore daha dar bir pike sahip olacaktir.

4.1.2. Alikonma Faktorii

Numune bileseninin mobil fazda kaldigi siireye gore sabit bir fazda kaldigi siireyi
olgmektedir. Alikonma siiresinin, alikonulmamis bir tepe noktasina (to) iliskin siireye

boliinmesiyle hesaplanir, k ile gosterilir [61].

4.1.3. Kararhlik

Kararlilik, bir kolonun ilgilenilen pik noktalarini ayirma yetenegini tamimlar ve
dolayistyla kararlilik ne kadar ytiksek olursa, iki pik noktas1 arasindaki temel ayrimin elde
edilmesi o kadar kolay olur. Aslina bakilirsa segicilik, kararliligin optimize edilmesinde

en etkili arag olabilir, Rs ile gosterilir[61].
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4.1.4. Kuyruk Faktorii ve Simetri Faktorii

Olgiilecek pik noktasi simetrik ise simetrinin hesaplanmasi kromatografik sistemin
kontroliinde veya karakterize edilmesinde de faydali olacaktir. Pik simetrisindeki artis,

kromatografik kararlilik ve hassasiyetteki azalmadan sorumludur.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Calismada in vitro permeasyon deneyleri igin Hanson marka MicroettePlus model Franz
Difiizyon Hiicresi kullanildi. Franz Diflizyon Hiicresinde kullanilan tampon ¢6zeltinin pH
degeri inolab markali 7310P modeli ile kontrol edildi. Niifuz etme yoluyla elde edilen
numunelerdeki tiyokolsikosidin miktarmin belirlenmesi WATERS marka 2487 seri

numaralit HPLC sistemi ile dogrulandi.

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) cihazi, numuneye giren veya g¢ikan isiy1
6lgmektedir. Bir numunenin 1sisin1 bir referansa gore 6lger ve numuneyi dogrusal bir
sicaklik artisi ile 1sitir. Bu termal etkilesim endotermik veya ekzotermik olarak kendini
gosterir [62]. Analizin bitecegi sicakligi en fazla numunemizin bozunma sicakligindan
oncesinde belirlemek gerekmektedir. Bu da cihazda kirlilige neden olur. Jel formunda
gelistirilen ve referans olarak kullanilan iki ilag¢ iizerinde DSC analizleri yapildi.
Kalorimetrik olgiimler TA Instruments marka DSC250 model DSC cihaz1 kullanilarak
yapildi. Numunelerin N2 atmosferinde 10°C dk? sicaklik artisiyla 6lgiimleri
gerceklestirildi.

Bir tiir titresim spektroskopisi olan Fuorier Doniistimli Kizilotesi Spektroskopisinde(FT-
IR) kizil6tesi 1sinlart molekiiliin titresim hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. Yiiksek
ve hizli ¢oziiniirlikte spektrum ve kisa siirede sonu¢ vermektedir. Stereokimyasal
ozelliklerinin bulunmasi, yapilarinin aydinlatilmasi, organik maddelerin kalitatif ve
kantitatif analizi ve saflik kontrolii gibi amaglarla kullanilmaktadir [63]. Agilent marka
Carry 630 model FT-IR cihazi kullanilarak referans ve gelistirilen ilacin ¢alismalar

yapildi.

Raman spektroskopisi yontemi kristallesme proseslerini izlemek ve reaksiyon
mekanizmalarini ve kinetigi a¢iga ¢ikarmak i¢in kullanilir [64]. Renishaw marka RA802
model farmasotik analizor Raman cihazi ile analizleri yapilmistir. Referans ilag ve

gelistirilen ila¢ numunesi karsilastirilarak benzerlik degerlendirmesi yapilmistir.
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5.2. KULLANILAN KIMYASALLAR

Kullanilan tiim reaktifler analitik safliktadir. Potasyum monobazik fosfat (KH2POa),
potasyum kloriir (KCl), sodyum kloriir (NaCl), disodyum hidrojen fosfat (Na2HPOs),
trifloroasetik asit, HPLC kalitesinde asetonitril ve metanol MERCK marka kullanilmustir.
Kullanilan reaktifler, % 96 ila 99.7 degisen derecelerde safliga sahiptir. Cozeltilerin
filtrelenmesinde 0,45 mm’ lik politetrafloroetilen (PTFE) filtreler kullanildi (Millex
Millipore, Istanbul, Tiirkiye). Ultra saf su, Sartorius marka su aritma cihaz1 (Sartorius
Arium, ABD) kullanilarak elde edildi. Tiyokolsikosid standardi (Seri No: M062300088)
INDIA GLYCOLS’ tan satin alindi ve g¢aligmalarda kullanildi. Ticari olarak temin
edilebilen, tiyokolsikosid etken maddesini igeren jel formundaki referans ilag¢ Diizce' deki
(Turkiye) bir eczaneden temin edilmistir. Satin alian tiyokolsikosid standardi ile
laboratuvar ortaminda yeni formiilasyona sahip jel formunda gelistirilen bir ilag
kullanild1. Ticari membran olarak PALL Supor 450 membran disk filtre 0,45uM 47 mm,
diiz (REF:60173), PALL HT-450 Tuffryn 100/PK membran Filtre 0,45uM 47 m (Ref:
T42575), Sartorius Rejenere Seliiloz (RC) 0,45 Mm 6zellikteki membran filtreleri Franz
difiizyon hiicresi deneylerinde (Ref: 1122 18406 2201853) kullanildu.

5.3. HPLC CIHAZININ CALISMA KOSULLARI

Yontem : HPLC

Dedektor : PDA

Kolon : ACE 5 CI8 150 x 4.6mm, Sum (veya esdegeri)
Dalga boyu : 280 nm

Akis hiz : 1.2 mL/dk

Enjeksiyon hacmi  : 50 uL

Kolon sicakhg: :25°C

Numune sicakhgr  : 25°C

Akas siiresi : 10 dakika

Tampon ¢ozelti
Hareketli Faz
Seyreltme ¢ozeltisi

: Saf suyun pH‘12.7 £0.05° ye trifloroasetik asit ile ayarlanur.
: Tampon ¢o6zelti: Asetonitril (83:17)
: Tampon ¢ozelti: Metanol (500 : 500)
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5.4. GELISTIRILEN PROSEDUR

Franz Diflizyon Hiicresi analizinde kullandigimiz pH 7,4 ortamu, 1 litre saf su icerisinde
8,4 gram sodyum kloriir, 1,44 gram disodyum hidrojen fosfat, 0,24 gram potasyum
monobazik fosfat ile 0,2 gram potasyum kloriir ¢oziinerek hazirlanir. Membranlar,
reseptoriin etkili difiizyon alanini1 kaplamaya yetecek kadar dairesel diskler halinde
kesildi ve daha sonra en az 6 saat boyunca reseptor sivisinda islatildi. Reseptdr lizerine
yerlestirilmeden dnce bir kez reseptdr sivist ile durulandi. Ureticinin belirttigi gibi, Franz
Diflizyon Hiicresine parlak tarafi yukar1 bakacak sekilde uygulandi, lizerine disk
yerlestirildi. Disk’ in ortasina tagsmayacak sekilde numune tiipten sikildi ve tizeri kapali
bir sistem olacak sekilde Franz Diflizyon Hiicresi aparatlariyla kapatildi. Sekil 5.2° de
Franz Diflizyon Hiicresi g¢alisma prensibi gosterilmistir. Franz Diflizyon Hiicresi
baslatilarak 30.dakika, 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat ve 6. saat numuneler ¢ekildi.
Cekilen numuneler HPLC sisteminde analiz edilerek sonuglar degerlendirilmistir. Analiz

bitiminde ise sistem etkenin ¢dziiciisii olan metanol ve ultra saf su ile yikandi.

A
Transdermal jel ‘%
formiilasyonu \k
7 »

Analiz icin
viale
transfer

EEE——

Franz difiizyon
hiicresi

HPLC

Tiyokolsikosid
analizi

Sekil 5.1. Franz Difiizyon Hiicresi kullanan bir transdermal ila¢ dagitim sisteminden

tiyokolsikosid niifuzu.
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6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1. KARAKTERIZASYON

6.1.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi Analiz Sonuclar

Fourier Donisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi (FT-IR), tiyokolsikosid ve yardimci
maddeler arasindaki kimyasal etkilesimlerin belirlenmesinde kritik 6neme sahiptir. FT-
IR spektrumunda goriilen sogurma bandlari bize yapida bulunan fonksiyonel gruplar
hakkinda bilgi verir. Referans ve gelistirilen jel ilacin FT-IR spektrumlar1 Sekil 6.1 de
gosterilmektedir. FT-IR spektrumlari incelendiginde gelistirilen jel ila¢ 6rneginde tiim
bandlarin mevcut oldugu goriildii. Spektrumda jel ilacin yapisinda bulunmasi gereken
fonksiyonel gruplarin parmak izi tanimlama pikleri goriilmektedir. Bu tepe noktalari tiim
karakteristik etkilesim spektrumlarinda gézlemlenebilir. FT-IR spektrumundaki 1647 ve
1525 cm™ deki karakteristik fonksiyonel pikler, tropan halkasindaki C=O ve amid
gruplarina karsilik gelir. Ayrica O-H gerilme titresimine karsilik gelen genisleme bandi
3200 ile 3600 cm™ arasinda gozlenmektedir. Ayrica 2953 cm™’ deki pik yapida alifatik

C-H gerilme gruplarinin varligina isaret etmektedir.

a)

b)

Transmittance (% )

| PRI S s S (L B B Bt A T T T T T 1T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm™)

Sekil 6.1. a) Referans ilacin ve b) gelistirilen ilag numunesinin FT-IR spektrumlari.
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6.1.2. Diferansiyel Taramah Kalorimetre Analiz Sonuclar:

Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) analizi, endotermik/ekzotermik pikler, erime,
salinim ve tiyokolsikosid ile iiriin arasindaki uyumluluk hakkinda bilgi saglayarak hizli
kanit saglamaktadir. Sekil 6.2, gelistirilen jel ilacin ve referans ilacin DSC
termogramlarini gostermektedir. DSC termogramlart hem yeni bir pikin yoklugunu hem

de karakteristik bir endotermik pikin varligini gosterir.

Bu pik, aktif madde tiyokolsikosid ile ila¢ igerigi arasinda herhangi bir uyumsuzluk
olmadigini gosterir. DSC termogramlarinda maksimum 144,3 °C olan endotermik bir tepe
noktasi erimeden kaynaklanmaktadir. Analiz sonuglari incelendiginde gelistirilen jel ilag

ile referans ilacin termogramlarinin uyumlu oldugu goriilmektedir [65-67].

a) 11 {

b) \ \

Heat Flow (Normalized) @ (W/g)
(

0 50 100 150 200 250

Temperature 7 (°C)
Sekil 6.2. a) Referans ilacin ve b) gelistirilen ilag numunesinin DSC termogramlari.

6.1.3. Raman Spektroskopisi Analiz Sonuclari

Sekil 6.3 ve 6.4 te gosterilen gelistirilen jel formuna sahip ilag ve referans ilaca ait raman
spektrumlar1 gosterilmektedir. Spektrumlar incelendiginde, analiz sonucunda elde edilen
piklerin iki ilag i¢in benzer olduklart ve referans ilacin spektrumunda goriilen farkli

piklerin ise icerigindeki farkli yardimci maddelerden kaynaklandigi tespit edilmistir.
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Sekil 6.4. Gelistirilen ilacin Raman spektrumu.

6.2. GELISTIRILEN PROSEDURUN OPTiMiZASYON PARAMETRELERI

6.2.1. Membranin Tiyokolsikosid Geg¢irgenligine Etkisi

Calismada farkli 6zelliklere sahip ti¢ farkli membran kullanilmistir. Bu membranlarin in
vitro gegirgenliginde pH 7,4 ortam ¢dzeltisi, 600 rpm karistirma hizi, 32 °C sicaklik ve
400 mg tiyokolsikosid optimum parametreler kullanilarak referans ilagla ne kadar benzer
sonuglar elde edildigi belirlendi. Sekil 6.5 incelendiginde, Seliilloz, Tuffryn ve Supor
membranlarindan formiilasyonu gelistirilen ilagtaki tiyokolsikosidin gecirgenligi referans
ilacla karsilastirildiginda membranlar arasindaki gecirgenlik farkliliklar1 goriilmektedir.
Sekil 6.5’ te goriilebilecegi lizere en 1yi gecirgenlik Supor membran kullanildiginda elde

edilmistir, dolayisiyla ¢calismaya Supor membran kullanilarak devam edilmistir.
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Sekil 6.5. Membranin tiyokolsikosid gegirgenligine etkisi (Optimizasyon kosullari:
ortam pH: 7.4, kKaristirma hizi: 600 rpm, numune alma stiresi: 6 saat, sicaklik: 32 °C,

tiyokolsikosid miktari: 400 mg).

6.2.2. Membran Doyurulmasinin Tiyokolsikosid Ge¢irgenligine Etkisi

Franz hiicre ¢aligmalarindaki en kritik parametrelerden biri membranin yeterli ortam
sollisyonuyla doyurulmasidir. Ortam soliisyonuyla doyurulmus membranin referans ilaca
daha benzer oldugunu ve doymus membran ile yapilan ¢alisma 6 saatlik doyurma
sliresinin yeterli oldugu tespit edildi. Bu nedenle ¢alismada membran doygunluk siiresi 6
saat olarak belirlendi. Membran i¢in analiz baglamadan 6nce ortamda bekletilmeden, 3
saat ve 6 saat bekletilerek elde edilen sonuglar incelendi. Sekil 6.6° da 3 saat membran

doyurulmasi sonucunda gelistirilen ilag ve referans ilacin alan karsilastirmasi verilmistir.
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Sekil 6.6. 3 saat membran doyurulmasi sonucunda gelistirilen ilag ve referans ilacin alan

karsilastirmasi.
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Sekil 6.7’ de ortam soliisyonuyla doyurulmus membranin referans ilaca daha ¢ok
benzedigi goriilmektedir. Doymus membran ile yapilan ¢alisma, 6 saatlik duygunluk
stiresinin yeterli oldugunu gosterdi. Bu nedenle ¢alismada, membran doygunluk siiresi 6

saat olarak belirlendi.

B Ortam 31151 ile Doyurulmus Membran @ Dovurulmamis Mambran
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Sekil 6.7. Ortam soliisyonuyla doyurulmus ve doyurulmamis membranlarin
tiyokolsikosid gecirgenligi tizerindeki etkisi. (Optimizasyon kosullari: Supor membran,
¢ozelti pH: 7,4, karistirma hizi: 600 rpm, numune alma siiresi: 6 saat, sicaklik: 32 °C,

tiyokolsikosid miktari: 400 mg)
6.2.3. Numune Miktarinin Tiyokolsikosid Gec¢irgenligine Etkisi

Etkisi incelenen bir diger parametre ise Franz Diflizyon Hiicresine yerlestirilen numune
miktaridir. 300 ila 500 mg arasinda degisen numune miktarlar1 disk ortasina yerlestirildi
ve bunun tiyokolsikosid gegirgenligini etkileyip etkilemedigi incelendi. Sekil 6.8
incelendiginde, Franz Diflizyon Hiicresine yerlestirilen numune miktarinin higbir
etkisinin olmadigini belirledi. Bu nedenle ¢alismada optimum numune miktar1 olarak 400

mg tiyokolsikosid numunesi se¢ildi ve kullanildi.
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Sekil 6.8. Numune miktarinin tiyokolsikosid gecirgenligine etkisi (Optimizasyon
kosullari: Supor membran, ortam pH: 7.4, Karistirma hizi: 600 rpm, numune alma
stiresi: 6 saat, sicaklik: 32 °C).

6.2.4. Kanistirma Siiresinin Tiyokolsikosid Geg¢irgenligine Etkisi

Referans ilag ile gelistirilen ilag numunesinin gegirgenligini etkiledigi diistiniilen
karistirma siiresi degerlendirildi. Belirlenen ideal kosullar altinda tiyokolsikosid miktar1
0,5 ila 8 saat arasinda degisen siirelerde Ol¢ililmiis ve referans ilaca benzerligi tespit
edilmistir. Sekil 6.9’ da goriildiigii gibi membrandan hiicreye gecen etken miktari 6 saat
ve daha uzun siirede degismedi. Referans ilag ile benzer oldugundan g¢alismanin

karistirma siiresi i¢in 6 saatin yeterli oldugu tespit edildi ve karistirma siiresi 6 saat olarak
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Sekil 6.9. Karistirma siiresinin tiyokolsikosid gegirgenligine etkisi (Optimizasyon
kosullari: Supor membran, ortam pH: 7.4, karistirma hizi: 600 rpm, membran doyurma

sliresi: 6 saat, sicaklik: 32 °C, tiyokolsikosid miktari: 400 mg)
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6.2.5. Karnistirma Hizinin Tiyokolsikosid Geg¢irgenligine Etkisi

Karigtirma siiresi belirlendikten sonra bir diger parametre ise karistirma hizinin etkisinin
incelenmesidir. Bu parametre i¢in karistirma hizi 500 ile 660 rpm arasinda degistirilerek
tiyokolsikosidin gegirgenligindeki degisim arastirildi. Sekil 6.10 incelendiginde, 600
rpm’ de karistirildiginda referans ilagla benzerligin % 100’ e ulastig1 goriilmektedir. Bu

nedenle ¢alisma karistirma hizi olarak 600 devir/dakika tercih edilmistir.

120
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Sekil 6.10. Karigtirma hizinin tiyokolsikosid gecirgenligine etkisi (Optimizasyon
kosullari: Supor membran, ortam pH: 7.4, numune alma siiresi: 6 saat, sicaklik: 32 °C,

tiyokolsikosid miktar1: 400 mg).

6.2.6. Tiyokolsikosid Geg¢irgenligine Sicaklik Etkisi

Sicakligin tiyokolsikosidin permeasyonuna etkisinin incelendigi bir diger c¢aligmada
gerekli sicaklik, viicut sicakligi olan 32 °C olarak belirlendi. Tiyokolsikosid gegirgenligi,
sicakliklar 30 ila 36 °C arasinda degistirilerek farkli sicakliklarda gergeklestirildi. Sekil
6.11, referans ilaca karsi en iyi gecirgenligin 32 °C viicut sicakliginda elde edildigini
gostermektedir. Bu nedenle ¢alismada optimum sicaklik 32 °C olarak belirlenmis ve

kullanilmistir.
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Sekil 6.11. Tiyokolsikosid gecirgenligine sicaklik etkisi (Optimizasyon kosullari: Supor
membran, ortam pH: 7.4, Karistirma hizi: 600 rpm, numune alma siiresi: 6 saat,

tiyokolsikosid miktari: 400 mg)

6.3. HPLC METOT VALIDASYONU

Bu calismada, ticari bir referans ilacin ve tiyokolsikosid etken maddesini igeren bir jelin
in vitro permeasyon ¢aligmalar1 i¢in analitik bir yontem gelistirildi. Kromatografik
yontem igin dogrusallik, hassasiyet, dogruluk, dedeksiyon limiti (LOD) ve tayin limiti
(LOQ) parametreleri dogrulanmistir. Analiz sonuglari, analitik prosediirlerin, ilag
alaninda diinyadaki kurallar1 belirleyen Uluslararasi Uyum Konseyi (ICH)
validasyonu:metin ve metodoloji Q2(R1) kriterleri dikkate alinarak belirlenmigtir [68-
70].

Calisilan ¢oziicii ve gelistirilen ilag numunesinin igerisinden tiyokolsikosidi tam olarak
¢ozeltiye alip alinmadiginin kontrolii i¢in dogruluk calismasi yapilmistir. Uretim
sirasinda olusacak hatalardan kaynakli miktar tayini sonucundaki sapma ve varyasyonlari
tespit edebilmek adina bu ¢alisma % 30 ile % 120 geri kazanim araliklarinda yapilmistir.
Geri kazanim sonuglar1 % 99,85 ile %1 00,08 araligindadir. Dogrusallik ¢alismasi igin,
0,078 ile 40,0 pg/mL arasinda degisen yedi tiyokolsikosid standardi hazirlandi. Elde
edilen alanlar dogrultusunda dogrusal grafik olusturuldu ve buna bagli olarak
degerlendirme yapildi. Regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi sirasiyla y =
56778285,0642x+2317,8268 ve 0,9995 dir. Bu analitik yontemin kesinligi i¢in ayni
konsantrasyonda hazirlanan 5 farkli numune ¢6zeltisinin sonuglar1 arasindaki bagil

standart sapma (%RSD) degerinin % 3’ ten az oldugu belirlendi.
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Dogruluk ve geri kazanim c¢aligsmalarinda % 100 olarak belirlenen degerin
konsantrasyonu 26 pg/mL’ dir. Bu degerin yiizdeleri oranlanarak diger konsantrasyon
degerleri belirlendi. Analitik yontemin dogrulugunu kanitlamak ic¢in dogrusal bolgede
dort farkli konsantrasyonda hazirlanan ornek cozeltilerin % geri kazanim degerleri
hesaplandi. % 100-% 102 araliginda elde edilen veriler yontemin dogrulugunu
kanitlamaktadir. LOD ve LOQ degerlerini belirlemek i¢in sinyal/gtirtilti (S/N) kullanildu.
S/N, giiriiltiiniin LOD’ sinin 3 katin1 ve LOQ’ sunun on katin1 ifade eder. LOD ve LOQ
degerleri 0,026 pg/mL ve 0,078 pug/mL olarak hesaplandi. Cizelge 6.1° de standart

konsantrasyonu farkli yiizdelerde calisilarak metot giivenilirligi test edilmistir.

Cizelge 6.1. Metot dogrulama parametreleri

Validasyon Parametreleri

% %
Konsantrasyon Limiti  Sonugclar
50 101,2+0,3
80 101,8+0,5
Dogruluk 100 101,1£0,9
120 100,4+0,6
150 100,2+0,5
Tekrarlanabilirlik 100 100,1+0,7
30 99,9+0,1
Geri Kazanim 80 100,1+0,1
100 100,2+0,2
120 100,1+0,7
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7. SONUCLAR VE ONERILER

Ilag sektdriinde 6nemi giderek artan sistemlerden biri de yenilikgi ve basaril1 bir arastirma
alan1 olusturan transdermal ila¢ dagitim sistemidir. Bu c¢alismada g¢esitli ilag
uygulamalariyla viicuda aliman etken madde olan tiyokolsikosidin Franz Difiizyon
Hiicresi ile gegirgenligi, jel formunda gelistirilen ilacin ve referans ilacin belirlenen
zaman araliklarinda gegirgenliginin takip calismasi yapildi. Bu yontem bir iirliniin kalite
kontroliinii, dogrulanmasini ve stabilitesinin test edilmesini saglayabilmektedir. Elde
edilen sonuglar, Franz Difiizyon Hiicresi analizinde kullanilan farkli 6zellikteki membran
denemelerinde Supor membranin en az varyasyon ve en fazla uyumlu membran oldugunu
gostermistir. Membran ve Franz Difiizyon Hicresindeki farkli tip ilag ve etkenlerin zaman
icerisinde salinmasi sayesinde hesaplanabilir diizeyde calismalara onciiliik edebilecektir. Ilag
etken madde transdermal difiizyonunda, insan veya hayvan derisini temsil edebilecegi goz
Oniline alindiginda, gecirgenlik ¢aligmalarinda sentetik membranlarin alternatif olabilecegi,
zaman, maliyet, giivenirlik ve pratiklik agisindan umut verici bir ¢alisma oldugu ifade
edilebilir.  Numunelerden elde edilen sonuglarin dogrulugunu ve giivenilirligini
degerlendirmek icin analitik yontem parametrelerinin ¢alismasi yapilmistir. Ayrica
tiyokolsikosid etkeni ile farkli ¢alismalar mevcut olsa da jel formundaki referans ilag ile
yapilan ilk karsilagtirmali ¢alisma olacaktir. Numune ve referans ¢ozeltilerin enjeksiyonu
sonucunda tiyokolsikosid i¢in elde edilen kromatogramlarin 0,9995 korelasyon katsayisi

elde edilen dogrusalligin kullanilan analitik yontem i¢in giivenilir oldugu belirlendi.

Ayrica dedeksiyon limitinin 0,026 ng/mL oldugu, bagil standart sapma degerlerinin % 3’
tin altinda oldugu ve dogruluk degerlerinin % 100 ile % 102 arasinda oldugu gozlendi.
Elde edilen bu degerler ¢alismanin dogrulugunu ve giivenirligini kanitlamaktadir. Ayrica
yontem, ¢ok fazla islem adimi gerektirmemesi, az malzeme tiiketmesi ve toksik ¢ozelti

kullanimin1 gerektirmemesi hizli bir sekilde uygulanabilmesi nedeniyle ¢evre dostudur.

Sonug olarak bu tez calismasinda, dogrulama parametreleri ile kontrol edilen HPLC
metodu ile desteklenen Franz Diflizyon Hiicresi analizinde Gelistirilen ilag ile referans

ilacin en benzer profili veren membranin Supor oldugu bulunmustur. Ayrica FT-IR, DSC
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ve Raman gibi farkli analiz yontemleri ile ¢alisma sonuglar1 desteklenmistir. Calismadan

elde edilen sonuglar incelendiginde benzer ¢aligmalar i¢in yol gosterici niteliktedir.
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